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研究成果の概要（和文）： 
 歯周病の原因菌は歯肉の上皮細胞内に侵入する能力を有しており、このことが歯肉に炎
症を起こすメカニズムの一つと推測されている。本研究では細胞内に侵入した細菌の検知
とそれらの排除に重要な役割をもつ NOD と呼ばれる受容体タンパクに着目し、原因菌が
これらによってどのように認識されるのか調べた。その結果、歯周病の原因菌の種類によ
って、NOD1 および NOD2 の活性化能が異なることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Some of periodontal pathogens have an ability to invade gingival epithelial cells. 
This ability is thought as one of the mechanism to induce periodontal inflammation. In 
the present study, we focus on NOD proteins that have been shown to play an 
important role on detection and elimination of invasive bacteria, and investigate 
whether NODs proteins can recognize periodontal pathogens or not. As results, we find 
both NOD1- and NOD2-stimulatory activities are different by the species of 
periodontal pathogens.  
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１．研究開始当初の背景 
 Toll 様受容体 (TLR)はペプチドグリカン
(PGN)、リポ多糖 (LPS)、フラジェリンや CpG 
DNA などの細菌に特有な成分を認識し、NF-
κBや MAPKの活性化することにより、炎症性
サイトカインや接着分子の発現を誘導する。
TLR は細胞膜やエンドソーム膜に発現し、主
に細胞外に存在する病原体の検知に寄与し

ている。一方、病原性を示す細菌の特徴の一
つに細胞内侵入・増殖能があげられる。細胞
内には抗体や補体による体液性免疫による
抗菌作用が及ばないため、細胞侵入能は細菌
が生存していくうえで有利に働くと思われ
る。細胞侵入菌のサルモネラ、シゲラ、リス
テリアなどの病原体はファゴソームから細
胞質内への侵入機序、ファゴソームとリソゾ
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ームの融合を阻害することが報告されてお
り、このような機序で細胞内侵入した細菌の
検知は TLR のみでは困難と推測されてきた。
近年、このような細胞侵入細菌の認識や除去
に、細胞内タンパクの Nucleotide-binding 
oligomerization domain (NOD) 様受容体の
ファミリーが重要な役割をもつことが明ら
かになってきている。NOD1、NOD2、NAIP5、
IPAF、NALP3 がこれらのファミリーに含まれ
る。NOD1 はグラム陰性菌 PGN 中に存在する
iE-meso-DAP を、そして NOD2 はグラム陽性菌
陰 性 菌 に 共 通 に 認 め ら れ る 構 造 の
muramyl-di-peptide (MDP)を認識し、NF-κB
や MAPK を活性化することにより、炎症性サ
イトカインや抗菌ペプチドの発現を誘導す
る。また NOD１と NOD2 の刺激は TLR2や TLR4
刺激と協調的に作用して炎症性サイトカイ
ンの産生を相乗的に増加させることも報告
されている。さらに NODはオートファジータ
ンパクの ATG16L1と相互作用することにより、
NF-κB 非依存的にオートファジーを誘導し、
細胞質に存在する細菌の排除に関連するこ
とが示されている。in vivo における細菌感
染実験でも NOD1および NOD2の欠損マウスは
野生型と比較して除菌する能力が減少して
いる。 
 NOD1 および NOD2 の歯周炎組織における発
現は炎症の強さと関連していたことから歯
周炎形成への関与が推測されている。歯周病
原細菌の中でも、Porphyromonas gingivalis, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 
Fusobacterium nucleatum は歯肉上皮細胞や
線維芽細胞などの歯周組織細胞中に侵入、増
殖 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に
P.gingivalis や F.nucleatum の PGN は NOD1
の認識に必須の meso-DAPがそれぞれ L.L-DAP
と meso-Lanthionine に置換されていること
が報告されている。そのためこれらの細菌認
識そして排除に NOD1および NOD2がどのよう
に関与しているかは不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究計画の目的は、以下のとおりである。 
(1) NOD1 および NOD2 の歯周病原細菌やそれ
らの PGN の認識への関与を明らかにする。 
(2) 歯周病原細菌 PGN による NOD1 および
NOD2 刺激時の口腔上皮細胞の炎症性反応を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)歯周病原細菌と PGNの精製 
 歯周病原細菌として P.gingivalis, 
A.actinomycetemcomitans, F.nucleatum を、
そして非歯周病原細菌としてグラム陰性
Escherichia coliとグラム陽性 Aerococcus 

viridans を実験に使用した。凍結乾燥菌体か
らの不溶性 PGN の精製は通法に従い行った。
精製した不溶性 PGNはさらに mutanolysinで
処理し、可溶性の PGN (sPGN)を得た。グラム
陰性 PGNとしての生物学的活性はショウジョ
ウバエマクロファージ、S2*細胞株の抗菌ペ
プチド diptericin の誘導能を解析すること
により確認した。 
(2)NOD1および NOD2活性化能 
 ヒト NOD1 および NOD2を過剰発現させた
Human Embryo Kidney (HEK)293T 細胞を加熱
処理菌体および sPGNで刺激した。NOD刺激に
よる NF-κB の活性化を、ルシフェラーゼを
用いたレポーターアッセイで測定すること
で種々の歯周病原細菌の NOD活性化能を比較
解析した。 
(3)sPGNの口腔上皮細胞に及ぼす影響 
 精製した sPGNでヒト口腔上皮細胞株の
HSC-2細胞を刺激した。IL-8の産生量を ELISA
で測定することにより、歯周病原細菌 sPGN
の口腔上皮細胞に及ぼす影響について比較
検討した。 
 
４．研究成果 

 

図１は NOD1および NOD2発現細胞を加熱処理
死菌体で刺激した結果を示す。NOD1発現細胞
は グ ラ ム 陰 性 菌 の 中 で
A.actinomycetemcomitans, F.nucleatum と 
E.coli が濃度依存的に強い活性を示したが、 
P.gingivalis は 100 µg/ml まで濃度を上げ
た 時 に は じ め て 活 性 化 が み ら れ た 。 
A.viridansは NOD1 を刺激できなかった。 
 
NOD2発現細胞は A.actinomycetemcomitansも
しくは E.coli刺激によって NOD2は濃度依存
的 に 活 性 化 さ れ た が 、 P.gingivalis, 
F.nucleatum と A.viridans は NOD2 を活性
化することができなかった。 
 



 

 

 

図２は sPGN で NOD1 および NOD2 発現細胞を
刺 激 し た 結 果 を 示 す 。
A.actinomycetemcomitans, F.nucleatum と
E.coli は NOD1 発現細胞を強く活性化した。 
P.gingivalis は NOD1 を活性化できたが、他
の歯周病原細菌と比較して、その活性は
10-100倍ほど低かった。 
 また、すべての sPGNが NOD2発現細胞を刺
激することができたが、P.ginigivalis の活
性は弱かった。グラム陽性の A.viridans は
NOD2のみ活性化した。 
 

 

 

  P.gingivalis は NOD1, NOD2 刺激能が弱い
ことが明らかになった。そこでこれらの活性
は P.gingivalisの strainに共通して認めら
れるのかどうか確認するために、数種類の
P.gingivalis strain 菌体を使って NOD 発現
細胞刺激した。NOD1 発現細胞では、全ての
P. gingivalis strain は E.coli に比べて弱
い傾向を示した(図 3)。一方、NOD2 発現細胞
では strainによる活性に差が認められ、W83、
GAI7802株が E.coli同等の強い活性を示した。
他の strain はそれに比べて活性は弱く 100 
µg/ml まで濃度を上げて初めて有意な活性を
示した(図４)。 
 

 

 図５は口腔上皮細胞株 HSC-2細胞を NODリ
ガンドで刺激した際の IL-8の産生量を示す。
A-iE-DAP は 10µg/ml の濃度で IL-8 産生を誘
導しましたが、MDPは誘導できなかった。IFN-
γによる前刺激によって HSC-2 細胞の
A-iE-DAP に対する反応性は増加した。 
 

 

 次に各歯周病原細菌の sPGN で IFN-γ処理
HSC-2 細胞を刺激した。IL-8 の産生量はほぼ
sPGNの NOD1活性化能と類似した活性を示し、
P.gingivalis sPGN の IL-8 産 生 能 は
A.actinomycetemcomitans, F.nucleatumと比



 

 

較して 1/10 以下であった(図６ 
)。 
 
 今回の一連の実験により P.gingivalis は
NOD1 および NOD2 を強く活性化できないこと
が明らかになった。P.gingivalis LPSは TLR4
の活性化能が弱く、むしろアンタゴニストと
して働いているとする過去の報告の結果と
考え合わせると P.gingivalis のこれらの自
然免疫の低刺激特性はこの菌が歯周病局所
において生息するうえで有利に働いている
かもしれない。 
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