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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌であるP .gingivalis (P.g.)は、FimA線毛とMfa1線毛の２種類の線毛を
有しているが、Mfa1線毛を用いた宿主免疫応答に関する研究報告はほとんどない。本研究では、P.g. Mfa1線毛
刺激がマウス歯肉線維芽細胞の免疫・代謝機構に及ぼす影響を検討した。その結果、Mfa1線毛刺激によって好中
球走化性因子であるCxcl1,Cxcl3および炎症性サイトカインであるIL-6細胞接着因子であるIcam1、SeleのmRNA発
現上昇を認めた。このことからMfa1線毛は歯周組織を構成する歯肉線維芽細胞の免疫調節能に大きな影響を与え
ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The periodontal pathogenic bacterium P .gingivalis (P.g.) has two types of 
fimbriae, FimA and Mfa1, but there are few reports on host immune responses using Mfa1. In this 
study, we examined the effects of P.g. Mfa1 stimulation on immune and metabolic mechanisms in mouse 
gingival fibroblasts. We found that Mfa1 stimulation increased mRNA expression of the neutrophil 
chemotaxis factors Cxcl1 and Cxcl3, the inflammatory cytokine IL-6 and cell adhesion factors Icam1 
and Sele. These results indicate that Mfa1 has a significant effect on the immunomodulation of 
gingival fibroblasts, which constitute periodontal tissues.

研究分野：歯周病学

キーワード： P. gingivalis　Mfa1線毛　歯肉線維芽細胞　Toll-like Receptors
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研究成果の学術的意義や社会的意義
不明な点の多い P.gingivalisのMfa1線毛による歯周組織破壊の詳細な機序を解明することで、歯周病の発症機
序の解明のみならず、歯周組織破壊の簡便で効果的な抑制方法の開発に繋がると考える。臨床と基礎分野の相補
的な連携研究により、細菌感染を伴う炎症性疾患に対する免疫賦活剤や免疫調節剤および生物学的製剤の開発に
繋げることで、超高齢社会における健康寿命の延伸、さらには国の医療費削減にもつなげていくことが重要であ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は、口腔内細菌の増加による慢性炎症により歯を支える歯周組織が破壊され、咀嚼障害を
誘発すると共に糖尿病、心臓血管疾患、がんといった様々な全身疾患に影響を与えることが知ら
れている。ヒトの口腔内には、約 700 種類の細菌が生息し、腸管と同様に複雑な細菌叢を形成し
ている。特に Red Complex と称されるグラム陰性偏性嫌気性桿菌群の増加は、歯周病の進行と深
く関連しており、その中でも Porphyromonas gingivalis は、キーストーン病原体として自身の
病原性のみならず歯周組織周囲のディスバイオシスを誘発している(Hajishengallis G et al. 
Cell Host Microbe. 2011)。  
P. gingivalis の病原性、宿主への定着を考えるうえで、菌体表層に豊富に観察される線毛は、
非常に重要な因子である。P.gingivalis は、FimA と Mfa1 の 2 種類の線毛を発現している。FimA 
線毛に関する研究は、1984 年に精製されて以来、世界中で活発に行われ、その構造と生理的機
能に対する研究は進んでいる。一方、Mfa1 線毛については、2007 年に精製されて以降、宿主応
答に与える影響に関しては報告が少ないのが現状である。申請者らは、Mfa1 線毛を高度精製後
にその構造と機能解析を進め、Mfa1 がシャフト部分を構成すること(Hasegawa Y et al. 
Microbiology. 2009)、Mfa3-5 が先端で複合体を形成していること(Hasegawa Y et al. Mol Oral 
Microbiol. 2013、 Ikai R et al. PLoS One. 2014)、その線毛構造モデルを提唱した(Hasegawa 
Y et al. J Dent Res. 2016)。  
歯周組織は、線維芽細胞、歯根膜細胞、骨芽細胞といったその構成細胞と主に感染時に増加する
好中球、マクロファージ・樹状細胞、T・Bリンパ球といった免疫細胞が存在し、それぞれの細胞
による感染・炎症に対する反応性が細菌に対する多彩な免疫応答を調節している(菊池毅ら.日
本歯周病学会誌. 2017)。このように歯周組織は多彩な細胞によって構成されその抵抗性を維持
しているため、歯周炎による歯周組織破壊は非常に複雑な機序で組織破壊が進行し、免疫学的に
病態形成に決定的な因子が同定されているとは言い難い。申請者らは、過去 20 年間、歯周病原
細菌とその構造物に対する生体反応(免疫応答ならびに骨代謝)について検討し続けている。例
えば、歯周病原細菌と樹状細胞による Th1 型反応の亢進について(Kikuchi T.et al. Infect 
Immun. 2004、Kikuchi T.et al. J Dent Res. 2005)や、 P.gingivalis と並んで代表的な歯周
病原細菌である Actinobacillus actinomycetemcomitans による歯周組織破壊に関連した IL-
1Ra の役割について報告してきた(Izawa A.et al. Infect Immun. 2014、Goto H.et al. Plos 
One. 2015)。また、歯周病原細菌の細胞壁成分である内毒素( LPS )が歯周組織構成細胞の一つ
である 骨芽細胞上に破骨細胞分化因子(RANKL{Receptor Activator of NF-κB Ligand})を誘導
することを明らかにした(Kikuchi T.et al. J Immunol. 2001、Kikuchi T.et al. J Dent Res. 
2003)。それ以外にもこれまで多種の観点から歯周病原細菌による歯周組織破壊の機序に関して
検討してきたが、P.gingivalis の代表的な病原因子である線毛、特に short fimbriae と呼ばれ
る Mfa1 の組織破壊に対する役割について詳細は不明のままである。  
 
２．研究の目的 
本研究では、Mfa1 線毛の構造、特に先端因子に注目し、歯周炎における線毛の免疫調節機能を
明らかにすることを目的とした。本研究により、P.gingivalis における Mfa1 線毛と宿主および
細胞との相互作用が明らかになれば、歯周病の 発症機序の解明のみならず、創薬開発にとって
有用となる。本研究は、今まで見逃されて きた線毛、特に Mfa1 の先端因子に焦点を当て、in 
vivo ならびに in vitro での Mfa1 の機能解明を試みる極めて特色のある研究である。  
 
３．研究の方法 
(１) Mfa1 線毛の精製 
Mfa1 線毛は Hasegawa らの報告に従い精製し、JI-1 として以下の実験に使用した。また、Mfa5 が
ermF-B によって破壊された Mfa5 変異体（FMFA5）株および遺伝子相補体(FMFA5C)株からも同様
に線毛を精製し、それぞれ FMFA5 および FMFA5C として実験に使用した。 
(２) 細胞培養、刺激方法 
MGF 細胞は、マウスの口蓋歯肉組織から採取した。細胞がコンフルエントに達した時点で、P.g.
の各種線毛（JI-1、FMFA5、FMFA5C、FimA）および LPS の存在下(各刺激濃度１μg/ml)または非
存在下で 2時間培養した後、各実験に用いた。 
(３) PCR Array 
回収した MGF 細胞より total RNA を抽出し、Antibacterial Response および Extracellular 
Matrix & Adhesion Molecules RT2Profile PCR Array を用いて遺伝子発現の網羅的解析を行っ
た。 
(４) Real-time quantitative PCR(qPCR) 
回収した MGF 細胞より total RNA を抽出し、18S rRNA、Cxcl1、Cxcl3、IL-6、Icam1、Sele、TLR2、
TLR4 のプライマー・プローブを用いた qPCR 分析による各種 mRNA 発現を検討した。 
 



(５) RNA 干渉(SiRNA)  
TLR2、TLR4 または control siRNA を MGF 細胞に作用させ、形質導入後、各種因子の発現を qPCR
にて解析した。 
(６) フローサイトメトリー 
RNA 干渉によるノックダウンを確認するため、TLR2、TLR4 または control SiRNA を作用させた 
MGF 細胞に対して抗 CD282 phycoerythrin(PE)、抗 CD284 PE、および isotype control 抗体にて
染色を施し、フローサイトメーターにて表面抗原の発現解析を行った。 
(７) 統計学的解析 
各群の有意差の検定には、one-way ANOVA と Bonferroni multiple comparison test を用い、危
険率は p < 0.05 をもって有意とした。 
 
４．研究成果 
(１) Mfa1 線毛に対する Antibacterial Response PCR Array を用いた網羅的解析（図 1） 
MGF 細胞を各種刺激因子にて２時間刺激を行い、PCR Array 解析を行ったところ、Cxcl1 と Cxcl3
の mRNA 発現は、無刺激に比べ JI-1 で４倍以上の上昇を認めた。さらに、FimA では、無刺激に
比べて Cxcl3 を含む多くの mRNA 発現上昇を認めた。一方、LPS では、無刺激と比較して顕著な
変化は認められなかった。 

 
(２) 変異株由来 Mfa1 線毛刺激による CXCL1、CXCL3 および IL-6 遺伝子発現（図 2） 
MGF 細胞を各種刺激因子にて２時間刺激を行い、qPCR を用いて定量的解析を行ったところ、JI-
1 は FimA に比べて、Cxcl1 と IL-6 の mRNA 発現上昇が有意に高いことを認めた。さらに、FMFA5
では、Cxcl1、Cxcl3、IL-6 のいずれにおいても最も顕著な mRNA 発現上昇を認めた。 

 



(３) Mfa1 線毛に対する Extracellular Matrix & Adhesion Molecules PCR Array を用いた網羅
的解析（図 3） 

MGF 細胞を各種刺激因子にて２時間刺激を行い、PCR Array 解析を行ったところ、Icam1 mRNA 発
現は、無刺激に比べ FMFA5 で４倍以上の上昇を認めた。また、FMFA5C では ICAM-1 と Sele の顕
著な遺伝子発現上昇を認めた。一方、JI-1、FimA、LPS では、無刺激と比較して顕著な変化は認
められなかった。 

 
(４) 変異株由来 Mfa1 線毛刺激による ICAM-1、SELE 遺伝子発現（図 4） 
MGF 細胞を各種刺激因子にて２時間刺激を行い、qPCR を用いて定量的解析を行ったところ、Icam1、
Sele の遺伝子発現は、FimA よりも JI-1 の方が高い傾向であった。さらに、FMFA5 において Icam1
と Sele の遺伝子発現の最も顕著な上昇を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 



(５) TLR2, TLR4 ノックダウンした MGF 細胞の Mfa1 線毛に対する反応性 
TLR2 または TLR4 siRNA を形質導入した MGF 細胞を各種刺激因子にて２時間刺激を行ったとこ
ろ、各刺激において Cxcl1、Cxcl3 および Icam1、Sele の遺伝子発現上昇は、TLR4 をノックダウ
ンすることで著しく抑制されていた。一方、TLR2 のノックダウンは、各刺激による遺伝子発現
上昇を部分的に抑制したのみであった。 

 
(６) まとめ 
Mfa1 線毛は歯周組織を構成する歯肉線維芽細胞の免疫調節能に大きな影響を与えることが明ら
かになった。さらに、Mfa1 線毛による好中球走化性因子や接着因子の遺伝子発現の誘導には、
TLR4 による認識が必須であることが示唆された。歯周炎の進行における Mfa1 線毛の免疫調節能
を解明するためには、今後、動物感染モデルを用いた解析など、より詳細な解析が必要である。 
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