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研究成果の概要（和文）：誤嚥性肺炎に関連する口腔常在細菌で、 新生児から高齢者まで検出される
Prevotella melaninogenica について解析を行った。本菌は口腔感染症検体から多く分離されるとともに、婦人
科領域感染症の原因菌ともなる。病原因子分泌装置変異株では赤血球凝集能、動物実験で病原性が著しく低下し
ていた。本菌を用いた歯周病感染マウスモデルの構築を試みた。マウス口腔への歯周病細菌の接種法、接種量、
接種回数を検討した。歯周病細菌接種後に、感染群、非感染群の上顎を摘出し、薄切標本を作成し、HE染色をお
こなうとともに、炎症性サイトカインに対する免疫染色を行った。

研究成果の概要（英文）：We analyzed Prevotella melaninogenica, an oral commensal organism associated
 with aspiration pneumonia and found in newborns and the elderly. Prevotella melaninogenica is 
frequently isolated from specimens with oral infections and is also a causative agent of 
gynecological infections. Pathogenic factor secretion apparatus mutants showed markedly reduced 
erythrocyte aggregation ability and virulence in animal studies. We attempted to construct a mouse 
model of periodontal infection using this bacterium. The method of inoculation of periodontal 
bacteria into the oral cavity of mice, the amount of inoculum, and the number of inoculations were 
investigated. After inoculation with periodontal disease bacteria, maxillae of infected and 
uninfected groups were excised, thin sections were prepared, and HE staining and immunostaining for 
inflammatory cytokines were performed.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： 誤嚥性肺炎　口腔常在細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は糖尿病など全身疾患の重症性に関わる重大な口腔疾病である。本課題においては、歯周病感染マウスモ
デルの構築を行った。今後の研究において、この動物モデルを用いて、共同研究者が混合感染症における病態を
観察し、どの菌の組み合わせが生体にとって組織炎症が起こりやすいのか検証する。また、本課題において静菌
候補分子を得ることができており、今後この動物感染モデルを用いて、病原性抑制の可能性を検討し、歯周病や
粘膜障害軽減等、臨床での応用を模索する。本研究成果は今後の歯周病に対する予防治療の確立に大いに貢献出
来る成果であったと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

P. melaninogenica は、乳児から高齢者の口腔や上気道の正常な菌叢の中で頻繁に見出さ
れ、しばしば誤嚥性性肺炎との関連が報告される。また、病巣部位からの検出事例や全菌体
成分を用いた免疫学的な実験から、誤嚥性肺炎やその他の感染性疾患の病原菌として特定
されている。所属教室では、誤嚥性肺炎の既往がある脳性麻痺児から、高頻度で同菌が検出
されることを報告した(星野ら、日本口腔ケア学会誌、2015)。 Prevotella 属細菌は誤嚥性肺炎
患者から検出率が高いことに加え、ラクタマーゼ産生性やバイオフィルム形成から抗菌薬に抵
抗性を示し、難治性であることが多い。 
 バクテロイデーテス門に属する歯周病細菌には共通する病原因子分泌装置を用いて病原
因子を分泌していることが知られる。ゲノム解読を行い、P. melaninogenica にもバクテロイデー
テス門に共通する病原因子分泌装置のすべての既知オルソログが存在していたことから、本
菌においても機能的な病原因子分泌装置が存在することが示唆された。病原因子分泌装置
の主要構成タンパク質をコードする遺伝子の欠損株を P. melaninogenica GAI 07411 において
構築した。病原因子分泌装置欠損株では，赤血球凝集とバイオフィルム形成が減少していた。
また野生型株と病原因子分泌装置欠損株の培養上清を精製し，プロテオーム解析を行ったと
ころ，病原因子分泌装置欠損株からの分泌タンパク質の数が減少していた。感染実験では，
病原因子分泌装置欠損株を接種したマウスの死亡率は，野生型株と比較して統計的に有意
に減少していた （Kondo et al. Microbiol Immunol. 62(9):554-566, 2018）。これらの結果から、
P. melaninogenica が病原因子分泌装置を介して、この細菌の病態形成に関与することが示唆
された。 
 
２．研究の目的 

口腔内には P. melaninogenica と同じくバクテロイデーテス門に属し、病原因子分泌装置を
用 い て 病 原 性 を 発 揮 し て い る と 考 え ら れ る 菌 種 が 多 く 存 在 す る 。 歯 周 病 細 菌 の
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia であり、これらの菌種の
病原因子分泌装置からは数十種類のタンパク質が分泌され、病原因子分泌装置欠損株では
プロテアーゼの活性や、赤血球凝集能、組織障害性プロテアーゼ分泌の低下等の病原性に
関わる分子活性低下の表現系を示す。 

目的は、下記の３つとなる。 
①これらの病原細菌のタンパク質分泌装置が生体内での病原性発揮に関与しているのか

否か、動物感染モデルを用いて検討する。 
②病原細菌のタンパク質分泌装置を制御することにより、混合感染症の病原性の制御がで

きる可能性があるか否かを検討する。 
③天然微生物抽出物から、歯周病細菌の病原因子分泌装置の機能を抑える分子を探索

する。 
 
３．研究の方法 

マウス歯周炎モデル作製のために、マウス口腔への歯周病細菌の接種法、接種量、接種
回数を検討した。感染群として歯周病細菌を接種し、非感染群として Phosphate-buffered 
saline(PBS)をマウスの口腔に接種した。接種後、感染群および非感染群の上顎を摘出した。
上顎をパラフォルムアルデヒドに浸漬固定し、脱灰後、パラフィンで包埋した。薄切標本を作製
し、HE 染色を行った。さらに、薄切切片を用いて炎症性サイトカインに対する免疫染色をおこ
なった。光学顕微鏡を用いて HE 染色標本を観察し、形態学的に評価した。また、感染群、非
感染群の上顎歯槽骨に対してマイクロ CT を用いた解析を行い、上顎歯槽骨破壊を評価した。
生化学的評価としては、感染群、非感染群の感染部位にあたる歯周組織を摘出し、炎症性サ
イトカイン（IL-1β、IL-6 等）の遺伝子発現量をリアルタイム PCR を行いて定量比較した。 
 
４．研究成果 

感染群および非感染群の上顎骨薄切切片の HE 染色から、非感染群と比較して、歯周病
細菌感染群の、歯周病細菌接種部位の歯肉上皮は肥厚しているのが観察された。マイクロ
CT を用いた解析では、PBS を投与した非感染群と比較して、歯周病細菌感染群の上顎歯槽
骨吸収はごく僅かだった（図１）。これらの結果から、組織学的には、初期的な歯周炎を発症す
るマウス歯周炎モデル作製に成功しているといえる。炎症性サイトカインの遺伝子発現量をリ
アルタイム PCR で検討したところ、非感染群と比較して、細菌感染群では炎症性サイトカイン
産生量が増加していた。 

今後は、歯周病細菌の接種回数を増やす等、組織学的な歯周組織の病態が観察される条
件をみつける。 
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