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研究成果の概要（和文）： 複数の歯周病原細菌による宿主細胞侵入の機序と意義の解明を目指

し，Fusobacterium nucleatum の存在下で，Porphyromonas gingivalis のヒト歯肉上皮細胞へ

の侵入が促進されるメカニズムについて検討した。P. gingivalis の侵入因子の一つである

SerB 欠損株を使用した共焦点レーザー顕微鏡および antibiotic protection assay による解析

の結果，F. nucleatum による P. gingivalis の侵入促進には P. gingivalis の SerB は大きな

役割をはたしてないことが示唆された。一方で，この現象には宿主細胞の lipid raft が関与し

ていることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： In order to gain insight into the mechanism and significance of 
host cell invasion by periodontal bacteria in polymicrobial infection, we assessed 
Porphyromonas gingivalis invasion of gingival epithelial cells enhanced by Fusobacterium 
nucleatum. Confocal scanning laser microscopy and antibiotic protection assay were used 
to study the role of P. gingivalis invasin (SerB) in this phenomena. The results from 
the experiment using SerB-mutant strain showed that the P. gingivalis invasin does not 
play a major role in this phenomenon. It was demonstrated that lipid raft was involved 
in fusobacterial enhancement of P. gingivalis invasion.  
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１．研究開始当初の背景 

 
近年，特定の歯周病原細菌が宿主細胞に

侵入することが明かとなっている。これは，
歯周病原細菌が宿主免疫応答から逃れ，病
原性を発揮するうえで重要な機構であると
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考えられている。近年，複数の細菌，ウィル
スがさまざまな相互作用により病原性を発
揮する polymicrobial diseases への関心が
高まっている。歯周病原細菌はバイオフィル
ムとして複雑な相互作用のなかで活動して
おり，polymicrobial 感染の概念でその病原
性と宿主の反応をとらえる必要がある。しか
し，歯周病原細菌の宿主細胞侵入に関する従
来の研究は，単独の細菌を対象としたものが
主であり，複数の特定細菌がどのような相互
作用のもとで宿主細胞に侵入し，病原性を発
揮するかについては未だ明確にされていな
い点が多い。 
 
２．研究の目的 

 

本研究は polymicrobial 感染の視点から，
歯周病原細菌の宿主細胞への侵入機構を明
らかにすることを目指し，Fusobacterium 
nucleatum の存在下における Porphyromonas 
gingivalis のヒト歯肉上皮細胞への侵入に
ついて解析を行った。 
 

３．研究の方法 

   

宿主細胞としてヒト歯肉上皮細胞株
（Ca9-22）を使用し，P. gingivalis ATCC 
33277 および F. nucleatum TDC 100 を感染さ
せた。細胞侵入は走査型電子顕微鏡（SEM），
共焦点レーザー顕微鏡（CSLM）および
antibiotic protection assay を使用して検
討した。Lipid raft の関与については，その
マーカーである GM-1 を使用した CSLM および
阻害実験で，P. gingivalis の invasin であ
る SerB の関与については，SerB 欠損株を用
いた実験で検討した。 
 
４．研究成果 
 

(1)SEM による観察では，P. gingivalis と F. 
nucleatumが共凝集してCa9-22に侵入してい
る像や P. gingivalis が独立して侵入してい
る像が認められた（図 1）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1  F. nucleatum と P. gingivalis による 
ヒト歯肉上皮細胞への侵入 

 
(2) F. nucleatum を Ca9-22 に最初に 1 時間
感染させた後に，P. gingivalis を加え 1 時
間さらにインキュベートし，P. gingivalis
の侵入能を同時感染の場合と比較検討した。
CSLM による解析の結果，同時感染の場合は，
P. gingivalis が侵入している細胞の比率が
多かったが，最初に F. nucleatum を感染さ
せ，F. nucleatum が侵入した細胞には，その
後の P. gingivalis の侵入は著しく抑制され
た。この知見は，複数菌感染では，それぞれ
の菌の感染のタイミングが重要な影響を与
えること，F. nucleatum と P. gingivalis
は異なる機構で宿主細胞へ侵入しているこ
とを示している。 
 
(3) P. gingivalis 33277 の wild type strain, 
SerB mutant, そして complement strain を
使用し，F. nucleatum 存在下で Ca9-22 への
侵入率を検討した。F. nucleatum により P. 
gingivalis SerB mutant も侵入促進が認めら
れた（図 2）。このことから，P. gingivalis
による Ca9-22への侵入促進メカニズムには，
P. gingivalis の SerB は大きな役割を果たし
ていないことが示唆された。 
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図 2  F. nucleatum による P. gingivalis 

SerB 欠 

損株の細胞侵入への影響 

 
(4)続いて，様々な細菌の宿主細胞侵入に関
わ る こ と が 知 ら れ て い る membrane 
microdomain である lipid raft について，そ
の関わりを検討した。CSLM による解析では，
P. gingivalis と F. nucleatum とを感染させ
た Ca9-22 において，これらの菌体と lipid 
raftマーカーであるGM1との共局在が観察さ
れた。 
上皮細胞表層のコレステロールを MβCDで

処理してこれらの菌を感染させ，侵入につい

* 

* 

* 



て antibiotic protection assay で検討した
ところ，P. gingivalis および F. nucleatum
の侵入は，非処理のコントロール群に比べて
約 1/3 に低下した（表 1）。この結果から，F. 
nucleatum による P. gingivalis の進入促進
には，lipid raft が関与していることが明ら
かとなった。 

 

表 1 Ca9-22 への侵入に対する MβCD の効果 

Infection Invasion of Ca9-22 

 (% of untreated control) 

Mono-infection 

  P. gingivalis 

  F. nucleatum 

 

33.4 ± 18.4* 

13.3 ± 14.5* 

Poly-infection 

  P. gingivalis 

  F. nucleatum 

 

14.4 ± 11.4* 

27.2 ± 15.9* 

 
以上の知見は，polymicrobial infection

の状況下における歯周病原細菌による宿主
細胞への侵入の機序と意義を解明するうえ
で有用である。歯周病原細菌による宿主細胞
への侵入の制御は，歯周炎や動脈硬化症の進
展の予防・治療において重要な戦略となる可
能性がある。 
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