
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)

2013～2011

全身疾患発症に関与する口腔細菌の病原メカニズムの解明と予防法の開発

Investigation of mechanism of systemic diseases caused by oral bacteria and developm
ent of preventive procedures

８０１１６００３研究者番号：

大嶋　隆（OOSHIMA, Takashi）

大阪大学・歯学研究科（研究院）・招へい教員

研究期間：

２３３９０４７２

平成 年 月 日現在２６   ４ １７

円    14,800,000 、（間接経費） 円     4,440,000

研究成果の概要（和文）：近年、歯周病と各種の全身疾患との関連が注目されてきている。本研究では、主にう蝕（む
し歯）の主要な病原細菌であるStreptococcus mutansのコラーゲン結合タンパクに焦点をあて、感染性心内膜炎、脳出
血、炎症性腸炎および非アルコール性脂肪肝炎に対する病原性への関与を分析した。その結果、S. mutansのコラーゲ
ン結合タンパクは、血液中に侵入した際にこれらの全身疾患を引き起こす要因になり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：Recently, the association of periodontitis with several systemic diseases has rece
ived attention. In the present study, the contribution of Streptococcus mutans, a major pathogen of dental
 caries, to the pathogenesis of infective endocarditis, cerebral hemorrhage, inflammatory bowel disease, a
nd non-alcoholic steatohepatitis was investigated by focusing on cell surface collagen-binding proteins. O
ur results showed that S. mutans with collagen-binding proteins is possibly virulent for these diseases fo
llowing invsion of the bloodstream.
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１．研究開始当初の背景 
 歯科領域の二大疾患として、う蝕（むし歯）
と歯周病が挙げられている。う蝕に関しては
ミュータンスレンサ球菌が主要な病原細菌
とされ、歯周病に関しては複数のグラム陰性
偏性嫌気性菌が関与するとされている。これ
までに、口腔レンサ球菌が引き起こす感染性
心内膜炎に対する様々な研究がなされてき
たが、その他の全身疾患との関連についての
研究は進んでいない。一方で、歯周病と全身
疾患との関連に対する研究は進んでおり、歯
周病と糖尿病や動脈硬化症等の全身疾患と
の関連が示されてきている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、主要なミュータンスレンサ球菌
である Streptococcus mutans における全身
に対する影響に関して検討することにした。
特に、菌自体が持つ I型コラーゲンへの結合
能と菌体表層に存在するコラーゲン結合タ
ンパク（Cnm タンパク）に着目して分析を行
うことにした。 
 病原性を評価する上で、すでに動物モデル
を確立している以下の疾患を対象とするこ
とにした。 
・感染性心内膜炎 
・脳出血 
・炎症性腸炎 
・非アルコール性脂肪肝炎 
 さらに、各種全身疾患に対して病原性の高
い菌株の存在を検討し、それらが引き起こす
病原性を抑制する手立てを講じ得るための
知見を得ることも目的とした。  
 
３．研究の方法 
 本研究における動物実験は、大阪大学大学
院歯学研究科動物実験委員会の承認のもと
行った。また、ヒトを対象とした研究は、大
阪大学大学院歯学研究科倫理委員会および
関連施設の倫理委員会の承認のもと、協力者
の同意を得て行った。 
 
⑴供試菌として用いた S. mutans株  
 本研究では、主に以下の供試菌を用いて検
討を行った。 
TW295 株：血液分離株（血清型 k）Cnm タンパ
ク陽性 
TW295CND 株：TW295 株において遺伝子操作に
よってCnmタンパクのみを発現しないように
した株（Cnm 陰性） 
TW871 株：血液分離株（血清型 k）Cnm 陽性 
MT8148 株：標準株、口腔分離株（血清型 c）
Cnm 陰性  
SA31 株：口腔分離株（血清型 k）コラーゲン
結合能はあるが Cnm 陰性 
SA31CBD 株：SA31 株において遺伝子操作によ
って新規コラーゲン結合タンパクのみを発
現しないようにした株 
SA31comp 株：SA31CBD 株において遺伝子操作
によって新規コラーゲン結合タンパクをコ

ードする遺伝子を発現するようにした株 
 
⑵感染性心内膜炎に対する病原性の解析 
①S. mutans における新規コラーゲン結合タ
ンパクの同定と性状に関する検討 
 コラーゲン結合能を保有する S. mutans 
の中に、SA31 株をはじめとして Cnm タンパ
クを保有しない菌株が存在したことから、新
規コラーゲン結合タンパクの同定を試みた。
また、健常者の口腔から分離された S. 
mutans 菌株におけるコラーゲン結合タンパ
ク（Cnm タンパクおよび新規タンパク）陽性
菌株の割合を求めるとともに、感染性心内膜
炎患者から摘出された心臓弁組織における
コラーゲン結合遺伝子の存在を分子生物学
的分析により明らかにした。また、これらの
コラーゲン結合能を保有する菌株のヒト臍
帯静脈血管内皮細胞への付着侵入能に関し
ても評価を行った。さらに、血漿中に存在す
るフィブリノーゲンに着目し、傷害を受けた
弁膜上に形成される血小板や菌等の塊（疣
贅：ゆうぜい）の形成に関する検討を行った。 
②ラット心内膜炎モデルを用いた検討 
 8週齢のSprague-Dawley系ラットの頸静脈
よりカテーテルを挿入することで心臓弁傷
害を惹起し各菌株を感染させた後、全身状態
の評価を行うとともに、1 週間後に摘出した
心臓検体の組織学的分析を行った。 
 
⑶脳血管疾患に対する病原性の解析 
①マウス脳出血モデルを用いた検討 
 8週齢のBalb/cマウスの中大脳動脈に対し
て光化学的な傷害を与えた脳出血モデルを
用いて、S. mutans 臨床分離株の脳出血への
病原性について検討した。中大脳動脈へ傷害
を与えると同時に頸静脈より供試菌を感染
させ、24 時間後に屠殺し摘出した脳組織をス
ライスしたものを画像として取り込み、出血
領域の総面積を算定することで評価した。さ
らに、大腸菌を用いて作製したリコンビナン
ト Cnm タンパクを用いて検討を行った。 
②脳血管疾患患者におけるコラーゲン結合
タンパク陽性 S. mutans株の保有率の検討 
 各種脳血管疾患のため入院している対象
者から唾液の提供を受け、ミュータンスレン
サ球菌の選択培地を用いて S. mutansを分離
した。分離された S. mutans株を培養し通法
にてゲノム DNAを抽出した後、Cnmおよび Cbm
タンパクをコードする cnmおよび cbm遺伝子
検出特異プライマーを用いたPCR法にてその
存在を検討した。cnm および cbm 遺伝子陽性
株に関しては、I 型コラーゲンに対する結合
能を測定した。 
 
⑷炎症性腸疾患に対する病原性の解析 
 7週齢のC57BL/6Jマウスにデキストラン硫
酸ナトリウム(Dextran Sulfate Sodium; DSS)
を実施期間中飲料水として自由摂取させる
ことで軽度の腸炎を誘発させた後、供試菌を
頸静脈より感染させて腸炎悪化の病態を評



価した。評価方法として、DSS 摂取時より毎
日マウスの下痢および血便の状態を 0〜3 
でスコア化(Disease Activity Index; DAI) 
し、菌感染後 11 日目までの生存率を各群で
比較した。また、摘出した腸組織の切片を作
製し、Hematoxylin-Eosin（HE）染色によっ
て、腸管粘膜上皮の損傷、びらん、潰瘍の形
成および粘膜全層における炎症性変化を評
価した。 
 
⑸非アルコール性脂肪肝炎に対する病原性
の解析 
 6週齢のC57BL/6Jマウスに高脂肪食飼料を 
4 週間摂取させた後、供試菌を頸静脈より感
染させ高脂肪食の摂取を続けた。菌感染 8 
週および 12 週後に各群における体重の測
定を行い屠殺した。その後、肝臓および内臓
脂肪の摘出を行い、それらの重量の測定を行
い各群で比較した。また、摘出した肝臓組織
の切片を作製し、Hematoxylin-Eosin（HE）
染色および Masson's-Trichrome（MT）染色を
行い、肝臓組織における脂肪の蓄積, 
炎症性変化および線維化の有無についての
分析を行った。 
 
４．研究成果 
⑴感染性心内膜炎に対する病原性 
 すでに明らかになっている S. mutans の
コラーゲン結合タンパクである Cnm タンパ
クに加え、新規コラーゲン結合タンパクとし
て Cbm を同定した。健常者の口腔から分離
された S. mutans のうち、Cnm 陽性菌株の割
合は約 10% であるのに対し、Cbm 陽性菌株
は約 2% と低いものの，Cnm 陽性菌株と比較
して高いコラーゲン結合能を示した。また、
分子生物学的手法を用いた分析により、感染
性心内膜炎患者から摘出された心臓弁組織
において Cbm をコードする cbm 遺伝子が
高い頻度で検出された。これらのコラーゲン
結合能を保有する菌株はヒト臍帯静脈内皮
細胞への高い付着侵入能を示した。 
 S. mutans 菌株のうち、多くの SA31 株を
はじめとした Cbm 陽性菌株でフィブリノー
ゲン添加時の凝集反応およびフィブリノー
ゲンへの結合能を示した。SA31CBD 株では現
象は失われたのに対し、SA31comp 株ではフィ
ブリノーゲンへの凝集能および結合能が認
められた。 
 ラット心内膜炎モデルにおいて、コラーゲ
ン結合タンパク陽性株を感染させたラット
では，心臓弁における菌塊を含む疣贅形成が
認められた．一方で，コラーゲン結合タンパ
ク欠失変異株を感染させたラットでは，心臓
弁において疣贅の形成は認められなかった。 
  
⑵脳血管疾患に対する病原性 
 マウス脳出血モデルにおいてTW295株をは
じめとしたCnm陽性株を感染させた群のマウ
スの出血面積は、MT8148 感染群および非感染
群のマウスよりも有意に大きくなった。一方

で、TW295CND 株を感染させても、非感染群と
同等の出血面積であることが分かった。さら
に、リコンビナント Cnm タンパクを加えるだ
けでも、出血の悪化が容量依存的に認められ
ることが示された。 
 脳血管疾患患者の口腔から分離された S. 
mutans菌株の cnm陽性率を検討すると、脳梗
塞患者で 30%程度であり脳出血患者では
40-50%程度であることが示され, 
健常人の 10-20%よりも有意に高い割合であ
ることが示された。 
 
⑶炎症性腸疾患に対する病原性 
 マウス腸炎モデルにおいて、TW295 株を頸
静脈より感染させると、菌を感染させず DSS 
のみ摂取させたマウスおよび MT8148 株を感
染させたマウスと比較して、有意な DAI の
増加および有意な生存率の減少が認められ、
腸炎の悪化が認められた。 
 また、TW295CND 株を感染させたマウスの 
DAI は TW295 株を感染させたマウスより有
意に低い値を示し、DSS のみ摂取させたマウ
スおよび MT8148 株を感染させたマウスと同
程度であった。また、TW295CND 株を感染さ
せたマウスの生存率は、TW295 株を感染させ
たマウスと比較して有意に高い値を示した。 
 
⑷非アルコール性脂肪肝炎に対する病原性 
 非アルコール性脂肪肝炎マウスモデルに
おいて、TW871 株感染群の体重および肝臓の
重量は、非感染群および MT8148 株感染群と
比較して有意に高い値を示した。一方で、内
臓脂肪の重量はいずれの群において有意な
差は認められなかった。 
 また、TW871 株感染群より摘出した肝臓組
織の HE 染色像では、肝実質に顕著な脂肪蓄
積や炎症性細胞の浸潤が認められ、MT 染色
像では、肝実質および血管周囲に初発線維化
像を認めた。非感染群および MT8148 株感染
群ではこのような所見は認められなかった。 
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