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研究成果の概要（和文）：本研究では、P. gingivalisの歯周組織内感染を拡大している。この分子機構機構の解析を
行った。本菌は歯肉上皮細胞に侵入後、細胞輸送小胞の融合に関わるSNARE タンパク質VAMP2 を介した輸送経路により
、細菌の約半数は細胞外に脱出する。細胞内に残った細菌の大半はオートファジー経路に輸送される。さらに細菌を捕
獲するオートファゴソームは小胞体とミトコンドリアの接触点で生成されていた。以上の結果より、P. gingivalisの
細胞内移動の分子基板の一端が明らかにされたと共に、オートファゴソームは２つの全く異なるオルガネラが協働して
形成されるというユニークな知見も得られた。

研究成果の概要（英文）：Gingival epithelial cells function as innate host defense barriers to prevent intr
usion by periodontal bacteria. Nevertheless, Porphyromonas gingivalis can enter these cells and pass throu
gh the epithelial barrier into deeper tissues. In this study, P. gingivalis induced cellular invagination 
to internalize the pathogen. The bacteria were sorted to early endosomes, and the half of them were transp
orted to recycling pathway via SNARE protein VAMP2, which allowed the bacterial exit to the extracellular 
circumstances, a mechanism of cell-to-cell spread within periodontal tissues. The intracellular pathogens 
impaired fundamental cellular functions within the cargo. While, remaining half were sorted to lytic compa
rtments, including autophagosomes. The machinery was found to be formed in contact sites between endoplasm
ic reticulum and mitochondria, which is a very unique finding indicating that 2 different organelle make a
 concerted effort to the formation of another organelle. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病菌は歯肉上皮細胞や歯肉線維芽細胞

に侵入し、感染の進行と慢性化を図る。一方、宿

主細胞はエンドサイトーシス経路などのメンブレン

トラフィック機構を用いて侵入細菌を分解する。こ

の「細菌 vs メンブレントラフィック」の戦いの転機

が歯周病の発症において大きな影響を与えてい

る。 

メンブレントラフィックとは、細胞内の物質輸送ネ

ットワークであり、細胞内外への物質輸送により免

疫系などの高次生体機能を支える。メンブレントラ

フィックの自然免疫機能としては、マクロファージ

による細菌貪食がよく知られている。歯肉上皮細

胞などでも、メンブレントラフィックを利用して細胞

内に侵入してきた細菌を分解し、対細菌戦の最前

線として働いていると推測されるが、その詳細は不

明である (下図 Amano, Front Biosci, 2007)。さら

に、歯周病菌は歯周組織の細胞間を往来し、増殖

し、感染を慢性化している可能性もある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

P. gingivalisは、細胞メンブレントラフィック機構を

利用して、細胞侵入と細胞からの脱出を行ってい

る。申請者らは、エンドサイトーシス系を利用してP. 
gingivalis は歯周細胞に侵入し、細胞シグナル分子を

分解し、細胞障害を与えていることを示した（Kato et al, 
Cell Microbiol, 2007）。 

本研究では、歯肉上皮細胞へのP. gingivalis の

侵入に関与するメンブレントラフィック機構の分子基

盤を明らかにし、メンブレントラフィック機能と歯周

病の慢性化の関連を明らかとすることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

①  P. gingivalis の 細 胞 内 選 別 輸 送 へ の

SNARE分子の関与解析 
 細胞内の輸送小胞の融合に深く関与する

SNARE分子は、細胞内P. gingivalis の選別輸

送を制御する可能性が高い。そこで、SNAREタ

ンパク群のうち、細胞膜または初期エンドソー

ムに局在するSNAREに焦点を当て、RNAiノッ

クダウン法によるスクリーニングにより、全ての輸

送経路へのSNAREの関与を解析した。さらに、

GFP融合SNAREタンパク質と細胞内細菌との

共 局 在 観 察 、 当 該 SNARE タ ン パ ク の 
dominant-negative と active-formを作成し、解

析を行った。 
 
②細胞内P. gingivalisを捕獲するオートファジ

ー形成メカニズムの解析 
 P. gingivalisを内包するオートライソソームの

形成メカニズムをAtg14、Atg5、SNAREタンパク

質Syntaxin 17、小胞体とミトコンドリアのマーカ

ータンパクを用いて解析した。また、Syntaxin 
17ノックダウン細胞を用い、オートファゴゾーム

形成への影響を評価した。 

 

４．研究成果 

P. gingivalis は歯肉上皮細胞に侵入後、初期エ

ンドソームに存在し、細菌の約半数は細胞外に脱

出した。一方、細胞内に残った細菌の大半はオ

ートファジー経路に輸送されることが示された。細

胞内 P. gingivalis は ①リソソームに輸送、②オ

ートファジー経路に輸送、③細胞内寄生、④細胞

外への脱出、の４つの細胞内動態を示すことが示

された（図１）。 

 
図１．P. gingivalis の細胞内挙動パターン 

 



 さらに、これら分別輸送の制御機構を明らかとする

ため、細胞輸送小胞の融合に関わる SNARE の働き

について解析を行ったところ、図 2 に示すように、幾

つかの SNARE の関与が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図２．P. gingivalis の細胞内移動を制御する
SNARE タンパク質 
 

さらに、P. gingivalisを内包したオートファゴソーム

の形成がSyntaxin 17のノックダウンにより著しく阻害

されることが示された。電子顕微鏡観察の結果、

Syntaxin 17ノックダウン細胞でのオートファゴゾーム

形成は初期段階で阻害されおり、またP. gingivalis
の細胞内生存率がコントロール細胞と比較して顕

著に上昇していることから、Syntaxin 17はオートファ

ゴソーム形成の必須因子であることが明らかとなっ

た（図３）。 
 オートファゴソーム形成初期段階に関与する

Atg14 が小胞体とミトコンドリアとの接触部位に集積

していることが示された。さらに、隔離膜のマーカー

であるAtg5はその接触部位においてオートファゴソ

ームの形成への明確な関与を示した。また、飢餓

条件において細胞分画を行うと、Atg14 はミトコンド

リアに結合した小胞体膜と同一画分に検出された。

小胞体に存在する SNARE タンパク質 stx17 は

Atg14 と結合し、オートファゴソーム形成に伴って、

小胞体とミトコンドリアとの接触部位へと移動した。こ

れらの結果から、オートファゴソームは小胞体とミト

コンドリアとの接触部位において形成されていること

が示唆された（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. オートファゴゾームの形成機構 
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