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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯周細胞の細胞内殺菌機構を解析し、歯周病罹患の遺伝的宿主リスクを判定す
る予測歯科医学の創生に寄与することを目的とした。
　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し、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。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
れていることも示された。これは、２つの全く異なるオルガネラが協働して第３のオルガネラを産むというユニークな
知見である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed microbicidal molecular basis against intercellular pathogens in period
ontal cells in order to evaluate host susceptibility to periodontitis for future predictive dentistry.
  Following the entry to gingival epithelial cells, P. gingivalis is sorted to early endosomes, and the ha
lf of the intracellular pathogens are transported to recycling pathway via SNARE protein, VAMP2, which all
ows the bacterial exit to the extracellular circumstances. While, remaining half are sorted to autophagoso
me. The machinery is found to be formed in contact sites between endoplasmic reticulum and mitochondria, w
hich is a very unique finding indicating that 2 different organelle make a concerted effort to the formati
on 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。 

歯周治療によりバイオフィルムを除去することは
出来ても、歯周細胞内に侵入したPorphyromonas 
gingivalis などの歯周病菌は駆逐できない。その
ため、宿主の細胞内殺菌能力の高・低が歯周病
の発症と慢性化の大きな決定因子と考えられるよ
うになってきた (Amano et al, Periodontol 2000, 
2010)。 

 

２．研究の目的 

P. gingivalis をはじめとする歯周病菌は、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。（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
機能を支えている。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。）歯周細胞も、対細菌戦の最前
線として、メンブレントラフィックを利用して侵入細
菌を分解している。 

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）。さらに、P. gingivalis の細胞内
棲息、そして細胞外脱出と隣接細胞への再侵入に関
与する分子群も明らかにした（Takeuchi et al, Cell 
Microbiol, 2011）。中でも特筆すべきは、本菌の細胞
内での挙動パターンは歯肉上皮細胞の個体差によっ
て異なるという知見を得た事である。これは、歯周病
に「なる人」と「ならない人」をメンブレントラフィック機
構の個人差で説明できることを示している。 

メンブレントラフィック機構の個人差と小胞輸送関
連タンパク・遺伝子多型の関連を解析し、歯周病
発症と宿主の遺伝的背景の関連を示すことができ
れば、この結果を予測歯科医学に利用することが
できる。そこで本研究では、歯周細胞の細胞内殺
菌機構の精査を行った。 
 
３．研究の方法 
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。 
 
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 
 オートライソソームに取り込まれたA群連鎖球
菌は、約６時間で分解されるのに比べ、 P. 
gingivalisはオートライソソームに強い抵抗性を
示し、分解には３０時間が必要である。さらに、
P. gingivalisはオートライソソームの著しい酸性
化を誘導する。ライソソームの酸性化ストレスは
細 胞 死 を 誘 導 す る と さ れ て お り  (Ferri and 
Kroemer, Nat Cell Biol, 2001)、歯周病進行の一
因 と な っ て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、
Papillon-Lefevre 症候群などのライソソーム機
能に欠陥がある先天性疾患では、重度の歯周
疾患を伴う。そこで、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stx17、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。 

 

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、細胞輸送小胞の融合に関わ
る SNARE・VAMP2 など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。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（図 1）。 
 

 
 
図１  P. gingivalis の細胞内移動を制御する
SNARE タンパク質 
 
オートファジー誘導初期には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た。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
ムの動的形成に明確に関与していた。また、飢餓条
件において細胞を分画すると、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添って、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 2）。 

 
図 2 オートファゴゾームの形成機構 
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