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研究成果の概要（和文）：近年、歯周病細菌は非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）への関与が指摘されている。し
かし同菌の肝細胞内における細胞内動態は明らかとなっていない。本研究ではヒト肝細胞株HepG2細胞を用いて脂肪肝
モデルを作製し、歯周病細菌の細胞内動態を解析した。同菌をHepG2細胞に感染させると、同菌は細胞内の脂肪滴に存
在しなかった。脂肪滴が存在するHepG2細胞では、感染後初期で細胞内での歯周病細菌の生存数が有意に多いことが明
らかとなった。以上より、肝細胞内で脂肪滴が蓄積すると、歯周病細菌のオートファジー‐リソソームシステムによる
排除を遅延させ、そのことがNAFLDの増悪因子となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown that infection with Porphyromonas gingivalis, a major 
periodontal pathogen, hastens the progression of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). However, the 
intracellular fate of P. gingivalis in hepatocytes remains unknown. Here, using oleic-acid-induced HepG2 
cells as an in vitro model for NAFLD, we found that lipid droplets increased the existence of P. 
gingivalis in the cells at an early phase of infection. Confocal microscopic analysis revealed that lipid 
droplets affected the formation of autolysosomes in infected cells. Thus, lipid droplets affect the 
elimination of P. gingivalis in HepG2 cells by altering the autophagy-lysosome system.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
Porphyromonas gingivalis( 以 下 P. 
gingivalis)は代表的な歯周病細菌であり、
主として歯周ポケットに棲息する。ところが、
同菌は歯肉上皮の血管を介して血流に乗っ
た後、心循環系、肝臓などの遠隔臓器に定着
し、様々な全身疾患を惹起することが明らか
にされている。最近の疫学調査では、歯周病
が高脂血症、糖尿病、動脈硬化症などの生活
習慣病や心筋梗塞などの心循環系疾患、細菌
性肺炎などの呼吸器系疾患、早産・低体重児
出産など多くの疾患の危険因子となること
が指摘されている。歯周病細菌の全身性伝播
が、慢性炎症や生活習慣病を惹起する根本原
因の 1つであることは疑う余地がない。この
ような背景から、歯周病原性細菌の全身臓器
へ伝播機構の解明は、歯科医療だけでなく全
身医療の観点からも喫緊の課題の１つであ
る。 

これまで P. gingivalisと宿主細胞との
相互作用に関する研究では、非貪食系細胞で
ある歯肉上皮細胞が用いられ、細菌感染に対
して口腔局所の最前線で働く細胞として最
も詳しく解析されてきた。歯肉上皮細胞に対
して P. gingivalisは細胞内へはごく一部し
か取り込まれない。取り込まれたとしても、
初期エンドソームには検出できるが、ほとん
ど細胞外へ放出されるため、リソソームへ送
られることもない。P. gingivalis のこのよ
うな細胞内輸送は、すべての宿主細胞で同様
であると信じられていた。しかしながら、P. 
gingivalisの挙動は、歯肉上皮細胞と血管内
皮細胞では、全く異なるということを、我々
は 見 出した 。 血管内 皮 細胞で は 、 P. 
gingivalisは、感染後、大部分が細胞内に取
り込まれる（上皮細胞の約 10 倍以上多い）
ことが分かった。その後、P. gingivalis は
細胞内で 24 時間以上も生存し続けることも
わかった。さらに同菌の感染によってオート
ファジーが誘導されることを見出した
（Yamatake K.et al. Infect.Immun.2007）。 
 
２．研究の目的 
最近の研究では P. gingivalisは非アルコー
ル性脂肪肝疾患（Non-Alcoholic Fatty Liver 
Disease ：NAFLD）との関与が示唆されてい
る。事実、１）NAFLD 患者の P. gingivalis
の感染検出率は正常者に比べて有意に高い
こと、２）マウスを使った実験で P. 
gingivalis 感染させたマウスの方が非感染
マウスに比べて肝細胞でのNAFLDへの病理学
的進行度が有意に高いことなどが挙げられ
ている。 
一方、細胞内に寄生するマイコバクテリア

属やクラミジア属には、マクロファージ内の
脂肪滴を栄養源として利用したり、マクロフ
ァージの排除機構から逃れる手段にして寄
生している細菌が知られている。 
さらに上記で述べたように、細胞ごとに P. 

gingivalis の細胞内での動態が異なること

などから、本研究では NAFLD の in vitro の
実験系を構築して解析した。すなわち、ヒト
肝細胞株HepG2細胞を用いてオレイン酸添加
による脂肪肝モデルを作製し、歯周病細菌 P. 
gingivalisの細胞内動態を解析した。 
 

３．研究の方法 
歯周病細菌 P. gingivalisの細胞内での生存
は細胞を破砕した後に血液寒天培地上に
HepG2 細胞抽出液を希釈して塗布して、嫌気
環境下で培養後コロニーを数えることで細
菌数を検出した。細胞内の解析は主として共
焦点レーザー顕微鏡にて解析を行った。その
際オートファジーのマーカータンパク質と
して LC3、リソソームのマーカータンパク質
として LAMP2 を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）歯周病細菌は肝細胞内の脂肪滴に寄生
しない 
ヒト肝細胞株 HepG2 細胞にオレイン酸を 0～
2.5mM 添加して脂肪滴を誘導し、24 時間後の
細胞生存能を計測したところ、ほぼ 100％生
存していることが分かった。この条件下で P. 
gingivalis を MOI:102（細胞１当たり細菌
100）になるように播種してもほぼ 100％生存
していることが分かった。この条件下で歯周
病細菌を HepG2 細胞に感染させると、同菌は
細胞内の脂肪滴に存在せず、LAMP2 陽性リソ
ソームに主に局在しており、一部、オートフ
ァゴソームに存在していた。 
 
（２）肝細胞内に脂肪滴が存在すると、感染
初期の排除が遅延する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：歯周病細菌の脂肪滴による肝細胞内の
取り込み量 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）肝細胞 
 
 
図２：歯周病細菌の脂肪滴による肝細胞内の
細胞内生存率 

 

オレイン酸誘導して
脂肪滴が存在する
HepG2 細胞（OA+）と
脂肪滴が無い細胞
（OA-）を比較した場
合、細菌の取り込み
能に差異は認められ
なかった。（図１） 

 

 



しかしながら、脂肪滴が存在する HepG2 細胞
では、感染後初期（6時間）（図２）で細胞内
での歯周病細菌の生存数が有意に多いこと
が明らかとなった。しかし、感染後 12～24
時間後では細胞内に生存する歯周病細菌は
ほぼ同じ程度であった。（図２） 
 
（３）肝細胞内に脂肪滴が存在すると、歯周
病細菌はオートファジー・リソソーム内での
排除が遅延する 
オレイン酸誘導して脂肪滴が存在する HepG2
細胞と脂肪滴が無い細胞を比較した場合、脂
肪滴が存在する細胞ではオートファジーの
マーカータンパク質であるLC3とリソソーム
のマーカータンパク質であるLAMP2と歯周病
細菌との共局在の割合を共焦点レーザー顕
微鏡にて解析を行ったところ、オレイン酸誘
導して脂肪滴が存在するHepG2細胞の方が有
意に共局在の割合が低いことが明らかとな
った。（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：脂肪滴によるオートファジー・リソソ
ームとの共局在率 
 
これらの結果は、肝細胞内で脂肪滴が蓄積す
ると、歯周病細菌のオートファジー‐リソソ
ームシステムによる排除を遅延させ、そのこ
とが NAFLED の増悪因子となる可能性が示唆
された。 
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