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研究課題名  
Streptococcus 属の口腔細菌における歯周病の病態形成機構に果たす役割の
検討        

研究成果の概要 
研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

研究背景・目的 
人間の口腔内には約 500 種類の細菌が存在しているが、その中でもとりわけレッドコンプレックス
（Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola）を代表とする細菌が歯周病を誘発
していると考えられている(Socransky S.S. Clin Periodontol. 1998. PMID: 9495612)。また、「特定の菌が
特定の病気の原因であることの条件として、その菌がその病気でのみ検出されなければならない」と
いう Koch の原則の一項目に基づき、長年にわたる歯周病の研究では、それを満たすレッドコンプレ
ックスが歯周病原菌として注目され、重点的に研究されてきた。それゆえ、レッドコンプレックス以
外の口腔細菌の歯周病への関与について、不明な点が多い。一方で、歯周病発症時の病変部（歯周ポ
ケット）由来の細菌構成および細菌の病原遺伝子発現を解析した研究によると、Streptococcus 属が一
定の割合で検出されることに加え、Streptococcus 属由来の病原遺伝子は歯周病の進行中に上方制御さ
れることが報告されている (Yost ら. Genome Medicine. 2015.PMID: 25918553)。そこで本研究では、
Streptococcus 属の細菌種の有する毒性に着眼し、歯周病の病態への関与について研究することにした。
特に、Streptococcus 属の Streptolysin O (SLO)と Streptolysin S (SLS)という溶血毒素に着目し、歯肉細胞
に対する Streptococcus 属細菌の傷害能力、および Streptococcus 属細菌と P. gingivalis 共感染の影響を
検討した。 
 
研究計画および方法 
Streptococcus 属細菌については、SLO と SLS の両方の毒素を有している細菌株である Streptococcus 

pyogenes を便宜的に用いた。アドバイザー教員氏名の広瀬雄二郎先生が S. pyogenes は、glucose の有
無で SLO と SLS の発現をスイッチできることを報告している（Hirose ら. mSystems. 2023.PMID: 
37278526）。まず初めに、本実験で利用する培養条件（Chemically Defined Medium, CDM）で、この現
象を再現できるかを赤血球の溶血試験をを用いて確認した。そして、ヒト歯肉細胞株 Ca9-22 に対す
る細胞毒性についても同様に評価した。 
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1. 初めに、S. pyogenesの WT（野生型）、Δslo（SLO を発現する遺伝子を欠損させたもの）、ΔsagA

（SLS を発現する遺伝子を欠損させたもの）、ΔsloΔsagA（SLO と SLS を発現する遺伝子の両
方を欠損させたもの）を準備した。CDM Glucose(-)と CDM Glucose(+)の培溶液、上記の 4 株
を段階希釈した菌液、1％赤血球をそれぞれ混合させ 4 時間経過後に溶血力価を計算した。
50%以上溶血した最大の希釈倍率を溶血力価とした。 

 
2. 1と同様の培養条件で、Ca 9-22 に対して感染実験を行った。培養 5.5時間後に細胞障害性を評
価するために LDH release (% of control)を定量した。細胞の生死は、Cyto3D Live-Dead Assay Kit で
可視化し、蛍光顕微鏡で観察した。 

 
次に、レッドコンプレックスの中でも歯周病原菌として最も研究されている P. gingivalis を使用して、
Ca9-22 に対する細胞剥離能力を調べた。そして、Streptococcus 属細菌と P. gingivalis 共感染の影響を
検討した。 
 

3. ２までに用いた培養条件において Ca9-22 の細胞剥離能力を評価した。その後、P. gingivalis に
よる細胞剥離が生じない感染条件において Streptococcus属細菌の各菌株を P. gingivalisと共感染さ
せることで、溶血毒素の細胞剥離に対する影響を評価した。細胞の生死は、Cyto3D Live-Dead Assay 

Kit で可視化し、蛍光顕微鏡で観察した。その後にメチレンブルー染色により剥離された細胞の面
積の測定を行った。 

 
研究経過、研究成果 
1. S. pyogenes の SLO と SLS はそれぞれどちらか一方の培地でのみ発現し、したがってその溶血作

用も、発現を示した培地で優位に発揮されていた。下図（矢印の右側）より、CDM Glucose(-)の培
地では Δslo、すなわち SLS が発現される細菌株が溶血作用を優位に発揮しており、一方の CDM 

Glucose(+)の培地では ΔsagA すなわち SLO が発現される細菌株が優位に溶血作用を発揮していた
ことが確認された。 

 
 

2．Ca9-22 への S. pyogenes 感染後 5.5 時間において、1と類似のの結果が確認できた。CDM Glucose(-)

の培地では Δsloが、CDM Glucose(+)の培地では ΔsagA がそれぞれ優位的に Ca 9-22細胞の細胞死を誘
導していた。 
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（精細胞=緑/死細胞=赤） 
 
 
3．Ca9-22 への P. gingivalis 感染後 10 時間まで、CDM Glucose(-)と CDM Glucose(+)培地の両方で、P. 

gingivalis は Ca9-22 細胞の細胞死を誘導しなかった。ただし、8、10 時間後の蛍光観察では細胞剥離
がみられた。 

 

 
4． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

CDM Glucose(-)の培地では WT+PG と 
Δslo+PG をそれぞれ感染させた Ca9-22 細胞の
細胞剥離が顕著に見られた（左図上部の蛍光染
色 6,7）。 
 
左図下部のグラフは細胞が剥離された面積を
表しており、ここでも上記の結果を示すデータ
が得られた。 
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まとめ 
実験 3 と 4の結果から、CDM Glucose(-)と CDM Glucose(+)の培地ではそれぞれ SLS と SLO が 
P. gingivalis の細胞剥離作用を助長していることが示された。 
 

 

 

CDM Glucose(+) の 培 地 で は WT+PG と
ΔsagA+PG をそれぞれ感染させた Ca9-22 細胞
の細胞剥離が顕著に見られた（左図中部のメチ
レンブルー染色 6,8）。 
しかし、左図上部の蛍光染色からは WT+PG を
感染させた細胞の剥離（6番）は顕著にみられた
ものの、ΔsagA+PG を感染させた細胞では剥離
が見られなかった（8 番）。すなわち、蛍光染色
をした時点では細胞剥離が起こっておらず、そ
の後に行ったメチレンブルー染色処理によって
細胞剥離が起こった。 
 

 


