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研究成果の概要（和文）：　我々は動脈硬化の新たなリスクファクター候補として、う蝕原因細菌であるミュータンス
レンサ球菌に着目し、侵入した菌に対するヒト動脈内皮細胞の認識応答機序を検討した。調べた異なる血清型のミュー
タンスレンサ球菌は、全てヒト動脈内皮細胞への侵入能力を有していた。菌が侵入していない内皮細胞と較べて、菌が
侵入したヒト動脈内皮細胞における炎症サイトカインの産生、およびパターン認識受容体であるTLR2およびNOD2の発現
は、増加していた。TLR2およびNOD2の発現を抑制すると、ヒト動脈内皮細胞における炎症サイトカインの産生は減少し
た。以上の結果より、ミュータンスレンサ球菌の動脈硬化発症への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：  We focused on Streptococcus mutans as one of the new candidates of risk factors 
to cause atherosclerosis, and examined the recognition mechanism of human aortic endothelial cells (HAECs)
 for invasive Streptococcus mutans.  All six strains tested, consisting of three different serotypes of S.
 mutans, were capable of invading HAECs.  HAECs invaded by S. mutans produced larger amounts of cytokines,
 and the messenger RNA expression of TLR2 and NOD2 increased markedly compared with that by non-invaded HA
ECs.  The production of cytokines by invaded HAECs decreased when the expression of TLR2 and/or NOD2 mRNA 
of HAECs was inhibited.  These results suggest that invasive S. mutans may induce inflammatory reaction of
 HAECs through the recognition process via TLR2 and NOD2.
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化は心筋梗塞、脳梗塞など日本人
の死亡原因の多くを占める疾病の原因と
なる血管の変化である。動脈硬化の成因は
血管内皮細胞の機能的傷害であるという
“傷害反応仮説”によって説明されている
が、現在もなお高血圧、脂質代謝異常、喫
煙、肥満、年齢といった古典的リスクファ
クターだけでは説明できない動脈硬化患
者が存在する。疫学研究で歯周疾患と心疾
患との関連の報告があること（Geismar et 
al., J. Periodontol., 2006）、臨床細菌
学的にはヒト動脈硬化病巣から口腔常在
菌であり口腔バイオフィルム細菌の中で
も量的に多くを占める口腔レンサ球菌が
検出されていること（Lehtiniemi et al., 
Eur. J. Clin. Invest., 2005; Nakano et 
al., J. Clin. Microbiol., 2006）から、
申請者は動脈硬化の新たなリスクファク
ター候補細菌として、口腔レンサ球菌に着
目し、口腔レンサ球菌のヒト動脈内皮細胞
への侵入能力および傷害作用を検討した
（平成 20〜22 年度 科学研究費 基盤
(C)）。口腔レンサ球菌 10 菌種は全てヒト
動脈内皮細胞に侵入し、その内 4菌種は侵
入した内皮細胞からサイトカインの産生
を誘導した。検討した菌の中で、ミュータ
ンスレンサ球菌は侵入した内皮細胞から
のサイトカイン産生誘導能がもっとも高
かった。ヒト動脈内皮細胞に侵入した口腔
レンサ球菌によるサイトカイン産生誘導
の報告は、世界で初めてである。内皮細胞
は、外敵因子を“パターン認識受容体”で
認識する（Opitz et al., Thromb. Haemost., 
2009）。パターン認識受容体としては、細
胞膜（一部はリソゾームの膜）上に存在す
る“toll-like receptor(TLR) ”や細胞質
に存在する“NOD-like receptor”が知ら
れており、Edfeldt ら（Circulation, 2002）
はヒトの動脈硬化病巣において TLR1、TLR2、
TLR4 の発現が増加していることを報告し
ている。申請者らは、口腔レンサ球菌がヒ
ト動脈内皮細胞に侵入して、サイトカイン
産生を誘導することを明らかにしたが、付
着、侵入した口腔レンサ球菌が、内皮細胞
にどのようなメカニズムで認識され、炎症
応答を誘導するのかは、未だ不明である。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ミュータンスレンサ球菌
を用いて、(1)異なるセロタイプのミュータ
ンスレンサ球菌によるヒト動脈内皮細胞へ
の侵入および刺激時のサイトカイン産生(2)
ヒト動脈内皮細胞を菌で刺激した時の内皮
細胞におけるパターン認識受容体 TLR1、TLR2、
TRL4、NOD1、NOD2 遺伝子およびタンパクの発
現、(3)菌を認識する内皮細胞のパターン認
識受容体の発現を抑制した時の、菌刺激によ
る内皮細胞によるサイトカイン産生、の解析
を行うことである。 

 
３．研究の方法 
 (1) 異なるセロタイプのミュータンスレン
サ球菌のヒト動脈内皮細胞(HAECs)への侵入
能力の検討 
 
 HAEC を 5% CO2下で 24 時間培養した。嫌
気的に培養した異なるセロタイプ(c、e、
f)それぞれ２種類、計６株のミュータンス
レンサ球菌それぞれと MOI=1 で 24 時間共
培養後、培地および HAECs 表面に存在する
菌をゲンタマイシンおよびペニシリンGで
処理した。HAECs に侵入し抗生剤の影響を
受けずに生き残った菌を、0.1% Tween 20
で HAECs を処理することによって回収後、
BHI 寒天培地にて嫌気的に培養した。48 時
間後に菌のコロニー数を計測した。 
 
(2) HAECs を異なるセロタイプのミュータ
ンスレンサ球菌で刺激した時のサイトカ
イン産生 
  
 HAEC を 5% CO2下で 24 時間培養した。嫌
気的に培養した異なるセロタイプ(c、e、
f)それぞれ２種類、計６株のミュータンス
レンサ球菌それぞれと MOI=1 で 24 時間共
培養後、培地を回収して、ELISA 法にて培
地中の IL-6、IL-8 および MCP-1 タンパク
の量を測定し、非感染 HAEC の産生量と比
較した。 
 
(3) HAECs を菌で刺激した時の内皮細胞に
おけるパターン認識受容体 TLR1、TLR2、
TRL4、NOD1、NOD2 遺伝子およびタンパクの
発現 
 
①パターン認識受容体 mRNA の定量 
 (2)の条件で HAECs を刺激した後、HAECs
を回収して Total RNA を抽出した。リアル
タイム RT-PCR 法にて TLR1、TLR2、TRL4、
NOD1、NOD2 遺伝子 mRNA の増幅を行い、非
感染HAECsを対照として相対定量解析を行
った。 
 
②パターン認識受容体タンパクの定量 
 (2)の条件で HAECs を刺激した後、HAECs
を回収、固定し、チューブ内で抗 TLR2 あ
るいは抗 NOD2 抗体を用いて免疫染色を行
い、フローサイトメトリーで各々の発現を
定量し、非刺激 HAECs を対照として分析し
た。細胞内に存在する TLR2 および NOD2 タ
ンパクを定量する場合は、免疫染色の際、
サポニンを用いて、抗体を細胞内に浸透さ
せた。 
 
(4) 菌を認識する内皮細胞のパターン認
識受容体の発現を抑制した時の、菌刺激に
よる内皮細胞によるサイトカイン産生 
 
 HAECsの TLR2および NOD2 mRNAの発現を



RNA 干渉で抑制後、(1)の条件で HAECs を細
胞内に侵入したミュータンスレンサ球菌
で刺激した後、ELISA法にて培地中のIL-6、
IL-8 および MCP-1 タンパクの量を測定し、
非感染 HAEC の産生量と比較した。 
 

４．研究成果 
 今回検討した異なるセロタイプ(c、e、
f)それぞれ２種類、計６株のミュータンス
レンサ球菌は、全て HAECs への侵入能力を
有していた。６株中５株は、それぞれのミ
ュータンスレンサ球菌で刺激したHAECsは
刺激していない HAECs と比較して、有意に
多くの量のサイトカイン(IL-6、IL-8、
MCP-1)を産生した(P < 0.05)(図１)。HAECs
に侵入する能力が高い菌の方がHAECsを刺
激した時のサイトカイン産生誘導能が高
かった。 
 HAECs を菌で刺激した時の内皮細胞にお
けるパターン認識受容体 mRNA の発現を調
べると、非刺激 HAECs と比較して TLR2 お
よび NOD2 mRNA の発現が有意に増加してい
た(P < 0.05)(図２)。HAECs において、TLR2
は細胞膜表面と細胞内に存在していた。非
刺激 HAECs と比較して、菌の刺激により細
胞内に存在する TLR2 タンパクは有意に増
加したが、細胞膜表面にある TLR2 タンパ
クは増加しなかった。細胞内に存在するパ
ターン認識受容体であるNOD2タンパクは、
発現が増加していた。ミュータンスレンサ
球菌の刺激によりHAECsの細胞内に存在す
るパターン認識受容体が増加していたの
で、次に HAECs に菌を侵入させて、侵入し
た菌の刺激によるHAECsにおけるサイトカ
イン産生を検討した。菌が侵入していない
HAECs と較べて、菌が侵入した HAECs にお
けるサイトカイン産生は有意に増加して
いたが、TLR2、NOD2 mRNA の発現を単独で、
あるいは同時に RNA 干渉で抑制すると、サ
イトカインの産生は有意に減少していた
(P < 0.05)(図３)。ミュータンスレンサ球
菌は HAECs に侵入し、HAECs の細胞内に存
在する TLR2 および NOD2 に認識されて、
HAECs におけるサイトカイン産生を誘導す
ることから、ミュータンス連鎖球菌はヒト
動脈内皮細胞の炎症を誘導し、動脈硬化発
症に関与している可能性が示唆された。 
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