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Ⅰ．緒　言

　Aggregatibacter actinomycetemcomitansはグラム陰
性桿菌であり、限局性の侵襲性歯周炎や慢性歯周炎の
発症および進展に深く関与している１〜３）。口腔内細
菌の多くは歯面に付着した後、バイオフィルムを形成
して口腔内に定着する。A. actinomycetemcomitansも
他の口腔内細菌とともにバイオフィルムを形成し、歯
肉辺縁または歯肉縁下の歯面に定着する４，５）。また、
同菌は歯肉上皮に付着するだけでなく６〜８）、上皮を
通過して歯周組織の深層にまで侵入することが知られ
ている６，９，10）。同菌の歯肉上皮への付着には、上皮
組織やその直下の結合組織を構成する細胞外マトリッ
クス（ECM）タンパクが深く関与している９，10，11）。
口腔内細菌とECMタンパクとの付着については、細
菌性心内膜炎組織から検出されるグラム陽性レンサ球
菌について詳細に検討され、フィブロネクチン、ラミ
ニンおよびコラーゲンに対する付着能が報告されてい
る12〜14）。A. actinomycetemcomitansについても感染
性心疾患への関与が示唆されており15，16）、フィブロ
ネクチンおよびコラーゲンに対する付着能が調べられ
ている17）。しかし、歯周疾患を想定し、同菌の歯周
組織への付着能を調べた報告は少なく、また、その分
子機構を詳細に検討した報告はみあたらない。
　 そ こ で 本 研 究 で は、 歯 周 組 織 を 想 定 し て、A. 
actinomycetemcomitansの歯肉上皮下の結合組織を構
成するECMタンパクへの付着の分子機構を調べるこ
とを目的として、４種類のECMタンパク（I型コラー
ゲン、IV型コラーゲン、フィブロネクチンおよびラ
ミニン）とA. actinomycetemcomitans菌体との付着能
を検討し、さらに、ECMタンパクと付着親和性を示
す同菌の菌体成分を検索した。

Ⅱ．実験方法

使用菌株および菌懸濁液の調整
　本研究には、日本大学歯学部衛生学教室に－80℃
で保存されているA. actinomycetemcomitans Y4株を、
また同菌の培養には、Todd-Hewitt� broth（Becton�
Dickinson）に１%Yeast�Extract（Becton�Dickinson）
を添加した培地を用いた。培養後の細菌は、リン酸
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塩緩衝液で２回洗浄後、0.02%（wt/vol）のbovine�
serum�albumin（BSA；Sigma）を添加したPBSで１×�
10 ８cells/㎖の細菌数になるように調整した。
細菌細胞のECMタンパクへの付着実験
　I型コラーゲン（ラット由来）、IV型コラーゲン（マ
ウス由来）、フィブロネクチン（ヒト由来）および
ラミニン（マウス由来）でコートされたBD�BioCoat�
Cellware� 96-well� plates（BD�Biosciences）の各well
に菌液を添加し、室温で１時間静置した。
　フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンに対する
付着実験では、フィブロネクチン（ヒト由来、Gibco）
およびIV型コラーゲン（ヒト由来、コラーゲンリサー
チセンター）の同時添加が菌付着に与える影響につい
ても調べた。これらのタンパクおよびBSAを100㎍/㎖
含む菌懸濁液を調製して室温で30分間静置後、前述の
フィブロネクチンあるいはIV型コラーゲンがコート
されたwellに加えた。なお、コントロールでは、菌懸
濁液のみをwellに加えた。
　付着反応後のwell内から非付着菌体を取り除いた
後、クリスタルバイオレット液（Sigma）を加えて付
着菌体を５分間染色した。その後、エタノール（和光
純薬）で色素を溶出し、マイクロプレートリーダー

（Molecular�Devices）を用いて波長595nmで測定した。
Ligand blottingによる菌体タンパクの検索
　菌体タンパクをSDS-ポリアクリルアミドゲル

（SDS-PAGE）電気泳動したのち、PVDF膜（Millipore）
へ転写した。転写膜を４%（wt/vol）ブロックエース（大
日本製薬）でブロッキング処理を施した後、100㎍/㎖
のフィブロネクチンまたはIV型コラーゲンを含む溶
液に浸漬し、４℃で一昼夜反応させた。その後、転写
膜上の菌体タンパクに結合したフィブロネクチンある
いはIV型コラーゲンをマウス抗ヒトフィブロネクチ
ン抗体（Sigma）またはウサギ抗ヒトIV型コラーゲン
抗体（Chemicon）を用いて検出した。
統計分析
　実験は３回繰り返し、結果は平均値と標準偏差で表
した。また、有意差検定は、Bonferroni’s�modification�
of�Student’s� t-testを用いて行い、危険率５％未満を有
意とした。

Ⅲ．実験結果

１．ECMタンパクコートwellへの菌体の付着
　フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンへの付着
菌量は、I型コラーゲンおよびラミニンへの付着菌量
に比べて有意に高い値を示した。なお、フィブロネク
チンとIV型コラーゲンへの付着菌量との間には有意
差は認められなかった（図１）。
２． フィブロネクチンコートwellへの菌体付着に及ぼ

すフィブロネクチンあるいはIV型コラーゲン添加
の影響

　フィブロネクチンコートwellへの菌体付着は、フィ
ブロネクチンの同時添加によって有意に抑制された。
また、IV型コラーゲン添加によって、フィブロネク
チンコートwellへの菌体付着はフィブロネクチン添加
と同レベル程度まで有意に抑制された（図２）。
３． IV型コラーゲンコートwellへの菌体付着に及ぼす

IV型コラーゲンあるいはフィブロネクチン添加の
影響

　IV型コラーゲンコートwellへの菌体付着は、IV型
コラーゲンの同時添加によって有意に抑制された。ま

図１　�A. actinomycetemcomitans Y4株のECMタンパク
コートwellへの付着

⒜I型コラーゲン、⒝IV型コラーゲン、⒞フィブロネクチ
ン、⒟ラミニン
*：I型コラーゲンに対して有意差あり（p ＜ 0.05）
†：ラミニンに対して有意差あり（p ＜ 0.05）
Fig.�1��Adhesions� of�A. actinomycetemcomitans Y4� cells�

to�ECM�protein-coated�wells
⒜type� I� collagen，⒝type� IV� collagen，⒞fibronectin，
⒟laminin
*：versus�type�I�collagen（p ＜ 0.05）
†：versus�laminin（p ＜ 0.05）
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た、フィブロネクチン添加によって、IV型コラーゲ
ンコートwellへの菌体付着はIV型コラーゲン添加と同
レベル程度まで有意に抑制された（図３）。
４． Ligand blottingによるフィブロネクチンおよびIV

型コラーゲンに付着能を有する菌体タンパクの検
索

　フィブロネクチンを用いたligand� blottingでは、
フィブロネクチンとの結合を示す30 〜 80kDaの菌体
タンパクが複数検出され、特に約40kDaの移動度を示
すバンドが顕著であった。また、IV型コラーゲンを
用いたligand� blottingにおいても、約40kDaのIV型コ
ラーゲン結合性の分子が検出された（図４）。

Ⅳ．考　察

　本研究は、歯周疾患進行の分子機構を解明するた
めに、A. actinomycetemcomitans�Y4株のECMタン
パクへの付着能を調べた。その結果、同菌のECMタ
ンパクへの付着能は、I型コラーゲンおよびラミニ
ンに比べて、フィブロネクチンおよびIV型コラーゲ
ンで有意に高かった。I型コラーゲンは歯肉結合組

図２　�A. actinomycetemcomitans Y4株のフィブロネクチ
ンコートwell� への付着に及ぼすフィブロネクチン
およびⅣ型コラーゲン添加の影響

⒜コントロール、⒝BSA添加、⒞フィブロネクチン添加、
⒟IVコラーゲン添加
*：controlに対して有意差あり（p ＜ 0.05）
Fig.�2���Ef fect� o f� add i t ion� o f� so lub le� f ibronect in�

and� type� IV� col lagen� on� adhesions� of� A. 
actinomycetemcomitans�Y4� cells� to� fibronectin-
coated�wells�

⒜control，⒝addition�of�BSA，⒞addition�of�fibronectin，
⒟addition�of�type�IV�collagen
*：versus�control（p ＜ 0.05）

織、歯根膜、セメント質および歯槽骨に存在し、歯
周組織を構成する主要なECMタンパクである18）。一
方、IV型コラーゲンは、歯肉上皮細胞下の基底膜を
構成するタンパクの一つである18）。コラーゲンとA. 

図４　�A. actinomycetemcomitans Y4株由来の菌体タンパ
クとフィブロネクチンおよびIV型コラーゲンとの
ligand�blotting�

Fig.�4���Ligand� blotting� of� cellular� proteins� extracted�
from� A. actinomycetemcomitans Y4,� soluble�
fibronectin�and�type�IV�collagen
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図３　�A. actinomycetemcomitans Y4株のIV型コラーゲン
コートwell� への付着に及ぼすIV型コラーゲンおよび
フィブロネクチン添加の影響

⒜コントロール、⒝BSA添加、⒞IVコラーゲン添加、⒟フィ
ブロネクチン添加
*：Controlに対して有意差あり（p ＜ 0.05）
Fig.�3���E f f e c t � o f � a d d i t i o n� o f � s o l u b l e � t y p e� I V�

collagen� and� fibronectin� on� adhesions� of� A. 
actinomycetemcomitans� Y4� cells� to� type� IV�
collagen-coated�wells�

⒜control，⒝addition� of� BSA，⒞addition� of� type� IV�
collagen，⒟addition�of�fibronectin
*：versus�control（p ＜ 0.05）
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actinomycetemcomitansの結合性については、Mintz
ら17）がSUNY� 465株を用いて、I型からV型までの５
種類のコラーゲンと菌体との結合性について調べ、
SUNY� 465菌体はI型およびV型コラーゲンへの付着
結合能が高く、IV型コラーゲンへの付着能は最も低
いと報告している。また、本研究で検討したY4株を
含むSUNY� 465以外の７種類の菌株についても検索を
試み、Y4株のI型コラーゲンへの付着親和性が高いこ
と、さらに、その付着親和性は菌株間で大きく異なる
ことを報告している17）。本研究結果とMintzら17）の
報告とでは、Y4株が示すI型コラーゲンへの付着能が
異なった。この理由の一つとして、培地に添加する
Yeast� Extractの濃度および培養後の菌体の処理方法
など、実験条件の相違が考えられるが、その相違を明
らかにするためには、今後より詳細な検討が必要で
ある。一方、IV型コラーゲンについては、Mintzら17）

のSUNY�465株とは異なる結果であったが、彼らはY4
株とIV型コラーゲンの付着親和性を検討していない。
したがって、この相違は、菌株の違いと関連している
可能性がある。
　ラミニンは、基底膜に存在する巨大な糖タンパクで
あり、IV型コラーゲンやヘパリンとの結合能も有し
ている19，20）。本研究では、基底膜成分としてIV型コ
ラーゲンの他にラミニンへの付着能についても検討し
たが、ラミニンへの付着菌量は、IV型コラーゲンよ
りも低い値であった。本結果から、歯肉上皮下の基底
膜へのA. actinomycetemcomitans�Y4株の付着、定着
には、IV型コラーゲンの関与がより大きいと考えら
れた。現在、ラミニンには、少なくとも15種のアイソ
フォームの存在が知られている21，22）。しかし、本研
究で用いた96�well� コートのプレートには、ラミニン
のアイソフォームに関する情報が記載されていない。
したがって、A. actinomycetemcomitansのラミニンへ
の付着能については、アイソフォーム別に今後、詳細
に検討して確認する必要がある。
　フィブロネクチンは、分子内にコラーゲンやヘパ
リンに結合する部位をもち、ECMの不溶性高分子
会合体を構成する接着性タンパクである。これま
でに、A. actinomycetemcomitansがフィブロネクチ
ンに対して高付着能を有することが報告されてお

り17）、本研究においても、A. actinomycetemcomitans 
Y4株のフィブロネクチンに対する付着能は、IV型
コラーゲンと同様に高かった。この結果から、A. 
actinomycetemcomitans Y4株が歯肉結合組織に付着、
定着する過程では、歯肉上皮下の基底膜に存在する
IV型コラーゲンと、歯肉結合組織中のフィブロネク
チンが重要な役割を果たしていることが示唆された。
　本研究では、A. actinomycetemcomitans Y4菌体の
フィブロネクチンコートwellへの付着は、フィブロネ
クチンの同時添加で有意に抑制された。また、IV型
コラーゲンコートwellへの付着についても同様に、IV
型コラーゲンの同時添加で有意に抑制された。これら
の付着抑制は、フィブロネクチンおよびIV型コラー
ゲンと結合性を示す菌体表層分子に対するwell上の
接着分子と、同時添加した接着分子との競合によっ
て、菌体の付着が阻害されたことによるものと考え
られた。また、本研究では、IV型コラーゲンの同時
添加による菌体のフィブロネクチンコートwellへの付
着抑制と、フィブロネクチンの同時添加による菌体
のIV型コラーゲンコートwellへの付着抑制も認められ
た。このことから、A. actinomycetemcomitans Y4株
にはフィブロネクチンおよびIV型コラーゲンへの付
着に関与する共通の結合分子が存在している可能性
が考えられた。そこで、SDS-PAG電気泳動で菌体タ
ンパクを分子量別に分離してPVDV膜に転写後、フィ
ブロネクチンあるいはIV型コラーゲンを用いたligand�
blottingを行い、付着能を示す菌体タンパクの検索を
試みた。その結果、フィブロネクチンおよびIV型コ
ラーゲンに結合性を有し、約40kDaの移動度を示す
菌体タンパクのバンドが確認された。この結果から、
A. actinomycetemcomitans Y4株の分子量約40kDaの
菌体タンパクが、フィブロネクチンとIV型コラーゲ
ンの共通の付着因子である可能性が示唆された。�
　ECMタンパクの付着に関与するA. actinomycetemcomitans
が有する付着因子としては、菌体タンパクで分子量約
200kDaのEmaAがコラーゲンとの付着に関与するこ
とが報告されている23）。すなわち，EmaAを欠損した
A. actinomycetemcomitansはI、II、IIIおよびV型コラー
ゲンへの結合能が著しく低下する一方で、フィブロネ
クチンとの結合能には影響しないと報告されている
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Immunohistochemical� distribution� of� the� collagen� types�

が、IV型コラーゲンとEmaAとの関連性は検討してい
ない23）。本実験でフィブロネクチンとIV型コラーゲ
ンとの両方に結合能を示した約40kDaの菌体タンパク
は、その分子量およびフィブロネクチンとの結合性か
ら、EmaAとは異なる菌体タンパクであると考えられ
た。今後は、A. actinomycetemcomitansのフィブロネ
クチンおよびIV型コラーゲンへの付着における40kDa
の菌体外膜タンパクの機能解析を行う必要がある。

Ⅴ．結　論

　A. actinomycetemcomitans Y株のI型コラーゲン、
IV型コラーゲン、フィブロネクチンおよびラミニン
への付着能を検討し、以下の結果および結論を得た。
１．�フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンへの付

着菌量は、ラミニンおよびI型コラーゲンへの付
着菌量よりも有意に高い値を示した。

２．�フィブロネクチンへの付着は、フィブロネクチン
およびIV型コラーゲンの同時添加によって抑制
された。

３．�IV型コラーゲンへの付着は、フィブロネクチン
およびIV型コラーゲンの同時添加によって抑制
された。

４．�フィブロネクチンとIV型コラーゲンに高い付着
能を有した菌体タンパクは、いずれも分子量約
40kDaの移動度を示した。

　以上のことから、A. actinomycetemcomitans Y4株
は、フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンに対し
て高い付着能を示し、分子量約40kDaの菌体タンパク
が、それらへの共通の付着因子であることが示唆され
た。
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●抄録●　�Aggregatibacter actinomycetemcomitans�Y4株の細胞外マトリックスタンパク
への付着能に関する研究

　　　　　／佐藤節子

口腔内細菌の歯周組織への付着は，歯周疾患の発症や進行の重要な病原因子と考えられ
ている。歯周病原菌の一つであるAggregatibacter actinomycetemcomitansは歯肉上皮に
付着するだけでなく，歯周組織深層に侵入することが報告されている。本研究では，歯
周組織を構成する細胞外マトリックスタンパクのうちI型およびIV型コラーゲン，フィ
ブロネクチン，ラミニンに対するA. actinomycetemcomitans�Y4株の付着能について検
討した。すなわち，細胞外マトリックスタンパクでコートされた96�wellプレートを用
いて，同菌の付着菌量を比較検討した。その結果，同菌のフィブロネクチンおよびIV
型コラーゲンへの付着菌量は，I型コラーゲンおよびラミニンへの付着菌量に比べて有
意に高い値を示した。また，フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンコートwellへの
菌体の付着は，フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンの同時添加によって有意に抑
制された。フィブロネクチンおよびIV型コラーゲンと結合する菌体タンパクをligand�
blottingによって検索したところ，分子量約40� kDaの菌体タンパクが，両分子に対する
高い結合能を示した。以上の結果から，A. actinomycetemcomitans�Y4株はフィブロネ
クチンおよびIV型コラーゲンに高い付着能を示し，約40kDaの菌体タンパクが両分子に
対する共通の付着因子であることが示唆された。
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IV,�V,�VI� and� glycoprotein� laminin� in� the� healthy� rat,�
marmoset（Callithrix jacchus）and� human� gingivae,�
Matrix,；11：125-132,�1991.

20）Tanzer�ML：Current�concepts�of�extracellular�matrix,�J�
Orthop�Sci；11：326-331,�2006.

21）鈴木喜晴，野水基義：ラミニンアイソフォームの活性部位
の多様性と相同性,�生化学；73：1215-1220,�2001.

22）門谷裕一：上皮器官形成に関わるラミニンのドメイン，生
化学；73：1221-1226，2001.

23）Mintz�KP（2004）Identification�of�an�extracellular�matrix�
protein� adhesin,� EmaA,� which� mediates� the� adhesion�
of� Actinobacillus actinomycetemcomitans� to� collagen.�
Microbiology；150,�2677-2688.



64� 総説

JICD, 2016, Vol. 47, No. 1

Adherence of Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Y4 to extracellular matrix proteins

Setsuko�Sato��D.D.S.,�PhD.

Adherence�of�oral�bacteria�to�periodontal�tissue�is�the�important�virulence�factor�in�the�induction�of�
preriodontitis.� Several� investigators� previously� reported� that�Aggregatibacter actinomycetemcomitans,�
which� is� important� pathogen� in� adult� periodontitis,� could� adhere� to� epithelial� cells� and� invade� into�
periodontal� tissue.� In�this�study,� the�adherence�of�A. actinomycetemcomitans�Y4�strain�to�extracellular�
matrix��proteins�that�are�parts�of�components�of�periodontal�tissue�was�investigated�using�96-well�plates�
coated�with�type�I�collagen,�type�IV�collagen,�fibronectin�and�laminin.�Large�amounts�of�Y4�cells�adhered�
to�type�IV�collagen�and�fibronectin�significantly�compared�with�type�I�collagen�and�laminin.�Adhesions�
of�Y4�cells�to�the�wells�coated�with�fibronectin�and�type�IV�collagen�were�reduced�significantly�by�the�
addition�of� the� soluble� fibronectin�and� type� IV�collagen,� respectively.�The�bacterial�proteins� that�bind�
to�fibronectin�and�type�IV�collagen�were�identified�by�ligand�blot�analysis.�The�both�of�fibronectin�and�
type�IV�collagen�bound�to�the�40-kDa�protein�extracted�from�Y4�cells.��These�results�suggested�that�A. 
actinomycetemcomitans�Y4�cells�displayed�high�affinity�to�fibronectin�and�type�IV�collagen,�and�that�the�
40-kDa�protein�in�Y4�cells�may�act�as�an�adhesion�factor�for�both�of�fibronectin�and�type�IV�collagen.��

Key words：A. actinomycetemcomitans，Fibronectin，TypeIV�collagen，Adherence


