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研究成果の概要（和文）：PgとAaは歯周病において重要な歯周病原細菌である。本研究では、PgにおいてAaのバ
イオフィルム剥離を行うタンパクを同定し、Aaの被阻害因子について明らかにすることで、剥離のメカニズムを
解明していくことを目的とする。Aaのバイオフィルムに対してイオン交換クロマトグラフィにて分画したフラク
ションごとのPg培養上清では剥離効果に有意差は認められなかった。また、Pgの培養上清で処理されたAa菌体の
二次元電気泳動では菌体全体、膜画分抽出したものでも不特定多数の蛋白の分解が観察され、Aaの膜タンパクが
非選択的に分解されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans is one of the most etiologically 
important microorganisms in periodontal disease. The aim of this study was investigated the protein 
of P. gingivalis supernatant about biofilm detachment of A. actinomycetemcomitans, and inhibition of
 aggregation of A. actinomycetemcomitans and clarified the factor of mechanism of detachment.
P. gingivalis culture supernatant which fractionated by ion exchange chromatography was not shown 
significant difference by a detachment of A. actinomycetemcomitans biofilm. In the two-dimensional 
electrophoresis of A. actinomycetemcomitans bacteria treated with the culture supernatant of P. 
gingivalis, decomposition of an unspecified number of proteins was observed even in the whole 
bacterial bodies and those extracted from membrane fractions. It was suggested that membrane protein
 of A. actinomycetemcomitans was dismantled nonselectively by proteases of P. gingivalis 
supernatant.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病は歯肉溝に棲息する細菌によって
引き起こされる感染症で、歯周病原細菌が
歯周組織局所に付着し、バイオフィルムを
形成して成長することで、発症し重症化し
ていく(Darveau et al., Periodontology 
2000, 14(1):12-32, 1997)。菌体外多糖か
らなるグリコカリックスによって保護され
たバイオフィルム中の細菌は、抗菌物質や
貪食細胞、免疫グロブリンに対して抵抗性
を示して局所に長期に留まり、感染の慢性
化、難治化を招くと考えられている。特に
Porphyromonas gingivalis (Pg)、
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
(Aa)は代表的な歯周病細菌であり、最近は
冠性動脈心疾患や脳血管性疾患との関わり
において注目されている(Beck JD et al., 
Ann Periodontol, 3(1):127-141, 1998. 
Spahr A et al., Arch Interm Med, 
166(5):554-9, 2006.)。しかしながら、複
雑なバイオフィルム構造のメカニズムの中
で、歯周病細菌間の共生的な関係について
の報告は多くあるが、歯周病細菌間でバイ
オフィルム中の競合的な報告は少ない。私
たちはこれまでに、Pg が Aa に対してバイ
オフィルム形成に優位な関係をもっている
ことを示している (Takasaki et al., J 
Periodontal Res, 48:286-92, 2013.)。 
 先の研究にて私たちは、Pg ATCC33277 株
が培養上清中に分泌した Kgp タンパクの分
解活性がAa ATCC29523株のバイオフィルム
の付着を阻害することを明らかにした。ま
た一方で、Aa のバイオフィルムの凝集に対
してはジンジパイン以外の酵素が阻害する
ことを明らかにし、さらにその酵素はジン
ジパインによってプロセシングされること
で活性化される酵素であることを見出した。
（Haraguchi et al., Mol Oral Microbiol, 
2014）。しかしながら Aa の凝集阻害に関わ
る Pg 培養上清中の因子については、タンパ
クである可能性が高いものの、未だ決定的
な分子としては特定できていない。さらに、
Aa の被阻害因子についても使用した
ATCC29523 株は線毛が著しく少ないため、
線毛以外の因子が阻害され、付着、凝集阻
害が惹起されていることは示唆されている
ものの、詳細な点までは明らかにできてい
ない。そして、口腔外のバイオフィルム中
の細菌間の競合的な関係については報告さ
れているが、歯周病原細菌間での知見は少
ない。さらに、Pg のジンジパインについて
の研究はこれまでに多くされているが、今
回の研究はこれまでに報告の少ないジンジ
パイン以外の病原性を解明して行く。また、
剥離される側にも注目し、剥離のメカニズ
ムについて解明し、歯周病予防のメカニズ
ムを確立すると考えている。 
 
２．研究の目的 

  Pgはジンジパイン以外にも様々なタイプ
のプロテーゼを有していることが報告され
ている。その中でもペリオドンティンや
prolyl tripeptidyl peptidaseはPgのプロ
テアーゼであり、ジンジパインによるプロ
セシングを受けて成熟することが示唆され
ている。これらの研究結果を踏まえ、Rgp
とKgpは本菌の様々なタンパク(線毛や、ペ
リオドンティンなどのプロテアーゼ)をプ
ロセシングする酵素として重要な機能を持
っていることが強く示唆される。このこと
から、Kgpの酵素活性が、Aaの付着因子を破
壊する効果を有している可能性が示される
とともに、ジンジパインによりプロセシン
グされた酵素などが、Aa菌体表層の菌体外
膜タンパク質中のFlp1のような凝集に関与
する付着因子を阻害する効果を有している
ことが考えられるため、これらのどの酵素
が凝集阻害に関与しているのか解明してい
く。 
 PgのKgpやジンジパイン以外の酵素によ
って阻害される Aa の付着・凝集因子につい
て、付着凝集因子としては線毛等が考えら
れる。しかし、Aa ATCC29523 株では、臨床
分離株に比べ線毛が著しく少ない株なので、
付着、凝集が線毛以外の因子によることが
強く示唆されることから、線毛以外の因子
について同定していく。 
 
３．研究の方法 
Pg ATCC33277株は羊血液寒天培地(5% 
defibrinated laked sheep blood、4% 
tryptic soy agar、0.5% brain heart 
infusion、0.1% cysteine、 hemin 5 μg /ml、
menadione 1μg/ml) あるいは、enriched 
BHI broth(3.7% brain heart infusion、0.5% 
yeast extract、0.05% cysteine)にhemin 5 
μg /ml、menadione 1 g/ml を含むenriched 
BHI brothを用いて酸素吸収剤であるアネ
ロパック・ケンキ(三菱ガス化学株式会社)
を使用し、嫌気的条件下にて37℃で培養し
た。株は寒天培地にて培養した菌体を、
enriched BHI brothを用いて、嫌気下、
37℃,24時間培養した後、対数増殖後期まで
達した培養液を新鮮な培地に10倍希釈して
二次培養(嫌気下、37℃、24時間)した。更
に、 二次培養液を新鮮な培地に20倍希釈を
し、細菌数を3〜5×107個 /ml になるよう
に三次培養(嫌気下、37℃、24時間)を行っ
た。培養後、三次培養液を遠 心分離
(6,000×g、4℃、15分)、超遠心分離
(100,000×g、4℃、60分) することによっ
てベジクルを除去し、各Pg株の培養上清を
回収した。 
Aa ATCC29523株のバイオフィルムは寒天培
地にて培養した菌体を、enriched BHI broth 
を用いて、5% CO2下、37℃、24時間培養し
た後、対数増殖後期まで達した培養液を新
鮮な培地に 10倍希釈して二次培養(5% CO2 
下、37℃、24時間)した。更に、二次培養液



を新鮮な培地に 20倍希釈をし、細菌数を3
〜5×107個/ml になるように三次培養(5% 
CO2下、37℃、24時間)を行った。  
回収したPg培養上清を、イオン交換クロマ
トグラフィーにかけ、フラクション毎にAa
バイオフィルム剥離試験を行った。 
Aa三次培養液を 6,000×gで4℃、15分間遠
心分離することで菌体を回収し、得られた
菌体を PBSにて 2回 洗浄後、再度菌体を 
6,000×gで4℃、15分間、遠心分離して回収
した。  
Aa菌体に対し、Pg培養上清を加えて前処理 
したPg培養上清、およびコントロールとし
てBHIを各々5mlずつ加え、37℃にて1時間静
置処理し再びPBSで2度洗浄した。洗浄後、
ホモジナイズ後、Cell extractを抽出した。 
膜画分は ReadyPrepTM Protein Extraction 
Kit を用いて回収し、Genomine 社に 2次元
電気泳動を依頼し解析した。 
 
４．研究成果 
Pg 培養上清の各フラクションに Aa の剥離
能試験を行った結果、それぞれのフラクシ
ョンに有意な剥離効果は認められなかった。 
 
Aa 菌体を Pg 培養上清で処理し、2次元電気
泳動を行ったところ、処理前（コントロー
ル）（上図）と処理後（下図）では多くのフ
ラグメントの消失を認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで Aa 菌体の膜画分を抽出し、2次元電
気泳動を行ったところ、処理前（コントロ
ール）（上図）と比較して処理後の Aa 菌体

の膜画分（下図）は分子量の低いところで
多くのフラグメントが出現した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より Pg 培養上清中の Aa バイオフィル
ム剥離因子、凝集阻害因子については別方
向の視点からさらなる研究が必要であり、
凝集阻害、剥離される Aa の因子としては、
Pg のプロテアーゼによって Aa の膜タンパ
クが非選択的に分解されているため、Pg の
剥離凝集阻害因子と Aa の被阻害因子を同
時に解明していく事が必要である。 
今後、Pg と Aa に限らず、多くの菌体間イ
ンタラクションについて解明していく予定
である。 
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