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研究成果の概要（和文）：RANKLで前処理したRAW264.7細胞に各種精製線毛を加え培養後、TRAP染色にて多核の
破骨細胞数を測定したところ、FimA線毛と比較しMfa1線毛は、破骨細胞形成能が有意に高かった。上記傾向は、
リン酸カルシウムプレート上に出来る吸収窩を測定する破骨細胞活性化能に関しても同様であった。Real-time 
PCR法を用いてTRAP、MMP9、カテプシンKおよびNfatc1の遺伝子発現を検討したところ、Mfa1刺激においてMMP9と
カテプシンKの遺伝子発現がFimA刺激と比較し有意に増加していた。Mfa1線毛は、歯槽骨破壊に関連する破骨細
胞の分化・活性化に影響を与える可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Various purified fimbriae were added to RAW264.7 cells pretreated with RANKL
 for 24 hours, cultured for 5 days, and then the number of polynuclear osteoclasts was measured by 
TRAP staining. Purified Mfa1 fimbriae derived from JI-1 strain had significantly higher 
osteoclast-forming ability. The above tendency was also the same with respect to the osteoclast 
activation ability for measuring the absorption fossa formed on the calcium phosphate coating plate.
 After adding various purified fimbriae to RAW264.7 cells pretreated with RANKL for 24 hours and 
culturing for 3 days, the gene expression of TRAP, MMP9, cathepsin K and Nfatc1 was examined using 
the Real-time PCR method. Gene expression of MMP9 and cathepsin K was significantly increased by 
Mfa1 stimulation compared with FimA stimulation. It was suggested that Mfa1 fimbriae may affect the 
differentiation and activation of osteoclasts associated with alveolar bone destruction.

研究分野： 歯周病学

キーワード： Mfa1　periodontitis　osteoclasts　Porphyromonas gingivalis
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨免疫学の見地から細菌感染による歯槽骨吸収機構を模索する研究として、P.gingivalis短線毛による歯周組織
破壊の役割を明らかとしたことで、歯周病のメカニズム解明の一助となるばかりでなく、将来的に新たな治療の
開発につながる可能性が考えられる。具体的には、慢性の細菌感染炎症性骨疾患の治療として細菌固有の構造に
ターゲットを絞ることで病態制御し、超高齢社会における免疫の低下した高齢者に対するより効果的な治療の開
発へ繋げたいと考える。臨床と基礎分野の相補的な連携研究により、本研究は炎症性骨疾患の分野において非常
に意義深いものであると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
慢性歯周炎の発症と進行には、Red Complex と称されるグラム陰性偏性嫌気性桿菌群が強

く関与している。その中で、Porphyromonas gingivalis(P. gingivalis)は歯周疾患への関与

のみならず、心血管疾患や早産などの全身疾患にも関与することが示唆されており、ますま

す注目されている。線毛は、多くのグラム陰性病原細菌の感染成立を果たす上で重要な定着

因子である。その構造は、複数の異なる蛋白質が重合することによって形成される繊維状構

造物であり、主要成分の先端に微量の蛋白質が局在する。現在、その先端因子が線毛機能を

担う本来の付着因子であると認識されている。P.gingivalis は、FimA と Mfa1 の２種類の

線毛を発現している。FimA 線毛に関する研究は、1984 年に精製されて以来、世界中で活

発に行われ、その構造と生理的機能に対する研究は進んでいる。一方、Mfa1 線毛について

は、2007 年に精製されて以降、論文数は約 20 編と少なく、ほとんど研究が進んでいないの

が現状である。Mfa1 の機能としては、レンサ球菌との共凝集に関わることが報告されてい

るが、それらの研究は主に組換え Mfa1 蛋白質を用いた検討であり、Mfa1 の構造まで考慮

したものではない。我々は、Mfa1 線毛を高度精製後にその構造と機能解析を進め、Mfa1 が

シャフト部分を構成すること(Hasegawa Y et al. Microbiology. 2009)、Mfa3-5 が先端で複

合体を形成していること(Hasegawa Y et al. Mol Oral Microbiol. 2013、 Ikai R et al. PLoS 
One. 2014)を明らかにした。また、ジンジパインが関与する新たな線毛構築メカニズムを提

唱し (Kloppsteck P et al. Sci Rep. 2016)、近年では、線毛構築メカニズムの一端を明らか

にし、その理解から導かれる構造モデルを提唱した(Hasegawa Y et al. J Dent Res. 2016)。 
 我々はこれまでに多方向から歯周病原細菌による歯周組織破壊の機序に関して検討して

きたが、P.gingivalis の代表的な病原因子である線毛、特に short fimbriae と呼ばれる Mfa1
の組織破壊に対する役割について詳細は不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
P.gingivalis 線毛による歯周組織破壊の役割について検討し、将来の歯周疾患のような慢

性の細菌感染炎症性骨疾患の治療にフィードバックすることを目的とする。歯周病は生活

習慣病であり、成人のおよそ 8 割が罹患しているだけでなく、その治療は長期間に及ぶの

が一般的である。また、超高齢社会において、免疫の低下した高齢者に対するより効果的な

治療の開発も急務である。 
本研究により歯周病のメカニズムの解明の一助となるばかりでなく、将来的に新たな治療

の開発につながる可能性もある。臨床と基礎分野の相補的な連携研究により、本研究は炎症

性骨疾患の分野において大きく貢献出来ると思われ、非常に意義深いものになると考える。 
 
３．研究の方法 
（１）各種 P. gingivalis 線毛の精製 
Mfa1 線毛のみを発現している P. gingivalis fimA 欠損株（JI-1 株）（Hasegawa Y et al. 
Microbiology. 2009）、JI-1 株を親株として mfa5 をテトラサイクリン耐性遺伝子に置換し

た mfa5 欠損株（FMFA5 株）（Ikai R et al. PLoS One. 2014）、FMFA5 株にインタクトな

mfa5 をプラスミド DNA に繋いで導入した FMFA5C 株（Hasegawa Y et al. J Dent Res. 
2016）および FimA 線毛のみを発現している P. gingivalis mfa1 欠損株（Nagano K et al. 
PLoS One. 2012）より線毛をイオン交換カラムにより精製した。得られた精製線毛を用い



 

 

て、以下の実験を行った。 
（２）破骨細胞分化能の検討 
RANKL で 24h 前刺激を行った RAW264.7 細胞を用い、各種精製線毛を加え 5 日間培養し

た後、TRAP 染色にて多核の破骨細胞形成数を測定した。 
（３）破骨細胞活性化能の検討 
オステオアッセイプレート上にて上記細胞を RANKL および各種精製線毛と共に 5 日間培

養し、吸収窩の数および大きさを比較、検討した。 
（４）遺伝子発現の検討 
上記細胞を３日間培養後、total RNA をグアニジンを用いて抽出し、qPCR 法を用いて、破

骨細胞特異的な因子である TRAP、 MMP-9、 cathepsinK、 NFATc1、の遺伝子発現の定

量を行った。 
 
４．研究成果 

（１）線毛による破骨細胞分化能の解析 
破骨細胞分化に対する各種線毛の影響を検討したところ、JI-1 は FimA と比較し、より強

い破骨細胞分化能を示した。 

 
図 1. 各種線毛刺激による多核 TRAP 陽性細胞数の解析 
 
（２）線毛による破骨細胞活性化能の解析 
破骨細胞活性化に対する各種線毛の影響を検討したところ、JI-1 は FimA と比較し、強い

破骨細胞活性化能を持つ可能性が示された。 

 
図 2. 各種線毛刺激によるオステオアッセイプレート表面吸収窩の解析 



 

 

（３）線毛による破骨細胞関連遺伝子発現調節の解析 
破骨細胞関連遺伝子発現に対する各種線毛の影響を検討したところ、JI-1 は FimA と比較

し、MMP-9 と cathepsinK の発現を有意に増加させた。一方、TRAP と NFATc1 の発現は、

有意な差を認めなかった。 

  

  
図 3. 各種線毛刺激による破骨細胞関連因子発現の解析 
 
（４）まとめ 
本研究により、短線毛の Mfa1 は、長線毛の FimA と比較し破骨細胞の分化および活性化を

より強く誘導する可能性が明らかとなった。本課題研究の結果より、P.gingivalis が保有す

る Mfa1 は、歯周炎による歯周組織破壊の進行に寄与する可能性が示唆された。 
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