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研究成果の概要（和文）：我々は以前，歯周病関連細菌の有する外膜タンパク質にO-結合型のN-アセチルグルコ
サミン （GlcNAc） とシアル酸が付加されていることを明らかにしてきた．その一方で歯周病関連細菌の糖タン
パク質の役割については未だ不明な点が多い．本研究では，GlcNAc転移酵素阻害剤，ならびにシアル酸転移酵素
阻害剤を用いて，Porphyromonas gingivalis等の歯周病関連細菌の増殖，血清抵抗性ならびに糖タンパク質合成
に対してどのような影響を及ぼすのか，そして抗菌ペプチドを用いて，歯周病関連細菌の外膜タンパク質が殺菌
活性に対してどのような影響を及ぼすのかを調べたのでここに報告する．

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that periodontopathic bacteria possess outer 
membrane proteins that are linked to O-linked N-acetyl glucosamine (O-GlcNAc) and sialic acid. 
However, specific roles of these glycoproteins in the pathogenicity of periodontopathic bacteria 
have been remained largely unclear. In this study, we examined the effect of mammalian 
glycosyltransferase inhibitors&#8212;specifically, GlcNAc transferase inhibitors and 
sialyltransferase inhibitors, on the growth, serum resistance, and glycoprotein synthesis of 
Porphyromonas gingivalis (Pg). Moreovere, we aimed to investigate the role of the outer membrane 
protein of Pg in resistance to the bacterial activity of antimicrobial peptides.

研究分野： 口腔微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は歯周組織に歯周病原細菌が定着することで発症する細菌感染症であり，非常に罹患率が高い疾患である
ことが知られている．進行すると歯周ポケットが形成され，歯周組織の破壊が進み，さらには歯槽骨が吸収され
ていくことで歯を失う原因となる．我々は歯周病の克服を目指し，歯周病を引き起こす歯周病原細菌がどのよう
に歯周組織に定着し，我々の免疫機構から逃れて歯周病を引き起こすのか，そのメカニズムを解明するために努
力してきた．本研究では歯周病関連細菌の有する外膜タンパク質が重要な役割を果たしていることが明らかとな
り，これを標的とすることで歯周病の有用な治療法開発に繋がる可能性があるものと期待している．

※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、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 
歯周病は歯周組織に種々の細菌がバイオフィルムを形成して定着することで発症する感染症

であり，歯槽骨の損失，結合組織の破壊および病的な歯周ポケットの形成を特徴とする罹患率
の高い疾患である． 

Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）， Tannerella forsythia（T. forsythia）お
よび Treponema denticola は，慢性歯周炎患者の炎症部位から高頻度に分離されていることか
ら「red complex」と称されており，これらの菌は歯周病の最有力な原因菌として理解されてい
る．P. gingivalis は糖非発酵性の偏性嫌気性グラム陰性桿菌であり，成人の歯肉縁下細菌叢に
おける割合は慢性歯周炎の重症度と関連して増加すると考えられている．また，歯周組織で増
殖した P. gingivalis は血行性に伝播し，アテローム性動脈硬化症などを含む心血管疾患の
他，糖尿病，アルツハイマー症および早産など全身的に健康被害をもたらすことが知られてい
る． 

病原細菌の表層成分は宿主の防御機構の標的となるため，表面成分の構造と機能を理解する
ことは極めて重要である．P. gingivalis に関しては，線毛やプロテアーゼなどをはじめとする
病原因子が調べられてきた．しかしながら，外膜に関してはあまり調べられていなかった．
我々は以前，T. forsythia が有する外膜タンパク質に O-結合型の N-アセチルグルコサミン（O-
GlcNAc）とシアル酸が付加されていることを明らかにした．その他にも P. gingivalis では，
Pgm6/7，HBP35，OMP85 などはグリコシル化（糖付加）されたタンパク質であることが明らかに
されており，これらの糖タンパク質も O-結合型の糖鎖が付加されていると考えられている． 

細菌の糖タンパク質は鞭毛や線毛などの菌体表層構造体として存在する場合が多く，近年，
生理学的機能において重要な役割を果たすことが報告されている．病原細菌の糖タンパク質
は，抗原性変異による宿主免疫系からの回避，宿主免疫系の刺激，ならびに宿主プロテアーゼ
による切断への耐性など，宿主への病原性に直接関与することも示唆されてきている．元来，
タンパク質へのグリコシル化は最も一般的な翻訳後修飾の一つであり，アスパラギン残基に付
加される N-結合型経路と，セリン／スレオニン残基に付加される O-結合型経路を介して起こり
うる．これら両者の翻訳後修飾は真核生物で普遍的に見出されているが，細菌類での N-結合型
経路はピロリ菌やカンピロバクター属菌などのイプシロンプロテオバクテリア綱の限られた菌
種でのみ確認されており，細菌類で普遍的に認められるのは O-結合型経路である． 

細菌の O-結合型経路は糖転移酵素 O-オリゴサッカリルトランスフェラーゼ（OTase）に依存
的な経路と非依存的な経路に分けられる．OTase に依存的な経路では，細菌内膜のリピドにウリ
ジン二リン酸（UDP）‐2,4‐ジアセタミド‐2,4,6‐トリデオキシヘキソースなどが結合し，こ
こにガラクトース等が順次結合して糖鎖が形成されていき，フリッパーゼによりペリプラズム
側へ反転させられ，ペリプラズムに存在する目的タンパク質のセリン／スレオニン残基に OTase
に依存的な糖鎖が結合される．一方 OTase に非依存的な経路では，細胞質に存在する目的タン
パク質のセリン／スレオニン残基に糖転移酵素の働きによってシチジン一リン酸（CMP）‐プソ
イダミン酸や CMP‐レギオナミン酸等が付加され，さらに種々の糖転移酵素が関与して順次糖鎖
が構築されていくと考えられている． 

また P. gingivalis は多種の抗菌因子を含む血清由来の歯肉溝滲出液に曝されており，この
ような環境下での増殖は抗菌因子に抵抗する能力に強く依存する．例えばプロテアーゼの産出
によって補体成分や抗体を劣化させたり，補体抑制因子である C4BP を菌体表面に補充し，表面
保護のために莢膜性多糖類を産生する．そして，われわれは外膜糖タンパク質にコードされて
いる遺伝子 Pgm6 と Pgm7 を欠損させて，これらの遺伝子が血清の抗菌活性に対する抵抗に関与
することを明らかにした．これにより，P. gingivalis は血清由来の歯肉溝浸出液中でも難なく
増殖して慢性歯周炎の発症や増悪に大きく影響すると考えられている．また Pgm6/Pgm7 欠損株
は，P. gingivalis ATCC 43037 と同様にプロテアーゼを産出し，血清抵抗がプロテアーゼ合成
に関与しないことを明らかにした．さらに，Pgm6/Pgm7 欠損株は非働化した血清中では増殖する
ことは出来ないが，プロテナーゼ K 処理された血清中では増殖する能力を得ることを明らかに
した．これらにより，外膜糖タンパク質は，抗菌ペプチドと補体のような熱変化しやすいタン
パク質を除く抗菌タンパク質の抵抗に関与することが示唆された． 

このように歯周病原細菌の外膜糖タンパク質は，O-結合型の糖鎖が付加されていること，血
清抵抗性に関与していることが明らかにされている．しかしながら，その正確なメカニズムに
ついては分かっていない． 

 
２．本研究の目的 

本研究では，GlcNAc 転移酵素阻害剤，ならびにシアル酸転移酵素阻害剤を用い，P. 
gingivalis の増殖，血清抵抗性ならびに糖タンパク質合成に対してどのような影響を及ぼすの
か，そして抗菌ペプチドを用い，P. gingivalis の外膜が殺菌活性に対してどのような影響を及
ぼすのか調べたのでここに報告する． 

 
３．研究の方法 
(1)使用菌株ならびに培養条件 

使用菌株は P. gingivalis ATCC 33277（WT），Pgm6 欠損株，Pgm7 欠損株および Pgm6/Pgm7 欠
損株を用いた．培養条件は 2.5 µg / ml yeast extract ， 2.5 µg / ml ヘミンおよび 2.5 µg / 



ml メナジオンを添加した TSB 培地（sTSB 培地）または，40％正常ヒト血清を含む sTSB 培地を
用いて，37℃，嫌気条件下（N2：80％；CO2：10％；H2：10％）で培養した． 

(2)増殖実験 
sTSB 培地に GlcNAc 転移酵素阻害剤である BADGP と OSMI，シアル酸転移酵素阻害剤である

Soyasaponin I と 3-Fax-Peracetyl Neu5Ac をそれぞれ添加し，菌株を 24 時間，48 時間培養し
た．菌株の増殖は ATP 産生量によって評価した．また sTSB 培地に 40%ヒト血清を加えた場合の
P. gingivalis の増殖への各阻害剤の影響も同様の方法で調べた． 

(3)タンパク質染色 
培養された菌株は PBS で洗浄した後，プロテアーゼインヒビターカクテルを含む 10 mM HEPES

バッファーに再懸濁した．菌体を超音波処理により完全に破砕した後，2-メルカプトエタノー
ルを含む SDS サンプルバッファーと混合した．煮沸処理したサンプルは 10%アクリルアミドゲル
を用いた SDS-PAGE により展開した．ゲル中の糖タンパク質は Pro-Q emerald 300 glycoprotein 
gel and blot stain kit を用いて染色後，紫外線照射下で可視化して撮影した．撮影後のゲル
は CBB 染色を行い，全てのタンパク質を可視化した． 

(4)抗菌ぺプチドを用いた殺菌活性の解析 
抗菌ペプチド試薬 Human β-defensin 1（hBD1），hBD2，hBD3 および LL-37 を PBS で希釈し

た．sTSB 培地に抗菌ペプチド試薬をそれぞれ添加し，菌株を６時間，12 時間，24 時間，および
48 時間培養して，細菌の生存率を調べた．細菌の生存率は ATP 量によって評価された． 

(5)生菌・死菌の確認 
５µM の LL-37 を添加した sTSB 培地で菌株を 24 時間培養した．その菌液は DMAO/EtHD-Ⅲ染色

を行い，蛍光顕微鏡を用いて，菌の生死を確認した． 
(6)LL-37 検出  

５µM の LL-37 を添加した sTSB 培地で１時間培養した菌液を遠心分離，PBS による洗浄を行
い，細菌細胞を収集した．収集した細菌細胞はスライドガラス内で４%パラホルムアルデヒドに
よる固定を 10 分間行い，３%BSA 含有の PBS によるブロッキングを１時間行った．その後，LL-
37 のマウスモノクローナル抗体と Alexa 488 標識抗マウス IgG 抗体による染色を行った． 

染色された細胞は包埋して，蛍光顕微鏡で画像保存した． 
 
４．研究成果 
(1)GlcNAc 転移酵素阻害剤ならびにシアル酸転移酵素阻害剤の
sTSB 中での P. gingivalis 菌株の増殖への影響 

まず初めに，P. gingivalis 菌株を GlcNAc 転移酵素阻害剤ま
たはシアル酸転移酵素阻害剤を含む sTSB 中で培養した場合の効
果について検証した．培養時間は培養開始から 24 時間と 48 時
間に設定し，産生された ATP 量を測定することで菌の増殖を評
価した． BADGP を 2.5 nM～25 μM の濃度で添加して調べたと
ころ，24 時間でも 48 時間でも有意な増殖への影響は認められ
なかった（Figure 1）． OSMI-I を 2.5 nM～25 μM の濃度で添
加した場合には，それほど大きい効果ではないものの，有意に
増殖が促進される傾向が認められた（Figure 1）． 3-Fax-
Peracetyl Neu5Ac を 2.5 nM～25 μM の濃度で添加して調べた
場合，24 時間でも 48 時間でも有意な増殖への影響は認めなか
った（Figure 1）．また， Soyasaponin I を 0.05 nM～0.5 μM
の濃度で添加して調べた場合，一部で有意な増殖促進効果がみ
られたものの，ほとんどの濃度で有意な影響は認めなかった
（Figure 1）． 
 
(2)GlcNAc 転移酵素阻害剤ならびにシアル酸転移酵素阻害剤の正常ヒト血清を含む sTSB 中での P. 
gingivalis 菌株の増殖への影響 

次に P. gingivalis は血清由来の歯肉溝浸出液中で増殖していることから，GlcNAc 転移酵素阻
害剤またはシアル酸転移酵素阻害剤を含む sTSB 中に 40%正常ヒト血清を添加して培養した場合の
効果について検証した．前実験と同様に，培養時間は培養開始から 24 時間と 48 時間に設定し，
産生された ATP 量を測定することで菌の増殖を評価した．BADGP を 2.5 nM～25 μM の濃度で添加
して調べたところ，24 時間でも 48 時間でも，低濃度の検体で有意な増殖の抑制効果が認められた
（Figure 2）．OSMI-I を 2.5 nM～25 μM の濃度で添加した場合，24 時間で有意な増殖促進効果
が低濃度で認められ，また 48 時間では増殖促進効果は非常に大きくなっていた（Figure 2）．3-
Fax-Peracetyl Neu5Ac を 2.5 nM～25 μM の濃度で添加して調べた場合でも OSMI-I を添加した場
合と同様に，24 時間では低濃度で有意な増殖促進効果を認め，また 48 時間では増殖促進効果は非
常に大きくなっていた（Figure 2）．また，Soyasaponin I を 0.05 nM～0.5 μM の濃度で添加し
て調べた場合でも OSMI-I や 3-Fax-Peracetyl Neu5Ac を添加した場合と同様に，24 時間では低濃
度で有意な増殖促進効果が認められたが，一方 48 時間では増殖促進効果は認められたものの，
OSMI-I や 3-Fax-Peracetyl Neu5Ac ほどの強力な増殖促進効果は認めず，効果は 24 時間と同程度
であった（Figure 2）． 



(3)糖タンパク質の合成における GlcNAc 転移酵素阻害剤ならびに
シアル酸転移酵素阻害剤の効果 

次に GlcNAc 転移酵素阻害剤またはシアル酸転移酵素阻害剤が実
際に P. gingivalis 菌株において糖鎖付加を阻害し，糖タンパク
質合成を抑制しているのかどうかについて検証した．P. 
gingivalis 菌株を GlcNAc 転移酵素阻害剤またはシアル酸転移酵
素阻害剤を含む sTSB 中で 24 時間培養した後，菌体を破砕して
SDS-PAGE で展開し，糖タンパク質を特異的に染色可能な試薬を用
いて可視化し，糖タンパク質の発現レベルを評価した． 

BADGP を 0.25 nM～25 μM の濃度で添加して調べたところ，コ
ントロールの検体における糖タンパク質の発現パターンと比較し
て明確な差を認める検体は無く，BADGP の存在下では糖タンパク
質の発現レベルはむしろ増加していた（Figure 3，右上）．ま
た，全タンパク質の発現パターンにおいても，BADGP により発現
抑制を受けている様子は伺えなかった（Figure 3，左上）．また
3-Fax-Peracetyl Neu5Ac を 0.25 nM～25 μM の濃度で添加して調
べた場合でも，BADGP を添加した場合と同様に，コントロールの
検体における糖タンパク質の発現パターンと比較して明確な差は
認めなかった（Figure 3，右下）．また同様に，全タンパク質の
発現パターンにおいても，3-Fax-Peracetyl Neu5Ac により発現抑
制を受けている様子は伺えなかった（Figure 3，左下）．さら
に，OSMI-I と Soyasaponin I を添加した場合も同様に，コントロ
ールの検体における糖タンパク質の発現パターンと比較して明確
な差は認めなかった（データ非表示）． 
 
(4)抗菌ペプチドの sTSB 中での WT ならびに Pgm6/Pgm7 欠損株の生
存率への影響 
 hBD1，hBD2，hBD3 および LL-37 は P. gingivalis を含めた歯肉
縁下の歯周病原細菌の感染に対する重要な防御因子であり，これ
らの抗菌ペプチドは歯肉溝滲出液を含めて，口腔の自然免疫の大
部分を構成する． 
 そこで，P. gingivalis の WT ならびに Pgm6/Pgm7 欠損株をそれ
ぞれの抗菌ペプチドを含む sTSB 中で培養した場合の効果について
検証した．培養時間は培養開始から６時間に設定し，産出された ATP 量を測定することで菌の生
存率を評価した． 
 hBD1 を 0.156～５µM の濃度で添加して調べたところ，WT で
も Pgm6/Pgm7 欠損株でも有意な生存率への影響は認められな
かった（Figure 4，左上）．hBD2 を 0.156～５µM の濃度で添
加した場合，WT では５µM の濃度で，わずかではあるが，有意
な生存率の低下が認められ，一方で Pgm6/Pgm7 欠損株では
0.156～５µM の濃度で WT よりも有意な生存率の低下が認めら
れた（Figure 4，右上）．hBD3 を 0.156～５µM の濃度で添加
した場合，WT では有意な生存率への影響は認められなかった
が，Pgm6/Pgm7 欠損株では，2.5～５µM で有意な生存率の低下
が認められた（Figure 4，左下）．LL-37 を 0.156～５µM の
濃度で添加した場合，WT では 1.25～５µM で有意な生存率の
低下が認められたが，Pgm6/Pgm7 欠損株では 0.625～５µM で
強力な生存率の低下が認められた（Figure 4，右下）． 
次は最も効果の低かった hBD1 と最も効果の高か
った LL-37 を５µM の濃度で添加して，培養時間
を６時間，12 時間，24 時間，48 時間に設定し
た場合の生存率の経時的変化を調べた． 

hBD1 を添加した場合は，WT でも Pgm6/Pgm7 欠
損株でも有意な生存率の変化が認められなかっ
た（Figure 5，左側）．LL-37 を添加した場
合，WT はわずかであるが，有意な生存率の低下
が認められた．一方 Pgm6/Pgm7 欠損株は急激に
生存率が低下し，48 時間後ではほぼ全滅してい
た（Figure 5，右側）． 
 
(5)LL-37 を添加した場合の WT ならびに Pgm6/Pgm7 欠損株の生死の確認 
 LL-37 を添加した sTSB 培地に WT ならびに Pgm6/Pgm7 欠損株を 24 時間培養し，菌の生死を確認
するために，DMAO/EthD-III 染色を用いて調べた． 



 WT はほとんど健全な状態で，生存を確認することができたが
（Figure 6，右上・左上），Pgm6/Pgm7 欠損株では外膜が本来の
形態を失っており，死菌が確認された（Figure 6，右下・左
下）． 
 
(6)hBD1 または LL-37 を添加した場合の単独欠損株ならびに二重
変異株の生存率への影響 

５µM の hBD1 または LL-37 を添加した sTSB 培地に単独変異株
である Pgm6 欠損株および Pgm7 欠損株，二重変異株である
Pgm6/Pgm7 欠損株を６時間，24 時間培養した場合を検証した．
hBD1 を添加した場合，６時間，24 時間とも Pgm6 欠損株，Pgm7
欠損株，および Pgm6/Pgm7 欠損株の生存率にほとんど影響を及ぼさなかった（Figure 7，左
側）．LL-37 を添加した場合，24 時間培養した時，Pgm6/Pgm7 欠損株は Pgm6 欠損株および Pgm7 欠
損株よりも低い生存率を示した（Figure 7，右側）． 
 
(7)細胞表面上の LL-37 の存在 
 効果が高かった LL-37 が細胞の表面上に存在するかどうか蛍
光免疫染色を行った． 

WT の細胞表面では LL-37 が検出されなかったが（Figure 
7，左側），Pgm6/Pgm7 欠損株では表面上に LL-37 が蓄積され
た（Figure 8，左側）． 
 
(8)LL-37 との相互作用によって促進される hBD の抗菌活性 
 我々は LL-37 によって hBD の抗菌活性が促進されるかどうか検討した． 
 hBD1，hBD2，および hBD3 の単独使用の場合は，有意な生
存率の変化が認められなかった（Figure 9）．一方 LL-37
の単独使用の場合は，有意な生存率の低下が認められた
（Figure 9）． 
 引き続き，１種の hBD を LL-37 と併用した場合，生存率
にどのような影響を及ぼすのかを調べたところ，どの hBD
（特に hBD2）でも単独使用に比べて，強力な生存率の低下
が認められた（Figure 9）． 
 
 

１～３の結果より，４種の阻害剤の中で P. gingivalis 菌株の糖タ
ンパク質の合成に抑制効果を及ぼすものは無かったため，少なくとも
P. gingivalis においてこれらの阻害剤に感受性を示す糖転移酵素は存
在しないと考えられる．P. gingivalis 菌株をヒト血清を含む培地で培
養した場合，OSMI-I，3-Fax-Peracetyl Neu5Ac または Soyasaponin I
が存在するとかなり大きな増殖促進効果が得られることが分かった．
本来，哺乳類細胞で糖転移酵素酵素阻害剤として作用する薬剤が何故
このような効果を示すのか明らかではないが，少なくともこれらの阻
害剤が P. gingivalis の糖鎖修飾機構に影響しているようには見えな
かったため，これらの機構とは無関係な非特異的効果により増殖機構
に影響すると思われれる．驚くべきことに，P. gingivalis 菌株の増殖が 10 倍近くも促進されて
いるケースもあり，増殖が緩徐と考えられてきた P. gingivalis は何らかの薬剤や刺激が加わる
ことで急激に増殖する潜在能力を持つことが示唆され，非常に興味深い．  

４～８の結果より，P. gingivalis 菌株の表面糖タンパク質である OmpA 様蛋白質が LL-37 の殺
菌活性への抵抗に関与することが分かった．さらに，hBD は Pg 欠損株でも十分な殺菌効果は及ぼ
さないが，LL-37 存在下では，強力な殺菌効果を示した．今回の研究は抗菌薬に対する外膜糖タン
パク質の防御機能をさらに明らかにすることが出来た． 

このように外膜糖タンパク質の機能または産出に目を向けることは，P. gingivalis 感染の鎮圧
または慢性歯周炎治療の簡易化につながると考えられる． 
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