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研究成果の概要： 歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis や Fusobacterium nucleatum の

主な代謝産物短鎖脂肪酸、特に酪酸はヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤として様々な生物活

性を持つ。我々は、酪酸を中心に、短鎖脂肪酸の口腔微生物のバイオフィルム形成に及ぼす影

響を検討した。その結果、高濃度酪酸は正常口腔細菌であるレンサ球菌の増殖を阻害し、歯垢

蓄積に関与する Actinomyces 属の増殖を促進し、病原性歯垢への遷移を促進していることが判

明した。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
  2006 年度 1,800,000 0 1,800,000 

2007 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 510,000 4,010,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・形態系基礎歯科学 
キーワード：短鎖脂肪酸、バイオフィルム 
 
１．研究開始当初の背景 
 我々は歯周病原細菌が産生する単鎖脂肪
酸、特に酪酸の為害作用について、そのアポ
トーシス誘導性と歯周組織における解除機
構について詳細に検討を行ってきた。すなわ
ち ： 1) Porphyromonas gingivalis 、 
Prevotella intermedia 及び Fusobacterium. 
nucleatum などが大量に産生する短鎖脂肪酸
は、マウスやヒトＴ細胞や B細胞に顕著にア
ポトーシスを誘導し、歯周局所の免疫応答に
異常をきたす（J. Dent. Res., 1995, Infect. 
Immun., 1997, Dentistry in Japan, 2003）； 
2) その作用は、酪酸で最も強いことから、
酪酸によるＴ細胞アポトーシス誘導機序を
検討し解明した（J. Immunol., 2003, J. Dent. 

Res., 2000, Clini. Diag. Labo. Immunol., 
2001）；3) 直接酪酸と接する口腔粘膜上皮細
胞や歯肉線維芽細胞は、酪酸に対し極めて強
い抵抗性を持ち何ら細胞変性を生じない； 
4) 低濃度の酪酸により口腔上皮細胞や線維
芽細胞の発育は促進される。また、Ｔ細胞は
線維芽細胞の産生する、IL-8、IL-１１の作
用によりこのアポトーシスを回避する 
(Infect. Immun., 2002)； 5) 酪酸存在下の
共存培養により、線維芽細胞に付着するＴ細
胞数は急激に増加する。付着Ｔ細胞は、ほぼ
完全に酪酸誘導アポトーシスを回避するこ
とができる。その付着には CD44、CD49b 及び
CD49 を仲介とする（Infect. Immun., 2004, 
Biosci. Microflora., 2005）。このように一



連の実験を通し、酪酸を中心とした短鎖脂肪
酸の組織内浸潤は、歯周組織に様々な影響を
あたえ、特に、高濃度の酪酸は歯周組織を破
壊し局所免疫の破綻を誘導することを解明
してきた。 
しかし、腸内で細菌が産生する短鎖脂肪酸、

特に酪酸は、腸内環境維持およびガン予防な
ど極めて多くの有効性が認められている。そ
れを元に、健康食品やヨーグルトに代表され
るプレバイオティクス、プロバイオティクス
の考えが広く浸透している。では、「なぜ同
一個体において、単純物質・酪酸は、腸管粘
膜では有益物質であり、口腔粘膜では病原因
子なのか？この相違、矛盾はどのような理由
によるものか？」。我々は、一連の研究結果
をもとに世界の腸管研究グループにこの問
題を提示し続けた。近年、我々の研究が引用
され、酪酸を大量に産生する菌が潰瘍性大腸
炎から分離されることが報告され、腸管にお
ける酪酸の為害作用が報告され始めた(J. 
Gastro. Hepat., 2002, Gut, 2003, J. 
Intesti. Microbiol., 2005)。 
 歯垢は、典型的バイオフィルムであるが、
このバイオフィルムは、単一細菌で形成され
る血管内バイオフィルムと異なり、膨大な数
と種類の細菌からなるが凝集塊である。歯周
病発症の原因となる歯肉溝内病原性口腔バ
イオフィルム形成は、正常口腔バイオフィル
ム形成菌から、何らか理由により病原性へと
遷移する。しかし、遷移を誘導する物質につ
いては何ら検討がなされていない。また、そ
の物質が歯周組織にも為害性を持つ物質で
あることも考えられる。特に、短鎖脂肪酸は
スピロヘータなどの歯周病原細菌の発育を
著しく増加させると共に、低分子で組織にも
浸透しやすく、組織回復性を阻害し、
gingipain などのタンパク分解酵素や LPS の
為害性をより確実なものとすることが考え
られる。 
我々の組織破壊および歯周病発生機序に

関する仮説は、ある程度炎症が進み、酪酸
などの短鎖脂肪酸の浸透が容易な状態で明
確な説明が可能と考えられがちである。確
かに、上皮細胞は酪酸抵抗性を持ち、酪酸
により上皮の tight junction は閉鎖する結
果が得られている（平成 16～17 年度 基
盤研究Ｃ 成果）。従って、生体は、歯肉溝
内の細菌叢の変化を酪酸により感知し、外
来病原因子の侵入を防御している可能性が
ある。つまり、正常組織においては、歯肉
溝上皮から組織内への酪酸の浸透は困難と
思われる。しかし、① 上皮の tight junction
の閉鎖性は、高濃度酪酸により徐々に低下
する(浸透性増加の可能性)。② 正常歯垢構
成レンサ細菌の一部に脂肪酸により発育阻
害される菌種が存在する（細菌叢遷移の促
進）。③ 一部の歯周病原菌において、脂肪酸

がその発育が促進を促進するため病原性菌
により上皮組織破壊が起こる(病原細菌の増
加・増殖)可能性が考えられる。 
   そこで申請者は、酪酸を中心に、歯垢バ
イオフィルム中の短鎖脂肪酸感受性菌の有
無とその菌種を検討すると共に、短鎖脂肪酸
により発育増殖が認められる新たな歯周病
原菌をスクリーニングする。これらの結果を
もとに、短鎖脂肪酸による正常口腔バイオフ
ィルムから病原性バイオフィルムへの遷移
とその機序を解明することが重要である。 

 
２．研究の目的 
 歯周病発症の原因となる歯肉溝内病原性
バイオフィルム形成は、何らかの物質の増加
により、正常歯垢バイオフィルム形成菌から
病原性歯垢に変化すると考えられる。この細
菌叢遷移を誘導する物質の存在について短
鎖脂肪酸を中心に検討する。更に、見いださ
れた物質による病原性バイオフィルム誘導
機序を解明する。その結果、形成される病原
性バイオフィルムの組織為害作用と全身疾
患誘導機序を検討する。本研究は、この細菌
の遷移を誘導する物質の解明と、遷移の阻害
による感染予防を目的としている。 
 
３．研究の方法 
１）短鎖脂肪酸の微生物に及ぼす影響 
(1) 歯垢バイオフィルム構成微生物の発
育に及ぼす影響: 
短 鎖 脂 肪 酸 、 特 に 酪 酸 は 、 histone 
deacetylase 阻害剤として染色体に種々の
影響を及ぼすが、低濃度により細胞の核酸
合成を促進し、高濃度において阻害するこ
とが知られている。そこで、短鎖脂肪酸の
種類と濃度が微生物の発育および酵素産生
性に及ぼす影響を検討し、バイオフィルム
形成に及ぼす影響を調べる。 
①正常歯垢バイオフィルム構成菌への影
響：歯垢バイオフィルム構成菌であるレン
サ球菌（Mitis グループ、Anginosus グルー
プ、Mutans グループ）および Actinomyces
属菌より代表的菌株を選択し、酪酸、酢酸、
プロピオン酸、イソ酪酸などの短鎖脂肪酸
がその発育に及ぼす影響を検討する。種々
の濃度で供試菌株の培養液に添加し、その
発育に及ぼす影響を濁度法および DNA 量測
定により検討する。 ②微生物産生物質へ
の影響： Sucrose 依存性付着による口腔バ
イオフィルム形成上重要なMutansレンサ球
菌のグルカン合成酵素、GTase の産生性に及
ぼす影響を PCR にて分子生物学的に検討す
る。 ③歯周病原細菌の発育に及ぼす影
響：歯周病原細菌とされる黒色色素産生グ
ラム陰性桿菌として、P. gingivalis、 
P.intermedia 等を用い、そのほかの病原性
菌Aggregatibacter actionmycetemcomitans,



などから代表的菌株を選択し、各種短鎖脂
肪酸濃度の発育・増殖に及ぼす影響を前述
の方法で検討する。脂肪酸産生菌について
は、脂肪酸既存下における発育を検討する。
Campylobacter 属、Fusobacterium 属につい
ても同様の検討を行う。 ④歯周病原菌の病
原因子産生性への影響：脂肪酸添加時の病
原因子産生性に及ぼす影響として、各種遺
伝子および酵素産生性の変化について分子
生物学的に検討する。 
(2)静止系バイオフィルム形成実験： 
刺激唾液を採取後フィルター滅菌し、
96-well microtiter plate に加え 4℃で１
時間培養し唾液を well に固着させる。PBS
にて洗浄し、唾液処理 Plate とする。唾液
処理および未処理 plate に Mutans グループ
および P. gingivalis の菌液を接種し、
0.25％sucrose 含有または非含有 TSB 培地、
またはヘミンメ・ナジオン含有 BHI 培地と
ともに 16 時間嫌気下で培養する。種々の濃
度で短鎖脂肪酸を加え同様に培養し、対照
群と比較しその、バイオフィルム形成に及
ぼす影響を検討する。滅菌 PBS にて洗浄、
乾燥後、サフラニン溶液にて染色し、乾燥
後、付着菌量を測定する計測する。 
形成されたバイオフィルムの構成菌、形

態および構成菌生死状態について各種蛍光
染色液を用い染色後、共焦点レーザー顕微
鏡を用い検討する。    
 (3) 短鎖脂肪酸の流路系バイオフィルム
形成に及ぼす影響: 
口腔内を想定し、緑膿菌研究で用いられバ
イオフィルム形成実験法で成果を上げた流
路系実験法を口腔用変法とし一部改良して
用いる。静止系バイオフィルム実験結果よ
り、特徴あるバイオフィルム形成の認めら
れた口腔レンサ球菌および歯周病原細菌を
選択し、供試菌株として本実験に用いる。
口腔レンサ球菌グループでは、接種するフ
ローセルには、前述の方法で調整した滅菌
唾液をセル内に加え室温下にて唾液処理フ
ローセルを用いる。一方、歯周病原菌に対
しては、歯肉溝を想定し唾液未処理条件下
で検討する。Sucrose 依存性付着を排除する
ため、mutans グループには低濃度 sucrose
含有 TSB 培地、歯周病原菌には、ヘミン・
メナジオン含有 BHI 培地を用いバイオフィ
ルム形成およびそのプロセスを検討する。
また、形成されるバイオフィルムの状態に
ついて、LIVE/DEAD 染色液にて染色後、共焦
点レーザー顕微鏡にてセル表層の蛍光を計
測する。これらの結果をもとに、流路系バ
イオフィルム形成条件を設定する。 
設定条件後、実験系に供試短鎖脂肪酸を
種々の濃度で添加し、非添加分とのバイオ
フィルム形成速度およびバイオフィルム性
状における短鎖脂肪酸の影響を検討する。 

2）バイオフィルム形成分子および遺伝子の
検討: 
S. mutans、P. gingivalis および変化のみ
られた細菌のバイオフィルム形成細菌細胞
および洗浄後遊離してきた細菌（プランク
トニック細胞）より mRNA を抽出する。逆転
写酵素およびランダムプラマーなどを用い
て cDNA を作製し、S. mutans のグルコシル
トランスフェレース(GTF）に加えて ComA、B、
C、D、E等のクオラムセンシング関連遺伝子
の発現をリアルタイム PCR で検討し、バイ
オフィルム内での細菌相互作用について詳
細に検討する。P. gingivalis では、
gingipain および EPS、CPS、LPS 等のバイオ
フィルム構成成分の発現を、回収された細
胞の超音波、トライトン処理液を用いて
SDS-PAGE およびウエスタンブロット等にて
検討する。 
３）短鎖脂肪酸の歯周組織に及ぼす影響: 
 短鎖脂肪酸添加時における粘膜上皮およ
び線維芽細胞に及ぼす影響を検討し、細菌
の細胞内侵入の条件設定のため、細胞接着
を電気抵抗により計測する。 
 
４．研究成果 
歯肉縁上および縁下正常細菌叢は、レンサ

球菌を中心としたグラム陽性菌により形成さ
れるが、歯肉縁下では歯垢の蓄積と共にグラ
ム陰性桿菌が増加し歯周病原性へと遷移する
がその誘導物質について検討した。その結果、
高濃度の酪酸処理により、正常歯垢構成菌の
レンサ球菌では、Mitis グループの Strepto- 
coccus mitis、S. sanguinis および S. 
gordonii において発育抑制効果がみられた。
特に、S. mitis と S. gordonii において 1.25 
mM 以上の濃度でその抑制効果がみられた。一
方、多くの細菌と共凝集能を持ち歯垢の蓄積
に深く関わる Actinomyces 属菌では発育が促
進された。供試した３株のいずれの A. 
naeslundii においても 1.25 から 5 mM で発育
促進作用がみられた。しかし、供試した他の
短鎖脂肪酸ではそれらの効果は認められなか
った。また、静止系バイオフィルム形成実験
において御も同様の結果が得られた。Sucrose
非存在下ではいずれの菌種においても変化が
みられなかった。しかし、S. mutans は、低
濃度酪酸処理によりでバイオフィルム形成が
促進された。しかし、濃度が上昇すると共に
抑制された。一方、発育が促進された A. 
naeslundii においては、酪酸濃度約 6 mM で
バイオフィルム形成が著しく促進された。し
かし、その他の濃度および短鎖脂肪酸では特
に影響は見られず、特定の酪酸濃度によりバ
イオフィルム形成が促進されるという興味あ
る結果が得られた。歯垢蓄積と共に増加する
酪山量との関連性を検討する必要がある。 
In vivoの歯垢形成を想定しA. naeslundii



およびS. gordoniiの両菌共存下のバイオフ

ィルム形成の検討を行った結果、S. gordonii
が酪酸によるA. naeslundii のbiofilm形成

作用を抑制した。特に、S. gordoniiを先行

付着させた場合その抑制効果は大きかった。

この結果は、通常の口腔内ではレンサ球菌が

他の細菌の付着増殖を抑制しているという

既知の結果を裏付けているもので興味深い。 

流路系バイオフィルム形成実験において

も静止系と類似の結果が得られたが、酪酸存

在下におけるA. naeslundiiのバイオフィル

ム形成はより強固であった。 

A. naeslundii を用いて heat shock タン
パク及びバイオフィルム形成関連遺伝子発
現の変化について検討を行った。また、同時
に産生タンパクについて二次元電気泳動と
遺伝子解析法にて検討を行った。その結果、
４種の heat shock タンパク関連遺伝子の発
現とタンパク産生増加が見られた。しかし、
S. mutans の GTF 関連遺伝子の増加は認めら
れなかった。この点については、今後の検討
が必要である。これらの結果から、歯垢の蓄
積とともに増加する偏性嫌気性グラム陰性
桿菌の代謝産物、酪酸は正常口腔バイオフィ
ルム形成レンサ球菌の増加を抑制し、歯垢蓄
積に関与する A.naeslundii の増殖を促進す
ることにより、強固なバイオフィルムが形成
されるものと思われる。この細菌叢における
遷移により、嫌気度の強い環境で増殖する歯
周病原菌が増加し病原性歯垢を形成すると
思われる。歯周病原生菌は自らの代謝産物・
酪酸により生存環境を作り出していること
が強く示唆される。 
短鎖脂肪酸の歯周組織に及ぼす影響の検

討では、酪酸処理においてはアポトーシスと
同時にオートファジーが誘導されている結
果が得られた。この結果は、アポトーシス阻
害系においても完全に細胞死を阻害するこ
とが出来なかったという今までの細胞死誘
導の機序解析における空白部分を埋めるも
ので興味深い。今後はこの結果をより詳細に
検討する必要があるものと思われる。 
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