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研究成果の概要（和文）：歯肉縁下細菌叢の遺伝子には、健常部と歯周炎局所で、炭水化物の代謝、グリカンの
生合成と代謝、アミノ酸代謝、DNAの複製と修復に関わる遺伝子に差が認められていた。このうち、フェニルア
ラニンの生合成に関わる遺伝子変化は、過去の報告と類似していた。歯肉上皮細胞へのT. denticolaを感染によ
り遊走に関わるタンパクの分解が認められた。ATAC-seqによる解析では、T. denticolaの感染した細胞では、オ
ープンクロマチン領域と考えられる領域が少なくなっていた。この結果から、T. denticolaによる上皮細胞機能
の遺伝子発現抑制が示唆され、混合感染の系によりさらに詳細な解析を継続している。

研究成果の概要（英文）：By the metagenomic analysis of functional genes of the subgingival plaque, 
genes involved in carbohydrate metabolism, glycan biosynthesis and metabolism, amino acid metabolism
 and replication and repair were changed. Among them, the genes involved in phenylalanine 
bio-synthesis was consistent with previous reports. In the epithelial cells infected by T. 
denticola, proteins involved in the migration were hydrolyzed. By ATAC-seq analysis, the DNA with 
regions of open chromatin was very small in cells infected by T. denticola compared with those by P.
 gingivalis and uninfected cells. These results suggested the regulation of gene expression in the 
epithelial cells by T. denticola and further analysis using mixed infection model is underway. 

研究分野： 微生物学

キーワード： Treponema denticola　gene expression　epigenetic regulation　periodontitis　periodontal micro
biome

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周炎は、歯肉溝内の菌種に、病原性の強いものが増えることによって引きおこされると考えられている。本研
究では、歯周炎病巣から高頻度で分離されるT. denticolaは、同じ歯周炎に関わるPorphyromonas gingivalisと
感染時の遺伝子発現を比べた。その結果、T. denticolaの感染した細胞では遺伝子発現の認められる部分が少な
く、細胞の機能を抑制する事によって病原性を発揮している可能性が認められた。

※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 

 

 歯周炎は、歯肉縁下細菌叢を構成する菌種が、病原性の強い菌種に変化する“ディスバイオー

シス”によって引きおこされると考えられている。しかし、その病因については不明な点が多い。

Treponema denticola (T. denticola), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)は、歯周炎病巣から高頻

度で分離され、ディスバイオーシスに関わる菌として、その発症と進行に重要な役割を果たすと

考えられてきた。しかしその組成の変化のプロセスとこれらの菌が歯周組織にどのように病原

性を示すのかについては不明な点が多い。歯周炎局所における病原体としては、red complex と

呼ばれる P.  gingivalis, T. denticola, Tannerella forsythia (T. forsythia)の 3 菌種 が、歯周炎の発症と

進行に重要な役割を果たすことが示されている 10)。近年の 16S rRNA sequencing によるマイクロ

バイオーム解析でも、歯周炎局所におけるこれらの菌種の増加が認められ、さらには、T. denticola

を含む Treponema 属が、歯周炎の core microbiome である事が報告されている 1)。T. denticola は、

慢性歯周炎病巣での増加が示されているのみならず、根尖性歯周炎 7)、アルツハイマー患者の脳

からも検出され 9)、その多彩な病原性が示唆されてきた。このような報告があるにも関わらず、

培養が困難な点からその病原因子と病態の関連についての解析が非常に少ない。そのため、本菌

の病原性解明は慢性歯周炎の病態を明らかにするために必須と考えられる。 

T. denticola のマウス側腹部接種により形成される膿瘍は P. gingivalis に比べ小さいものの、その

消失までの期間は P. gingivalis に比べ長い 3)。T. denticola はその病原因子として菌体表層を覆う

外皮の主要タンパク(Major surface protein, Msp), 外皮に存在するプロテアーゼ“dentilisin”を持ち、

dentilisin の欠損株はマウスでの 瘍形成能が低下する 5)。さらに本菌は、食細胞に貪食された後

も一定時間細胞内に認められることが報告されている 2)。我々は、T. denticola が感染後上皮細胞

内に侵入すること、かつ、この侵入に dentilisin 活性が関わること 4)、さらに本感染における

dentilisin の活性の有無が上皮細 のサイトカインや HSP70 の産生に関与していることを明らか

にしてきた 6)。これらの結果は、本菌が細胞に侵入し、宿主細胞に機能的変化を与えてることを

示唆している。また dentilisin による線維芽細胞でのメチル化の低下が MMP-2 の発現に関わる可

能性も報告されている 8)。さらに Fusobacterium nucleatum においても、エピジェネティック制御

が報告されている 11)。これらの点から、歯周病原性細菌が、エピジェネティック制御を介して歯

周病の病態を制御している可能性が考えられる。そこで、本研究では、歯周炎細菌叢の変動とそ

れに伴って起こる歯周病原性菌群の機能遺伝子の変化、T. denticola を中心とした歯周病原細菌

によるエピジェネティック制御に与える影響に注目し解析を行った。 

 

２．研究の目的 

 

T. denticola は、以前から歯周炎の病巣から高頻度で検出されることが示されているが、その病

原性についての解析は少ない。本菌は免疫抑制作用、食細胞に貪食された後の細胞内での生存、

感染した上皮細胞の遊走性の低下等の宿主細胞の機能低下を感染により誘導する。そのため、本

菌の病原性解明は歯周炎の病態解明に必須と考えられる。背景にすでに記したように、歯周病原

性菌感染は、エピジェネティック制御を介して歯周病の病態を制御している可能性が考えられ

る。近年、Helicobacter pylori 感染によって AcH3K23 の発現が低下し癌の進展に関与することや、



Pseudomonas aeruginosa の感染により、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)1 の発現を上昇させ、

炎症性サイトカイン産生が低下する事などが報告され、細菌感染が宿主細胞のエピジェネティ

ック制御を誘導することにより感染を成立させている事が示されるようになってきている。こ

のように、細菌は、宿主細胞のエピジェネティック制御に影響を与える事により宿主防御を変化

させ、その作用をかいくぐる可能性を持っている。複数の病原体が、宿主細胞のヒストンアセチ

ル化を変化させることによって宿主防御を回避している。細胞内寄生体である Listeria 

monocytogenes は、ヒストンアセチル化によりケモカイン CXCL2 等を抑制する。歯周病原性菌

の病原性について考えると、それぞれの菌種単独では非常に弱いことから考えても宿主の細胞

応答を乱すことによって病原性を発揮している可能性が十分予想される。T. denticola において

も、dentilisin による MMP-2 プロモータ部分のメチル化の低下がその活性化とともに認められる

事が報告されているが 8)、エピジェネティック制御が宿主細胞ににどのような影響を与えるかに

ついては未だ充分に明らかにされていない。歯周炎の解析においても P. gingivalis の感染による

HDAC の発現低下、酪酸によるヒストンのアセチレーション阻害が報告されているが、その作用

としては HIV の再活性化についてのみであり、病態にどのように関わるのかについての解析は

ない。そのため、本研究では、細菌成分が宿主細胞のエピジェネティック制御に与える影響につ

いて、マイクロバイオーム解析から菌種のシフトとその機能遺伝子との関わりを探ると共に、エ

ピジェネティック制御とのかかわりについて T. denticola を中心とした歯周病原性細菌の上皮細

胞への作用について解析することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

（１）歯肉縁下細菌のメタゲノム解析 

 歯周炎患者、健常者から歯肉縁下プラークを採取し、DNAeasy Power soil kit (Qiagen)により

DNA を採取した。得られた DNA 量を Quantus Fluorometer (Promega)により測定後、DNA Library 

Preparation Kit (Illumina)を用い、酵素により DNA を断片化し、アダプターと連結した。作成され

たライブラリーの塩基配列の決定は、MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina) を用い MiSeq により行っ

た。細菌組成の解析は、16S rRNA 配列を用い BLASTN で行った。機能遺伝子の解析は KEGG 

gene database を用い GHOSTZ-GPU を用いて行った。 

 

（２）歯周病原性菌の感染によるヒト歯肉上皮細胞の応答 

ヒト歯肉上皮由来がん細胞 Ca9-22 を 10%ウシ胎児血清を含むαMEM を用いて confluent になる

まで培養し、plastic tip によりおよそ 1000 µm の幅で細胞を除去した。T. denticola を、multiplicity 

of infection (moi)を 100 になるように上皮細胞に感染させた。感染後 24 時間の間、上皮細胞の

migration について観察すると共に、paxillin, focal adhesion kinase をはじめとする遊走に関わる細

胞内タンパクの変動について、感染 24 時間後に共焦点レーザー顕微鏡による観察と

Immunoblotting による解析を行った。 

 

（３）ATAC-seq によるオープンクロマチン領域の解析 

エピジェネティック制御について解析を行うためには、クロマチンのアクセシビリティーにつ

いて解析を行う部位のスクリーニングを行う必要がある。そのため、オープンクロマチン領域を

ATAC-seq によって解析した。歯肉上皮細胞の歯肉上皮細胞の応答の解析と同様に T. denticola を、

multiplicity of infection (moi)を 100 になるように上皮細胞に感染させた。感染後２時間培養した。



洗浄により菌体を除去した後、細胞を採取し、界面活性剤で溶解し、核を得た。得られたクロマ

チンに対しトランスポゼースを作用させ、断片化とシークエンスアダプターの付与を行った。得

られたライブリーを精製し、それを元に PCR を行い増幅後、HiSeq により解析を行った。 

 

４．研究成果 

 

（１）歯肉縁下細菌のメタゲノム解析 

 健常部と歯周炎部を比較すると、歯

周炎部では、Fig. 1に示すように

Porphyromonas, Prevotella, Treponema, 

Fusobacterim等の検出率が上昇してい

た。健常部で有意に高い検出率の認め

られたのはMycobacteriumであり、歯周

炎局所で優位に検出率の上昇が認めら

れたのはBacteroidesであった。また、

同じ健常部でも、歯周炎患者の健常部では、

Filifactor, Fretibacteriumといった歯周炎のコ

アマイクロバイオームに属する菌種の増加が

認められていた。この結果は、すでに健常な状態において歯肉縁下でディスバイオーシスが起

こっており、それが持続的に歯周組織に影響を与えていることが示唆された。機能遺伝子を比

較すると、炭水化物の代謝、グリカンの生合成と代謝、アミノ酸代謝、DNAの複製と修復に関

わる遺伝子が健常部と歯周炎局所の間で優位差が認められていた。このうち、歯周炎部位の歯

肉縁下細菌叢でフェニルアラニン/チロシン/トリプトファンの生合成に関わる遺伝子が減少し

ていたのは、過去に報告されている、歯周炎のマーカーとして唾液中のフェニルアラニンの増

加が認められている点、歯周炎患者の縁上プラークでフェニルアラニンの増加が認められてい

る点と矛盾しなかった。DNAの複製と修復に関わる遺伝子の増加は認められていたものの、核

酸のエピジェネティックな修飾に関わる遺伝子の増加は認められなかった。これらの結果は歯

周炎の進行と共に、菌種と機能遺伝子の変化がディスバイオーシスと共に起こっている事を示

唆していた。  

（２）歯周病原性菌の感染によるヒト歯肉上皮細胞の応答 

歯肉上皮細胞への T. denticola を感染させると、その遊走速度の減少が認められた。その減少は

dentilisin を欠損した株による感染では対照の上皮細胞と同程度の速度になっており、dentilisin の

影響により遊走速度の低下が起こっていると考えられた。共焦点レーザー顕微鏡による解析で

は、遊走に関わるタンパクの染色性の低下が観察された。Immunoblotting による解析では、これ

らのタンパクの分解が認められた。このような分解は P. gingivalis でも認められているが、

gingipain に比べ dentilisin の比活性が低いことを考えると、宿主の細胞応答によって MMP 等の

活性化が起こっている可能性が考えられた。この点については現在更に解析を行っている。 

 

（３）ATAC-seq によるオープンクロマチン領域の解析 

 上皮細胞に T. denticola, P. gingivalis を感染させ、オープンクロマチン領域を解析した。ATAC-

seq から得られたピークのヒートマップの結果からは、P. gingivalis の感染した細胞では、多くの

Figure 1. The genus level taxonomic composition in the 
top 25 genera, representing the mean of all samples. 
Izawa K et al. Int. J. Mol. Sci.2021,22,5298. 



ピークが認められており、クロマチンの多くの部分にオープンクロマチン領域が認められると

いう結果が得られたが、T. denticola の感染した細胞では、それに比べてピークが非常に少なく、

対照の細胞よりもオープンクロマチン領域と考えられる領域が少なくなっていた。Gene ontology 

解析では、P. gingivalis の感染した細胞では、regulation of ion transmembrane transport, cell-cell 

signaling, positive regulation of cell proliferation 等の機能遺伝子がオープンクロマチン領域に含ま

れていた。T. denticola の感染した細胞では、positive regulation of glial cell proliferation, negative 

regulation of sequence-specific DNA binding transcription factor activity 等の機能遺伝子がオープンク

ロマチン領域に含まれていた。現在、対照細胞、P. gingivalis 感染細胞でのオープンクロマチン領

域に含まれる部分が T. denticola 感染によって抑制されているのか否かについて解析を進行して

いる。 
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