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研究成果の概要： 
 歯周病原因菌の口腔内、特に歯周組織への感染機構の解明を目的とし、本研究では先天性免

疫機構の一つの因子である抗菌性ペプチドに着目した。歯周病原因菌や本菌の表層成分である

外膜タンパクの一部はヒト由来の上皮細胞に接触することで抗菌性ペプチドの産生を誘導する

こと、産生した抗菌性ペプチドは細菌の細胞への付着効率に影響を及ぼすことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は細菌感染症であり、これまでにPo

rphyromonas gingivalis, Prevotella inter
media, Actinobacillus actinomycetemcomit
ansなど種々の歯周病原因菌が同定されてい

る。これらの菌はエンドトキシンであるリポ

多糖、線毛、タンパク質分解酵素、コラゲナ

ーゼなど種々の病原性因子を産生し、宿主へ

の侵襲を試みようとする。一方、宿主は細菌

の侵襲に対して種々の防御機構を駆使し細菌

感染あるいは発症を抑制しようとする。両者

の相互作用の結果、細菌感染の成立・不成立

あるいは感染症発症の程度が規定されること

が考えられる。宿主の抵抗性としては免疫機

構があるが、これには先天性免疫と獲得性免

疫機構がある。特に細菌侵襲の初期段階では

先天性免疫機構が中心的な役割を果たすこと

が考えられる。 

 先天性免疫機構には皮膚などの生理的バリ

アー、好中球やNK細胞などの食細胞、唾液や

歯肉溝液などの分泌液、常在細菌叢などがあ

る。近年、種々の宿主細胞が産生する抗菌性

のペプチドが同定され、先天性免疫機構の一

端を担っていることが報告されている。ヒト
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を含めた哺乳動物は種々の抗菌ペプチド（デ

ィフェンシン）を産生し、innate immunity

として働くことが知られている。ヒトでは主

に好中球が主として産生するα−ディフェン

シンや上皮系の細胞が産生するβ−ディフェ

ンシンが知られている。また、これら以外に

ヒトの産生する抗菌物質（CAP57、CAP18）も

同定されている。これらのディフェンシンは

比較的広い抗菌スペクトラムを持ち、またこ

れらの抗菌物質の中にはケモタキシスとし

て免疫応答にも関与していることが報告さ

れている。近年、これらの抗菌ペプチドと各

種疾患における細菌感染との因果関係も一

部明らかになってきている。以上のことから

も抗菌ペプチドは細菌感染症の防御因子と

して大きな役割を果たしていると考えられ

る。しかし、一方で一部の細菌はこれらの抗

菌ペプチドに抵抗性を示すことが報告され

ている。黄色ブドウ球菌の産生する酵素であ

るstaphylokinaseは抗菌ペプチドと親和性

を有することで抗菌ペプチドをトラップす

ることやプロテアーゼによる抗菌ペプチド

の分解、細胞表層の成分を変化することで表

層のチャージが変化し抗菌ペプチドに対す

る感受性が変化することなどが報告されて

いる。また、サルモネラ菌は自身のもつ２成

分制御系因子により抗菌ペプチドを認識し、

細胞内シグナリングを活性化させ抗菌ペプ

チドに対して防御的に働く因子の産生量を

増大させることなどが報告されている。この

ように抗菌ペプチドに関する研究は非常に

多角的な面から国内外で盛んに研究が行わ

れている。 

 このような研究がなされている中で口腔
内領域においても抗菌ペプチドの役割につ
いて、う蝕活動能とディフェンシン産生量と
の相関性，歯周炎組織における抗菌ペプチド
産生性の向上、抗菌ペプチドの口腔内細菌に
対する感受性などいくつかの報告がなされ
ている。申請者もこれまでに上皮系細胞が産
生する抗菌ペプチドであるβ−ディフェンシ
ンおよび CAP18 に着目し、これらの抗菌ペプ
チドの口腔内レンサ球菌および歯周病原因
菌に対する感受性や歯周病原因菌の一つで
ある A.actinomycetemcomitansが歯肉上皮細
胞に接触することにより種々の抗菌ペプチ
ドの産生が誘導されること、また A. 
actinomycetemcomitans の外膜タンパクの一
つである Omp100がβ−ディフェンシン２の産
生誘導因子であることなどを明らかにして
きた。これらの研究成果により、抗菌ペプチ
ドに対する感受性や歯肉上皮細胞に対する
抗菌ペプチド誘導能は菌種あるいは同一菌
種においても菌株間でかなり感受性が異な
ることが明らかになった。また、Omp100 は申

請者らにより細胞への付着・侵入因子であり、
血清抵抗性やサイトカイン誘導能を有する
ことを報告している。したがって Omp100 は
宿主に対するビルレンスと宿主の抵抗性を
増強するという２つの相反する作用を引き
起こすことが示唆された。このことは細菌感
染における病原性因子の中には単に宿主に
有害に働くものではなく、宿主の抵抗性を高
める可能性が考えられた。以上のことから、
細菌感染機序について考える際には細菌側
と宿主側との相互作用をより綿密に観察す
る必要性があり、その中で抗菌ペプチドとの
関連性も非常に重要であることが考えられ
る。また、菌株間でかなり抗菌ペプチドに対
する応答も異なることから，画一的に細菌種
としての応答として捉えるだけでは不十分
である可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 

本研究では抗菌ペプチドの観点から歯周病原

因菌と歯肉上皮細胞の相互作用について分子

レベルにおいて検討を行い、歯周病原因菌感

染の機序の一端を解明することを目的として

いる。本研究期間内に以下の５つの点につい

て解明を行うことを目的とした。 

（１）歯周病原因菌の表層分子の宿主に対す

る作用 

P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans
など主な歯周病原因菌の外膜タンパク成分、

リポ多糖、線毛などの因子について主として

抗菌ペプチドの産生誘導能を検討し、サイト

カイン誘導能、付着・侵入活性の有無などに

ついて検討を行う。特に外膜タンパクについ

ては細胞側のレセプターや細胞内シグナリン

グ機構についても検討を行う。 

（２）歯周病原因菌の抗菌ペプチド感受性に

影響を及ぼす因子の同定 

トランスポゾンの手法が用いることの出来る

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis
などを用いて抗菌ペプチドの感受性の変化す

る株を分離し，その因子を同定する。また、

抗菌ペプチド処理による抗菌ペプチド低感受

性自然突然変異株を分離およびその頻度につ

いて検討する。 

（３）歯周病原因菌の抗菌ペプチド認識機能

の解析 

グラム陰性菌であるサルモネラ菌で２成分制

御系因子の一つが抗菌ペプチドを認識し、抗

菌ペプチドに抵抗性を示すため種々の応答を

引き起こすことから、このセンサータンパク

と相同性を有する因子を歯周病原因菌で同定

し、その変異株を作製し性状解析を行うこと

で抗菌ペプチド認識機構について明らかにす

る。 



 

 

（４）抗菌ペプチド強発現細胞株の作製と歯

周病原因菌接触時の応答についての解析 

種々の抗菌ペプチド強発現株を作製する。強

発現株および親株について歯周病原因菌を用

いた細胞への付着・侵入実験を用いてその効

率を比較する。また、細菌作用時におけるサ

イトカイン産生性などについても比較検討を

行い，抗菌ペプチド間での作用の比較および

細菌と宿主細胞との相互作用時における抗菌

ペプチドの役割について検討する。 

（５）抗菌ペプチド感受性変異株あるいは臨

床分離株を用いた感染実験 

種々の変異株あるいは臨床分離株を用いて、

細胞を用いた付着・侵入実験などの解析を行

い、細菌種および株間での感染性の多様性と

抗菌ペプチドとの関連性について検討を行う。

また、いくつかの変異株については動物実験

モデルにより感染性について検討を行う。 

 
３．研究の方法 
（１）歯周病原因菌の外膜タンパクの同定お

よび変異株の作製 

 歯周病原因菌の外膜タンパクについてゲ

ノム情報および外膜タンパク画分を調整し

同定する。大腸菌発現株、欠損株および組換

えタンパクを作製する。また、得られた因子

について組換えタンパクを作製し，主要なも

のについてはマウスに免疫することで抗血

清を得る。 

（２）抗菌ペプチド感受性変異株の分離 

 A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis
においてはトランスポゾンを用いた手法に

より抗菌ペプチド感受性の異なる変異株を

分離する。最終的に得られた変異株について、

トランスポゾン挿入部位を同定し、そこにコ

ードされる遺伝子を明らかにする。 

（３）歯周病原因菌における抗菌ペプチド認

識分子の同定 

 ゲノム情報により得られたセンサータン

パクについて検索しSalmonellaのPhoPQと高

い相同性の認められるタンパクを同定する。

抗菌ペプチド処理・未処理における同定した

センサータンパクの発現量について比較検

討する。 

（４）抗菌ペプチド強発現細胞株の樹立 

 上皮細胞で産生が確認されているβ−ディ

フェンシン—１、２、３および CAP18 につい

て KB 細胞を用いた強発現株を作製する。 

（５）歯周病現菌表層分子の歯肉上皮細胞に

及ぼす影響 

 （１）で得られた種々の変異株をヒト正常
歯肉上皮細胞へ作用させ、種々の抗菌ペプチ
ドの産生量、サイトカインの誘導能について

検討する。また、付着・侵入実験も行い表層
分子の機能について明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）F. nucleatum 外膜タンパクの同定およ
び大腸菌発現株の作製 
 F. nucleatumのゲノム上に存在する外膜タ
ンパクをコードする遺伝子を２３個見出し、
全ての遺伝子についてそれぞれの大腸菌発
現株の作製を行い、２３個のうち１７個のク
ローニングに成功した。特に F. nucleatum
において特徴的な分子量約 200kDa 以上の高
分子の外膜タンパクのクローニングは全て
終了した。得られた大腸菌発現株を用いて形
態観察、自己凝集能、共凝集能、上皮細胞へ
の付着能、補体感受性、抗菌性ペプチド感受
性について検討を行った。 
 形態観察において２つの高分子の外膜タ
ンパク（遺伝子 ID: FN2047, FN1893）発現株
において、F. nuceatum のような紡錘状の形
態を呈することを明らかにした（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 外膜タンパク発現大腸菌株のグラム
染色像 
 
 外膜タンパクの１つ（FN1859）はタンパク
発現させることで大腸菌株では致死的に作
用することを明らかにした。 
 自己凝集能、共凝集能、細胞への付着活性
はいくつかの外膜タンパクにおいて変化は
認められるものの、まだ安定したデータは得
られていない。また、個々の外膜タンパク発
現大腸菌株接触時の上皮細胞の抗菌性ペプ
チドの発現誘導について FN2047 について検
討した結果、若干の発現認められた。現在、
他の発現株についても検討中である。今後は
作製した大腸菌株を用いてさらに詳細な検
討を加えていく予定である。 

F. nucleatum WT E. coli

FN2047  FN1893 



 

 

 
（２）F. nucleatum 外膜タンパクの調整およ
び発現解析 
 F. nucleatumから通法に従い外膜タンパク
の調整を行い、電気泳動にて蛋白バンドを確
認した。特に高分子の外膜タンパクにおいて
は４％ポリアクリルアミドゲルを用いて複
数の蛋白バンドを分離し確認が出来た。現在、
N末端アミノ酸シーケンスを行うためサンプ
ル調整を行っている。 
 また、特に高分子の外膜タンパクの発現性
について定量性 PCR法を用いて発現性の確認
を行った（図２）。 
 

図２：高分子外膜タンパクの 16s rRNA（x1000
倍希釈）に対する発現量 
 
（３）P. intermedia 外膜タンパクの同定 
 P. intermedia ゲノム上に存在する 23個の
外膜タンパクをコードする遺伝子の大腸菌
発現株を現在作製中であり、４個の遺伝子に
ついてクローニングを終了している。 
 今後は F. nucleatum と同様の検討を行っ
ていく予定である。 
 
（４）A. actinomycetemcomitans の phoPQ 類
似２成分制御系因子破壊株の作製 
 抗菌性ペプチドのセンシング能を有し、抗
菌性ペプチド感受性に影響を及ぼすことが
報告されている phoPQと相同性の認められた
A.actinomycetemcomitans の２成分制御系因
子について破壊株の作製を行った。スペクチ
のマイシン耐性遺伝子を組込んだ遺伝子破
壊用のプラスミドを構築したが、最終段階で
の相同性組み換え体の分離が成功していな
い。 
 
（５）抗菌性ペプチド強産生細胞株の構築お
よび細菌付着能に及ぼす影響の検討 
 抗菌性ペプチドであるβ−ディフェンシン
ー１、２、３および LL37 をコードする相補
DNA を発現用ベクターに組込み強発現用ベク
ターを作製した。抗菌性ペプチド非産生株で
ある HeLa 細胞にトランスフェクションを行
い、mRNA レベルでの発現を確認した。その後、

stable transformant の細胞株の樹立を試み
たが失敗した。 
 そこで、β−ディフェンシン—２と３につい
て transient 発現系での A. actinomycetem- 
comitans の細胞付着能について検討した結
果、ディフェンシン発現株での付着能の減少
傾向が認められた。しかし、安定した結果が
得られておらず、現在引き続き検討を行って
いる。 
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