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研究成果の概要（和文）：　T. denticolaのDNA binding protein遺伝子は、酸素ストレスに対する応答および
dentilisinの発現制御に関わっていることが示唆された。P. gingivalis HgP44のPep15は、P. gingivalis 
Hgp44とT. denticolaの共凝集に関与することが示された。

研究成果の概要（英文）：It was suggested that the T. denticola gene coding for the DNA binding 
protein plays an important role in the response to oxygen stress and the regulation of the 
expression of dentilisin.
 Pep15 from P. gingivalis HgP44 is likely to be involved in the coaggregation with T. denticola.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周炎　歯周病原細菌　デンタルプラーク　バイオフィルム　宿主細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病の疾病概念は、単なる細菌感染から生活習慣病、そして多因子性疾患へと変遷しているが、細菌－宿主間
の相互作用に及ぼす環境因子の影響についての検討は不足している。本研究は，まず主要な歯周病原細菌間の相
互作用の一端を明らかにした。現在行っている研究により，宿主細胞や環境因子との相互作用についても明らか
になることが期待され，これらにより，歯周病の新たな予防・治療法開発の足掛かりになると思われる。

※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 
従来、歯周病の発症・進展メカニズムの解明に向けて、歯周病原細菌の感染と宿主応答につい

ては様々なモデルが検討されてきた。我々は、歯周病原細菌の宿主細胞への侵入が歯周炎、動脈
硬化症の発症・進展に及ぼす影響を明らかにすべく一連の研究を行ってきた。その結果、
polymicrobial 感染の条件下では、代表的な歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis は単独
感染とは異なるメカニズムでヒト歯肉上皮細胞および大動脈内皮細胞（HAEC）に侵入すること
（Saito et al. FEMS Immunol Med Microbiol 2008）、P. gingivalis の宿主細胞侵入は Fusobacterium 
nucleatum の存在下において有意に促進されることを見いだし、そのメカニズムについても明ら
かにした（Saito et al. Microb Pathog 2009, 2012）。 
歯周病の疾病概念は、単なる細菌感染から生活習慣病、そして多因子性疾患へと変遷している

が、細菌－宿主間の相互作用に及ぼす環境因子の影響についての検討は不足している。喫煙は歯
周病の環境面における最大のリスクファクターの一つである。これまで、喫煙が歯周組織の細胞
機能や歯周病原細菌による宿主細胞侵入に及ぼす影響については、明らかにされていなかった。
そこで我々は、ニコチンおよびタバコ煙濃縮物（cigarette smoke condensate: CSC）が、ヒト歯肉
上皮細胞の機能に及ぼす影響を解明すべく研究に着手した。これまで、CSC は濃度により、歯肉
上皮細胞の遊走能に二相性の影響を与えること、これには細胞骨格やインテグリン発現の変化
が関与していることを見出し、さらに P. gingivalis 感染によりさらに修飾されることを報告した
（Imamura et al. J Periodontal Res 2015）。さらに、重度歯周炎に関与する Treponema denticola の細
胞侵入についても解析を行った（Inagaki et al. Microb Pathog 2016）。また T. denticola との付着に
関与する P. gingivalis Hgp44 のドメインを明らかにした（Yoshikawa et al. Pathog Dis 2018）。 
近年、歯周病の発症・進展におけるエピジェネティクスの関与が注目されており、マイクロ

RNA (miRNA)による転写後修飾もその一つである。miRNA は宿主細胞において、免疫応答を含
めた様々な細胞プロセスを制御している（Schwegmann and Brombacher, Sci Signal 2008）。感染症
の発症・進展において、細菌が宿主の miRNA に影響を与えることから、miRNA 制御による治療
法が研究されている。歯周病や関連疾患において細菌・環境因子が宿主のmiRNA発現に関わり、
病態に影響を及ぼすことが示唆されているが、詳細は不明である。 

 
２．研究の目的 
歯周炎はプラークバイオフィルム中の歯周病原細菌の polymicrobial 感染により生じるが、宿

主の応答や環境因子も深く関与し、これらのバランスの乱れが大きく影響する。本研究は歯周炎
の発症および進展に重要な細菌－環境－宿主因子間の相互作用の一端を明らかにし、これを制
御することによる新たな治療法の開発を目指すという構想のもと、具体的には次の目的を定め
て実施する。 

(1)細菌因子としての「歯周病原細菌の複数菌感染」、代表的な環境因子である「タバコ煙の暴
露」が宿主細胞・組織の機能に及ぼす影響について明らかにする。 
(2)上記の宿主反応メカニズムを miRNA レベルで解析し、宿主側の標的遺伝子を制御するこ
とによる歯周炎の新たな「宿主指向型療法（Host-Directed Therapy; HDT）」開発のための基礎
的知見を得る。 

 
３．研究の方法 
 まず、主要な歯周病原細菌である T. denticola にフォーカスし、この菌が宿主に定着する際に
重要である環境ストレス応答について検討した。 
 T. denticola 表層には、dentilisin や Msp などの病原因子が存在する。それぞれの欠損株を用い
て、DNA マイクロアレイ解析を行った。Dentilisin 欠損株では、特定の DNA binding protein の発
現上昇が認められた。この DNA binding protein が T. denticola においてどのような機能を果たし
てしているかについて解明するために、T. denticola ATCC 35405 株（野生株）を供試し、エリス
ロマイシン耐性遺伝子を用い、相同組み換えにより DNA binding protein の遺伝子欠損株を作出
した。細菌の増殖曲線は、TYGVS 培地を用いて培養開始から静止期までの OD660 を測定するこ
とによって評価した。Dentilisin 活性は発色基質（SAAPNA）を用いて、OD410の吸光度により測
定した。環境ストレスへの応答については、酸素曝露による生菌数の変化について、ATP 量によ
って評価した。 
 続いて P. gingivalis と T. denticola の相互作用の解析を試みた。P. gingivalis Hgp44 のアミノ酸
配列 199-316 領域から分割して 15 個の合成ペプチド（Pep1-15）を作製した。これらを用いて T. 
denticola との付着を ELISA にて解析した。また、Pep1-15 を用いて、P. gingivalis と T. denticola
とのバイオフィルム形成に与える影響を共焦点レーザー顕微鏡 （CLSM）で観察した。 
 
４．研究成果 
 

T. denticola の DNA binding protein 遺伝子の欠損株は、増殖速度においてほとんど影響はみら



れなかったが、静止期の菌数に増加が認められた。Dentilisin 活性は、欠損株において低下が認
められた。酸素曝露後の生菌数を測定したところ、欠損株で有意な低下が認められた。これらの
結果から、DNA binding protein は、酸素ストレスに対する応答に関わるとともに、dentilisin の発
現制御に関わっていることが示唆された。 
 欠損株の DNA マイクロアレイ解析の結果、本菌の表層タンパク質関連の遺伝子の発現上昇を
認めた。qRT-PCR を行い、それら遺伝子の有意な発現上昇を確認した。現在、これらの遺伝子
の機能解析を進めている。 
 P. gingivalis と T. denticola の相互作用に関しては、ELISA において Pep5、6、7、15 と T. denticola 
の付着は、control（合成ペプチド無添加時）に比較して有意に高かった。CLSM の結果、Pep14
および 15 存在下において、 P. gingivalis と T. denticola によって形成されるバイオフィルムの厚
みが control（合成ペプチド無添加時）と比較して有意に減少した。本実験で T. denticola への付
着を認めた Pep15 の配列は、GTPNPNPNPNPNPNPGT である。同配列はマウスのフィブリノー
ゲン、コラーゲン TypeV およびヘモグロビンへの結合性が報告されている。ELISAおよびCLSM
による観察の結果から、この配列は、P. gingivalis Hgp44 と T. denticola の共凝集に関与すること
が示唆された。現在、これらの細菌と宿主細胞との相互作用について、また喫煙がそれに及ぼす
影響について解析を行っている。 
現在、Pep1-15 を介した細菌間の物理的な結合により、バイオフィルム形成にどのような変化

が生じるかを検討すべく、網羅的な遺伝子解析を実施している。 
 miRNA 発現の解析については、十分な知見を得るに至らなかったため，今後，継続して検討
する。 
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