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研究成果の概要（和文）：凍結割断及び走査型電子顕微鏡を用いて、Porphyromonas gingivalis (Pg)の菌体内
の詳細な構造を調べる手法が確立された。外膜小胞 (OMVs)の内部構造を可視化する手法が確立されつつある。
Pgに抹茶を添加するとOMVsと類似した構造体が菌体の表面に形成された。マウス尾静脈投与モデルを用いた研究
により、Pgの菌体は血液脳関門BBBを通過できないが、OMVsはBBBを通過して神経変性疾患を誘発する可能性が示
唆された。唾液中のPgの総菌数や全細菌に対するPgの占有比率について、患者のがんが発生した臓器別で比べる
と、有意差はないが、乳がん患者で高い傾向が認められた。

研究成果の概要（英文）：To observe the detailed structures of inside cells of Porphyromonas 
gingivalis (Pg), we established a combinational method of freeze fracture (FF) and scanning electron
 microscopy (SEM). Similar approach using the combination of FF and SEM for Pg outer membrane 
vesicles (OMVs) is on-going. OMV-like structures were formed on the surface of Pg when matcha green 
tea was added to Pg cells. In a mouse model study Pg cannot cross the blood-brain barrier (BBB), 
whereas OMVs likely cross the BBB and induce neurodegenerative diseases. Comparison of the total 
number of Pg bacteria in saliva and the ratio of Pg to total bacteria by the organ in which the 
patient's cancer occurred showed a trend toward higher number/rate in breast cancer patients, 
although no statistically significant difference was observed.

研究分野：細菌学

キーワード： Outer membrane vesicles　Porphyromonas gingivalis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PgおよびPg由来OMVsは、口腔のみならず全身の健康に影響を与える可能性がある。本研究では、OMVsの産生機
構、構造生物学に関する知見が蓄積された。また動物や人を対象としたPg OMVsに関する研究が推進された。Pg
のOMVｓに関する包括的な研究によって、OMVｓと慢性疾患・がんの連関解明の糸口となるような複数の成果が得
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
歯周病はバイオフィルムに起因する慢性炎症を本態とする口腔疾患であり、成人が歯を失う最
大の原因となっている。近年は、歯周病と様々な全身疾患との関連性を示唆する研究が数多く報
告され、歯周病を制御することの意義がさらに高まっている。 
歯周ポケット内に形成されるバイオフィルムを構成する細菌の中でも、歯周病原細菌

Porphyromonas gingivalis (Pg) は口腔のディスバイオーシス (dysbiosis)を誘発して、歯周病
の病態形成に関与すると考えられている。Dysbiosis とは、共生 (symbiosis)の対義語であり、
微生物の共生関係の破綻を意味する。免疫の恒常性の維持には、常在微生物のバランスが深く関
与する。Dysbiosisが引き金となる疾患の例として、歯周病の他、炎症性腸疾患、肥満、糖尿病
などの慢性疾患、生活習慣病、がんなどが挙げられる。 
 
Pgは外膜小胞 (OMVs) と呼ばれる微粒子を菌体外へ放出する。Pgの OMVsは、アニオン性
リポ多糖 (A-LPS)、ジンジパイン、線毛等の病原因子を含み、宿主細胞に対する傷害性や免疫誘
導活性など様々な生物学的活性を示すことが明らかになっている。Pgが放出した OMVsは口腔
疾患のみならず、口腔内から消化管、脈管または気道を経て全身に運ばれ直接的に、あるいは口
腔の dysbiosisを介して間接的に、持続的な炎症・免疫応答を惹起して、口腔から離れた遠隔臓
器の慢性炎症やがんの発症や進展に関与する可能性がある。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 

 
Pg OMVsの生物学の包括的な理解を目指し、下記の A~Dに取り組んだ。 

 
A) Pg の菌体や OMVs の構造、特にこれらの内部構造・構成についての詳細は不明である。
本研究では、凍結割断 (freeze fracture: FF)法と電界放出型走査顕微鏡 (FE-SEM) を併用
した新規の観察手法の確立し、Pg や OMVs の割断面や内部の様子をナノメートルの分解
能で観察することを目指した。 

 
B) Pgを標的とした歯周病治療薬開発に向けて、食品抽出物コレクションのスクリーニングを
行った。その結果、抹茶が Pg の増殖を阻害することが明らかとなった。抹茶抽出物の Pg
菌体構造へ影響、及び薬理作用機序の解明、抹茶に含まれる Pgの増殖阻害活性を有する化
合物の同定、歯周病患者を対象とした抹茶の含嗽による歯周病原細菌への効果、治療効果
について検討した。 

 
C) 歯磨きや摂食時にでさえ、口腔細菌が血管内に入り一過性の菌血症になることが知られて
いるが、血中に入った Pg OMVsがどのような臓器に到達するのか、また蓄積するのか、明
らかにされていない。マウスを用いて、Pg OMVsの尾静脈注射後の血行動態を理解するこ
とを目指した。 

 
D) 近年、歯周病原細菌の口腔感染と、膵がん、口腔・咽頭がんとの関連性が報告されている
が、その因果関係やメカニズムは不詳である。また、口腔に感染した Pg の遺伝学的背景や
病原性を含めた形質が、担がん患者と非担がん患者、また異なる臓器のがん患者で異なる
かどうかは調査されていない。本研究では、がん患者の口腔の微生物叢のプロファイリン
グを行った。 

 
３．研究の方法 
 
(A1) 菌体、および OMVsのサンプルブロック作製 

Pg ATCC 33277株を 37℃、48時間、嫌気条件下で液体培養し、得られた培養液から菌体、
および OMVsのサンプルブロックを下記の通り作製した。 

Fig. 1. Keystone pathogen hypothesis 
キーストン細菌 がトリガーとなり
dysbiosisから慢性炎症・歯周組織の破壊
へ進行するという仮説は, 
2010年代からHajishengallis G. (Univ. 
Pennsylvania) らにより提唱されてい
る。Pgのマウスへの口腔感染により、口
腔や腸内細菌叢の構成が変化することが
報告されている (Maekawa T et al. 
2014)(Nakajima M et al. 2015)。 
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 <菌体> 
菌体の包埋材には寒天を用いた。Pgの培養液から OD600=30の Pg菌液を調整し、10% 寒天
と等量混合後、直ちに 4 mm角柱の型に入れて固化させた。包埋された菌体を 4%パラホルムア
ルデヒド (PFA) 溶液中で浸漬固定し、サンプルブロックを完成した。 

 
<OMVs> 

OMVs の包埋材にはゼラチンを用いた。Pg の培養上清の超遠心分離後の沈渣として OMVs
を回収した。OMVs溶液 (1.0 µg/mL) にゼラチン粉末 (50 mg/mL)を加えて溶解、4 mm角柱
の型に入れて冷却、固化させた。包埋後の OMVsは、4% PFA 溶液中で浸漬固定し、サンプル
ブロックを完成した。 
 
(A2) FF、FE-SEM、および免疫 FE-SEM 

Pgの菌体および OMVs の各サンプルブロックは、エタノール脱水後、液体窒素中で凍結さ
せ、剃刀により FFを行い、FE-SEM解析に供試、さらに、A-LPS抗体と金コロイド標識二次
抗体による免疫反応後に FE-SEM解析に供試した。 
 
(B1) 抹茶 
   In vitro 研究試験用に水-アセトン(1:1) 溶媒にて抹茶抽出物を得た。この粗抽出から、ポリ
フェノール類などの化合物を単離した。 
 
(B2) Pgの FE-SEMと HS-AFM観察 

(A1)と同じ方法で Pg ATCC 33277 株を培養し、抹茶抽出物添加後の Pg の形態変化や凝集
の様子を FE-SEMおよび高速原子間力顕微鏡 (HS-AFM) を用いて観察した。 
 
(B3) Pg自家凝集試験 

Pg ATCC 33277株 (野生株) およびその線毛変異株 3株 (FimA欠損株、Mfa1欠損株、FimA
とMfa1の二重欠損株)を使用した。PBSで OD600=1に調整した菌液に、抹茶粗抽出液を添加し
voltexを３０秒混合し、懸濁液を 4℃で静置して３時間、その上清の濁度 (OD600)の推移を経時
的に測定し、自家凝集活性の指標とした。 
 
(B4) 歯周病への茶洗口による効果の検討 (図 2) 
歯周基本治療を終えた中等度以上の歯周炎を有する患者を対象に、麦茶粉末、抹茶、アズレ
ン顆粒の三種類のいずれかの含嗽剤に割り当てた。被験者には、一日二回朝晩、毎日、1か月間、
含嗽を依頼した。介入前後の唾液を採取し、Proteinase K と DNeasy (キアゲン)を用いて DNA
を抽出した。介入前後の唾液 DNAを鋳型に、リアルタイム PCRを用いて各種口腔細菌の定量
を行った。歯周病臨床パラメータの推移を調べ、抹茶など各含嗽による歯周組織への効果を調べ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(C1) マウスへの Pg菌体および OMVsの静脈内投与と臓器からの DNA抽出 
  BALB/c マウスに対し、三種混合麻酔薬 (メデトミジン (ドミトール)+ミダゾラム (ドルミ
カム)+ブトルファノール (ベトルファール) )による全身麻酔下に、その尾静脈内へ OMVs を投
与した。48時間後に安楽死処置を施し、心臓，脾臓，腎臓，膵臓，下肢，肝臓，肺，血液，脳，
胆嚢を摘出した。摘出した臓器をバイオマッシャー(ニッピ)ですり潰し、Proteinase K と
DNeasyを用いて DNAを抽出した。 
 
(C2) 臓器からの菌および OMVsの検出：リアルタイム PCR 
   Pgの OMVsには多くの DNAを含むこと (Nakao R. et al. 2016)から、Pg特異的プライマ
ーを用いた Pg OMVs の高感度検出が可能である。各臓器から抽出した DNA を鋳型として、
TaqMan 法によるリアルタイム PCR に供試した。各臓器中に含まれる Pg 菌数及び Pg OMVs
量を算出した。 

臨床研究： 茶洗口による歯周組織への影響

検討項目 (0、１か月の来院時)
：歯周組織など、口腔の健康状態を調べる。
：唾液と歯肉溝滲出液 (GCF)を採取し、口腔
細菌の量や分布を調べる。

０ 1か月

募集予定人数
： 麦茶の群 15名
： 抹茶の群 15名
： アズレンの群 15名

対象： 慢性歯周炎患者

朝晩、 毎日含嗽

茶洗口による
歯周組織への影響

Fig. 2. 臨床研究：茶洗口による歯周組織
の影響 
下記の適格条件を満たす被検者に対し、日
本大学松戸歯学部歯周病科 (小方頼昌教
授) にて実施された。 
1. PPD ≥5 mm の歯牙を有する 
2. 3 ヶ月以内に抗菌薬の服用無し 
3. 喫煙経験なし 
4.アレルギーなし 
5. 20 歳以上 
 
臨床研究登録番号UMIN000043182。 



 
(D1) がん患者の口腔細菌叢 
  国立がん研究センター中央病院歯科を受診したがん患者から唾液を回収し、(B4)と同じ方法
で DNAを抽出した。口腔細菌のリアルタイム PCR解析、次世代シーケンサーによる菌叢解析
を行った。 
 
４．研究成果 
 
(A) 
菌体の FF後の FE-SEM観察では、断面が露出した菌体と露出していない菌体の両方を同時
に観察することができた。FF後の免疫 FE-SEM (Ab: 抗アニオン性多糖 [A-PS] 抗体)では、菌
体表面や菌体断面の細胞表層 (エッジ) に A-PS が局在すること (図 3A)、またウエスタンブロ
ットでは、内膜と外膜画分、及び OMVs には確認されたが、細胞質とペリプラズム画分には検
出されなかった (図 3B)。以上より、FFと免疫 FE-SEMを併用することにより、Pg 分子の細
胞内局在性を可視化する事に成功した。 

OMVs の観察については、現在まで、断面が露出した OMVs、及びその内部構造が観察され
ている (図 3C)。今後は、OMVsの FE/免疫 FE−SEM法により、OMVs内の分子局在を調べる
予定である。 
 
 

                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 抹茶粗抽出物を Pg に添加すると、Pg 菌体から放射状に伸びる線毛が失われ、菌体の表層

に微粒子の形成が認められた（図 4）。また、菌体は凝集し、観察に使用したポリ Lリジンコー

トされたガラス表面への付着性が著しく低下した（図 4）。さらに、抹茶粗抽出物と Pgを混合す

ると、Pg野生株とMfa1変異株は強く凝集し、FimA変異株及び FimAと Mfa1二重変異株は

凝集しなかった。以上より、FimA線毛依存的に Pgを凝集させることが明らかとなった。抹茶

粗抽出物から 9 つの抹茶ポリフェノールを単離した。ポリフェノール種としては、

Epigallocatchin-gallate、Epigallocatechin, Epicatechin-gallate, Epicatechinの順に多かった。

９つポリフェノールは全て、野生株を凝集させ、各ポリフェノールの凝集誘導活性に差は認めら

れなかった。Pg の増殖阻害効果については、Epigallocatechin と Epigallocatechin-Gallate, 

Gallocatechin-gallate に強い増殖阻害活性を認めたが、ガロイル基を有さない Epicatechin や

Epicatechin-gallateには増殖阻害活性を認めなかった。Pgの菌体表層の大きな構造変化 (図 4)

とともに、各種バイオアッセイにより、菌体の膜の流動性・透過性の低下を認めた。 

茶洗口の効果を調べる臨床研究では、抹茶の含嗽により、唾液中の Pg菌数が介入前に比べて

有意に減少し、歯周ポケット深さは改善する傾向を認めたが、統計学的に有意差はなかった。 

Fig. 3 
[A] Pg 菌体 FF 後の免疫反応後のFE-SEM 像。(i) 弱拡大の二次電子像。 Bar: 1 µm。(ⅱ)(ⅲ) 強拡大二次電子像
と反射電子像の重ね合わせた像。(左は A-LPS 抗体、右はコントロールに使用した未免疫のマウス抗体)  
)Image J で金粒子を赤色で検出した。Bars: 300 nm. 
[B] A-LPS 抗体を用いたウエスタンブロット。A-LPS は、全菌体、OMVs、外膜、及び内膜画分に検出された。 
[C] OMVs の FF と FE-SEM。(ⅰ) 弱拡大像。Bar: 1.0 µm、(ⅱ)～(ⅳ) 異なる３つの視野の強拡大像。Bars: 200 
nm. 
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(C) Pg全細胞または OMVsを異なる濃度でマウスの尾静脈から静脈内注射し、注射後の異なる

時点で安楽死させた。血液、脳、心臓、後肢、肝臓、肺、腎臓、脾臓、および膵臓中の Pg細胞

および OMVの量は、1菌体または 1つの OMVsあたりの 16S rRNA遺伝子のコピー数の相関

式に基づいて、リアルタイム PCR で推定した。48 時間後、OMVs を注射したすべてのマウス

の脳で Pg 16S rRNA遺伝子が検出されたが、他の臓器では検出されなかった。菌体を注射した

マウスでは、脳およびそれ以外のすべての臓器においても検出されなかった。5.6×1011 個の

OMVsを投与した場合、投与 48時間後の脳で合計 4.1×108個の OMVが検出された (図 5)。Pg

の菌体は血液脳関門を通過できないが、OMVs は血液脳関門を通過して、神経変性疾患を誘発

する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(D) 口腔・咽頭がん (N=10)、乳がん(N=7)、膵臓がん(N=10)、結腸がん(N=12)、歯周病を有す

る健常者(非担がん患者) (N=11)、その他の臓器のがん (皮膚がんN=2, 骨軟部肉腫 N=1)、の患

者から採取した唾液中の細菌学的プロファイルを比較した。唾液中の Pgの総菌数や全細菌に対

する Pgの占有比率について、患者のがんが発生し臓器別に調べてみると、乳がん患者で多い傾

向が認められたが、統計学的な有意差はなかった。今後は、Pg の遺伝学的背景や病原性を含め

た形質について調査する予定である。また、 (A)で確立した免疫 FE-SEM法を用いて、唾液中

の Pg OMVs検出が可能か、現在検討を継続している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. 抹茶粗抽出物を添加後のPg 菌体の変化 

Pg 菌体に、溶媒 (DMSO)のみ (左)、または抹茶粗抽出物（右、

100 mg/mL）を添加し30 分後の菌体の形態や凝集性をFE-SEM に

より観察した。抹茶粗抽出物を添加すると、Pg菌体から放射状

に伸びる線毛が失われ (赤)、OMVs のような粒子が観察され

た。また、菌体は凝集し、観察に使用したポリLリジンコート

されたガラス表面への付着性が著しく低下した。 
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Fig. 5. マウス脳に含まれるPg OMVs 
PBS、少量の Pg OMVs (投与した総粒子数
5.6×1010)、大量の Pg OMVs (5.6×1011)を
マウス尾静脈へ投与し、48時間後の Pg 
OMVs の検出量を示す。 
各マウス数: N=3。 

Fig. 6. 唾液中の Pg 菌数と Pg 占有比 
異なる臓器のがん患者の唾液 2 mL 中の
Pg 菌数 (左図)、総菌数に対するPg の占
有率 (右図)が示されている。 
口腔・咽頭がん (N=10)、乳がん(N=7)、
膵臓がん(N=10)、結腸がん(N=12)、健常
者(歯周病を有する非担がん患者, 
N=11)、その他(皮膚がんN=2, 骨軟部肉
腫 N=1)。 
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