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研究成果の概要（和文）：シクロデキストリン (CD) は，上皮細胞膜上のコレステロールを包接し，メタロプロテアー
ゼ依存的な上皮バリア破壊シグナルを誘導する．本研究では，歯周病原性細菌が口腔内に豊富に存在するデンプンやグ
リコーゲン等のα-グルカンからCDを産生することを明らかにした．これらの結果から，口腔細菌によるCD産生は粘膜
上皮透過性を亢進させ，口腔常在細菌の全身伝播に寄与する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Alpha-glucans such as starch and glycogen are abundant in the human oral cavity. D
egradation of alpha-glucans by alpha-glucanotransferase (CGTase) enzymes leads to  the clodextrins (CDs) p
roduction. CDs induce a cholesterol-depleted membrane and a destabilization of the barrier function of tig
ht junctions in host cells. We demonstrated that Porphyromonas gingivalis, a periodontal pathogen, utilize
s alpha-glucans to produce CDs. Our data suggest that P. gingivalis-produced CDs contribute to the pathoge
nesis of oral bacteria-associated systemic illness.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
口腔レンサ球菌は，口腔内で豊富に存
在するデンプンやグリコーゲン等の-グル
カンを分解し，エネルギー産生に利用する．
-グルカンからシクロデキストリン-グル
カノトランスフェラーゼ (CGTase) の作用
により得られるシクロデキストリン (CD) 
は，外側が親水性，内部空洞が疎水性のド
ーナツ状構造を呈する．その空洞内にゲス
ト分子を取り込み，包接化合物を形成する
ことによりゲスト分子の安定性および溶解
性の改善に寄与する．CD は局所刺激性が
低く，生体内では速やかにグルコースに代
謝されることから，食品，医薬品，化粧品
など多岐に渡り利用されている．しかしな
がら，近年の報告により，水溶性の高い天
然型 CD のメチル化体は上皮細胞からコレ
ステロールを包接除去し，メタロプロテア
ーゼ依存的なタイトジャンクションの可逆
的分解と細胞間隙透過性の上昇を誘導する
ことが明らかになってきている (Casas et 
al., 2010. Exp Cell Res, 316: 353-365)．一部の
病原性の高い Streptococcus属では，細菌の
組織侵入機構の一つとして上皮細胞間を介
する経路が報告されている (Sumitomo et 
al., 2011. J Biol Chem, 286: 2750-2761; 
Pezzicoli et al., 2008. J Infect Dis, 198: 
890-898)．興味深いことに，口腔フローラ
を形成する常在細菌である Streptococcus 
sanguinis, S. mitis，S. oralisのゲノム上には，
推定 CGTase をコードする遺伝子が存在す
ることを確認した．従って，口腔フローラ
による CD 産生が粘膜上皮を介した口腔レ
ンサ球菌の全身伝播に寄与する可能性が考
えられた．  
 
 
 
２． 研究の目的 
 
 高齢化社会を迎えた日本では，口腔内の
常在細菌と全身疾患の関連性が注目され，
口腔衛生管理の重要性が再認識されている．
一般的に，基礎心疾患を持つ患者が抜歯や
スケーリングなどの歯科処置を行う場合に
は，一過性の菌血症からの亜急性細菌性心
内膜炎等の発症を防ぐ目的で抗菌薬が投与
される．しかし，口腔フローラを形成する
常在細菌の代謝産物が口腔粘膜細胞の透過
性を高め，種々の口腔細菌の血流への侵入
を促進させるのであれば，主に免疫能低下
や基礎疾患が認められる患者や高齢者を対
象とした新たな予防法を講ずる必要性が生
じる．本研究では，口腔細菌由来 CGTaseに
よる CDの産生と口腔フローラによる全身疾
患発症との関連性について解析し，CD を介
した口腔細菌の全身への伝播，および簡易診
断マーカーとしての CDの可能性を検討する
ことを目的とした． 

 
３． 研究の方法 
 
(1) 使用菌株 
口腔細菌である S. sanguinis SK36，S. oralis 

SK23，S. mitis ATCC6249，S. mutans MT8148，
S. pyogenes NIH35, Porphyromonas gingivalis 
W83，P. gingivalis ATCC33277，P. gingivalis 381，
P. gingivalis HW24D1を使用した． 

 
(2) 組換えタンパクの作製 
 S. pyogenes NIH35 株および P. gingivalis 
ATCC33277 株の染色体 DNA を鋳型として，
amyA と cbm20 遺伝子に特異的なプライマ
ーを用いて，各遺伝子を PCR法により増幅し
た．得られた PCR 産物は pET-32a vector 
(Novagen) に 組 み 込 み ， E. coli 
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 株  (Agilent 
Technologies) に形質転換した．形質転換体を
100 g/ml アンピシリンと34 g/ml クロラム
フェニコールを含む LB培地で 37℃において
振盪培養した．波長 600 nm における吸光度
が0.4 に達した時点で終濃度3 mM のイソプ
ロピル--D-チオガラクトピラノシドを添加
し，さらに 4時間培養した．菌体は PBSで洗
浄した後，超音波で破砕した．沈殿画分は封
入体洗浄液 (0.5% Triton X-100, 1 mM EDTA 
(pH 8.0)) で洗浄した後，8 M 尿素水溶液を加
え，室温で 1時間静置した．サンプルは溶解
バッファー (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 
10 mM imidazole) で透析した後，Ni-NTA 精
製システム (Qiagen) により精製した． 
 
(3) -グルカン分解能の測定 
口腔細菌は1% デンプンを含むBHI寒天培
地上に播種し，24 時間培養した．菌が生育
した寒天培地にルゴール液を加え，口腔細菌
によるデンプンの分解をヨウ素デンプン反
応で検出した． 
 
(4) シクロデキストリン産生量の測定 
口腔細菌を1% デンプンを含むBHI液体培
地もしくは GAM培地に接種し，37℃で一晩
培養した．各菌体の培養上清と 100 Mフェ
ノールフタレイン水溶液を等容量混合し，
25℃で 15 分間反応させた後，550 nm にお
ける吸光度を測定した．なお，-cyclodextrin 
(Wako) を標準として検量線を作成し，各株
から産生する CD量を算出した． 

 
 
 
４． 研究成果 

 
(1) 口腔細菌は-グルカン分解能を有する 
 推定シクロデキストリン-グルカノトラ
ンスフェラーゼ (CGTase) を有することをデ
ータベース上で確認した口腔細菌である S. 
sanguinis，S. oralis，S. mitis，S. pyogenesの 4
種と細菌性心内膜炎の主な起因菌の一つで



ある S. mutans について，ヨウ素デンプン反
応により-グルカン分解能を検討した (図 1)．
試験した全ての菌種において，デンプンの分
解によるクリアゾーンが検出されたことか
ら，-グルカン分解能を有することが示され
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．口腔細菌の-グルカン分解能 

1% 水溶性デンプン含有 BHI 寒天培地に口腔細
菌の培養液を塗布した．寒天培地にヨウ素を添加
し，デンプンの分解によるクリアゾーンを検出し
た． 
 
 
 
(2) 一部の口腔細菌は-グルカンから CD を
産生する 
 -グルカン分解能が認められたS. sanguinis，
S. oralis，S. mitis，S. pyogenes および S. mutans 
について，-グルカンから CDを産生するか
否かを検討した (図 2A)．S. pyogenes は，1% 
デンプンから約 250 M の CDを産生するこ
とが確認されたが，S. sanguinis，S. oralis，S. 
mitis，および S. mutans からの CD 産生は認
められなかった．そこで，各菌種の推定
CGTase のアライメント解析を行った結果，
CD 産生が認められた S. pyogenes は，推定
CGTase の N 末に-アミラーゼドメイン，C
末に starch-binding site を含むCBM20 ドメイ
ンを有することが明らかになった．一方，CD
産生が認められなかった S. sanguinis，S. oralis，
S. mitis，および S. mutans の推定 CGTaseは，
N 末に-アミラーゼドメインを有するが，C
末に CBM20 ドメインを持たないことを確認
した．これらの結果から，CD産生にはCBM20 
ドメインが重要であることが示唆された．ま
た，心臓血管系疾患や誤嚥性肺炎などの全身
性疾患との関連性が指摘されている P. 
gingivalis の4-alpha-glucanotransferase はN末
に CBM20 ドメインを有することを確認した．
そこで，P. gingivalis W83株，ATCC33277株，
381株，HW24D1株の CD産生量を測定した
結果，全ての P. gingivalis 株は 1% デンプン
から約 150 M の CDを産生することが明ら
かになった (図 2B)． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．口腔細菌が産生する CD量の測定 
(A) 各種口腔レンサ球菌は 1% デンプンを含む

BHI液体培地で 37℃，一晩培養した．培養液
中に含まれる CD 量はフェノールフタレイン
溶液を用いて定量した． 

(B) 1% デンプンを含む GAM培地で P. gingivalis 
を培養し，培養液中に含まれる CD 量を測定
した． 

 
 
(3) CGTase 活性には-アミラーゼドメイン
と CBM20 ドメインが必要である 
 -グルカンからの CD産生が認められた P. 
gingivalis の 推 定 CGTase で あ る
4-alpha-glucanotransferaseの組換えタンパクを
作製し，4-alpha-glucanotransferase と CD産生
の関連性を検討した．なお，S. pyogenes の推
定GTaseであるAmyAの組換えタンパクを作
製し，陽性コントロールとして使用した．陽
性コントロールであるAmyAは1% デンプン
から約 210 M の CDを産生したが，組換え
4-alpha-glucanotransferase の CD 産生量は約
30 M であった (図 3)．これらの結果から，
-グルカンから CD を産生する CGTase 活性
には，CBM20 ドメインだけでなく，-アミ
ラーゼドメインも重要であることが明らか
に な っ た ． P. gingivalis の
4-alpha-glucanotransferaseは-アミラーゼドメ
インを含まないが，唾液中の-アミラーゼも
しくは他の口腔細菌が産生する-アミラー
ゼの作用により産生した直鎖状マルトデキ



ストリンを環状デキストリン (CD) に変換
し，口腔粘膜バリアを傷害する可能性が示唆
された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．組換え CGTaseによる CDの産生 
 1% デンプン溶液と各組換えタンパク (1 M) 
を等容量混合し，37℃で 72時間反応させた．組換
えタンパクによる CD の産生量はフェノールフタ
レイン溶液を用いて定量した． 
 

 
本研究において，歯周病原性細菌である P. 

gingivalisが-グルカンから CDを産生するこ
とを明らかにした．歯周炎患者の歯肉組織で
産生するサイトカインもまた口腔粘膜上皮
の透過性を変化させ，CD との協調作用によ
りバリア機能を傷害すると推察される．これ
らの知見を基に，P. gingivalisによる-グル
カンからの CD の産生と口腔細菌による心
臓血管系疾患や誤嚥性肺炎などの全身性疾
患との関連性が証明されれば，口腔内の CD
をリスクファクターとして，予防医学に基
づいた新たな診断法および創薬戦略を提案
できると考える． 
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