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研究成果の概要（和文）：A. naeslundiiのペプチドグリカンは、炎症性サイトカインの産生を誘導し、破骨細
胞分化誘導と骨吸収が認められた。マクロファージからIL-1β、IL-6、TNF-αの産生誘導が確認された。実験的
歯周炎においてもA. naeslundii接種によるラット歯槽骨吸収が認められた。以上の結果から、A. naeslundiiの
ペプチドグリカンは歯周炎発症の重要な病原因子であることが示唆された。また、菌体からの線毛遺伝子の抽出
は成功したものの遺伝子変異株の獲得までには至らなかった。酸化チタンの光触媒機能を用いることによりバイ
オフィルム除去効果が得られ、歯周病予防への有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A. naeslundii peptidoglycan induces the production of inflammatory cytokines
 and activates osteoclasts in alveolar bone resorption. Expressions of IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA
 were apparent in BALB/c mouse peritoneal macrophages stimulated with A. naeslundii PGN. In 
experimental periodontitis, the oral challenge of A. naeslundii resulted in the induction of 
alveolar bone loss in rats. These results suggest that peptidoglycan of A. naeslundii is an 
important virulence factor in the development of periodontitis. We could not succeed in the mutation
 of A. naeslundii fimbriae, however titanium oxide photocatalytic properties contribute to the 
reduction of bacterial biofilms and aid in the prevention of periodontal diseases.

研究分野： 口腔細菌

キーワード： グラム陽性桿菌　Actinomyces naeslundii　バイオフィルム　歯周炎

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
グラム陰性細菌の内毒素（LPS）が歯槽骨

吸収を誘発する細菌の構成要素であること
は、多くの研究機関で証明されてきた。しか
し、非 LPS 構成要素でもサイトカイン産生誘
導能を保有している事が報告されている。
Actinomyces viscosusの菌体成分であるリポ
タイコ酸や N-アセチルムラミルジペプチド
が、骨吸収を誘発し、う蝕に関する動物実験
で顕著な骨吸収像が確認されている。しかし、
現段階までにこれらの歯槽骨吸収に関わる
因子の詳細な解明には至っていない。このよ
うに、グラム陽性細菌の菌体成分でも骨吸収
を誘発する報告が存在することから、グラム
陰性菌の Porphyromonas gingivalis の LPS
や線毛の破骨細胞活性化だけでなく、グラム
陽性菌に目を向ける必要があると考えてい
る。今回グラム陽性菌である A. naeslundii
に着目した。バイオフィルム形成に A. 
naeslundiiの果たす役割は大きく、本菌の口
腔疾患に係わる役割と菌体成分についても
検討する。 
 
２．研究の目的 
バイオフィルム形成と歯周病における役

割とその機序について明らかにし、歯周病へ
のグラム陽性菌菌体成分の解明を目的とす
る。また、歯周病予防法の確立を目指し、DNA
レベルで解析を進めるため変異株を作製す
る。更に、本研究では、変異株と親株による
ラット歯周炎モデルにより Actinomyces 
naeslundii の口腔内定着および歯槽骨吸収
の機序について動物実験により検討を行う
ことでグラム陽性菌の歯周病に係わる重要
性を明らかにして、歯周病予防の基礎的基盤
を構築する。さらに口腔バイオフィルムに対
する新たな効果的な除去方法を探索するこ
とを目的として、太陽電池を付与した酸化チ
タン半導体の光触媒機能を用いて検討した。 
 
３．研究の方法 

（1）Actinomyces naeslundii菌体成分の破骨
細胞の活性化 
C3H/HeN マウスより採取した腹腔細胞から

非付着細胞を除去した付着細胞を用いて
lL-lα，IL-1β， IL-6， TNF-α について
RT-PCR にて発現量を定量化する。すなわち，
マウス腹腔マクロファージを Actinomyces 
naeslundii菌体成分である、外膜タンパク質、
ぺプチドグリカン、線毛等で刺激後、経過時
間と濃度の違いによる反応性を検討する。ま
た、象牙質片を直径 6 mm、厚さ 0.3 mm に調
整し、48 well culture plates に敷いた。骨
髄細胞と MC3T3-G2/PA6 細胞との共培養後に
回収した細胞を 10% FCS, M-CSF, RANKL, 
Dexamethasone, 1α,25(OH)2D3を含むα-MEM
培地に懸濁したのち，象牙質切片上に播種し
1 時間静置後、試料を添加して 5% CO2条件下
37℃で 7日間培養した。 

（2）A. naeslundii の線毛遺伝子の解析と遺

伝子変異株の作製 
供試菌には A. naeslundii T14V株を用い、

イーストエキストラクトを添加したブレイ
ンハートインフュージョン（BHI）液体培地
を用いて 37oC、18 時間嫌気培養したものを
使用した。本研究室の DNA 解析システムを
用いて、薬剤耐性遺伝子の挿入箇所を詳細に
検討後、プラスミド pJRD215 上のストレプ
トマイシンとカナマイシンの薬剤耐性遺伝
子を A. naeslundii T14V 株の線毛遺伝子内
に挿入し、線毛遺伝子を不活化した。この線
毛遺伝子不活化DNA断片を含むプラスミドを
大腸菌へ形質転換し、プラスミド DNA の精
製を行なった。次に、遺伝子不活化プラスミ
ドを導入した大腸菌株と A. naeslundii T14V
株を共培養後、線毛遺伝子を不活化した DNA 
断片をエレクトロンポレーション法により、
A. naeslundiiに染色体 DNA 上の正常線毛遺
伝子と相同的遺伝子組換えを行ない、遺伝子
変異株を作製する。線毛遺伝子不活化の確認
は，コロニードットハイブリダイゼーション
によりスクリーニング後、サザンハイブリダ
イゼーション法を用いて、A. naeslundii の
染色体 DNA 中に線毛遺伝子と薬剤耐性遺伝
子の両方にハイブリダイズする断片の存在
を確認するほか、菌体の電子顕微鏡による画
像解析により線毛の欠失の確認を行なった。 

（3）ラットにおける実験的歯周炎 
。生後 3 週齢の Sprague-Dawley 系の SPF

雄ラットを用いて実験を行う。健康状態を観
察後、イオン交換水中に最終濃度 1 mg/ml の
サルファメトキサゾールと 200 g/ml のトリ
メトプリムを混合したものを飲料水として 1
週間与えて口腔常在菌を減少させる。その後、
3 日間抗生物質を含まないイオン交換水を与
える。その後、ブレインハートインフュージ
ョンブロスにイーストエキストラクト、ヘミ
ン、ビタミン K1を添加した培地を用いて嫌気
条件下（5% CO2, 10% H2, 85% N2）37°Cで培
養した Actinomyces naeslundii T14V 株を遠
心集菌後、PBS で作製した 2％ カルボキシメ
チルセルロース(CMC, Sigma)溶液で調製した
菌液 (109 CFU/ml)を一日毎に 5回、ラット口
腔内へ 0.5 ml 直接投与した。動物実験の申
請を神奈川歯科大学 実験動物委員会に承
認を得たのちに実施した。 

（4）酸化チタンの光触媒機能を用いたバイオ
フィルム除去効果 
①酸化チタン半導体と太陽電池を接続した
電気回路によるバイオフィルム除去効果 
本実験には A. naeslundii T14V 株に加え

て、 Streptococcus mutans Ingbritt 株、
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株の
計 3菌株を、へミンとビタミン K1を含有した 
BHI 液体培地で 18 時間嫌気培養したものを
用いた。24 ウェルのプラスチックプレート
内に供試菌のバイオフィルムを形成した後、
酸化チタン半導体に太陽電池を接続した電
気回路をリン酸緩衝液中に作用させ、7 cm の
距離から光照射を行なった。その後、経時的



に除去されたバイオフィルムを含んだ懸濁
液の濃度を測定し、さらにプレート内に残留
したバイオフィルムを走査型電子顕微鏡よ
り解析した。またこの電気回路を流れる電流
量についても種々の溶液を用いて測定した。 
 
４．研究成果 

（1）菌体成分の破骨細胞の活性化 
A. naeslundiiのペプチドグリカンを精製し、
E. coli LPS をコントロールとして検討した
結果、有意な破骨細胞分化誘導能と骨吸収能
が認められ、さらにマクロファージを刺激し
て IL-1β、IL-6、TNF-α の産生を誘導した。
また実験的歯周炎においても A. naeslundii
接種群は P. gingivalis 接種群と同様に顕著
な歯槽骨吸収量の増加が認められ、TRAP 染色
像においても多数の破骨細胞とその直下に明
瞭な骨吸収窩が確認された。以上の結果から、
A. naeslundii のペプチドグリカンは歯槽骨
吸収誘導を示す重要な病原因子であることが
示唆された。 

（2）A. naeslundii の線毛遺伝子の解析と遺
伝子変異株の作製 
A. naeslundii には 2 種類の線毛タンパク

質が存在することが報告されている。本研究
においても2種類の線毛遺伝子の抽出と遺伝
子変異株の作製を試みた。その結果、菌体か
らの線毛遺伝子の抽出は成功したが、遺伝子
変異株の獲得までには至ることができなか
った。 

（3）酸化チタンの光触媒機能を用いたバイオ
フィルム除去効果 
酸化チタン半導体と太陽電池を接続した

電気回路を用いてバイオフィルム除去効果
を検証した結果、太陽電池を付与した場合と
付与しない場合で、除去効果に有意差が認め
られ、走査型電子顕微鏡により、太陽電池を
付与した場合ではバイオフィルム形成した
菌体の破壊像が認められた。半導体を流れる
電流量は、唾液とリン酸緩衝液で近似した数
値を示し、生体内を流れる微弱電流の範囲内
であった。以上の結果から、酸化チタンの光
触媒機能と太陽電池から流れる微弱電流に
より、効果的なバイオフィルム除去効果が得
られる可能性が示唆された。 
本研究成果をふまえ、今後 A. naeslundii

線毛遺伝子の変異株の作製については、細菌
の培養条件や菌株間での遺伝子発現の比較
した上で実験を継続する。また、酸化チタン
光触媒機能におけるバイオフィルム除去効
果については、光照射によりチタンから励起
される電子のバイオフィルム内への浸透性
について検討を加えるほか、さらなる口腔ケ
アへの応用性についても検討する。 
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