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研究成果の概要（和文）：日本人の進行性歯周炎患者に高頻度に Porphyromonas gingivalis が
存在しており、その 70%が線毛 FimAⅡ型であることが報告されている。本研究では、FimA 線毛
II 型 P. gingivalis のゲノムプロジェクトを進め、日本人の歯周病患者に特異的に働く病原因
子の探索として、比較ゲノム的に、或は、網羅的タンパク質発現比較から、新たな特異的な病
原遺伝子を解析し、受動免疫用抗体の作成を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), an important periodontal 
pathogen in periodontitis, possesses a variety of virulent factors, and are classified 
into six genotypes (types I-V and Ib) based on the genotype of fimbriae A (fimA). The 
epidemiological studies shown that fimA II strains is harbored in most of the aggressive 
periodontal patients, and are thought to be strongest related to aggressive periodontitis, 
furthermore, fimA II is most frequently detected in patients with cardiovascular disease. 
In this report, to develop passive immunotherapy, we tryied to search the new pathogen 
of this type II P. gingivalis using the genomic and proteomic techniques, and then mouse 
monoclonal antibody (MAb), which neutralizes virulent factor activity, is constructed. 
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病原菌Porphyromonas gingivalisは、
繊毛(FimA)の型によりI〜V型に分類されてい
る。日本人の進行性歯周炎患者のほとんどに
P. gingivalis が存在しており、その70%がⅡ
型であること、さらに、健常者においてもP. 
gingivalisが存在し、その80%はⅠ型であるこ

とが報告されている。しかしながら日本国内
外を問わず、Ⅰ型P. gingivalis 研究が主流
であり、このことがP. gingivalis研究が多く
なされながらも、今まで歯周病撲滅に至らな
かった原因の一つではないかと想像できる。 
 病原因子の機能ドメインや主要エピトープ
を利用したコンポーネントワクチン、抗血清



や精製抗体を利用した病原因子を中和する受
動免疫は安全性が高いといわれている。申請
者は、歯周病の免疫療法を目指し、本研究を
始めるまでに、次の研究を進めてきた。 
・ P. gingivalisの定着に関与する 40-kDa 
OMP、130-kDa赤血球凝集因子の抗原エピト
ープ部位／機能部位の特定に関する研究 

・ これら病原因子活性を中和できる安全な受
動免疫抗体作製を目指した組換え単鎖Fv抗
体の開発 

・ ヒトB 細胞を不死化するEptein-Barr 
Virus (EBV)感染法によるヒト型抗体作製 

・ ヒト抗体遺伝子をもつトランスジェニック
マウスを応用したヒト型抗体の作製 

 
一方、ゲノム情報を基盤とするゲノミクス-
プロテオミクス情報を構築し統合的に相互
利用するバイオインフォーマティクス研究
はあらゆる疾患の分子標的医療の実現の効
果 的 な 戦 略 と し て 期 待 さ れ て い る 。
TIGR/Forsyth Dental Center に よ っ て
P.gingivalis W83株のゲノム計画が終了して
いるが、W83株はfimA遺伝子多型分類でIV型
に属し、一方、日本人の進行性歯周炎患者か
ら分離されるのは圧倒的にII型が多い。また、
細胞定着因子として重要視されているhagA
遺伝子や繊毛遺伝子がW83株に存在しないこ
とも明らかになっている。このように、明ら
かに病原性の異なるIV型、II型P.gingivalis
のゲノム比較することによって解明される
違いが歯周病の発症／悪化の過程に重大な
意味をもつと考えられる。このような背景か
ら、II型菌のゲノム計画完成後、日本研究者
にゲノム情報を提供することは日本人の歯
周炎の治療戦略として意義が深い。ゲノム計
画を基盤とする本研究の遂行は、細菌学的な
比較ゲノム科学に貢献するだけではなく、歯
周病のパラサイト研究に新しい展開を産み
だし、標的分子治療の実現に大きな貢献が期
待出来る。 
 
 
 
２．研究の目的 
 日本人のための歯周病治療／予防を目的と
した免疫療法の開発を目指し、日本人の進行
性歯周炎患者に多く分離されるⅡ型P. 
gingivalisについて、その病原性を明らかに
し、日本人歯周病撲滅へ向けて免疫療法開発
のための新規標的分子の探索を目的とした。 
 始めに、Ⅱ型P. gingivalisのゲノムプロジ
ェクト終了後に得られるゲノム情報と、米国
TIGRでゲノムプロジェクトの終了している
W83P. gingivalis（Ⅳ型）のゲノム情報を比
較することによって、II型P. gingivalisの病
原性因子を探索する。ドラフトシーケンスか
ら得られる予測ORF情報を基に独自のTDC60の

fasta databaseを作成し、MALDI TOF-MSを応
用した網羅的なプロテオーム解析を行なうこ
とによって発現遺伝子をタンパク質レベルか
ら効果的に同定することが可能と考えている。
日本人患者のための日本人歯周病の原因とさ
れる菌株に病原因子を想定した新規抗原の探
索を行い、日本人歯周病患者に有用な抗体療
法の開発を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
Bioinformatic analysis 
 P. gingivalis TDC60の予測ORFを、blast
検索し、各遺伝子の機能予測を行う。W83との
各遺伝子の相同性を比較し、W83に存在してい
てTDC60に存在しない遺伝子、或は、TDC60に
のみ存在する遺伝子、また、W83 と大きく変
異している遺伝子、といったカテゴリーをも
うけ、各遺伝子について比較検討する。 
 
P. gingivalis TDC60 発現遺伝子の解析 
 P. gingivalis TDC60株の予測ORFを基盤に、
Fastaデーターベースを構築する。二次元電気
泳動によって展開されたタンパク質スポット
について、TOF-MSにて同定解析を行なう。P. 
gingivalis TDC60のORF databasesを用いて同
定を試みる。 
 
P. gingivalis TDC60（II型）の病原因子のク
ローニング 
 P. gingivalis TDC60を用いて、本菌株特
異的な分子のクローニングを行う。TDC60に
おいてのみ存在する遺伝子、W83と比べた時
に変異の大きい遺伝子については優先的に
クローニングを開始する。 
 
網羅的モノクローナル抗体の作製 
 FimA 線毛Ⅱ型 P. gingivalisTDC60 株の菌
体成分、さらに培養液中への分泌成分をそれ
ぞれ 3匹ずつのマウスに免疫し、網羅的モノ
クローナル抗体作製を行う。ゲノム上 2000
ほど存在する遺伝子のそれぞれの産物に対
する抗体がすべて作製される訳ではないが、
重複して作製された抗体は、抗原性の高い分
子と考えられる。 
 
 
 
４．研究成果 
線毛Ⅱ型P. gingivalis genome project 
  2004年より着手していたFimA線毛II型P. 
gingivalis TDC60株のゲノムプロジェクトに
より、TDC60（II型）株の染色体マップ（図１）
の作製に成功した。全長が2,340,032bpからな
る環状DNAで、プラスミドの存在は認められな
かった。I, IV型P. gingivalisの染色体の複



製開始点でのゲノム配列は保存されていたが、
その他の部位では非常にランダムにゲノム構
造が入れ替わっていることが判明した。図２
にTDC60株とATCC33277株、W83株との比較を示
す。W83株とARCC33277株との間にも、違いが
認められるが、それ以上にTDC60株との違いは
大きい。 
  現在、60 amino acid 以上で構成されてい
るORFとして、1,874 ORF の確定を終了した。
I型ATCC33277では、20 amino acid 以上のも
のが約2,000と報告されていることから、最終
的にはORF数としては同じくらいになると想
定している。また、Conjugative transposon
を介して、ATCC33277、W83とは異なる遺伝子
群が入り込んでいることから、新規病原因子
の存在が示唆される。また、ゲノム構造の変
化が非常に大きく、同じISが数十カ所に散在
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. P. gingivalis TDC60 genome map 
 
一番外の円は+鎖方向のORF、 2番目は-鎖方向
のORF、３番目はGC skew、4番目はAT skewを
示す。 

 
図２. Genome structures of P. gingivalis 
 
P. gingivalis TDC60株のゲノム配列を元に、
W83株およびATCC33277株との比較ゲノム解析
を行った。 
 
線毛Ⅱ型P. gingivalisの特異遺伝子の探索 
 TDC60株のORF検索を行った結果、300近くの
遺伝子について、W83株に存在しない新規遺伝
子の可能性があることが判明した。それらを
blast searchした結果、他の細菌遺伝子と相
同性のある遺伝子の存在することが判明した。
表１にその結果を示す。特に、相同性の高い

遺 伝 子 が 多 か っ た Bacteroides 
thetaiotaomicron (23遺伝子)、Bacteroides 
fragilis (19遺伝子) については、もともと
Porphyormonas gingivalisが、Bactroides属
に分類され、 Bactroides gingivalisと呼ば
れていたことからも、これらの細菌に相同性
の高い遺伝子を保有していることは、
Porphyromonas属としてのルーツと考え合わ
せると興味深い結果といえる。今後、ゲノム
プロジェクトの完成と共に、さらに解析を進
める計画である。表２には、おそらく完全な
遺伝子として存在している可能性のある遺伝
子としてサイズの大きいものから10遺伝子を
示 し た 。 特 徴 的 に あ げ ら れ る AcrB 、
cation/multidrug efflux pump遺伝子、ペプ
チダーゼなどは、P. gingivalisが口腔内で生
き残るために保持されている遺伝子の可能性
が考えられる。 
 
表１. Possible ORF numbers with a homology of 

other bacteria (total 309) 
Genes  

23 Bacteroides thetaiotaomicron 
VPI-5482 

19 Bacteroides fragilis 
13 P. gingivalis, P. gingivalis 

W83, 381, W50, 

6 Flavobacterium johnsoniae 
5 Pelodictyon 

phaeoclathratiforme 
4 Escherichia coli 
4 Microscilla marina 
4 Psychoccus furiosus 
4 Shewanella sp 
3 Chlorobium chlorochromatii 
3 Gramella forsetii 
3 Methanopyrus kandleri 

 
P. gingivalis特異病原因子の研究 
 P. gingivalis の増殖は hemin に強く依存
することから、hemin 欠乏下での培養にて発
現変動する遺伝子を探索し解析した。さらに、
P. gingivalis の hemin 結合タンパク質につ
いては、長い間不明であったが、当教室で、
HBP35 分子として始めて同定し他(Biochem 
Biophys Res Commun, 2003)。歯周病原細菌
の口腔内への定着に関わり、さらに増殖に関
わるP. gingivalis  の外膜タンパク質分子
40-kDa OMP (hemin binding protein: HBP35) 
の機能について構造と合わせたメカニズム
解析をおこなっている。特に、本分子内の
thioredoxin domain の機能に関わる HBP35 分
子の機能解明 (Microb Pathog, 2008; Biosci 
Biotechnol Biochem, 2008; Microb Pathog, 
2010) に取り組んでいる。HBP35 については、
その立体構造解明を行い、hemin 結合部位と
本分子内の cys残基との関わりについて研究



を進めている。図３に明らかとなった立体構
造を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. Hemin Binding Protein 35 
 
 一方、P. gingivalis の酸素抵抗性で変
動するリン酸化タンパク質のプロテオーム
解 析 を 行 っ た 結 果 、 2-oxoglutarate 
oxidoreductase のリン酸化が増大している
ことが判明し、P. gingivalis の酸化ストレ
ス早期抵抗性がエネルギー産生に影響を及
ぼしている事を示唆した(87th General 
Session & Exhibition of the IADR, 2009)。 
プロテオームを用いて、マウス皮下砲に投与
した P. gingivalis の病原因子発現変動を探
索した(Oral Microbiol Immunol, 2008)。 
 
MAlDI TOF-MSによる発現タンパク質比較 
 ゲノム上、日本人歯周病患者口腔内に多
く認められるFimA線毛Ⅱ型TDC60株にのみ存
在する遺伝子数として現在300遺伝子があげ
られているが、実際に機能遺伝子としてタン
パク質発現しているかは別の問題である。そ
こで、P. gingivalis 各株のタンパク質分子
を二次元電気泳動で展開し、網羅的に比較検
討した。TDC60株の特異病原因子の探索のため、
FimA線毛Ⅳ型W83株とTDC60株との発現タンパ
ク質分子について、それぞれの菌体培養液を
10% TCA で処理した後、二次元電気泳動を行
い、それぞれのゲルをCBBにて染色し、網羅的
に比較した。図４Aには、それぞれの泳動ゲル
３枚の平均画像を示した。W83株と比べて、３
倍以上発現が上昇しているタンパク質スポッ
トは20、減少している分子は10であった。
TDC60株のゲルにのみ存在するタンパク質ス
ポットは167存在した。このうち、25スポット
については、W83株のデーターベースでは同定
出来なかったことから、これらがTDC60株の特
異的発現分子である可能性は高い。図４Bに示
すように、明らかにW83株の二次元電気泳動ゲ
ルとは異なって認められるスポットa, b, c
が認められ、これらのスポット分子は、
Contig155-50と同定された。 
 特異的発現分子Contig155-50について、
ホモロジー検索を行った結果、ATCC33277株の

PGN_0287 (mfa1 fimbrilin, 67-kDa major 
outer membrane protein) と、アミノ酸で86％
相同性があった。この分子は、P. gingivalis
の線毛FimAを「メジャー線毛」と呼ぶのに対
して「マイナー線毛」と呼ばれる分子である
こと、或は、FimAを「longer 線毛」と呼ぶの
に対して、「short 線毛」と呼ばれるモノマー
の時の分子量70 kDaの分子であることが判明
した(第51回歯科基礎医学会学術大会, 2009)。 

 

 
図４.  P. gingivalis TDC60 株と W83 株での
タンパク質スポットの比較 
 
TDC60 株で特異的に認められたタンパク質ス
ポット、Fig. 1A□内の spot a, spot b, spot 
c について、MALDI TOF-MS を用いて同定した。 
Spot a: Contig155_50 
Spot b: Contig155_50  
Spot c: Contig155_50, PG0178  cell 

surface protein 
 
 
P. gingivalisTDC60株の特徴的病原因子のク
ローニングおよび受動免疫治療用各種抗体の
作成 
 
  診断・治療を目指した，能動免疫法の開発
と共に、受動免疫療法に有用な抗体の作製を
行っている。抗体として、ヒト型モノクロー
ナル抗体を作製した。日本人の歯周病患者か
ら極めて多く分離されるII型 P.ginigvalis 
TDC60の病原性を明らかにし、歯周病治療、予
防のための免疫療法の新規標的分子の探索を
目的として、TDC60に特異的にみられる分子の
クローニングを行った。予測ORF情報を基に独
自のTDC60のdatabaseを作成し、既にゲノム計
画が終了しているIV型P. gingivalis W83株の
ゲ ノ ム 情 報 と 比 較 し た 結 果 、 II 型
P.gingivalis TDC60に存在し、IV型W83に存在
が認められないものとして候補に上がった分
子、または、TOF-MASを用いたプロテオーム解
析により、TDC60にのみ特異的に発現が確認さ
れた分子に注目し、PCRでゲノム中の遺伝子の
存在を確認後、その中からタンパク質発現分
子についてクローニングを行った。 



 本研究では、将来的にヒトへの投与を鑑み、
抗体遺伝子をヒト型としたトランスジェニッ
クマウスを用いた、ヒト型モノクローナル抗
体 の 作 製 を 行 っ た 。 P. gingivalis 
hemagglutinin分子に対する抗体 (Vaccine, 
2005)、HBP35分子に対する抗体を作成し抗体
の治療効果をあわせて検討し報告した(J 
Periodontol. 2007; J Periodontal Res, 
2008; Aust N Z J Obstet Gynaecol, 2009)。
TDC60株では、特に抗原性の高い内毒素(LPS)
に対する抗原認識の異なった数種のモノクロ
ーナル抗体を作製し、治療への応用と共に、
抗原エピトープ研究につながる抗体の作製を
行った(Hybridoma (Larchmt). 2009)。 
 
新たな治療法の開発 
 抗体療法以外の新規治療法としてレーザー
照射による炎症の抑制効果を見いだし、この
炎症抑制メカニズムを考察した(Lasers Surg 
Med, 2007; J Photochem Photobiol B, 2009; 
Mol Med Reports, 2009)。ゲノムにもとづい
た治療法の確立を目指す上で、創薬はもちろ
んであるが、真薬に頼らない治療手段の開発
も重要と考える。レーザー照射の炎症抑制メ
カニズムの解析も合わせて行っている。 
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