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研究成果の概要（和文）：　歯周病はおもに歯周病原細菌の複合感染によって生じる慢性疾患である。近年、歯
周病の病態形成にはTh17細胞が関与することが報告されている。Red complex細菌は、宿主内での生存戦略とし
て共凝集により相互に有利な環境を形成することから、Red complex細菌の3菌種全てを解析対象とした。本研究
において、Tannerella forsythiaおよびTreponema denticolaにおいて細胞分画した菌体成分を用い、歯周病の
進展に関与するTh17細胞を強く誘導する菌体成分を見出した。この成果を発展させT細胞抗原エピトープ同定す
ることにより、歯周病の治療・予防へと応用可能である。

研究成果の概要（英文）： Periodontal disease is a chronic inflammatory disease caused by oral 
pathogenic bacteria, and immune response contributes to their onset and progression. The red 
complex, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and Treponema denticola, are most important 
pathogens in severe periodontitis and co-aggregate with each other for their survival effectively. 
The immunoresponse of Th17 cells contributes to its clinical condition in periodontitis. Therefore, 
we conducted a comprehensive analysis how 3 species of the red complex affected T helper cell 
differentiation. In this study, we identified several cell components of the red complex to induce 
Th17 differentiation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 歯周病は国民の多くが罹患する慢性疾患であるが、この口腔疾患が糖尿病などの全身疾患と相互に影響しう
る。本研究では、重度の歯周病患者に特徴的に見られる歯周病原細菌に着目し、歯周病病態形成に関わる宿主の
ヘルパーT細胞Th17を誘導する歯周病原細菌由来の抗原を探索した。微生物と宿主の両側から歯周病発症のメカ
ニズムを明らかにすることで、この成果を将来歯周病ワクチンなどの予防や治療分野に応用可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯周病は複合感染による疾患であり、初期段階での自覚が困難でありながら中高年を中心に
罹患率の高い沈黙の疾患である。歯周病が糖尿病などの全身疾患との関わりを持つことが明ら
かとなり関心が高まってはいるものの、慢性感染症である歯周病罹患率が減少傾向に至らない
現状は「健康日本 21」第二次中間報告においても明らかである。 
 Socranskyらは重度歯周炎患者に特徴的に検出される３つの細菌を Red complexと命名した。
この細胞群には、Porphyromonas ginigvalis（以下 P. ginigvalis）、Tannerella forsythia（以下 T. 
forsythia）および Treponema denticola（以下 T. denticola）の偏性嫌気性細菌が該当する。これま
でに細菌学的な視点から、歯周病原細菌の解析は P. gingivalisを中心に、強力なプロテアーゼで
あるジンジパインや FimA線毛などの宿主細胞の侵入・破壊機構や特徴的な LPSによる細菌の
生存戦略や慢性炎症メカニズムなど、多くの報告がなされてきた。培養が困難な細菌として知
られるT. forsythiaもP. gingivalis菌体あるいは産生されたベジクルと共存することで上皮細胞へ
の侵入性を獲得することが報告されている。興味深いことに、歯周局所において Red complex
細菌群は、個々に特有の酵素を持ち、代謝産物を互いに共有し共凝集することで歯周病原性に
関わることが示唆されている。複合感染である歯周病の予防や治療戦略において、Red complex
細菌群の P. gingivalis単独ではなく T. forysythiaおよびT. denticolaを含めた複数の細菌へのアプ
ローチが必要と考えられる。 
 これまでに、歯周病のメカニズムについては、ヘルパーT 細胞欠損マウスが歯周病抵抗性を
示すこと、歯周病患者の口腔内には IL-17を産生する Th17が多く存在することが報告されてい
る。Th17による免疫応答と歯周病病態の関与が示唆されているが、詳細なメカニズムは不明な
点が多い。近年、Th17の生体内における分化が主に小腸であることが報告されたことから、歯
周病は口腔局所の細菌感染のみが要因として成り立つのではなく、腸管が免疫応答の場として
機能し、腸管に達した歯周病細菌よる全身免疫応答を介して分化した Th17 が歯周病の病態形
成に関与する仮説を立てた。 
２．研究の目的 
 本研究は歯周病の発症・増悪のメカニズムを理解するために、口腔局所のみならず腸管を介
した全身における免疫細胞が疾患を制御することを証明するために、本研究代表者がこれまで
に病原因子の分泌機構の研究において対象としてきた Red complexに属する歯周病細菌である
Tannerella forsythia、さらには Treponema deniticola を含め Red complexに属する３つの細菌全て
を研究対象とする。歯周病原細菌と宿主免疫応答の両側面からの網羅的アプローチにより、全
身免疫応答による歯周病原細菌群特異的な免疫制御機構を解明することで、歯周病に対する新
しい治療法やワクチン開発へ向けた分子基盤の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヘルパーT細胞の分化を司る Red complex細菌の T細胞抗原エピトープの同定 
 重度歯周炎において特徴的に検出される Red complex細菌のうち、T. forsythia ATCC43037株
および新たに入手した T. denticola ATCC35405株の２菌種を用いた。いずれもゲノムシーケンス
が終了し、遺伝子操作も可能な株である。ヘルパーT細胞の Th17細胞への分化にかかわる免疫
原性部位の同定のため、これらの歯周病原細菌を以下の手法により細胞分画を行った。菌体を
培養後、遠心・洗浄し、ビーズ破砕を行い、遠心して未破砕菌体を除去後、さらに超遠心、界
面活性剤処理などにより分離し細分画した。培養上清中のタンパク質についてはフィルター処
理後、超遠心により回収した。 
 ヘルパーT細胞の分化は、以下の条件で行った。In vitroにおいて Red complex細菌由来分画
成分を抗原とし、野生型マウスから採取した骨髄由来樹状細胞に提示させ、野生型マウス由来
のヘルパーT細胞の Th17細胞への分化を IL-17A産生を指標に Flowcytometryで評価した。 
 
（２）実験的歯周病モデルマウスの構築 
 経消化管的に P. gingivalis W83株を連続投与し、歯周病原細菌感染による実験的歯周病マウ
スモデルの構築を行った。上顎を対象に実体顕微鏡および μCTでの３次元再構築を行い、歯槽
骨吸収量を測定し歯周病発症の評価を行った。 
 
（３）Red complex細菌反応性ヘルパーT細胞の養子移入よる歯周病発症の解析系の構築 
 P. gingivalis由来の分画成分により誘導された IL-17A-GFPマウス由来のTh17細胞をセルソー
ターで回収する。野生型マウスに養子移入し P. gingivalis を口腔感作させることで、移入した
Th17 の歯周組織への集積を IL-17A-GFP を指標に Flowcytometry で評価する。歯周病病態は実
体顕微鏡および μCTでの３次元再構築を行い評価する。 
 
４．研究成果  
（１）ヘルパーT細胞の分化を司る Red complex細菌の T細胞抗原エピトープの同定 
 In vitroにおいて Red complex細菌由来の分画成分を野生型マウスから採取した骨髄由来樹状
細胞に提示させ、野生型マウス由来のヘルパーT細胞の Th17細胞への分化を IL-17A産生を指
標に Flowcytometryで評価したところ、T. forsythia および T. denticola の２菌種の全菌体抽出物
および分画成分を用いた比較解析の結果、高い IL-17A産生の見られる画分を見出した。 



 これら２菌種から見出された分画成分の Th17 細胞の分化能は、先行研究において見出した
P. ginigvalisでの分画成分を用いた際の分化能には及ばないものの、いずれの３菌種においても
腸管を介した免疫応答を生じさせることで Th17 分化誘導能の上昇を認めることが明らかとな
った。今後は、さらなる分画とプロテオミクス解析の手法を用い、T 細胞抗原エピトープを含
むタンパク質を絞り込み、大腸菌で発現したタンパク質を用いて検証を進め、オーバーラッピ
ングペプチドにより T細胞抗原エピトープを同定する計画である。 
 また、我々の研究グループでは先行する研究において P. gingivalisを対象として約 20種 T細
胞抗原エピトープ候補を見出し、現在解析を進めている。本研究課題において対象としている
T. forsythia は P. gingivalisとともに Bacteroidetes phylumに属する極めて近縁の細菌である。この
P. gingivalisの T細胞抗原エピトープ候補の中には、比較解析の結果 T. forsythia と相同性の高い
アミノ酸配列を有する候補を認めた。相同性の高い配列が T細胞抗原エピトープ配列に該当す
る場合、２種類の歯周病細菌が同一のエピトープ配列を保有し歯周病病態形成に関与する可能
性も示唆される。 
 
（２）実験歯周病モデルマウスの構築 
 腸管を主体とした免疫応答による歯周病病態の評価を目的とし、経消化管的に P. ginigvalis
を投与した歯周病原細菌感染による実験的歯周病マウスモデルにおいて、Red complex 細菌感
作群の歯槽骨吸収量が優位に高い結果を得た。病態形成は口腔に限局したものはなく、腸管に
おける Th17の分化による全身免疫応答により歯周病病態が成立することが示唆された。 
 
（３）Red complex細菌反応性ヘルパーT細胞の養子移入よる歯周病発症の解析系の構築 
 Red complex細菌反応性 Th17の養子移入よる歯周病発症の解析のため、P. ginigvalis由来の分
画成分により誘導された IL-17A-GFP 陽性細胞をセルソーターで回収した。今後は適切なスケ
ールで細胞を回収し、野生型マウスに移入後、P. ginigvalisの口腔感染を行うことで、歯周組織
への移入細胞の集積による病態への影響を評価する。 
 
 以上の解析により、複合感染症である歯周病において、P. gingivalisと同じく重度歯周炎から
特徴的に検出される細菌でありながらも未知な点が多い T. forsythia さらには T. denticola につ
いて細胞分画を行い、Th17分化能を有する免疫原性部位を含む画分を見出した。さらに分画を
進め、プロテオミクス解析による詳細な解析を行い、タンパク質レベルさらにはペプチドレベ
ルでの抗原の探索を行う予定である。複数の Red complex細菌群の解析から得られた T細胞抗
原エピトープ情報は、複合感染による歯周病に対する新たな歯周病ワクチン開発へと応用可能
である。 
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