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研究成果の概要（和文）：全身疾患において歯周病細菌によるバイオフィルムが病変部位より検出されることが
知られている。本研究では、心疾患において検出されるPgバイオフィルムが他の主要な歯周病原菌によってどの
ように口腔内バイオフィルムから剥離され血流に乗っているのかを解明していくことを目的とする。歯周病菌の
バイオフィルムに対してPiの培養上清の有効性が示唆された。本研究の成果は慢性歯周炎の進行を阻止し、剥離
された歯周病細菌が血中に播種し心内膜炎等へ波及するとした歯性病巣感染の機序解明と効果的な予防法へと貢
献するものと考えている。

研究成果の概要（英文）：It is known that biofilms caused by periodontal bacteria are detected from 
lesions in systemic diseases. The purpose of this study is to elucidate how Pg biofilms detected in 
heart diseases are detached from oral biofilms by other major periodontal pathogens and enter the 
bloodstream. The effectiveness of the Pi culture supernatant on the biofilm of periodontal bacteria 
was suggested. The results of this study are to elucidate the mechanism and effective prevention of 
dentate lesion infection, which inhibits the progression of chronic periodontitis and disseminated 
exfoliated periodontal bacteria spread in the blood and spread to endocarditis, etc. 

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周病源細菌　P. gingivalis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性歯周炎病変部位におけるバイオフィルム内の歯周病細菌間相互作用に関する理解が深まり、これら相互作用
をターゲットとした新たな歯周病治療法の確立に繋がる。これまでの抗菌療法では歯周病細菌の種類、疾患の状
態に合わせた投薬は難しかったが、この新しい知見により、慢性歯周炎病変部位より検出される主要な歯周病細
菌を標的とした新たな抗菌療法の確立に繋がることが期待される。
さらに、Pgはバイオフィルムから剥離され、血中に入り全身的な病変を引き起こす可能性が示唆されている。こ
れらの研究が進むことにより、歯周病患者の心内膜炎を引き起こすメカニズムの解明に近づき、予防方法が飛躍
的に発展する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯周病は歯肉溝に棲息する細菌によって引き起こされる感染症で、歯周病原細菌が歯周組
織局所に付着し、バイオフィルムを形成して成長することで、発症し重症化していく(*2)。
菌体外多糖からなるグリコカリックスによって保護されたバイオフィルム中の細菌は、抗
菌物質や貪食細胞、免疫グロブリンに対して抵抗性を示して局所に長期に留まり、感染の慢
性化、難治化を招くと考えられている。特に red complex である Porphyromonas gingivalis 
(Pg) 、 Treponema denticola(Td) 、 Tannerella forsythia(Tf) や 、 そ れ 以 外 の Prevotella 
intermedia (Pi)、Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)は代表的な歯周病細菌であ
り、最近は冠性動脈心疾患や脳血管性疾患との関わりにおいて注目されている。しかしなが
ら、複雑なバイオフィルム構造のメカニズムの中で、歯周病細菌間の共生的な関係について
の報告は多くあるが、歯周病細菌間でバイオフィルム中の競合的な報告は少ない。申請者ら
はこれまで、Pg が Aa に対してバイオフィルム形成に優位な関係をもっていることを示し
ている。 
 
Pg ATCC33277 株（Ⅰ型 fimA 菌）が培養上清中に分泌したジンジパイン中の Kgp タンパ
クの分解活性が Aa ATCC29523 株のバイオフィルムの付着を阻害することを明らかにした。
また一方で、Aa のバイオフィルムの凝集に対してはジンジパイン以外の酵素が阻害するこ
とを明らかにし、さらにその酵素はジンジパインによってプロセシングされることで活性
化される酵素であることを見出した。一方で、Pg についても線毛型が６種類(Ⅰ、Ⅰb、Ⅱ、
Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ)あることは明らかにしているが、線毛型のよるバイオフィルム形成の差につい
ては明らかになっておらず、Pg のバイオフィルムに対する他の歯周病原細菌による付着凝
集阻害に関しては明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
これらのどの細菌のプロテアーゼが Pg バイオフィルム剥離に関与しているのか解明し、各
線毛型による被阻害因子について同定していくことによって、心疾患において検出される
Pg バイオフィルムが他の主要な歯周病原菌によってどのように口腔内バイオフィルムから
剥離され血流に乗っているのかを解明していくことを目的とする。これらの関係によって
剥離された歯周病細菌が血中に播種し心内膜炎等へ波及するとした歯性病巣感染の機序解
明と効果的な予防法へと貢献するものと考えている。 
 
３．研究の方法 
 
歯周病菌は羊血液寒天培地(5% defibrinated laked sheep blood、4% tryptic soy agar、
0.5%brain heart infusion、0.1%cysteine、hemin5μg/ml、 menadione 1μg/ml) あるい
は、enriched BHI broth(3.7% brain heart infusion、0.5% yeast extract、0.05%cysteine)に
hemin5 μg /ml、menadione 1 g/ml を含む enriched BHI broth を用いて酸素吸収剤であ
るアネロパック・ケンキ(三菱ガス化学株式会社) を使用し、嫌気的条件下にて 37℃で培
養した。株は寒天培地にて培養した菌体を、enriched BHI broth を用いて、嫌気下、
37℃、24 時間培養した後、対数増殖後期まで達した培養液を新鮮な培地に 10 倍希釈して
二次培養(嫌気下、37℃、24 時間)した。更に、二次培養液を新鮮な培地に 20 倍希釈を



し、細菌数を 3～5×107 個 /ml になるように三次培養(嫌気下、37℃、24 時間)を行っ

た。培養後、三次培養液を遠心分離 (6,000×g、4℃、15 分)で菌体を除去し、各株の培養
上清を回収した。バイオフィルムは 96 穴マイクロタイタープレート、及び細胞培養用滅
菌シャーレ内で三次培養を行い、バイオフィルムを付着させた。培養後、96 穴マイクロタ
イタープレートはバイオフィルムが形成されたウェル内壁から非付着菌を除去するため、
ボルテックスミキサーを用いて 5 秒間振盪し、非付着菌を撹拌除去した。3 ml Phosphate-
bufferd saline にてウェル内壁を洗浄したものをバイオフィルムとして以下の実験に使用し
た。 
各菌のバイオフィルムに対して歯周病菌の培養上清を分注後、37℃1h 静置し、バイオフィ
ルムを PBS で十分に洗浄後、各ウェル に 0.1% Crystal violet 200 μl を添加し、10 分間バ
イオフィルム細菌細胞壁の染色を行い、バイオフィルムを観察した。乾燥後、95% エタノ
ールにて色素抽出を行い、マイクロプレートリーダーを用い、595 nm で吸光度を測定しバ
イオフィルム形成量を測定した。  
 
４．研究成果 
歯周病菌それぞれのバイオフィルムに対して各歯周病菌の培養上清によって処理をしたと
ころ、それぞれの歯周病菌では Pi の培養上清がそれぞれのバイオフィルム量に影響を与え
ることが示唆された。また Pg の培養上清では Fn のバイオフィルム量が増加した。そこで
Pi の培養上清を 50kDa、30kDa、10kDa で限外濾過を行い、再度バイオフィルムに対して
剥離効果を検証したところ、10kDa 以下では剥離効果は認められなかったが、それ以上で
はバイオフィルムに対して影響を与えた。Pi にはシステインプロテアーゼの Interpain A が
あるためこのプロテアーゼにより影響を与えたと考えられるが、他の Pg や Fn などにもプ
ロテアーゼは持っているため、それぞれの防御機構により Pi 以外のプロテアーゼの影響は
受けずにバイオフィルムが維持されるが、Pi の培養上清に関してはそれぞれの防御機構を
受けない可能性が示唆される。そのメカニズム、また Interpain A 以外の因子 MMP2 や
MMP9 などのマトリックスメタロプロテアーゼとの関連も今後検証していく必要がある。 
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