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研究成果の概要（和文）：本研究は、「歯周病の発症や再発を“Persister”の視点から防ぐ」ことを目的とし
ている。ストレス環境下で生存するためにとるPersisterという細菌の表現型は、口腔病原細菌においても例外
ではなく、これらが歯周病の持続化や、再発の原因となっていると考える。
本研究ではまず、薬剤の効果を高めるためにPersisterを通常の状態に目覚めさせるメカニズムを明らかにし、
更に、Persisterを殺菌する技術を確立することで、歯科治療における新たな知見を示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to prevent the onset and recurrence of periodontal
 disease from the perspective of "persister". persister is a bacterial phenotype that is adopted to 
survive under stressful conditions, and oral pathogenic bacteria are no exception to this phenotype,
 which is thought to be the cause of the persistence and recurrence of periodontal disease.
In this study, we first clarified the mechanism that awakens persister to its normal state in order 
to enhance the effect of drugs, and then established a technique to disinfect persister, thereby 
providing new knowledge in dental treatment.

研究分野：口腔微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は誰しもが起こり得る疾病である。歯周病患者には、治療が奏効せず再発を繰り返し、持続してしまう、
いわゆる慢性歯周炎となる症例をしばしば経験する。その要因の1つとして、Persisterの存在に着目した。薬剤
療法などに耐え得るPersisterは治療後も生存してしまい、これが再増殖することで病気を持続化させていると
考える。本研究は歯周病の持続化や再発がPersisterによるものという仮説の元、歯周病原性細菌が形成する
Persisterのメカニズムを解明し、その排除法を確立することで、新たな口腔内感染症の病態解明や治療・予防
戦略の確立に繋がるものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は、口腔内の細菌感染による歯周組織局所における炎症を主症状とする多因子性疾患で
あり、成人の約８割弱が罹患していると考えられている。また近年、歯周病が全身疾患の原因と
なっていることが明らかになり、臨床上大きな問題となっている。歯周病患者には、治療が奏功
せず、また再発を繰り返し、完治が困難な症例をしばしば経験する。その原因として、口腔内細
菌の多種多様な因子が研究されてきたが、本申請では、その一因として、生体の免疫応答や抗生
物質に対して、抵抗性を示す細菌の“Persister化”に着目する。 
Persister とは微生物集団の一部が代謝的に休止状態をとり、抗生物質や飢餓状態に耐え得る表
現型の細菌と定義されている[Hobby et al., 1942]。Persisterは突然変異等により薬剤耐性を獲
得した細菌とは異なり、遺伝的変化はない。ゆえに Persisterを形成する細菌は常にランダムで
ある。さらにバイオフィルム中では細菌は Persister状態に移行しやすい[Kwan et al., 2013]。
口腔内細菌は、歯周ポケットや歯面でバイオフィルムを形成し、これが歯周病や齲蝕を惹起する。
そのため、デンタルプラーク中の口腔内細菌は Persister化し易いと考えられ、これらが歯周病
の病原性に関与しているのではないかと考える。しかしながら、歯周病原性細菌や齲蝕原性細菌
に対して、Persisterの観点に立った研究はほとんど行われていない。そこで、本申請研究では、
「口腔内細菌の Persister化」に着目した新規の研究領域を開拓することで、歯周病を始めとす
る口腔内の感染症の病態解明や治療・予防戦略の確立に繋がる研究を展開していく。 
 
２．研究の目的 
歯周病は慢性的に進行し、しばしば治療に抵抗性を示すが、その原因として、物理的・化学的障
壁としてのバイオフィルム、そして個々の歯周病原性細菌が有する歯周組織局所での生体の免
疫反応からの多種多様なエスケープ機構があり、それらを中心とした研究が展開されてきた。今
回は、新たなエスケープ機構として、口腔内細菌の Persister化という観点に基づいた研究に着
手していく。これまでの Persisterに関して、口腔内細菌を取り扱った先行研究はなく、本申請
研究は極めて独創的で新規性が高い研究であると考えている。 
また、本申請で明らかにしていく Persister 化やそれを通常のアクティブな状態に移行させる
“目覚め”のメカニズムを明らかにしていくことで、口腔内、特に歯面や歯周ポケットに形成さ
れたバイオフィルム中の Persisterをターゲティングした、より効果的な歯周病の予防法や治療
法の確立が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌 Persister の“目覚め”のメカニズム解明 
これまでの研究で、Persister 化のメカニズムは進められており徐々に解明しつつある。しかし、
Persister 状態の細菌がどのような遺伝メカニズムで通常状態、つまり“目覚め”るのかは明ら
かにされていない。これを明らかにするため、Persister が特に重要とする炭素源を調べた。増
殖に必要不可欠であるアミノ酸や糖を 1 つずつ添加した寒天培地上で Persister の目覚めの速
度や効率を調べた。その中で、重要な炭素源を決定し、次に遺伝子欠損株すべてをスクリーニン
グしてどの遺伝子が Persister の“目覚め”に重要なのかを、顕微鏡を使ったリアルタイムでの
増殖を観察することで明らかにした。 
（２）活性酸素種による Persister の殺菌 
活性酸素種を高濃度・連続的に産生することが出来る、ラジカルベイパーリアクター（RVR）を
用いて、Persister に対する殺菌効果を検証した。大腸菌をリファンピシン（100 µg/ｍL、30 分
処理）で人工的に Persister に誘導し、M9 minimal agar 上に播いて RVR 処理（5 s～120 s）
し、その後 LBを添加することで生存した菌数から殺菌効果を求めた。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌 Persister の“目覚め”のメカニズム解明 
単一細胞の観察を用いて 大腸菌のパーシスターは、自発的にではなく、主に特定の炭素源（ア
ラニンまたはグルコース）を与えられたときに蘇生することを明らかにした。また、パーシスタ
ー細胞が目覚めるメカニズムは、化学走化性とリン酸転移酵素の膜タンパク質による栄養感知
であることがわかった。これは走化性に関連する遺伝子（Trg、Tar、Tsr、Tap、Aer や Che ファ
ミリーなど）の欠損株を用いると増殖の著しい遅延や増殖能の欠損が観察されたためである。逆
にこれらの関連遺伝子を過剰発現させたもの（pCA24N にそれぞれの遺伝子を組み込んだものを
付与）を用いると、増殖すなわち“目覚め”は促進されることを明らかにした。 
さらに、栄養分の輸送は、酵素 IIA を介してセカンドメッセンジャーである cAMP のレベルを低
下させ、この cAMP レベルの低下がリボソームの蘇生と救出につながること、そして蘇生した細
菌は、すぐに栄養分に向かって走化性を開始するが、覚醒には鞭毛の動きは必要ないことを明ら
かにした。つまり、パーシスターは、膜の受容体を介して栄養素を感知し、セカンドメッセンジ
ャーの cAMP を介してリボソームに信号を伝えることで覚醒し、覚醒したパーシスターは走化性



を利用して栄養素を獲得する（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）活性酸素種による Persister の殺菌 
Persister 化した細菌と通常のアクティブな状態の細菌に対して同等の条件で RVR 処理を 120 
sec 行った結果、活性酸素種は、パーシスターに対して、通常のアクティブな状態の細菌よりも
大きな殺菌効果を与えることがわかった（図３）。また、湿度を制御することで産生される活性
酸素種の量がコントロールできることを電子スピン共鳴法で明らかにし、どの活性酸素種が
Persister に効果的かを解析した結果、ヒドロキシルラジカルが最も殺菌効果が高いことを明ら
かにした。UV の照射のみでも Persister やバイオフィルムに対して高い殺菌効果があることが
示されたが、UVが直接当たらない場合では著しくその効果は減少した。ここで RVR による UVと
活性酸素種の同時暴露がそれらの殺菌効果を強力にすることも明らかにした。 
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図２．アラニンとグルコースを介した Persister”目覚め”の遺伝子メカニズム。 

図３．Persisterと通常状態の細菌に対する活性酸素種の殺菌効果 
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