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研究成果の概要（和文）：歯周病は口腔の主要な感染症であり、その原因となっているのは口腔

内バイオフィルムであるデンタル・プラーク中に存在する細菌である。本研究は、歯周病原性

バイオフィルムの形成に関わる因子について解析するとともに、その形成を抑制あるいはバイ

オフィルム細菌に対して抗菌性を発揮するような機能性タンパク質について検索した。培養細

胞やマウスを用いて、シスタチンやガレクチンなどの機能性タンパク質のバイオフィルム形成

抑制作用や内毒素活性抑制作用などを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Dental plaque, a microbial biofilm formed by multiple organisms 
tightly adhered to the tooth surface, plays a key role in the development of periodontal 
disease. The effect of functional proteins on the periodontopathic biofilm formation was 
determined using the flat bottom of 96-well cell culture plates. Cystatin significantly 
inhibited biofilm formation by some periodontopathic bacterial strains.  Galectins 
markedly suppressed IL-6 induction in human umbilical vascular endothelial cells by 
periodontopathic bacterial endotoxin. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）歯周病は口腔の主要な感染症であり、
その原因となっているのは口腔内バイオフ
ィルムであるデンタル・プラーク中に存在す
る 細 菌 で あ る 。 中 で も Porphyromonas 
gingivalis や Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans などのグラム陰性菌
は病巣から高頻度に分離されており、歯周病
の発症に深く関連している。これらの病原菌
は、バイオフィルムという細菌集団を形成し、
歯周病という感染症を引き起こす。そのため、

歯周病予防の方策を確立するためにも、バイ
オフィルムを標的として検討していく必要
がある。 
（２）近年、歯周病原細菌が心血管系の疾患
など多くの全身疾患にも関連していること
が示唆されてきており、全身の健康のために
も口腔ケアの必要性が強調されるようにな
ってきた。唾液中の抗菌性を示す機能性タン
パク質は歯周病原細菌感染に防御的にはた
らき、宿主の自然免疫に関与するなど、重要
なはたらきを担っていることが示されてい
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る。 
 
２．研究の目的 
 歯周病は、口腔内バイオフィルムであるデ
ンタル・プラーク中に存在する細菌が原因と
なる感染症である。歯周病予防の方策を確立
するためには、バイオフィルムを標的として
検討していく必要がある。歯周病原細菌が多
くの全身疾患にも関連していることが示さ
れ、全身の健康のためにも口腔ケアの必要性
が強調されるようになってきた。 
 口腔感染症の原因となる細菌が実際に生
息するのは、口腔内に形成されるバイオフィ
ルムであることを考慮し、歯周病原細菌バイ
オフィルムをその研究対象とした。バイオフ
ィルム形成に関わる因子について解析し、さ
らには歯周病原性因子との関わりについて
解析を行った。またバイオフィルムモデルあ
るいは、培養細胞やマウスを用いて、機能性
タンパク質のバイオフィルム形成抑制作用
や抗菌性および宿主免疫応答における役割
を解明した。機能性タンパク質としては、今
までのデータが蓄積しているシスタチンお
よびヒスタチンに加えて、生体で重要なはた
らきをしているガレクチンについてもその
多彩な機能を解析した。ガレクチンは、発生
や分化に関わるだけでなく、感染防御でも重
要な役割を担っているβガラクトシドに特
異性のあるレクチンであり、大きく３つのフ
ァミリーに分けることができる。そのうちガ
レクチン-3 は、サルモネラなどの内毒素に作
用することが報告されている。これらのガレ
クチンを含めた機能性タンパク質の歯周病
原細菌内毒素などの病原因子に対する抑制
作用だけではなく、バイオフィルム形成抑制
作用についても明らかした。 
 
３．研究の方法 
 歯周病は、口腔内バイオフィルムであるデ
ンタル・プラーク中に存在する細菌が原因と
なる感染症である。本研究では、バイオフィ
ルム形成に関わる因子について解析し、さら
には歯周病原性因子との関わりについて解
析を行った。バイオフィルムモデル、培養細
胞やマウスを用いて、機能性タンパク質のバ
イオフィルム形成抑制作用や抗菌性および
宿主免疫応答における役割を検討した。 
（１）日本産ウナギ上皮から精製したガレク
チンを用いて、歯周病原細菌バイオフィルム
形成に対する阻害効果を検討した。日本産ウ
ナギ(Anguilla japonica)体表上皮から分
離・精製したレクチン AJL-1 を用いた。
96-well plate上で、単一菌からなるバイオ
フィルム形成への AJL-1 の影響を検討した。
AJL-1 を含む培地に、前培養菌を接種し、嫌
気培養後、クリスタル紫染色法によってバイ
オフィルム形成量を測定した。また浮遊細菌

を用いて、ATP量測定法によって抗菌活性を
検討した。またバイオフィルム形成抑制効果
のみられた A. actinomycetemcomitansの LPS
に対する阻害効果を調べた 
（２）ガレクチンは、多彩な機能をもつレク
チンであり、生体防御にもかかわっている。
ガレクチン-3が A. actinomycetemcomitans 
LPS(lipopolysaccharide)の炎症性サイトカ
イン誘導活性を阻害するか否かマウス脾細
胞を用いて検討した。月齢の異なる（１ヶ月
齢、7 ヶ月齢）C57BL/6および C57BL/6 
(ApoE(-/-) )から調整した脾細胞を用いた。
培養液に A. actinomycetemcomitans Y4 から
精製した LPS単独あるいは LPSとマウスガレ
クチン-3 を同時に加え脾細胞を培養し、17
時間後の培養上清中の IL-6および IFNγ量を
ELISA キットで測定した。 
（３）LPSのヒト培養細胞からの炎症性サイ
トカイン誘導能に対するガレクチン-3の抑
制効果について検討した。また生活習慣病の
病因としてのアルコールおよびニコチンの
ガレクチン-3産生への影響も検討した。ヒト
正常臍帯静脈血管内皮細胞あるいはヒト正
常大動脈内皮細胞の培養液に A. 
actinomycetemcomitans Y4株から精製した
LPS (10 ng/ml)単独あるいは LPSとヒトガレ
クチン-3 (10 µg/ml)を同時に加え細胞を培
養し、17 時間後の培養上清中の IL-6および
IL-8量を ELISA キットで測定した。また培養
液にエタノール(0.01-0.1%)あるいはニコチ
ン(1.25-125 µg/well)を加え、産生されるガ
レクチン-3量を ELISA キットで測定した。さ
らにエタノール添加細胞における LPS刺激に
よる IL-6産生について検討した。 
（４）シスタチンは、動物の体液などに存在
するシステインプロテアーゼインヒビター
であり、骨吸収や組織の炎症などを調節した
り、癌細胞の浸潤と転移を抑制したりするこ
とが知られている。動物由来のシスタチンは、
大きく 3 つのファミリーに分けられており、
ヒトの唾液中に存在するファミリー2シスタ
チンは、歯周病原細菌 P.  gingivalisの増
殖を抑制することが報告されている。本研究
では、唾液に含まれるシスタチン SAの P. 
gingivalisおよび A. 
actinomycetemcomitans増殖に対する抑制効
果について検討した。P. gingivalis 5 株お
よび A. actinomycetemcomitans 5株を、そ
れぞれヘミンおよびメナジオンあるいは
yeast extract を含む Trypticase soy broth
を用いて 24 時間嫌気条件下で前培養した。
発育菌体を 5等分し、それぞれに新しい培地
を加えた。そのうちの 4本にシスタチン SA1
あるいはシスタチン SA2を 1.0 µg/ml、10 
µg/mlずつ加え、1本はコントロールとした。
その後嫌気培養を続け、増殖の状態を ATP 活
性によって確認し、24 時間後の増殖菌量を



 

 

660 nmの吸光度測定により調べた。同様の実
験を 5回くり返し、その平均で評価した。 
 
４．研究成果 
（１）ウナギガレクチン AJL-1 は、 A. 
actinomycetemcomitans 全供試菌株に対して
濃度依存的に有意にバイオフィルム形成を
抑制した(p<0.05) （図１）。しかし、その他
の供試菌に対しては有意な抑制はみられな
かった。バイオフィルム形成抑制効果のみら
れた A. actinomycetemcomitans の LPS に対
する阻害効果を調べた結果、AJL-1 は LPS 刺
激によるヒト正常臍帯静脈血管内皮細胞か
らの IL-6(p<0.01)および IL-8(p<0.05)産生
誘導を有意に抑制することがわかった。 
 

 図１：ウナギガレクチン AJL-1 の A. 
actinomycetemcomitans バイオフィルム形成
抑制効果 
 
（２）ガレクチン-3は、１ヶ月齢のマウス脾
細胞では、LPS のサイトカイン誘導活性を抑
制したが、7 ヶ月齢マウスの場合は、抑制効
果がみられず、加齢に伴いその応答が変化し
た（図２）。また刺激前のサイトカインレベ
ルは、１ヶ月齢よりも 7 ヶ月齢の方が有意
(p<0.05)に高かった。ApoE(-/-)マウスでも、
同様の結果だった。 
 

図２：LPS 刺激によって C57BL/6 マウス脾細
胞から誘導される IL-6 産生におよぼすガレ
クチン-3 の影響 
 

（３）ヒト正常臍帯静脈血管内皮細胞あるい
はヒト正常大動脈内皮細胞を使った実験で
も、A. actinomycetemcomitans LPS刺激によ
るサイトカイン IL-6 産生誘導はガレクチン
-3 によって抑制された。しかし、ガレクチン
-4 は、その誘導活性を助長し、炎症の増悪因
子となることが示唆された。 
 エタノールは濃度依存的にガレクチン-3
産生量を増加させる（図３）とともに、LPS
によるサイトカイン産生誘導を抑制した（図
４）。エタノールによるサイトカイン産生の
抑制は、抗-ヒトガレクチン-3 抗体を加える
ことによってみられなくなった。ニコチンは、
用いた細胞からのガレクチン-3 産生には影
響しなかった。ガレクチン -3 は、 A. 
actinomycetemcomitans LPS に結合し、その
炎症性サイトカイン誘導活性を抑制するも
のと思われる。またエタノールは、内皮細胞
からのガレクチン-3産生を促進し、そのため
LPS の炎症性サイトカイン誘導が抑制される
ことが示唆された。 
 

図３：エタノールのガレクチン-3産生におよ
ぼす影響 
 

図４：LPSの IL-6産生誘導能に対するエタノ
ールの影響 
 
（４）シスタチン SA1 および SA2 とも、1.0 
µg/ml では供試菌の増殖に対して顕著な影響



 

 

を与えなかった。しかし 10 µg/ml では、供
試した A. actinomycetemcomitans 全菌株に
対して（図５）、また P. gingivalis 3 株に
対して増殖抑制効果を示した。本抑制効果は、
シスタチン SA1 の方が SA2 よりも強かった。
供試した両シスタチンとも P. gingivalisお
よび A. actinomycetemcomitans 増殖に対し
て抑制効果を示した。しかし、供試した P. 
gingivalis の菌株の中には増殖を抑制され
ないものもあり、その違いが本菌の有してい
るタンパク質分解酵素活性の違いによるの
かなど検討していく必要があろう。またシス
タチン SA2 は、SA1 と構成アミノ酸が 2 カ所
異なる variant であるが、本増殖抑制効果は
SA1よりも弱かった。 

図５：シスタチン SAの増殖抑制効果 
 
 以上の成果から、歯周病原性バイオフィル
ム形成におよぼすシスタチンなどの唾液タ
ンパク質およびガレクチンなどの機能性タ
ンパク質の抑制効果について明らかにする
ことができた。またそれらのタンパク質は、
歯周病原細菌に直接作用する効果だけでは
なく、それらの細菌が有する代表的な病原因
子である内毒素 LPSに対しても抑制効果を示
すことが明らかになった。これらの成果をも
とにして、機能性タンパク質の歯周病予防へ
の応用へと研究を展開して行けるであろう。 
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