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研究成果の概要（和文）：歯周病の主たる原細菌であるPorphyromonus gingivalis が放出する膜小胞
（Membrane Vesicleメンブレン・ヴェシクル）（以下MV）が病原因子・免疫活性因子を内包していることに着目
し、MVが生体へ与える影響の解明を目的として一連の研究を行った。その結果、膜小胞の特徴的な構造や細胞毒
性、生体へ与える影響が明らかとなってきた。またMVを利用したワクチン開発に着手した。今後、口腔細菌の膜
小胞の解析が歯周病のみならず全身疾患の原因や進行を考える上での重要な鍵となることが推測された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the fact that membrane vesicles (MVs) released by 
Porphyromonus gingivalis, the main causative agent of periodontal disease, contain pathogenic and 
immunologically active factors, and performed a series of studies to elucidate the effects of MVs on
 the body. We performed a series of studies to elucidate the effects of MVs on living organisms. As 
a result, the characteristic structure of membrane vesicles, their cytotoxicity, and effects on 
living organisms have been clarified. We have also started development of a vaccine using MVs. It is
 speculated that the analysis of membrane vesicles of oral bacteria will become an important key to 
understand the cause and progression of not only periodontal disease but also systemic diseases.

研究分野：歯科・口腔外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病の主たる原細菌であるPorphyromonus gingivalis (以下Pg）は、近年歯周病のみならず全身に生ずる様々
な炎症性疾患の発症起点もしくは増悪因子となると考えられているが、その詳細は明らかになっていなかった。
われわれは細菌が放出する膜小胞（メンブレン・ヴェシクル）が病原因子・免疫活性因子を内包していることに
着目し、研究を行った。その結果、膜小胞の特徴的な構造や生体へ与える影響が明らかとなってきた。今後の膜
小胞の解析が口腔細菌と全身疾患の関わりを考える上での重要な鍵となることが推測された。

※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 
歯周病は成人の約 80％という高い罹患率を示し、歯牙喪失の最大の原因となっている。歯周病
の本態は、歯周病原細菌により構成されるバイオフィルムにより惹起される慢性炎症とされて

いるが、実はその発症機構の詳細は未だ不明である。歯周病の主たる原細菌である

Porphyromonus gingivalis (以下 Pg）は、近年歯周病のみならず全身に生ずる様々な炎症性疾患の
発症起点もしくは増悪因子となると考えられている。また、Pg 感染が発がんリスクを上昇させ
ることや、リウマチ性関節炎やアルツハイマー型認知症の密接な関連性も報告された。これらの

全身疾患は言わば社会問題ともなっている。しかし、未だその詳細は明らかとなっていなかった。

このような背景のもと様々な全身疾患の発症や増悪における Pg感染との関わりとそのメカニズ
ムを解明することは急務であった。 
近年、Pg が菌体外に放出する微粒子である細菌由来膜小胞；メンブレンヴェシクル(以下 MV)
が、その安定的なナノ粒子構造体に多種多彩な病原因子と免疫賦活因子を内包していることが

明らかとなった。また Pg-MV は構造安定性が高く、MV に守られた病原因子や抗原は無傷のま
ま標的細胞へ到達する 9。さらにMVは細菌よりもさらに小さいナノ粒子であり、エンドサイト
ーシスにより迅速に細胞内に取り込まれ、血管内皮細胞間隙や血液脳関門も通過が可能と考え

られている。以上より Pg-MVは生体内で細菌由来病原因子の運び屋として機能し、慢性の血管
変性疾患などにおいて局所の微小炎症の誘発に重要な役割を果たす可能性が考えられた。 
申請者は、歯周病のみならず糖尿病・リウマチ性関節炎・末梢動脈疾患・下腿の難治性潰瘍と

いった慢性炎症の成立における PgのMVの深い関連性を想察した。 
 
２．研究の目的 
これを検証すべく、本研究では以下の一連の研究計画を立てた。まずMVが口腔粘膜上皮や血
管内皮を攻撃した時に生じる炎症・免疫応答を包括的に検討する。さらに高速原子間力顕微鏡

を活用し、MV添加による各種細胞の形態変化をリアルタイムでナノイメージングする。一方
で、Pgに由来するMVの高感度検出法を確立し、生体内でのPg-OMVの生体内での遠隔臓器への
移行・蓄積を血管外科のグループとの協力体制のもと、実験モデル動物や実際の歯周病患者、

糖尿病患者、下腿の潰瘍の患者などから臨床検体(唾液・血液・切除組織など)を得て、臨床検
体からのPgの単離やMVの同定を行う。これによって全身疾患発症における口腔細菌の関与と
そのメカニズムを解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
われわれは、以下の様な研究計画を立案した。それぞれの詳細は成果の項目で併せて述べる。 
① MVの回収・MVを用いた細胞培養系実験 
② Pg-OMVの構造解析 
③ Pg-OMV高感度検出法の開発 
④ 実験動物を用いた Pg-OMVの生体内での遠隔臓器への移行・蓄積の検討 
⑤ MVを活用した新たなワクチン開発 
⑥ 臨床検体からのMVの検出 
 
４．研究成果 
① Pg の MVs を含む培養上清や培養上清から単離した MVsを口腔扁平上皮細胞株 Ca9.22 のモ
ノレイヤーに添加すると、細胞がラウンディングを引き起こし、プレート底面から脱離した。一

方、Pg のジンジパイン変異株の培養上清や MVs を Ca9.22 細胞に添加しても、細胞のラウンデ
ィングと脱離は観察されなかった。MVs にはジンジパインが含まれていることが報告されてい
る事からも、以上の結果から、MVs のジンジパインが細胞間接着分子を分解して、細胞のラウ
ンディングと脱離を促すことが示唆された。また、PgのMVsの構造を電子顕微鏡を用いて詳細
に観察したところ。Pg の MVsは、大腸菌などの他の MVsと比べて、表面の粗さが大きいこと
が明らかとなった。さらに、もう一つの歯周病原細菌であるAggregatibacter actinomycetemcomitans 



(以下 Aa 菌) の MVs の分子プロファイリングを行ったところ、Aa の MVs には外膜タンパク 
OmpAが主要タンパクとして存在し、主たる病原因子であるロイコトキシン LtxAが含有されて
いたが、特に LtxA のMVsでの発現量については、Aaの異なる株間において大きく異なること
が明らかとなった。 
② 異なる条件で産生される Pg-OMV を、高速 AFM、及び FE-SEM等の高分解能顕微鏡を用い
た形態構造解析、分子レベルでの組成解析に供試し、比較検討した。その結果、Pg-OMVの産生
様式として、通常の生育過程で産生される様式と、ある種の化学物質などが Pg菌体に作用して
産生誘導される様式の 2通りが存在することが明らかとなった。前者と後者の OMVの組成やそ
の表面の物理化学的特性は異なっており、特に後者の OMV 産生は、Pg の生育に必須の栄養取
得の阻害や、その主たる病原因子であるジンジパイン活性 阻害の両方に関連することが明らか
となった。 
③ OMV高感度検出法の開発として、大腸菌の OMV産生のライブイメージング技術へ応用が期
待されるグラフェンサンドイッチ法に関する基盤的知見を得た。また、レンサ球菌や大腸菌の細

菌膜小胞の産生メカニズムの一端を明らかした。 
④ Pg-OMVの生体内での遠隔臓器への移行・蓄積、その病態形成への関与を BALB/c、C57/BL6、
膵上皮内腫瘍性病変発症、膵癌発症などの複数の系統のモデルマウスを用いて検討した。その結

果、BALB/c系マウスの尾静脈から OMVを投与した実験では、特定の臓器へ蓄積が認められた。
現在その再現性の確認を行っている。膵癌発症の系についても 2024年 3月現在も実験進行中で
ある。 
⑤ MVを活用した新たなワクチン開発に着手した。遺伝毒性因子コリバクチン (CB) を欠損し
たプロバイオティックス大腸菌株の膜小胞の免疫学的特性を動物モデルで調べた。CBを欠損さ
せるとMVのアジュバント活性は向上した。また、同株を用いて、異種抗原を発現させたキメ
ラ型膜小胞を作製し、皮下へ初回投与した後の、皮下または経鼻でのブースター効果を比較し

た。その結果、3回の免疫スケジュールにおいて、2、3回目も皮下投与を行なった場合と比べ、
2, 3回目に経鼻ルートで接種すると、血中でのIgG産生量は同程度だが、血中と粘膜面でのIgA
産生が強く誘導された。以上より、皮下と経鼻のルートを組み合わせることで、メンブレンヴ

ェシクル・ワクチンの効果を向上できる可能性が示唆された。 
⑥慢性炎症性血管疾患に焦点をあて、その原因や増悪因子としてのMVの関与の有無の解明を
目指したが、臨床サンプル入手する段階にまでは至らなかった。 
引き続き研究継続中の研究テーマがあるが、MVの構造解析、細胞障害性および免疫活性化に
関する研究、ワクチン開発に関する研究においては有意義な成果が得られたものと考えられ

る。 
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