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研究成果の概要（和文）：FDF は細胞内に取り込まれ（侵入し）、ミトコンドリアに到達後酸化

膜電位を上昇させ、最終的に IL-8 の産生を亢進することが明らかになった。歯周炎患者・健常

者（各 21 名）から歯肉溝滲出液を採取し、抗 FDF 抗体価を検討した。その結果、抗体価は健

常者群と比較して歯周炎患者群で有意に高い値を示した。さらに、ポケット深さ・Clinical 
Attachment Level (CAL)，Bleeding on probing の割合の 3 臨床パラメータと坑 FDF 坑体価

とが有意な相関を示し、病態との関連性が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）：The FDF was taken in (or invade) a cell and raised oxidation 
membrane potential after reaching to mitochondria, and it was revealed that the FDF 
finally aggravated production of IL-8. The gingival crevicular fluid from periodontitis 
patients and normal subjects (for each 21) was isolated, and measured the anti-FDF 
antibody titer each. As a result, the antibody titer of periodontitis patients showed 
significantly higher than that of control group. Furthermore, 3 clinical parameters 
(Pocket depth, Clinical Attachment Level (CAL) and Bleeding on probing) are 
correlated with the anti-FDF antibody titer. These results suggest that the titer was 
associated with the condition of patients. 
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１．研究開始当初の背景 
Tannerella forsythia （ T. forsythia ） は 、

Porphyromonas gingivalis, Treponema dinticola
と並び歯周病原細菌“red complex”のメン

バーである。T. forsythia の超音波破砕物をヘ

パリンカラムにて精製した結果、Flow through
分画と Binding 分画に分離した。前者につい

ては細胞死誘導因子（Cytocidal toxin:CCT）と

して申請者らは世界で始めて報告し詳細な

研究を行ってきた。さらに後者は、接着細胞

機関番号：12602 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：21592620 

研究課題名（和文） 歯周病原細菌由来ＦＤＦの細胞への影響及び歯周炎病態への関与の解析

研究課題名（英文）Analysis of the influence on the host cells of FDF derived from periodontopathic 
bacteria and the contribution in the pathogenesis of periodontitis 

 

研究代表者 

荒川 真一（ARAKAWA SHINICHI） 

 東京医科歯科大学・歯学部附属病院・助教 

 研究者番号：20302888 



を剥離させる作用があり、FDF（Forsythia 
Detaching Factor）と命名した。後者につい

ての基礎的性質、歯周炎の臨床症状と関連に

ついては未解明であった。 
 
２．研究の目的 
歯周病原細菌の 1 つである T. forsythia は, 
病原因子が明確となっていない。そこで、病
原性因子の一つと考えられる当該細菌由来
FDF の宿主細胞への影響の解明及び歯周病
病態との関連性を解明する。 
 
３．研究の方法 
① 基礎研究 
FDF をヒト線維芽細胞（TIG-3）に作用させ
た後、細胞質・ミトコンドリア・その他の分
画に分けた。さらに各分画に対して抗 FDF ポ
リクロナール抗体を１次抗体として Western 
blot 分析を行った。特にミトコンドリア分画
に対して、NAD 還元酵素活性を計測した。ま
た、蛍光基質：dihydrotetramethylrosamine を
用い、フローサイトメトリーを用いてミトコ
ンドリアの酸化膜電位を検討した。さらに、
ELISA 法を用いて培養細胞上清中の IL-8 濃
度を計測した。 
 
② 臨床研究 
実験に供した患者および健常者と GCF およ
びプラークサンプル 
東京医科歯科大学歯学部附属病院歯周病外
来を訪れた 37 名の歯周炎患者を本研究に供
した。歯周炎患者は残存歯 20 本以上を有し、
1 / 2 顎において少なくとも 2 歯以上に 4 ㎜
以上の歯周ポケットを有する者とした。30 
名の健常者を対照群とした。両グループにお
いて除外基準を免疫反応に影響を及ぼす可
能性のある重度な全身疾患の既往がないこ
と、過去 6 カ月に歯周治療歴がない者、過去
3 か月に抗生物質を服用していない者とした。
本研究は本学倫理委員会の承認を得ており、
すべての参加者から文書により同意を得た。 
GCF の採取は歯周炎患者より健常部位（PPD 
  3 mm）と歯周炎部位（PPD   4 mm）の 2 か
所から行った。健常者においてはアタッチメ
ントロスが認められず、プロービング時の出
血がない部位より GCF を採取した。GCF は
ペリオペーパーを用いて採取した。GCF 量は
Periotron-6000®を用いて測定した後、Tween
添加リン酸緩衝生理食塩水を用いてペリオ
ペーパーから GCF を溶出した。 
酵素結合免疫吸着法を用いた抗 FDF IgG 抗
体の定量 
GCF 中の抗 FDF 抗体レベルの測定は ELISA
法を用いて行った。要約すると、アビディン
結合 ELISA プレートをビオチン化 FDF でコ
ートし、希釈した GCF サンプルを添加後、
1/20,000に希釈したラビット抗ヒトHRP結合

IgG 抗体を室温にて 1 時間振動下でインキュ
ベートを行った。テトラメチルベンジジン基
質溶液を加えた後、2 M H2SO4を加え反応を
停止した。吸光度を測定し、サンプル中の抗
FDF 抗体量については抗ラビット FDF ポリ
クローナル抗体から得られた検量線から抗
FDF抗体濃度を算出した。抗FDF抗体濃度(ng 
/µl)を以下の式により計算した：総抗 FDF 抗
体量 (ng) / GCF 量 (µl)。本研究においては
IgG 濃度を IgG レベルと標記した。 
細菌学的検討 
歯肉縁下プラークは両グループにおいて
GCF を採取した部位と同一部位より滅菌ペ
ーパーポイントを用いて採取した。各サンプ
ルから核酸を抽出後、T. forsythia 16SrRNA お
よび fdfのプライマーを用いてPCRを行った。 
 
４．研究成果 
① FDF の局在 
上述の３分画に対して Western blot 分析を行
った結果、FDF はミトコンドリアに ky 九剤
していることが明らかになった。 
作用機序の解明 
FDF は、NAD 還元酵素を抑制し、その結果
ミトコンドリア酸化膜電位が上昇すること
が明らかとなった。さらに、酸化膜電位の上
昇によって、炎症性サイトカインである IL-8
の産生が亢進されることが明らかとなった。 
以上の意結果から、T. forsythia 由来 FDF は歯
周組織における炎症の発症と進行に深く関
連していることが示唆された。 
 
② 歯周炎患者（歯周炎部位及び健常部位）
と健常者における抗 FDF 抗体レベル  
37 名の歯周炎患者の歯周炎部位（37 部位）
と健常部位（29 部位）、30 名の健常者の健
常部位（30 部位）より GCF を採取した。歯
周炎患者における歯周炎部位および健常部
位の抗 FDF 抗体レベルの平均値は、両者とも、
健常者の健常部位の抗体レベルより有意に
高値を示した (p < 0.05)。歯周炎患者の歯周
炎部位と健常部位の比較では歯周炎部位よ
りも健常部位において有意に高値を示した(p 
< 0.05)。 
歯周炎患者における GCF 中抗 FDF 抗体レベ
ルと臨床パラメーターの相関関係 
抗 FDF 抗体レベルとサンプル採取部位の臨
床パラメーターとの相関関係を Pearson's 
correlation coefficient を用いて分析した。表 3
に歯周炎患者の歯周炎部位と健常部位の抗
FDF 抗体レベルと PPD,CAL との相関関係を
示した。抗 FDF 抗体レベルと採取部位 PPD
及び CAL の相関係数はそれぞれ- 0.444 と- 
0.437 であり、有意な負の相関系が認められ
た(p < 0.05)。 
ポリメラーゼ連鎖反応による T. forsythia 16S 
rRNA と fdf 遺伝子の検出 



T. forsythia 16S rRNAと fdf 遺伝子は全ての健
常者において検出されなかった。 一方、歯
周炎患者においては T. forsythia 16S rRNA は
歯周炎部位では 37 部位中 18 部位において、
健常部位では 29 部位中 5 部位において検出
された。さらに fdf 遺伝子については歯周炎
部位で 37 部位中 19 部位、健常部位で 29 部
位中 7 部位において検出された。次に歯周炎
患者における全てのサンプル採取部位を T. 
forsythia 16S rRNA と fdf 遺伝子の有無によ
り 2 つのグループに分けたところ、平均 PPD
と CAL は T. forsythia 16S rRNA と fdf 遺伝子
の陽性部位において陰性部位よりも有意に
高い値を示した(p < 0.05)。T. forsythia 16S 
rRNA と fdf 遺伝子の陽性部位における抗
FDF 抗体レベルは両陰性部位のそれより有
意に低い抗体レベルを示した (p < 0.05)。 
 
歯周炎患者における抗 FDF 抗体レベルは健
常者より有意に高い値を示し、これは過去の
報告と一致しているものであった。さらに
我々は歯周炎患者における歯周炎部位と健
常部位の抗 FDF 抗体レベルの比較を行った。
その結果、健常部位においては歯周炎部位に
おけるそれより有意に抗 FDF 抗体レベルが
高いことが明らかとなった(p < 0.05)。これら
の結果は歯周炎患者と健常者における比較
の結果と一見、矛盾していると考えられる。
Kinane らにより GCF 中の P. gingivalis と
Aggregatibactor actinomycetemcomitans に対す
る特異的 IgG、IgA、IgM 抗体を ELISA にて
定量し、歯周ポケットが深い部位ほど又、炎
症が強い部位ほど抗体レベルが低くなって
いることが報告されている。このメカニズム
に関する考察としては、Killian らによって P. 
gingivalisによりヒト IgGと IgAが破壊される
ことが報告されたが、これは細菌により破壊
されたことにより GCF 中の IgG 抗体レベル
が低下した可能性を示唆するものである。
FDF に対する血清由来及び局所産生 IgG 抗体
は歯周炎患者の歯周炎部位においてプロテ
アーゼなどにより破壊されているが、健常部
位では破壊されていない可能性が示唆され
る。 
歯周炎部位の IgG レベルは健常部位より有意
に低かった。さらに fdf 遺伝子が検出されな
かった健常者より歯周炎患者の歯周炎部位、
健常部位の両方において抗体レベルが高い
値を示した。また抗 FDF 抗体レベルと PPD, 
CAL は負の相関関係を示した。これらの事実
から、FDF により中和抗体の産生が誘導され
ている可能生が示唆される。しかし、抗 FDF
抗体の中和活性については現在 GCF サンプ
ルとリコンビナント FDF タンパクを用いて
検討中である。歯周ポケット内の fdf 遺伝子
の検出を試みた結果、fdf 遺伝子は歯周炎に
関連していることが示唆され、この結果は以

前の報告と一致するものであった。 
次に我々は歯周炎患者群における T. forsythia 
16S rRNA と fdf 遺伝子の有無による歯周組
織および抗 FDF 抗体レベルの違いを検討し
た。その結果、平均 PPD と CAL は T. forsythia 
16S rRNA と fdf 遺伝子の陽性部位において
陰性部位よりも有意に高い値を示した(p < 
0.05)が T. forsythia 16S rRNA と fdf 遺伝子の
陽性部位の抗 FDF 抗体レベルは両陰性部位
より有意に低い抗体レベルを示した (p < 
0.05)。これらの結果により IgG 抗体が細菌由
来因子により何らかの方法で破壊されてい
ること、あるいは IgG 産生が減少しているこ
とが示唆される。 
本研究により GCF 中の抗 FDF 抗体レベルと
歯周炎患者および健常者の歯周組織の状態
の関連が示され、FDF が歯周炎に関係する主
要な抗原であることが示唆された。しかし抗
FDF 抗体レベルが歯周炎の診断及び予後の
推定のマーカーとして有効であるか否かを
証明するにはさらなる大規模な患者数によ
る調査が必要である。 
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