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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalis のバイオフィルムを作製し、作製されたバイ

オフィルムにAZMをsub-MICを含む濃度で添加した。AZM添加群および非添加群について、菌

体のタンパクの発現量について検討したところ、浮遊細菌とバイオフィルム遊離細胞の50および

110kDa付近のタンパク発現量に差を認め、質量解析によりグルタミン酸脱水素酵素、ヘマグル

チニンタンパクやRagAタンパクであることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Anti-biofilm effects of azithromycin (AZM) on Porphyromonas gingivalis

were investigated using modified Robbins device. We examined protein expressions of 

AZM-treated/non-treated Porphyromonas gingivalis and found that protein expressions of sub-MIC 

AZM treated planktonic and biofilm-detached cells were different at 50 and 110 kDa. Proteins were 

turned out to be glutamate dehydrogenase,  hemagglutinin protein and RagA protein. 
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１．研究開始当初の背景

バイオフィルムは微生物が産生する菌体外

マトリックスで囲まれた微生物の集合体で、

不活化された表面または生物活性を持つ表

面に形成される。歯や口腔軟組織に形成され

たバイオフィルムはう蝕や歯周炎といった

口腔バイオフィルム感染症の主因であり、歯

科領域では密接な関わりを持つ。また、難治

性根尖性歯周炎罹患歯の根尖孔外からは頻

繁にバイオフィルムが検出され、我々のグル

ープは、根尖性歯周炎の難治化にはこの根尖

孔外バイオフィルムが関与していることを

明らかにした(Noiri et al, J Endodon 28, 679-83, 

2002)。続いて、この根尖孔外バイオフィルム

から高頻度に Porphyromonas gingivalis が検

出されることを報告している (Noguchi et al, 

Appl Environ Microbiol 71, 8738-45, 2005)。(下

図) 

グラム陰性嫌気性桿菌である P. gingivalis 

は、 Treponema denticola や  Fusobacterium 

nucreatum といった他の歯周病原性細菌が歯

周ポケット内で局在を示すのとは異なり、重

度歯周炎患者の歯周ポケット全域より分離

されることが報告されており(Noiri et al, J 

Dent Res 80, 1930-34, 2001, J Dent Res 83, 

941-5, 2004)、辺縁性および根尖性歯周炎の主

要病原性細菌として注目を集めている。

 一般的に、バイオフィルムは浮遊系細菌に

比べ抗菌薬に抵抗性を示すとされており、こ

の薬剤抵抗性がバイオフィルム感染症の治

療を困難にする大きな要因となっている。P. 

gingivalis においても、浮遊系細菌では抑制効

果を示すミノサイクリンとメトロニダゾー

ルがバイオフィルム細菌には著効を示さず、

P. gingivalis バイオフィルムが抗菌薬による

化学的コントロールに抵抗性を示すことが

報告されている (Noiri et al, J Periodontol 74, 

1647-51, 2003)。（下図）

近年、マクロライド系抗菌薬アジスロマイ

シン (AZM) が Pseudomonas aeruginosaに対

し最小発育阻止濃度  (MIC) 以下の濃度

(sub-MIC) でバイオフィルム形成を抑制する

(Ichimiya et al, Chemotherapy 42, 186-91, 1996) 

ことや、Haemophilus influenzae では成熟した

バイオフィルムの減少作用を有する (Starner 

et al, Antimicrob Agents Chemother 52, 137-45, 

2008) ことが報告されている。さらに、P. 

gingivalis においても sub-MICのAZMが線毛

の発現を抑制することが報告され (Lo Bue et 

al, J Antimicrob Chemother 52, 653-7, 1997)、

sub-MIC の抗菌薬の効用に関する研究が進

められている。



一方、申請者は、P. gingivalis バイオフィ

ルムに対する各種抗菌薬の効果についての

検討を行ってきた。その結果、AZM が成熟

した P. gingivalis バイオフィルムに対しても

優れた抑制作用を持ち、sub-MIC においても

成熟バイオフィルムを抑制することを明ら

かにした(第 130 回日本歯科保存学会, 2009, 

IADR 89th General Session & Exhibition, 2011)。

(次頁左上図) 

しかしながら、その作用機序については、未

だ全くもって未解明であり、将来的な臨床応

用のためにも、遺伝子あるいはタンパクとい

った基礎研究レベルでの機序の解明が切望

されている。

２．研究の目的

（１）P. gingivalis バイオフィルムに対する

sub-MIC の AZM 作用時の機序解明のため、

申請者らが既に確立したバイオフィルム系

モデルを用いて、AZM の抗菌効果発現に関

与する遺伝子およびタンパクを明らかにす

る。

（２）P. gingivalis に対する sub-MIC AZM 

作用時の薬剤抵抗性の影響について検討す

る。

３．研究の方法

（１）AZM の抗バイオフィルム作用に関与

するタンパクの同定

①バイオフィルムの作製

嫌気性インキュベーター内で独自に改良を

加えたmodified Robbins device (MRD) および

ペリスタポンプを用い、MRD 中に唾液処理

を施したハイドロキシアパタイト (HA) デ

ィスクを填入し、HA ディスク上にバイオフ

ィルムを作製した。異なる線毛の遺伝子型を

持つ P. gingivalis 381 (線毛の血清型：Ⅰ型), 

HW24D1 (Ⅱ型), 6/26 (Ⅲ型) W83(Ⅳ型) の培

養液を使用し、各種 P. gingivalis 菌株の培養

液を 37℃、流速 3.3ml/分で 14 日間灌流し、

HA ディスク上にバイオフィルムを作製した

(Noiri et al, J Periodontol 74, 1647-51, 2003)。菌

液の交換は 2日毎に行い、作製されたバイオ

フィルムに AZMを sub-MICを含む濃度で添

加し、以下の各種実験に使用した。

②AZM の抗バイオフィルム作用に関与する

タンパクの同定

前記①項の方法を用いて P. gingivalis 381 株

のバイオフィルムを作製し、AZM 添加群お

よび非添加のコントロール群について、菌体

よりタンパクを精製し、二次元電気泳動シス

テムを用いて分離後、AZM 添加/非添加で発

現量に差の認められるものについてゲルか

ら切り出し、抽出した。同様に、sub-MIC 添

加/非添加の P. gingivalisバイオフィルム遊離

細胞および浮遊細菌からもタンパクを精

製・抽出を行い、得られたタンパクについて、

LC-MS/MSを用いた質量解析を行った（外注

委託）。

（２）P. gingivalis に対する sub-MIC AZM 

作用時の薬剤抵抗性の影響

前記①項の方法を用いて各種 P. gingivalis 菌

株のバイオフィルムを作製し、sub-MIC の

AZM 添加/非添加時のバイオフィルム細胞に

対する薬剤抵抗性獲得の有無について、微量

液体培地希釈法 (小酒井ら, Chemotherapy 27, 



559-61, 1979) を用いて MIC 測定を行い確認

した。その際、同じマクロライド系抗菌薬で

あるエリスロマイシン(EM) に対するMICも

測定し、交差耐性発現の有無についても検討

した。

４．研究成果

嫌気性インキュベーター内で独自に改良を加

えたmodified Robbins device (MRD) およびペ

リスタポンプを用い、MRD中に唾液処理を行

ったハイドロキシアパタイト (HA) ディスク

を填入し、HAディスク上に各種

Porphyromonas gingivalis 菌株のバイオフィル

ムを作製し、作製されたバイオフィルムに

AZMをsub-MICを含む濃度で添加した。

Sub-MICのAZM添加/非添加時のバイオフィ

ルム遊離細胞に対する薬剤抵抗性獲得の有無

について、微量液体培地希釈法 (小酒井ら、

日本化学療法学会雑誌 27、559-61、1979) を

用いてMIC測定を行い確認した。その結果、

sub-MIC AZM曝露群のMICは非曝露群より上

昇しておらず、sub-MIC の AZM 曝露により

AZM に対し耐性の獲得を認めなかった。ま

た、同様の手法を用いて同じマクロライド系

抗菌薬であるエリスロマイシン(EM) に対す

るMICも測定し、交差耐性発現の有無につい

ても検討を行った結果、AZM の結果同様、

EMに対しても耐性の獲得は認めなかった。

（表１）

前項の方法を用いてP. gingivalis 381株のバイ

オフィルムを作製し、AZM添加群および非添

加のコントロール群について、菌体よりタン

パクを精製し、二次元電気泳動システムを用

いて分離後、AZM添加/非添加でタンパクの発

現量について検討したところ、主に浮遊細菌

とバイオフィルム遊離細胞の50および110kDa

付近のタンパク発現量に相違がみられた。（図

１）

これらのタンパクについてLC-MS/MSを用い

た質量解析を行ったところ、分子量が約50kDa

のタンパクはグルタミン酸脱水素酵素（gdh）

およびヘマグルチニンタンパク（HagE）であ

り、約110kDaのタンパクはRagAタンパクであ

ることが明らかとなった。（表２）
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