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研究成果の概要（和文）：歯周炎は、polymicrobial infectionである。本疾患の病因解明のため、特定の歯周病原性
菌の組み合わせによるその病原性の変化を解析した。F. nucleatumは、P. micraのバイオフィルム形成を促進していた
。また、P. gingivalisとF. nucleatumの組み合わせでは、P. gingivalisによるF. nucleatumのバイオフィルム形成促
進、F. nucleatumによるP. gingivalisの上皮・血管内皮細胞への侵入性の増加が認められた。これらの結果は、複数
の特定歯周病原性菌増加が相互作用を介し歯周炎の病態に関わっていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is a typical polymicrobial infection. To clarify contribution of 
the bacterial interaction for development of periodontitis, we investigated the effect of co-culture of 
periodontopathic bacteria on virulence of each microorganisms. In the tested microorganisms, F. nucleatum 
enhanced biofilm formation by P. micra, which is predominant microorganism in apical periodontitis. In 
the combination of P. gingivalis and F. nucleatum, which are highly prevalent in chronic periodontitis, 
P. gingivalis enhanced biofilm formation by F. nucleatum, and F. nucleatum enhanced invasion of 
epithelial cells by P. gingivalis. These results suggest that enhancement of virulence by combination of 
the specific periodontopathic bacteria involves development of periodontitis.

研究分野：口腔微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周炎は、細菌因子、宿主因子、環境因子
の組み合わせによって起こる感染症である。
歯周炎は壮年期以降の 30%が罹患する国民
病とも言える疾患であり最終的には歯の喪
失による咀嚼機能の障害、それによる食生活
の変化と審美的な変化により QOL の低下を
も引き起こす。歯科疾患実態調査による結果
は齲蝕の減少に比してその増加傾向を示し
ている。さらに近年の解析によって、歯周炎
は、心血管系疾患、糖尿病等の生活習慣病の
一部や高齢者の誤嚥性肺炎に関連している
事も示されてきている(Adachi, et al., 2002, 
Kinane D & Bouchard P, 2008)。そのため本疾
患の阻止は国民の壮年期以降の健康の維持
のために急務である。本研究では慢性歯周炎
の主要な病因である歯周病菌間の相互作用
からその病因を解明することを目的として
いる。歯周炎は、単独ではなく複数の歯周病
菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 
(polymicrobial infection) である。その病因と
なるデンタルプラークバイオフィルムは、下
図に示すように、レンサ球菌を中心とした
early colonizaer の 定 着 に 引 き 続 き 、
Fusobacterium nucleatum 以降の嫌気性菌を
主とする late colonizaer が細菌同士の付着で
ある共凝集により付着し、定着が起こる
(Kolenbrander PE & London J, 1993)。その結果、
時間と共にその成熟が進み、ブラッシングが

行われなければ通性嫌気性菌主体であった
バイオフィルム中の偏性嫌気性菌が増加し
ていく。慢性歯周炎の原因となる細菌は、late 
colonizaer に含まれるグラム陰性偏性嫌気性
菌群である。特にそのうち Porphyromonas 
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema 
denticola の 3 菌種は、共に慢性歯周炎病巣か
ら高頻度で分離されることから red complex 
と呼ばれ慢性歯周炎の発症に緊密な関わり
を持つことが知られている(Socransky SS, et 
al., 1998)。このように特定の菌群が共に検出
されることは、特定の細菌間での共生作用が
存在することを示唆している。さらにこれら
の菌の定着には、F. nucleatum との共凝集が
重要な役割を果たす。近年、バイオフィルム
の解析の進歩と共に、バイオフィルム中の細
菌が、その細菌密度の上昇と共に autoinducer 
によるコミュニケーション（クオラムセンシ

ング）を行い、それによって病原性が変化し
ていることが明らかにされている(Costerton 
JW, et al., 1999)、口腔細菌においても主にグ
ラム陽性菌で報告がなされている(Kuramitsu 
HK, et al., 2007)。異なった病態の歯周炎では
その菌叢が異なることから、それぞれの病態
では、特有の歯周病菌の共同体（コンソーシ
ア）が病巣に存在すると考えられる。従来の
慢性歯周炎の発症メカニズムの解明は、単独
の菌について解析が行われてきた。しかしこ
れに加え、デンタルプラークバイオフィルム
の細菌叢の変動と変動による複数菌種相互
作用によって引き起こされる病原性の変化
についての解析を行い、より in vivo に近い
状態での病原性解析を行うことが必要とさ
れている。我々の研究グループは、歯周病菌
を中心とした細菌の病原因子の解析および
その相互作用の解析を行ってきた。それによ
って、健常者のデンタルプラークに認められ
る C. ochracea に F. nucleatumが、共凝集によ
って付着し、F. nucleatumのバイオフィルム形
成を C. ochracea の可溶性因子が促進するこ
とを認めている（Okuda T, et al.,投稿中）。P. 
intermedia は、F. nucleatumと共凝集を引き起
こすと共に F. nucleatumのバイオフィルム形
成を促進する(Okuda T, et al.,2011)。このバイ
オフィルム形成促進は、P. intermedia 培養上
清を用いても再現されなかったことから菌
体の直接接触が必要であると考えられた。共
凝集を引き起こす F. nucleatumと P. gingivalis 
でも P. gingivalis が F. nucleaumのバイオフィ
ルム形成を促進していた(Saito A, et al., 2008)。
この作用は可溶性画分によって引き起こさ
れていた。さらにこの 2 菌種の組み合わせに
よる混合感染は、P. ginivalisの上皮細胞への
侵入を促進した。Red complex の T. denticola 
と P. gingivalis の間では、その共凝集には P. 
gingivalis の Arg-gingipain の Hgp44 が関わ
っていた(Ito R, et al., 2010)。これらの解析結
果は、early colonizer と Fusobacterium さらに
それに引き続き定着する歯周病細菌間での
付着とそれに伴う細菌間コミュニケーショ
ンがバイオフィルム内への定着と病原性発
揮に重要な役割を果たしていることを示唆
している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまで得られた結果に基づ
き、F. nucleatumを中心に細菌間コミュニケー
ションに関わる物質とそれによって引き起
こされる病原性の変化を明らかにすること
を目的とする。具体的には 1. F. nucleatum表
層の共凝集因子の同定、2. F. nucleatum遺伝子
発現の解析により、細菌間コミュニケーショ
ンによって引き起こされるバイオフィルム
形成促進に関わる分子を解明する、3. この変
化を引き起こす細菌間の伝達物質の解明を
行う。バイオフィルム形成の促進が認められ
ていているP. gingivalis とC. ochraceaの 2 種
の培養上清を用い、F. nucleatumへ作用を比較



しつつ、その作用の違いを解析することによ
り、バイオフィルム形成を促進している遺伝
子群を解明する。さらに、同調して増加する
遺伝子群の解析によりこれらを調節してい
る転写調節因子を明らかにし、F. nucleatumの
バイオフィルム調節機構を明らかにする。こ
れらの解析により、歯周病菌によるコンソー
シア形成のメカニズムとそれに伴う病原性
の変化への流れを明らかにし、歯周病発症に
関わる細菌の病原性を解明する。さらにそれ
を応用し、歯周病菌バイオフィルム形成阻害
による予防へと展開を試みる。 
 
３．研究の方法 
 共凝集活性測定および菌種間相互作用の
解析 
 供試菌株として、T. forsythia ATCC 43031, T. 
dentico1a ATCC 35405, 33520, 33521， K1, P. 
gingivalis ATCC 33277, F. nucleatum ATCC 
25586, C. ochracea ATCC 33596, ATCC 27872, 
P. micra JCM 12970を用いた。共凝集活性は
Cisarらの視覚による方法と、混合後の菌液の
OD660 の吸光度により測定した。混合培養時
のプランクトニックセルの増殖は OD660によ
り測定し、バイオフィルム形性はクリスタル
バイオレットよる染色後、遊離させた色素量
を OD595測定することにより評価した。 さら
に Two comportment systemを用い、0.2 µｍの
膜を介して共培養し、細菌から遊離する可溶
性画分がプランクトニックセルの増殖と、バ
イオフィルムの形成に与える影響について
検討した。 
 表層プロテアーゼ(dentilisin)および major 
outer sheath protein の共凝集への関与の解析
のため、T. denticola ATCC 33520からdenti1isin
欠損株 KpSano 7、T. denticola ATCC 35405か
ら major outer sheath protein欠損株 DMSP3を
作成した。 
AI-2がバイオフィルム形成に果たす役割 
C. ochracea の AI-2産生に関わる luxS欠損株
を相同組換えにより作成し、そのバイオフィ
ルム形成をクリスタルバイオレットによる
染色、電子顕微鏡および共焦点レーザー顕微
鏡によって比較した。AI-2欠損株については、
Two compartment systemを用い、0.2 µmのフ
ィルターを介して野生株と欠損株を共培養
し、外因性の AI-2による欠損株のバイオフィ
ルム形成の回復が認められるかどうかを解
析した。 
 
４．研究成果 
共凝集 
 歯周炎局所では Red complexと呼ばれる T. 
denticola, T. forsythia, P. gingivalisの 3菌種が
共に高頻度で検出され歯周炎の発症と進行
に重要な役割を果たしている。これら菌群の
バイオフィルム形成に共凝集が関わるため T. 
denticola と T. forsythia の間の共凝集のメカ
ニズムの解析を行った。 
 T. denticola ATCC 35405と T. forsythia 間の

共凝集はT. denticolaの熱処理によって失われ
ることからT. denticolaのリガンドがタンパク
質であることが示唆された。T. denticola の野
生株 3株の共凝集レベルを比較すると、その
程度は dentilisin 活性に比例し、dentilisi 欠損
株 K1, KpSan7は、T. forsythia と共凝集を起こ
さなかった。しかしプロテアーゼインヒビタ
ーによって共凝集活性に変化は認められな
かった。これらの結果から、denilisin は共凝
集に関与するものの、共凝集のリガンドでは
なく、表層タンパクの成熟を通して共凝集に
関与していると考えられた。 
細菌間相互作用 
 歯周病原性菌種間における相乗効果・拮抗
等の相互作用は、菌種組成に影響を与え、歯
周病原性バイオフィルム形成に重要な役割
を果たしている。本研究では、バイオフィル
ム形成における特定細菌間の相互作用とそ
れに関わる分子の解析を目的とし、複数の菌
種間での相互作用について検討を加えた。 
 P. micra は、根尖性歯周炎病巣から高頻度
で分離される。本菌が根尖部で増加するプロ
セスで他菌種とのあいだでどのような相互
作用があるかを明らかにするため本菌と F. 
nucleatum, P. gingialis, C. ochracea との共凝集
およびこれら菌種との混合培養の影響につ
いて解析した。 
 P. micra は、F. nucleatum, P. gingivalis, C. 
ochracea, と共凝集した。P. micra とこれらの
菌種との混合培養を行うと、P. ginigvalisとの
混合培養ではプランクトニックセルの増殖
の促進が認められた。これとは対照的に F. 
nucleatum との混合培養ではバイオフィルム
形成が著明に上昇していた。Two comportment 
systemでは、3菌種とも P. micra のプランク
トニックセル増殖を促進していたが、バイオ
フィルム形成を促進していたのは、 F. 
nucleatum, C. ochracea のみであった。これら
から、F. nucleatumと C. ochracea より遊離さ
れる可溶性物質が P. micra のバイオフィルム
形成を促進することが明らかになった。これ
らにより P. micra が根尖部に定着し、バイオ
フィルムを形成するプロセスにおける他菌
種の関与が示唆された。 
バイオフィルムを形成した細菌間では
autoinducer（AI）によるコミュニケーション
が認められるようになる。AI-2は、AIのうち
菌種を超えて作用を及ぼすことからデンタ
ルプラークのような複数菌種により形成さ
れるバイオフィルム内での細菌間コミュニ
ケーションに重要な役割を果たすと考えら
れている。これを明らかにする目的で C. 
ochracea のバイオフィルム形成に AI-2 が果
たす役割について解析を加えた。 
 C. ochracea の luxS 欠損株のバイオフィル
ム形成は有意に低下していた。共焦点レーザ
ー顕微鏡による解析では、欠損株のバイオフ
ィルムは、高さが不整であり野生株よりも厚
みのある部分と薄い分が存在していた。この
バイオフィルム形成の変化は、野生株由来の



AI-2によっては補完されなかった。そのため
本菌のバイオフィルム形成に luxS は関与す
るものの、その作用は、菌体外に遊離される
AI-2 によるものではなく luxS 欠損による
activated methyl cycle の障害によるものと考
えられた。これらの結果から、本菌の産生す
る AI-2は、本菌には影響を与えず他の菌種に
影響を与える可能性が考えられた。 
共培養による遺伝子発現、病原性の変化 
 共培養によりバイオフィルム形成性の認
められた F. nucleatumと P. gingivalisの組み合
わせでは、共培養による菌のタンパクプロフ
ァイルの変化、病原性の変化について検討し
た。P. gignivalisと共培養した F. nucleatumで
は、およそ 35 kDaのサイズのタンパクの増加
が認められた。このタンパクを質量分析によ
り解析を行うと、F. nucleatumのポーリンタン
パクである FomAであった。Immunoblotによ
る解析で、共培養により FomAの増加が認め
られた。 
 さらに、P. gingivalisの病原性に関わる因子
として、この 2 菌種の共培養による P. 
gingivalisの血管内皮、歯肉上皮への侵入性に
ついて解析を行うと、その上昇が認められた。 
これらの結果から、歯周病原性菌の特定の菌
種の組合わせが、バイオフィルム形成の促進
や、病原性の増加によって慢性歯周炎、根尖
性歯周炎の病態に関わることを示唆するこ
とができた。 
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