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研究成果の概要（和文）：歯周病は、歯周組織に定着した細菌によって引き起こされる。一部は、歯肉上皮細胞に付着
して定着するが、その機構は十分にはわかっていない。ところで、歯周病関連細菌の多くは、酸素の無い環境（嫌気環
境）で生育する。しかし、歯肉上皮細胞への付着に関する研究は、酸素存在下で行われてきたものばかりである。そこ
で本研究では、嫌気環境下での感染実験系の確立を行った。さらに、歯周病関連細菌で、嫌気性でもあるトレポネーマ
・デンティコラを複数株用い、上皮細胞付着性を含む、種々の病原性について比較解析した。

研究成果の概要（英文）：Periodontal disease is caused by multi-species of bacteria colonizing the 
periodontal tissues. Some species directly adhere to the gingival epithelial cells, but the mechanism is 
not well understood. Periodontitis-associated bacteria generally grow in an oxygen-free (anaerobic) 
environment. However, studies on adhesion to gingival epithelial cells have been performed under aerobic 
conditions. Therefore, in this study, it was conducted to establish a method of the infection experiment 
under anaerobic conditions. In addition, several strains of periodontitis-associated and anaerobic 
bacterium Treponema denticola were comparatively analyzed for some typical pathogenicities including 
adhesive activity to the gingival epithelia.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は、細菌が、歯肉上皮細胞などの歯周

組織に、付着して定着するによって引き起こ

される。また、歯周病の発症に関連する細菌

の多くは、酸素の無い、嫌気性環境でのみ生

育可能な嫌気性細菌である。ところが、歯周

病関連細菌の歯肉上皮細胞への付着／侵入を

検討した研究は、大気条件で行われているも

のばかりである。その理由は、動物細胞の培

養に酸素が必要であるためだが、歯周病関連

細菌の生息環境とは大きく異なり、適当な実

験系とは云えない。 
 
２．研究の目的 
歯周病関連細菌の付着／侵入性をより正しく

評価するために、嫌気環境下での感染実験系

の構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）嫌気下感染実験系の構築 
実験装置全体の概略図を図 1A に示す。酸素

を含んだ新鮮培地を培養容器に送液した。歯

肉上皮細胞（Ca9-22 株）を透過性チャンバー

に播種し、培養容器に浸漬させた（図 1B）。

本チャンバーは底面が透過性の膜フィルター

になっており、底面側から栄養分や酸素を吸

収することができる。透過性チャンバー及び

培養容器は、脱酸素剤（アネロパック）で嫌

気状態にしたタッパウエア様容器内に置いた

（図 1A）。すなわち、上皮細胞の上面は嫌気

（無酸素）状態である。供試細菌は嫌気環境

下の上皮細胞の上面側に接種した。一定時間

培養後、膜フィルターを回収した（図 1C）。

免疫染色後、共焦点レーザー走査顕微鏡にて

観察した。 
 
（2）Treponema denticola の性状比較 
4株の T. denticola［ATCC由来の 35404（#04）、
35405（#05）、33520（#20）および 33521（#21）］
を用いた。増殖は、600 nm 波長光における濁

度で評価した。運動性は、位相差顕微鏡観察

での回転速度、および軟寒天培地内の拡散性

で評価した。形態は透過型電子顕微鏡観察で

検討した。べん毛繊維構成タンパク質（FlaB1、
FlaB2 および FlaB3）の発現は、ウェスタンブ

ロットおよび定量的逆転写PCR法で評価した。

プロテアーゼ活性は発色基質を用いて測定し

た。歯肉上皮細胞（Ca9-22）へ付着性は、3
時間共培養後、顕微鏡下で付着菌数を計数し

て評価した。 
 

４．研究成果 

（1）計画の変更点 

当初は、代表的歯周病関連細菌の

Porphyromonas gingivalis を用いた研究を計画

していた。しかし、本菌は顕微鏡観察するに

は小さく、鮮明な像を捕らえることができな

かった。そこで、他の歯周病関連細菌である

Treponema denticola を用いることにした。本菌

は、スピロヘータに属し、やや長い形態をし

ているので、容易に観察できた。また、本菌

は培地中で回転運動を示すので、嫌気下感染

実験において、その生存活性を容易に判定で

きた。 
 
（2）嫌気下感染実験系での成果 
T. denticola は、本研究で確立した嫌気下感染

実験系において、感染後 24 時間においても、

活発な運動性を維持し、本実験系の有用性の

証拠の一つとなった。同様に、上皮細胞の代

謝活性も、24 時間後でも低下は認められなか

った。T. denticola と上皮細胞の細胞数の比を

100:1 で播種した場合、1 時間後では、わずか

な付着しか認められなかった。3 時間後では

実質的な量の付着が認められ、再現性もよか

った。6 時間後および 12 時間後と継時的に付
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図 1 嫌気条件下でのP. gingivalis感染実験装置の概略。
（A）全体図、（B）培養容器の拡大図、（C）透過性
チャンバーの拡大図。
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着菌数の増加が認められたが、菌数が多すぎ

て、定量的測定が困難となった。24 時間後で

は、明らかな上皮細胞の損傷がみられた。以

上の結果から、付着実験は、3 時間培養後に

評価することにした。 
 
（3）T. denticola 株の比較性状解析 
以下に示す結果は、現在論文準備中のため、

詳細なデータの公表は控えさせてもらう。 
 
①結果 
4 株の T. denticola の性状比較を行った。対数

増殖期までは菌株間に差異はみられなかった

が、定常期で、#05 および#20 の濁度が、#04
および#21 より高値に達した。#04 が最も活発

な回転運動を示し、次に#21 が活発だった。 
#05 および#20 は、ほとんど運動していなかっ

た。軟寒天培地での拡散性は、回転運動性と

ほぼ一致し、#04、#21、#20 および#05 の順に

低下した。透過型電子顕微鏡観察で、#05 お

よび#20 のべん毛は長く伸び、菌体端から突

出したものが高頻度にみられた。FlaB1 発現は、

菌株間に差異はみられなかった。FlaB2 発現は、

#04 で低下がみられた。FlaB3 発現は、#05 お

よび#20 で顕著に高く、次に#21 で、#04 の発

現は低かった。また、#05 および#20 で、FlaB3
の翻訳後修飾の異常が示唆された。キモトリ

プシン様プロテアーゼ活性、および Ca9-22 へ

の付着性が、#04 および#21 に比して、#05 お

よび#20 は、顕著に高値であった。 
②結論 
高運動性（#04、#21）および低運動性（#05、
#20）株が存在した。低運動性の理由の一つと

して、FlaB2 および FlaB3 の発現量および翻訳

後修飾の異常により、べん毛が異常伸長した

ためであることが示唆される。また、今回検

討した種々の性状が、運動性と相関する傾向

がみられた。 
 
（4）その他の成果 
当初計画していたP. gingivalisの線毛機能に関

する研究として、本菌の新規線毛の特徴づけ

を行った。 
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