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研究成果の概要（和文）：P. gingivalisの口腔内定着定着に関わる分子基盤の解析を行った。F. alocisとP. 
gingivalisとの共存により、F. alocisが放出するアルギニン、アグマチン、オルニチンの濃度が上昇し、P. 
gingivalisの栄養共生に寄与していた。
　歯肉上皮細胞内のP. gingivalis は初期エンドソームに存在し、低分子量GTP結合蛋白質Rab14 とRalA とに共
局在した。本菌はこれらエフェクター因子を能動的に制御し、宿主細胞内での棲息と細胞外脱出等に利用してい
ることが示唆された。
　これらの結果から本菌の口腔定着に関与する分子基盤の一端が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular basis involved in oral colonization of P. 
gingivalis. Coculture with P. gingivalis induced the secretions of arginine, agmatine and ornithine 
by F. alocis, which contributes to nutritional symbiosis of P. gingivalis.  While, the pathogen is 
well known to invade host cells such as gingival epithelial cells. We showed that P. gingivalis was 
first internalized with early endosomes positive for Rab14 and RalA which are members of low 
molecular weitht GTP-binding proteins. Then, the intercellular pathogen was suggested to exploit 
these effector molecules for its intracellular inhabiting and exit from infected cells. 
 These findings suggest the molecular basis utilized by P. gingivalis for oral colonization.

研究分野： 予防歯科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

20～30 歳代で個人口腔常在細菌叢が一旦完成し
た時点での細菌叢の病原性は歯周炎発症の予測
指標となる。加えて、常在細菌叢の経時的な病原
性変化がモニタリングできれば、予測歯科におい
て貴重な情報となる。一方、「宿主防御力」を決め
る遺伝的因子が明らかになれば、格好の予測指標
となる。さらに宿主の環境因子（生活習慣）も重要
な修飾因子である。これらの指標から歯周炎発症
リスクを統合的に評価できれば、高い蓋然性をも
つ歯周炎予測歯科の確立が可能となり、オーダー
メイド予防歯科が実現する。 
２．研究の目的 
本研究では、細菌学的、細胞生物学的、遺伝学的、
疫学的アプローチにより、歯周炎の３つの発症要
因（感染要因・宿主要因・環境要因）のそれぞれに
おいて高い蓋然性をもつ予測指標を探し出し、歯
周炎予測歯科の実現に繋げる。 
３．研究の方法 
①バイオフィルムの栄養共生による高病原化評
価（感染要因）：微孔性メンブレンを用いて上部
に F. alocis、下部に P. gingivalis の同濃度の菌
液を配置させ、共培養を行ない、8 時間後、下部
ウエルから P. gingivalis を回収し、菌体内よりイ
オン性代謝産物を抽出し、キャピラリ電気泳動質
量分析計（CE-TOFMS）を用いて網羅的に代謝
物質を測定した。測定結果の解析には、多変量
解析ソフト SIMCA を用いた。 
②細胞抵抗性（宿主要因）：歯肉上皮細胞への
導入プラスミド DNA として、Rab14、Rab35 をコー
ドするプラスミド DNA を用いた。蛍光タンパク質
ベクターは pEGFP-C1 または pmCherry-C1 
(Clontech) を用いた。トランスフェクション試薬は
FuGENE6 (Promega) を 用 い た 。 感 染 P. 
gingivalis の細胞内動態は共焦点顕微鏡で観
察した。 
③生活習慣・全身疾患からの歯周炎リスク評価
（環境要因）：事業所健診データ（12,000 人）にも
とづき、42 歳時と 46 歳時の同一受診者の経年
データを連結した縦断研究を実施した。また、都
市型コホート研究・吹田研究の 1067,454 人のデ
ータから抽出した 385 名の解析も行った。 
４．研究成果 
①感染要因：F. alocis–P. gingivalis の共培養条
件下では、F. alocis によるアルギニンからシトルリ
ンへの変換が抑制され、菌体内アルギニン濃度
が上昇した結果、①別のアルギニン代謝経路の
産物であるアグマチン産生量の増加、②arcB の
発現低下によるオルニチンの滞留、がおこり、そ
の結果として F. alocis が環境中に放出するアル
ギニン、アグマチン、オルニチンの濃度が上昇し、
これらの代謝物質を受け取った P. gingivalis で
の菌体内濃度が上昇することが示唆された。ア

グマチンは、歯周病菌 P. gingivalis のバイオフ
イルム形成とバイオフイルムからの菌塊のディ
タッチメントを誘導することが我々のこれまでの
研究で確認されていることから、F. alocis と隣
接して存在することにより、歯周ポケット内での
P. gingivalis の挙動が大きな影響を受ける可能
性が示された。 
 
②宿主要因：Rab GTPase を中心に、ヒト歯肉上
皮細胞へ侵入した P. gingivalis の細胞内局在と
の関連を調べた。その結果、感染後 1 時間に
おいて Rab14 が本菌と共局在を示し、活性化
型の変異体である Rab14 Q67L とは顕著な共
局在を示した。一方、非活性化型の Rab14 
S25N とは共局在を示さなかった（図１）。 

 

図１：歯肉上皮細胞に侵入した P. gingivalis と
Rab14 の共焦点顕微鏡像（Bar = 5 μm） 
 
 また、歯肉上皮細胞内の P. gingivalis は、初期
エンドソームのマーカーである EGFP2×FYVE お
よび Rab14 と非常によく共局在を示した（図２）。 

図２：初期エンドソームに存在する P. gingivalis 
と Rab14 の共焦点顕微鏡像（Bar = 5 μm） 
 
 このことより、初期エンドソームに存在する P. 



gingivalis の細胞内輸送に Rab14 が関与する
ことが示唆された。 

最近の線虫を用いた遺伝学的スクリーニング
により、新規の小胞輸送制御因子として Rab 
GTPase ファミリーの一つである Rab35 が同定さ
れ、同じ Rab GTPase である Rab11 非依存性の
新たな膜のリサイクリング経路に機能することが
報告された (Sato et al., EMBO journal, 2008)。
また、ハエを 
用いた分子生物学的解析により、大腸菌のファ
ゴサイトーシスの際に生じる CDC42 の形質膜へ
の再構成に、Rab35 が関与することが報告され
て い る （ Shim et al., Molecular and Cellular 
Biology, 2010）。これまで我々は、歯肉上皮細胞
に 侵 入 し た P. gingivalis の 細 胞 外 脱 出 に
CDC42 が関与することを見出している。そこで、
Rab35 と蛍光蛋白質 mCherry との融合蛋白質
を歯肉上皮細胞に発現させ、P. gingivalis との
共局在を調べた。その結果、歯肉上皮細胞に侵
入した P. gingivalis は Rab35 とよく共局在を示
した（図３）。 

図３：歯肉上皮細胞に侵入した P. gingivalis と
Rab35 の共焦点顕微鏡像（Bar = 5 μm） 

 
また、その共局在率は感染後 3 時間でピーク

を示し、感染後 5 時間にかけ経時的に減少した。
このことから、Rab35 が P. gingivalis の細胞内輸
送に影響を及ぼすことが示唆された。 

 
③環境要因：中年早期の男性において、肥満と
う蝕発症との関連は認められなかったが、肥満
者ではう蝕を放置しやすいこと、う蝕の治療放置
者では治療完了者と比較して、メタボリックシンド
ロームとそのリスクである肥満・高血圧・脂質異

常・高血糖の有病率が高いことが明らかとなっ
た。 
 吹田研究のデータを解析し、歯周病菌の口
腔内定着と、血清脂質の上昇の間に有意な相
関が認められた。 
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