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研究成果の概要（和文）：　歯周病細菌が産生する酪酸等の短鎖脂肪酸は、重度の歯周病患者の歯周ポケット内
においては、健常人の10倍程度の高濃度で検出される。また、ヒト培養細胞にアポトーシスを起こす、バイオフ
ィルム形成を促進する、感染ウイルスを活性化する等の作用が示唆されている。本研究課題では、酪酸産生酵素
のリード化合物を利用した短鎖脂肪酸産生の抑制薬物の開発を目指すために、主に歯周病細菌における短鎖脂肪
酸の産生酵素を単離精製し、その酵素学的な特徴を明らかにすることによって、酪酸およびプロピオン酸合成機
構を分子レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The concentration of short chain fatty acids (butyrate et al.), which is 
produced in the periodontal pockets, are approximately ten times more than that in the healthy 
pockets. In addition, butyrate induces apoptosis in human cells, including gingival fibroblasts and 
in T and B cells, and the molecule activates virus infected in human. In this study, to develop the 
medications that are inhibitors for enzymes associated with butyrate production, molecular basis on 
production of butyrate and propionate were elucidated by clarifying the properties of the purified 
enzymes.
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１．研究開始当初の背景 

細菌は様々な代謝産物を産生して、菌体

外に放出することが知られている。代表的な歯

周病原細菌である Porphyromonas gingivalis

の培養上清中に含まれる酪酸等の短鎖脂肪

酸は、上皮細胞や免疫細胞にアポトーシスを

起こして、歯周病の発症や進行に悪影響を与

え、エイズウイルスや EB ウイルスの活性化に

関与している。プロピオン酸や酪酸の歯肉溝

内の濃度は、重度の歯周病患者の歯周ポケッ

トでは健常人の 10 倍程度増加しており、歯周

病のマーカーとしても臨床的に有用であること

が示唆されている。しかし、歯肉溝滲出液の採

取量はわずかなので、従来使用されてきたガ

スクロマトグラフィーとその検出器の検出感度

では、臨床検体を解析することは困難であった。

また、上記ように、酪酸等の短鎖脂肪酸の病

原性についての in vitroな研究や臨床的な研

究は行われてきたが、現在のところ、その産生

に関与する酵素の同定はされておらず、また、

それらの先行研究も純品である酪酸または培

養上清を培養細胞等に exogenousに添加する

ことによって得られたデータであり、歯周病原

細菌における酪酸の働きを正確に理解するの

は困難であった。 

 
２．研究の目的 

i) 歯周病原細菌による酪酸合成のメカニズム

の解明  

現在のところ、酪酸合成メカニズムの詳細

は不明のままである。そこで、本研究課題で、

その合成タンパク質の同定を行い、同タンパク

質の組換えタンパク質を精製し、酵素学的性

質をGC/MSおよび LC/MS比色法を用いて明

らかにする。現時点で、2 種類の候補タンパク

質を GST-融合タンパク質として精製済みであ

る。 

ii) 歯周病原細菌による酪酸がバイオフィルム形

成およびに与える影響と歯周組織への為害性へ

の検討 

酪酸が放線菌等の口腔微生物のバイオフィ

ルム形成を促進するというデータが示唆されてい

るが、そのメカニズム等については不明なままで

ある。酪酸非産生株を用いて、口腔細菌のバイ

オフィルム量の変化を詳細に検討し、その関連タ

ンパク質の同定を 2次元電気泳動と TOF/MS解

析にて行う。 

従来行われてきた免疫細胞や上皮細胞への

為害性の研究は、exogenous に酪酸を添加する

方法で行われており、そのような為害性が酪酸以

外の要因に因るかどうかは不明なままである。上

記の P. gingivalisの酪酸非産生株は、そのような

生体細胞に対する酪酸の再検証するために有用

である。 

 
３．研究の方法 

 本計画は、A. 酪酸産生酵素の産生メカニズム

の解明、B. 歯周病細菌由来の酪酸のバイオフィ

ルム形成や病原性に対する影響の 2つのサブプ

ロジェクトから構成された。3年間の研究期間に

おいて、歯周病細菌の酪酸産生機構に関する遺

伝子発現や酵素学的性質の決定等の基礎科学

的な知見を得ながら、歯周病の発症や進行に与

える影響を検討し、最終的に診断ツールや制御

薬の開発を目指すものである。 

 

４．研究成果 

 pgn0724 遺伝子不活化株の培養上清において、

野生株と比較して酪酸濃度は約 6 割に減少した。

一方で、プロピオン酸濃度は約 6倍に増加した。

また Pgn0724 組換えタンパク質を用い、 

succinyl-semialdehyde と NADH を基質に酵素

反応を行うと、 NADH の消費が確認された。以



上の結果から、P. gingivalisにおいて、

succinyl-semialdehyde から 

4-hydroxybutyrateを産生する反応には

pgn0724遺伝子が関与しており、また NADH

濃度依存的なものであると示唆された。同様の

手法で pgn0723遺伝子の生物学的役割と酵

素学的な特徴について、詳細な結果を得た。 

さらに、組換え PGN_0725、PGN_1341およ

び PGN_1888の機能解析 

 酪酸を産生する腸内細菌である Roseburia 

hominisの酪酸産生に関与するCoA転移酵素

と相同性を示す PGN_0725 (39%)、PGN_1341 

(24%)および PGN_1888 (42%)の組換えタンパ

ク質を、それぞれ、大腸菌を用いて精製した。

butyryl-CoA と酢酸ナトリウムを基質にしてそれ

ぞれの酵素を反応させ、産生された短鎖脂肪

酸をGC-MSにて、acetyl-CoAを比色法にて評

価したところ、いずれの組換えタンパク質も酵

素活性を有し、酪酸と acetyl-CoAを産生した。

一方、propionyl-CoAと酢酸ナトリウムを基質に

したところ、PGN_0725および PGN_1888はプ

ロピオン酸産生活性を有したが、PGN_1341は

有しなかった。 

PGN_0725、PGN_1341および PGN_1888

遺伝子不活化株の作製と機能解析 

 PGN_0725、PGN_1341および PGN_1888遺

伝子をエリスロマイシン、テトラサイクリン、アン

ピシリン耐性遺伝子を用いて不活化し、二重

変異株や三重変異株を含め、７株の変異株を

作製した。それらの変異株から得た粗酵素抽

出液を得て、butyryl-CoAまたは

propionyl-CoA と反応させたところ、PGN_0725、

PGN_1341および PGN_1888遺伝子のいずれ

かを不活化すると、野生株と比較し、酪酸およ

びプロピオン酸の産生能が有意に低下した。

酪酸の産生に関しては PGN_0725を欠損させ

た変異株が、プロピオン酸に関しては

PGN_1888を欠損させた変異株が、他の遺伝

子の欠損株より有意に短鎖脂肪酸の産生能が

低下した 3)。 

 P. gingivalisは糖非発酵性でタンパク質を分解

してエネルギー源にする。そこで、作製した短鎖

脂肪酸の代謝酵素に関与する遺伝子欠損株と、

同菌のプロテアーゼであるジンジパイン活性の関

連を検討したところ、菌体表層のアルギニンジン

ジパインとリシンジンジパインの活性は、上清中

に放出される酪酸の濃度と強い正の相関がみら

れた。 
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