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はじめに

口腔の 2大疾患である歯周病と齲蝕は，細菌感染症

である。歯肉縁下のグラム陰性桿菌とスピロヘータは

歯周炎の発症に重要な関わりを持つことが示されてき

た1,2)。細菌の産生する酸による歯の脱灰という sim-

ple なモデルで説明できる齲蝕に対し，歯周病の発症

には，複数の歯周病原菌の関与に加え宿主の要因や喫

煙等の生活習慣も関るため，その発症のプロセスには

不明な点が多い。慢性歯周炎局所から高頻度に分離さ

れる，Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsy-

thia, Treponema denticolaは，タンパク分解酵素を持

ちそれが歯周病発症に重要な役割を果たすと考えられ

てきた。本稿では，これらの細菌の産生するタンパク

分解酵素の病原性の解析，それを利用した細菌の検出

及び予防への応用について述べる。

Ⅰ．歯周病原菌プロテアーゼによる歯周病原菌の検出

歯周病原性菌はそのほとんどが偏性嫌気性菌である

ため酸素分圧の低い歯肉溝内等の部位に定着，増殖す

る。歯肉縁下の環境ではその増殖の主要な栄養源は歯

肉から滲出してくる歯肉溝滲出液である。歯周病原菌

の一部にはそれを分解し栄養源とするためにプロテ

アーゼを持つものがある。歯周病原菌のうち P. gingi-

valis, T. denticola, T. forsythiaは，慢性歯周炎局所か

ら共に分離されることが多い3-5)。この 3種の細菌は，

アルギニン特異的ペプチダーゼ活性(トリプシン様活

性)を有している。これ以外にトリプシン様活性を有

しているとしては，Capnocytophaga 属の一部の株の

みである6)。この活性の細菌学的診断キットへの応用

は，3 種の歯周病原菌の存在を検出を可能とし，さら

にはそれによる検出が歯周炎の臨床的な指標と一致す

ることを明らかにした7,8)。

高齢者では嚥下反射の低下による唾液の誤嚥の増加

と，防御機構の低下により呼吸器疾患を起こしやすく

なっている9, 10)。インフルエンザは高齢者での致命

率が高いことからその予防の重要性が示されてきてい

る。インフルエンザの感染には，プロテアーゼとノイ

ラミニダーゼの 2種の酵素が重要な役割を果たしてい

る。インフルエンザウイルスが宿主に定着するために

は宿主由来のプロテアーゼ等によってウイルス表面の

赤血球凝集素が切断されることが必要である。この作

用はブドウ球菌由来のトリプシン様活性によっても認

められている。歯周病原性菌のトリプシン様活性も類

似の活性を持つことからその感染に関与する可能性が

考えられる。前述のトリプシン様活性による歯周病原

連絡先：石原和幸

〒 261-8502 千葉県美浜区真砂 1-2-2

東京歯科大学

Kazuyuki Ishihara

Department of Microbiology Tokyo Dental College

1-2-2 Masago, Mihama-ku Chiba 261-8502 Japan

E-mail : ishihara@tdc.ac.jp

3



細菌の検出システムを用いて，高齢者の口腔ケア前後

の唾液中のトリプシン様活性と誤嚥性肺炎およびイン

フルエンザの罹患率について解析を行うと，図 1 に示

すように口腔ケア群では口腔内のトリプシン様活性が

著明な低下を示した11)。同時に肺炎罹患率およびイ

ンフルエンザ罹患率が有意に低下していた。口腔ケア

による肺炎の低下が 2次的にインフルエンザ感染を減

らした可能性も考えられるためさらなる解析が必要で

あるが，この結果は口腔内細菌によるプロテアーゼ活

性がインフルエンザの感染に関与する可能性を示して

いる。

Ⅱ．歯周病原性菌プロテアーゼの遺伝子解析

a．T. forsythia

T. forsythiaは，その歯周炎への関連性が報告され

てきた。しかしその病原性のメカニズムの解析は少な

かった5,12)。本菌はトリプシン様活性を持つことが知

られていたため，本菌のプロテアーゼを解析すること

によって病原性を明らかにする事を試みた。T. forsy-

thiaの genomic library を作成し，1% skim milk を含

む培地を用いたスクリーニングによりペプチダーゼ活

性を持つクローンを得た13)。組み換え大腸菌のペプ

チターゼ活性は嫌気的条件下および DTT の添加に

よって上昇した。クローニングされた遺伝子 prtH は

1,272 bp であり，47.8 kDa のタンパクを code してい

た。組み換え大腸菌の超音波破砕上清の活性は

N-benzoyl-Val-Gly-Arg-p-nitroanilide に特異的であ

り，トリプシン様活性は示さなかった。組み換え大腸

菌の培養上清はヒト赤血球に対し溶血活性を示し，培

養上清を電気泳動後ゲルに 10% ヒト赤血球を含む寒

天を overlay すると，41 kDa 付近に溶血活性が認めら

れた。これらの結果は，prtHが T. forsythiaの新規な

病原性因子であることを示した。本酵素は，Nakajima

らにより付着細胞を遊離させる作用を持つ forsythia

detaching factor の一部であることが明らかにされ

た14)。

b．Treponema denticola

T. denticolaは，らせん型を呈し，その回転運動に

より動く運動性菌である15)。Major outer sheath pro-

tein (Msp)と本菌の表層プロテアーゼは，病原性の中

心的役割を担うことが報告されてきた16)。本菌のプ

ロテアーゼは，窒素源獲得と共に組織への侵入に関わ

ることによって病原性を発揮していると考えられてい

た。このうち表層の chymotrypsin 様プロテアーゼ

は，上皮の基底膜への侵入に関わる重要な病原性因子

と考えられていた17-19)。われわれはこの酵素を精製

し，N-末端のアミノ酸配列を明らかにし，そのクロー

ニングを試みた20)。本酵素をイオン交換クロマトグ

ラフィー，ロトフォア，ゲル濾過により精製すると，

精製されたプロテアーゼは非還元の状態での

SDS-PAGEでは 100kDa付近に近接し重なった 2 本

のバンド，還元状態の SDS-PAGE では 72 kDa, 43

kDa, 38 kDa の 3 本のバンドとして認められた。さ

らなる精製によっても，それ以上の分離精製はできな

いことより，このプロテアーゼは複数のタンパクの複

合体であることが予想された。合成基質による解析で

は精製酵素は，prolyl-phenylalanine の所でタンパク

を切断する活性を持っていた。本酵素はフィブロネク

チン，フィブリノーゲン，IgG，アンチトリプシン等の

タンパクに対して分解活性を示した。

エドマン法によって N-末端のアミノ酸の配列を解

析すると，100 kDa付近の重複したバンドからは，2

種のタンパクの混合物であることを示す結果が得られ

た。これが 72 kDa のタンパクと 43 kDa のタンパク

の N-末端のアミノ酸の配列と一致したため，chymo-
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図 1A 要介護高齢者における口腔ケア開始前後の口腔

内トリプシン様プロテアーゼ活性の変化

図 1B 要介護高齢者での口腔エアのインフルエンザ罹

患率への影響



trypsin 様プロテアーゼは，これらのタンパクの複合

体であると考えられた。この配列に基づいて遺伝子ラ

イブラリーのスクリーニングを行い 2種のクローンを

得た。これらの塩基配列の決定の結果，2 種のタンパ

クは operon を形成していることが明らかになった。

このうち下流に存在する 72 kDa のタンパクをつかさ

どる遺伝子 prtPは，Bacillus subtilisのセリンプロテ

アーゼ subtilisin にアミノ酸レベルで 25.9%の相同性

を示していた。特にその活性中心では活性をつかさど

るアスパラギン酸，セリン，ヒスチジンの 3つのアミ

ノ酸の triad は完全に保存されていた。このタンパク

分解酵素を dentilisin と命名した。その欠損株を作成

すると，chyniotrypsin 様活性が失われたことより

dentilisin が chymotrypsin 様プロテアーゼであること

が証明できた。さらにこの欠損株と野生株での病原性

をマウス側腹部への接種により比較すると，図 2 に示

すように dentilisin欠損株で膿瘍形成能が低下してい

ることから，本酵素が T. denticolaの主要な病原因子

であることが明らかになった21)。

Dentilisin は，上流のタンパクとタンデムに存在し，

operon を形成している。この上流のタンパクの機能

を明らかにする目的で上流のタンパクの sequence の

決定及び欠損株を作成した。dentilisin上流にはおよ

そ 1,917 bp の遺伝子が認められていた。この上流の

遺伝子 prcAは，発現の過程で前半部と後半部の 2 つ

のタンパクに分解されることが明らかにされた22)。

この後半部が 43 kDa タンパクを code する部分で

あった。この上流のタンパクの dentilisin 活性発現へ

の関与を明らかにする目的で，43 kDa のタンパク遺

伝子の部分の欠損株を作成した。得られた欠損株では

43 kDa タンパクの活性と共に dentilisin 活性も失われ

ていた。RT-PCR の解析では，dentilisin 発現が欠損

株で野生株の 50% 程度と減っているがその発現が認

められている事，さらに Limberger ら23)も，欠損させ

た遺伝子の下流の遺伝子発現が影響を受けないことを

報告していることから，dentilisin 活性の消失は 43

kDa タンパクの欠損が原因であると考えられた。こ

の結果は，dentilisin の活性発現には dentilisin が

PrcAと複合体を形成することが必要であることを示

唆している。

c．Dentilisinが免疫応答に与える影響

プロテアーゼはその分解活性により免疫応答のme-

diator 等を分解し免疫に影響を与える。本酵素の，補

体の活性化を介した免疫応答に対する影響に解析を加

えた。ルミノール存在下で本菌にウサギ抗 T. denti-

cola抗体と C5吸収ヒト補体を作用させると多型核白

血球の活性化が認められた。この反応系から抗 T.

denticola抗体を除いても，好中球の活性化が認められ

た。これに対し dentilisin欠損株を用いて同じ実験を

行うと，抗 T. denticola抗体存在下では好中球の活性

化が起こるのに対し，抗体非存在下では好中球の活性

化が認められなかった。Dentilisin の補体成分に対す

る作用を明らかにするため，本酵素を補体に加え 37℃

で 17時間培養し，電気泳動によって解析を行うと，補

体の第 3成分の 110 kDa のα鎖を 37 kDa と 35.5 kDa

のタンパクに分解していた24)。これら結果から denti-

lisin が補体を活性化している可能性が考えられた。

T. denticolaと C5吸収ヒト補体を反応後，上清中の

iC3b を ELISAによって測定すると，iC3b の遊離は，

dentilisin欠損株に比べ野生株で明らかに高くなって

いた。このことは T. denticolaが dentilisin によって

補体を活性化して好中球に作用を及ぼしている事を示

している。補体存在下で好中球に T. denticolaを作用

させ，活性化した好中球からの matrix metallopro-

tease (MMP)の遊離を測定すると，図 3 に示すように

野生株において好中球からのMMP-9の遊離が denti-

lisin欠損株に比べ増加していた。このことは，歯周ポ

ケット内の T. denticolaによる補体の活性化が，好中

球からの MMP-9 産生亢進を引き起こし歯周組織破

壊に関わる可能性を示している。

本菌を末梢血単核球に作用させ培養上清中の炎症性

サイトカインの産生を解析すると，野生株では欠損株

に比べて interleukin 1β (IL-1β), tumor necrosis

factorα(TNFα), interleukin 6 (IL-6)の産生が低下

歯周病原性菌プロテアーゼと歯周炎 5

図 2 T. denticolaプロテアーゼ dentilisin が膿瘍形成

能に与える影響 T. denticola 3x109をマウス側腹

部に接種し形成された膿瘍の面積を測定した。

35405 : T. denticola ATCC35405 (親株)

K1 : T. denticola K1 (dentilisin欠損株)



していた。本菌を作用させた末梢血単核球から

mRNAを抽出し，RT-PCR によって遺伝子発現を解

析すると，これらのサイトカインの発現は野生株，欠

損株共に上昇していた。この結果は，T. denticolaの

刺激によって末梢血単核球は炎症性サイトカインを産

生するが，本菌はこれらを dentilisin によって分解し

ている事を示している。T. denticolaが，炎症性サイ

トカインを遊離させ，炎症を引き起こす事によって滲

出液の増加をもたらし栄養源を確保すると共に，その

部位に定着し生存するため，菌体周囲のサイトカイン

を分解することによりサイトカインの作用を減弱して

防御作用から逃れ生き延びていると考えられる。

Ⅲ．歯周病原菌の atherosclerosisへの関与

歯周病原菌は，冠状動脈疾患をはじめとする他臓器

疾患に関わっていることが示唆されている25)。われ

われは，atherosclerosis への口腔細菌の関与を明らか

にする目的で，大動脈の動脈硬化症病変や，心冠状動

脈の狭窄部のサンプルから歯周病原性の検出を行って

きた。大動脈の動脈硬化症病変では 16S rRNA 遺伝

子部分の PCR による増幅によって T. denticola が

23.1%の頻度で検出され，抗 T. denticola抗体を用い

た免疫組織学的染色によっても抗体の反応が認められ

た26)。心冠状動脈の狭窄部のサンプルからは，P.

gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

T. forsythia, T. denticola, Campylobacter rectus が

21.6, 23.3, 5.9, 23.5, 15.7%の割合で検出された。

さらに図 4に示すように 4 mm 以上の歯周ポケット

を 4 部位以上持つ群とそれ未満の群で比べると P.

gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. denticola

の検出率は歯周ポケットを 4部位以上持つ群のほうが

高くなっていた。これらの結果は歯周炎の進行と共に

歯周病原菌が血管に影響を与える確率が上昇している

ことを示している。

Atherosclerosis形成のプロセスには，マクロファー

ジの血管壁への侵入が key となる。これに関与する

ケモカインのMCP-1 の産生について解析を加えた。

T. denticolaを，ヒト臍帯静脈内皮細胞 (human um-

bilical vein endothelial cell, HUVEC) に感染させて

MCP-1 産生性を調べると，感染後MCP-1 の mRNA

発現が認められた27)。しかし，細胞培養上清には

MCP-1 の上昇が認められなかった。dentilisin欠損株

では培養上清中のサイトカイン産生が認められている
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図 3 Dentilisin による多形核白血球のMMP-9産生誘導

ヒト多形核白血球に T. denticola，抗 T. denticolaウサギ血清，ヒトC5吸収補体を加え培養後，培養上清のMMP-9を測定

35405 : T. denticola ATCC35405 (親株)

K1 : T. denticola K1 (dentilisin欠損株)

Control : 多形核白血球のみ



ことから，産生された MCP-1 が dentilisin によって

分解されていることが明らかになった。これらの結果

は，MCP-1 の産生により T. denticolaが athersclero-

sis形成に関与すると同時にその分解により防御作用

から逃れている可能性を示している。

Ⅳ．歯周病原性菌プロテアーゼワクチンによる歯周

病の制御

P. ginigvalis は慢性歯周炎の主要な病原因子であ

る28)。P. gingivalisは複数のタンパク分解酵素を産生

することが報告され，トリプシン様活性を中心にその

病原性が解析されてきた。トリプシン様活性は

Okamoto らの報告をはじめとする複数のグループか

ら arg-gingipain (Rgp)遺伝子が報告されてから急速

にその全貌が明らかにされ29,30)多様な病原性が明ら

かにされた31,32)。本酵素は，本菌の定着，栄養獲得，

炎症等の多種の機能に関わっている。本酵素に対する

抗体を誘導することによってこれらの作用を阻止すれ

ば歯周炎が予防できる可能性がある。Gingipain には，

トリプシン様酵素と呼ばれてきたアルギニン特異的タ

ンパク分解活性を持つ arg-gingipain (Rgp)とリシン

特異的タンパク分解活性をもつ lys-gingipain (Kgp)

がある。Rgp は触媒ドメインのみにより構成される

RgpBと触媒ドメインに加え赤血球凝集・付着ドメイ

ン を持つ RgpAの 2 種に分かれる。Kgp も触媒ドメ

インとRgpAの赤血球凝集・付着ドメインに相同性の

高い赤血球凝集・付着ドメインを持っている。そのた

め Rgp Aの免疫により RgpA, RgpBの触媒ドメイン

と RgpA, Kgp の赤血球凝集・付着ドメインに対する

抗体を誘導することができるはずである。免疫法とし

ては，DNAを組織に接種し，抗原タンパクを宿主細

胞内で発現させて抗体を誘導するDNA ワクチンを用

いた。RgpA 遺伝子を発現ベクター pVAX1 に挿入

し，得られた rgpA DNA vaccine をマウス腹部皮膚に

1週間毎に 6週間免疫した。血清抗体価を測定すると

6 週間で抗体価がピークに達し33)，得られた抗体は

RgpAのそれぞれのドメインに反応していた。付着に

対する効果を type I collagen スポンジへの付着によっ

て評価すると，得られた抗体によって，P. gingivalis

の付着作用が抑制された。さらにこの血清は Rgp の

タンパク分解活性に対し抑制効果を示していた。本菌

の免疫後 P. gingivalis生菌を皮下に感染させたときの

膿瘍のサイズは明らかに免疫を行ったマウスで小さく

なっていた。

本ワクチンは P. gingivalisの腹腔内感染による致死

作用に対しても防御効果を示した。さらにこのモデル

で，サイトカイン産生についての影響を調べると，免

疫マウスでは，非免疫マウスに比べて感染後 interfer-

onγの産生が抑制されていた。さらに IL-4, IL-6 等の

Th2 type のサイトカイン産生は上昇していた34)。免

疫によって得られる抗体のサブクラスが IgG1, 2b で

あることから，本ワクチンの作用には Th2 type の反

応の誘導が関っていることが考えられた。

歯周炎に対する防御をシミュレーションするため，

P. ginigvalisのマウス口腔感染モデルを用いて歯周炎

の主な症状である骨吸収に対する防御効果についても

検討を加えた。本ワクチンを，腹部皮膚またへ鼻腔に

投与しその効果を比較した。鼻腔免疫では，腹部皮膚

で認められなかった唾液中の sIgA も誘導されてい

た。このワクチンを免疫したマウスに対し P. gingiva-

lis生菌を 2% carboxy methylose に懸濁して 2日おき
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図 4 心冠状動脈狭窄部からの歯周病原菌検出率



に 3回口腔感染させると，図 5 に示すように鼻腔免疫

群，腹部皮膚免疫群ともに非免疫群に比べマウス歯槽

骨吸収の抑制が認められた35)。これらの結果はRgpA

が歯周病予防ワクチン抗原となりうることを示してい

る。

これらの結果は，歯周病原性菌プロテアーゼが歯周

炎の発症のプロセスに重要な役割を果たしていること

を示すと共に，その機能の阻止によって歯周病の発症

を阻止できる事を示唆している。

おわりに

歯周病の病因は細菌，宿主，環境と言った因子が複

雑に絡み合っているため，その病因を明らかにするの

が困難な疾患である。そのため，歯周病の治療には経

験からの視点が優先される傾向がある。しかし，近年

の社会の変化に伴い，残存歯数の増加による口腔環境

の変化が起こり，歯周病の罹患者数は増えることは

あっても減ることがない傾向がある。これに対応し，

歯周病から患者を守っていくためには，従来型の治療

に加え，病因を科学的に把握し，その予後を正確に判

定するためのシステムやその予防のための処置が必要

とされてきている。それらを生み出していくために

は，歯周炎の病態について複数の病因に対する多角的

かつ総合的な研究を推進し，新しい歯周病治療のコン

セプトを生み出していくことが必要だと考えられる。
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