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論文内容要旨 
 

Porphyromonas salivosa（P. salivosa）は，様々な動物の歯肉溝に存在するグラ
ム陰性の偏性嫌気性黒色色素産生細菌であり，ヒト歯周病に深く関わる P. 
gingivalis と同属の菌種である。Porphyromonas 属の菌種に存在する線毛の口腔
内定着と病原性状を明らかにすることは極めて重要な知見になると考えられる。

これまでに P. gingivalis 線毛に関する生物学的性状に関する報告がされている
ことから，P. salivosa に存在する線毛の役割を解明することを目的とした。 
これまでの P. gingivalis の研究結果から，菌体表層に存在する線毛は，口腔内
への付着能を有することが報告されている。また，P. gingivalis 線毛はマクロフ
ァージや線維芽細胞を刺激しサイトカイン産生を誘導し，細菌感染による炎症

反応に関与があることが示されている。しかしながら，P. salivosa 線毛の役割に
ついては，未だ報告が何もされていない。 
本論文では，P. salivosa ATCC 49407 株から線毛タンパク質を精製し，マウス
マクロファージを用いて破骨細胞分化誘導能とサイトカイン産生誘導能につい

て検討し，歯周病の病原因子となりうる可能性について検討した。 
P. salivosa ATCC 49407 株線毛タンパク質の精製は，超音波処理により線毛を
菌体表面から剥離後，40% 硫安により粗線毛を分画し，DEAE sepharose CL-6B 
陰イオン交換クロマトグラフィーにより行った。その後，線毛に対する特異抗体

を作製し，ウエスタンブロット分析と電子顕微鏡観察で確認した。また，25 匹
のネコ血清に対する P. salivosa 全菌体の反応性をウエスタンブロット法で検討
した。破骨細胞分化誘導能は，マウス骨髄細胞と MC3T3-G2/PA6 の共培養系を
用いて，種々の濃度の精製線毛タンパク質で刺激して，破骨細胞の分化誘導能に

ついて検討した。成熟破骨細胞による吸収窩形成能は，マウス骨髄細胞と

MC3T3-G2/PA6の共培養により誘導した前破骨細胞を線毛タンパク質で刺激し，
吸収窩の面積を測定し評価した。サイトカイン産生誘導能は，マウス骨髄細胞由

来マクロファージを線毛タンパク質で刺激後に産生された IL-1β および TNF-α 
量を ELISA 法にて測定した。 
その結果，P. salivosa ATCC49407 株の菌体表層に線毛が存在し，線毛タンパク
質は分子量 60 kDaであることが確認された。また，25匹中 17匹のネコの血清
において 60 kDa 線毛 タンパク質と反応することが確認され，生後 1 年以上の
ネコにおいては，陽性率が 85%であった。また，60 kDa精製線毛タンパク質は，
有意な破骨細胞分化誘導能を有し，成熟破骨細胞による吸収窩の形成を誘導し

た。さらに，マウスマクロファージを濃度依存的に刺激し，炎症性サイトカイン

である IL-1β および TNF-α の産生誘導が確認された。 



 

 

 

以上の結果から，P. salivosa 菌体周囲に存在する 60 kDa 線毛は，歯周組織破
壊に関わる破骨細胞分化誘導能やサイトカイン産生誘導能を有する重要な病原

因子であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

論文審査要旨 
 

Porphyromonas salivosa（P. salivosa）は，様々な動物の歯肉溝に存在するグラ
ム陰性の偏性嫌気性黒色色素産生細菌であり，ヒト歯周病に深く関わる P. 
gingivalis と同属の菌種である。これまでに P. gingivalis 線毛に関する生物学的
性状に関する報告がなされ，菌体表層に存在する線毛は，口腔内への付着能を有

すること，マクロファージや線維芽細胞を刺激しサイトカイン産生を誘導し，細

菌感染による炎症反応に関与があるとされている。本研究は， Porphyromonas 属
の P. salivosa に存在する線毛の役割を，破骨細胞分化誘導能とサイトカイン産
生誘導能について検討し，歯周病の病原因子となりうる可能性を評価した論文

である。 
実験方法は，P. salivosa ATCC 49407 株線毛タンパク質の精製について，超音
波処理により線毛を菌体表面から剥離後，40% 硫安により粗線毛を分画し，
DEAE sepharose CL-6B 陰イオン交換クロマトグラフィーにより行っている。そ
の後，線毛に対する特異抗体を作製し，ウエスタンブロット分析と電子顕微鏡観

察で確認している。また，25匹のネコ血清に対する P. salivosa 全菌体の反応性
をウエスタンブロット法で検討している。破骨細胞分化誘導能については，マウ

ス骨髄細胞と MC3T3-G2/PA6 の共培養系を用いて種々の濃度の精製線毛タンパ
ク質で刺激して，破骨細胞の分化誘導能について検討している。成熟破骨細胞に

よる吸収窩形成能は，マウス骨髄細胞と MC3T3-G2/PA6 の共培養により誘導し
た前破骨細胞を線毛タンパク質で刺激し，吸収窩の面積を評価している。サイト

カイン産生誘導能は，マウス骨髄細胞由来マクロファージを線毛タンパク質で

刺激後に産生された IL-1β および TNF-α 量を ELISA 法にて測定を行っている。
本研究は，線毛タンパク質分子量 60 kDaの結果をもとに，破骨細胞分化誘導能
や炎症性サイトカインの産生誘導について同時に着目している点は評価される

ものである。研究結果として，P. salivosa ATCC49407 株の菌体表層に線毛が存在
し，線毛タンパク質は分子量 60 kDaであること，また 25匹中 17匹のネコの血
清において 60 kDa線毛 タンパク質と反応することが認められ，とくに生後 1年
以上のネコにおいては陽性率が 85%であることを確認している。60 kDa精製線
毛タンパク質は，有意な破骨細胞分化誘導能を有し，成熟破骨細胞による吸収窩

の形成誘導を確認している。さらに，マウスマクロファージを濃度依存的に刺激

した場合，炎症性サイトカインである IL-1β および TNF-α の産生誘導を認めて
いる。以上より，これまで P. salivosa 線毛の役割についての報告はなかったが，
本研究論文は P. salivosa 菌体周囲に存在する 60 kDa 線毛が，歯周組織破壊に関
わる破骨細胞分化誘導能やサイトカイン産生誘導能を有する重要な病原因子で



 

 

 

あることを示した。 
本審査委員会は，すべての教育課程を修了し，教育理念に相応しい成果が認め
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緒 言 

 Porphyromonas salivosa（P. salivosa）は，ヒト歯周病患者の歯周ポケットから

高頻度に分離される Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）と同属の黒色色素

産生グラム陰性嫌気性桿菌である。イヌやネコを含む様々な動物の歯肉溝から

分離されることから 1-3)，イヌやネコの歯周炎との関連性が指摘されている。コ

ンパニオンアニマルの歯周炎は，病因や病態がヒトの場合と同様であり，多く

のイヌやネコが歯周炎に罹患し，年齢の増加に伴い歯周炎が増悪することが報

告されている 4-6)。Norris ら 7)は，イヌやネコにおける歯周炎の病態と P. salivosa

の分離頻度が非常によく相関していることを報告しており，Hardham ら 8)は，

イヌ歯周ポケットより分離された P. salivosa が，マウスを用いた実験的歯周炎

モデルでの歯槽骨吸収を誘導することを報告した。また，P. salivosa はヒトと

同じ霊長類であるサルから分離される P. macacae と同一の菌種であることが

知られている 9,10)。したがって，P. salivosa のヒトへの伝播の可能性を考慮し，

P. salivosa の病原性状について検討することが重要であると考える。 

P. gingivalis は慢性炎症であるヒト歯周炎の主要な病原細菌である 11-14)。細菌

の線毛は，宿主細胞への付着と侵入に関与する重要な細胞構造であり 15-17)，歯

周組織の炎症を誘導することが報告されている 18,19)。P. gingivalis線毛は，細菌

の菌体表面に存在する構造物で，口腔内側の構成要素（歯肉線維芽細胞，上皮

細胞，血管内皮細胞を含めた宿主細胞や唾液タンパク質，常在細菌，細胞外マ

トリックスなど）へ特異的に付着する能力がある 20)。この接着能力は，歯周組
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織破壊を引き起こす重要な病原因子であると考えられる 21)。さらに，Ozaki ら

22)は，P.  gingivalis 線毛がマクロファージや線維芽細胞を刺激しサイトカイン

産生を誘導したことから，歯周炎での炎症反応において，線毛が病原因子とし

て作用することを示唆した。炎症部位で活性化マクロファージなどから産生さ

れるサイトカインである Interleukin-1（IL-1），Interleukin-6（IL-6）および Tumor 

necrosis factor-α（TNF-α）などは，著名な破骨細胞分化と機能の促進作用を持つ

ため骨吸収性サイトカインとも呼ばれている 23)。これらのサイトカインは，骨

芽細胞・ストローマ細胞などの破骨細胞支持細胞において，細胞上に RANKL

発現を誘導するとともに，その可溶化を強力に促進する。可溶型 RANKL は破

骨細胞の分化のみならず，細胞遊走と生存延長に作用する可能性が示唆されて

いる 24-26)。実際，Hamada ら 27)は，P. gingivalis 67 kDa 線毛がマウス腹腔マクロ

ファージを刺激して IL-1α，IL-1β，IL-6ならびに TNF-αの産生を誘導すること

を報告している。これらの結果は，歯周炎における炎症反応の惹起および歯槽

骨吸収に，線毛が重要な役割を果たしていることを示している。 

しかしながら，歯周炎における P. salivosa 線毛の役割はまだ分かっていない。

我々はマウスマクロファージを用いて破骨細胞分化とサイトカイン産生におけ

る線毛タンパク質の役割について検討した。 
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実験材料および方法 

1. 供試菌株及び培養条件 

供試菌は，神奈川歯科大学口腔科学講座微生物感染学分野保有の P. gingivalis 

ATCC 33277 株，P. salivosa ATCC 49407 株を用いた。培養にはブレインハート

インフュージョンブロス（BHI: Becton, Dickinson and Company，NJ，USA）にイ

ーストエキストラクト（5 mg/ml）（Becton, Dickinson and Company），ヘミン（5 

µg/ml）（和光純薬，大阪，日本）およびビタミン K1（10 µg/ml）（和光純薬）を

添加した BHI 培地（BHI 液体培地）もしくは 5% ヒツジ脱繊血（Nippon Bio-

test Laboratories Inc.，埼玉，日本）を含む BHI 血液寒天培地（BHI 血液平板）

を用いて嫌気条件下（15% CO2， 15% H2， 70% N2）（ANX-1，Hirasawa Works，

東京，日本）37ºC で培養した。 

2. 線毛の精製 

 線毛の分離精製は，Yoshimuraら 28)の方法に従って行った。P. salivosa ATCC 

49407 株を BHI 液体培地で 37ºC，18時間嫌気培養した。その後，細菌を 8,000 

rpm，30分間の遠心操作を行って集菌し，20 mM トリス塩酸緩衝液（和光純薬）

（pH 8.0）に懸濁し，繰り返しのピペッティング操作により線毛を菌体表面か

ら剥離した。さらに，INSONATOR 201 M（KUBOTA，東京，日本）を用いて

200 W の出力で 1 分間超音波処理により菌体表層から線毛を機械的に剥離し
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た。菌体から線毛を剥離した分画を 10,000 rpm 4ºC で 30分間遠心分離して未

破壊の菌体を除き，上清に硫酸アンモニウム（和光純薬）を段階的に添加する

ことによって，40% の飽和硫酸アンモニウム塩析操作を行った。沈殿したタン

パク質を 20 mM トリス塩酸緩衝液（pH 8.0）に懸濁し未破壊の菌体を除去する

目的で，10,000 rpm 4ºC で 30分間遠心操作を行い，上清を同緩衝液により 2

日間透析した。粗線毛分画を含有する透析液を 20 mM トリス塩酸緩衝液（pH 

8.0）で平衡化した DEAE Sepharose CL-6B 陰イオン交換カラムクロマトグラフ

ィーにより精製した（GE Healthcare，CT，USA）（20 cm by 1.5 cm）。まず，

透析操作で硫酸アンモニウムを除去したサンプルを DEAE Sepharose CL-6B カ

ラムに添加後，20 mMトリス塩酸緩衝液で洗浄し，次いで 0 M から 0.3 M の

NaCl（和光純薬）の直線濃度勾配で溶出した。各分画のタンパク質含有量は，

280 nm での紫外線波長により測定した。 

3. SDS-PAGE 

DEAE Sepharose CL-6B にて溶出した線毛分画を SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis（SDS-PAGE）により確認した。SDS サンプルバッファー（62.5 

mM トリス塩酸，2% メルカプトエタノール（和光純薬），10% グリセロール

（和光純薬），0.002% ブロムフェノールブルー（和光純薬），pH 6.8）に懸濁

し，5分間 100 ºC で煮沸したものを試料とした。試料は，12% ポリアクリルア
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ミドスラブゲルを用いて，1時間，30 mA の定電流で電気泳動した。その後，

クーマシーブリリアントブルーR-250（和光純薬）と銀染色 II キットワコー（和

光純薬）を用いて染色を行った。分子量マーカーは，precision plus proteinTM 

standards dual color（Bio-Rad, CA, USA）を使用した。 

4. ポリクロナール抗体の作製 

 ポリクロナール抗体の作製は，精製 60 kDa 線毛タンパク質を抗原として

BALB/c マウス（日本 SLC，静岡，日本）を用いて行った。フロイント不完全

アジュバント（Difco，Detroit，MI，USA）を混合した精製タンパク質 50 µgを

複数の部位に皮下接種した。1 週間ごとに複数回接種を行った。最終接種後に

麻酔下で全採血し，遠心操作により血清を分離し，-20ºC で保管した。尚，本研

究は，神奈川歯科大学実験動物倫理委員会によって承認を得て実施した（実験

承認番号 No. 17-026，17-051）。 

5. ウエスタンブロッティング 

 精製タンパク質の確認のため，12% SDS-PAGEによって分離されたタンパク

質をゲルから，PVDF Membranes for Protein Blotting（PVDF メンブレン：Bio-Rad）

に 200 mA の定電流 1時間処理により転写後，非特異性吸着反応を起こさない

ように 1% ウシ血清アルブミン（BSA: Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）を

含む Tris Buffered Saline（TBS溶液：20 mM トリス塩酸 pH 7.4，0.5 M NaCl）を
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用いて，1時間ブロッキング操作を行った。このメンブレンに抗 60 kDa 線毛血

清を一昼夜 4ºC で作用させた。その後，TBS 溶液で洗浄操作を行い，西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（GE Healthcare）を 37ºC で 1

時間作用させた後，余剰の抗体を TBS-Tween 溶液（20 mM トリス塩酸 pH 7.4，

0.5 M NaCl，0.05% Tween）で洗浄し，4-クロロ-1-ナフトール溶液（Sigma）を用

いて検出した。 

6. 電子顕微鏡観察 

 P. salivosa 菌体表層と精製タンパク質の線毛構造物の確認は，透過型電子顕

微鏡で行った。すなわち，18時間培養後 P. salivosa 菌体をリン酸緩衝生理食塩

水（PBS：日水製薬，東京，日本）（pH 7.4）で洗浄し，カーボンコートしたコ

ロジオン膜（日新 EM，東京，日本）のグリット上で 2% 酢酸ウラニルでネガ

ティブ染色後，JEM-100B 型透過型電子顕微鏡（日本電子，東京，日本）で観察

した。また，精製タンパク質も同様の操作を行って観察した。 

7. ネコ血清中の 60 kDa 線毛に対する抗体の検出 

 ネコ血清は横須賀市の小川動物病院から提供していただいた（4 ヶ月～16 歳，

雄 12匹，雌 13 匹）。粗線毛画分のタンパク質を 12% SDS-PAGEによって分離

し，ゲルから PVDF メンブレンに 200 mA の定電流 1 時間処理により転写後，

非特異性吸着反応を起こさないように 1% BSAを含む TBS 溶液を用いて，1時
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間ブロッキング操作を行った。このメンブレンにネコから採取した血清を一昼

夜 4ºC で作用させた。その後，TBS 溶液で洗浄操作を行い，西洋ワサビペルオ

キシダーゼ標識ヤギ抗ネコ IgG 抗体（Invitrogen，CA，USA）を 37ºCで 1時間

作用させた後，余剰の抗体を TBS-Tween 溶液で洗浄し，4-クロロ-1-ナフトール

溶液を用いて検出操作を行った。 

8. 破骨細胞分化誘導能 

破骨細胞分化は，MC3T3-G2/PA6 （PA6）細胞との共培養系を用いて行った。

PA6 細胞は，C57BL/6N マウスの頭蓋新生骨から樹立され，Udagawaら 29)より

提供された。BALB/c マウス大腿骨より無菌的に採取した骨髄細胞（1 × 107 

cells/well）と PA6 細胞（1 × 106 cells/well）を 20% ウシ胎児血清（FBS：Irvine 

Scientific，Santa Ana，CA，USA）， 10−8 M dexamethasone （DEX：Sigma），

2 ng/ml RANKL（Sigma）and 10−8 M 1α,25 (OH)2D3 （活性型ビタミン D3：和光

純薬）を含む α-Minimum Essential Media （α-MEM：Thermo Fisher Scientific, 

Waltham，MA，USA）を用いて 48 well plate（住友ベークライト，東京，日本）

へ播種した。また，精製線毛タンパク質（1.0，0.1，0.01，0.001 µg/ml）または

E. coli lipopolysaccharide（LPS） F583（1.0 µg/ml）（Sigma）を添加し，5% CO2

下，37 ºC にて 7日間培養した。7日間培養後，培養細胞は破骨細胞の酵素のマ

ーカーである酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染色液を用いて染色し
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た。TRAP 染色液はナフトール AS-MX ホスファターゼ（Sigma），ナトリウム

酒石酸塩（Sigma），ファーストバイオレッド LB 塩 （Sigma）により作製し

た。3 核以上の TRAP 陽性細胞を破骨細胞としてカウントした 30)。P. salivosa 

線毛タンパク質を添加していないものをネガティブコントロール，E. coli LPS

を添加したものをポジティブコントロールとした。 

9. 吸収窩形成能 

 吸収窩の測定は Kawata ら 31)の方法にいくつかの変更を加えて行われた。破

骨細胞前駆細胞は以下の通りに準備した。100 mm ディッシュ（Corning Inc.， 

NY， USA）にて 2% Ι 型コラーゲン（新田ゼラチン，大阪，日本），10% FBS，

マクロファージコロニー刺激因子（M-CSF：Sigma），RANKL，DEX，活性型ビ

タミン D3を含んだ α-MEM を用いて BALB/c マウス骨髄細胞を 7 日間培養し

た。マウス破骨細胞前駆細胞をさらに Osteo Assay Surface Multiple Well Plates 

（Corning Inc.）にて RANKL，M-CSF，DEX，活性型ビタミン D3，P. salivosa 線

毛タンパク質または E. coli LPSを含んだ α-MEMを用いて 7日間培養した。培

養後，細胞に 10% 漂白溶液を 5分間作用させ，dH2Oで 2回洗浄した。それぞ

れのウェルを Olympus image analysis system （オリンパス，東京，日本）を使用

して計測した。結果は平均値 ± standard deviation （SD）として表記した。 
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10. サイトカイン産生誘導能 

 BALB/c マウス骨髄細胞を 10% FBSおよび 100 ng/ml M-CSF添加 α-MEM培

地を用いて 16時間 5% CO2 下で培養した。その後，非付着細胞を採取し，同培

地を用いてさらに 2日間培養し，付着した細胞をマウスマクロファージとした。

炎症性サイトカインの産生性の検討は，96 well culture plate （住友ベークライ

ト）を用いてマウスマクロファージ（5 x 105 cells/well）を播種した後，種々の

濃度の P. salivosa 線毛タンパク質あるいは E. coli LPS を添加し 6 時間培養し

た。6 時間後，上清を回収し，サイトカイン測定まで-80ºC で保管した。IL-1β 

と TNF-α のサイトカイン量は Quantikine ELISA （biotechne，MN，USA）を用

いて enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）法にて測定した。試験結果は，

それぞれ作成した検量線を用いて決定した。 

11. 統計学的分析 

破骨細胞分化誘導能と吸収窩の形成誘導能の検定は，Dunnett 検定により，統

計解析ソフト エクセル統計 Bellcurve for excel 2.15（社会情報サービス，東京，

日本）を用いて行った。有意水準は，P < 0.05 および P < 0.01とした。 
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結 果 

1. P. salivosa 線毛タンパク質の電子顕微鏡観察 

 P. salivosa ATCC 49407 株をネガティブ染色し電子顕微鏡観察した結果，菌体

周囲に線毛の存在が確認された（図 1 A）。 

2. 線毛の精製 

 P. salivosa ATCC 49407 株の線毛タンパク質を含む分画をセファロース CL-

6B 陰イオン交換カラムを用いて P. salivosa ATCC 49407 株の粗線毛精製物を分

離，精製を行った。その結果，0.15 M NaCl 濃度で溶出するタンパク質が確認さ

れた（図 1 C）。硫安塩析で得られたタンパク質と精製タンパク質を 12% SDS-

PAGE で確認したところ，分子量 60 kDa の位置に単一バンドとして確認され

た。銀染色を行った結果においても同様に単一のバンドとして確認され，他に

混入物は認められなかった。この精製タンパク質を電子顕微鏡観察したところ，

線毛構造が確認された（図 1 B）。 

3. ウエスタンブロット分析 

P. salivosa ATCC 49407 株と P. gingivalis ATCC 33277 株での 60 kDa 線毛の

存在を確認するため，抗 60 kDa 線毛血清を用いた。その結果，SDS-PAGE で

60 kDa に相当するタンパク質は P. gingivalis ATCC 33277 株では確認されなか

った（図 2 A）。ウエスタンブロット法では，抗 60 kDa 線毛血清は，線毛構造
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物と確認された P. salivosa 精製 60 kDa 線毛のみに反応することが確認された

（図 2 B）。また，P. gingivalis ATCC 33277 株全菌体と反応するバンドは確認さ

れなかった。したがって，P. salivosa ATCC 49407 株線毛タンパク質は，P. 

gingivalis ATCC 33277 株とは抗原性の異なる線毛であることが確認された。 

4. ネコ血清中の 60 kDa 線毛に対する抗体の検出 

P. salivosa の感染を確認するため，25匹のネコ血清を用いて，P. salivosa ATCC 

49407 株粗線毛画分のタンパク質を用いて抗体の有無を検討した。その結果，

25 匹中 17 匹のネコ血清において 60 kDa に相当するタンパク質と反応するこ

とが確認された（図 3）。また，生後 1 年以上のネコにおいては，陽性率 85%，

雄 8 匹，雌 9匹であった。 

5. 破骨細胞分化誘導能 

 BALB/c マウス骨髄細胞を種々の濃度の精製線毛タンパク質または E. coli 

LPS で刺激し，破骨細胞の分化誘導能を検討した。破骨細胞分化は 60 kDa 精

製線毛タンパク質により有意に増強された（図 4）。処置後の多核の TRAP 陽性

細胞数は，1.0 µg/mlにおいて 551.67 ± 36.81 cells/well，0.1 µg/mlにおいて 312.00 

± 24.18 cells/well，0.01 µg/mlにおいて 174.67 ± 33.69 cells/well，0.001 µg/mlにお

いて 90.33 ± 7.36 cells/well，非刺激時において 56.00 ± 14.31 cells/well，E. coli LPS 

1.0 µg/mlにおいて 481.00 ± 15.25 cells/wellであった（図 5）。P. salivosa 精製線
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毛タンパク質は 1.0 µg/ml の濃度において，E. coli LPS と同等の破骨細胞分化

誘導能を示した。1.0 µg/ml 線毛タンパク質の刺激により破骨細胞形成は最大と

なり，非添加時と比較し 9.85倍となった。 

6. 吸収窩形成能 

吸収窩の測定は，マウス骨髄細胞と PA6の共培養により誘導した前破骨細胞

を 60 kDa線毛タンパク質で刺激し，吸収窩の面積を測定することで評価した。

吸収窩の形成は，すべてのウェルで確認された（図 6）。吸収窩総面積は，精製

線毛タンパク質 1.0 µg/ml において 12.78 ± 1.57 mm2，0.1 µg/ml において 13.55 

± 0.96 mm2，0.01 µg/ml において 9.30 ± 0.33 mm2，0.001 µg/ml において 8.53 ± 

1.15 mm2，非刺激時において 3.06 ± 0.56 mm2，RANKL 30 ng/ml において 9.97 ± 

0.96 mm2 であった（図 7）。 

7. サイトカイン産生誘導能 

 サイトカイン産生誘導能は，マウス骨髄細胞由来マクロファージを種々の濃

度の線毛タンパク質で刺激後，培養上清中に産生された IL-1β および TNF-α 量

を ELISA 法にて測定した。 IL-1β の産生は，精製線毛タンパク質 1.0 µg/mlに

おいて 64.99 ± 5.64 pg/ml，0.1 µg/mlにおいて 11.21 ± 1.17 pg/ml，0.01 µg/mlに

おいて 0.00 ± 0.30 pg/ml，非刺激時において 0.00 ± 0.61 pg/ml，E. coli LPS 1.0 

µg/mlにおいて 161.55 ± 10.80， TNF-αの産生は，1.0 µg/mlにおいて 4270.30 ± 
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45.45 pg/ml，0.1 µg/mlにおいて 1076.91 ± 66.54 pg/ml，0.01 µg/mlにおいて 11.00 

± 1.41 pg/ml，非刺激時において 0.00 ± 0.56 pg/ml，E. coli LPS 1.0 µg/mlにおいて

1683.73 ± 170.80 pg/ml であった（表 1）。TNF-α 産生量は精製線毛タンパク質

1.0 µg/mlにおいて同濃度の E. coli LPS と比較し，2.5倍の値を示した。また，

IL-1β 産生量は，同濃度の E. coli LPS と比較し 0.4倍であったが，非刺激時と

比較すると有意に高かった。 
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考 察 

コンパニオンアニマルの歯周炎の臨床症状は，ヒトと同様に歯肉の炎症，歯

周ポケットの増加，アタッチメントロスと歯槽骨吸収によって特徴づけられる。

したがって，歯周炎はヒトだけでなく，コンパニオンアニマルにおいても重大

な疾患と考えられる。近年，歯周炎において重要な病原細菌と考えられる黒色

色素産生嫌気性菌である Porphyromonas 属のいくつかが，動物の口腔から分離

されており，その病原性状について検討する必要があると考えられる。Sasaki 

ら 32)は，イヌ歯周炎の病原細菌とされる P. gulae が保有する 41 kDa 線毛には，

マウス骨髄細胞の破骨細胞への分化能およびサイトカイン産生誘導能が認めら

れることを報告している。 

本研究において，Porphyromonas salivosa ATCC 49407株の菌体表層には線毛

構造物が存在することが電子顕微鏡観察により明らかとなり，DEAE Sepharose 

CL-6B 陰イオン交換カラムクロマトグラフィーで精製線毛タンパク質を得る

ことに成功した。SDS-PAGE において得られた精製線毛タンパク質は，分子量

60 kDaであり，単一バンドとして確認された。このタンパク質は，P. gingivalis 

菌体には存在しないことが SDS-PAGE と抗 60 kDa 線毛血清を用いたウエスタ

ンブロッティングにおいて確認された（図 2）。このことから，P. salivosaの 60 

kDa 線毛タンパク質は P. gingivalis 菌体に存在する線毛タンパク質とは分子量
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と抗原性が明らかに異なるタンパク質であることが判明した。 

ネコ血清中の 60 kDa 線毛タンパク質抗体の検出では， 25匹中 17匹のネコ

血清において 60 kDa に相当する線毛タンパク質と反応することが確認され， 

生後 1 年以上のネコにおいて陽性率 85% で検出されたことから（図 3），加齢

により多くのネコが P. salivosa に感染していることが判明した。P. salivosa 60 

kDa 線毛抗体に対する抗体が確認されない 8 匹のネコは 62.5% が生後 1 年未

満であり，P. salivosa の感染が認められていないと考えられた。 

P. gingivalis 線毛は，ヒト歯肉線維芽細胞やマウス腹腔マクロファージを刺激

して炎症性サイトカインを誘導することが報告されている 27,33)。破骨細胞分化

誘導能では，60 kDa 線毛タンパク質の添加により濃度依存的に破骨細胞数の増

加が認められ，1.0 µg/ml 濃度の線毛タンパク質は同濃度の E. coli LPS F583 よ

りも破骨細胞分化誘導能が高く認められた（図 4，5）。また，吸収窩の形成は，

60 kDa 線毛タンパク質の添加により有意に吸収窩面積の拡大が認められ（図 6，

7），60 kDa 線毛タンパク質の濃度に依存して増強された（P < 0.01）。これらの

結果は，P. salivosa 60 kDa 線毛には P. gingivalis 線毛や P. gulae 線毛と同様に

歯周炎における歯槽骨吸収を惹起する可能性があることを示唆している。 

炎症性サイトカインは，歯周炎における歯槽骨吸収に関与していることが報

告されている 34,35)。特に，IL-1 および TNF-α は単球・マクロファージから産
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生され，骨芽細胞の RANKL 発現を増強することで破骨細胞の分化を誘導する

ことが知られている 36)。本研究においても，マウスマクロファージによる IL-

1β および TNF-α 産生は，60 kDa 線毛タンパク質の添加により有意に産生誘導

が認められた（表 1）。 

以上の結果から，P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質は，破骨細胞への分化誘

導能，吸収窩形成能ならびに骨吸収性サイトカイン産生を誘導することにより，

歯周炎の発症および増悪に関係していることが示唆された。 
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結 論 

P. salivosa の 60 kDa 線毛タンパク質について検討した結果，以下の結論を得

た。 

1. DEAE Sepharose CL-6Bカラムを用いて精製された P. salivosa 線毛は，推定

分子量 60 kDa のタンパク質であった。 

2. 電子顕微鏡観察から，精製 60 kDa タンパク質は線毛構造として確認され

た。 

3. P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質は，P. gingivalis には存在せず，P. gingivalis 

線毛タンパク質とは分子量と抗原性の異なることが明らかとなった。 

4. ネコ血清中の 60 kDa 線毛タンパク質に対する抗体は，多くのネコに感染し

ていることと抗原性を有していることが判明した。 

5. 破骨細胞分化誘導能，吸収窩の形成能と炎症性サイトカイン産生能が濃度

依存的に認められた。 
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付図説明 

図 1 電子顕微鏡像 

P. salivosa ATCC 49407 株菌体表面に線毛構造が確認された（A）。60 kDa精製

線毛タンパク質の電子顕微鏡像（B）と SDS-PAGE像（C）。S，スタンダードプ

ロテイン；レーン 1，P. salivosa 粗線毛画分；レーン 2，60 kDa 精製タンパク

質。 スケールバー：200 nm。 

 

図 2  P. salivosa 線毛のウエスタンブロッティング分析 

P. gingivalis ATCC 33277 株 ，P. salivosa ATCC 49407 株を 12% SDSポリアクリ

ルアミドゲルを用いて電気泳動を行った（A）。レーン 1，P. gingivalis ATCC 

33277 ；レーン 2，P. salivosa ATCC 49407。また，PVDFメンブレンに転写し，

精製したタンパク質を BALB/c マウスに免疫して得られた血清を用いて，全菌

体に対してウエスタンブロット法による検討を行った（B）。S，スタンダードプ

ロテイン；レーン 1，P. gingivalis ATCC 33277 ；レーン 2，P. salivosa ATCC 49407。

*：60 kDa 
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図 3 ネコ血清を用いたウエスタンブロッティング分析 

粗線毛分画を 12% SDS ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行い，

PVDF メンブレンに転写した。メンブレンを短冊状に切断し，ネコ血清を作用

させた。その後，抗ネコ IgG 抗体を作用させた。25匹中 17匹のネコ血清にお

いて 60 kDa に相当するタンパク質と反応することが確認された。 

 

図 4 破骨細胞の TRAP染色像 

マウス骨髄由来マクロファージに P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質および E. 

coli LPS を添加し，破骨細胞の分化を観察した。A，線毛 1.0 µg/ml；B，線毛 

0.1 µg/ml；C，線毛 0.01 µg/ml；D，線毛 0.001 µg/ml；E，コントロール；F，E. 

coli LPS 1.0 µg/ml  スケールバー：200 µm。 

 

図 5 線毛タンパク質による破骨細胞分化誘導 

P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質の添加により，有意に破骨細胞分化誘導が増

強された。特に，1.0 µg/mlの添加で，同濃度の E. coli LPSと同程度の増強が認

められた。A，線毛 1.0 µg/ml；B，線毛 0.1 µg/ml；C，線毛 0.01 µg/ml；D，線

毛 0.001 µg/ml；E，コントロール；F，E. coli LPS 1.0 µg/ml **：P<0.01 Dunnett 

検定 
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図 6 破骨細胞による吸収像 

マウス骨髄由来マクロファージに P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質および

RANKL を添加し，破骨細胞による吸収を観察した。A，線毛 1.0 µg/ml；B，線

毛 0.1 µg/ml；C，線毛 0.01 µg/ml；D，線毛 0.001 µg/ml；E，コントロール；F，

RANKL 30 ng/ml  スケールバー：200 µm。 

 

図 7 吸収窩の測定 

マウス骨髄由来マクロファージに P. salivosa 60 kDa 線毛タンパク質および E. 

coli LPS を添加し，吸収窩の面積を測定した。60 kDa 線毛タンパク質の添加に

より，有意に吸収の増強が認められた。A，線毛 1.0 µg/ml；B，線毛 0.1 µg/ml；

C，線毛 0.01 µg/ml；D，線毛 0.001 µg/ml；E，コントロール；F，RANKL 30 ng/ml 

**：P<0.01 Dunnett 検定 
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