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１．はじめに 
歯周病は、細菌感染により歯肉や歯槽骨が破壊される炎

症性疾患であり、う蝕よりも歯の喪失リスクが高いため、

歯を失う主な原因とされている。日本では成人の約半数

が罹患しており、全身疾患との関連も報告されているこ

とから、健康寿命を延ばすためには歯周病ケアが重要で

ある[1]。口腔内には約 700種の細菌が存在し、腸内に次ぐ

複雑な細菌叢を形成している。その中でも、

Porphyromonas gingivalis（P. g.）、Treponema denticola（T.d.）、
Tannerella forsythia（T.f.）の3 菌種は「レッドコンプレッ

クス」と呼ばれ、重度歯周病との関連が特に深いとされ

ている。歯周病はまず Streptococcus属などの好気性菌が

唾液由来のペリクルに付着して初期バイオフィルムを形

成し、その後レッドコンプレックスなどの嫌気性菌が加

わってデンタルプラークが成熟する。プラークが蓄積す

ると、細菌の産生する病原性因子により歯肉炎症や歯槽

骨破壊が進行し、最終的に歯の喪失に至る。 
当研究室の先行研究では、健常者にも歯周病患者と同程

度の歯周病原菌が存在していることが判明しており、歯

周病発症を左右する要因としてクォーラムセンシングの

関わりが疑われている[2]。クォーラムセンシングとは細

菌がAI-2やアシルホモセリンラクトン（AHL）などのオ

ートインデューサーと呼ばれる物質を放出し、それによ

り周囲の菌密度を感知することで、それに応じた遺伝子

発現や表現型を制御する仕組みのことである。さらに、

口腔内に存在しているインドールも、細菌間のシグナル

分子として、病原性やバイオフィルム形成能を制御する

オートインデューサーである可能性も指摘されている。 
そこで、本研究では、レッドコンプレックスの中でも、

その培養の難しさから病原性発現制御に関する知見の少

ない T.d.菌に着目し、その増殖と病原性の発現に与える

インドールの影響を調査することを目的として研究を行

った。 
 

２．材料と方法 

２．１ 材料 
 本研究では、Treponema denticola ATCC35405 株を使用

した。T.d.菌はNew Oral Spirochetes（NOS）培地で培養し、

初期濁度 0.05となるよう調整し、嫌気条件下のもとCO2
インキュベーター内で 37℃で 4日間培養した。 

 

２．２ 方法 

T.d.菌が有するオートインデューサー関連遺伝子を調べ

るため、NCBIからLasI、LasR（AHL 関連）、LuxS（AI-
2 関連）、TnaA、SdiA（インドール関連）のアミノ酸配列

を取得し、BLASTP による相同性解析を実施した。その

後インドール生産能を評価するため、インドール濃度を

測定した。培養上清中のインドール濃度は、培養液を遠

心分離（13,000 rpm, 4℃, 1 min）後、上清をフィルター滅

菌し、酢酸エチルによる 3 回抽出と硫酸ナトリウム脱水

を経てHPLC で定量した。インドール存在下での増殖解

析では、NOS 培地にインドール（DMSO溶液）を0、0.5、
1、2 mM添加し、各日ごとにOD₆₀₀を測定した。その後、

同一条件培養液を遠心・濾過滅菌して得た上清を用いて、

プロテアーゼ活性を Bz-GGR-MCA および Suc-AAPF-
MCAを基質として測定した。基質（16 mg）をDMSO 12.77 
mL に溶解して 2 mM 一次溶液を作製し、Tris buffer
（ProClin™ 300 0.5 mL添加）で 10倍希釈して 0.2 mM二

次溶液を調製した。基質 50 µL に同量のサンプル溶液を

加え、最終基質濃度0.1 mM、37.5℃でEAAS測定を行っ

た。また同サンプルでカゼインザイモグラフィーを行い、

インドール存在下での生成酵素の変化を評価した。 

 
３．結果と考察 

３．１ T.d.菌のオートインデューサー 
BLASTP 解析により、T.d.菌はインドール生産遺伝子

TnaAを有することが示唆された。一方、AHLやAI-2関

連遺伝子では有意な相同性は認められなかったことから、

T.d.菌はインドールを介した微生物間コミュニケーショ

ンを行っている可能性がある。TnaA はトリプトファン
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を分解してインドールを生産するトリプトファナーゼと

いう酵素をコードするため、T.d.菌はインドール生産能

を有すると考えられる。実際にHPLC で培養液中のイン

ドール濃度を測定した結果、濃縮後試料中のインドール

濃度は 2.25 mM で、培養液換算では約 0.56 mM であっ

た。これらの結果より、BLASTP解析の予測通り、T.d.菌
はインドール生産能を有することが確認された。 
 
３．２ 増殖曲線 

インドール存在下での T.d.菌の増殖を比較した結果、

T.d.菌はインドール濃度に依存して増殖が抑制されるこ

とが明らかとなった（Fig. 1）。インドール濃度 0.5 mM で
は、培養 4 日目まではコントロールとほぼ同等の増殖を

示したが、7 日目にはわずかに減少した。1.0 mM では増

殖が約半分に低下し、2.0 mM ではほとんど増殖が認めら

れなかったことから、定常期への到達が早まることが示

唆された。 

 Fig. 1 インドール存在下での増殖曲線 

 
３．３ プロテアーゼ活性 

T.d.菌は病原因子としてセリンプロテアーゼを有し、特

にキモトリプシン様およびトリプシン様プロテアーゼが

病原性に関与している。本研究ではこれらの基質を用い

て、インドール添加時の酵素活性を測定した。増殖にほ

とんど影響を与えない 0.5 mM インドール条件では、キ

モトリプシン様プロテアーゼは減少し、トリプシン様プ

ロテアーゼは増加した（Fig. 2）。特にトリプシン様プロテ

アーゼ活性は顕著に増加し、インドールが T.d.菌の病原

性発現に影響を与える可能性が示唆された。カゼインザ

イモグラフィーでは、全サンプルで約 100 kDa のバンド

が確認され、インドール添加による差は見られなかった

ことから、生成されるプロテアーゼはインドールの存在

に依存しないと考えられる。 
キモトリプシン様プロテアーゼは宿主タンパク質や生

理活性ペプチドを分解することで栄養源の獲得や上皮細

胞への浸透を助ける。そのため、インドール添加による

活性低下は栄養獲得の阻害につながり、増殖抑制に寄与

すると考えられる。また、この酵素はタンパク質分解活

性に関わらず他の歯周病原菌との付着を媒介することも

知られており、活性の変化はトリプシン様プロテアーゼ

ほど顕著ではないと考えられる。一方、トリプシン様プ

ロテアーゼは、歯周病患者の歯肉縁下プラークで同定さ

れており、プラークの重症度レベルとスピロヘータの割

合に関与することが知られている。一方、トリプシン様

プロテアーゼは歯肉縁下プラークで同定され、プラーク

重症度レベルやスピロヘータの割合に関与するとされる。

また、口腔内での活性増加は歯周炎関連細菌の毒性上昇

とも関連していることから、インドールは歯周病におけ

るプラーク形成に大きく関与する可能性がある。 

Fig. 2 インドール存在下でのプロテアーゼ活性 
 
４．おわりに 

本研究では、T.d.菌の病原性発現におけるインドールの

影響を調査するため、T.d.菌の増殖および病原因子であ

るプロテアーゼ活性に対するインドールの影響を評価し

た。結果、外因性インドールは高濃度で T.d.菌の増殖を

抑制する一方、増殖に差が見られない濃度では、病原因

子であるトリプシン様プロテアーゼ活性を顕著に増加す

ることがわかった。このことは、T.d.菌がインドールを介

した微生物間コミュニケーションを行っている可能性を

示唆し、歯周病進行における病原性発現の制御にインド

ールが関与することを示している。今後はレッドコンプ

レックス間のインドールの影響を調査することで、歯周

病進行メカニズムの解明につながると考えられる。 
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