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“Sit down and be quiet”シグナルの発見

―パラアミノ安息香酸による歯周病菌の制御―

久保庭　雅恵＊，坂中　哲人＊，天野　敦雄＊

（平成 30 年 3 月 12 日受付）

＊� 大阪大学大学院歯学研究科口腔分子免疫制御学講座予防歯科学

　本総説の一部内容は，平成30年 1月日に開催された
大阪大学歯学会第125回例会において，平成30年度弓
倉学術賞の受賞講演（対象論文：Kuboniwa,�M.,�Houser,�
J.�R.,�Hendrickson,�E.�L.,�Wang,�Q.,�Alghamdi,�S.�A.,�
Sakanaka,�A.,�Miller,�D.�P.,�Hutcherson,�J.�A.,�Wang,�T.,�
Beck,� D.� A.� C.,�Whiteley,�M.,� Amano,� A.,�Wang,� H.,�
Marcotte,�E.�M.,�Hackett,�M.,�Lamont�R.�J.�Metabolic�
crosstalk�regulates�Porphyromonas gingivalis coloni-

zation� and� virulence� during� oral� polymicrobial� infec-

tion.�Nature Microbiology 2017；2：1493-1499.）として
発表した。本研究は，国立研究開発法人日本医療研究
開発機構革新的先端研究開発支援事業（AMED-CREST

「疾患における代謝産物の解析および代謝制御に基づく革
新的医療基盤技術の創出」），日本学術振興会科学研究費
補助金（基盤研究A�26253094，基盤研究B�15H05057）
の支援のもと行われた。

はじめに

　口腔内に存在する種々の常在菌は，表層タンパクを
介したシグナル伝達や共凝集，クオラムセンシングに
よるシグナル伝達，代謝物質の相互利用など，菌体間
のさまざまな相互作用により互いの表現型に影響を及
ぼしあい，さらには宿主免疫担当細胞との相互作用や
体内環境からの影響も受けつつ，細菌集団としての恒
常性を保っている1,�2）。細菌叢の構成比率が変化し宿主
とのバランスが崩れた状態は dysbiosisと呼ばれ，腸内
細菌叢の dysbiosisが種々の全身疾患に関与しているこ

とが近年活発に報告されているが，口腔の二大疾患と
呼ばれるう蝕と歯周病もまた，dysbiosisによって引き
起こされる混合感染症である。予防歯科学教室では，歯
肉溝に存在する歯肉縁下細菌叢が，その成熟とともに
dysbiosisに向かい，歯周病原性を亢進させていくメカニ
ズムについて，プロテオミクス，メタボロミクスの手法
を駆使して，基礎研究，臨床研究の双方から研究を展
開してきている3～7）。本稿では，歯面を被覆するペリク
ル構成タンパク質との特異的結合能を有する口腔レン
サ球菌の一種である Streptococcus gordoniiと，同菌
との混合バイオフイルム形成により口腔内定着能を高
める歯周病菌 Porphyromonas gingivalisとの，代謝
物質を介した相互作用に関する国際共同研究に焦点を
あて，パラアミノ安息香酸（para-amino�benzoic�acid;�
pABA）が有するユニークな生理活性について解説する。

pABA による S. gordonii‐P. gingivalis 
混合バイオフイルム形成促進効果

　本研究の先行研究において，我々はまず，自らのバ
イオフイルム形成能は有するが，P. gingivalisとの混
合バイオフイルム形成能を喪失した S. gordoniiの遺
伝子変異株をランダムノックアウトライブラリーから
選抜することを目指した。独自の工夫により，混合バ
イオフイルム中の P. gingivalisのみを簡便に定量する
スクリーニング法を開発し，1000 株を超えるスクリー
ニングにより，混合バイオフイルム形成に寄与する 10
遺伝子を同定した8）。このうち，コリスミ酸に結合し，
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pABAを産生する酵素（Chorismate�binding�enzyme;�
Cbe）変異株が最も P. gingivalisとの混合バイオフイ
ルム形成能を低下させていた。pABAは，グルタミン
酸，プテリンとともに葉酸の構成物質であるため，葉
酸生合成が S. gordoniiと P. gingivalisとの混合バイ
オフイルム形成に重要な役割を果たすことが推測され
たが，その詳細なメカニズムは不明であった。
　このメカニズムを解明するべく，まず始めに，S. 

gordonii�Cbe変異株（Δcbe株）が P. gingivalisとの
混合バイオフイルム形成能を失う現象が，pABAの培
地への添加によって回復するかどうかを確認した。ウ
エルのガラス底面にヨウ化ヘキシジウムで生染色した
S. gordonii 野生株および Δcbe株のバイオフイルムを
それぞれ形成させ，培養上清と浮遊細菌を除去後，
pABA含有PBS中でFITCにて生染色したP. gingivalis

と共培養し，混合バイオフイルムの形成状態を共焦点
レーザー顕微鏡で観察した。その結果，S. gordonii 

Δcbe株と P. gingivalisの混合バイオフイルム形成能
の回復が確認された。また，S. gordonii野生株におい
ても，pABAの添加による混合バイオフイルム形成能
の増強が観察された（図 1）。
　次に，pABAによる混合バイオフイルム形成促進効
果が，S. gordonii,�P. gingivalis のどちらに作用した
結果であるのかを確かめるため，S. gordonii Δcbe株
と，pABA含有 PBSで前培養した P. gingivalisを用
い，pABA不含 PBS中で混合バイオフイルムを形成さ
せたところ，形成能が回復することを確認した。一方

で，pABA 含有 PBS中でまず S. gordonii Δcbe株のバ
イオフイルムを形成させた後，pABA不含 PBS中で P. 

gingivalisと共培養しても，混合バイオフイルム形成
が回復しないことがわかった。これらのことから，
pABAを作用させることで P. gingivalis側に生じる変
化が両菌による混合バイオフイルム形成に関与してい
ることが示された。

pABA 刺激によって P. gingivalis に 
どのような変化が生じるのか？

　次に，pABAを作用させた P. gingivalis菌体内でど
のような代謝変動が生じるのかを，プロテオミクスと
メタボロミクスを組み合わせたトランスオミクス解析
により詳細に検討した。その結果，環境中に pABAが
存在する場合，P. gingivalisは pABAを菌体内に取り
込み，自らの pABA生合成経路の活性を低下させる一
方，THF合成を加速させ，THF誘導体合成経路とその
周辺のメチオニン代謝経路，ヒスチジン分解経路，核
酸合成経路に大きな変動をきたすことがわかった。そこ
で，これらの経路上に位置する酵素群の経時的な遺伝
子発現情報も加味して考察したところ，pABAの取り込
み開始後初期段階の，THF誘導体生合成反応が進んで
いる時点では，メチオニン代謝経路，ヒスチジン分解
経路，核酸合成経路が活性化し，シグナル伝達物質で
ある AI-2 の産生やチミジンを含むピリミジン産生が亢
進するが，その後 THF－グルタミン酸サルベージ経路が

図 1　pABA による S. gordonii-P. gingivalis 混合バイオフイルム形成能の増強
　ヨウ化ヘキシジウムで生染色した S. gordonii（赤）の野生株，および Δcbe株を生理食塩水中で培養し，
唾液コートしたガラス底面にバイオフイルムを形成させた後，FITC で生染色した P. gingivalis（緑）と
pABA非含有（上）および pABA含有（下）生理食塩水中で培養し，混合バイオフイルムを形成させた。共焦点
レーザー顕微鏡を用いて混合バイオフイルム形成状態を観察した x-y平面像および x-z平面の拡大像を示す。
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稼働すると，これらの代謝経路が抑制されるという代謝
変動が推察された（図 2）。さらに興味深いことに，
pABAを作用させた P. gingivalisでは，トランスケト
ラーゼの発現量が抑制されることでビタミン B6

（Pyridoxal�phosphate;�PLP）の産生量が低下し，ポリ
アミン産生酵素群をはじめとするいくつかの PLP依存
性酵素の産生物質が顕著に減少していることが明らか
となった（表 1）。

マウスモデルにおいて，pABA は P. gingivalis の
口腔内への定着を促進する一方，病原性を抑制した

　線毛は，P. gingivalisの口腔内定着に重要な役割を
果たす9）。プロテオーム解析から，pABAはP. gingivalis

の線毛発現量を増加させる作用を有することが示され
たため，まず S. gordonii野生株，Δcbe株と P. gingi-

valisとの共培養系における線毛遺伝子発現解析を実施

図 2　pABA によって誘発される P. gingivalis 菌体内代謝変動
PGN番号：P. gingivalis ATCC33277 株の遺伝子番号。水色文字で表記された遺伝子番号は PLP依存性酵素を示す。
E.C. 番号：酵素番号
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表 1　PLP- 依存性酵素の活性低下により産生量が有意に減少した代謝物質

PLP-依存性酵素名 生成物
ジアミノピメリン酸デカルボキシラーゼ［EC：4.1.1.20］ 2,6-ジアミノピメリン酸＊

グルタミン酸ホルムイミノトランスフェラーゼ［EC：2.1.2.5］ グルタミン酸＊

トリプトファン合成酵素 α鎖［EC：4.2.1.20］ トリプトファン
セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ［EC：2.1.2.1］ グリシン
アスパラギン酸-1-デカルボキシラーゼ［EC：4.1.1.11］ β-アラニン
1-アミノシクロプロパンカルボン酸シンターゼ［EC：4.4.1.14］ 1-アミノシクロプロパンカルボン酸
グルタミン酸デカルボキシラーゼ［EC：4.1.1.15］ GABA
アルギニンデカルボキシラーゼ［EC：4.1.1.19］ アグマチン
＊酵素反応が逆回りする場合基質となる
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した。その結果，S. gordonii野生株との共培養時には
P. gingivalisの線毛遺伝子発現が亢進する一方，Δcbe

株との共培養時にはそのような現象は観察されなかっ
た。そこで，pABAを作用させた P. gingivalisの歯肉
上皮細胞への付着能力やマウス口腔感染モデルにおけ
る口腔内定着率を確認したところ，pABAを作用させた
P. gingivalisは歯肉上皮細胞への付着能力を高め，感
染後 3週目においても口腔内定着数が有意に増加して
いることが確認された。
　続いて，pABAを作用させた P. gingivalisを用いて，
マウス口腔感染モデルにおける歯槽骨吸収量を測定し
た。すると，予想に反して，歯槽骨吸収は pABAを作
用させることで抑制されることが明らかとなった。さら
に，背部中央への皮下注射によるマウス感染実験にお
いて，S. gordonii Δcbe株と P. gingivalisを混合感染
（5×109� total�bacteria）させたマウスでは，S. gordonii

野生株と P. gingivalisとの混合感染や，それぞれの株
の単一感染結果と比較して，顕著に高い致死率を示し
た。また，感染菌量を少量（2.5×109� total�bacteria）
にしても，同様の結果が得られた。通常，我々が使用
した P. gingivalis ATCC33277 株は，感染局所に限局
的な膿瘍を形成することはあっても宿主を死に至らし
めることはないことから，その詳細なメカニズムは不明
であるが，pABA産生機能を喪失した S. gordoniiが近
傍に存在することで，P. gingivalis�ATCC33277株の病
原性が著しく亢進していることが示唆された。

おわりに

　以上のことから，S. gordonii由来の pABAが，隣接
する P. gingivalisのバイオフイルム形成能を高める一
方で病原性を減弱させるという多面的な生理活性を示
し，パートナー菌種の表現型を変化させる鍵となる代
謝物質であることが示された。今後は，代謝物質を介
した菌体間相互作用についての研究をさらに推進し，歯
周病発症に至る過程で重要な生理活性を発揮する複数
の代謝物質を同定およびプロファイリングすることで，
先制医療を可能とするスクリーニング検査の開発につ
なげたいと考えている。
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