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Prevotella nigrescens is a gram-negative anaerobic rod that is frequently isolated from patients with
 

periodontitis and other oral infectious diseases. We previously isolated exopolysaccharide(EPS)-produc-

ing P.nigrescens strains22and23from a chronic periodontitis patient and purified the EPS of each strain.

In this study,we investigated the biological effects of EPS on human periodontal ligament fibroblasts(PDL
 

cells)and human peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)in order to understand how these organisms
 

establish their biofilm scaffold in periodontal tissue. PDL cells and PBMCs were exposed to purified EPS

(1-100μg/ml)to determine the effect of EPS on proliferation,alkaline phosphatase(ALP)activity,and
 

cytokine production by PDL cells and PBMCs. These cells were also cultured with purified EPS and
 

Escherichia coli lipopolysaccharide(LPS)to determine whether EPS increases or inhibits the effects of LPS.

Both the EPS from strain22and the EPS from strain23displayed a slightly inhibitory effect on proliferation
 

by PDL cells and modestly increased the ALP activity of PDL cells. EPS did not induce IL-6,IL-8,or GM-

CSF production by PDL cells,nor did EPS induce IL-1β, IL-6, IL-8, or TNF-α production by PBMCs.

Pre-incubation of PBMCs with EPS for24hours diminished the effect of LPS stimulation on IL-6and IL-

8production by PBMCs. EPS did not increase inflammatory cytokine production by PDL cells or PBMCs,

and EPS pretreatment reduced LPS-induced cytokine production by PBMCs. These results suggest that
 

the role of EPS may be to enable P. nigrescens to escape from host immune responses when the organism
 

invades periodontal tissues and allow it to cause persistent oral infection. J Jpn Soc Periodontol,46：143

～151,2004.
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要旨：Prevotella nigrescens（P. nigrescens）は，歯周病患者の歯周ポケットから高頻度，高比率に分離され

る歯周病原細菌である。P. nigrescensには exopolysaccharide（EPS）を産生する株があり，EPS産生株を

SEM で観察すると，菌体間に網目状の構造物がみられ，biofilmを形成している。本研究では，EPSが歯周組

織にどのような影響を与えているかを明らかにすることを目的に，以下の実験を行った。⑴ 歯根膜由来線維芽

細胞（PDL細胞）に歯周ポケット由来の EPS産生 P.nigrescens strain22，23からそれぞれ分離精製した EPS

を添加し，細胞数，アルカリホスファターゼ活性（ALP活性)，cytokine産生誘導能を測定した。⑵ ヒト末梢

血単核細胞画分（PBMCs）に1μg/mlの両 EPSを添加し，培養上清中の cytokine産生量を測定した。⑶

PBMCsを両 EPSとともに前培養後，LPSで刺激し，cytokine産生量の変化を検討した。結果，⑴ 両 EPS

は，50μg/mlの濃度で PDL細胞の増殖を抑制し，ALP活性を軽度に上昇させた。しかし1ないし100μg/ml

の EPSは PDL細胞に IL-6，IL-8，GM-CSF産生を誘導しなかった。⑵ 両 EPSは PBMCsの IL-1β，IL-

6，IL-8および TNF-α産生を誘導しなかった。⑶ 両 EPSは PBMCsに対する LPSの IL-6，IL-8産生誘導

を軽度に抑制した。

今回検討を行った範囲では，EPSにはほとんど生物学的活性が見られなかったことから，EPSの P. nigres-

censの組織侵襲性に及ぼす影響は，主に EPSが物理的バリアを形成し，宿主の局所免疫応答による細菌の排除

を回避することによって生じる可能性が示唆された。

索引用語：プレボテラ・ニグレッセンス，菌体外多糖，線維芽細胞

緒 言

Prevotella nigrescens（P. nigrescens）は Prevotella
 

intermedia（P. intermedia）とともに，慢性歯周

炎 ，急性壊死性潰瘍性歯肉炎 ，妊娠時における歯

肉炎および ，根尖性歯周炎 など口腔領域の感染症

から高頻度かつ高比率に分離される黒色色素産生性偏

性嫌気性グラム陰性桿菌である。P. intermedia/nig-

rescensは線毛性，非線毛性の付着性 ，他の細菌と

の共凝集による宿主への付着性 ，Ig protease産生

による組織侵襲性 ，赤血球凝集性 ，溶血性，そし

て elastolytic serine protease ，hyaluronidase，

chondoroitin sulfatase，collagenase ，lecith-

inase ，acid phosphatase 産生性などの病原性をも

つことが報告されている。また，病巣の増悪化に伴っ

て産生酵素数が増加し，分離される部位によって病原

性が大きく異なることが知られている 。

さらに P. nigrescensの中には exopolysaccharide

（EPS）を産生する株（strain 22，23）がある 。山

本ら はこれらの株から EPSを精製し，EPSが

mannoseを主要糖とする中性糖からなり，glucose，

galactose，arabinose，xylose，rhamnose，ribose

を含んでいることを明らかにしている。また，山本

ら は EPS産生株と産生株に突然変異誘発剤を作用

させて作製した EPS非産生変異株の性状を比較して

いる。その結果，両株は酵素産生性や plasmid保有

性に違いはないが，形態学的特徴，赤血球凝集活性，

SDS-PAGEの泳動パターンに違いがあることを明ら

かにしている。最近，我々は strain 22から分離精製

した EPSの構造が（1,2-，1,6-)，(1,2-)，(1,6-)，

(1,3-）結合のマンノースを主体とすること，EPS産

生株は非産生株に比べマウスに対する強い膿瘍形成誘

導能があること，EPSがヒト好中球に対して貪食抵

抗因子として働くことを明らかにしている 。

歯周疾患の病態には細菌の持つ直接的な病原性のほ

かに，歯周組織や免疫担当細胞の応答性が関与してい

る。PDL細胞は歯周組織を構成する細胞であり，そ

の増殖，分化は正常な歯周組織の機能維持に重要な役

割を果たしている 。また同時に線維芽細胞は種々の

cytokineを産生し，免疫系細胞とともに cytokine
 

networkを構成している 。この cytokine network

は炎症の成立，骨吸収促進作用など，歯周組織の破壊

や歯周疾患の病状の悪化に深く関与していることが知

られている 。

本研究では EPS産生菌がもつ強い膿瘍形成誘導能

や貪食抵抗性が EPSの如何なる生物学的作用による

ものかを検討するために，以下の実験を行った。ま

ず，strain 22と strain 23が産生する EPSを培養歯

根膜由来線維芽細胞（PDL細胞）に作用させ，その

細胞増殖能や分化の指標となるアルカリホスファター

ゼ活性（ALP活性) ，cytokine産生量に及ぼす影

響を検討した。

また，EPSが免疫担当細胞の cytokine産生に与え

る影響を明らかにするため，末梢血単核細胞

（PBMCs）に EPSを作用させ，誘導される cytokine

量を検討した。さらに EPS添加条件で前培養した

PBMCsに lipopolysaccharide (LPS) を添加し，

EPSが LPSによる細胞刺激を遮断するか否かを

cytokine産生能を指標に検討した。
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材料および方法

1. 供試菌株

本実験には歯周ポケットから分離した EPS産生株

strain 22と strain 23を供試した。供試菌は5%の割

合で羊脱線維血を加えた，5mg/l  hemin，400mg/l
 

L-cystine，10mg/l vitamin K および0.5%yeast
 

extract（Difco Laboratories，Detroit，MI，USA)

を含む trypticase soy agar（BBL Microbiology Sys-

tems，Cockeysville，MD，USA）に接種し，anaer-

obic chamber（ANX-3，ヒラサワ，東京）内で嫌気

培養（80%N ，10%CO，10%H ）した。

2. EPSの分離精製

EPSはCampbellとPappenheimer の方法を用い

て，培養上清から精製した。供試菌を5mg/l hemin，

400mg/l  L-cystine，10mg/l  vitamin K および

0.5%yeast extract（Difco）を含む trypticase soy
 

broth（BBL）で24時間嫌気培養したのち，8,000

rpm，30分間の遠心で細胞画分を除去，培養上清を

回収した。得られた上清に最終濃度が5%になるよう

に sodium acetateを加え攪拌後，等量の ethanolを

添加した。生じた沈殿を8,000rpm，30分間の遠心

で回収し，5% sodium acetateに溶解した。ついで

1/5容積の chloroform：1-butanol（5：1）を加え激

しく攪拌後，12,000rpm，15分間の遠心で chloro-

form-1-butanol相と水相に分けた。水相を回収し，

同量の ethanolを添加して沈殿物を遠心回収した。こ

の操作を数回繰り返したのち，凍結乾燥した。1%

（w/v）になるように蒸留水に溶解後，35,000rpm，2

時間の遠心で LPSを可及的に除去し，上清を凍結乾

燥後，EPS標品を得た。

3. 歯根膜由来線維芽細胞の調整

PDL細胞は矯正治療のため便宜抜去した小臼歯お

よび抜去埋伏智歯の歯根膜組織から患者の同意を得て

採取し，out growth法 により初代培養して調製し

た。すなわち，抜去した歯を直ちに penicillin

（10,000unit/ml)-streptomycin（10,000mg/ml）

合剤（Life Technologies Inc，Rockville，USA）を

加えた，カルシウムイオン，マグネシウムイオンを含

まない pH7.2リン酸緩衝液（PBS）(日水製薬株式

会社，東京）で3回洗浄し，メスを用いて歯根中央

1/3部から歯根膜組織を剝離した。得られた組織片を

penicillin（100IU/ml)，streptomycin（100μg/

ml)，10%の割合のウシ胎児血清（FCS，Flow Lab-

oratories，North Ryde，Australia）を添加した

Dulbeco’s Modified Eagle Medium（Gibco，Lang-

ley，OK，USA）中で培養し，ここから out growth

した細胞を採取して PDL細胞とした。PDL細胞は，

組織培養用75cm プラスチックフラスコ（Becton
 

Dickinson，Franklin，NJ，USA）に1×10 cells/ml

の割合で10mlずつ分注し，37℃，5%CO の条件下

で培養した。継代は位相差顕微鏡下で，コンフルーエ

ントに達したものを trypsin溶液で剝離し，細胞が遊

離状態にあることを確認したのち，遠心回収（1,700

rpm，10分）し，ペレットに penicillin（100IU/

ml)，streptomycin（100μg/ml)，10%FCSを添加

し た RPMI-1640（SIGMA，St. Louis，MO，

USA）培地10mlを加え，細胞数を調整後，再び

1×10 cell/mlの割合で10mlずつ75cm フラスコ

に播きこみ継代した。また実験には血清中の各種細胞

増殖因子，分化抑制因子などの影響を少なくするため

に，2%FCS添加 RPMI-1640培地を用いた。

4. EPSの PDL細胞増殖能に及ぼす影響

PDL細胞浮遊液を3×10 cells/mlになるように

2%FCS含有培地で調整し，100μl/wellずつ96ウェ

ル組織培養用プラスチックプレート（Becton Dickin-

son）に分注後，37℃で24時間予備培養した。EPS

が PDL細胞の増殖に及ぼす影響を検討するため，精

製 EPSを RPMI-1640培地に溶解し，最終濃度0か

ら50μg/mlの範囲で各wellに加えた。これを7日

間培養し，Cell Counting Kit（同仁化学研究所，熊

本）を用いて，細胞数を上清の細胞代謝物量の呈色反

応により測定した。結果は測定した値から算出した細

胞数で表した。結果は，Mann-Whitney’s U testで

統計学的に検定した。

5. EPSが PDL細胞のALP活性に及ぼす影響

上記のごとく PDL細胞浮遊液100μlを96ウェル

組織培養用プラスチックプレートに分注し，37℃で5

日間予備培養したのち，培養液を抜き取り，PBSで

洗浄後，最終濃度0，3，6，12.5，25，50，100μg/

mlになるように EPSを各wellに加えた。これを3

日間培養し，ALP活性をアルカリ性ホスファK-テス

トワコー（和光純薬工業株式会社，大阪）を用いてフ

ェニルリン酸法 で測定した。この際，細胞数も同時

にカウントし，ALP活性は細胞10 個あたりの比活

性で表した。結果は，Mann-Whitney’s U testで統

計学的に検定した。

6. EPSが PDL細胞の cytokine産生に及ぼす影

響

PDL細胞浮遊液を最終濃度3×10 cells/mlになる

ように調整し，3mlずつ組織培養用プラスチックフ

ラスコに分注した。37℃で24時間予備培養したの

ち，培養液を抜き取り，EPSの最終濃度を1μg/ml
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と100μg/mlに調整した EPS加 RPMI-1640培地，

LPS（LPS from Escherichia coli serotype O55：

B5，シグマ アルドリッチ ジャパン，東京）の最

終濃度を1μg/mlに調整した LPS加 RPMI-1640培

地を各フラスコに加えた。3日間培養後，培養上清を

回収し，培養上清中の IL-6，IL-8，GM-CSF量を

Immunoassay Kit Human IL-6，Human IL-8，

Human GM-CSF（BioSource International Inc.，

Camarillo，CA，USA）を用いて ELISA法で測定

した。実験は各検体3フラスコずつ行い，その3フラ

スコそれぞれから同量の培養上清を回収し，混合して

測定に供した。

7. 末梢血単核細胞分画の調整

健康成人男性ボランティアの末梢血をヘパリン加採

取し，Ficoll-Paque PLUS（アマシャム バイオサ

イエンス株式会社，東京）を用いた比重遠心法で

PBMCsを分離した。分離した PBMCsは RPMI-

1640培地（2%FCS含）で4×10 cells/mlになるよ

う調整し，各実験に供した。

8. EPSの cytokine産生誘導の検討

PBMCs浮遊液を1mlずつ24ウェル組織培養用プ

ラスチックプレートに分注し，最終濃度1μg/mlに

調整した EPS 22，23，LPSの RPMI溶液を各ウェ

ルに加えて24時間培養したのち，培養上清を回収し，

培養上清中の IL-1β，IL-6，IL-8，TNFα量を Im-

munoassay Kit（BioSource）を用いて ELISA法で

測定した。実験は各検体3ウェルずつ行い，その3ウ

ェルそれぞれから同量の培養上清を回収し，混合して

測定に供した。

9. LPS刺激下での EPSによる cytokine産生阻

害

PBMCs浮遊液を1mlずつ24ウェル組織培養用プ

ラスチックプレートに分注し，最終濃度1μg/mlに

調整した EPS 22，23の RPMI溶液を各ウェルに加

えて24時間前培養後，最終濃度0.05μg/mlの LPS

を添加して24時間培養した。なお，EPS無添加の

RPMI-1640培地を加え，同様の LPS刺激を行った

ものを陽性対照とし，LPS刺激を行わないものを陰

性対照とした。それぞれの培養上清を回収し，IL-6，

IL-8の量を Immunoassay Kit（BioSource）を用い

て ELISA法で測定した。実験は各検体3ウェルずつ

行い，その3ウェルそれぞれから同量の培養上清を回

収して混合後，測定した。

結 果

1. EPSの PDL細胞に及ぼす影響

1) 細胞増殖能への影響

PDL細胞に0～50μg/mlの EPSを加え7日間培

養すると，細胞数は対照群に比べて，strain 22由来

の EPSを0.37μg/ml添加で，strain 23由来の EPS

では0.75μg/ml添加で細胞数が有意（p＜0.05）に

減少した。また，PDL細胞に50μg/mlの EPSを加

えて細胞数を経時的に観察すると，7日目で細胞数

は，strain 22由来の EPS添加で 8.2±0.7×10

cells/ml，strain 23では7.0±0.5×10 cells/mlと

なり，EPS無添加の対照群の細胞数11.1±0.4×10

cells/mlに比べ，有意（p＜0.05）に減少した（図1

A，B)。

2) ALP活性への影響

あらかじめ5日間培養した PDL細胞に濃度100

μg/mlの strain 23由来の EPSを加えて3日間培養

すると，PDL細胞のALP活性は5.5±1.3IU/10

cellsとなり，EPS無添加の対照群の4.0±0.2IU/

10 cellsに比べ有意（p＜0.05）に上昇した（図2)。

しかし濃度50μg/ml以下の濃度では有意な差はみら

れなかった。

3) Cytokine産生への影響

PDLに100μg/ml濃度の EPSを加えて培養する

と，培養上清中の IL-6量は，strain 22由来 EPS添

加では0.82ng/ml，strain 23由来の EPSでは0.88

ng/mlとなり，無添加の対照群（0.86ng/ml）と差

が認められなかった。陽性対照としての LPS 1μg/

ml添加では7.44ng/mlに上昇した。(図3-a)。IL-

8量も LPS刺激では1.02ng/mlに上昇したが，EPS

添加ではこの産生は誘導されず，無添加の対照群と差

が認められなかった（図3-b)。GM-CSF量も LPS

刺激では上昇したが，EPSによる産生誘導は認めら

れなかった（図3-c)。また，1μg/mlの濃度の EPS

を加えても，培養上清中に IL-6，IL-8，GM-CSFの

産生は誘導されなかった（図に示さず)。

2. EPSの PBMCsによる cytokine産生誘導の

検討

PBMCsに1μg/mlの EPSまたは1μg/ml  LPS

を加えて培養した時の培養上清中の IL-1β量は，

LPSを加えると3.49ng/mlに上昇したが，strain22

由来 EPS添加では0.030ng/ml，strain23由来 EPS

添加では0.036ng/mlとなり，EPS無添加の対照群

の培養上清中の IL-1β量0.043ng/mlと差が認めら

れなかった（図4-a)。IL-6量（図 4-b)，IL-8量
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図 1 PDL細胞に各濃度の EPS（0～50μg/ml）を加え

た時の7日目の細胞数（A)

：EPS無添加対照群，■：strain22由来 EPS添加群，

□：strain23由来 EPS添加群

50μg/mlの EPSを加えた時の細胞数の経日変化（B）

●：strain 22由来 EPS添加群，×：strain 23由来 EPS

添加群，○：EPS無添加対照群

(☆ p＜0.05)
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図 4 EPSの PBMCsの cytokine産生性への影響
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（図4-c）についても同様で，LPS刺激下では上昇し

たが，EPSによる産生誘導は認められなかった。

TNF-α量についても，EPS無添加の対照群と差が

認められなかった（図4-d)。図4-a，b，c，dは，同

一傾向を示した2回の実験の一例を示したものであ

る。

3. EPSによる cytokine産生誘導阻害の検討

EPSには PDL細胞と PBMCsに対する cytokine

産生誘導性が無いことが明らかになったので，次に，

EPSが LPS刺激に対する cytokine産生に影響を及

ぼすか検討を行った。最終濃度1μg/mlの EPSと前

培養した PBMCsを LPSで刺激すると，strain 22，

strain 23EPSの両者とも LPSによる IL-6，IL-8産

生誘導（図5a，b）を軽度に抑制した。Strain 23由

来 EPSの方がやや抑制効果は強かった。結果は同一

傾向を示した2回の実験の一例を示す（図5a，b)。

察

通常歯肉縁上の dental  plaque biofilmは，stre-

ptococciを主としたグラム陽性菌の歯面への付着，

集落形成を起点に，次第に偏性嫌気性グラム陰性菌の

比率が増加すると えられている 。

我々は既にこのシュクロース依存性のプラーク形成

とは別に，歯周病原細菌である P. intermediaや P.

nigrescensが多量の EPSを産生し，独自にバイオフ

ィルムを形成する可能性を報告している 。また，

EPS産生 P. nigrescensは非産生株と比較して強い膿

瘍形成能や好中球貪食抵抗性をもつことを明らかにし

ている 。このように EPSは産生菌や周囲の細菌に

強い組織侵襲性を付与していることが分かっている。

本実験では，まず EPSの PDL細胞への直接的な

影響と，免疫系細胞である PBMCsの cytokine net-

workへの影響を検討した。その結果，EPSは高濃度

で PDL細胞の増殖を軽度に抑制し，アルカリホスフ

ァターゼ活性を軽度に上昇させたが，低濃度では

PDL細胞の増殖，ALP活性にほとんど影響を与えな

かった。また EPSを添加して培養した PDL細胞の

培養上清中の IL-6，IL-8，GM-CSF量は対照群と比

較して変化がなく，EPSは PDL細胞に刺激因子とし

て直接的に働かないことが明らかになった。また，

EPSは免疫担当細胞である PBMCsの IL-1β，IL-

6，IL-8，TNF-αなどの炎症性 cytokine産生を誘導

しなかった。

Streptococcus pneumoniaeやKlebsiella pneumoni-

aeでは多糖体である莢膜が疎水性を低下させ，本来

の菌体表層の物理化学的性状を修飾することにより自

己表層の異物性を覆い隠していると えられてい

る 。P. nigrescensの EPSには PDL細胞ならびに

PBMCsに対する直接的な生物学的活性を認めなかっ

たので，EPSが生物学的な LPS刺激に対してどのよ

うな影響を及ぼすかを検討する目的で，EPSととも

に前培養した PBMCsに LPS刺激を加え，cytokine

産生に及ぼす EPSの影響を検討した。その結果，1

μg/mlの EPSは PBMCsに対する LPSの IL-6，お

よび IL-8産生誘導を軽度に抑制することが明らかに

図 5 EPSと共に前培養（24時間）した PBMCsに LPS刺激を加えた時の培養上清中 cytokine量
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なった。今後，EPSの抑制効果が口腔内の細菌由来

の LPSやペプチドグリカンなどの成分に対しても抑

制効果があるかなどを更に検討していく必要がある。

一般的に，歯周疾患では LPSが線維芽細胞や免疫

担当細胞に作用し，cytokineの産生を誘導すること

で，疾患の増悪化が起こると えられている 。

EPSは好中球の貪食に抵抗因子として働くが 自身

には全く cytokine産生誘導性が見られないことは興

味深い。おそらく P. nigrescensの EPSは，他の細

菌が産生する菌体外多糖と同様に biofilmを形成し，

菌体を貪食細胞などから保護することに加え，細菌に

よる強い局所免疫応答を抑えることで，持続的な感染

症である歯周疾患の成立に関与していると推測され

る。
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