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歯周病の分子標的治療実現への
機能ゲノム科学的研究

日本大学松戸歯学部　特任教授

安 孫 子　宜　光

Ⅰ．はじめに

　歯科医療のさらなる発展には生命科学的なアプロー
チを応用した歯科医療体系の構築が必要であり、その
実践が急務であるといわれている。近年、分子標的医
療やカスタムメイド医療の重要性・必要性が認識され、
医科領域では多大な進展をとげ既に臨床応用されてい
る。AIDSでも、その発症メカニズムの研究からウイ
ルス粒子形成に不可欠なプロテアーゼが解明され、阻
害剤の分子標的治療によって致死率が大幅に減少して
いる。
　ゲノム情報を基盤とする機能ゲノム科学、バイオイ
ンフォーマティクス研究が台頭し、あらゆる疾患の分

子標的医療の実現に向けての戦略が期待されている。
近い将来、患者個人のゲノム情報からヒトの生死に関
わる遺伝子疾患の多型、変異を解析して成長段階に応
じてオーダーメイド的に、栄養指導、生活習慣指導、
化学療法、遺伝子治療などを実施することで、ほとん
どのヒトが天寿をまっとうできるであろうといわれて
いる。しかし、歯科領域では、分子標的医療が立ち遅
れていると言わざるを得ない。本稿では、歯周病を例
に機能ゲノム科学技術を応用した病原因子発現の診
断、治療標的分子の同定、受動免疫療法、粘膜ワクチ
ン、ゲノム創薬などの研究の現状について紹介し、医
学の基本である『診断から治療へ』の実現について考
察する。

●抄　録●

　未来の口腔医療の開発にはカスタムメイド的な分子標的治療が必要で有用である。本稿
では、機能ゲノム科学技術と歯周病に対するカスタムメイド診断と分子標的治療の戦略の
現状を紹介する。歯周ポケット試料中のmRNAをRNAポリメラーゼのプロモーター領域
を付与したランダムDNAプライマーを用いて蛍光標識して増幅し、病原因子遺伝子群の
DNAマイクロアレイにハイブリダイズし、病原因子の発現をモニターして標的分子を決
定する。治療法としては、決定標的分子を中和できるモノクローナル抗体の量産を試み
た。まず、ハイブリドーマを作製し、抗体の可変部位（ScFv）遺伝子をクローニングし
てBacillus brevis宿主系を利用して量産した。また、ヒト抗体遺伝子のトランスジエニッ
クマウス（Xenomice, TransChromo）を利用して安全性が高いヒト型抗体を作製した。
さらに、雌鶏に標的分子を免疫して中和IgYを量産した。これらの抗体は、標的分子の病
原性を中和することができた。粘膜免疫による歯周病ワクチンやゲノム創薬応用による新
薬の開発を試みた。分子量４万の外膜タンパクは凝集、赤血球凝集、ヘミン結合活性をも
つ病原因子である。組換えタンパクを量産、精製して結晶化し３次元構造を決定すること
に成功した。今後、ゲノム創薬のスクリーニング、開発が期待される。
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Ⅱ．機能ゲノム科学とバイオインフォーマティクス

　DNAは塩基ATGC ４文字の暗号からなる配列で、
AUGCのmRNA 塩基配列に転写されて３文字の組み
合わせで一種類のアミノ酸を規定することでタンパク
質を合成する。従って、遺伝子のDNA塩基配列を解
読することによってどのような構造や機能をもつタン
パク質であるかを理解することができる。30億塩基か
らなる情報を全て解読するヒトゲノム計画が終了し、
データベースが公開されている。
　遺伝子情報はDNAからmRNAへの転写そしてタン
パク質合成へと流れていく。設計図である遺伝子情報
を総括するゲノムgenomeに加えて、mRNAレベルの
情報を総括するトランスクリプトームtranscriptome、
遺伝子産物すなわちタンパク質の情報を総括するプロ
テオームproteome、機能タンパク質の代謝における
情報を総括するメタロボロームmetabolome、を統括
して研究する機能ゲノム科学が進展している。そして、
これら情報データベースを統括、相互利用する学問体
系をバイオインフォーマティクス（bio-informatics；
生物情報科学）とよぶ１）。（図１）

Ⅲ．歯周病の治療標的分子発見の戦略

　主要歯周病原菌Porphyromonas gingivalis（Pg）は
線毛A遺伝子（ fimA）多型によりI-V型に分類されて
いる。歯周炎患者では70%がⅡ型であり、健常者でも

図１　機能ゲノム科学の全体像
Fig. 1　（Outlook of functional genomics）

Pgが分離されるが、その80%はⅠ型であるという２）。
歯周病に起因すると思われる心筋梗塞の病巣もII型が
多いと報告されている。P.g II型のゲノム計画は、新
規歯周病治療に必須であり、今後、歯周治療の新展
開を生み出すと期待される。これまでPgのゲノム計
画はI，IV型が終了し、公開されている。我々は、II
型のゲノム計画を実施した３）。その結果、I，II，IV型 
fimA株共通の遺伝子は約1500遺伝子で、約200遺伝子
は、IV型と相同性が低いか存在しない遺伝子であっ
た。従って、この200遺伝子群が病原性発揮に重要で
あると考えられる。I，II，IV型の発現タンパク質分
子について、プロテオーム解析を行って、発現タンパ
ク質スポットを比較することで標的分子の同定を進め
ている。

Ⅳ．分子標的治療を可能にする遺伝子診断

　分子標的治療の実現には、当然ながら感染病巣で発
現している病原因子を同定することが必要である。感
染細菌の病原性は菌株によって多様であり、同一株で
も生息環境によって病原因子の発現が異なる。した
がって、感染菌株の病原性因子の発現解析が必要とな
る。しかし、タンパクレベルでモニターすることは不
可能であるが、細菌ではRNAへの転写とタンパク質
への翻訳は共役していて、mRNAレベルとタンパク
質の発現は共役していることから類似していると言
われている。そこで、歯周ポケット臨床試料から効
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率良くRNAを抽出し、mRNAを増幅し、病原因子遺
伝子マイクロアレイにより疾病活動度を評価するこ
とで治療標的分子を同定することが可能と考えられ
る。その実現には極微量の歯周ポケット細菌試料か
らmRNAを回収してPCR法で増幅し、多数の病原因
子のカスタムメイドDNAアレイを用いる必要がある。
当教室では、歯周ポケットに存在する程度の微量菌体
から特殊なRNA増幅法によって、マイクアレイで多
数の病原因子発現をモニターすることに成功してい
る。

Ⅴ．分子標的治療の戦略

　標的分子が決定できた後は、当然ながら実現可能な
治療の開発である。ここでは受動免疫療法、粘膜面器
ワクチン、ゲノム創薬について紹介する。
１）受動免疫療法

　一般に細菌感染症においては、原因菌の標的分子が
決定されれば、能動免疫によるワクチン療法が治療法
として効果的で重要な選択肢となる。しかし、法定伝
染病に入らない歯周病に対しての実用化は困難で為
されていない。一方、抗血清や精製抗体を用いて、病
原体の病原性を中和する受動免疫療法は、歯周ポケッ
トに投与する抗体が体内血流に移行する可能性は低
く、安全性が高いと考えられる。実際、歯周炎患者に
対してスケーリング、ルートプレーニング、抗菌物質
投与を行いP.gを歯周局所から駆除した後、Pgに対す
るマウスモノクローナル抗体の歯周ポケット内投与
で半年以上にわたって再感染が抑制できたとする報
告もされている。
　受動免疫療法の実用化において抗体の量産は、重
要な課題である。IgG抗体のH鎖、L鎖にはそれぞれ
可変部位（Fv）と不変部位（Fc）が存在する。Fvは
抗原との結合部位であり、病原因子の機能を中和す
る。Fcはオプソニン作用、補体系の活性、細胞性免
疫応答の誘導に働く。まず標的因子をマウスに免疫し
て抗体産生細胞を回収してミエローマ癌細胞と細胞
融合させてハイブリドーマを作製する。中和活性が
高いクローンから抗体遺伝子のmRNAを分離し、逆
転写酵素によりcDNA（mRNAの塩基配列に相補的な
DNA）を合成する。このcDNAから H鎖とL鎖の可変

図２�　ScFv（single chain variable fragment）抗体の
　　作製法
IgG抗体のH、L鎖遺伝子をリンカーペプチド遺伝子と融
合させて枯草菌で発現させる病原因子を中和できる遺伝
子組換え抗体を量産できる。
Fig. 2　�Production of ScFv（single chain variable 

fragment）
（Mass production of genetic engineered antibodies 
that can neutralize the virulent factor by gene fusion 
of H and L chains of IgG gene and linker peptide gene 
expressed in Baccillus host.）

部位（Fv）の遺伝子領域をPCR 法で増幅し、リンカー
ペプチド遺伝子を連結させて大腸菌で発現させて抗
体可変部位のみからなるScFv（single chain variable 
fragment）抗体が作製できる。しかし、宿主の大腸
菌は抗体タンパクを菌内に蓄積、凝集させて生存を図
るので量産ができない。当教室では、枯草菌を応用
することで量産を実現させた４）。そして、Pgのバイオ
フィルム形成因子や細胞定着因子の機能を抑制できる
ScFv抗体を作製・量産させることに成功している５，６）。
ScFv抗体は病原因子を中和することができることか
ら予防には有用であるがFc部分をもたないことから、
補体系活性化やオプソニン作用によって殺菌作用は期
待できない。そこで、次に治療用としてヒト型全抗体
の作成に着手した。これまでに、⑴免疫不全のSCID 
マウスへのヒトB細胞の移植と分子Eptein-Barr Virus

（EBV）感染による不死化７）、⑵ヒトIgG抗体遺伝子を
導入したトランスジェニックマウス８）、⑶ヒト全抗体
遺伝子を導入したトランスジェニックマウス（Trans-
chromo mouse）９）を応用してヒト型抗体の生産に成
功している。そして、実際にラットの感染実験系で骨
吸収の抑制を観察し、有効性を確認している10）。（図２）
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２）粘膜ワクチン

　細菌感染症に対する予防法はなんといっても能動ワ
クチン療法が効果的で安価で望ましい。しかし、歯科
領域におけるヒト能動的ワクチンは実用化されていな
い。歯周病に関して動物実験では成功して、ワクチン
は効果的であるが副作用によって死の転帰を取ること
があるのでヒトを対象となると実現していない。近年、
粘膜免疫の研究が進展し、経口・経鼻接種によって粘
膜と全身系に免疫応答、抗体産生を誘導することが可
能で、口腔では唾液分泌型IgA、血清IgGの抗体産生
が期待できる、且つ安全性が高い。しかし、欠点とし
ては免疫応答が低くアジュバントを用いる必要があ
る。そこで、Pgの外膜タンパク質（40k-OMP）とアジュ
バント効果が高く副作用が低い改変コレラトキシンと
ともにマウスに径鼻ワクチン接種を行い長期間の抗体
産生に成功している。11）（図３）
　乳酸菌はヨーグルトの製造に使われるが、乳酸菌の
外膜タンパク質とPg40k-OMPを遺伝子融合させて発
現させてワクチンの運搬体として利用して粘膜免疫を
誘導することに成功した12）。将来、ヨーグルトとして
飲食できる歯周病ワクチンが実現できよう。（図４）
　マルトース結合タンパクは組換えタンパクの精製に

有用なことから、この遺伝子と目的遺伝子を融合させ
た組換えタンパクの作製が開発されてマルトースカラ
ムを用いて迅速に高度に精製することができる。最近、
マルトース結合タンパクにアジュバント効果があるこ
とが発見された。われわれは歯周病の有用な標的分子
であるPg HagAとマルトース結合タンパク融合体を
量産させて粘膜ワクチンとしてマウスに免疫して予防
効果があることを実証している13）。マルトース結合タ
ンパクに副作用は認められていないことからワクチン
療法の実用化に貢献でききよう。
３）ゲノム創薬

　医科領域では機能ゲノム科学研究の情報をもとに新
薬の開発、すなわちゲノム創薬が飛躍的に発展してい
る。しかし、歯周病の標的分子に対する創薬研究は立
ち遅れており、歯周病ゲノム創薬研究は実現していな
い。我々は、Pgの外膜タンパク質として遺伝子クロー
ニングした分子が、共凝集因子、赤血球凝集因子、ヘ
ミン結合分子、などマルチ機能タンパクであることを
見いだした。そして、遺伝子組換えタンパクを高度に
精製して結晶化に成功し、３次元構造の決定に成功、
立体構造を明らかにした。今後、ドッキング解析によ

図３� 変異コレラトキシンアジュバントを用いた粘膜ワク
チン

mCT，変異コレラトキシン；CTA，コレラトキシン．抗
体は１年間に及んで産生され、変異コレラトキシンは従
来のCTAと同等の効果が得られた。
Fig. 3　�Mucosal immunization using mutated cholera 

toxin adjuvant
（mCT. mutated cholera toxin adjuvant; CTA , cholera 
toxin adjuvant. Antibodies production was produced 
over 1 year, and similar effectiveness of mCT adjuvant 
with CTA was observed.）

図４　乳酸菌を応用した粘膜ワクチン
上、乳酸菌ワクチンの概略；下、マウスのPg感染実験で
ワクチンによる歯槽骨吸収が軽減された。
Fig. 4　�Mucosa l immun i zed vacc i na t i on u s i ng 

Lactobacillus
（upper, outlook of   Lactobacillus vaccination; lower, 
alveolar bone resorption caused Pg infection was 
reduced by the vaccination.）
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るバーチャルスクリーニングによってリード化合物の
発見を行い、歯周病のゲノム創薬の実現が期待される。

（図５）

Ⅵ．おわりに

　一般歯科医師の日常診療の多くは齲蝕と歯周病に費
やされている。もし、この２大歯科疾患から労力が解
放されれば、歯科医師はさらに広い分野の高度な生命
科学的な新規医療を展開できる。どの業界でも優れた
人材なしでは発展しない。現在の社会経済環境で、明
日の優秀な担い手を歯科界に数多く確保できるでしょ
うか？今の青年達に歯科界は、こんなに魅力的だと示
すことができるでしょうか？将来、口腔組織を利用し
た再生学、咀嚼・咬合と脳高次機能、唾液腺を応用し
た遺伝子治療など歯科・口腔医師が実践すべき新規医
療を開発し、実践できる専門家を育成せねばならない。
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図５　ゲノム創薬の概観
３次元構造が決定した標的分子の機能ポケットに化合物を
バーチャルスクリーニングを行い、新薬合成に役立てる。
Fig. 5　�Outlook of drug discovery by functional 

genomics.
（The functional domain of 3D structure of molecular target 
can be utilized to the discovery of new dug by virtual 
screening.）
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To develop the future oral therapy, the custom-made molecular targeted therapy is necessary and 
vital. Here, the functional genomic technology, strategies of custom-made diagnosis and molecular-targeted 
therapy against periodontal diseases are introduced. The DNA diagnosis of molecular targets, DNA random 
DNA primers coupled RNA polymerase promoter gene was constructed and amplified mRNA of pathogens 
in periodontal pocket, amplified fluorescence labeled mRNA was hybridized with virulence factor genes 
DNA microarray and monitored therapeutic target gene expressions. For the therapy, hybridoma cell lines 
producing monoclonal antibodies（MAbs）to inhibit the molecular targets were established and the single-
chain variable fragment（ScFv）genes in the hybridoma was then cloned and functionally expressed in 
Bacillus brevis hosts. Human monoclonal antibodies were also constructed using transgenic mice,（Xenomice 
or TransChromo mice）carrying human immunoglobulin gene loci. IgYs were also prepared from the egg 
yolk of immunized hens. ScFv, human monoclonal antibodies, and IgY, those are capable of neutralizing 
virulence factor activities. We also challenged active vaccination using mucosal immunity and IT derived 
drug discovery, The 40-kDa outer membrane gene which expressed aggregation, hemagglutinin, and hemin 
binding factors. The recombinant protein was produced and highly purified, crystallized, and succeeded to 
identify a 3-D structure, the 3D structural information will be useful to virtual screening of new drug.
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