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研究成果の概要（和文）： 

 歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis、Fusobacterium nucleatum および Prevotella 

intermedia のインドール産生機構を分子生物学的に明らかにする目的で、tnaA 遺伝子の転写単

位、転写開始地点の決定、トリプトファナーゼ（インドール産生酵素）の精製を行った。また、

インドールは F. nucleatum のバイオフィルム形成を促進することが明らかとなった。さらに、

その基質であるトリプトファンはインドールの基質としてのみならず、分解されなくても同菌

のバイオフィルム形成を促進することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
To elucidate the molecular mechanism to produce indole in Porphyromonas gingivalis、Fusobacterium 
nucleatum, and Prevotella intermedia, we carried out the transcriptional analyses of tnaA encoding 
tryptophanase associated with indole production and enzymatic characterization of the purified protein.  
We also clarified induction of F. nucleatum biofilm formation by indole.  In addition, tryptophan that is 
a substrate for indole production was also suggested to promote biofilm formation of the microorganism.   
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１．研究開始当初の背景 

口腔内には数十種類の有臭成分の存在
が知られており、代表的なものとして、硫化
水素やメチルメルカプタンなどの揮発性硫
化物とトリプトファンの分解産物と予測さ
れるインドールやスカトールが挙げられる。
これらの口臭原因物質の産生機序と歯周病
の関連は示唆されてきたが、その詳細は長ら
く不明であった。 

多くの口腔常在細菌はインドール産生
能を有しないが、代表的な歯周病関連細菌で
あ る Porphyromonas gingivalis や
Fusobacterium nucleatumはインドール産生能
を有することが知られている。しかし、どの
ような反応経路で口腔内のインドールを合
成するかに関してはいまだ報告がないのが
現状であった。 

また、インドールは細菌間のシグナル分
子（生育環境に応答して、細菌の病原性やバ
イオフィルム形成能を制御する自己誘導物
質）である可能性も指摘されており、歯周病
細菌が産するインドールと歯周病の発症や
進行との関連は大変興味深いと思われた。こ
れらのことを踏まえ、申請者らは歯周病原因
細菌のインドール産生メカニズムと、歯周病
の発症や進行にインドールがどのように関
与しているのかを明らかにする目的で本研
究計画を立案した。 

 
２．研究の目的 

そこで、インドールは細菌間のシグナル
分子（生育環境に応答して、細菌の病原性や
バイオフィルム形成能を制御する自己誘導
物質）である可能性も指摘されており、歯周
病細菌が産するインドールと歯周病の発症
や進行との関連は大変興味深いと思われた。
これらのことを踏まえ、申請者らは歯周病原
因細菌のインドール産生メカニズムと、歯周
病の発症や進行にインドールがどのように
関与しているのかを明らかにする目的で本
研究計画を立案した。 
 
３．研究の方法 

研究に用いた歯周病細菌は、
Porphyromonas gingivalis や Fusobacterium 
nucleatumおよび Prevotella intermediaであり、
インドール産生酵素であるトリプトファナ
ーゼをコードする遺伝子の同定、周辺遺伝子
との転写単位の決定には、
Reversed-transcriptase mediated PCR 法を用い
た。また、RLM-RACE 法にて転写開始点の決
定を行った。それぞれのトリプトファナーゼ
は、大腸菌の組換えタンパク質として精製さ
れ、酵素学的パラメーターの決定、基質特異
性の決定等の酵素学的解析を行った。また、
酵素安定性に関する実験等も行った。F. 

nucleatum に関しては、インドールおよびその
基質であるトリプトファン存在下でのバイ
オフィルム形成能をクリスタルバイオレッ
ト法および共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た。 
 
４．研究成果 
 ま ず 、 代 表 的 な 歯 周 病 細 菌 で あ る
Porphyromonas gingivalis W83株の全塩基配列
から、大腸菌のトリプトファナーゼをコード
する遺伝子 tnaA のホモログを検索したとこ
ろ、pg1401 遺伝子が高い相同性を示した。同
遺伝子をクロラムフェニコール耐性遺伝子
と置き換えた変異株の粗酵素抽出物を得て、
基質であるトリプトファンを加えてインド
ール産生能を高速液体クロマトグラフィー
で分析したところ、変異株のインドール産生
能が失なわれていたことが確認され、pg1401
遺伝子は Porphyromonas gingivalis W83 株の
トリプトファナーゼをコードすることが明
らかとなった。またその変異株に同遺伝子の
導入したところインドール産生能は補完さ
れた。さらに、大腸菌の組み換えタンパク質
として TnaA を精製して、反応条件や基質特
異性などの酵素学的性質を決定した。これら
の実験結果を通して、歯周病細菌のインドー
ル産生能に関する生化学的メカニズムの一
端が明らかとなった。 
 次に、歯周病細菌のインドール産生メカニ
ズムとインドールがバイオフィルム形成に
与える影響について研究をおこなった。代表
的な歯周病細菌である F. cleatum ATCC 25586
株の全塩基配列から、大腸菌のトリプトファ
ナーゼをコードする遺伝子 tnaA のホモログ
を検索したところ、fn1943 遺伝子が高い相同
性を示した。大腸菌の組み換えタンパク質と
して Fn1943 を精製して、トリプトファンと
反応させその産生物はインドールであった
ことを HPLC で確認した。この所見から
fn1943遺伝子はトリプトファナーゼをコード
することが明らかとなった。さらに、反応条
件や基質特異性などの酵素学的性質を決定
した。さらに、F. nucleatum のインドール産生
量に比例してバイオフィルム形成が多くな
ることを共焦点レーザー顕微鏡で確認した
（図１）。バイオフィルム形成は、外部から
加えたインドールによっても増加した。これ
らの実験結果を通して、歯周病細菌のインド
ール産生能に関する生化学的メカニズムの
一端が明らかとなった。 
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