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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌Prevotella intermediaの病原因子の一つにバイオフィルム形成能があ
げられる。これまでの研究からこの活性にはType IX 分泌システム(T9SS)が必須であることが示唆された。本研
究では本菌の全遺伝子からバイオフィルム形成に関わるT9SS輸送タンパク質と予測される候補遺伝子を6つ抽出
し、うち5つの遺伝子の変異株の作成に成功した。解析の結果、これらのうち2つがバイオフィルム形成に必須で
あることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biofilm formation is one of virulence factor of periodontal pathogen, 
Prevotella intermedia. Our previous study suggested that the Type IX secretion system (T9SS) might 
translocate the essential component for biofilm formation. Here we searched all genes of P. 
intermedia by conserved motif sequence for T9SS-translocated protein, then defined 6 candidate 
genes. By our established site-directed mutagenesis procedure, we succeed to generate 5 mutants. Two
 of those mutants showed the significant reduced biofilm formation. It indicated that those 2 genes 
have the essential role for biofilm formation in P. intermedia.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プレボテラ・インターメディアはグラム陰性偏性嫌気性細菌であり、慢性歯周炎の主要病原細菌の一つとしてあ
げられる。さらに、急性壊死性潰瘍性歯肉炎、妊娠性思春期性歯肉炎などの発症と強い関連が報告されている。
本研究の成果は世界に先駆けて本菌の重要な病原因子であるバイオフィルム形成に関わる遺伝子を２つ同定する
ことができたことである。この成果は今後の本菌の病原性機構の詳細な解明に役立つと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
我々は歯周病原細菌を中心にバクテロイデーテス門細菌の病原性に関する研究を行っている

（Xu, Shoji et al., Cell, 2016）。代表的な歯周病原菌であるポルフィロモナス・ジンジバリ
スの標準株の全ゲノム配列を決定し（Naito et al., DNA Res, 2008）、その遺伝子の網羅的解
析から、本菌の主要な病原因子であるプロテアーゼの分泌に関わる新規の分泌機構, Type IX 
Secretion System (T9SS)を発見した(Sato et al., PNAS, 2010)。この機構はプロテアーゼを
含めむ多くの病原因子を菌体表面または菌体外へ運ぶ。プレボテラ・インターメディアにおい
ても全ゲノム配列決定を行うことで T9SS に関わる遺伝子群が存在することがわかった（Naito 
et al., DNA Res, 2016）。我々はプレボテラ・インターメディアにおいても T9SS が病原因子
の輸送や分泌に重要な役割を持つと予想した。 
しかし、本菌種のみならず、プレボテラ属に含まれる細菌では現在までに遺伝子操作技術が

導入されていなかったため、詳細な解析を行うことができなかった。そこで世界に先駆けてプ
レボテラ・インターメディアにおける遺伝子特異的変異株作製を試み、T9SS の欠損株を作製す
ることに成功した（未発表）。作製した T9SS の欠損株はバイオフィルム形成能を消失している
ことがわかった（図１）。この結果から T9SS で分泌される因子を網羅的に解析することで、プ
レボテラ・インターメディアのバイ
オフィルム形成機構を解明できる
と考えた。 
またバイオフィルム形成能が本

菌の実際の病原性に果たす役割に
ついて、本研究で作製したバイオフ
ィルム欠損株を用いた動物感染実
験にて明らかにできると考えてい
る。 
 
２． 研究の目的 
 
プレボテラ・インターメディアは

グラム陰性偏性嫌気性細菌であり、
慢性歯周炎の主要病原細菌の一つ
としてあげられる。我々がポルフィ
ロモナス・ジンジバリスにて発見し
た新規の病原タンパク質分泌機
構:T9SS は本菌にも存在する。この
分泌機構は本菌の病原性の発揮に
重要であることが予測された。しか
し本菌は他の歯周病原細菌と異な
り遺伝子特異的変異株作成技術が確立されていないため病原性の詳細な解析が著しく遅れてい
る。 
これまでに我々は本菌への遺伝子操作技術の導入に挑戦し、遺伝子の変異株の作製に世界で

初めて成功した。得られた変異株から T9SS がバイオフィルム形成に必須であることを明らかに
した（図 1）。本研究では本菌の T9SS 変異株を野生株と詳細に比較解析することにより、バイ
オフィルム形成機構に関与する因子の網羅的な探索を目指す。さらにバイオフィルム形成に関
わる因子の同定とその機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
T9SS にて輸送される分泌タンパク質とバイオフィルム形成時に発現が変化する遺伝子につい
て網羅的に検討する。 
（１） プロテオミクスの手法により、野生株と T9SS 変異株のバイオフィルム画分と通常液

体培養時の菌体を用いて発現タンパク質の種類とその量の変化を比較する。また菌体表層
のバイオフィルム（菌体外重合マトリックス:ECMs）を他の病原細菌、口腔内細菌での手
法を参考に抽出する。抽出に用いる溶液の NaCl 濃度についても最適化を行う。最適化し
た NaCl 濃度の溶液で ECMs を調整する。調整した画分を SDS-PAGE に展開、CBB 染色する。
個々のタンパク質すぽっとバンドについて画像解析により野生株と T9SS 変異株で比較を
する。変化が認められたタンパク質は質量分析（MALDI/TOF-MS 解析）にて同定する。 

（２） T9SS を発見した Porphyromonas gingivalis においてはバイオフィル形成には T9SS
によって輸送されるタンパク質分解酵素遺伝子が必須である。そこで本菌のバイオフィル
形成に関与する遺伝子候補として全ゲノム配列情報から T9SS にて輸送されるタンパク質
分解酵素を検索する 

（３） (１）(２）上記の解析から、プレボテラ・インターメディアのバイオフィルム形成機
構に関わる因子の候補を絞り込む。個々の遺伝子について遺伝子特異的変異株を作製する。



標的遺伝子と上下流領域を含む DNA 断片を PCR にて増幅する。その後標的遺伝子領域をエ
リスロマイシン耐性遺伝子に置き換えて、遺伝子変異導入用の DNA 断片を作製する。この
DNA 断片をプラスミドに挿入し、野生株に導入する。得られた形質転換菌の一部の菌でプ
ラスミド DNA上の変異導入用 DNA配列と染色体上の標的遺伝子領域の間で一致する配列間
での相同組換えが生じて標的遺伝子がエリスロマイシン耐性遺伝子に置き変わった変異
株を得る。 

（４） 得られた変異株における病原性と T9SS 機能の変化を調べる。T9SS 機能は T9SS 依存性
にみられる、赤血球凝集活性、インターパイン分泌の変化によって検討する。これにより、
同定した遺伝子の機能が T9SS の分泌輸送に関与するのかを確認する。また T9SS の輸送に
関与する遺伝子の全容を把握するために、本菌の近縁菌である P. gingivalis において高
密度 Transposon 挿入変異株ライブラリーを用いた網羅的解析を行う。さらに得られた結
果からその個々の遺伝子の進化的保存性を本菌を含む近縁菌種でのゲノム情報から検討
する。 

 
４． 研究成果 

 
（１） 野生株の通常の液体培養時の菌体とバイオフィルム形成時の菌体を用いて全菌体のタ

ンパク質を比較したところ、顕著な違いは認められないことが明らかになった。また菌体
表層のバイオフィルム（菌体外重合マトリックス：ECMs）を他の病原細菌、口腔内細菌で
の手法を参考に抽出条件の検討を行った。結果、0.5M NaCl濃度により本菌のECMsを得るこ
とができた。調整したECMをSDS-PAGEに展開、バイオフィルム画分に特異的なタンパク質バ
ンドを検出した。検出したタンパク質のバンドを用いて質量分析（MALDI/TOF-MS解析）を
行った。が、明瞭なピークを得ることができず目的タンパク質を同定することはできなか
った。 

（２） T9SSにて輸送される分泌タンパク質分解酵素をin silicoの手法で探索した。これまで
のP.gingivalisにおいての解析から、T9SS輸送タンパク質の特徴としては下記の3つを明ら
かにした。a）N末端の分泌シグナル、b）タンパク質分解酵素ドメインモチーフ、c）C末端

のT9SS輸送シグナルモチーフ（CTD）さらに輸送タンパク質のドメイン検索とそのタンパク
質の結晶構造解析から代表的なT9SS輸送タンパク質にはCTDモチーフの直前に
Immunoglobulin like(Ig-like) domainが存在していることを明らかにした。このIg-like
ドメインを削除した形でT9SS輸送タンパク質を発現させると、輸送そのものではなく、輸
送後のタンパク質の安定性に影響がみられることを確認した。またIg-like domainを持た
ないT9SS輸送タンパク質も存在することを明らかにした。これらの結果からIg-like domain
の存在はT9SS輸送タンパク質に必須ではないことを明らかにした。この点を留意し、候補
タンパク質の抽出には前述のa)b)c)の3条件を用いるのが妥当であると考えた。そこで本研
究で用いる遺伝子操作可能株の全遺伝子、2797遺伝子の配列情報から最初に分泌タンパク
質をN末端の分泌シグナルの予測プログラムで抽出した。さらにHidden Markov Modelを用
いたHMMERプログラムにより、公共データーベースに登録されているすべてのタンパク分解
酵素固有の保存モチーフとCTDの両方を保有する遺伝子を探索した。これにより、6遺伝子
を抽出できた。 

（３） （２）で抽出した候補遺伝子6つそれぞれの変異株の作成を試みた。結果うち5つにつ
いて遺伝子特異的変異株の作製に成功した。（候補遺伝子1-5変異株：候補遺伝子１は
interpain A） 

（４） （３）で得られた変異株のバイオフィルム形成能を検討した。クリスタルバイオレッ
ト染色による色素法、蛍光染色による共焦点顕微鏡による三次元構築による測定によりバ
イオフィルムを観察した。結果5つのタンパク質分解酵素の変異株うち2つの遺伝子の変異



株で顕著にバイオフィルム形成が減弱することを明らかにした（図2）。2つのタンパク質分
解酵素遺伝子の変異株それぞれで、バイオフィルム形成量が野生株の20％ていど以下に顕
著に減弱していることを明らかにした。これの結果からこれらの2遺伝子は本菌のバイオフ
ィルム形成能に必須であると推測することができた。 

（５） （３）で得られた変異株の性質について解明した。本菌でタンパク質分解酵素活性及
び活性測定用の合成基質が解析されているinterpain A(inpA)の活性については、inpA遺伝
子の変異株とT9SS遺伝子の変異株で失われ、残りの候補遺伝子では活性に変化は見られな
かった。T9SS変異株では赤血球凝集反応が失われるが、今回作成した５つの候補遺伝子の
変異株では活性に変化は見られなかった。この結果から本菌の赤血球凝集活性にはT9SSが
必須であるが、今回作成した５つの候補遺伝子以外の因子がその活性に必要であることが
明らかになった。さらにこれらの結果は今回解析した５つの変異株ではT9SSによる輸送機
構が正常に働いていることも示している。作成した５つの遺伝子はT9SSの分泌機構自体に
働く因子ではなく、T9SSによって輸送される因子であることが推測された。 
近縁菌であるP. gingivalisにおいて高密度Transposon挿入変異株ライブラリーを用いた

網羅的解析と個々の候補遺伝子の変異株作成とこれまでの我々の研究結果からP. 
gingivalisにおいては38個の遺伝子が必須であることを明らかにした。またこれらのうち
PGN0297(porG)については遺伝子の変異株を作成、本遺伝子がT9SSに必須であることを初め
て明らかにした。38個の必須遺伝子はその機能から下記の3つにグループ分けられると考え
られた。1)内膜外膜に存在する分泌装置の構成成分遺伝子 2)T9SSにより輸送されるタンパ
ク質の修飾に関与する遺伝子 3)これらの遺伝子の発現調節に関する遺伝子。1)には15遺伝
子が含まれる。このグループについて個々の遺伝子の進化的保存性について本菌を含む近
縁菌種でのゲノム情報から検討した(table)。1)のグループの中では本菌ではporG遺伝子が
保存されてなかったことが明らかになった。この結果は本菌P. intermediaを含めて近縁菌
種の中でもT9SSの構成成分には一部に進化的多様性がみられることを示していた。また
（２）（３）（４）で解析した５つの遺伝子はP. gingivalisでのT9SS必須遺伝子38個に対
しての相同性は認められなかった。これはT9SSの機能を赤血球凝集活性、interpain A活性
で検討した結果と一致した結果を示していた。 

 
Table 近縁菌種におけるT9SS分

泌装置遺伝子の保存性 
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