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研究成果の概要（和文）：歯周病原性細菌 Porphyromonas gingivalis が，口腔内早期定着菌およ

び中期定着菌と共存している条件下での，菌体構成タンパク質発現を網羅的に解析したところ，

チアミン・コバラミン・ピリミジン合成に関連する酵素群に顕著な減少が認められた．このこ

とから，P. gingivalis は混合バイオフイルム中において，ビタミン B 類やピリミジン塩基などの

栄養成分を共存他菌種から供給され，合成活性を低下させている可能性が示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：P. gingivalis can assemble into a heterotypic community with a middle 
colonizer F. nucleatum and an early colonizer S. gordonii, and that a community lifestyle provides 
physiologic support for P. gingivalis. 1156 P. gingivalis proteins, including 403 down-regulated and 
89 up-regulated proteins, were detected qualitatively during comparison of the three species model 
community with P. gingivalis incubated alone under the same conditions. Significant decreases 
were seen in proteins involved in thiamine, cobalamin, and pyrimidine synthesis. These results 
indicate that a community lifestyle provides physiologic support for P. gingivalis. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは，本研究開始時点で，初期定着
菌 Streptococcus gordonii のランダムノッ
クアウトライブラリを用い，S. gordonii の
どの様な分子が歯周病原性菌 P. gingivalis
との混合バイオフイルム形成に関与するか

を，新規開発した分子生物学的大量スクリー
ニング方法を用いて網羅的に解析し，混合バ
イオフイルム形成に関与するS. gordonii 側
の１０個の遺伝子を明らかにしていた．しか
し，F. nucleatum や P. gingivalis といった
生育の遅い中期〜後期定着菌において，混合
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バイオフイルム形成に関与する分子を同様
の手法で網羅的に検出することに関しては
技術的困難が伴う．そこで，これらの菌を口
腔内バイオフイルムモデルとしての多菌種
混合培養環境下で生育させ，コントロールと
して純粋培養条件下で生育させた菌との菌
体構成タンパク質の発現量の差異を，最新の
プロテオーム解析の２つの手法を用いて包
括的に検討することにより，混合バイオフイ
ルム形成に関与する F. nucleatum および P. 
gingivalis 側の分子をタンパク質レベルで
明らかにすることを着想するに至った． 
 
２．研究の目的 
本研究においては，初期定着菌S. gordonii，
中期定着菌 F. nucleatum，後期定着菌 P. 
gingivalis というそれぞれの定着時期別代
表的プラーク構成菌を使用し，これらの菌が
相互に接触している条件下での，歯周病原性
菌 P. gingivalis のタンパク質発現プロファ
イルの解析を目的とする実験を行う．コント
ロールとして，単一菌種のみで培養している
状態の P. gingivalis からタンパク質サンプ
ルを調整することから，他菌種と共存するこ
とが引き金となって同菌にどのような変化
がおこるのかが明らかとなる． 
 
３．研究の方法 
（１）P. gingivalis 単一菌種，S. gordonii
と P. gingivalis の２菌種混合，および S. 
gordonii, F. nucleatum と P. gingivalis の
３菌種混合の培養サンプルからそれぞれに
菌体タンパク質を調製し，トリプシン処理の
後，２Dキャピラリー高速液体クロマトグラ
フィー・タンデム質量分析法（2D capillary 
HPLC/MS/MS）を用いて定量的ペプチド解析を
行った． 
（２）SEQUEST を用いて The Comprehensive 
Microbial Resource (TIGR-CMR)に掲載され
ている P. gingivalis, F. nucleatum, S. 
gordonii のゲノム配列情報に対する相同性
検索を行い，タンパク質分子を同定した． 
（３）混合菌種培養条件下で発現が亢進もし
くは抑制されたP. gingivalis 菌体構成タン
パク質について，The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery (DAVID)を用いて，遺伝子オント
ロジー解析を実施した． 
（４）混合バイオフイルム中で発現量が顕著
に亢進した TonB 依存性菌体表層レセプター
分子 HmuR について，その役割の詳細な解析
を行うため，HmuR 遺伝子ノックアウト株を作
製し，上記３菌種よりなる混合バイオフイル
ム形成実験に供した．コントロールとして，
HmuY 遺伝子ノックアウト株および野生株
ATCC33277 株を用いた３種混合バイオフイル
ムを形成させ，比較定量を行った． 

 
４．研究成果 
（１）３菌種混合培養条件下での P. 
gingivalis 菌体構成タンパク質の発現状態
を網羅的に解析したところ，解析可能であっ
た 1156 分子のうち，403 分子で発現抑制が，
一方 89 分子で発現亢進が観察された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. P. gingivalis 菌体構成タンパク質発
現状態の網羅的解析 
タンパク質をコードする遺伝子の ORF 番号
(PGN 番号)に従い，ドットの色で発現状態を
表示している． 
 赤：混合培養条件下で発現が亢進してい   
   た遺伝子 
 緑：混合培養条件下で発現が抑制されて 
   いた遺伝子 
 
（２）DAVID によるオントロジー解析の結果，
共培養下で発現が抑制されたタンパク質に
は，菌体の形態・菌体外エンベロープ形成に
関わるタンパク質，チアミン・コバラミンと
いったビタミン B群やピリミジン合成経路を
構成する酵素群や DNA修復に関与するものな
どが多く含まれることが明らかとなった．一
方，ヘミンとの結合能を有し，鉄取り込みに
重要な役割を果たしていると考えられる
TonB 依存性菌体表層レセプターHmuR の発現
は顕著に亢進していた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.混合培養条件下でのチアミン合成経路
酵素群の発現抑制 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３.混合培養条件下でのピリミジン合成経
路酵素群の発現抑制 
 赤：混合培養条件下で発現が亢進してい   
   た酵素 
 緑：混合培養条件下で発現が抑制されて 
   いた酵素 
 黄：発現量に変化が見られなかった酵素 
 
（３）HmuR の混合バイオフイルム形成におけ
る役割の解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４.hmuR 変異株における混合バイオフイル
ム形成能の低下 
 赤：HI にて生染色した S. gordonii 
 緑：FITC にて生染色した F. nucleatum 
 青：DAPI にて生染色した P. gingivalis 
 
写真上段の P. gingivalis ATCC33277 野生株
は混合バイオフイルム中に多く定着してい
るが，下段 hmuR 変異株はほとんど存在が確
認出来ないことから，３菌種混合バイオフイ
ルム形成において HmuR が重要な役割をはた
していることが示唆された． 
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