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研究成果の概要（和文）： Aggregatibacter actinomycetemcomitans は侵襲性歯周炎の病原
体である。本菌は高い付着性を有し、それが病原性において重要な役割を果たしている。本研
究では、A. actinomycetemcomitans の表層タンパクからアミロイド様成分を含む線毛以外の
付着因子を解明することを目的とした。 
 アミロイド様成分は thioflavin T 蛍光測定により検出でき、イオン交換およびゲル濾過によ

って分画できた。得られた画分の加熱およびプロテアーゼ処理、酸性の buffer に溶解によって

も安定しており大腸菌などのアミロイド線維と類似していた。 
 
研究成果の概要（英文）：Aggregatibacter actinomycetemocimitans is a pathogen of 
aggressive periodontitis.  This microorganism has strong adherence activity and the 
ability plays an important role in its virulence.  In this project, we intended to identify 
adherence factor including amyloid-like fiber other than fimbriae. 
Amyloid-like fiber was detected by the thioflavin T floorescence assay.  The amyloide-like 
fiber was fractionated with ion-exchange chromatography and gel chromatography.  The 
fiber was stable after heat treatment and solubilization with the acidic buffer.  The profile 
is resembled with the amyloid fiber of Escherichia coli. 
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１．研究開始当初の背景 
 歯 周 病 原 性 Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans は侵襲性歯周炎の
発症に関わるとともに、心内膜炎や髄膜炎に
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も関わることが知られている。本菌は、ロイ
コトキシン、細胞膨化壊死毒素等の外毒素に
加え、内毒素、線毛、Fc-binding protein 等
の病原性因子を持つ。本菌の新鮮分離株は長
い線毛を有し、血液平板培地上で rough 型の
強固な付着性のコロニーを形成し、液体培地
中ではガラス壁に付着して発育する。細菌産
生アミロイド線維は、大腸菌やサルモネラ菌
で報告されており、共凝集、バイオフィルム
形 成 な ど に 深 く 関 与 し て い る 。 A. 
actinomycetemcomitans は、継代によって線
毛を失うが、線毛欠損株においても付着性を
有することが認められている。歯周病原性細
菌がアミロイド様物質を産生するか否かに
ついては不明である。本菌は、歯周病原性菌
の中においては、細胞膨化壊死毒素等の腸内
細菌に認められる毒素を持つと共に、内毒素
も腸内細菌と類似した活性を示す。そのため、
付着機構としてアミロイド様成分を有する
可能性があり、その存在の解析が必要とされ
ている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、既にその存在及び機能が明ら
かにされている線毛以外の付着因子を明ら
かにする目的で A. actinomycetemcomitans
の表層タンパクを分離し、その画分からアミ
ロイド様成分中心として付着因子を同定し、
本菌の今まで明らかにされていない付着お
よびバイオフィルム形成機構についての解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
A. actinomycetemcomitans Rough 型コロニ
ー形成株 AKR を供試した。Yeast extract 添
加 Trypticase soy broth で 2 日間、5％CO2

下で菌を培養した。培養後、管壁に付着した
菌体を 2-aminomethanol buffer で剥離し、
集菌、洗浄した。付着成分の精製を行うため
菌体を超音波破砕後、各種酵素処理を行い、
可溶させた画分をイオン交換およびゲルろ
過クロマトグラフィーで分画した。分画した
サンプル中のアミロイド様成分の存在およ
び含有量は、thioflavin T 蛍光測定を用いて
蛍光強度を分光蛍光光度計より測定するこ
とで判定した（励起波長:450 nm、蛍光波
長:486 nm）。菌体表層の線異様構造の有無に
ついては、透過型電子顕微鏡によって解析を
行った。 
 
４．研究成果 
 部 分 精 製 し た ア ミ ロ イ ド 様 成 分 は
thioflavin T 蛍光測定により、486 nm をピ
ークとする蛍光として検出できた。アミロイ
ド様成分は、加熱およびプロテアーゼ処理後
も、その ThT の蛍光強度に影響は認められな
かった。また蛍光強度は、pH3-4 の酸性の

buffer 中で安定していたが、アルカリの
buffer 中では消失した。さらに 37℃に 100
日保存し、乾燥状態になった成分を酸性の
bufferに溶解した後においても蛍光が検出で
きた。これらのことは、本菌のアミロイド様
物質が、加熱やプロテアーゼ処理さらには酸
性 buffer 溶液中での安定性などの点で大腸
菌などのアミロイド線維と類似しているこ
とを示している。しかしながら透過型電子顕
微鏡による観察ではアミロイド状線維の典
型的な構造は観察できなかった。以上のこと
から A. actinomycetemcomitans rough 型集
落形成株菌体表層には、アミロイド様物質物
質が存在し、本菌の付着やバイオフィルム形
成などの歯周病原性に関与していると考え
られた。 
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