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研究成果の概要（和文）：インドールなどの代謝産物は、細菌のバイオフィルムの形成に影響を与える。本研究課題で
は、歯周病細菌のインドール産生酵素であるトリプトファン分解酵素についての研究を行った。まず、歯周病細菌の一
種であるPrevotella intermediaのトリプトファン分解酵素を精製して、その酵素学的な性質を明らかにした。また、2
2種のPrevotella種のインドール産生能および関連遺伝子の有無にについて検討を行った。次年度以降は、環状ジヌク
レオチドである、Cyclic-di-GMPの合成タンパク質と分解タンパク質に着眼して、それらの酵素を精製し、その機能に
ついて検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Metabolites, including indole, have an effect on bacterial biofilm formation. In t
his study, study on tryptophanase producing indole was performed. Tryptophanase of Prevotella intermedia, 
which is one of periodontopathogenic bacteria, was purified and enzymatically characterized. In addition, 
capacity to produce indole and existence of the gene encoding tryptophanase were examined in 22 Prevetella
 species. Also, proteins to degrade and produce cyclic-di-nucleotides also investigated. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は、口腔微生物が歯面および軟組

織の表層に付着しバイオフィルムを形成するこ

とによって惹起される。それ故に、歯周病の制

御には口腔内バイオフィルム形成メカニズムの

解明は欠かすことができない。近年、浮遊性の

細菌がバイオフィルムとして固相に定着する際、

様々な低分子量のクォーラムセンシング分子が

重要な働きを持つことが明らかとなった。 

申請者は代表的な口腔内の有臭物質とし

て認識されてきたインドールに着眼し、

Porphyromonas gingivalis や Fusobacterium 

nucleatum などの歯周病原細菌がトリプトファン

を基質として非常に多量のインドールを産生す

ることを明らかにし、さらにその産生機構を分子

生物学的に解明した。さらに、インドールやそ

の基質となるトリプトファンが、クォーラムセンシ

ング分子としての働き菌体のバイオフィルム形

成能に大きく関与していることを示した。 

一方、細菌は環状ヌクレオチドをその細胞

質内に産生して、病原性やバイオフィルム形成

能していることが近年明らかとなった。しかし、

口腔内の環状ヌクレオチドの産生や合成に関

与する酵素は報告されていない。また、それら

の分子がどのように病原性やバイオフィルム形

成能に影響を及ぼすかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

i) インドールおよびトリプトファンによるバイオフ

ィルム形成促進のメカニズムの解明  

インドールおよびトリプトファンが F. 

nucleatum のどのタンパク質によって認識され、

どのようにタンパク質の発現に変化があるかを

検討する。また、インドールによって発現が誘

導される分子と抑制される分子を同定するため

に、インドール産生酵素遺伝子を不活化した変

異株と野生株で、発現されたタンパク質の違い

を検討する。一方、宿主側の影響をみるために、

歯肉繊維芽細胞に対するインドールの働きを

検討する。 

ii)環状ジヌクレオチドの産生機構とその影響 

の影響の検討 

環状ジヌクレオチドである cyclic-di-GMP

の存在下において口腔微生物を培養して、バ

イオフィルム形成能に与える影響を検討する。 

 

３．研究の方法 

インドールおよびトリプトファンによ

るバイオフィルム形成促進のメカニズムの

解明するために、それらの分子にて発現量

が促進あるいは抑制されるタンパク質を 2

次元電気泳動法後、TOF-MSによるスポット解

析にて同定する。この実験は、インドール産生

酵素をコードする tnaA遺伝子を不活化した株

を作製したものを使用して、同様の実験を行っ

た。 

環状ジヌクレオチドを様々な濃度で培地に

加えて、ポリスチレンプレート上にバイオフィル

ムを形成させ、クリスタルバイオレットを用いて

比色法にてバイオフィルム量を定量した。 

 

４．研究成果 

初年度では、Prevotella 種におけるトリプト

ファン分解酵素をコードする遺伝子(tnaA）と同

酵素の機能について検討した。P. intermedia 

ATCC 25611 における tnaA 遺伝子は大腸菌を

用いた組換えタンパク質として精製し、その酵素

学的性質を明らかにした。一方、P. intermedia

において tnaA の転写単位を RT-PCR 法により

検討した。また、22 種の P. intermedia において、

そのインドール産生能を測定し、サザンハイブリ

ダイゼーション法にてtnaAの有無について調べ

た。P. intermedia のトリプトファナーゼは、F. 

nucleatumやP. gingivalisのものと比較して、イン

ドール産生能は低かったが、類似の性質を示し

た。同菌のtnaAは単独で転写されていた。22種

の P. intermedia のうち、6 種がインドール産生を

示し、そのいずれもが P. intermedia 由来 tnaA と

ハイブリダイズする遺伝子を有した。残りの 16種

においては、インドール産生能も tnaA 遺伝子の



存在も認められなかった。Prevotella micans はイ

ンドール産生能を有するにも拘わらず、16S 

rRNA 遺伝子を利用した系統樹解析において、

インドール非産生グループに属した。このことは、

同菌の tnaA 遺伝子は比較的近年に他の P. 

intermedia 種から移動したことが示唆された。 

次に、細菌が産生する環状ヌクレオチドで

あるcyclic-di-GMPが、口腔内細菌のバイオフィ

ルム形成能や病原性の発現にどのような影響を

与えるかを検討した。cyclic-di-GMP はう蝕原因

細菌であるStreptococcus mutansの野生株が形

成するバイオフィルムを減少させた。Real-time

定量 PCR の結果、同菌の付着能と深く関わりの

ある不溶性グルカンの発現に関与する遺伝子で

ある、gtfB および gtfC の発現量が有意に減少し

ていることが明らかとなった。一方、水溶性グル

カンの合成酵素である GtfD をコードする遺伝子

の発現量には変化を与えなかった。また、そらら

のグルカン合成遺伝子gtfB、gtfCおよびgtfDの

すべてを不活化した変異株においても、バイオ

フィルムの形成が抑制されたことから、グルカン

合成以外の付着に関与する分子にも影響を与

えることが示唆された。 

さらに、T. denticola の TDE2725 の一

次構造が c-di-GMP の合成に関与する

GGDEF motif を含むことに注目し、この組

換えタンパク質を精製し、その酵素学的活性

の検討を行った。その後、TDE2725 遺伝子

の不活化を試み、その形態や性状の解析を行

った。方法として、TDE2725 の組換えタン

パク質 pGEX6p-1 ベクターを用いて精製し、

GTPを基質として酵素反応を行い、産生され

る c-di-GMP HPLC にて分離し、解析した。

また、TDE2725 遺伝子の欠失変異株は、同

遺伝子をエリスロマイシン耐性遺伝子に置

換して作製した。その変異株においてポリエ

チレンプレートを用いた付着能試験および

軟寒天培地を用いた運動能試験を行い、野生

株との比較検討を行った。また、走査型電子

顕微鏡および透過型電子顕微鏡により形態

の観察を行った。本研究における TDE2725

タンパク質の反応条件においては、GTPを基

質として c-di-GMPは検出されず、TDE2725

は c-di-GMPの合成に関与していない可能性

が示唆された.変異株と野生株と比較して、発

育曲線、運動能、性状、形態には顕著な違い

は認められなかったが、付着能が減少する傾

向が認められた。この所見から、TDE2725

遺伝子は T. denticolaの付着関連機能を持つ

可能性が示唆された。 
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