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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌の一つであるPrevotella intermediaはPorphyromonas gingivalisから我々の
グループが見出した病原因子の輸送に関わる新規の分泌システム、Type IX 分泌システム(T9SS)の遺伝子を保有する。
が、Pre. intermediaでは遺伝子操作技術が確立されていない為に病原因子等の詳細な解析は行われてなかった。本研
究により、本菌での遺伝子操作技術の確立と遺伝子特異的な変異株作成に初めて成功することができた。作成したT9SS
の必須遺伝子, porKとporTの変異株から本菌の黒色色素産生能や赤血球凝集能にT9SSが重要であることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：We found a novel secretion system, the type IX secretion system (T9SS), in Porphyr
omonas gingivalis that translocates virulence factors across the outer membrane.  T9SS-related genes are f
ound in the genome of another periodontal pathogen, Prevotella intermedia. As molecular genetic manipulati
on has not been established in Pre. intermedia, virulence factors of Pre. intermedia have not been elucida
ted by molecular genetic analysis.  In this study, we tried to establish site-directed mutagenesis in P. i
ntermedia. We succeeded to generate T9SS mutants. These mutants showed the defects of pigmentation on bloo
d agar plates and hemagglutination, indicating that T9SS is important for the virulence of Pre. intermedia
.
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１． 研究開始当初の背景 
 

これまでに我々のグループは代表的な歯周
病原菌、Porphyromonas gingivalisについて、
その病原因子の解析及び病原因子の輸送シ
ステムについて解析を行い Por. gingivalis
に存在する新たな分泌機構、Por 分泌機構す
なわち Type IX 分泌機構(T9SS)を見いだした
(Sato K. et. al. PNAS. 2010)。この機構は
タンパク分解酵素などの病原因子を外膜ま
たは菌体外へ運ぶ。T9SS に関わる遺伝子群は
近縁の歯周病病原菌にも存在する。近年のゲ
ノム解析から Prevotella intermedia にも
T9SS 関連遺伝子群が存在することが確認さ
れている。Pre. intermedia の病原因子とし
ては Por. gingivalis と同様にタンパク分解
酵素が考えられている。そこで Pre. 
intermedia 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されて
いる。しかし Pre. intermediaは現時点で遺
伝的操作の手法が確立されてないために解
析が他の歯周病病原菌に比較して著しく遅
れている。そこで本菌での T9SS の役割、ま
た本菌の病原因子の詳細な解析を行うため
には遺伝子操作技術の開発が必須となって
いる。 
 
 
２． 研究の目的 

 
Pre. intermedia における病原因子、病原因
子の輸送機構の詳細な解析に欠かせない、遺
伝子操作技術の確立を行う。特に部位特異的
変異導入の手法の開発を行う。また開発した
手法を用いて Pre. intermediaの病原性に重
要な役割を持つと予想される T9SS の変異株
の作成を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）形質転換可能株の探索 
Pre. intermedia に近縁の Por. gingivalis
での変異株作成の実験においては遺伝子操
作の効率が使用する株によって大きく異な
っていた。そこで Por. gingivalisで確立し
ている形質転換法を用いて、Pre. intermedia
の種々株から形質転換可能株の探索を行う。
具体的には大腸菌S17-1株から接合伝達で転
移するシャトルプラスミド（テトラサイクリ
ン耐性遺伝子含有）を用い、形質転換菌をテ
トラサイクリン耐性株として検出した。 
 
（２）形質転換可能株のゲノム解析 
（１）で得られた形質転換可能株から今後の
詳細な解析に欠かせない遺伝子情報を得る。
その為に全ゲノム配列の決定を次世代シー
クエンサーを用いて行う。また染色体の数と
サイズはパルスフィールド電気泳動により
決定する。 
 

図１ 変異株作成の手順 

 
（３）部位特異的遺伝子操作技術の確立
（T9SS 変異株の作成） 
これまでの結果から得られたゲノム配列を
基に T9SS に必須であると推測される porK, 
porT遺伝子の上下流領域を含む断片をPCRに
て増幅する。その断片の目的遺伝子領域をエ
リスロマイシン耐性遺伝子に置換した
targeting construct を作成、シャトルプラ
スミド pTCB に挿入する。また変異株作成時
に最終的にプラスミドの脱落株を選択する
為のカウンターセレクション遺伝子として
スクロース感受性をもたらす sacB 遺伝子も
挿入する。 
作成した変異株作成用のシャトルプラスミ
ドを大腸菌 S17-1 株から接合伝達で Pre. 
intermediaに導入。ゲンタマイシンで大腸菌
を殺菌したうえでエリスロマイシン耐性の
形質転換株を得る(図 1 B)。得られた形質転
換菌からスクロース耐性のプラスミド脱落
株を選択することで、目的遺伝子がエリスロ
マイシン耐性遺伝子に置換した変異株を選
択する(図 1 C)。また得られた変異株から染
色体 DNA を調製し、サザンハイブリダイゼー
ションにより特異的な遺伝子破壊を確認す
る。 
また、形質転換菌の作成効率の改善を図るた
め、近縁菌種の Bacteroidesへのシャトルプ
ラスミドの接合伝達の条件を参考に実験条
件の検討を行う。 
 
（４）Pre. intermedia T9SS 変異株の解析 
近縁菌 Por. gingivalis の T9SS 変異株では
T9SS 依存性に輸送されるさまざまな病原因
子の輸送が阻害されるために様々な活性、血
液寒天培地上での黒色色素産生性、赤血球凝
集活性、バイオフィルム形成能が失われる。
そこで Pre. intermedia T9SS 変異株でのこ
れらの活性の変化を調べる。また遺伝子配列
から T9SS 依存性に菌体表層や菌体外へ輸送
されると予測されているタンパク分解酵素
interpain A の活性についても活性の変化を
測定する。 
黒色色素産生性については 5%羊脱繊血を添
加した TS 寒天培地で親株、変異株を 5 日培
養してコロニーの色調を観察する。 
interpain A の活性については親株、変異株
の OD0.6 の菌液 10ul を用いて pH7.5、0.1mM 
Tris-HCl, 5mM EDTA, 2mM DTT 溶液中で蛍光
基質 10mM Boc-Val-Leu-Lys-MCA と 37度にて
10分反応させる。遊離 MCAを励起光 380nm で
の蛍光波長 460nm にて計測する。 
赤血球凝集活性は親株、変異株を培養後に集



菌、OD6.0 の菌液を調製する。調製した菌液
から 2 段階希釈した菌液を丸底 96 穴プレー
トに分注する。それぞれに PBS 洗浄ウサギ赤
血球を最終濃度 1％で添加、室温に静置して
赤血球凝集を観察する。 
バイオフィルム形成活性は 96 穴プレートで
親株、変異株を一日培養する。PBS で洗浄後、
バイオフィルムを形成した菌をクリスタル
バイオレットで染色する。エタノールで色素
を抽出後、540nm での吸光度を測定する。 
 
 
４．研究成果 
（１）形質転換可能株の探索 
Pre. intermediaの標準株（ATCC25611）と臨
床分離株の計 20 株を用いて大腸菌 S17-1 株
からの接合伝達でのシャトルプラスミド（テ
トラサイクリン耐性遺伝子含有）の導入を行
った。結果、臨床分離株の 1 株(OMA14 株)か
らのみ低頻度であるがテトラサイクリン耐
性の形質転換菌が得られた。 
 
（２）形質転換可能株のゲノム解析 
パルスフィールド電気泳動により形質転換
可能株 OMA14 の染色体は 2個でそれぞれの大
きさは約 2.3Mb と 0.86Mb であることが明ら
かになった。さらに次世代シークエンサーに
よる全ゲノム配列決定の結果、第一染色体
2280262 bp、第二染色体 867855bp のそれぞ
れのゲノム配列を決定した。この決定した配
列から 2799 個の遺伝子を検出、T9SS に必須
の遺伝子群(porKLMNPQTUW, sov)のすべてが
本菌ゲノムに存在することを確認した(図 2)。 
 
図 2．Circular map of Pre. intermedia OMA14 
chromosomes and position of T9SS essential 

gene 
 
（３）部位特異的遺伝子操作技術の確立 
porK, porT遺伝子の変異株作成のために以下
の手順で変異導入用のシャトルプラスミド
を作成した。 
各遺伝子の上下流領域それぞれ約800bpと目
的遺伝子領域をエリスロマイシン耐性遺伝
子に置換した targeting construct をシャト
ルプラスミドに挿入した。plasmid 上の
targeting construct と染色体の目的配列と
の間で相同組換えを起こすことで目的遺伝
子の変異株を得ることを目的としている。こ

の為には相同組換えが起きなかった plasmid
保有株を除くカウンターセレクション方法
の開発が必要である。そこで好気性や通性嫌
気性のグラム陰性菌ではカウンターセレク
ションの手段として広く用いられているが、
偏性嫌気性菌ではまだ応用例が少ない
Bacillus subtilis由来の sacB遺伝子を使用
した。sacB遺伝子はスクロース存在下で致死
性をもたらす。近縁の Por. gingivalisを用
いた予備実験で SacB+保持株はスクロース存
在下で致死性を示すことを確認した。そこで
targeting construct を挿入済みシャトルプ
ラスミドに sacB 遺伝子を挿入、 Pre. 
intermedia OMA14株に大腸菌からの接合伝達
にて作成したプラスミドを導入した。エリス
ロマイシン耐性形質転換菌の出現効率は 10
の-10 乗未満であった。得られた 形質転換菌
をエリスロマイシンとスクロース存在下で
培養、目的遺伝子の変異株を得た。作成され
た変異株は染色体DANを用いたサザンハイブ
リダイゼーションにより目的遺伝子、porK, 
porTそれぞれの破壊を確認した(図 3)。 
 
図 3. サザンハイブリダイゼーションによる
porK, porT変異株の確認  
 

 
当初確立した Pre. intermediaの部位特異的
遺伝子操作の効率は十分でなものではなか
った。エリスロマイシン耐性の形質転換菌の
出現頻度は 10 の-10 乗未満であり、さらにこ
の形質転換菌が安定に得られない問題があ
った。そこで形質転換菌を安定的に得るため
に大腸菌からの接合伝達の条件を検討した。
Bacteroides へのシャトルプラスミドの接合
伝達の条件(接合伝達時に一晩好気条件に置
く)を参考に、接合伝達時に一時的に好気状
態に置くことを試みた。まず Pre. intermedia 
OMA14 の耐酸素性を調べた。結果、菌体を寒
天培地上に塗布後、好気状態に置いたところ、
生存率は 2 時間では変化しなかったが、3 時
間以上では急速に悪化した。そこで Pre. 
intermedia OMA14 への接合伝達時に 2時間好
気状態に置いた後に嫌気培養を行った。結果、
形質転換菌の出現頻度は安定的に10の-10乗
から-9 乗となり改善することができた。 
 
（４）Pre. intermedia T9SS 変異株の解析 
Pre. intermedia porK, porT変異株の性状を



調べたところ Por. gingivalis の T9SS 変異
株と同様に羊脱繊維血を加えた血液寒天上
でのヘム鉄の獲得による黒色色素産生性が
みられなくなった(図 4 a)。本菌の蛋白分解
酵素 interpain A はその遺伝子のアミノ酸配
列情報から T9SS 依存性に菌体表層、培地中
に輸送されることが予測されていた。そこで
whole cell を用いて interpain A 活性の測定
を行ったところ、Pre. intermedia porK, porT
変異株では interpain A 活性が完全に失われ
ていた(図 4  b)。この結果により本菌では
interpain A が T9SS依存性に輸送されている
ことが実験的に初めて明らかになった。また
赤血球凝集活性とバイオフィルム形成活性
を調べたところ、Pre. intermedia porK, porT
変異株ではそれらの活性が失われていた(図
4  c,d) 

これらの結果から Pre. intermediaの病原性
因子と考えられている蛋白質分解酵素
interpain A の輸送や、本菌の持つ黒色色素
産生性、赤血球凝集活性、バイオフィルム形
成活性に T9SS が重要であることを明らかに
することができた（論文作成中）。 

Pre. intermediaは他の歯周病原菌と異なり、
妊娠性歯周炎、思春期性歯周炎との関連が知
られている。しかし詳細な関連性は未だ解明
されてない。本研究により確立できた遺伝子
操作技術は本菌の病原因子、さらに各種歯肉
炎との関連性についての研究を著しく進展
できることが期待される。 

図 4 Pre. intermedia T9SS 変異株(porK,porT  

株）の性状 
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