
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４０８

若手研究(B)

2013～2012

バイオフィルム形成ロシア・ミューシラジノーサの遺伝子解析

Transposon mutagenesis of biofilm-forming Rothia mucilaginosa

４０３８８３６９研究者番号：

山根　一芳（YAMANE, Kazuyoshi）

大阪歯科大学・歯学部・講師

研究期間：

２４７９１９７５

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     3,300,000 、（間接経費） 円       990,000

研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに難治性根尖性歯周炎の症例から分離したロシア・ミューシラジノーサが、
菌体外多糖（EPS）を産生してバイオフィルムを形成することにより疾患の難治化に関与していることを報告してきた
。本研究では、その内の１株（DY-18株）からランダムミュータジェネシスを用いて、EPS産生性の低下した変異株を得
ることができた。さらに、DY-18株のバイオフィルム形成遺伝子を網羅的に解析するため、バイオフィルムを形成して
いるDY-18株と、振盪培養し、培養菌液の粘度が低い状態の同株とで遺伝子の発現レベルを比較した結果、いくつかの
ストレス応答遺伝子がバイオフィルム形成に関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Clinical isolate (strain DY-18) of Rothia mucilaginosa from persistent apical peri
odontitis produce a large amount of exopolysaccharide (EPS). In this study, to identify the genes involved
 in biofilm formation in R. mucilaginosa, we established EPS non-producing mutants from strain DY-18 by ra
ndom mutagenesis. The viscosity of culture medium in these mutants were lower than the parent strain cultu
re. Scanning electron microscopic observations on cell surface revealed that these mutans lacked or had si
gnificantly decreased meshwork-like structures, which is typical for biofilm-forming bacteria. We compared
 genes expression profiles of strain DY-18 between in static culture producing large amount of EPS, and sh
ake culture, EPS non-producing condition, by microarray. The results in this study indicate that expressio
n of stress response genes in the static culture is higher than that in the shaking growth condition and s
uggest that these genes might involve in biofilm formation.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： バイオフィルム　Rothia mucilaginosa　遺伝子

歯学・形態系基礎歯科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
１）感染症におけるバイオフィルム形成菌の
重要性 

自然界の多くの細菌は、バイオフィルムを
形成して生存に不利な環境中で定着し、生き
残る。これらバイオフィルム形成細菌によっ
て引き起こされる感染症は、バイオフィルム
感染症と呼ばれ、現在多くの細菌感染症にバ
イオフィルムが関与していることが報告さ
れている（Costerton JW et al. Science 1999）。
口腔領域においても、プラークをバイオフィ
ルムとして捉える動きが活発化してきてい
る。我々はこれまで、歯周病病巣から優位に
分離される Prevotella nigrescensに通常の
プラークとは異なり、シュクロース非依存性
に exopolysaccharide (EPS)を産生して、バ
イオフィルムを形成する株があることを報
告し、EPS 産生株は菌体周囲に網目状の構造
物をもつこと、非産生株と比較して強い膿瘍
形成誘導能をもつこと、EPS はヒト好中球に
対して貪食抵抗因子として働くがそれ自身
にはほとんど免疫活性化作用がないことな
どを明らかにしてきた（Yamane K et al. Oral 
Microbiology and Immunology 2005）。これ
らの結果は、EPS 産生性が病原性、特に組織
侵襲性に深く関与しており、口腔感染症の成
立、慢性化、難治化に関わる重要な因子であ
ることを強く示唆している。バイオフィルム
の主要な構成要素の一つである EPS は、菌体
を周辺環境から保護し、物理的なバリアとな
る。この物理的なバリアにより、病巣内の細
菌は食作用などの宿主免疫機構から保護さ
れ、病巣で長期に生存するようになる。また、
バイオフィルムは抗菌剤や消毒薬が菌体へ
到達するのを阻害する。実際、バイオフィル
ム形成症例では適合抗菌剤の連用によって
も病巣から起炎菌は除菌されにくい。このこ
とからも病巣にバイオフィルムが形成され
た感染症は感染状態が持続、反復し、難治化
すると考えられる。 
２）難治性根線性歯周炎とバイオフィルム感
染症 

難治性根尖性歯周炎は、腫脹や疼痛を繰り
返し、患者の生活の質（QOL）の低下を招く
だけでなく、歯の喪失の原因となる。我々は
これまでに数回の根管治療にもかかわらず、
病巣から細菌が除去できない、難治性根尖性
歯周炎の病巣からEPSを産生してバイオフィ
ルムを形成する細菌が分離されることを報
告している。2008 年には，難治性根尖性歯周
炎 か ら EPS を 産 生 す る Escherichia 
hermanniiを分離、同定し、2009 年には３つ
の難治症例から純培養状態で分離される
Bacillus subtilis がバイオフィルムを形成
することを（Yamane K et al. Journal of 
Endodontics 2009）報告している。最近では、

難治性根尖性歯周炎の症例から分離された
Rothia mucilaginosa（R. mucilaginosa）の
複数の株がEPS産生菌に特徴的な網目状構造
物を有していることを明らかにし（Yamane K 
et al. Journal of Osaka Dental University 
2010）、根尖性歯周炎の難治化に細菌のバイ
オフィルム形成による貪食抵抗性が関与し
ていることを報告している。 
３）難治性根尖性歯周炎から分離した R. 
mucilaginosa DY-18 株のゲノム解析 
我々は難治性根尖性歯周炎から分離した

バイオフィルムを形成する R. mucilaginosa 
DY-18 株の全ゲノム配列を決定し、報告した
（Yamane K et al. Sequencing 2010）。DY-18
株のゲノムは 2.2Mbp あまりの大きさの環状
DNA からなり、アノテーションの結果から
2,052 の遺伝子が含まれることを予測してい
る。また、R. mucilaginosa は、これまで
StaphylococcusやStomatococcusなどに分類
され、これらの細菌やレンサ球菌との鑑別が
困難であった経緯から口腔ではマイナーな
細菌であるというイメージがあるが、分子生
物学的な分類法により Rothiaに再分類され、
これらの技術を使った検出法が発達するに
つれて、口腔や上気道部の常在菌としてだけ
でなく、心内膜炎、髄膜炎、腹膜炎などの多
くの日和見感染症の原因になっていること
が明らかになり、社会的にも注目を集めてい
る菌種である。 
 
２．研究の目的 
バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る R. 

mucilaginosa DY-18 株をモデルとして、難治
性根尖性歯周炎を引き起こすバイオフィル
ム形成菌のバイオフィルム形成遺伝子を明
らかにすること 
 
３．研究の方法 
１）バイオフィルム非形成変異株の樹立と変
異部位の解析 
菌体周囲に網目様の構造物を産生し、バイ

オフィルムを形成するDY-18株から通法に従
ってコンピテントセルを調製した。このコン
ピテントセルを用いてカナマイシン耐性遺
伝子をもつトランスポゾン（Epicentre 社）
を DY-18株のゲノムにエレクトロポレーショ
ン（BTX 社）し、本基金により購入したラボ
密度計（DMA4100M Antonparl社）自動粘度計、
走査型電子顕微鏡を用いてバイオフィルム
非形成株をスクリーニングした。ランダムミ
ュータジェネシスによって樹立した、バイオ
フィルム非形成変異株のトランスポゾン挿
入箇所の遺伝子は、次世代シークエンサーGS 
Junior system (Roche 社)を用いてダイレク
トシークエンシングし、トランスポゾン挿入
部位の決定と、挿入部位のアノテーションを
実行している。 
２）バイオフィルム形成遺伝子の予測 
全ゲノム配列からバイオフィルムの合成



経路、形成調節経路、分泌経路などをパスウ
ェイ解析して、バイオフィルム形成に関与す
る遺伝子を予測した。 
３）バイオフィルムと浮遊状態における発現
遺伝子の比較 
当初、親株とノックアウト株の菌体から抽

出した mRNA を用いて遺伝子の発現レベルを
比較する予定であったが、培養条件による、
菌液の粘度の変化が明らかになったため、そ
れぞれの培養条件における発現遺伝子をマ
イクロアレイで比較した。静置培養し、バイ
オフィルムを形成している DY-18 株と、振と
う培養し、培養菌液の粘度が低い同株からそ
れぞれメッセンジャーRNA を抽出し、我々が
明らかにしたDY-18株の全ゲノム配列の情報
を基に作製したマイクロアレイでその発現
レベルを比較した。 
 
４．研究成果 
１）バイオフィルム非形成変異株の樹立と変
異部位の解析 
カナマイシン耐性遺伝子をもつトランス

ポゾンを用いたランダムミュータジェネシ
スにより、親株と比較して培養菌液の密度、
粘度が低下した変異株 10 株を得ることがで
きた。また、これらの菌株の細胞表面を、走
査型電子顕微鏡を用いて観察したところ、菌
体周囲の網目様構造物の欠失又は減少が確
認できた。現在、これらの菌株からゲノム DNA
を抽出し、シークエンシングしてトランスポ
ゾン挿入部位の決定と、挿入部位のアノテー
ションを実行している。 
２）バイオフィルム形成遺伝子の予測 
DY-18 株のゲノムの解析をさらに進めたと

ころ、DY-18 株のゲノム上には、主要シグマ
因 子 （ primary sigma factor ） と
extracytoplasmic function (ECF) sigma 
factorが１つずつ計2つのシグマ因子遺伝子
しか存在しないことが明らかになった。これ
は R. mucilaginosa の標準株である ATCC 
25296 株がもつ３つのシグマ因子より、さら
に１つ少なかった。ECF シグマ因子は、環境
ストレス応答や病原因子の産生に重要な役
割を果たしていることが分かっている。
DY-18 株の ECF シグマ因子も酸化ストレスへ
の応答に関与するレドックスモチーフを含
むことから、周囲環境の酸化ストレスへの応
答機構に関係していることが示唆された。 
３）バイオフィルムと浮遊状態における発現
遺伝子の比較 
DY-18 株のバイオフィルム形成遺伝子を網

羅的に解析するため、静置培養し、バイオフ
ィルムを形成している DY-18 株と、振とう培
養し、培養菌液の粘度が低い状態の同株で発
現レベルを比較した結果、いくつかのストレ
ス応答遺伝子が、これらの培養条件によって
変動していることが明らかになった。このこ
とから、R. mucilaginosa のストレス応答機
構が、バイオフィルム形成性に関与すること
が示唆された。 

４）今後の展開 
本研究によって、多くのバイオフィルム非

形成変異株を樹立することが出来た。また、
マイクロアレイを用いた遺伝子発現比較解
析により、ストレス応答遺伝子のバイオフィ
ルム形成性への関与について、さらなる知見
を得ることができた。したがって、 R. 
mucilaginosa のバイオフィルム形成関連遺
伝子の解明という本研究の目的は予定通り
進行したと言える。しかし、バイオフィルム
形成に直接関与する遺伝子や、分泌機構につ
いてはゲノム上の遺伝子から予測できるも
のの、その全貌を明らかにすることはできな
かった。今後さらにトランスポゾンライブラ
リを充実させると同時に、RNA シークエンシ
ングなどの手法を用いて、さらに候補遺伝子
を増やしていく必要があると考えている。 
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