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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌Porphyromonas gingivalisは6種のECFシグマ因子を保有する。本研究では、そ
れぞれのECFシグマ因子の変異株を作製し、病原性との関わりについて検討した。その結果、Rgp, Kgp活性はPG0162(PG
N_0274)変異株にて顕著に減少した。阻止円形成法の結果、PG1827(PGN_1740)変異株にて酸化ストレスに対する感受性
が顕著に増加した。また、PG0162(PGN_0274), PG1827(PGN_1740)変異株はバイオフィルム形成の増加を認めた。よって
、P. gingivalisの病原性発現にECFシグマ因子は重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Extracytoplasmic function (ECF) sigma factors are known to transmit changes in env
ironmental signals to specific responses in gene expression.In the genome of periodontal pathogen Porphyro
monas gingivalis, six ECF sigma factors were identified. To elucidate the role of ECF sigma factors in thi
s bacterium, chromosomal mutants carrying a disruption in each ECF sigma factor-encoding gene were constru
cted. Our results indicate that PG0162 (PGN_0274) mutant showed decreased gingipain protease activity.Furt
hermore, the mutant defective in PG1827 (PGN_1740) was sensitive to hydrogen peroxide compared with the wi
ld-type strain. In addition, the PGN_0274 and PGN_1740-defective mutants had increased biofilm formation c
ompared with the wild type. Collectively, our studies demonstrate that each ECF sigma factor is cooperativ
ely involved in P. gingivalis virulence. 
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１．研究開始当初の背景 

細菌の RNAポリメラーゼは、シグマ因子が
プロモーター領域の特異的な配列を認識す
ることで、遺伝子の発現を調節している。通
常、細菌はシグマ因子を数種類備えており、
環境に応じてその存在比率を変えることで
その環境に適した遺伝子群の転写を発現調
整 し て い る 。 そ の 中 で 、 ECF 
(extracytoplasmic function)シグマ因子は
細胞外の生活環境変化に応答し、細菌に対す
る環境ストレスを回避することに重要な役
割を果たすと大腸菌をはじめとする幾つか
の細菌で報告されている。 
歯周ポケットを含め、口腔内の環境は常に

変化しており、そこに生息する細菌は様々な
環境の変化に対応する機構を持ち備えてい
る。現在まで、慢性歯周炎の代表的な病原細
菌である Porphyromonas gingivalis (P. 
gingivalis)が備える環境ストレス回避タン
パクについては数多く報告されているが、そ
の環境ストレス回避タンパクの発現を調節
している転写因子に関する報告は数少ない。
歯周病の発症および進行を理解するために、
歯周疾患を引き起こす細菌の性状解析は不
可欠なことである。 

P. gingivalis には 6種類の ECFシグマ因
子が存在する（W83：PG0162, PG0214, PG0985, 
PG1318, PG1660, PG1827  ATCC33277 株: 

PGN_0274, PGN_0319, PGN_0450, PGN_0970, 
PGN_1108, PGN_1740）。我々のグループは、
P. gingivalis W83株において、PG1318遺伝
子挿入変異株を作製した。P. gingivalis は
血液寒天培地上で黒色集落を形成するが、
PG1318 変異株は黒色、白色、その中間色と
さまざまな集落が認められた。この結果から
PG1318 を変異させると黒色集落形成に関す
る遺伝子に変異が起こりやすくなることが
予想された。PG1318 変異株の黒色集落形成
に関する遺伝子周辺の塩基配列を解析する
と、数株にて遺伝子の欠失を認めた。よって、
PG1318 は酸化ストレス回避もしくは DNA 修
復に関係するタンパクの遺伝子発現を調整
することで遺伝子の突然変異を抑制してい
ることを報告した。 

P. gingivalis が慢性的に歯周炎を発症し
ていくには、周囲環境ストレスに富む歯周ポ
ケットにて長期間生存することが可能で、周
囲の細菌と混合感染することでバイオフィ
ルムを形成・肥大化させることが必須と考え
る。それゆえ、P. gingivalis の周囲環境ス
トレス調節機構がバイオフィルム形成能ま
たは病原性と深く関連するとの予想を行い、
本研究の着想に至った。 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、P. gingivalis に存在す
る 5種類の ECF シグマ因子について、それぞ
れが 
(1) P. gingivalis において環境ストレスを
回避する役割を担っているか、 
(2) 口腔内バイオフィルム形成における ECF
シグマ因子の重要性について、 
(3) P. gingivalis の病原性発現に重要な役
割を担っているのか、 
以上 3 点を明らかにすることを目的とする。 
  
研究期間内で明らかとすることは、 

(1) 5 種類の ECF シグマ因子が関係する細胞
外環境ストレスの同定 
それぞれの ECFシグマ因子と関連する環境

ストレス(温度、酸素、pH 変化、栄養飢餓)
を同定する。 
(2) 5 種類の ECF シグマ因子とバイオフィル
ム形成能・歯周病原性発現との関連性の有無
の検討 
P. gingivalis の病原性（バイオフィルム

形成能、プロテアーゼ活性）の発現に ECFシ
グマ因子が関与するか検討する。 
 

３．研究の方法 

本研究は、最初に P. gingivalis の 5 種類
の ECF シグマ因子変異株を作製した。次に、
野生株と変異株を用いて、ECF シグマ因子を
変異させることにより歯周病原性の一つで
あるプロテアーゼ活性の発現に差が認めら
れるか検討した。また、酸化ストレス環境下
にて、野生株と変異株に感受性の差が認めら
れるか阻止円形成法にて検討した。最後に野
生株と変異株および相補株のバイオフィル
ム形成能に ECFシグマ因子の影響が認められ
るか検討した。 
 
４．研究成果 
5 つの ECF シグマ因子遺伝子(PG0162, 

PG0214, PG0985, PG1660, PG1827)及びその
周辺を P. gingivalis W83株のゲノムをもと
に PCR法で増幅し、クローニングベクターに
組み込みターゲッティングベクターとした。
P. gingivalis の株間により各 ECF シグマ因
子が支配している遺伝子に差が認められる
可能性もあるので、全ゲノム配列がすでに発
表されている W83 株と代表的な株である
33277 株の両方において ECF シグマ因子変異
株を作製した。DNA シークエンサーにて塩基
配列を確認後、目的遺伝子内にエリスロマイ
シンカセットを挿入したターゲッティング
ベクターを構築し、その後エレクトロポレー
ターによりターゲッティングベクターを
33277 株と W83 株に導入し、相同組換えを起
こさせることにより変異株を得た。変異株に
てそれぞれの ECFシグマ因子遺伝子の転写が
行 わ れ て い な い こ と を reverse 
transcription PCR 法にて確認した（図１）。 



図１. ECFシグマ因子変異株の 
reverse transcription PCR 
RT: reverse transcriptase 

 
次に野生株と ECFシグマ因子変異株を用い

て、プロテアーゼ活性（Kgp, Rgp）活性を測
定した。その結果、Kgp, Rgp 活性ともに、162
変異株にて顕著な減少を認めた（図２）。ま
た、P. gingivalis は血液寒天培地上にて黒
色集落を形成することが特徴であるが、162
変異株の独立集落は白色であった。 

図２. プロテアーゼ（Kgp, Rgp）活性 

 

次に野生株と ECFシグマ因子変異株を用い
て、0.75% H2O2に対する感受性を阻止円形成
法にて測定した。その結果、1827変異株は過
酸化水素に対する感受性の顕著な増加を認
めた（図３）。 

図３. 過酸化水素に対する感受性試験 

次に、野生株と 5種類の ECF シグマ因子そ
れぞれの変異株を用いて、P. gingivalis の
バイオフィルム形成能に差が認められるか
検討した。この実験系における ECF シグマ因
子変異株は ATCC 33277 株を親株とした変異
株を用いた。方法は、12well プラスチックプ
レートに菌液を接種し、二日間嫌気培養後、
洗浄後クリスタルバイオレット染色性で評
価を行った。その結果、PGN_0274 と PGN_1740
変異株にて、バイオフィルム量の顕著な増加
を認めた（図４）。 

 

図４. バイオフィルム形成試験 

 
次に、PGN_0274 と PGN_1740 について相補

株を作製することとした。方法は、pT-COWベ
クターに相補させたい遺伝子をクローニン
グし、そのベクターをエレクトロポレーショ
ン法にて ECFシグマ因子変異株に組み込んだ。
寒天培地にテトラサイクリンを混ぜ、セレク
ションを行った。 
その、相補株と変異株、野生株を用い再度バ
イオフィルム形成実験を試みたところ、
PGN_0274 と PGN_1740 変異株におけるバイオ
フィルム形成量の増加は、当該遺伝子を相補
することにより野生株と同程度に回復した
（図５, 図６）。 
 

 

図５.  PGN_0274変異株および相補株の 

    バイオフィルム形成量 

 

 

 

WT
total RNA

∆PG0985 
total RNA

RT (+) (-) (+) (-)

16S rRNA
primer

PG0985
primer

c PG0985

f PG1827

WT
total RNA

∆PG1827 
total RNA

RT (+) (-) (+) (-)

16S rRNA
primer

PG1827
primer

e PG1660

WT
total RNA

∆PG1660 
total RNA

RT (+) (-) (+) (-)

16S rRNA
primer

PG1660
primer

WT
total RNA

∆PG1318
Black 

total RNA

d PG1318

16S rRNA
primer

PG1318
primer

RT (+) (-) (+) (-) (+) (-)

∆PG1318
White 

total RNA

ECFシグマ因子変異株のreverse transcription PCR
RT: reverse transcriptase

a PG0162

WT
total RNA

∆PG0162
total RNA

RT (+) (-) (+) (-)

16S rRNA
primer

PG0162
primer

b PG0214

WT
total RNA

∆PG0214 
total RNA

RT (+) (-) (+) (-)

16S rRNA
primer

PG0214
primer



 

図６.  PGN_1740変異株および相補株の 

    バイオフィルム形成量 

 
以上の結果より、PG0162(PGN_0274)は、P. 

gingivalisの病原性に関わる Rgp,Kgp活性の
発現に関与していることが明らかとなった。 
また、PG1827(PGN_1740)は、酸化ストレス消
去に関わるタンパクの発現を調整している
こと示唆された。また、PG0162(PGN_0274) と
PG1827(PGN_1740)は、P. gingivalis のバイ
オフィルム形成に関与するタンパク質の遺
伝子発現を調整していることが示唆された。 
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