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研究成果の概要（和文）：　本研究より、辺縁性歯周炎や根尖性歯周炎の病原性細菌の一種である Porphyromonas gin
givalis は、バイオフィルム形成および抗菌薬抵抗性に関与する可能性がある薬剤排出ポンプをコードする遺伝子に相
同性を持つ遺伝子を有するものの、数種の細菌種において薬剤排出ポンプを阻害することが報告されている薬剤排出ポ
ンプ阻害剤によって、P. gingivalisのバイオフィルム形成およびエリスロマイシン感受性は影響を受けないことが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study showed that Porphyromonas gingivalis, which is a major pathogen in 
marginal periodontitis and refractory periapical periodontitis, has several genes encoded a putative 
multidrug efflux pumps. However, two inhibitors of multidrug efflux pump, which were reported to inhibit 
multidrug efflux pumps in several bacterial species, didn't affect biofilm formation and sensitivity to 
erythromycin in P gingivalis.

研究分野： 歯科保存学
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１． 研究開始当初の背景 
 バイオフィルム形成細菌は抗菌薬に対する
抵抗性を持つ。そのため、バイオフィルム感
染症である辺縁性および根尖性歯周炎はし
ばしば難治化・慢性化の経過をたどる。バイ
オフィルム形成細菌の抗菌薬抵抗性メカニ
ズムは 1) 菌体外マトリックスによる浸透阻
害、2) 増殖速度の低下による感受性の減弱、
3) 遺伝子発現の変化による抵抗性の獲得、が
考えられているものの、その詳細は明らかに
はなっていない。そのため、バイオフィルム
感染症の治療法の第一選択はバイオフィル
ムの機械的除去である。しかしながら、機械
的除去が困難な部位に形成されたバイオフ
ィルムに対しては、機械的除去に頼らない新
たな治療法・抑制法の開発が必須であり、病
原性細菌であると考えられる細菌種のバイ
オフィルムにおける抗菌薬抵抗性メカニズ
ムの解明は急務である。 
 一方、浮遊細菌では複数種の抗菌薬に対し
て抵抗性を示すようになる多剤耐性化に薬
剤排出ポンプの過剰発現が寄与していると
考えられている。 
 近年、サルモネラ菌ではバイオフィルム形
成に関与する薬剤排出ポンプが同定され、緑
膿菌においては、バイオフィルムの抗菌薬抵
抗性に関与する薬剤排出ポンプが同定され
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、辺縁性および根尖性歯周炎の
病原性細菌の一種である Porphyromonas 
gingivalisにおいて、バイオフィルム形成お
よび抗菌薬抵抗性に関与する薬剤排出ポン
プを明らかにするとともに、阻害方法につい
て検索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオフィルム形成および抗菌薬抵抗
性に関与する薬剤排出ポンプをコードする
遺伝子に相同性をもつ遺伝子の選定 
 P. gingivalis ATCC 33277 株の浮遊細菌お
よびバイオフィルム形成細菌のマイクロア
レイの結果より(Yamamoto R et al, appl 
Environ Microbiol 77, 2011, Biology Gene 
Expression Database, accession number 
CBX149)、浮遊細菌と比較してバイオフィル
ム形成細菌で発現が有意に上昇している遺
伝子を抽出し、ゲノム配列から薬剤排出ポン
プをコードする遺伝子に相同性を持つ遺伝
子を選定した。 
 
(2) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
の増殖に与える影響の検索 
 薬剤排出ポンプ阻害剤として、種々の細菌
で薬剤排出ポンプを阻害することが報告さ
れ て い る phenyl-arginine- β
-naphylamide(PA β N) お よ び carbonyl 
cyanide m-chlorophenyhydrazone (CCCP)を
用いた。P. gingivalis ATCC 33277 株を 2 x 

108 cells/ml に調整し、96 穴プレートに 100  
μl 播種した。連続希釈して PAβN、CCCP の
いずれかを 100 μl添加し、嫌気的条件下で
3 日間培養後、550 nm(OD550)で上清の吸光度
を測定した。 
 
(3) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
のバイオフィルム形成に及ぼす影響の検索 
 P. gingivalis ATCC 33277 株を 2 x 108 
cells/ml に調整し、96 穴プレートに 100  μ
l 播種した。連続希釈した PAβN、CCCP のい
ずれかを 100 μl 添加し、嫌気的条件下で 3
日間培養し、バイオフィルムを形成した。バ
イオフィルムを形成した各ウェルをPBSにて
洗浄後、200 μl の PBS にて懸濁し、550 
nm(OD550)で吸光度を測定した。 
 
(4) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
のエリスロマイシン感受性に及ぼす影響の
検索 
 U字の96穴プレートに連続希釈したエリス
ロマイシンと増殖を抑制しない濃度の PAβN、
CCCP のいずれかを添加し、P. gingivalis 
ATCC33277 株を最終摂取濃度が 105 CFU/ウェ
ルとなるように播種し、嫌気的条件下で 2日
間培養し、増殖が認められないウェルのうち
最小の薬剤濃度を最小発育阻止濃度(MIC)と
した。 
 
(5)統計学的有意差の検定 
 3、(1)項では Student’s t-test、それ以
外の定量的解析においては、Tukey-Kramer 
test を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)薬剤排出ポンプをコードする遺伝子に相
同性をもつ遺伝子 
 P. gingivalis ATCC 33277 株の遺伝子配列
より、薬剤排出ポンプをコードする遺伝子に
相同性を持つ遺伝子は 20 種存在した。それ
らの遺伝子のうち、浮遊細菌とバイオフィル
ム形成細菌の継時的な遺伝子発現の変化を
検索したマイクロアレイの結果より、恒常的
に発現している遺伝子として、PGN_0006、
PGN_0886、PGN_1207、PGN_1431、PGN_1432、
PGN_1537、PGN_1538、PGN_1680、PGN_1681、
PGN_1682、PGN_1683、PGN_2012、PGN_2013、
PGN_2014 が同定された。また、バイオフィル
ム形成細菌で発現が上昇する遺伝子として、
PGN_0081、PGN_0142、PGN_0444、PGN_0445、
PGN_0715 が、さらに浮遊細菌で発現が上昇す
る遺伝子として、PGN_1749 が同定された（図
1）。これらの結果より、バイオフィルム形成
細菌で発現が上昇する5種の薬剤排出ポンプ
をコードする遺伝子に相同性を持つ遺伝子
(PGN_0081、PGN_0142、PGN_0444、PGN_0445、
PGN_0715)がバイオフィルム形成およびバイ
オフィルムにおける抗菌薬抵抗性に関与し
ている可能性が示唆された。 
 



 
 
 
 
 

 

 
図 1 浮遊細菌とバイオフィルム形成細菌で
発現に変化がある遺伝子とバイオフィルム
形成細菌において発現が上昇する薬剤排出
ポンプの一例 
 
(2) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
の増殖に与える影響 
 PAβN は 32 μg/ml 以上で P. gingivalis
の増殖を抑制した(図 2)。また、CCCP は
0.001953 μg/ml 以上で P. gingivalis の増
殖を抑制した(図 3)。 
 

 

 
 
 
図２ PAβNが P. gingivalisの増殖に与える
影響  

 
図３ CCCPが P. gingivalisの増殖に与える
影響  
 
 
 
(3) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
のバイオフィルム形成に及ぼす影響 
 PAβN は P. gingivalis のバイオフィルム
形成を抑制しなかった(図 4)。また、CCCP は
0.001953 μg/ml 以上で P. gingivalis のバ
イオフィルム形成を抑制した(図 5)。 
 
 
 
 
 
 



  

 
図 4 PAβNが P. gingivalisのバイオフィル
ム形成に与える影響 
 

 
図 5 CCCP が P. gingivalis のバイオフィル
ム形成に与える影響 
 
 
(4) 薬剤排出ポンプ阻害剤が P. gingivalis
のエリスロマイシン感受性に及ぼす影響 
  エリスロマイシンの MIC は 4μg/ml の PA
βN、0.000976563 μg/mlのCCCP添加時とも、
0.0125 μg/ml であった。 
 
これらの結果より、P. gingivalis ATCC 33277
株には、バイオフィルム形成および抗菌薬抵
抗性に関与する可能性がある薬剤排出ポン
プをコードする遺伝子に相同性を持つ遺伝
子が存在するものの、増殖を抑制しない濃度
の薬剤排出ポンプ阻害剤は、バイオフィルム
形成およびエリスロマイシン感受性に影響
を及ぼさないことが明らかとなった。 
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