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研究成果の概要（和文）： 
歯周病原菌であるポルフィロモナス ジンジバリス菌は我々の研究により菌株ごとにゲノム構

造の多様性を持つことが明らかになった。本研究では転移因子の一つである Conjugative 

transposon （CTn）が実際に菌株間、だけでなく他の菌種の間で遺伝子を受け渡している事を

明らかにした。この結果から、歯周病原菌は遺伝子情報のやり取りを通じて多様性と口腔内環

境への適応性を獲得していると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We revealed that periodontal pathogen, Porphyromonas gingivalis, has the extensive genomic 

diversity among the strains. CTnPg1 is one of the mobile genetic elements in P. gingivalis. 

This study shows that CTnPg1 can be transferred between P. gingivalis strains and other 

bacterial species. These results suggest that CTnPg1 may play important roles for the 

acquisition of diversity within bacterial species and the adaptability against oral 

environment.  
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１． 研究開始当初の背景 

 

(1) 歯 周 病 細 菌 Porphyromonas 

gingivalis ATCC 33277 株は多くの研究者が

基準株として使用しており、この株を親株と

した多くの変異株を作製し研究に用いてき

た。ATCC 33277株はゲノム塩基配列が決定さ

れていた W83株と病原性が異なると報告され

ている。この株間における病原性を含めた違

いがどのような機序で生じるかは解明され

ていない。 

 

(2) これまでの研究で ATCC 33277 株の

全ゲノム塩基配列を決定した。ATCC 33277株

と W83株のゲノム構造を比較すると、全領域

に渡って inversionや組替えによる大規模な

ゲノムの構造の再構成がみられた。これらの

再 構 成 が み ら れ た 箇 所 の 多 く に は

conjugative transposon (CTn)を含む転移性

遺伝子(mobile genetic elements)、または

その痕跡が認められた。 

 

図１ ATCC33277株、W83株ゲノム構造比較 丸

字印ははゲノム再構成部位にみられる転移因

子 (CTn, Tn, IS, MITE, large mobile 

elements)の位置を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２． 研究の目的 

 

転移性遺伝子の一つとして ATCC 33277 株の

ゲノムには DNA 転移にかかわる一連の遺伝

子セットを持つ CTn、CTnPg1 が存在するこ

とも明らかになった。CTn のような転移因

子は異なる菌株間での遺伝情報の伝達を可

能にすると考えられる。そこで本研究では

P. gingivalis の多様性形成機構の解明を

めざして CTnPg1 を始めとする転移性因子

の P. gingivalis菌株間での転移機構と DNA

の多様性形成における役割の解明を目指す。 

 

３． 研究の方法 

 

(1) P. gingivalis 菌株間での CTnPg1

転移の検討を行う。ATCC 33277 株 CTnPg1 領

域にアンピシリン(Ap)耐性遺伝子を挿入し

た株および W83 株の porT 遺伝子にエリスロ

マイシン(Em)耐性遺伝子を挿入した株を作

製、寒天培地上で接合実験を行う。Ap/Em 耐

性のコロニー (transconjugant 株)の出現頻

度 か ら CTnPg1 の 伝 達 を 検 討 す る 。

transconjugant 株は TS 寒天培地上のコロニ

ー形態の違いとゲノム DNAを用いた菌株識別

PCRで ATCC 33277株由来か W83株由来か判定

する。また CTnPg1 のゲノムへの挿入はサザ

ンハイブリダイゼーションにて確認する。 

 

(2) inverse PCR 法 に よ り 各

transconjugant 株ゲノム中での CTnPg1 挿入

位置を調べ、CTnPg1の認識する挿入配列、att

配列を推測する。 

 

(3) CTnPg1 の転移に必要な遺伝子の同

定。他菌の CTnの研究から CTnの転移に係る

遺伝子として指摘されている遺伝子、CTn 内

の遺伝子、integrase gene、 DNA excision 

proteinと染色体上の recA遺伝子の変異株を

作成する。作成した変異株を用いて CTnPg1

の転移への影響を調べる。また CTnPg1 の転

移に先立つ染色体からの切り出しによる

intermediated formの形成を PCRにて確認す

る。 

 

(4) 他の類縁菌への CTnPg1 の転移の検

討。donorとして Bacteroidesと Prevotella

の Ap 耐性菌株を用いる。また recipient と

して P. gingivalis  ATCC  33277 株の

CTnPg1中の遺伝子間に Em)耐性遺伝子を挿入

した株を作製する。これらの菌を用いて(1)

の手法に従って CTnPg1の転移を検討する。 

 

(5) 公開されているすべてのゲノム配

列に対する homology検索により CTnPg1に類

似の CTn が他の菌にも存在するか検討する 

 

4. 研究成果 

 

(1) ATCC 33277 CTnPg1- Apr 株 と

W83porT::Emr株を作成した。これらを寒天培

地上での接合実験に供したところ、Ap/Em耐性

の transconjugantコロニーが得られた。

2354886 bp 

 

 ATCC  

33277 

W83 2343476 bp 



 

 

Transconjugantの出現頻度からATCC 33277株

からW83株へのCTnPg1の伝達効率は10-5〜10-6

であった。また、W83株からATCC 33277株への

遺伝子伝達も同等の効率で観察され、CTnPg1

以外の遺伝子伝達機構の存在が示唆された。

また得られたtransconjugantのゲノムDNAを

用いた PCRにより株を確認した（ glucose 

kinase PCR）。 

 

(2) inverse PCR を 用 い て

transconjugant株、18株のCTnPg1挿入位置を

含むDNA断片を増幅、回収、塩基配列を決定し

計17箇所のCTnPg1の挿入位置（att site）を

決定した。決定した挿入位置は糖鎖等の菌の

表層構造物の合成遺伝子の中やその近傍にみ

ら れ た こ と か ら 、 CTnPg1 の 伝 達 は P. 
gingivalisの表層構造に影響を及ぼしている

ことが推測された。また実験に用いた

transconjugant株のうち7株ではCTnPg１の挿

入がゲノム上の2カ所に認められた。得られた

CTnPg1の挿入位置からCTnPg1が認識する挿入

配列は13bpの（TTTTCNNNNAAAA）であることが

明らかになった。 

 

(3) CTnPg1 中 の 遺 伝 子 変 異 株 う ち

integrase変異株のみでCTnPg1が染色体から

切り出されたintermediated formが検出され

なかった。CTnPg1がintegrase依存性に切り出

されていることを確認した。またintegrase

変異株ではCTnPg1の転移は見られなくなった。

またDonorの33277株染色体上のrecA遺伝子の

変異株ではCTnPg1の転移には影響は見られな

かった。一方recipientとしてW83株のrecA遺

伝子変異株を用いるとCTnPg1の転移は全く見

られなかった。またW83株のrecA遺伝子変異の

相補株をrecipientとして用いるとCTnPg1の

転移は回復した。これらの結果から P. 
gingivalisのCTnPg1の染色体からの切り出し

は自身のintegrase geneに依存すること、染

色体への挿入はrecipient のrecA遺伝子に依

存性であることが明らかになった。CTnPg1は

recA非依存性に伝達する近縁のBacteroides

のCTnとは違った機構を持つことが示唆され

た。 

 

(4) donorとしてATCC 33277株のCTnPg1

領域に Em 耐性遺伝子を挿入した株を作成し

た。この株と recipient に Ap 耐性遺伝子を

も つ 近 縁 の 菌 種 、 Bacteroides 3 種 、

Prevotella 2 種を用いて CTnPg1 の伝達を検

討した。近縁の菌種のうち Bacteroides 

thetaiotaomicronと Prevotella oralisへの

CTnPg1 の伝達が伝達効率 10-5〜10-7で認めら

れた。CTnPg1は菌株間だけでなく、菌種間の

遺伝子形質の伝達を行っていることが明ら

かになった。 

 

(5) NCBIと Human Microbiome Databse

に公開されているすべてのゲノム配列に対

する homology 検索により CTnPg1 に類似の

CTn が P. gingivalis の近縁の口腔内嫌気性

菌、Porphyromonas endodontitis、Prevotella 

buccae、Prevotella intermedia に見出され

た。これらの CTnPg1 類似 CTn において CTn

伝達に関わる遺伝子、integrase 遺伝子, tra

遺伝子 mob 遺伝子は高度に保存されていた。

またそれぞれの両端には CTnPg1 で決定した

att 配列(TTTTCNNNNAAAA)が CTnPg1 と同様に

認められた。 
 

図２ CTnPg1類似 CTn 

アミノ酸配列の相同性が 90%以上の遺伝子間

を灰色着色にて表示した。 

 

転遺伝性遺伝子、CTnPg1は口腔内嫌気性細菌

である P. gingivalisで最初に認められた完

全な構造をもつ CTnであるが、実際に生菌間

で転移活性を持つかはこれまで不明だった。

本研究によって CTnPg1 が 10-7 から 10-6の

頻度で P. gingivalis 菌株間で、更には他の

菌、腸内細菌 Bacteroides と口腔内細菌

Prevotella へ転移することを初めて明らか

にした。変異株を用いた実験から、CTnPg1の

転移にはこれまでに解析されている他菌の

CTnとは違い recipient側の recA遺伝子に依

存することが示された。また CTnPg1 の挿入

される染色体上の配列も近縁の菌である

Bacteroidesの CTnとは違うことから、CTnPg1

はこれらとは別の CTnであることが示唆され

た。ゲノム配列 data base の検索結果から、

他の口腔内嫌気性細菌に CTnPg に類似する 

CTn が存在することを明らかにした。これら

の結果は CTnPg1 およびその類似 CTn がヒト



 

 

の口腔および腸内に存在する嫌気性菌の間

に広く分布し遺伝子の水平伝播に寄与して

いることを示唆するものである。またこの事

は歯周病原菌が遺伝子情報のやり取りを通

じて多様性と口腔内環境への適応性を獲得

していることを示唆するものである。 
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