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研究成果の概要（和文）：菌体外DNAとヒストン様DNA結合タンパク (HLP)は、Biofilmの成熟や安定性に重要な役割を
演じ、菌体外DNAは、Candida biofilm成熟中に酵母型から菌糸型へ形態変化を誘導する事を示した。また2-methacrylo
yloxyethyl phosphorylcholine (MPC)-polymerは、歯周病細菌やToll-like receptor-2リガンドの上皮細胞への付着・
結合を阻害し、IL-8産生も抑制する事も示した。以上より、菌体外DNAやHLPはBiofilm関連感染症に対する治療の標的
となり、MPC-polymerは口腔感染症予防に有用である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Extracellular DNA and hitone-like DNA binding protein (HLP) play crucial roles in 
biofilm development and its rigidity. eDNA also induces the morphological transition from yeast to hyphal 
growth form during Candida albicans biofilm development. MPC-polymer treatment significantly reduced the 
adherence of Pophyromonas gingivalis, major periodontitis-related pathogen, on oral keratinocytes and 
inhibited TLR2-mediated IL-8 production by blocking the binding of its specific-ligand in a 
concentration-dependent manner. This study suggests that eDNA- and HLP-targeting strategies may be 
applicable to novel treatments for bacterial biofilm-related infectious diseases and MPC-polymer is 
potentially useful for oral care to prevent oral infection.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 口腔細菌は、歯面・口腔粘膜や人工修復

物等の固体表面に付着・定着して、Biofilmを

形成する。そして口腔 Biofilm 中の細菌が、

呼吸器系や循環器系に侵入し、慢性気道感染

症、感染性心内膜炎、動脈硬化や骨髄炎のよ

うな全身疾患を発症させる事も多数報告さ

れており、特に現在、加速度的に進んでいる

高齢化社会において、抵抗力の低下した高齢

者では、時として死に至る重大な問題となっ

ている。このような現状を考慮すると、口腔

Biofilm 感染症の予防や治療法を確立する事

は、我々の歯科界が果たすべき大きな課題・

責務であると考えられる。 

 

(2) 我々は、これまでに細菌 Biofilm感染症で

ある齲蝕・根尖性歯周炎や歯周病の病因や病

態を細菌学的及び分子細胞生物学的に解析

を行ってきた(Caries Res 1993, J Endod 1993, 

2003, J Dent Res 2007, Oral Microbiol Immunol 

2008)。近年、Histone 様 DNA 結合蛋白質

(Histone-Like DNA binding Protein; HLP)が、レ

ンサ球菌(Streptococci)の生存に必須である事

や菌体外にも分泌される事を見出し、さらに

Streptococcus 属においてアミノ酸配列レベル

で 89%以上という非常に高い homology を示

し、高度に保存されている遺伝子・蛋白質で

ある事を明らかにした(Cell Microbiol 2008, 

Mol Microbiol 2008)。興味深い事に、HLPの

発現を down-regulate させると、Biofilm 形成

メカニズムの Quorum Sensing 機構において

Auto Inducerの発現に関与するLuxSの発現も

抑制された(Mol Microbiol 2008)。すなわち、

HLP が Biofilm 形成抑制・破壊の標的分子と

なる可能性が示唆され、これに一致して、グ

ラム陰性菌のHistone様蛋白もBiofilm形成を

調節する重要な役割を演ずるという報告も

ある(Dalaiら Microb Pathog 2009)。 

 

(3) さらにHLPが単球に炎症性サイトカイン

を発現誘導させる事を明らかにし、感染局所

において炎症反応を惹起・増強させる可能性

を示唆した(Cell Microbiol 2008)。近年、細菌

種を超えて広く保存されている HLP の遺伝

子伝播・伝達(Gene Delivery)機能・一本鎖 RNA

と結合して遺伝子の転写・発現や蛋白の翻訳

制御を行う機能や細菌由来 DNA が自然免疫

機構の TLR9を介して免疫反応を惹起させる

事や菌体外 DNA (extracellular DNA; eDNA)量

が Biofilm 形成とその構造維持等を決定づけ

る重要な因子である事が報告されている

(Petersonら J Bacteriol. 2004)。 

 

(4) また我々は、Biofilm形成を抑制する手段

の開発を目的として、水溶性 MPC-polymer

で表面処理すると、hydrooxyapatite や上皮細

胞表面への口腔細菌の付着や Biofilm 形成を

抑制し、さらに異種細菌間の付着も抑制した。

加えて、臨床試験により 30 秒間の含嗽は、

よる口腔内のS. mutansの増殖を5時間抑制す

る事を報告した(J Dent Res 2011)。 

 

(5) これらの成果による eDNA や HLP の

Biofilm 形成における役割と病原性を考慮す

ると、Biofilm形成抑制・破壊の標的分子とし

て eDNA や HLP を分子レベルでより詳細に

解析する事より、新規の口腔 Biofilm 感染症

の予防や治療法を開発できるのではないか

という発想を得た。 

 
２．研究の目的 
現在、齲蝕・歯周病や難治性根尖性歯周炎等
の口腔疾患の大部分は、細菌 Biofilm が原因
という概念が認識されている。本研究では、
Biofilm が菌体外 Matrix に被覆された特別な
環境で、その形成や病原性が発現される事に
着目し、菌体外環境因子という新たな視点か
ら、菌体外Matrix中に多量に存在する eDNA
や DNA 結合蛋白の役割を遺伝子や分子レベ
ルで網羅的かつ詳細に解析し、Biofilm形成と
病原性の発現に鍵となる遺伝子や分子群を
同定する事を目的とした。これらの解析は、
耐性菌の出現原因となる耐性遺伝子等の遺
伝子水平伝播、抗菌剤抵抗性や Biofilm 形成
に関与するQuorum sensing機構に関与する分
子を標的としたワクチンの開発に結び付く



可能性がある。さらに臨床応用を目指して、
網羅的分子生物学的解析結果を利用して、細
菌付着や Biofilm 形成を抑制し、またその構
造破壊能を有する新規の材料や薬剤の開発
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Biofilm 形成及びその安定性に対する
DNase I 処理の影響についての解析：
Streptococcus intermedius ATCC27335 の初期
培養液に DNase I (200 U/ml)を添加して 24あ
るいは 48時間培養して Biofilmを形成させた。
Crystal violet 染色後、形成された Biofilm を
540 nmの吸光度にて測定して定量した。また
48時間培養後、走査型電子顕微鏡(SEM)観察
も行った。加えて、24時間培養して形成され
た Biofilmに DNase I (200 U/ml)を添加して、
さらに 24時間培養後、Crystal violet染色し、
形成されたBiofilmを 540 nmの吸光度にて測
定 し 定 量 し た 。 eDNA 染 色 は 、
7-hydoxyl-9H-(1,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-
2-one) (DDAO; 2 mol/l)を用いて 30分間行い、
洗浄後、未固定で共焦点顕微鏡観察を行った。 
 
(2) Biofilm中の eDNAとHLPの局在の蛍光顕
微鏡下での観察：S. intermedius ATCC27335
を 48 時間培養して形成した Biofilm を
blocking後、ウサギ抗 Si-HLP抗体で 1時間反
応させ、洗浄後、Alexa fluor 488抗ウサギ IgG
抗体と 1時間反応させた後、DDAO (2 mol/l)
で eDNA を 30 分間染色し、さらに Hoechst 
33342 (10 g/ml)で細胞内 DNA を染色後、
Biofilmを共焦点蛍光顕微鏡下で観察した。 
 
(3) S. intermediusのBiofilm形成における
Si-HLPの影響についての解析：Si-HLP発現抑
制株(BETAHT), wild-type (WT)と2つのControl
形質転換株(BETTとBETAXT)をErythromycin 
(10 g/ml)と20-60 ng/mlのDoxycyclineを添加
した培地で48時間培養し、Crystal violet染色後、
形成されたBiofilmを540 nmの吸光度にて測定
して定量した。 
 
(4) S. intermedius Biofilmの安定性及び形成に
おけるDNA添加の影響についての解析：S. 
intermedius WT, BETT, BETAHTやBETAXT培
養液にS. intermedius, Staphyrococcus aureus 
209P, Escherichia coli K12, Pseudomonas 
aeruginosa PAO1やKB細胞から精製したDNA
を様々な濃度で添加して48時間培養し、
Biofilmを形成させた。洗浄前と洗浄後に残存
したBiofilmをCrystal violet染色後、540 nmの吸
光度を測定して定量した。Biofilmの安定性と
して、Biofilm removal percentageを次のような
式で算出した。Biofilm removal percentage = (洗
浄前のOD540 nm－洗浄後のOD540 nm) / 洗浄前の
OD540 nm) X 100% 
 
(5) S. intermediusの増殖に対するDNA添加の
影響の解析：S. intermedius WT培養液に精製し

たS. intermedius WT株のDNAを添加して12時
間培養し、増殖は、2時間毎に600 nmの吸光度
にて測定した。 
 
(6) recombinantHLP (rSi-HLP)刺激したTHP-1
細胞（ヒト単球系細胞）における遺伝子発現
Profile解析：rSi-HLPで4時間刺激したTHP-1細
胞より、total RNAを抽出・精製後、
GeneChip®Gene 1.0 ST Array (Affymetrix; 
Microarray)にて網羅的に遺伝子発現解析を行
った。 
 
(7) P. aeruginosaにおけるPyocyanin産生と増殖
に対するeDNA添加の影響についての解析：精
製したDNAをP. aeruginosa培養液に添加して、
10時間培養後、培養上清を696 nmの吸光度に
て測定した。また、P. aeruginosaの増殖につい
ては、Colony形成数をCountした。 
 
(8) P. aeruginosaやCandida Biofilm形成におけ
るDNA添加の影響についての解析：P. 
aeruginosaやCandida培養液に精製したDNAを
様々な濃度で添加して培養し、Crystal violet
染色後、形成されたBiofilmを540 nmの吸光度
にて測定して定量した。またCandidaの菌形態
はSEM観察も行った。 
 
(9) S. mutansの増殖に対するDNA添加の影響
についての解析：S. mutans UA159から精製し
たDNAをS. mutansの浮遊またはBiofilm培養系
に添加して培養し、増殖についてColony形成
数をCountした。 
 
(10) Biofim 形成に関与する Quarum sensing, 
特に Cell-cell signaling に影響を及ぼす Com 
circuit system に関与する分子が DNA 添加に
よる Biofilm 形成増強に与える影響の解析：
S. mutans UA159から精製した DNAをそれぞ
れ S. mutans U159 WT, ΔComC, ΔComDまたは
ΔComE mutant株培養液に添加して 24時間培
養後、Crystal violet染色し、形成された Biofilm
を 540 nmの吸光度にて測定し定量した。 
 
(11) DNA添加による S. mutansにおける HLP
発現に対する影響についての解析：精製 S. 
mutans UA159 DNAを S. mutans U159 WTの
浮遊または Biofilm系培養液に添加して 24時
間培養後、HLP発現量を ELISAで測定した。 
 
(12) S. intermedius biofilm中の eVと Si-HLPの
局在の観察：S. intermedius ATCC27335 から
Cloning した Si-hlp 遺伝子配列から構造予測
を行った後、表層に露出する 16-merのペプチ
ド配列を免疫して得られた抗 Si-HLP 抗体を
用いて、 24 穴プレートで形成した S. 
intermedius ATCC27335 Biofilmの免疫電顕観
察と蛍光顕微鏡観察を行った。  
 
(13) rSi-HLP の結合解析：糖鎖固定化アレイ 
やヘパラン硫酸アレイ (共に住友ベークラ



イト)を用いて rSi-HLPの結合解析を行った。 
 
(14) Si-HLPの発現局在の解析：抗 Si-HLP抗
体を用いて、Streptococciの細菌表層ならびに
菌体内での HLP発現量を調べた。、 
 
４．研究成果 
(1) DNase I 処理により S. intermedius の
Biofilm 量は、24, 48 時間共に、未処理の
Control と比較して有意に減少した。SEM 観
察でも Biofilm中の細菌密度は、DNase I処理
では顕著に低かった。24時間培養して形成さ
れた Biofilmに DNase I (200 U/ml)を添加して、
さらに 24時間培養した場合でも、Biofilm量
は、未処理の Control と比較して有意に減少
した。24時間培養して形成された Biofilm中
の eDNAを DDAOで染色すると、DNase I処
理により顕著に eDNAは減少した。これらの
結果より、eDNA は、Biofilm 形成を誘導し、
さらに形成された Biofilm の安定性に重要な
役割を演じている可能性が示唆された。 
 
2) 2日間形成させた S. intermedius Biofilmを
DDAO と抗 Histone-like DNA binding protein 
(HLP)抗体で染色した結果、 eDNA と
extracellular HLP (eHLP)は豊富に存在し、HLP
は菌体内外で DNA と共局在、すなわち複合
体を形成している事が示された(図 1)。さらに
HLP を Downregulate させた Si では、顕著に
Biofilm形成量が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) Si-HLP発現抑制株(BETAHT)では、他のす
べての株(WT, BETT や BETAXT)より顕著に
Biofilm形成量が抑制され、Biofilm形成量は、
Doxycycline 調節下での HLP の発現量に依存
していた。この事より、HLP は Biofilm 形成
に影響を及ぼす事が示唆された(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
(4) 精製S. intermedius DNAを添加してS. 
intermediusを培養すると、1 g/mlまではDNA
濃度依存的にBiofilm形成量は増加したが、10
または100 g/mlでは減少した(図3A)。高濃度
のDNAを添加して形成したBiofilmは、剥がれ
やすく、その構造に影響を及ぼす事も示され
た(図3B)。他のグラム陽性菌や陰性菌、さら
には宿主細胞から精製した異種DNAの添加で
も同様の結果を認めた事から、この現象は
DNAの由来に依存しない事も示された(図3C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) 10 g/mlのDNA存在下では、S. intermedius
の増殖は軽度に抑制されたが、1 g/ml の
DNAは影響を与えなかった(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上より、eDNAやHLPはBiofilm形成を増強し、
その安定性・硬直性に重要である事が示され
た。 
 
(6) rSi-HLP で THP-1 細胞を刺激して
Microarray 解析を行った結果、cytokine や
chemokine 等の炎症性メディエーターの遺伝
子発現が有意に増強していた。 
 
(7) グラム陽性菌、陰性菌、真菌や宿主細胞
から精製した DNA を添加して P. aeruginosa



を培養すると、Pyocyanin産生量は DNA濃度
依存的に有意に増加したが、Colony形成数に
変化は認めなかった。 
 
(8) 精製各種 DNA を添加して P. aeruginosa
を培養すると、1 g/mlの DNA濃度で Biofilm
形成量は増加したが、10 g/mlでは減少した。
また真菌であるCandidaのBiofilm形成に対す
る eDNAの同様な影響と DNA長による影響
が無い事を確認し、さらに eDNAは、Candida
をより病原性が強いと考えられている菌糸
型への形態変化を誘導した。 
 
(9) 精製 S. mutans DNAを S. mutansの浮遊ま
たは Biofilm 培養系に添加して培養すると、
Biofilm 培養系において colony 形成数の有意
な増加が認められたが、浮遊培養系では認め
られなかった。 
 
(10) Biofim形成に関与する Quarum sensing、
特に Cell-cell signaling に影響を及ぼす Com 
circuit system に関与する分子 ComC, ComD, 
ComEまたはComXを codeする遺伝子を欠損
させた各 S. mutans com欠失株とWild-typeを
用いて、精製Sm DNAを添加して培養すると、
Wild-typeと ComX欠失株では、DNA添加に
より Biofilm 形成量は増加したが、ComC, 
ComD, ComE欠失株では認めなかった。 
 
(11) 精製した S. mutans DNA を S. mutans 
UA159株の浮遊または Biofilm培養系に添加
して培養すると、Biofilm培養系において HLP
の菌体表層への有意な発現増強が認められ
たが、浮遊培養系では認められなかった。 
 
(12) S. intermedius ATCC27335 Biofilm に
Si-HLPが多量に存在し、さらに細菌が菌体外
に分泌する extracellular vehicle (eV)外表面に
抗 Si-HLP 抗体が反応した事から、Si-HLP の
RKクラスターを有するArm regionが eV外表
面に突出している事や HLPは Vehicleにより
菌体外へ分泌する可能性が示唆された(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(13) Si-HLP の糖鎖結合能を糖鎖固定化アレ
イを用いた解析により、Si-HLPのレセプター
は、ヘパリンやへパラン硫酸であり、特に e 
Si-HLPとヘパリンとの結合には、GlcNH2の
2 位アミノ基の硫酸化が必須であることが示
唆された。さらに S. intermediusは、1.0 mg/ml
以上のへパラン硫酸に顕著に結合し、抗
Si-HLP抗体で前処理すると、S. intermedius菌

体は、1.0 mg/ml以上のへパラン硫酸にも結合
しなかった事から、S. intermedius菌体のへパ
ラン硫酸への特異的な結合には、Si-HLPが関
与し、特に heparin-biding consensus sequence
であるArm regionが重要である事が示唆され
た。 
 
(14) 抗 Si-HLP 抗体を用いて細菌表層の反応
性を蛍光顕微鏡ならびに ELISA にて解析を
行 う と 、 S. mutans ATCC25175 は 、 S. 
intermedius ATCC27335と同様の epitope配列
を有する HLP を保有しているにもかかわら
ず、抗 Si-HLP抗体とは反応しなかった(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の結果から、HLPの細菌内や菌体外での
発現局在には、菌種により差があり、eV等を
利用した菌体外への分泌機構も影響を与え
ている可能性が示唆された。また、誤嚥性肺
炎患者の咽頭細菌中にも多くの eV が観察さ
れる事等から、口腔 Biofilm 由来 HLP の
Vesicle を介した分泌機構とその結合特異性
が、誤嚥性肺炎等の病原性に関与している可
能性も示唆された。 
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