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研究成果の概要（和文）：　本研究では、有力な歯周病細菌であるPorphyromonas gingivalisと代表的な口腔常
在菌であるStreptococcus oralisとの相互作用により、両菌のバイオフィルム形成に関連するタンパク質の産生
や遺伝子発現がどのように影響を受けるのかをマルチオミクスの手法を用いて解析した。その結果、両菌が相互
作用することにより、産生が増加するタンパク質と減少するタンパク質を同定した。さらに、P. gingivalisリ
ンゴ酸脱水素酵素欠損株は、親株と比較してバイオフィルム形成が抑制されたことから、同酵素が両菌のバイオ
フィルム形成に重要な役割を果たしていることが示された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we used multiomics analysis-based approach to uncover the 
molecular basis of Porphyromonas gingivalis-Streptococcus oralis mixed-biofilm formation. Compared 
to the production profile in the P. gingivalis monobiofilm, production of several proteins was 
induced and that of some proteins was suppressed in the mixed biofilm. Similar results were obtained
 in mRNA level. Moreover, we constructed malate dehydrogenase-lacked P. gingivalis. The mutant 
showed less biofilm formation with S. oralis than the parent strain, indicating that malete 
dehydrogenase is important in the mixed-biofilm formation.

研究分野： 予防歯科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 歯周病細菌が病原性を発揮するためには、
デンタルバイオフィルムを形成し、歯周ポケ
ット内に定着することが必要である。我々は、
これまでに、Porphyromonas gingivalis線毛
と 口 腔 レ ン サ 球 菌 菌 体 表 層 の
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase(GAPDH)が特異的で高親和性
の結合能を有することを報告した。また、こ
の結合に関与する Streptococcus oralis 
GAPDH の活性領域はアミノ酸残基 166-183 の
領域に存在し、これを基に作製したペプチド
は S. oralisと P. gingivalisとのバイオフ
ィルム形成を抑制することを示した。このペ
プチドは種々の口腔レンサ球菌と異なる線
毛型を有する P. gingivalisとのバイオフィ
ルム形成を抑制することや Actinomyces 
naeslundii などの口腔レンサ球菌以外の口
腔常在菌と P. gingivalisとのバイオフィル
ム形成も阻害することも示した。さらに、S. 
oralis GAPDH は線毛以外にも P. gingivalis
の tonB-dependent receptor protein 、
NAD-dependent glutamate dehydrogenase、
リンゴ酸脱水素酵素（malate dehydrogenas : 
MDH)、4-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase
および GAPDH と特異的に結合し、それぞれを
コードする遺伝子の発現は S. oralis GAPDH
により影響を受けることを見出している。ま
た、P. gignivalisの ltpIが情報伝達因子と
してクオラムセンシングに関与し、口腔レン
サ球菌とのバイオフィルム形成に関与して
いることも報告した。 
一方、平成 23 年度～24 年度の挑戦的萌芽

研究（課題番号 23659984、研究代表者 永田
英樹）において、P. gingivalis の増殖は口
腔レンサ球菌の菌体や培養上清により抑制
されることを報告した。口腔レンサ球菌が産
生する酸により周囲のpHが一時的に低下し、
P. gingivalis の生育が阻害されることが考
えられるが、周囲の pH の低下が起こらない
培養上清も P. gingivalisの増殖を抑制した
ことから、口腔常在菌の成分が P. gingivalis
の生育に影響を与えていることが推測され
た。また、口腔レンサ球菌 GAPDH の存在下で
は、P. gingivalis の luxS mRNA の発現量が
著しく増加することも見出している。P. 
gingivalis luxS は同菌のバイオフィルム形
成に深く関わることが報告されており、口腔
常在菌の菌体成分あるいは上清成分が P. 
gingivalis のバイオフィルム形成や病原因
子の発現に強い影響を与えていることが推
察される。このように、口腔常在菌と歯周病
細菌の相互作用は、お互いに遺伝子の発現や
タンパク質の産生に正負両方の影響を与え、
フィードバック機構が働いてバイオフィル
ムや病原性の維持に関与していると推測さ
れるが、そのメカニズムについては不明な点
が多い。したがって、口腔常在菌と歯周病細
菌との相互作用を調べ、それに関与する成分
を同定し、その成分によるバイオフィルム形

成や病原因子の発現に及ぼす影響を包括的
に解析することは、バイオフィルム形成メカ
ニズムや歯周病病態の理解に寄与し、歯周病
予防につながるものと考えられる。以上のこ
とより、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 歯周病細菌が病原性を発揮するためには、
デンタルバイオフィルムを形成し、歯周ポケ
ット内に定着することが必要である。我々は、
これまでに、P. gingivalis の線毛をはじめ
とするいくつかの菌体表層タンパク質が口
腔レンサ球菌菌体表層に存在するGAPDHと結
合することや S. oralis GAPDH との相互作用
により P. gingivalisの luxS mRNA 量が著し
く増加することを明らかにした。本研究では、
口腔常在菌との相互作用が、歯周病細菌のバ
イオフィルム形成や病原性に関連する遺伝
子やタンパク質の発現に与える影響につい
てマルチオミクス解析により検討し、口腔常
在菌と歯周病細菌のバイオフィルム形成機
序を包括的に解明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モデルのプロテオ
ミクス 
 S. oralis (1.5 X 109 CFU/mL) 懸濁液に
P. gingivalis (1.5 X 109 CFU/mL)を加え、
嫌気的に37℃で12時間インキュベートした。
集菌後、菌体を超音波破砕し、上清を回収し
た。トリクロロ酢酸で沈殿させたサンプルを
還元、アルカリ化し、トリプシンで消化して
得られたサンプルをショットガンプロテオ
ミクスにより解析した。バイオフィルムは蛍
光顕微鏡を用いて観察した。コントロールと
して単体の菌を用いた。 
 
（２）タンパク質の同定 
 得られたペプチドを S. oralis および P. 
gingivalis のデータベースを用いて同定し
た。 
 
（３）タンパク質定量 
 タンパク質量の統計法は Vera らの方法に
準じて行った。 
 
（４）quantitative real-time PCR(qRT-PCR)
による転写活性の解析 
P. gingivalis と S. oralis を 6 時間共培

養した後、両菌の転写活性を qRT-PCR により
解析した。 
 

（５）P. gingivalis のバイオフィルム形成
に関与するタンパク質の欠損株の作製 
 P. gingivalis ATCC 33277 株の mdh遺伝子
を欠損させ、エリスロマイシン耐性遺伝子カ
セットを挿入した変異株と mdh遺伝子相補株
を作製した。野生株、変異株、相補株の増殖
能を、経時的に光学濃度を測定することによ
り比較した。また、HI 染色した口腔レンサ球



菌に FITC 染色した P. gingivalis を加えて
バイオフィルムを形成させ、蛍光顕微鏡にて
観察した。 
 
４．研究成果 
（１）混合バイオフィルムにおけるプロテオ
ーム解析 
 P. gingivalis からは 343 のタンパク質が
同定された。そのうち、単独で培養した場合
のみに認められたタンパク質が 193、単独培
養と S. oralisとの共培養の両方で認められ
たタンパク質が 135、共培養のみで認められ
たタンパク質が 15 であった。一方、S. oralis
からは 250 のタンパク質が同定された。その
うち、単独で培養した場合のみに認められた
タンパク質が 115、単独培養と P. gingivalis
との共培養の両方で認められたタンパク質
が 106、共培養のみで認められたタンパク質
が 29 であった。 
 S. oralis と共培養することにより、P. 
gingivalis では３つのタンパク質の産生が
増加し、31 のタンパク質の産生が減少した。
一方、S. oralis では、P. gingivalis と共
培養することにより、２つのタンパク質の産
生が誘導され、２つのタンパク質の産生が減
少した。 
 
（２）qRT-PCR により同定したタンパク質を
コードする遺伝子発現量の解析 
 P. gingivalisで同定したタンパク質から 
バイオフィルム形成に関連する 17 のタンパ
ク質を選択し、qRT-PCR によりその遺伝子発
現量を調べた。その結果、16 の遺伝子でタン
パク質産生の増減と一致する結果が得られ
た。GyrB、RpoD および FimA の産生量の増加
は、mRNA レベルでもタンパク質レベルでも確
認された。さらに、混合バイオフィルム形成
において重要な役割を果たしていると考え
られている P. gingivalis の LuxS の発現量
についても検討した。S. oralis と共培養す
ることにより、P. gingivalis luxS 発現量は、
約 4.5 倍増加した。一方、S. oralis におい
ては、P. gingivalisとの共培養により、GapC
の発現量が有意に増加することがタンパク
質レベルでも遺伝子レベルでも確認された。 
 共凝集により発現量が減少したタンパク
質は、P. gingivalisでは、eno、fabD、fetB、
oafo-sf、ompA、prc、recQ、rnfG、sod、sufC、
uspA、gapA、rgpB などであった。一方、S. 
oralisにおいては、GatC、RpmD、Fabf2 など
のタンパク質の産生が、P. gingivalis との
共培養により減少することが示された。 
 
（３）P. gingivalis MDH 欠損株によるバイ
オフィルム形成 
 mdh 遺伝子を欠損させた P. gingivalis 変
異株は、野生株や相補株と比較し、培養後６
時間までは増殖の抑制がみられたが、その後
はほぼ同程度に増殖した。 
 口腔レンサ球菌とのバイオフィルム形成

能は、野生株や相補株と比較して、変異株で
は抑制された。この結果は、MDH が口腔レン
サ球菌とのバイオフィルム形成に重要な役
割を果たしていることを示唆している。 
 以上の結果は、P. gingivalis と口腔レン
サ球菌との共培養により、両菌の複数のタン
パク質が正負の影響を受けており、これらの
タンパク質が混合バイオフィルム形成に関
与していることが示唆された。本研究は、P. 
gingivalis のバイオフィルム形成に及ぼす
口腔常在菌の影響について新たな知見を与
えるものであり、今後、バイオフィルム形成
抑制法による歯周病予防につながるもので
あると考えられる。 
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