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研究成果の概要（和文）：近年口腔ケアによって誤嚥性肺炎が予防されることが示唆されているが、細菌学、感
染症学的側面からの検証報告は少ない。そこで本研究では、誤嚥性肺炎の起炎菌の一つであるPrevotella 
melaninogenicaに着目し、本菌種も近縁種である歯周病原細菌が有するプロテアーゼや細菌の細胞表面などの病
原因子の分泌に関与するタイプIX分泌システム（T9SS）を有することから、本分泌システムの解析を行って、誤
嚥性肺炎の病原因子の一つであることを示唆するとともに、本因子の阻害剤の開発は誤嚥性肺炎の予防につなが
るものであることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Prevotella melaninogenica is a Gram-negative anaerobic commensal bacterium 
in the human oral cavity and is aspiration-pneumonic pathogen. However, little is known about the 
pathogenic factors of P. melaninogenica. Porphyromonas gingivalis, periodontal pathogen, secrete 
virulence factors such as protease and bacterial cell surface proteins via a type IX secretion 
system (T9SS) that are involved in pathogenicity. P. melaninogenica also possesses the orthologs of 
T9SS. In this study, a P. melaninogenica deficient mutant in the orthologue of the T9SS-encoding 
gene, porK, was constructed. It was suggested that the porK mutant decreased the secretion of 
proteases outside the bacterium. Then, in infection experiments, the mortality rate of mice 
inoculated with the porK mutant strain was statistically reduced compared with the wild-type. Thus, 
it was suggested that P. melaninogenica secretes potent virulence factors via the T9SS that 
contribute to the aspiration-pneumonic pathogenesis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔ケアで誤嚥性肺炎が予防できるという概念は比較的新しく、介入疫学研究によるエビデンスは得られている
が、細菌学的な裏付けは得られていない。本研究は誤嚥性肺炎の起炎菌の一つであるP. melaninogenicaの病原
因子を同定し、病態発症のメカニズムを明らかにするという側面から、口腔ケアによる誤嚥性肺炎の予防効果の
細菌学的エビデンスを得るという点で学術的意義がある。口腔ケアによる誤嚥性肺炎予防の効果が、介入疫学
的、細菌学的にエビデンスが得られることは、医療的支援が必要な小児、老年者、周術期患者における医療的ケ
アで口腔ケアが認知されることにつながるので社会的意義もあると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
2000 年前後から口腔ケアによって誤嚥性肺

炎が予防されるという介入疫学研究が行わ
れ、最近では口腔ケアが誤嚥性肺炎の予防に
有効であることが認知されている。2012 年
の歯科の診療報酬改定でもこの有効性が評
価され，口腔ケアは周術期の口腔機能管理と
して保険導入されている。その一方で、誤嚥
性肺炎-起炎菌-口腔ケアの間の病態発症・予
防に関する細菌学的なメカニズムはほとん
ど解明されていないままである。例えば齲蝕
であれば、Streptococcus mutans などのミュ
ータンスレンサ球菌がその起炎菌であり、ス
クロースからの酸産生能とグルカン合成能
が齲蝕の病原因子で、齲蝕の発症機序はほぼ
解明されており、スクロース摂取の制限、歯
面の清掃、フッ化物による歯質の強化などの
予防法も確立されている。しかし、誤嚥性肺
炎に関しては、細菌学的な発症機序があまり
解明されておらず、口腔ケアを含む予防的方
策としては何を標的とするのかが不明確な
ままである。 
 最近我々は、脳性麻痺（CP）のある小児と
健常児の唾液中細菌叢の比較を、メタゲノム
シークエンスを用いた群集解析により行っ
た(表 1)。その結果、平均検出率に関して、(1)健常群では 55.13%であった Streptococcus 属が
CP 群では 34.89%まで減少した、(2)健常群では 1.84%、1.10%であった Prevotella 属、
Fusobacterium 属が CP 群では 7.00%、7.10%まで増加した、という結果を得た。この結果よ
り、ヒトのデンタルプラーク中に常在する菌属のうち、早期定着細菌が歯面に定着したあとの
比較的成熟したプラーク（不潔性プラーク）に定着する晩期定着細菌であり 2)、誤嚥性肺炎の
起炎菌でもある 3) Prevotella 属や Fusobacterium 属が、CP 群では健常群に比べて増加し、こ
れに伴い誤嚥性肺炎のリスクも高まっていることが示唆された。 
 その一方で、例えば Prevotella 属が
誤嚥性肺炎の起炎菌である場合、これ
による播種性血管内凝固症候群の発
生頻度が極めて低いことなどから、毒
性が弱いと考えられ、あまりその病原
性などが重要視されてこなかった経
緯 3)もあり、Prevotella 属の誤嚥性肺
炎における病原因子の研究はあまり
進んでいない。しかし、上記より脳性
麻 痺 の 小 児 や 周 術 期 の 患 児 で
Prevotella 属が誤嚥性肺炎の原因と
なる可能性があることを鑑みると、改
めて Prevotella 属の誤嚥性肺炎にお
ける病原因子を同定し、病態発症のメ
カニズムを解明することは、口腔ケア
による誤嚥性肺炎予防の細菌学的エ
ビデンスにもつながる重要な知見と
いえる。さらに、我々はこれまでに
Prevotella 属と同じバクテロイデー
テス類に属する Porphyromonas 属の研究を行ってきたが、その実験手法がそのまま応用でき
る利点もある。そこで本申請研究では、Prevotella 属をまず研究の対象とすることとし、その
中でも特に誤嚥性肺炎の起炎菌の一つといわれ、実際に我々の唾液の細菌叢解析でも CP 群で
特に検出数が増加（図 1）していた Prevotella melaninogenica に注目し、誤嚥性肺炎の病原
因子を同定して病態発症機序を解明して、その予防のための口腔ケア法を立案あるいは治療法
の確立に役立つような知見を得るということで本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 介入疫学研究によって口腔ケアが誤嚥性肺炎の予防に有効であることは、現在広く認知され
ている。しかし、誤嚥性肺炎は口腔内に常在する細菌によって引き起こされる感染症であると
いう認識はされているものの、誤嚥性肺炎の原因となる特定の細菌種に関し、どの病原因子が
誤嚥性肺炎を誘発し、病態を増悪させるかという細菌学的側面からの研究報告はあまりない。 



 そこで本申請研究は、誤嚥性肺炎の起炎菌の一つとされる P. melaninogenica に注目し、そ
の誤嚥性肺炎の病原因子を特定し、その因子の病原性の解析を行い、これにより得られた知見
に基づいて、口腔ケア法あるいは治療法の立案に役立つよう検討することを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
(1) P. melaninogenica における病原因子、タイプIX分泌システムの同定とクローニング 
P. melaninogenica における誤嚥性肺炎病原遺伝子として、近縁菌種である Porphyromonas 

gingivalis や Tanerella forsythiaのような歯周病原細菌が有するプロテアーゼや細菌の細胞
表面などの病原因子の分泌に関与するタイプ IX 分泌システム（T9SS）に注目し、P. 
melaninogenica ATCC 25845T 株 の 全 ゲ ノ ム 情 報 （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
nuccore/CP002122）から、T9SS 遺伝子（porK）を本菌種が持つかどうかを BLAST 検索により同
定した。次に同定した
P. melaninogenica の
porK 遺伝子をプラスミ
ドにクローニングした。 
(2) P. melaninogenica
の porK 遺伝子欠失変異
株の作成 
クローニングしたプラ

スミドの挿入した遺伝
子配列のほぼ中間を制
限酵素で切断し、その切
断 部 位 に さ ら に
Bacteroides fragilis
由来由来のエリスロマ
イ シ ン 耐 性 遺 伝 子
（ermF）の挿入組換えを
行った(図２)。これにより得られたプラスミドから、標的遺伝子とその中間に ermF 遺伝子が
挿入されているカセットを制限で切断して切り出し、これを Bacteroides 属と Escherichia 
coli のシャトルベクターである pT-COW に組換えた。このプラスミドを E. coli S17-1 株に形
質転換し、対数増殖期初期まで培養し、対数増殖期初期まで培養した P. melaninogenica の培
養液と混合して遠心分離でペレット状にし、これをさらにブルセラ寒天培地で一晩培養した。
培養した培地より得られたコロニーをゲンタマイシン（P. melaninogenica はゲンタマイシン
耐性）とエリスロマイシンを加えたブルセラ寒天培地に播種して接合伝達と相同組換により上
記カセットを取り込んだ P. melaninogenica を得ることで、欠失変異株を作成した。 
(3) porK 遺伝子欠失変異株を用いた porK 遺伝子の病原性解析 
1) porK 遺伝子欠失変異株における挿入遺伝子の確認を行った。 
2)anti-Pork抗体を用いたイムノブロット分析によるporK遺伝子欠失変異株におけるタンパク
発現の確認を行った。 
3) porK 遺伝子欠失変異株の培養上清中に含まれるタンパクの比較を二次元電気泳動により野
生株と比較した。 
4)乳成分含有培地で培養した場合に形成されるハロの直径の野生株と porK 遺伝子欠失変異株
の比較を行った。 
5)野生株と porK 遺伝子欠失変異株のマウスへの感染実験を行い、致死率を比較することで病原
性の変化について検討した。 
 
４．研究成果 
1) porK 遺伝子欠失変異株における挿入遺伝子の確認 
本 研 究 で は 、 ま ず P. 

melaninogenicaの porK欠失
変異株を相同組換えにより
作成した。得られた porK 欠
失変異株における挿入カセ
ット遺伝子の確認を porK 遺
伝子のプライマー、ermF 遺
伝子のプライマーを用いて
確認したところ、porK 欠失
変異株はゲノム上に存在す
るporK遺伝子の途中にermF
遺伝子が挿入されているこ
とが確認された（図 3）。 
2) porK 遺伝子欠失変異株におけるタンパク発現 
porK 遺伝子欠失変異株と野生株の菌体成分を SDS-PAGE による電気泳動を行ったのち、



anti-PorK 抗体を用いたイムノブロット分析を行ったところ、野生株では anti-PorK 抗体と反
応するバンドが検出されたが、porK 遺伝子欠失変異株では検出されなかったことから、porK
遺伝子欠失変異株で、ermF 遺伝子の挿入によりエリスロマイシン耐性を獲得する一方で、PorK
のタンパク発現が欠失していることが確認された（図3）。加えて、porK 遺伝子欠失変異株の赤
血球凝集とバイオフィルム形成を野生株と比較したところ、血球凝集とバイオフィルム形成と
もに減少していることが明らかとなった。 
3) porK 遺伝子欠失変異株の培養上清中に含まれるタンパクの比較を二次元電気泳動 
porK 遺伝子欠失変異株の培養上清中に含まれるタンパクの比較を二次元電気泳動によりおこ

なったところ、porK 欠失変異株では野生株と比べて検出される分泌タンパクのスポットが減少
しているのが認められた。これにより病原因子を含む分泌タンパクが T9SS により細胞外に分泌
されており、これを欠失させることでこれらの分泌タンパクが分泌されなくなることが示唆さ
れた（図 4）。 

4) 野生株と porK 遺伝子欠失変異株で形成されるハロの直径の比較 
P. melaninogenica を乳成分を含有する培地で培養

した場合、バクテリア細胞外にプロテアーゼ分泌さ
れるため、タンパクが分解されるので、培地上にハ
ロが形成される。porK 遺伝子欠失変異株では、バク
テリア細胞外に分泌するプロテアーゼが減少するこ
とが想定されるため、野生株が形成するハロの直径
よりも小さくなると考えられる。そこで、本実験を
行ったところ、予想通り、porK 遺伝子欠失変異株で
は、ハロの形成が小さくなっていたことから、細胞
外に分泌するプロテアーゼが減少していることが示
唆された（図 5）。 
5)porK 遺伝子欠失変異株のマウスへの感染実験 
porK 遺伝子欠失変異株のマウスへの

感染実験では、porK遺伝子欠失変異株
のマウスの死亡率は、野生株の死亡率
よりも統計的に有意に減少している
ことが明らかとなった(図 6)。 
こ れ ら の こ と か ら 、 P. 

melaninogenica の T9SS は分泌タンパ
クの細胞外への移送に重要な役割を
果たしており、porK遺伝子が欠失する
と分泌タンパク中に含まれる病原タ
ンパクも移送されなくなることから、
porK 遺伝子およびこれにより発現す
るPorKタンパクはP. melaninogenicaにおける病原因子の一つであることが示唆された。また、
本分泌システムを介した病原因子の移送が本菌種の病原性に関与しており、誤嚥性肺炎など病
態においても関連性があり、P. melaninogenica における本分泌システムの阻害剤などは誤嚥
性肺炎の発症予防につながる可能性が示唆された。 
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