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研究成果の概要（和文）：「口腔健康細菌群」の遺伝子機能解明に必要な遺伝子操作系の構築に超好熱性アーキ
アのトキシン-アンチトキシン（TA）システムの利用を考え、本システムの基本的な毒性を評価した。超好熱性
アーキア由来のTAシステムについてトキシン遺伝子を大腸菌内で発現誘導させることにより、トキシンの毒性の
有無を評価した。その結果、トキシンの多くが大腸菌に対し強い毒性を示した。またオペロンを構成しているア
ンチトキシンのほとんどがこれらトキシンの毒性を中和した。

研究成果の概要（英文）：To construct a genetic manipulation system for elucidating the gene 
functions of " bacteria group for oral health ", the toxin-antitoxin (TA) systems from a 
hyperthermophilic archaea was evaluated. The toxin toxicity was examined by inducing expression of 
the toxin genes in E. coli. Many of them were highly toxic to E. coli, but most of the antitoxin 
neutralized the toxicity of the toxins.

研究分野： 微生物学

キーワード： 口腔細菌　遺伝子操作系　超好熱菌　アーキア　トキシン-アンチトキシンシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、超好熱性アーキアのTAシステムが中温性の細菌である大腸菌において機能していることを証明し
た。今後、本TAシステムを用いて口腔内の健康維持に重要と考えられている細菌群（口腔健康細菌群）の遺伝子
操作系の構築し、遺伝子機能を解明することにより口腔予防システムの確立につなげていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

日本人の平均寿命が年々延び、また高齢者の増加が顕著である近年、健康で長寿を迎えるため

に栄養を摂取する最初の消化器系である口腔内の健康を保つことは重要な課題である。口腔内

には様々な細菌が存在し、これらの中に口腔関連疾患を引き起こす細菌が知られている。これま

でにう蝕や歯周疾患発症に関連する種々の細菌が同定され、発症機構が解明されてきた。一方、

最近では口腔内において多種多様な細菌叢がネットワークを構築して口腔状態を変化させてお

り、常在細菌叢バランスが「口腔疾患を有する人」と「歯周組織が健康な人」では異なることが

示唆されている。また、疫学調査において口腔疾患と全身疾患が相互に関連するという結果も認

知され始めている。超高齢化を迎えた我が国にとって、口腔疾患に対し効率的な予防システムを

確立することは健康維持に有効な手段であり、健康な口腔内に高い割合で存在する細菌群「健康

細菌群」が、どのような機構で口腔内の健康維持に寄与しているのかを解明することは、将来の

口腔予防の鍵になると考えられる。これまで口腔関連疾患の原因細菌に関する研究が精力的に

行われてきた反面、健康な口腔内の細菌に関する研究は初期段階にある。この課題を進めるには、

検証手段の構築を含めた「健康細菌群」の機能解明が必要不可欠である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、「口腔健康細菌群」の機能を明らかにするための検証手段である遺伝学的解析手法

を構築し、どの遺伝子がどのようなメカニズムで口腔の健康維持に寄与するのかを明らかにす

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

いくつかの口腔病原性細菌において抗生物質耐性遺伝子をマーカーとした相同組換えによる

遺伝子操作系が確立されており、これらは健康細菌群にも応用可能であると考えられる。しかし、

本遺伝子操作系の場合、菌種ごと抗生物質ごとにマーカー遺伝子を選定する必要があり、さらに

複数の遺伝子の破壊を行う場合、抗生物質耐性マーカー数に限界がある。そこで、マーカー遺伝

子の１つにトキシン-アンチトキシン(TA)システムを利用した single cross-over recombinationによ

る「健康細菌群」の遺伝子操作手法の構築を検討することとした。TAシステムとは、ほとんど

の原核生物が保有し、その数や種類は菌種により異なる mobile genetic elements の１つである。

DNA 上に近接してコードされるトキシンおよびアンチトキシンから構成され、ストレス条件下

などで働き、その細胞自身の増殖を抑制するなど、細胞の生体防御システムの１つと考えられて

いる（図１）。 

今回、超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis (Tko)由来の Type II TAシステムの利用を

試みることとした。本菌は、Type II TAシステムの数が多く、49種類存在すると推定されており、

また重複遺伝子は存在せず、大きく５つの family を有する。 

 

（１）Tko 由来トキシンの Escherichia coliに対する毒性の評価 

 Tko ゲノム上に存在する 49 種類の Type II TAシステムについて、トキシン遺伝子を E. coli 用

の発現ベクターに 1種類ずつクローニングした。得られたプラスミドの DNA配列を解析し、目

的の配列であることを確認後、タンパク質発現用 E. coli に形質転換した。形質転換体を LB 液体

培地にて対数増殖初期まで培養した後、培養液を段階希釈し、LB 寒天培地上にスポットした。

Isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG)添加によりタンパク質発現誘導し、生育を観察すること



によりトキシンの毒性を評価した（図２）。 

 

（２）Tko 由来アンチトキシンのトキシンに対する中和作用の評価 

 トキシンとオペロンを構成するアンチトキシンを共に E. coli 用の発現ベクターにクローニン

グし、プラスミドをタンパク質発現用 E. coli に形質転換した。方法（１）と同様に、形質転換体

を液体培養後、培養液を寒天培地上にスポットし、IPTG誘導により生育を観察した。 

 

（３）HEPNトキシンの重要なアミノ酸残基の同定 

近年新規に報告された HEPN (Higher Eukaryote and Prokaryotes Nucleotide-binding domain)-

MNT(minimal nucleotidyltransferases) ペアの TAシステムは、超好熱性菌を中心に分布している。

Tko ゲノム上にも HEPN-MNTが８組存在し、その中で HEPNトキシンの５つが実際に E. coli の

生育を阻害した（表１）。これら HEPN トキシンについて活性に重要なアミノ酸残基を調べた。

候補となるアミノ酸残基を部位特異的変異導入によりアラニン残基に置換した後、方法（１）と

同様に、生育を観察することにより毒性の変化を評価した。 

 
４．研究成果 

（１）多くの Tko 由来トキシンは E. coli に対して毒性を示す 

 超好熱性アーキア由来タンパク質のトキシンが、E. coli に対して毒性を示すかを調べるため

に、E. coli 内に各トキシン遺伝子を挿入した発現ベクターを形質転換し、形質転換体の生育を評

価した。その結果、49 種類中約 75％のトキシンが E. coli の生育を完全に阻害した（表１、図３）。 

 

（２）Tko 由来アンチトキシンはトキシンの毒性を中和する 

 トキシン遺伝子とオペロンとして存在するアンチトキシンにより、トキシンの毒性が中和さ

れるかをトキシンとアンチトキシンをオペロンとして挿入した発現ベクターを E. coli 内に形質

転換し、形質転換体の生育を評価することにより確認した。毒性を示したトキシンの 90%以上が

アンチトキシンとの共発現により E. coli の生育が確認され、毒性を中和した（表１）。 

これらより、超好熱菌由来タンパク質が中温性細菌においてもトキシン単独およびオペロンと

して機能することが確認でき、中温性である口腔細菌への応用可能性が示唆された。 

 

（３）HEPNトキシンの機能に重要なアミノ残基の同定 

 8 種の HEPNトキシンは COG (Clusters of Orthologous Groups)において３つに分類 (COG1895, 

COG2445, COG2250)される。それぞれ分類されたトキシンについてアミノ酸配列比較を行い（図

４）、保存されている残基の中でトキシンの毒性に寄与すると考えられるアミノ酸残基をアラニ

ンに置換し、E. coliの生育の変化を調べた（表２）。その結果、TK1475, TK1710（COG2445）は

HEPNの典型的な RNX4-6HXYの活性モチーフを持ち、アルギニンあるいはヒスチジンのアラニ

ン置換により、毒性が消失した。COG2250 に属する TK0963 は HEPN トキシンの典型的な活性

モチーフは有さないものの、ヒスチジン、アルギニン、チロシン残基が活性に重要なことが分っ

た。COG1895 に属するトキシンにも典型的なモチーフは存在しないが、ヒスチジン、アルギニ

ン、チロシン残基が保存されている。しかしながら、TK1072 は TK1127 とは異なり保存されて

いるヒスチジン残基(H59)をアラニンに置換しても E. coli は生育せず、毒性が消失しなかった。

代わりに 10残基 C末端側の保存性のないヒスチジンがトキシンの毒性に重要な残基であること

が判明した。また、アルギニンのアラニン置換は TK1072, TK1127 ともに、E. coliの生育は完全



には復活せず、毒性が残存していた。COG1895 は他の HEPNトキシンと異なる活性機構を持つ

可能性が考えられた。 

 

本研究により、超好熱性アーキア T. kodakarensis 由来 Type II TAシステムの多くが実際に機能を

有することを確認した。また、その機能は中温性細菌である E. coli においても有することが分

かり、今後「口腔健康細菌群」の遺伝子操作系のマーカー遺伝子として使用できる可能性を見出

した。 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図１）TypeII トキシン-アンチトキシン(TA)システム 

（図２）毒性評価方法 

（図３）毒性評価結果の例 

IPTG ありのプレート上の E. coli の生育を確認 

毒性あり（E. coli 生育阻害） 

毒性なし（E. coli 生育） 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（表２） 

Tko 由来 HEPN のアラニン変異

体による毒性の変化 

赤色：毒性が消失 

緑色：毒性が減少 

青色：毒性に影響なし 

 

 

（↓図４）Tko 由来 HEPN の COG 分類とアミノ酸配列

のアライメント（*は保存残基） 

アラニン置換した残基を色（表 2 参照）で示す 

* 

* 

 

（表１）Tko 由来 TA システムの毒性評価 

IPTG ありのプレート上の E. coli の生育状況にて評価 

− : 毒性あり（E. coli 生育阻害） 

± : 若干毒性あり 

+ : 毒性なし（E. coli 生育） 

（TKXXXX は遺伝子の Locus tag） 
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