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研究成果の概要（和文）： 

 歯周病原細菌 P. gingivalisにおける Mfa1 線毛の付随成分である von Willebrand factor 
A 類似蛋白質（PGN0291）と血小板凝集能との関係を明らかにすることを目的とした。PGN0291
タンパク質と血小板凝集との関連性を示すデータを得ることはできなかったが、以下の知
見を得た。1. PGN0291 タンパク質が他の付随成分である PGN0289 及び PGN0290 タンパク質
の線毛へのアセンブリに必要な因子であること、2. PGN0291 タンパク質が P. gingivalis
の自己凝集能とバイオフィルム形成能に関与していること、3. PGN0289 タンパク質が線毛
先端に局在していることが明らかになった。これらの結果から、付随成分が線毛先端にお
いて複合体を形成し、線毛機能の発揮に重要であることが考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study was to elucidate the function of von Willebrand factor A domain 
like protein (PGN0291), the accessory protein of Mfa1 fimbriae of P. gingivalis, in 
platelet aggregation. The following findings were obtained although relationship 
between PGN0291 protein and platelet aggregation were not found. 1. PGN0291 protein 
was required for assembly of other accessory proteins of PGN0289 and PGN0290. 2. 
PGN0291 protein was involved in P. gingivalis auto-aggregation. 3. PGN0289 protein 
was localized at tip of fimbriae. These findings indicate that PGN0289, PGN0290 and 
PGN0291, the accessory proteins of Mfa1 fimbriae, form the complex at the tip, and 
are important for function of Mfa1 fimbriae. 
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病と血管疾患との関連が示され注目
されている。しかし、その分子機序は不明な

点が多い。歯周病関連菌 Porphyromonas 
gingivalis は菌体表層に２種の FimA 線毛と
Mfa1 線毛を有する。近年、Mfa1 線毛の構成
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成分の１つとして von Willebrand factor A
（vWFA）類似蛋白質（PGN0291）が同定され
た。vWFA は細胞外基質への付着や血小板凝集
に関与することから、PGN0291 タンパク質が、
P. gingivalis の血小板粘着凝集や血管壁へ
の付着に関わるアドヘジンとして機能して
いる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、1. 血小板粘着凝集過程にお
ける PGN0291 タンパク質の機能解析、2.付随
成分の局在の検討により、Mfa1 線毛の機能と
構造を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）使用菌株 
 P. gingivalis ATCC 33277 株、33277 株由
来の fimA変異株、fimA変異株を親株として
作製された PGN0289、PGN0290及び PGN0291
変異株を使用した。 
（２）Mfa1 線毛の精製 
 fimA変異株及び PGN0291変異株からイオン
交換カラムとゲル濾過により Mfa1 線毛を精
製した。 
（３）血小板凝集能の評価 
 血小板は、歯周疾患が無く抗血小板剤を２
週間以内に服用していない健常者から調製
した。採取直後の血液にクエン酸ナトリウム
を加え、100×g で 20 分間室温にて遠心分離
することにより、 platelet-rich-plasma
（PRP）を得た。200 μlの PRP をスターラー
の入った専用チューブ４本に分注後プレイ
ンキュベートを行い、次いで OD600の値を合わ
せた fimA 変異株及び PGN0291 変異株の菌液
を添加し、血小板凝集測定器にて血小板凝集
の経時的変化をモニターした。以上の実験は
朝日大学倫理委員会の承認を得て実行した
（承認番号：24133）。 
（４）ヘパリンとの相互作用の解析 
 fimA変異株及び PGN0291変異株から精製し
たMfa1線毛をヘパリン固相化カラムに添加
し、NaCl を用いたグラジエントにより溶出
し、ヘパリンとの結合能の違いを評価した。 
（５）細胞外基質との結合の検討 
 I 型あるいはフィブロネクチンと
PGN0291 タンパク質との結合を ELISA によ
り検討した。I型、III 型コラーゲンにてコ
ートされた96穴プレートをBSAにてブロッ
キング後、fimA変異株及び PGN0291変異株
から精製した線毛を加えインキュベートし
た。PBS にて３回洗浄後、一次抗体として
抗 Mfa1 線毛ウサギ抗血清、二次抗体として
ペルオキシダーゼ標識抗ウサギ抗体を用い、
結合した Mfa1 線毛を TMB peroxidase EIA 
substrate kit で検出した。 
（６）PGN0291 変異株における精製 Mfa1 線
毛の構成成分の解析 

 精製線毛を SDS-PAGE により展開し、CBB
染色を行った。また、抗 PGN0289、抗 PGN0290
あるいは抗 PGN0291 ウサギ抗血清を用いたウ
ェスタンブロットを行った。 
（７）精製 Mfa1 線毛の形態学的検討 
 精製線毛をメッシュに載せ、１％モリブデ
ン酸アンモニウムによるネガティブ染色を
施し、電子顕微鏡による観察を行った。 
（８）自己凝集能の評価 
 fimA 変異株あるいは PGN0291 変異株の懸
濁液を入れた試験管を室温で振盪し OD660
を経時的に測定した。相対的濁度は測定開
始時の OD660に対する％で示した。 
（９）バイオフィルム形成能の評価 
 fimA 変異株あるいは PGN0291 変異株の懸
濁液を 96 穴プレートに添加し、37℃で 24 時
間嫌気的に培養した。形成されたバイオフィ
ルムをクリスタルバイオレット法にて評価
した。 
（１０）免疫電顕二重染色法 
 免疫電顕二重染色法にて、Mfa1 タンパク質
と PGN0289、PGN0290 あるいは PGN0291 タン
パク質との共局在を検討した。fimA変異株の
菌体あるいは精製 Mfa1 線毛をメッシュに載
せ、BSA でブロッキング後、抗 Mfa1 ニワトリ
抗血清と抗 PGN0289、抗 PGN0290 あるいは抗
PGN0291 ウサギ抗血清にて反応させた。膜を
PBS で２回洗浄後、6 nm の金コロイドで標識
した抗ニワトリ Ig 抗体および 20 nm の金コ
ロイドで標識した抗ウサギ抗体にて反応後、
PBS にて膜を２回洗浄した。さらに、１％モ
リブデン酸アンモニウムでネガティブ染色
後、透過型電子顕微鏡にて観察した。ネガテ
ィブコントロールとして PGN0289、PGN0290
あるいは PGN0291変異株を供した。 
 
４．研究成果 
（１）PGN0291変異株の血小板凝集能 
 PGN0291変異株の血小板凝集能は fimA変異
株と同程度であり、菌株間における差は認め
られなかった。 
（２）ヘパリンとの相互作用 
 fimA変異株及び PGN0291変異株の Mfa1 線
毛が、Tris-HCl pH 8.0 の条件でヘパリン固
相化カラムに吸着することが分かったが、菌
株間におけるアフィニティーの差異は認め
られなかった。 
（３）細胞外マトリックスとの結合性 
 fimA 変異株及び PGN0291 変異株の精製
Mfa1線毛及び菌体とI型コラーゲンあるいは
フィブロネクチンとの結合性は認められず、
菌株間での差も認められなかった。 
（４）精製 Mfa1 線毛の構成成分の解析 
 精製線毛を用いた SDS-PAGE において、fimA
変異株において検出される 130 kDa 及び 150 
kDa の PGN0291 タンパク質バンドが PGN0291
変異株では完全に消失した。40 kDa の



PGN0289 及び 30 kDa の PGN0291 タンパク質バ
ンドも認められなかった。さらに、ウェスタ
ンブロットによる解析により、PGN0291 変異
株における PGN0289 及び PGN0290 タンパク質
の消失が確認された。以上の結果から、
PGN0291 タンパク質が PGN0289 及び PGN0290
タンパク質の線毛へのアセンブリに必要な
因子であることが明らかになった。 
（５）電子顕微鏡による形態学的検討 
 fimA 株と PGN0291 変異株の精製線毛は約
100 nm の線毛として観察され、両株間におけ
る構造の違いを見出すことはできなかった。 
（６）自己凝集能の評価 
 PGN0291変異株では、fimA変異株と比較し
て OD660の経時的な減少が顕著に認められ、強
い凝集傾向を示した（図１）。この結果から、
PGN0291 遺伝子が P. gingivalis の自己凝集
能に関与していることが明らかになった。 

（７）バイオフィルム形成能の評価 
 fimA変異株と比較して PGN0291変異株では
有意に増加した。この結果から、PGN0291 遺
伝子がバイオフィルムの制御に関与してい
ることが明らかになった。 
（８）免疫電顕二重染色法による局在の検討 
 抗 PGN0289 抗血清を使用した場合において、
20 nm の金コロイド粒子の特異的な結合が観
察され、PGN0289 タンパク質が、菌体から約
100 nm離れた位置に局在することが明らかに
なった（図２、白矢印）。一方、PGN0290 及び

PGN0291 タンパク質の局在を明らかにするこ
とはできなかった。 
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