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研究成果の概要（和文）： 
 口腔細菌 Actinomycesのバイオフィルム形成機構の解明を目指し，バイオフィルム形成能を
高度に維持している K20株，MG-1株のゲノム解析と遺伝学的解析を行った．K20株のゲノムを
解 読 し ， 得 ら れ た ゲ ノ ム デ ー タ を 公 共 デ ー タ ベ ー ス に ア ッ プ し た （ DDBJ, 
BABV01000001-BABV01000771）．また，変異解析によりバイオフィルム関連遺伝子をいくつか同
定し発表するに至っている． 
 
研究成果の概要（英文）： 
To find out the mechanism of biofilm formation of oral Actinomyces, genome and genetic 
analysis were carried out for two strains of K20 and MG-1 keeping enhanced biofilm 
phenotype. The genome of the strain K20 was almost completely sequenced and the given 
data was uploaded to the public database （DDBJ, BABV01000001-BABV01000771）. Additionally, 
I have identified some biofilm-related genes by mutation analysis and have reported this. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 細菌は固形物表面に付着し，自身を覆うマ
トリックスを産生することによりバイオフ
ィルムを形成する．歯面においても，700～
19,000 種ともいわれる口腔細菌が複雑に相
互作用することで口腔バイオフィルムが形
成され，う蝕や歯周疾患のみならず，化膿性
炎症の難治化も引き起こす．数ある口腔細菌
の中で，本研究で用いる Actinomyces oris は，
2009年に Actinomyces 属細菌の再分類に 
より新たに定義された種で，これまで精力的
に研究が行われてきた代表的な A. viscosus，
A. naeslundii 菌株の多くが，この A. oris 

に再分類されている．ここ数年の先進的な解
析法の導入により，この A. oris が初期口腔
バイオフィルム形成の鍵となる細菌である
ことが明らかとなってきた．in vivo での
fluorescence in situ hybridization（FISH）
を用いた解析からは，プラーク中で A. oris 
がバイオフィルム底部を覆っていること，さ
らに歯肉縁下プラークでは最深部は A. oris 
のみから構成されている可能性が報告され
ている．また，in vitro の解析では，A. oris 
が Streptococcus oralis， S. gordonii，
Fusobacterium nucleatum， 
Veillonella sp.などの多くの口腔細菌と相
互作用することが報告されている．これらの
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報告より，A. oris は初期口腔バイオフィル
ム形成のプラットフォームとなっているも
のと考えられる． 
これまで A. oris におけるバイオフィルム

形成に関する解析は，線毛解析を中心に一部
の菌株で行われているが，これらの菌株は長
期に保存，継代されておりバイオフィルム形
成能は比較的低いレベルであることが分か
っていた．研究開始当初，私は口腔分離臨床
株の中で実験室環境下で継代を繰り返して
も高度にバイオフィルム形成能を維持して
いる A. oris K20 株を用い，A. oris のバイ
オフィルム形成機構を解明すべく本菌株の
解析を開始していた．ゲノム配列が決定され
ている A. oris MG-1 株との比較ゲノムを行
うため，pyrosequence 法を用いて K20 株の
ゲノム配列を解読し，約 1,300 のコンティグ
からなる K20 株のドラフトゲノム配列を得
ることが出来た．また，遺伝子改変ツールの
構築にも取り組み，K20 株におけるトランス
ポゾンによる変異導入や相同組換えを利用
した部位特異的変異導入の系を構築するに
至っていた． 
 
 
 
２．研究の目的 
 
我々のグループで単離していた A. oris 

K20 株を供試菌として，次に示す 2 つの方向
からバイオフィルム形成に関与する遺伝子
の同定を目指した．1 つ目は，K20 株ゲノム
の完全決定である．既に pyrosequence 法を
用いて K20 株のドラフトゲノム配列を得て
おり，本研究課題において未解読のギャップ
領域をサンガー法を用いて連結していき，完
全長ゲノムを取得する．そして，既にゲノム
配列が明らかになっている A. oris MG-1 株
と配列比較等のバイオインフォマティクス
解析を行い，バイオフィルム形成に関わる遺
伝子領域を推測する．2 つ目は，トランスポ
ゾン Tn5 を用いたランダム変異導入による
バイオフィルム欠損株の単離である．多くの
欠損株を得て，変異部位を決定することによ
り，A. oris のバイオフィルム形成機構 
の概要を明らかにできるものと考えた． 
 
 
 
３．研究の方法 
 
Actinomyces oris のバイオフィルム形成

機構の解明を目指し，高度にバイオフィルム
形成能を維持している K20 株を供試菌とし
て用い，次の 2 つの実験系列を並行して遂行
した．1 つ目は，既にドラフト情報が得られ
ている K20 株ゲノムの完全解読である．得ら

れたゲノム情報を既知の MG-1 ゲノム情報と
in silico 解析で比較し，バイオフィルム形
成に関わる遺伝子や発現制御系を抽出した．
2 つ目は in vitro の実験系で，トランスポ
ゾンを用いた変異導入によりバイオフィル 
ム欠損株を単離し，その原因遺伝子を同定し
た．これらの 2 系列の実験系を互いに補完的
に進めることで， A. oris のバイオフィル
ム形成性を多面的に解析することが可能と
なった． 
 
 
 
４．研究成果 
 
Actinomyces orisのバイオフィルム形成機

構の解明を目指し，バイオフィルム形成能を
高度に維持している K20株，MG-1 株を供試菌
として用い，次の 2 つの実験系列を並行して
実施した．1 つ目は，既にドラフト情報が得
られている K20 株ゲノムの解読である．その
高い GC 含量のため完全解読には至らなかっ
たが，コンティグ配列の連結を進め，得られ
たゲノムデータを公共データベースにアッ
プ す る に 至 っ て い る （ DDBJ, 
BABV01000001-BABV01000771）．また，得られ
たゲノム情報を既知の MG-1 ゲノム情報と in 
silico解析で比較し，バイオフィルム形成に
関わる遺伝子や発現制御系をいくつか同定
し発表した．2 つ目は，トランスポゾンを用
いた変異導入によるバイオフィルム欠損株
の単離とその原因遺伝子の同定である．MG-1
株において 40 株のバイオフィルム欠損株を
得ており，そのうち 12 株においてトランス
ポゾン挿入部位の決定に至っている． 
 本研究課題の遂行により，初期付着細菌で
ある Actinomyces属細菌のバイオフィルム形
成に関わる重要な遺伝子候補がいくつか同
定されてきた．本研究課題をさらに進めるこ
とで，この細菌種のゲノムレベルでの分子解
剖を可能にし，口腔プラークの初期形成段階
の機構の解明にも大きなインパクトを与え
るものと確信している．そして，本研究課題
で明らかになったバイオフィルム関連遺伝
子の機能発現の全容を明らかにし，これを阻
止することによってバイオフィルム形成を
制御する方法の開発につながるものと考え
ている． 
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