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研究成果の概要（和文）：歯垢（デンタルプラーク）における初期付着菌であるActinomyces属細菌の働きを明らかに
することを目標にして、バイオフィルム形成菌であるA. oris K20株が保有する遺伝子を網羅的に解析し、バイオフィ
ルム形成に関連する候補遺伝子を同定した。また、Actinomyces属細菌がもつ遺伝子の機能解析に必要な遺伝子改変ツ
ールの構築と整備を行った。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that oral Actinomyces spp. plays important roles for 
oral multispecies biofilm development as an initial colonizer. To identify gene(s) responsible for the 
extracellular polymeric substances (EPS) production, transposon mutagenesis was performed against a 
clinical isolate of A. oris strain K20. We reported the identification of genes that were predicted to be 
involved in the EPS biosynthesis and were essential for biofilm formation. We also developed the genetic 
engineering systems in Actinomyces spp. based on pJRD215 with high transformation efficiency.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

自然界に存在する細菌の多くは、固体表面に

付着・定着後、EPS（Extracellular Polymeric 

Substances、菌体外多糖・タンパク・核酸な

どを含む）を産生することによりバイオフィ

ルムを形成する。このバイオフィルムが人体

内に形成された場合、慢性持続性感染症や再

燃・難治性感染症の発症要因として極めて重

要となる。 

口腔内には口腔常在菌叢が存在し、その構成

細菌は 700 種類以上と言われている。口腔内

では、これらの細菌が相互に関連し合い、複

雑なバイオフィルム・歯垢（デンタルプラー

ク）を形成し、その結果として、う蝕・歯周

病などの持続性感染症を引き起こすと考えら

れている。そこで、細菌がバイオフィルムを

形成する過程（特に EPS を産生する遺伝学的

な背景）を明らかにすることで、歯垢形成の

制御が可能となり、最終的には口腔感染症の

予防・治療に役立つことができると考える。 

近年の新たな手法を用いた研究により、本研

究で対象としている Actinomyces 属細菌は歯

面（エナメル質上のペリクル）に最初に付着

する細菌（初期付着菌、イニシャルコロナイ

ザー）であることが明らかになってきた。

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

を用いて、初期の歯垢形成過程を観察した研

究では、Actinomyces 属細菌がバイオフィル

ム底部に集塊を形成し、この部分を基盤とし

て、その上層に Streptococcus 属細菌などを

含む口腔細菌群が付着していた。また、本菌

は Streptococcus、Fusobacterium 属細菌など

とも相互に関連しながら口腔バイオフィルム

を構築することも明らかになってきた。 

Actinomyces 属細菌が歯垢バイオフィルム形

成において重要な役割をすることが明らかに

なってきたが、Actinomyces 属細菌に焦点を

絞った遺伝子レベルでの研究はほとんどない。

そこで、我々は、研究室で保存していた

Actinomyces 臨床分離株の中から、バイオフ

ィルム形成能を有し、かつ病原性の高い株を

選抜し、その菌株の遺伝学的背景を明らかに

することにした。最終的に選抜された株 A. 

oris K20 株は、実験環境下で継代培養を繰り

返しても EPS の産生が失われず、かつマウス

に対して膿瘍形成を誘導する高病原性を有す

るものであった。さらに、同時期に並行して、

本菌株のドラフトゲノム配列決定のプロジェ

クトが行われ、ゲノム配列情報が利用できる

状況になり、研究基盤が整ってきた状況であ

った。 

 

２．研究の目的 

歯垢形成の初期段階における初期付着菌の働

きを明らかにするために、A. oris K20 株の

EPS 産生能に焦点を絞り、その遺伝学的な背

景を明らかにすることを目標とした。A. oris 

K20 株が保有するバイオフィルム形成に関与

する遺伝子を同定し、その機能を解明するた

めに、２つの方向性により研究を進めること

にした。具体的には(1)A. oris K20 株が保有

する遺伝子を網羅的に調べるために、ランダ

ムに遺伝子を欠損させたノックアウト株を作

製し、バイオフィルム形成に関連する遺伝子

（群）の抽出を行う。(2) (1)で絞り込まれた

遺伝子の機能を証明するための遺伝子改変ツ

ール（具体的には、クローニングベクター・

遺伝子発現ベクター）の構築を行い、遺伝子

改変システムの基盤を整備する。 

 



３．研究の方法 

(1) バイオフィルム形成能欠損株の作製 

トランスポゾンを用いた変異導入を行い、A. 

oris K20 株ゲノム上の遺伝子をランダムにノ

ックアウトした菌株のプールを作製する。こ

のプールよりバイオフィルム形成能を失った

菌株をスクリーニングし、バイオフィルム形

成関連候補遺伝子を同定する。 

(2) Actinomyces 属細菌用遺伝子改変ツール

の構築 

Actinomyces 属細菌で利用できる遺伝子改変

ツールは現在のところ、プラスミド pJRD215

のみである。今後、A. oris K20 株が保有す

る遺伝子の機能を解明するためには遺伝子改

変した菌株の作製が必要となる。そこで、

pJRD215 全長配列を決定し、その情報を基に

①改良型クローニングプラスミドおよび②発

現ベクターを作製し、Actinomyces 属細菌に

対応した遺伝子改変システムを構築した。  

 

４．研究成果 

A. oris K20 株を対象にバイオフィルム形成

関連遺伝子の網羅的探索をおこなうために、

トランスポゾンを用いたランダムミュータジ

ェネシスを行った。その結果、５つの候補遺

伝子を同定した。これらの遺伝子は

polysaccharide deacetylase 、 Spo0J 

containing ParB-like nuclease domain、 残

り 3つは hypothetical proteins をコードす

るものであった。そのうちの 1 遺伝子、

polysaccharide deacetylase 遺伝子周囲を広

範囲に調べた結果、糖代謝に関与する複数の

遺伝子が存在し、クラスターを形成している

ことが推測された。 

プラスミド pJRD215 の全長は 10,317bp で、複

製・接合・薬剤耐性に関与する遺伝子などを

保有していた。Actinomyces 属で形質転換に

必要であると推測される領域以外を削った

pCMDs と pCMDk を作製した。これらのプラス

ミドを A. oris K20 株を含む口腔アクチノマ

イセス属細菌に応用したところ、オリジナル

である pJRD215 よりも高い形質転換効率を示

し、遺伝子改変ツールとして利用価値が高い

ことがわかった。さらに、新たに構築したプ

ラスミドなどを用い、口腔アクチノマイセス

属細菌の遺伝子欠損などを行うことに成功し、

遺伝子改変技術の基盤が整備された。 

本研究課題の遂行により、口腔アクチノマイ

セス属細菌の歯垢形成における初期付着菌の

遺伝学的な働きの一端が初めて明らかになっ

た。また、本菌種を対象にした遺伝子レベル

での研究方法の基盤も整えることができた。

本研究課題では、歯垢形成過程の初期に寄与

する細菌を中心にした研究を可能にした。こ

のことは、口腔バイオフィルム形成を制御す

る新たな方法の開発に重要な一助になると考

える。 
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