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緒 言

Porphyromonas gingivalisは成人性歯周炎の主病原細菌

の１つとされている．P. gingivalisは種々の病原因子を

保有するが，その中でも主要な病原因子としてアルギニ

ン特異的システインプロテアーゼ（RgpまたはArg−

gingipain）とリジン特異的システインプロテアーゼ

（KgpまたはLys−gingipain）がある．RgpとKgpはコラー

ゲンタイプ Iの分解，フィブロネクチンの分解

（Kadowaki et al．，１９９４；Abe et al．，１９９８），免疫グロブ

リン（Kadowaki et al．１９９４）やサイトカインの分解

（Calkins et al．，１９９８），補体の破壊（Wingrove et

al．１９９２），フィブリンやフィブリノーゲンに対する分

解作用（Imamura et al．，１９９５；Okamoto et al．，１９９８），

血液凝固因子に対する活性化能（ Imamura et al．，

１９９７），protease activated receptorsの活性化能などが報告

されている（Lourbakos et al．，２００１）．また，P. gin-

givalisは糖を利用できないことより，タンパク質を分解

し，ペプチドの形で取り込みエネルギー源として利用す

るためにもRgpとKgpが関与する．このことより，Rgp

とKgpは発育のためのエネルギー源の獲得においても重

要な働きをする．また，P. gingivalisも発育に鉄イオン
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Abstract

Porphyromonas gingivalis is one of the major aetiolocical agents involved in advanced adult periodontitis. An im-

portant factor of this organism in the complaint is thought to be its presence over long periods in the oral biofilm.

But, the characteristics of P. gingivalis biofilm are not fully understood. To study the characteristics of P. gingivalis

biofilm, this investigation obtained non−pigmented P. gingivalis variants(np8strain, np11strain)by subculturing in

medium. The np11 strain formed more biofilm than the wild type and np8 strain. Aggregation activity of np11 strain

was stronger than that of wild type and np8 strain. The SDS−PAGE protein profile of these cells showed that the

amount of 17 kDa and 26 kDa proteins increased in only the np11 strain. These proteins were identified to be flavo-

doxin and 3−oxoacyl(acyl−carrier protein) reductase, respectively.

This study indicatets that aggregation activity is correlated with biofilm formation of P. gingivalis. Factors related

to the metabolic process, such as flavodoxin and 3−oxoacy−(acyl−carrier protein) reductase, may also be related to

the biofilm formation process of P. gingivalis.
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を必要とするが，生体成分に結合した鉄結合物から鉄イ

オンを獲得するシドロフォアをもたないため，Rgp，

Kgpならびアドヘジンドメインタンパク質複合体が赤血

球の成分であるヘモグロビンから鉄イオンを獲得するこ

とにも関与していることが報告されている（Nakayama

et al．，１９９８）．P. gingivalisは血液寒天培地上では黒色の

コロニーを形成することが大きな特徴であり，これは菌

体表層にヘモグロビンを結合し，ヘムを蓄積することに

よる（Smalley et al．，１９９８）．このP. gingivalisのコロニ

ーの黒色化にもRgp，Kgpおよびアドヘジンドメインタ

ンパク質が関与する．この現象はP. gingivalisが発育

し，病原性を発揮する上でも重要なことである．

P. gingivalisは歯肉溝バイオフィルム形成菌の一員と

して長期間存在し，病原因子を産生することが本疾患の

重要な要因の１つと考えられる（Slots et al．，１９８２）．

しかし，P. gingivalisのバイオフィルム形成因子の詳細

にはついては明確にされていない．

今回P. gingivalisの継代により無色突然変異株が出現

した．この変異株の中に親株よりバイオフィルム形成性

の増加した株が存在したことより，P. gingivalisのバイ

オフィルム形成因子の一端を明らかにするために，その

性状について検討した．

実 験 方 法

供試菌株と培養方法

P. gingivais ATCC３３２７７株，np８株，np１１株をGAM培

地またはTYHM（Tryptic soy broth３０g / L, Yeast extract

５g / L, Hemin５mg / L, Menadione１mg / L）培地にて

３７℃で嫌気培養（CO２（１０％），H２（１０％），N２（８０％））

した．

バイオフィルム形成性の測定方法

O’TooleとKolterの方法（O’Tool and Kolter，１９９８）に準

じて，９６well plateにてバイオフィルム形成性を検討し

た．P. gingivalis ATCC３３２７７株，np８株，np１１株を

TYHM培地にて前培養後，希釈TYHM培地（TYHM培

地：PBS＝１：２）に前培養菌液を１／１０量添加した菌

液を９６well plateに２００µl添加し，嫌気培養した．培養

後，各wellをsalineにて洗浄し，各wellにクリスタルバイ

オレット液を添加し，室温で１５分放置後，再度salineで

洗浄した．ついでエチルアルコールを加えクリスタルバ

イオレッドを可溶化し，OD５４０nmの吸光度を測定し

た．

SDS-PAGEとタンパク質バンドのN末端アミノ酸配列の

解析方法

SDS−PAGEはLaemliの方法に従った（Laemmlli，１９７０）．

タンパク質バンドのN末端アミノ酸配列の解析はSDS−

PAGE後，ゲルをPVDF膜に転写し，Coomassie brilliant

blueにて染色した．ついで，目的のバンドを切り出しア

ミノ酸シークエンサー（Prociese４９２，Applied Biosys-

tems）を用いてアミノ酸配列を決定した．また，この配

列をBLAST searchにてホモロジー検索を行い，蛋白質

とその遺伝子を検索した．

Rgp活性の測定方法

菌体と培養上清のRgp活性は１mM Nα−Benzoyle−DL−

arginine p−nitro−anilide HClと１０mM cystein HCl含有０．１

M Tris−HCl（pH７．４）液８００µl，水１，７００µlおよび試料２０

µlを加え１０分後のOD４０５nmを測定し，∆４０５nm/min/mg

proteinまたは∆４０５nm/min/mlで活性を表した．タンパク

質量の測定はDCprotein asssey kit（Bio−RAD）を用い

た．

統計処理の方法

統計処理はStudent’s t testまたは分散分析後ポストホ

ックテスト（Fisher’s PLSD法）を行った．

結 果

P. gingivalisの無色突然変異株の出現とその性状

P. gingivalis ATCC３３２７７をGAM半流動寒天培地にて一

夜培養した．ついで，４℃で７日間保存後，新たな

GAM半流動寒天培地に接種，培養することを約２０回繰

り返した．この菌液をGAM血液寒天培地に塗抹した結

果，黒色コロニーを形成する親株と共に無色のコロニー

を形成する自然変異株が得られた（Fig．１）．

親株と無色変異株のバイオフィルム形成性

得られた無色変異株と親株のバイオフィルム形成性を

検討した結果，親株とバイオフィルム形成性が同程度の

株と親株よりバイオフィルム形成性を強い株がみられ

た．前者の性状を示す株としてnp８株，後者の性状を示

す株としてnp１１株を今回の実験に供試した（Fig．２）．

np１１株が９６well plateに対して親株やnp８株よりバイオフ

ィルム形成性が強いことは，９６wellプレートに結合した

バイオフィルムのクリスタルバイオレット染色像と染色

されたバイオフィルムからのエチルアルコールにより溶

出されたクリスタルバイオレット量から明となった
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（Fig．３，４）．

グラム染色像

親株，np８株，np１１株のバイオフィルム形成菌をピペ

ッテングによりwellより剥離した菌体と培養上清菌をグ

ラム染色後観察した．バイオフィルム形成菌はいずれの

菌体も大きな菌塊が観察されたが，np１１株の菌塊の周囲

に連鎖する菌体が観察された（Fig．５）．P. gingivails np

１１株の培養上清の菌体は他の２株の菌体より長く連鎖し

ている菌体がみられた（Fig．６）．このことより，np１１

株は他の株より菌体の性状が異なることが観察された．

タンパク質発現

np１１株は親株，np８株よりバイオフィルム形成性が強

くみられたことより，np１１株は他の菌株とは異なる物質

を発現している可能性が示唆された．そこで，これらの

菌体のSDS−PAGEを行い発現タンパク質の違いを比較し

た．その結果，np１１株においてAとBのバンドがより多

く産生されていた．この２つのバンドのN－末端アミノ

酸分析を行いBLAST Searchにて該当するタンパク質を

検索したところバンドAはflavodoxin，バンドBは３－

oxoacyl－（acyl−carrier protein）reductaseであった（Fig．７，

Table１）．

凝集性

１日培養後，培養液中での凝集性を観察した．np１１株

は菌体の沈殿が多くみられ，凝集性が強いことが観察さ

れた（Fig．８）．この結果，np１１株は菌体表層の物質に

違いがある可能性が示唆された．

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 27� 2008

(A) P. gingivalis ATCC33277株 (A) P. gingivalis np8株

(B) P. gingivalis np11株(B) P. gingivalis 継代培養株

Fig．１．P. gingivalis ATCC３３２７７株と継代培養株の血液寒天培地上でのコ
ロニー形態

Fig．２．P. gingivalis np８株とnp１１株の血液寒天培地上でのコロニー形
態．

１

２

３

Fig．３．P. gingivalis ATCC３３２７７株，np８株，np１１株の９６well plateに形成
されたバイオフィルムのクリスタルバイオレッド染色像．
１：ATCC３３２７７株，２：np８株，３：np１１株．

３
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による菌の濁度の低下が遅くなることが観察された

（data not shown）．このことより，np１１株においては自

己融解酵素の活性にも変化が生じた可能性が示唆され

た．また，np１１株は培地中で凝集性が強く，菌体が多く

沈殿することが観察された．これらのことはバイオフィ

ルム形成性が他の菌株より強くみられることと関連して

いる可能性が示唆された．

これまで，P. gingivalisのバイオフィルム形成に関与

するとされる幾つかの因子が報告されている．Chenら

（２００２）はpolyphosphate kinase（PPK）gene（ppk）の変

異株はバイオフィルム形成性とstationary−phaseにおける

生存が低下することを報告している．PPKはグラム陽

性，陰性菌に広く存在し，栄養状態，環境ストレスや

stationary phaseでの生存などに重要な役割をしていると

考えられている（Rao and Kornberg，１９９６；Shiba et

al．，２０００）．Capestanyら（２００６）によるとinternalin pro-

tein familyのInlJの変異株はP. gingivalis単独でのバイオ

フィルム形成性を減少させ，P. gingivalisとStreptococcus

gordoniiのバイオフィルム形成性を増加させるとしてい

る．また，Capestanyら（２００８）はストレス応答システ

ムの１つであるClpシステムの中のclpCとclpXPの変異

株はP. gingivalisの単独のバイオフィル形成性を増加

し，clpXPの変異株はP. gingialisとStrteptococcus gordonii

とのバイオフィルム形成性を増加するとしている．

Chenら（２００６）はUniversal stress proteinの遺伝子のupsA

の変異株はP. gingiavlisのバイオフィルム形成性が低下

することより，バイフィルム形成に関与すると示唆して

いる．Angら（２００８）はP. gingivalisのバイオフィルム形

成菌と浮遊菌のプロテオーム解析を行い，バイオフィル

ム形成菌においては２４のタンパク質の増加がみられ，１８

のタンパク質の減少がみられることを示した．増加した

タンパク質の中にRgpA，HagA，CPG７０，HmuY，HhtB

FrdAB，internalin family protein等があり，これらの内の

いずれかの関与が示唆されている．この様にいくつかバ

イオフィルム形成に関与すると想定される因子が報告さ

れているが，P. gingivalisのバイオフィルム形成に関与

する明確な因子については明らかにされていない．

今回得られたnp８株，np１１株と親株の菌体のSDS−

PAGEにおけるタンパク質バンドのパターンを比較した

ところ，親株とnp８株と異なるnp１１株のバンドとして２

つのバンドがみられ，それはflavodoxinと３－oxoacyl－

（acyl−carrier protein）reductaseであった．flavodxinはエ

ネルギー産生系に，３－oxoacyl－（acyl−carrier pro-

tein）reductaseは脂質合成系に関与する酵素である．こ

れらの因子のバイオフィルム形成性への関与はこれまで

報告されていないが，これらはバイオフィルム形成性が

Protein band N−teminal amino acid sequence determined Gene product

Band A 1 5 10 15 20

M K S I G I F Y G S S T G T T S D L A Q

flavodoxin (17 kDa)

Band B 1 5 10 15

M K L L E N K V A L I T G A G R

3−oxoacyl−(acyl−car-

rier protein)

reductase (26 kDa)

北海道医療大学歯学雑誌 ２７�平成２０年

ATCC 33277株 np8株 np11株

Fig．８．P. gingivalis ATCC３３２７７株，np８株，np１１株の液体培地で培養後
の凝集性．

Fig．７．P. gingivalis ATCC３３２７７，np８株，np１１株の菌体のSDS−PAGEパ
ターン．
レーン１：ATCC３３２７７株，レーン２：np８株，レーン３：np１１株．

Table１．SDS−PAGEにおけるバンドAとバンドBのN－末端アミノ酸配列と対応するタンパク質．

５
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保持する糖鎖に何らかの変異がおき，Hgp１５もこれらの

複合体と共に遊離したことが無色のコロニーになった原

因と推察された．

近年，バイオフィルム形成菌は浮遊菌といくつかの性

状が異なることが知られており，バイオフィルム形成菌

の物理的要因の他に浮遊菌と遺伝子発現が相違すること

が報告されている（Whiteley et al．，２００１）．遺伝子発現

の相違を網羅的に検討するにはプロテオーム解析やmi-

cro arrayによる解析が必要となる．これらの解析をする

には比較的多くの菌量を必要とする．浮遊菌は多くの菌

体を集めることは容易であるが，P. gingivalisのバイオ

フィルム形成菌を多く集めることはなかなか困難であ

る．今回のnp１１株はバイオフィルム形成性が親株より良

好であることより，バイオフィルム形成菌を集め，これ

らの解析に供試する上でも有用な菌株でもあると思われ

た．

結 論

Porphyromonas gingivalisは成人性歯周炎の主要な原因

菌と１つである．この菌の重要な病原因子の１つに口腔

内バイオフィルム形成菌の一員として長期存在すること

がある．しかし，P. gingivalisのバイオフィルムの性状

については明確にされていない．P. gingivalisのバイオ

フィルムの性状を検討するためにP. gingivalisを継代す

ることより得られた無色変異株（np８株とnp１１株）を用

いた．np１１株は親株とnp８株より強いバイオフィルム形

成性を示した．np１１株の凝集性は親株とnp８株より強く

みられた．これらの菌体のSDS−PAGEによるタンパク質

バンドの比較において，１７ kDaと２６ kDaのバンドがnp

１１株にのみ強く発現していた．これらのバンドはそれぞ

れflavodoxinと３－oxoacyl（acyl−carrier protein）reduc-

taseであった．

これらのことより，凝集性と代謝過程に関与するfla-

vodoxinと３－oxoacyl（acyl−carrier protein）reductaseは

バイオフィルム形成性に関与する可能性が示唆された．
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