
緒 言

Anginosus グループ streptococci（AGS）は，milleri

グループとも呼ばれ，Streptococcus anginosus, Strepto-

coccus constellatus（以下，S. constellatus と略す），
Streptococcus intermedius（以下，S. intermedius と略
す）の 3菌種で構成されるレンサ球菌グループである．
主にヒトの口腔，泌尿生殖器などに常在菌として存在し
ており，1, 2 日和見病原体として知られ，3 口腔内や肝臓な
どの深部臓器に化膿性疾患を引き起こすだけでなく，他
の口腔レンサ球菌と同様に，感染性心内膜炎の原因菌と
しても知られている．1, 2 また，最近では難治性の歯周疾
患や，1, 4 上部消化器癌にも関与していることが報告され
るようになり，注目を集めている．5

AGS は生化学的な性質による同定や，ランスフィー
ルド群抗原による免疫学的な同定が困難で，近年の分子
生物学的な分類法の確立により，菌種や亜種の再分類が
進み，さらに新しい種の存在が提唱されている．4 本研
究では口腔の膿瘍から分離した講座保存菌株（以下，
H39株と略す）を用いた．6 Yamanaka らは H39株のハ
ウスキーピング遺伝子の recN, groEL, tuf, 16S ribo-

somal RNA 遺伝子の配列を用いた分子系統樹により再
同定し，本菌株を S. constellatus としている．7 H39株
は，菌体表層を走査型電子顕微鏡（以下，SEM と略す）
で観察すると，菌体周囲にバイオフィルム形成細菌に特
徴的な網目様の構造物が認められることから，バイオフ
ィルム形成株であると考えられている．6 バイオフィル
ムの概念は Costerton ら8 によって提唱され，現在では
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抄録：Streptococcus constellatus は S. anginosus, S. intermedius とともに anginosus group に属するレ
ンサ球菌で，ヒト口腔に常在し，慢性歯周炎，口腔膿瘍から分離されるだけでなく，日和見感染症の原因菌
として敗血症や心内膜炎病巣からも検出され，脳膿瘍，肺化膿症，膿胸，腹腔内膿瘍など，全身の化膿性疾
患と深く関わっていることが報告されている．
口腔の慢性感染症から分離される細菌には，菌体周囲に菌体外マトリックスを産生してバイオフィルムを

形成する株が存在する．我々はこれまでに，難治性の根尖性歯周炎病巣から分離した Bacillus subtilis, Rothia

mucilaginosa，骨膜下膿瘍から分離した S. constellatus など，多くの菌種にバイオフィルムを形成する菌
株が存在し，これらが産生する菌体外マトリックスが，病巣での細菌残存因子になっていることを報告して
きた．本研究では病巣に残存し，予後を不良にする細菌のバイオフィルム形成関連遺伝子を明らかにするこ
とを目的に，バイオフィルムを形成することが知られている S. constellatus H39株のゲノムを sequencing

した．
H39株のゲノム DNA を通法に従い抽出し，GS Junior System を用いてパイロシークエンシングした．

その結果，十分な冗長度のもとにゲノム DNA の配列が得られた．得られた配列データをアセンブルし，コ
ンティグを構築した．コンティグ内の塩基配列からタンパクコード領域を予測し，データベース上で相同性
の高い配列を検索した．その結果，H39株のゲノム上には約 2,000の遺伝子がアノテーションされ，菌体
外多糖合成と輸送に関与する遺伝子，バイオフィルム形成の調節に関与すると考えられているストレス応答
系の遺伝子などと相同性の高い領域が存在した．これらの遺伝子は，S. constellatus H39株のバイオフィ
ルム形成に重要な役割を果たすと考えられる．
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種々の口腔感染症にバイオフィルム形成菌が関与してい
ることが示唆されている．Fukushima らは歯周ポケッ
トから分離した Prevotella intermedia（以下，P. inter-

media と略す）と Prevotella nigrescens（以下，P. ni-

grescens と略す）に菌体外多糖（exopolysaccharide；
以下，EPS と略す）を産生し，バイオフィルムを形成
する株があることを報告している．9, 10 黒田らは骨膜下膿
瘍から分離した Streptococcus oralis に，11 Yamane ら
は口腔の膿瘍から分離した Actinomyces oris にも EPS

産生株があり，非産生株の標準株に比べ，強い膿瘍形成
誘導能をもつことを明らかにしている．12 H39株もマウ
スのソケイ部に接種すると難治性の膿瘍が形成されるこ
とから，この株が単独で膿瘍形成を誘導する能力をもっ
ていることが示されている．13

本研究では病巣に残存し，予後を不良にする細菌のバ
イオフィルム形成の遺伝学的な背景を明らかにすること
を目的に，S. constellatus H39株のゲノムをシークエ
ンシングした．

実験材料および方法

1．供試菌
口腔の膿瘍から分離し，－80°C で保存している S.

constellatus H39株を実験に供試した．供試菌の使用に
際しては，－80°C で保存した H39株を，5％緬羊脱線
維血と 0.5％ yeast extract（Difco, Detroit, MI, USA）を
含む trypticase soy agar（以下，TSA と略す，BBL Micro-

biology Systems, Cockeysville, MD, USA）に塗抹し，10

％ CO2添加条件下で 48時間培養した．各実験にはグラ
ム染色性，形態を確認して使用した．
2．Genome DNA 抽出

TSA 上に発育した H39株を trypticase soy broth

（BBL Microbiology Systems）に接種し，10％ CO2添加
条件下で 24時間培養した．培養菌液を 5,000×g で 10

分間遠心（CR 21，日立製作所，茨城）して菌体を回収
し，0.1 M のリン酸緩衝液（日水製薬，東京）で 2回洗
浄後，0.2 mg/mL N-acetylmuramidase（生化学工業，東
京）と 20 mg/mL lysozyme（Wako，東京）を 30分間
作用させ，細胞を溶解した．MagExtractor（TOYOBO，
大阪）を用い，製品プロトコールに従って genome DNA

を抽出した．
3．Genome library の作製

H39株の genome DNA を Rapid Library Preparation

Kit（Roche Diagnostics，東京）に含まれる Rapid Library

Nebulizers を使用してランダムに断片化した．MiniElute

PCR Purification Kit（Qiagen, MD, USA）でフラグメン
トを精製したのち，Rapid Library Preparation Kit を用
いてエンドリペアした．フラグメントに RL アダプター
をライゲーション後，Agencourt AMPure XP Kit（ベッ
クマン・コールター，東京）を用いて短断片を除去し，
H39株の genome library とした．
4．Emulsion polymerase chain reaction（以下，emul-

sion PCR と略す）
精製した H39株の genome library を鋳型として

emulsion PCR をした．GS Junior emPCR Kit（Roche

Diagnostics）のプロトコールに従って，キャプチャー
ビーズと鋳型 DNA を混合後，emulsion を調製した．
PCR は 94°C，4分間の鋳型 DNA の熱変性後，94°C，30

秒間の熱変性，58°C，4分 30秒間のアニーリング，68

°C，30秒間の伸長反応を 50サイクルの反応条件とし
た．増幅した DNA のみを回収し，エンリッチメントし
てパイロシークエンシングに供した．
5．パイロシークエンシング
エンリッチメントしたビーズを定量し，Allegra（ベ
ックマン・コールター，東京）を用いて pico titer plate

（GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit, Roche Diag-

nostics）に充填した．Pico titer plate をゲノムシークエ
ンサー（GS Junior, Roche Diagnostics）にセットし，
パイロシークエンス法により塩基配列を決定した．
6．de novo アセンブリ
パイロシークエンシングにより得られたリードを GS

de novo Assembler Software（version 1.1.03.24）
（Roche Diagnostics）を用いてアセンブルし，コンティ
グを構築した．
7．コンティグ間のギャップクローズ
アノテーションに必要なコンティグ間のギャップクロ
ーズのため，コンティグ両端の配列からプライマーを設
計し，合成した．5 μL のゲノム DNA 溶液（10 ng/

μL），1 μL のプライマー（各 10 μM），25 μL の GoTaq

DNA Polymerase Green Master Mix 溶液（Promega，
東京），18 μL の滅菌蒸留水を混合し，MJ Mini Gradient

Thermal Cycler（Bio-Rad Japan，東京）を用いて PCR

した．PCR は 94°C，2分間の鋳型 DNA の熱変性後，94

°C，1分間の熱変性，60°C，1分間のアニーリング，74

°C，1.5分間の伸長反応を 35サイクルし，74°C，7分
間最終伸長する反応条件とした．増幅産物は，1％ TAE

アガロースゲル（ナカライテスク，京都）で 100 V, 20

分間，電気泳動して確認後，ゲルから切り出し，QIA quick

Gel Extraction Kit（QIAGEN，東京）で抽出，精製し

７６ 安岡大志・山根一芳・福島久典 歯科医学 2013 ; 76（2）: 75―82.



た．精製産物を鋳型として，増幅プライマーを用いて
Sanger 法でダイレクトシークエンシングした．シーク
エンシング反応には Big Dye Terminator Cycle Se-

quencing Kit（Applied Bio-system, CA, USA）を，シー
クエンスには ABI PRISM 3730 DNA analyzer（Applied

Bio-system）を用いた．得られたリードは Sequencher

（version 4.7, Gene Codes, MI, USA）を用いてアッセ
ンブルした．
8．アノテーション
構築したコンティグの配列から MetaGeneAnnotator

（version 1.0）を用いて protein coding sequences（以
下，CDSs と略す）を予測した．transfer RNA（以下，tRNA

と略す）と messenger RNA（以下，rRNA と略す）の
予測にはそれぞれ tRNAscan-SE（version 1.23）と
RNAmmer（version 1.2）を用いた．これらの解析には
Microbial Genome Annotation Pipeline（以下，MiGAP

と略す，http : //www.migap.org）を用いた．予測したコ
ーディング領域は NCBI BLAST（version 2.2.18）を用
いて相同性解析して，遺伝子機能を予測した．予測した
遺伝子から菌体外多糖産生に関わる遺伝子を検索した．

実験結果

1．パイロシークエンシング
H39株の genome library のパイロシークエンシング

の結果，198,265のリードが得られ，総塩基数は
84,169,816 bp であった（Fig. 1）．
2．アッセンブルとギャップクロージング
パイロシークエンシングによって得られたリードをア
ッセンブルし，一部をギャップクロージングした結果，
37のコンティグを構築することができた．コンティグ

の全長は 1,938,626 bp，平均コンティグ長は 51,016 bp

で，42.0倍のカバー率で塩基配列が解読できた（Table

1）．
3．アノテーション

MiGAP を用いた遺伝子予測の結果，3つの rRNA, 45

の tRNA, 1,926の CDSs を予測することができた．機
能予測された H39株の病原遺伝子としては hemolysin

の遺伝子が 3つ，sortase の遺伝子が 6つ，hyaluronidase

の遺伝子などが見つかった．コンティグ 1と 8上には
pgcA 遺伝子のホモログが見つかり（Fig. 2），コンティ

Fig. 1 Size distribution of reads of pyrosequencing

Table 1 Distribution of contigs assembled from
pyrosequencing data

Contig number Length（bp）

001
002
003
004
005
006
007
008
009
010
011
012
013
014
015
016
017
018
019
020
021
022
023
024
025
026
027
028
029
030
031
032
033
034
035
036
037

297,046
292,693
171,006
169,686
99,479
99,067
93,289
84,117
82,078
74,518
64,062
52,491
47,762
47,376
46,222
42,052
38,847
34,249
27,547
21,894
12,464
8,492
6,799
5,352
4,821
4,145
1,445
1,436
1,357
1,263
1,056
1,045

922
861
627
559
501
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グ 3上には，exopolysaccharide biosynthesis protein,

capsular exopolysaccharide family protein, capsular

polysaccharide biosynthesis protein, capsular polysac-

charide biosynthesis protein の遺伝子が並んだ領域
（Fig. 3）が，コンティグ 9上には ABC-type polysaccha-

ride /polyol phosphate transport system の ATPase

component と，同タンパクの permease component の
遺伝子が見つかった（Fig. 4）．

考 察

Dental plaque は，細菌がシュクロース依存性に産生
した菌体外マトリックスのポリマーに包埋された細菌の
共同体であり，バイオフィルムと考えられている．14

Pseudomonas aeruginosa（以下，P. aeruginosa と略
す），Vibrio cholerae，非結核性抗酸菌などの菌種は，
自然界の液体環境下でバイオフィルムを形成する，医科
領域の病原体の 1例であるが，これらの細菌のバイオ
フィルムは dental plaque とは異なり，シュクロース非
依存的に形成される．8, 15, 16 口腔内にも，このような医科
領域のバイオフィルム形成細菌と同様のシュクロース非
依存性バイオフィルムを形成する細菌が多く存在す
る．12, 17, 18

バイオフィルム形成は，環境中では決して珍しいもの
ではなく，それ自身には宿主組織を破壊する作用はない
と考えられている．16 しかし，細菌はバイオフィルムを
形成することにより，各種抗生物質や消毒薬の浸透が減
少し，化学療法剤や好中球，マクロファージなどの食細
胞，免疫グロブリンに対して抵抗性を示して，局所に長
期間留まり，感染症の慢性化と難治化を招くことが明ら
かになっている．19 H39株もまたシュクロース非依存性
に菌体外マトリックスを産生する菌株で，バイオフィル
ム形成性が，本細菌の病巣における長期の残存や，治療
抵抗性に関与していることが示唆されている．6 Pe-

tersen らは同じ AGS の S. intermedius にバイオフィ
ルムを形成する株があることを報告している．20 また，

Fig. 2 Amino acid alignment of α-phosphoglucomutase
（PGM）sequences
Sequence 1 : PGM from Bacillus subtilis ; sequence 2 :
PGM from contig 001 of strain H39 ; sequence 3 : PGM
from contig 008 of strain H39

Fig. 3 The putative gene annotated from sequences of con-
tig 003
① : glycosyltransferase ; ② : glycosyltransferase ;
③ : exopolysaccharide biosynthesis protein ;
④ : capsular exopolysaccharide family protein ;
⑤ : capsular polysaccharide biosynthesis protein ;
⑥ : capsular polysaccharide biosynthesis protein

Fig. 4 The putative gene annotated from sequences of con-
tig 009
① : ABC-type polysaccharide/polyol phosphate transport sys-
tem, ATPase component ;
② : ABC-type polysaccharide/polyol phosphate export sys-
tems, permease component ;
③ : glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis ;
④ : lycosyltransferase ;
⑤ : glycosyltransferase ; ⑥ : predicted membrane protein
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S. intermedius の細胞表層には EPS の他に，ヒト細胞
への付着や他の細菌との共凝集に関与し，唾液中のグリ
コプロテインにも結合するタンパクが存在することが分
かっており，細胞表層の構造が病原性に及ぼす影響が示
唆されている．21 さらに Petersen らは quorum-sensing

system を誘導する competence-stimulating peptide が，
高濃度で S. intermedius のバイオフィルム形成を促進
することを示している．20 しかし，S. intermedius を含
めた AGS のバイオフィルム形成の経路については明ら
かになっておらず，経路の遺伝学的な背景を捉えるため
には，ゲノム上の遺伝子の情報を得る必要がある．そこ
で我々は，パイロシークエンス法を用いて H39株のゲ
ノムの塩基配列を決定した．
パイロシークエンス法は DNA 合成の間に放出される
ピロリン酸をアデノシン 3リン酸（以下，ATP と略す）
に変換し，ATP によりルシフェリンを酸化して発光す
ることで検知して DNA をシークエンスする技術であ
る．22 本技術の進歩によって，微生物のゲノムは高速に，
且つ正確に決定できるようになった．22 今回，H39株の
ゲノムを 2回のパイロシークエンスで解析した結果，
42.0倍の高いカバー率で塩基配列が解読できた．また，
この塩基配列を de novo でアッセンブルし，コンティ
グ間の配列を PCR 法で増幅してギャップクロージング
した結果，37のコンティグを構築することができた．
コンティグの総塩基数はおよそ 1.93 Mbp で，AGS で
ゲノムの全長が公開されている S. intermedius JTH 08

株（GenBank, AP 010969.1）と同じであった．遺伝子
予測の結果，1,926の CDSs を予測することができた．
予測された病原遺伝子としては，この細菌の不完全溶血
性に関与すると考えられる hemolysin の遺伝子が 3

つ，23 宿主組織への付着性や，宿主細胞への侵入性に関
与する sortase の遺伝子が 6つ，24 hyaluronidase の遺伝
子などが見つかった．25 また，バイオフィルムの構成因
子の 1つである菌体外多糖の合成，輸送に関わるいく
つかの遺伝子が明らかになった．
バイオフィルムは，quorum-sensing system や 2成
分制御系，3成分制御系，様々なストレス応答システム
により，環境の変化に応じて調節され，形成される．26～28

P. aeruginosa ではバイオフィルムを構成する EPS で
あるアルジネートの産生が quorum-sensing system に
より調節されている．29 また，P. aeruginosa の σ 因子
はストレス応答タンパクを誘導するとともに，アルジネ
ートの産生を亢進し，バイオフィルム形成を増強するこ
とが分かっている．30 P. nigrescens では，EPS 産生株

をマウスに接種すると，GroEL, GroES などのストレス
応答タンパクの産生量が増加し，EPS 産生が促進する
ことが報告されている．31 H39株のゲノム上からも
quorum-sensing system の遺伝子として autoinducer 2

を産生する LuxS タンパクをコードする遺伝子が見つか
った．Autoinducer 2のレセプターのホモログは見られ
なかったので詳しい作用は不明であるが，この遺伝子が
H39株のバイオフィルム形成の調節に関与している可
能性がある，

Bacillus subtilis（以下，B. subtilis と略す）では，バ
イオフィルム形成に関与する遺伝子として pgcA

（yhxB）遺伝子が報告されている．32 本遺伝子はグルコー
ス代謝の中間段階で glucose 6-phosphate を α-glucose

1-phosphate に転移する α-phosphoglucomutase（以
下，PGM と略す）をコードする遺伝子で，この遺伝子
を変異させると，バイオフィルム形成が減少することが
明らかになっている．32～34 H39株でもグルコース依存性
にバイオフィルム形成が増強することが報告されてお
り，PGM のホモログをコードする遺伝子が存在するこ
とが分かっている．6 しかし，この遺伝子を変異させて
も，グルコース依存性のバイオフィルム形成が減弱しな
いことから，複数の経路の存在が示唆されていた．6 本
研究のゲノム解析の結果から，H39株はゲノム上に 2

つの PGM のホモログをコードする遺伝子をもつことが
明らかになった（Fig. 2）．これは上述の示唆を裏付け
るものであり，今後更なる変異解析によって，この 2

つの遺伝子の詳細な機能が明らかになると考える．H39

株のゲノム上には，他にも Bacillus anthracis が莢膜多
糖や，EPS を産生する際に用いる遺伝子と高い相同性
を示す領域が存在し（Fig. 3），35 これらの領域の遺伝子
が菌体外マトリックスの産生に関わっている可能性があ
る．
バイオフィルム形成には，産生した菌体外マトリック
スを細胞外に輸送する経路も重要である．水川らは，難
治性根尖性歯周炎病巣から分離した Escherichia her-

mannii を SEM で観察すると，菌体表面に網目様の菌
体外マトリックスが存在し，random mutagenesis で
transposon を導入して ABC transporter の wzt 遺伝子
に変異を起こすと，この網目様構造物が消失することを
明らかにしている．36 また Yamanaka らは wzt 遺伝子
を強発現させると，菌体外マトリックスの量が増加する
ことから，菌体外マトリックスは Wzt/Wzm 依存性の膜
輸送により細胞外に分泌されることを示唆している．37

H39株のゲノム上にも EPS の輸送に関与すると考えら
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れる領域が存在した（Fig. 4）．この領域には輸送エネ
ルギーを供給する ATPase をコードする遺伝子と，実
際の膜透過を担う permease をコードする遺伝子がタ
ンデムに存在した．これらの遺伝子の詳しい機能につい
ては，今後，ノックアウト株を作製することにより，よ
り詳細なバイオフィルム形成，分泌機構が明らかになる
と考えている．

稿を終えるにあたり，多大なるご助言，ご指導を頂
いた大阪歯科大学細菌学講座の皆様に衷心からお礼申
し上げます．
本研究の一部は，科学研究費補助金 基盤研究

（C）（23592724），若手研究（B）（24791975）の助
成を受けたものである．なお，本研究には大阪歯科大
学中央歯学研究所（歯科生物学施設）を使用した．
本論文の要旨は第 536回大阪歯科学会例会（平成

24年 12月 8日，枚方市）において発表した．
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Draft genome sequencing of biofilm-forming Streptococcus constellatus

Hiroshi Yasuoka, Kazuyoshi Yamane and Hisanori Fukushima

Department of Bacteriology, Osaka Dental University, 8-1 Kuzuhahanazono-cho, Hirakata-shi, Osaka 573-1121, Japan

Abstract Streptococcus constellatus, a member of the anginosus group streptococci, is com-

monly associated with oral abscesses, bacteremia with subsequent septic shock, and brain ab-

scesses. We isolated S. constellatus strain H39 from an apical abscess lesion. Scanning elec-

tron micrographs revealed that strain H39 had dense meshwork-like structures around the cells,

which are a characteristic of biofilm-forming bacteria. In this study, we reported a draft genome

sequencing of strain H39 which can be used for further genetic study on biofilm formation

mechanisms. The genome sequencing was performed by pyrosequencing. The putative gaps

between contigs were closed by sequencing of polymerase chain reaction amplicons over the

gaps. A high-quality draft genome sequence indicated that strain H39 had 3 ribosomal RNA

genes,45 transfer RNA genes and 1,926 putative protein-coding genes. We also found that

strain H39 possessed genes encoding exopolysaccharide biosynthesis proteins and ABC-type

polysaccharide transport proteins. These genes might contribute to the biofilm formation of S.

constellatus strain H39. Shika Igaku (J Osaka Odontol Soc) 2013 ; September ; 76(2) : 75−
82.
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