
緒 言

血液寒天培地上で黒色色素を産生する嫌気性グラム陰
性桿菌である Prevotella intermedia（以下，P. interme-

dia と略す）は，歯周疾患を含め身体各部の感染症との
関連が示唆されている．1～5 我々は P. intermedia がもつ
バイオフィルム形成性に注目しており，マイクロアレイ
を用いた解析では，バイオフィルム形成菌株において，
GroEL, DnaK など，複数の heat shock proteins（以下，
HSPs と略す）の発現が mRNA レベルで上昇している
ことを明らかにしている．6 また古川ら7 は，バイオフィ

ルムを形成する臨床分離の Prevotella nigrescens にお
ける HSPs の発現上昇を，2次元電気泳動により確認
している．

HSPs は原核生物から真核生物まで高次に保存された
ストレス抵抗因子で，常時細胞質内に存在し，生命現象
に必要なタンパクの新生から機能的立体構造の形成，輸
送，分解，傷害タンパクの修復を介助し，生体に加わっ
たストレスを軽減する分子機構としての役割も担ってい
る．8～10 近年の研究によると，balneotherapy などでもた
らされる治療効果は，適度な体温上昇により HSP60,

HSP70が増加し，細胞内の傷害タンパク修復が促進さ
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抄録：細菌の heat shock proteins（HSPs）は，細胞内で分子シャペロンとして働くのみならず，細胞外に
分泌され接着分子として働くことや，宿主免疫細胞のレセプターに結合し，様々な免疫反応を引き起こすこ
とも近年の研究で明らかにされている．今回，Prevotella intermedia（P. intermedia）が菌体外多糖を産生
してバイオフィルムを形成する際の HSPs の役割について検討するため，まず，リコンビナント GroEL

（rGroEL）を用いて家兎抗 GroEL 抗体を作製し，P. intermedia GroEL が菌体外に放出されていることをウ
ェスタンブロッティングにて確認した．バイオフィルム形成に及ぼす影響については，rGroEL，リコンビ
ナント DnaK（rDnaK）タンパクを用いて，crystal violet microplate assay で検討した．また，P. intermedia

のバイオフィルム形成調節遺伝子を明らかにするため，バイオフィルム形成株と非形成株間で，GS-Junior

system 次世代シークエンサーを用いた変異解析もあわせて行った．特異抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングの結果，P. intermedia strain 17の培養上清には GroEL が含まれることが確認された．バイオフィル
ムアッセイでは，培地に加えた rGroEL, rDnaK は，バイオフィルムを形成する strain 17のバイオフィルム
形成を完全に抑制した．逆に，バイオフィルムを形成しない strain 17-2と ATCC 25611は，これらの
HSPs 添加培地中で明瞭なバイオフィルム形成性を示した．rGroEL, rDnaK でコートしたプレート上では，
strain 17-2のみが凝集塊をつくってバイオフィルムを形成し，strain 17, ATCC 25611はバイオフィルムを
形成しなかった．Strain 17-2のゲノム配列の変異解析を行った結果，chromosomeⅠ上の TaqI-like C-

terminal specificity domain protein とアノテーションされた PIN 17_0430遺伝子と，glucose/galactose

transporter 遺伝子（PIN 17_A 1569）に変異が確認された．今回の研究では，P. intermedia の GroEL, DnaK

が strain 17のバイオフィルム形成を抑制し，バイオフィルム非形成株のポリスチレンプレートへの接着を
促進したことから，P. intermedia が外部環境に定着し，バイオフィルム形成を開始する際に重要な役割を
果たしていることが示唆された．バイオフィルム非形成株と親株のゲノムマッピングでは，2つの遺伝子で
変異が確認された．これら遺伝子の詳しい機能は不明であるが，P. intermedia バイオフィルム形成に関与
するものと考えられる．
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れるためであることも明らかになりつつある．11～13

細菌 HSPs についても多くの知見が得られており，
細胞内分子シャペロンとしての働きに加え，細菌細胞間
で，あるいは宿主細胞に対して，多様な moonlight func-

tion を示すことが明らかにされつつある．8, 14 Lactobacil-

lus johnsonii La1の GroEL は菌体表層にも分布し，Heli-

cobacter pylori（以下，H. pylori と略す）を凝集させる
ことが知られている．15 Salmonella typhimurium の 66

kD HSP は，腸管粘液層との結合因子として働いてお
り，16 Haemophilus ducreyi GroEL の発現は DnaK に依
存的で，GroEL の発現増加がヒト上皮細胞や線維芽細
胞への接着を増強することが報告されている．16, 17 Le-

gionella pneumophila（以下，L. pneumophila と略す）
と H. pylori の GroEL, DnaK が菌体表層に局在し，こ
れを欠く菌株では HeLa 細胞への侵入が 1/1,000程度に
低下すること，18, 19 Clostridium difficile,20 Escherichia

coli 21 の GroEL も細胞接着に関与していることが示唆
されている．Mycobacterium tuberculosis（以下，M. tu-

berculosis と略す）の GroEL, DnaK と CD43や CCR5

との結合が，M. tuberculosis のマクロファージ内への
侵入の際に重要であること，22, 23 菌体表層の GroEL 発現
が強い Actinobacillus（Aggregatibacter）actinomycetem-

comitans の菌株は上皮細胞の増殖誘導能が高いこ
と，24, 25 Plesiomonas shigelloides においても，GroEL

が菌体表層に局在し，病原性を発揮するために必須とな
る粘膜上皮細胞への付着を誘導していることが示されて
いる．26

P. intermedia の HSPs がバイオフィルム形成時に果
たす役割を追究する目的で，すでに本山ら27 が P. inter-

media GroEL のリコンビナントタンパクを，柳瀬ら28

は DnaK のリコンビナント化と特異抗体の作製を行っ
ているので，本研究ではまず，P. intermedia GroEL に
対する特異抗体の作製を行うとともに，これら HSPs

とバイオフィルム形成の関わりを検討した．また，P. in-

termedia のバイオフィルム形成時に多くの HSPs 遺伝
子の発現上昇が認められる点について，遺伝子発現調節
機構を明らかにする一助として，バイオフィルム形成株
と非形成株間で次世代シークエンサーを用いた変異解析
もあわせて行った．

実験材料および方法

1．供試菌
大阪歯科大学細菌学講座で保存している臨床分離の

P. intermedia strain 17（以下，strain 17と略す），29 strain

17のバリアントでバイオフィルム形成能の消失した
strain 17-2,6 標準菌株の ATCC 25611を用いた．供試
菌の使用に際しては，－80°C で保存した菌株を Centers

for disease control and prevention 処方の嫌気性菌用血
液寒天培地（以下，ABAP と略す）に塗抹し，嫌気条件
下（80％ N2, 10％ H2, 10％ CO2 ; Hirasawa anaerobic

chamber ABX-3，ヒラサワ，東京）で 37°C，24時間培
養した．グラム染色性および小幡ら30 の方法に準じて
polymerase chain reaction（以下，PCR と略す）によ
り増幅した 16 S rRNA 遺伝子配列の相同性から純培養
であることを確認した．
2．菌体外多糖（exopolysaccharide；以下，EPS と略
す）産生性の評価
供試菌株の EPS 産生性については，走査型電子顕微
鏡（scanning electron microscope：以下，SEM と略
す）観察と粘度測定により確認した．各菌株を 24時間
ABAP で嫌気培養し，得られたコロニーより Yamane

ら31 の方法に従って試料を作製し，S-4800型顕微鏡
（日立製作所，東京）を用いて観察した．培養菌液の粘
度測定のため，各供試菌株を 5 mg/L hemine, 400 mg/L

L-cystine, 10 mg/L vitamin K1および 0.5％ yeast extract

（Difco Laboratories, Detroit, MI, USA）を含む trypticase

soy broth（BBL Microbiology Systems, Cockeysville,

MD, USA；以下，enriched-TSB と略す）に接種し，24

時間嫌気培養後，波長 620 nm の吸光度が 0.1となるよ
う調製した．培養菌液をポリスチレン 96穴マルチウェ
ルプレート（IWAKI，東京）にそれぞれ 200 μL ずつ分
注し，24時間，48時間嫌気的に静置培養し，アントン
パール DMA 4100自動微量粘度計（Anton Paar, Graz,

Austria）を用いて，メーカープロトコールに従って粘
度を測定した．
3．リコンビナント GroEL 特異的家兎ポリクローナル
抗体の作製
本山ら27 によって作製されたリコンビナント GroEL

タンパク（以下，rGroEL と略す）0.335 mg を Freund’s

complete adjuvant（日本ベクトン・ディキンソン，東
京）とともに家兎（日本白色種，雄，13週齢）背部に，
Fig. 1 A のスケジュールに沿って，計 6回接種し，初
回，21日，31日目に抗体価の上昇を ELISA 法にて確
認し，全採血を行った．なお，家兎への免疫から血清の
調製までは，タカラバイオ（抗体・プロテオーム部門，
大津市）に依頼した．得られた抗血清より Protein A IgG

Purification Kit（タカラバイオ）を用いて，メーカープ
ロトコールに従って IgG 画分を精製し，以下の実験に
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4．抗体の反応性の確認
得られた家兎ポリクローナル抗体（以下，抗 GroEL

抗体と略す）と，strain 17培養上清，菌体破砕物なら
びに精製 rGroEL タンパクとの反応性をウエスタンブロ
ット法により検討した．Strain 17の 24時間培養菌液 10

mL を遠心（3,000 rpm, 20分；O5PR-22，日立工機，
東京）し，回収した菌体は超音波ホモジナイザー（US-

50；日本精機，東京）処理後に，波長 550 nm の吸光度
が 1.0になるよう 0.1 M リン酸緩衝液に再懸濁した．こ
の際に得られた培養上清は 10倍濃縮し，菌体破砕物，
精製 rGroEL とともに 10％ポリアクリルアミドゲル
（Bio-Rad Japan，東京）に泳動し，PVDF 膜（Sequi-

Blot, 15 cm×15 cm ; Bio-Rad Japan）に 0.1％ SDS 添
加の Towbin の転写バッファー（25 mM トリス，192

mM グリシン，20％メタノール，pH 8.3）を用いて転

写した．なお，転写装置には Trans-Blot SD Cell（Bio-

Rad Japan）を用い，転写条件は 25 V, 80分とした．
ブロッティングは抗 GroEL 抗体（2,000倍希釈）を 1

次抗体として，Fast Western Kit（Thermo Scientific Ja-

pan，横浜市）のプロトコールに従って行った．
5．GroEL, DnaK がバイオフィルム形成に及ぼす影響
供試菌株のバイオフィルム形成性と，バイオフィルム
形成における GroEL, DnaK の影響については，マルチ
ウェルプレートバイオフィルム形成試験32 により評価し
た．
1）供試菌株のマルチプレート上でのバイオフィルム
形成
まず，HSPs 未添加条件で，各菌株のポリスチレンマ
イクロプレート上でのバイオフィルム形成能を評価する
ため，供試菌を enriched-TSB に接種し，24時間嫌気
培養後，波長 620 nm の吸光度が 0.1となるよう調製
し，マルチウェルにそれぞれ 200 μL ずつ分注し，24

時間，48時間嫌気的に静置培養した．バイオフィルム
形成の評価は，クリスタルバイオレット染色による観察
と，クリスタルバイオレット染色後のウェルに純エタノ
ールを加え，溶出する色素量を波長 570 nm での吸光度
を測定することで評価した．
2）GroEL, DnaK のバイオフィルム形成に与える影響

P. intermedia GroEL, DnaK のバイオフィルム形成に
与える影響を検討するため，rGroEL および柳瀬ら28 が
作製したリコンビナント DnaK（以下，rDnaK と略す）
を enriched-TSB に加え，2倍希釈系列を準備した（80

～2.5 μg/mL）．各濃度の培地 100 μL をマイクロウェル
に分注し，ここに波長 620 nm の吸光度が 0.2となるよ
う調製した 24時間培養菌液を 100 μL ずつ接種し，24

～48時間，嫌気条件下で静置培養した．浮遊細菌と培
地をピペッティングにより除去し，クリスタルバイオレ
ット染色を施してバイオフィルム形成状態を観察した．
3）固相化 GroEL, DnaK がバイオフィルム形成に与え
る影響
次に，マイクロプレート上に rGroEL, rDnaK を固相

化し，供試菌株のバイオフィルム形成に及ぼす影響につ
いて検討した．上述の rGroEL および rDnaK を 40 μg/

mL 濃度で 0.1 M リン酸緩衝液に加え，2倍ずつ希釈
し，0.31 mg/mL までの 2倍希釈系列を準備した．各濃
度の希釈液を 200 μL ずつマルチウェルに分注し，保湿
箱中で 12時間，4°C にて静置した．溶液を除去し，0.1

M リン酸緩衝液でウェルを洗浄後，波長 620 nm の吸
光度が 0.1となるよう調製した各供試菌株の 24時間培

Fig. 1 Immunization schedule and enzyme-linked im-
munosorbent assay（ ELISA） for antibodies against
Prevotella intermedia GroEL. To obtain antibodies against
P. intermedia GroEL, the recombinant P. intermedia
GroEL protein was subcutaneously injected into the rabbit
back skin（0.335 mg/injection）a total of six times. Antibody
titers were measured by ELISA at days 0, 27 and 31.
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養菌液を 200 μL ずつ接種し，24～48時間，嫌気条件
下で静置培養した．バイオフィルム形成の観察は上述の
方法で行った．
6．Strain 17-2と strain 17のゲノム比較
1）Strain 17-2ゲノム DNA の精製

Strain 17-2を enriched-TSB に接種し，24時間嫌気
培養後，菌体を遠心回収（3,000 rpm, 20分；05 PR-

22，日立工機）した．菌体より G NOME DNA isolation

kit（Q・BIOgene Inc., Irvine, CA, USA）を用い，水川
ら33 の方法に準じてゲノム DNA を回収し，得られたゲ
ノム DNA はトリスホウ酸 EDTA アガロース（1％；
ナカライテスク，京都）電気泳動にて確認した．
2）ゲノムライブラリーの作製

Strain 17-2のゲノム DNA を Rapid Library Prepara-

tion 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，東京）にて DNA

断片を精製したのち，Rapid Library Preparation Kit を
用いてエンドリペアした．DNA 断片に Rapid Library

アダプターをライゲーション後，AMPure ビーズ（Beck-

man Coulter Inc., Brea, CA, USA）を用いて夾雑物なら
びに短断片を除去し，strain 17-2のゲノムライブラリ
ーとした．
3）Emulsion PCR

精製した strain 17-2のゲノムライブラリーを鋳型と
して emulsion PCR を行った．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，38秒間の伸長反応を 50回繰り返した．Kit のプロ
トコールに従ってイソプロパノールにより emulsion を
破壊し，エンリッチメント磁性ビーズに増幅した DNA

のみを結合させ，マグネットスタンドを用いて DNA 増
幅ビーズのみを選別（エンリッチメント）した．
4）パイロシークエンシングと変異の探索
エンリッチメントしたビーズを定量し，Allegra（Beck-

man Coulter Inc., Brea, CA, USA）を用いて pico titer

plate（Roche Diagnostics）に充填した．Pico titer plate

をゲノムシークエンサー（GS Junior, Roche Diagnos-

tics）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．得られた配列データをもとに，GS Refer-

ence Mapper（Roche Diagnostics）により，National

Center for Biotechnology Information（以下，NCBI と

略す）データベース上の strain 17の全ゲノム配列（ac-

cession number PRJNA 175）にマッピングし，strain 17

と 17-2間での変異探索を行った．
5）変異部位のサンガー法シークエンシング

Strain 17-2のゲノム配列を，親株である strain 17に
マッピングしたところ，複数の変異部位が存在した．こ
のうち 2か所以上の変異が認められた遺伝子（PIN 17_

0430, PIN 17_A 1569）に絞って，遺伝子配列を含む領
域を PCR 増幅し，サンガー法によりダイレクトシーク
エンシングした．NCBI データベース上の P. intermedia

strain 17 PIN 0430, PINA 1569遺伝子配列をもとに特
異的プライマーペア（PI 430-F 1 : 5’-GATTTGATAACA

CGCTACA-3’,PI 430-R 1 : 5’-AAGAGATTCTTATATCA

GAACTC-3’ ; PINA 1569 F1 : 5’-ACAAAATCAAGGCG

TCTTTAGTATCTG-3’, PINA 1569 R 1 : 5’-TGCTTTCTT

TGCAGAAAATAAATTGCTAA-3’）をデザインした．PCR

チューブに，上述の方法で準備した strain 17, 17-2の
ゲノム DNA 溶液（1 ng/reaction），KOD Dash ポリメ
ラーゼ（1.25 units/reaction ; TOYOBO，大阪市），dNTPs

（0.2 mM），プライマー（0.5 μM），KOD Dash buffer

（10×；TOYOBO）を加え，超純水で最終量を 50 μL

とした．サーマルサイクラーには Takara PCR Thermal

Cycler MP（Takara，大津市）を用い，予熱 94°C，2分
間ののち，熱変性 94°C，1分間，アニーリング 56°C，
1分間，伸長 72°C，1分間を 30サイクル，追加伸長を
72°C，5分間行った．
6）PCR 増幅産物のダイレクトシークエンシングと相
同性解析

PCR 産物を 2％トリスホウ酸 EDTA アガロースゲル
にて電気泳動し，目的サイズの単一バンドを切り出し，
QIAquick Gel Extraction kit（Qiagen）を用いて，メー
カープロトコールに従い，DNA フラグメントを精製し
た．精製 PCR 産物を鋳型として，増幅プライマーを用
いてサンガー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（ライフテクノロジーズ・ジャパン，東
京）を，シークエンシングには Applied Biosystems 3130

xl ジェネティック アナライザー（ライフテクノロジ
ーズ・ジャパン）を用いた．得られた遺伝子配列は GE-

NETYX Ver. 7 program（Genetyx Ltd.，東京）を用い
てアッセンブルし，DNA Data Bank of Japan（DDBJ，
三島市）の BLAST により相同性解析を行った．
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結 果

1．抗 GroEL 抗体の作製と反応性
rGroEL を家兎に免疫したところ，rGroEL に対する

抗体価の上昇が確認できた（Fig. 1）．抗血清より精製
した抗 GroEL 抗体（IgG 画分）は，strain 17の菌体破
砕物と培養上清中の約 60 kD タンパクと特異的に反応
した（Fig. 2）．
2．供試菌株の細胞表層構造

Strain 17, 17-2, ATCC 25611の細胞表層構造を SEM

観察したところ，strain 17ではバイオフィルム形成菌
に特徴的な網目様構造が確認されたが（Fig. 3 A），strain

17-2では認められなかった（Fig. 3 B）．ATCC 25611

では菌体周囲に網目様構造がみられたが，strain 17と
比べるとわずかであった（Fig. 3 C）．今回実験に供試
した菌株は，これまでに我々が報告したフェノタイ
プ29, 30, 34, 35 を維持していることが確認された．なお，供
試菌が P. intermedia であることは，小幡ら30 の方法に
準じて 16 S rRNA 遺伝子の相同性解析により確認した．
3．供試菌のポリスチレンマイクロプレート上でのバ
イオフィルム形成性

HSPs を加えない enriched TSB に各菌株を接種し，
ポリスチレンプレート上で 24～48時間培養したのち，
バイオフィルム形成状態をクリスタルバイオレット染色

にて観察したところ，strain 17のバイオフィルム形成
が最も顕著で，クリスタルバイオレット溶出量を比較し
ても，その違いは明瞭であった（Fig. 4）．この時の培
養菌液の粘度を測定した結果，strain 17の粘度が 2.4

mPa・s と極めて高く，strain 17-2と ATCC 25611株の

Fig. 3 Scanning electron micrographs showing the cell sur-
face structures of Prevotella intermedia strains 17, 17-2 and
ATCC 25611. Although strain 17 had dense meshwork-like
structures surrounding the cell surfaces, the other two strains
lacked this phenotype.
Bars＝1 μm.

Fig. 2 Western blots with polyclonal anti-GroEL anti-
bodies against recombinant Prevotella intermedia GroEL
（Lane 1）, culture supernatant of P. intermedia strain 17
（Lane 2）and sonicates of P. intermedia strain 17 cells
（Lane 3）separated by 10％ polyacrylamide gel. Lane
M : protein standards.
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粘度は細菌未接種の培地と同程度であった（Fig. 5）．こ
れらの結果から，strain 17が EPS を産生し，ポリスチ
レン上でバイオフィルムを形成することが確認された．
4．GroEL, DnaK がバイオフィルム形成に与える影響
培地に異なる濃度（40～1.25 μg/mL）の rGroEL,

rDnaK を添加し，24, 48時間後のポリスチレンプレー
ト上でのバイオフィルム形成状態を観察したところ，
strain 17のバイオフィルム形成が顕著に抑制され，逆
に，HSPs 未添加の条件ではバイオフィルムを形成しな

い strain 17-2と ATCC 25611がバイオフィルム形成性
を示した（Fig. 6）．rGroEL, rDnaK でコートしたポリ
スチレンプレート上では，strain 17と ATCC 25611は
明瞭なバイオフィルムを形成せず，strain 17-2のみが
凝集塊を形成した（Fig. 7）．
5．Strain 17-2と strain 17のゲノム比較
パイロシークエンシングにより得られた配列を strain

17のゲノムシークエンスにマッピングしたところ，
chromosomeⅠで 17か所の変異が存在し，そのうち 12

か所の変異は PIN 17_0430（TaqI like C-terminal speci-

ficity domain protein）に集中していた．データベース上
の配列よりデザインしたプライマーを用いて strain 17,

strain 17-2のゲノム DNA をテンプレートに本遺伝子領
域を PCR 増幅し，サンガー法でシークエンシングした
ところ，strain 17-2において，遺伝子中間部分に多く
の変異部位が存在することが確認された（Fig. 8）．Chro-

mosomeⅡでは 36か所の変異がパイロシークエンシン
グとマッピングの結果認められ，このうち複数の変異が
みられた遺伝子領域（PIN 17_A 1569 : transporter, ma-

jor facilitator family protein）についてサンガー法でシー
クエンシングしたところ，4か所の変異があり，アミノ
酸配列に変換して相同性解析した結果，Prevotella 属で

Fig. 4 Biofilm formation on microtiter plates and the quan-
titative analysis of biofilm production. Biofilm production of
Prevotella intermedia strains 17, 17-2 and ATCC 25611
was checked on polystyrene microtiter plates. A representa-
tive pair of microtitier plate wells from each experiment was
stained with 0.1％ crystal violet solution after 24 h and 48 h
of incubation. The quantitative analysis of biofilm production
was obtained by measuring the optical density of destained
biofilms at 570 nm. Bars indicate standard deviations.

Fig. 5 Viscosities of the spent culture media of Prevotella
intermedia strains 17, 17-2 and ATCC 25611. Viscosities of
the spent culture media obtained from P. intermedia strains
17, 17-2 and ATCC 25611 were measured by an automated
microviscometer. The viscosity of the enriched-TSB medium
was measured as a control.
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Fig. 6 Biofilm formation on microtiter plates with re-
combinant GroEL and DnaK at 20 μg/mL. Biofilm pro-
duction of Prevotella intermedia strains 17, 17-2 and
ATCC 25611 was checked on polystyrene microtiter
plates. A representative pair of microtitier plate wells
from each experiment was stained with 0.1％ crystal vio-
let solution after 24 h and 48 h of incubation.

Fig. 7 Biofilm formation on microtiter plates coated with re-
combinant GroEL and DnaK. Biofilm production of Prevotella
intermedia strains 17, 17-2 and ATCC 25611 was checked
on polystyrene microtiter plates. A representative pair of mi-
crotitier plate wells from each experiment was stained with
0.1％ crystal violet solution after 48 h of incubation.

Fig. 8 Partial sequence alignment of a gene encoding
Prevotella intermedia strain 17 TaqI-like C-terminal specificity
domain protein（PIN 0430）and the PCR amplicon from P. in-
termedia strain 17-2 genomic DNA.

Fig. 9 Partial DNA（A）and protein（B）sequence alignments
of a gene encoding Prevotella intermedia strain 17 trans-
porter major facilitator family protein（PINA 1569）. The PCR
amplicons were generated from P. intermedia strains 17（Pi
17）and 17-2（Pi 17-2）genomic DNA and sequenced（A）.
Conserved amino acid residues are indicated by asterisks
（B）. Po : Prevotella oris C 735 ; Pn : Prevotella nigrescens
ATCC 33563.
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高度に保存された配列のうち，イソロイシン，バリンの
配列が strain 17-2においてチロシン，トリプトファン
へと置換していることが明らかとなった（Fig. 9）．

考 察

近年の分子生物学的手法ならびにメタゲノム解析結果
より，P. intermedia の口腔内への定着は幼少期からみ
られ，歯周組織健常者の口腔に，従来考えられていたよ
りも高い比率で存在することが明らかとなった．36 清掃
した歯面に最も早く定着して microcolony を形成する，
いわゆる initial colonizers の一員として働いているこ
と，37 歯肉縁下プラークにおいても歯面に橋頭堡を形成
し，他の細菌の定着を促すこと38 が明らかとなってい
る．歯周疾患と冠動脈疾患を併発した患者においては，
P. intermedia が唯一，有意に増加している歯周病原細
菌であるとの報告39 や，腸管の Prevotellaceae はメタ
ン産生 Archaea と連動して肥満に関与している可能性
が示唆されており，40 ヒト常在細菌叢の一員としての
Prevotella 属は多方面から注目を集めている．
これまでに臨床分離の P. intermedia がマンノースを
主とする EPS からなる密な網目様構造を菌体周囲に形
成すること，これがヒト好中球の貪食に対する抵抗因子
として働くことを報告している．30, 41 また大量に EPS を
産生する strain 17のマウスにおける膿瘍形成誘導能を，
こ れ を も た な い Porphyromonas gingivalis ATCC

33277, 381, W 83と比較したところ，strain 17の膿瘍
形成誘導能が 100倍から 1,000倍強いことも報告して
いる．42

グラム陰性細菌のバイオフィルム形成調節機構には，
quorum sensing system を用いる系43 と，σ 因子を介
した熱ショック応答を主としたストレス応答による
系44～46 が存在し，グラム陰性菌は環境の違いによって，
これらのバイオフィルム形成調節機構を使い分けている
ようである．Strain 17のバイオフィルム形成について
検討した限りでは，培養期間前半に HSPs 遺伝子の転
写亢進がみられ，6, 47 この変化はバイオフィルム非形成バ
リアントでは認められないことから，後者の熱ショック
応答を介したバイオフィルム形成調節機構が，実験環境
では優位に働いていると推定している．細菌の HSPs

は，先にも述べたが，宿主への定着・侵襲因子としても
重要な役割を果たしている．DnaK/DnaJ を不活化した
Brucella suis, Campylobacter jejuni は培養環境では増
殖できるが，宿主組織内に定着・増殖する能力を欠く48, 49

ことから，Prevotella 属のバイオフィルム形成における

HSPs 発現上昇7, 35 は，本菌が宿主内に侵入し，マイク
ロコロニーを形成して定着，さらには安定して増殖する
ための重要な組織侵襲因子であると推定している．
今回の研究では，培地に添加した rGroEL, rDnaK が，

バイオフィルム形成株である strain 17のポリスチレン
プレート上へのバイオフィルム形成を阻害し，strain

17-2と ATCC 25611（通常の培養条件ではバイオフィ
ルム非形成）に対しては促進的に働く結果を得た．培地
に添加した rGroEL, rDnaK が菌体とポリスチレンプレ
ートの接着およびバイオフィルム形成にどのように介在
するのかは今のところ不明である．これまでに我々が得
た研究結果では，バイオフィルム非形成株である strain

17-2の GroEL, DnaK 遺伝子の転写量は培養期間中ほと
んど変化せず，低レベルで推移し，strain 17では培養
後 6～12時間で相対的に 10倍程度の転写亢進がみられ
る47 ことから，バイオフィルム形成株では自前の HSPs

を培養上清と菌体周囲に供給でき，非形成性の strain

17-2は自身の HSPs を十分に産生できないことが推測
される．外部から加えた rGroEL, rDnaK が，HSPs を
自給してバイオフィルムを形成する strain 17のバイオ
フィルム形成を抑制し，逆に非形成株のポリスチレンプ
レート上でのバイオフィルム形成を促進したことから，
これら HSPs が，P. intermedia が外部環境を検知し，
バイオフィルムモードで長期に生存するための調節因子
である可能性が示唆される．他菌の産生する HSPs が
外部環境に存在した場合，strain 17が接着からバイオ
フィルム形成を行わない理由についても，今のところま
ったく不明である．しかし，培養菌液の粘度は高値を示
すので，EPS 産生は持続的に行われているようである
（未発表データ）．
特異抗体を用いたウエスタン・ブロッティングの結
果，strain 17の GroEL, DnaK は培養上清中にも存在す
ることが確かめられた．恐らく，腸管病原性大腸菌，50

H. pylori,51 L. pneumophila,19 Mycobacterium avium52 の
DnaK と同様に，菌体表層や菌体外に分泌／輸送され，
接着分子として働くと考えられる．これまでのところ，
HSPs もしくはストレス調節因子をコードする遺伝子に
シグナル配列や分泌に関与するモチーフの存在は報告さ
れていないので，細菌の HSPs の細胞周囲への局在は，
他の細胞が溶解して放出されたものが，細胞壁に結合し
たとする考え方が一般的である．しかしながら，近年の
L. pneumophila における Hsp 60の細胞表層への局在
に関する研究では，DNA やタンパク輸送に関わる dot/

icm 遺伝子を含む領域が，Hsp60の輸送と細胞壁への
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表出に重要であることが示されている．19 今回行った，
バイオフィルム形成株（strain 17）から得た非形成バリ
アント（strain 17-2）の変異解析では，chromosomeⅠ
上の TaqI-like C-terminal specificity domain protein と
アノテーションされた遺伝子（PIN 17_0430）に変異が
集中していることが明らかとなった．本遺伝子は，恐ら
く基質の認識と DNA への結合ならびに DNA の切断を
担っている制限酵素をコードする遺伝子と推測される
が，詳細は不明である．また chromosomeⅡ上の glucose

/galactose transporter とアノテーションされた遺伝子
（PIN 17_A 1569）にも 4か所の変異が存在し，アミノ
酸配列に変換すると，親株ではイソロイシン，バリンの
アミノ酸残基がチロシン，トリプトファンへと変異して
いることが明らかとなった．こちらも詳しい機能は不明
であるが，親水性アミノ酸への置換が，トランスポータ
ーとしての機能にどのような影響を与えているのか，今
後の検討課題である．
先にも述べたが，多くの細菌の GroEL, DnaK が細胞

表層に局在53 し，接着分子としても働いていることか
ら，今後はさらに詳細に，P. intermedia GroEL と DnaK

の細胞表層における局在と外部環境センシングとの関わ
りについて検討する予定である．これまでに報告されて
いる，CD91分子54, 55 や CD43分子を介した宿主免疫系
の活性化23, 56 や，ケモカインレセプターの 1つである
CCR5を介した宿主自然免疫細胞の刺激22 についても，
リコンビナントタンパクを用いて検討する予定である．
これまで考えられていた以上に，細菌 HSPs と宿主免
疫系の応答は複雑であることが明らかになりつつある
が，P. intermedia GroEL, DnaK が strain 17のバイオ
フィルム形成を抑制したことから，HSPs をターゲット
にした抗菌因子57, 58 としての可能性も含めて，P. inter-

media HSPs の多様な機能を解明することで，本細菌
によるバイオフィルム感染の制御に繋げたいと考えてい
る．

本研究を遂行するにあたり，直接ご指導賜りました
大阪歯科大学細菌学講座の山根一芳講師ならびに大阪
歯科大学中央歯学研究所の堀 英明氏に厚く感謝致し
ます．また，ご助言，ご助力を賜りました大阪歯科大
学細菌学講座の皆様に心より感謝の意を表します．な
お，本研究の一部は大阪歯科大学共同研究助成 B 08−

01により，大阪歯科大学中央歯学研究所（形態系研
究施設，画像処理施設，歯科生物学施設および低温実
験施設）を使用して行った．

本論文の用紙は第 539回大阪歯科学会例会（2013

年 6月 8日，枚方市）において発表した．
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Effect of Prevotella intermedia GroEL and DnaK proteins on biofilm formation

Shuji Horiike, Takeshi Yamanaka and Hisanori Fukushima
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Abstract Recent studies have demonstrated that bacterial heat shock proteins (HSPs) play a

role not only as intracellular molecular chaperons, but also as adhesion molecules and stimuli

against the host immune system. We examined the effect of recombinant GroEL and DnaK pro-

teins of Prevotella intermedia (P. intermedia) on the biofilm formation of this organism. The re-

combinant GroEL was also used as an immunogen to obtain rabbit antibodies against the wild-

type GroEL of this organism. In addition to the biofilm assay, the genome sequence of P. inter-

media strain 17-2 (which is a naturally occurring variant without biofilm-forming capacity) was

obtained by using the 454 pyrosequencing technology and mapped on that of the biofilm-

forming parent strain 17.

The rabbit polyclonal antibodies recognized 60 kD proteins which had a molecular weight cor-

responding to that of the wild-type GroEL in the sonicate of strain 17 cells as well as in the cul-

ture supernatant. Although recombinant GroEL and DnaK in the culture media inhibited the

biofilm formation of strain 17, it enhanced those of strain 17-2 and ATCC 25611 (a type strain

for P. intermedia). The genome mapping of strain 17-2 on its parent strain genome revealed

that a few genes of strain 17-2 contained extensive mutations. The data obtained in this study

suggest that the extracellular GroEL and DnaK of P. intermedia both play a role in the biofilm

formation of this organism, and may also suggest that genes highlighted in this study might be

responsible for its biofilm formation. Shika Igaku (J Osaka Odontol Soc) 2013 ; September ;
76(2) : 89−100.
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