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緒言 

 

今なお地球上に蔓延する歯周病は，成人の歯牙喪失の主な理由のひとつであり，その発症・

進行には歯肉縁下に存在する歯周病原性バイオフィルムが関与する 1)。この病原性バイオフ

ィルムの成立機序は，バイオフィルムのエコロジカルシフトという観点から，三段階に分け

られている 2,3)。すなわち，Streptococcus gordoniiなどの初期付着菌による固層表面への付着，

仲介菌 Fusobacterium nucleatum の菌叢への参画，そして Porphyromonas gingivalis などの歯周

病菌の参画である。これまで S. gordonii などの口腔レンサ球菌は病原性をもたない常在菌と

しか見なされていなかったが，近年これら常在菌が”accessory pathogen”として歯周病菌の病

原性を高める種々の相互作用を発揮することが明らかとなってきた 4)。この相互作用として，

クオラムセンシングによる情報伝達，付着因子による物理的な結合，そして細菌代謝物を介

した栄養共生などがある。なかでも複数菌種による実験的バイオフィルム形成モデルにおい

て，S. gordonii との共存が F. nucleatum あるいは P. gingivalis の代謝を大きく変化させ，その

定着を促進することから，菌種間での栄養共生が歯周病原性バイオフィルムの高病原化の要

因の一つとして注目されている 5,6)。 

 興味深いことに，口腔レンサ球菌を介した菌体間相互作用には，塩基性アミノ酸の一種で

あるアルギニンや，その類似体が関与している場合が多い。例えば，S. gordonii の好気条件下

での増殖はアルギニン要求性であることが知られているが，Actinomyces oris と共凝集するこ

とにより S. gordonii のアルギニン生合成が安定化し，アルギニンを欠く環境での好気的な増

殖が可能となることが示されている 7)。また，Streptococcus intermedius は菌体表層にアルギ

ニンをシトルリンに変換する酵素である ArcA を有しており，これが P. gingivalis の病原因子

の一つである FimA の発現を抑制し P. gingivalis によるバイオフィルム形成を抑制することが

報告されている 8)。最近，この FimA の発現抑制が ArcA の触媒する酵素反応，すなわちアル

ギニンからシトルリンへの変換に起因するものであることが示されたことから，環境中のア

ルギニン・シトルリンの増減が FimA の発現に影響する可能性が示唆された 9)。また，F. 

nucleatum と口腔レンサ球菌との共凝集には RadD という付着因子が関与するが，その働きが

高濃度のアルギニンによって阻害されることが報告されている 10)。さらに，近年行われたメ

タゲノム解析では，歯周病患者のプラーク中でのアルギニン代謝に関連する遺伝子の変化が，

疾患を特徴付ける因子のひとつと示唆された 11)。こうしたことから，アルギニン関連代謝物

は口腔レンサ球菌が種々の歯周病菌と相互作用する際に働き，歯周病原性バイオフィルムの

高病原化に影響を及ぼしている可能性がある。 

 一方，口腔レンサ球菌によるアルギニン代謝は，これまでアルカリ産生によるう蝕制御の

観点から論じられてきた。これは S. gordonii を含む多くの口腔レンサ球菌が，アルギニンを
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代謝して最終的にアンモニアと ATP を産生するアルギニンデイミナーゼシステム（ADS）を

有しているからである 12)。ADS は三つのコアとなる酵素で構成され，オペロンとして発現調

節を受けている 13)。まず，ArcA によりアルギニンがシトルリンに変換され，ArcB がシトル

リンからオルニチンとカルバモイルリン酸への反応を触媒し，最後に ArcC によりカルバモイ

ルリン酸から ATP とアンモニアが生成される。S. gordonii は ADS を有する口腔レンサ球菌の

モデル細菌として，ADS の機能や発現調節，あるいは酸ストレスの中和作用に関する研究に

用いられてきた 14-16)。 

 また S. gordonii は arcABC の下流に，ADS の一部を構成しアルギニン・オルニチンアンチポ

ーターであるとされる ArcD をコードした領域を有している。他菌に関する研究から，ArcD

は膜貫通型タンパク質で，プロトン駆動力によってアルギニンとオルニチンの交換輸送を触

媒し，ADS の働きを調節しているとされている 17,18)。実験的共培養モデルにおいて，F. 

nucleatum 共存時に S. gordonii の ArcD タンパクが有意に低下する一方，ArcABC タンパクは

増加すること，P. gingivalis 共存時には有意な変化が認められないことが報告されている 19)。

さらに A. oris 共存時には，S. gordonii の ArcD の発現が有意に低下することが示されている 7)。

こうした知見は，ArcD が菌種特異的な栄養的相互作用に関与していることを覗わせる。この

ように ArcD はアルギニン代謝に密接に関連している上，代謝物の輸送に関わることから，歯

周病原性バイオフィルムにおける栄養共生に関与する可能性があるにも関わらず，これまで

S. gordonii の ArcD を対象とした研究は行われていない。 

 本研究では，S. gordonii の ArcD に着目し，arcD 欠損株（∆arcD）および相補株（Com arcD）

を作製し，ArcD の機能解析を行うとともに，複数菌種による実験的バイオフィルム形成モデ

ルを用いて，ArcD を介した代謝物の輸送が歯周病原性バイオフィルムに及ぼす影響ついて検

討を加えた。 

 

 

材料および方法 

 

1. 供試菌株および培養条件 

本研究で使用した菌株およびプラスミドを表 1 に示す。S. gordonii は Todd-Hewitt broth

（THB）を用いて 37℃・好気条件下で静置培養し，対数増殖期に至った細菌を 7,000×g，4℃，

7 分間の遠心操作（以後，特に言及しない場合，遠心条件は同じである）により集菌し，各

実験に使用した。各実験では糖質を微調整した化学合成培地（chemically defined medium: 

CDM） 20)を使用した。具体的には，培養上清中の代謝物定量実験およびバイオフィルム実験

には，1.2%および 0.025%グルコースをそれぞれ CDM の糖質として使用し，アンモニアアッ
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セイおよびメタボロミクス実験には 0.1%ガラクトースを使用した。P. gingivalis については

37℃・嫌気条件下，1 mg/ml 酵母エキス，5 µg/ml ヘミンおよび 1µg/ml メナジオンを含む

trypticase soy broth を用いて培養し，バイオフィルム実験に供した。F. nucleatum についても

37℃・嫌気条件下，10 mg/ml 酵母エキス，10 mg/ml trypticase peptone，10 mg/ml biosate 

peptone，19.2 mg/ml brain heart infusion broth，72 µM CaCl2，66 µM MgSO4，0.23 mM K2HPO4，

0.29 mM KH2PO4，4.76 mM NaHCO3，1.37 mM NaCl，5 µg/ml ヘミンおよび 1 µg/ml メナジオ

ンを含む専用培地を用いて培養した。 

 

2. 遺伝子改変 

 S. gordonii ∆arcD 株の作製にはフュージョン PCR 法 21)を用いた。はじめに pVA891 からエ

リスロマイシン耐性遺伝子 ermAM 領域，S. gordonii 野生株 DNA から arcD 遺伝子に隣接する

領域（上流 686 塩基対，下流 684 塩基対）を PCR で増幅した。このとき，3 つの断片は 15

塩基対ずつオーバーラップするよう設計した。次にこれら 3 つの断片を PCR で 1 本化し，得

られた PCR 産物を用いて S. gordonii 野生株の arcD 遺伝子を，double-crossover により翻訳領

域ごと ermAM で置換した。∆arcD の選別には，最終濃度 5 µg/ml のエリスロマイシンを含ん

だ THB 寒天培地を用いた。 

Comp arcD 株を作製するために，隣接領域を含んだ arcD 遺伝子を組み込んだプラスミド

pCK に aad9 カセット（プロモーター領域を含むスペクチノマイシン耐性遺伝子）をクロー

ニングし，得られたプラスミドをキャンベル様機構により∆arcD に組み込み arcD 遺伝子を導

入した。Comp arcD の選別には，最終濃度 100 µg/ml のスペクチノマイシンおよび最終濃度 5 

µg/ml のエリスロマイシンを含んだ THB 寒天培地を用いた。いずれの菌株も PCR と DNA シ

ークエンス解析により改変部の塩基配列を確認した。 

 

3. アルギニン取り込み実験 

 アルギニンの菌体内への経時的取り込み量を評価するため，対数増殖期に至った S. gordonii

各菌株を集菌し，0.15 M 塩化ナトリウムを含む 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液

（phosphate-buffered saline: PBS）で 2 回洗浄後、109 cfu（colony forming unit）/ml の PBS

懸濁菌液を 400 µl 調整し，これに L-[3H]アルギニン（37 MBq/mmol）を最終濃度 50 µM とな

るよう添加し反応を開始させた。所定の時間経過後，100 µl の菌液を分取し 0.22 µm フィル

ター（Millipore，Billerica，MA，USA）でろ過し，細菌をろ過膜に吸着させた。ろ過膜は 4 ml

の PBS を通過させた後，Ultima Gold MV（PerkinElmer，Norwalk，CT，USA）に浸漬し，液

体シンチレーションカウンターLS6500（Beckman Coulter，Brea，CA，USA）を用いて放射能

を測定した。ArcD のアルギニンに対する基質特異性を評価するため，種々のアルギニン類似
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体を L-[3H]アルギニンの 100 倍の濃度で添加し，20 秒間の野生株の放射性標識アルギニン取

り込み率を評価した。Km値および Vmax 値の算出には，種々の L-[3H]アルギニン濃度（1，10，

25，50，100 µM: それぞれ 37 MBq/mmol）の溶液を用いて各菌株を 1 分間培養後，上述の

通り放射能を測定し，得られたデータを ORIGIN 2015 で解析して算出した。 

 

4. 増殖実験および培養上清中のアルギニン関連代謝物濃度の測定 

 ArcD 欠損による増殖への影響を評価するために，対数増殖期の S. gordonii 菌株を集菌し，

PBS で 2 回洗浄後，1 mM アルギニンを含んだ CDM に 108 cfu/ml となるよう播種して 37℃・

好気条件下で静置培養した。培養開始時および培養後 18 時間までの 2 時間毎に各培養液の濁

度を分光光度計（UV-1600；島津製作所，京都）にて計測した。また 0～3 mM の種々の濃度

のアルギニンを含んだ CDM を用いて同様の実験を繰り返した。 

 次に培養上清中のアルギニン関連代謝物濃度を測定するために，培養開始後 6 時間経過し

た 1 mM アルギニン含有 CDM 懸濁菌液を遠心し，デカントされた上清を 0.22 µm フィルター

（Millipore）にてろ過滅菌を行い回収した。その後，高速液体クロマトグラフィー（Acquity 

UPLC System; Waters，Milford，MA，USA）にて代謝物濃度を測定し，Empower 2 software を

用いてデータ解析を行った。 

 

5. メタボロミクス解析 

 ArcD 欠損による S. gordonii 菌体内の代謝の変動を評価するために，野生株および∆arcD を

1 mM アルギニンを含有 CDM 中に 8×108 cfu/ml となるよう調整したのち，37℃で 8 時間，

嫌気条件下にて培養した。培養後，遠心操作により集菌した菌体を，1 ml の超純水で 2 回洗

浄し，内部標準物質［ヒューマン・メタボローム・テクノロジーズ（HMT），鶴岡］を含んだ

メタノール 1 ml に浸漬した後，タンパク除去の目的でクロロホルム 2 ml および超純水 0.8 ml

を加えて撹拌し，2,300×g，4℃，5 分間の遠心分離操作を行った。遠心分離後，水層を限外

ろ過チューブ（Amicon Ultrafilter System; Millipore）に移し取り，9,100×g，4℃，120 分間

の遠心操作により限外ろ過処理を行った。ろ液中の細菌代謝物を乾固させ，再度 50 µl の超純

水に溶解して測定に供した。 

 代謝物の測定には，キャピラリー電気泳動‐飛行時間型質量分析計［Capillary 

Electrophoresis-Time-of-Flight Mass Spectrometer（CE-TOFMS），Agilent CE-TOFMS system; 

Agilent Technologies，SantaClare，CA，USA］を用いて，陽イオン性物質を対象とするカチオ

ンモードおよび陰イオン性物質を対象とするアニオンモードにて測定を行った。検出された

ピークは，自動積分ソフトウェア MasterHands ver.2.13.0.8（慶應義塾大学，東京）を用いて

自動抽出し，ピーク情報として質量電荷比（m/z），泳動時間（Migration time: MT）およびピ
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ーク面積値を取得した。さらに，同ソフトウェアを使用し，検出されたピークに対して，m/z

と MT の値をもとに HMT 代謝物質データベース（HMT，鶴岡）との照合・検索を行い，代謝

物を同定した。同定された代謝物については，ピーク面積値をもとに，野生株群・∆arcD 群

間の相対比較定量解析を実施した。 

 

6. アルギニン代謝関連酵素遺伝子群の発現解析 

 S. gordonii 野生株および∆arcD をメタボロミクス解析と同様の方法で 3 試料ずつ培養後，遠

心操作により集菌し，液体窒素で速やかに凍結したのち，Shake Master neo（バイオメディカ

ルサイエンス，東京）を用いて 1,500 rpm，4℃，5 分間の条件下で細胞壁を破砕した。その

後，TRIzol（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）および RNeasy kit（Qiagen，Hilden，

Germany）を用いて全 RNA を抽出し，iScript（Bio-Rad，Hercules，CA，USA）にて cDNA に

逆転写した後，KAPA SYBR Fast kit（KAPA Biosystems，Wilmington，MA，USA）を用いてリ

アルタイム RT-PCR を行った。使用したプライマーを表 2 に示す。 

 

7. 培養上清中のアンモニア産生量および pH の測定 

 S. gordonii 野生株および∆arcD を 1mM アルギニンを含んだ CDM 中で 37℃で 24 時間，好

気条件下にて培養した後，遠心操作にて培養上清を分離しアンモニアアッセイキット

（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）を用いてその産生量を測定するとともに，pH メータ

ー（堀場製作所，京都）にて培養前後での培地の pH 変化を比較した。また培養開始後 8 時

間毎に，各培養液の濁度を分光光度計（UV-1600；島津製作所）にて計測した。 

 

8. S. gordonii-F. nucleatum および S. gordonii-P. gingivalis 混合バイオフィルム形成実験 

 S. gordonii と他菌種による混合バイオフィルムの形成は，Kuboniwa らの方法 20)に準じて行

った。すなわち，対数増殖期に至った S. gordonii 菌株を遠心操作により集菌し，15 µg/ml ヘ

キシジウムイオダイド［hexidium iodide（HI）; Molecular Probes，Carlsbad，CA，USA］溶液

に懸濁して 15 分間緩やかに振盪し生染色を行った。染色後，PBS で 3 度洗浄し，1 mM アル

ギニン含有 CDM に懸濁（108 cfu/ml）した後，その懸濁菌液を 25％滅菌ヒト唾液で被覆した

LAB-TEK Chamber Slide System（Nalge Nunc International，Naperville，IL，USA）に播種し，

37℃，16 時間，好気条件下で培養した。 

続いて対数増殖期に至った F. nucleatum あるいは P. gingivalis を遠心操作により集菌し，6 

µg/ml フルオレセインイソチオシアネート［fluorescine isothiocyanate（FITC）; Molecular 

Probes］含有 PBS に懸濁して 30 分間生染色を行い，PBS で 3 度洗浄後，PBS に懸濁した染色

菌体（1.5×107 cfu）を S. gordonii のバイオフィルムを底面に形成させたチャンバーに加え，
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さらに 37℃・嫌気条件下で 24 時間培養を継続した。F. nucleatum 単一バイオフィルム形成に

ついては，唾液処理を施したチャンバーに 2.5×107 cfu の PBS 懸濁染色菌体（所定濃度のオ

ルニチンを含有）を播種し，37℃・嫌気条件のもと 24 時間培養した。 

 バイオフィルム量の評価には，共焦点レーザー顕微鏡［Confocal laser scanning microscopy

（CLSM），LSM510; Carl Zeiss MicroImaging GmbH，Oberkochen，Germany］を用いた。まず

形成されたバイオフィルムを PBS で穏やかに洗浄し浮遊細菌を除去した後，チャンバー底面

に形成されたバイオフィルムを CLSM で観察した。倍率は 40 倍，ヘリウムネオンレーザーに

よる励起波長は 543 nm，アルゴンレーザーによる励起波長は 488 nm とすることで，HI 染色

S. gordonii と FITC 染色 F. nucleatum（あるいは P. gingivalis）をそれぞれ発色させた。無作為

に 10 視野を撮影し，Imaris Software Ver. 7.0.1（Bitplane AG，Zurich，Switzerland）を用いて

各菌株のバイオフィルム量を算出した。 

 

9. 統計解析 

 全ての対比較には両側 t 検定により，各サンプル群間の有意差を検討した。プランクトニ

ック状態の細菌増殖実験については，反復測定一元配置分散分析（analysis of variance，ANOVA）

を行い，下位検定には Dunnet の検定による多重比較検定を用いて各菌株間の有意差を検討し

た。その他の 3 群以上の多重比較には，ANOVA を行い，下位検定には Dunnet の検定による

多重比較検定を用いた。統計ソフトは SPSS Ver. 22（IBM Japan，東京）を用い，p < 0.05 を有

意差有りとした。主成分分析については，SIMCA  Ver. 13（Umetrics，Umeå，Sweden）を用

い，Metabolite set enrichment analysis（MSEA）については，山本らの方法 22)に準じて行っ

た。 

 

 

結果 

 

1. ArcD の機能解析および S. gordonii の増殖における役割 

 S. gordonii ∆arcD および Comp arcD を作製後，L-[3H]アルギニンを用いて S. gordonii ArcD の

アルギニン取り込み能を評価したところ，野生株・Comp arcD は高いアルギニン取り込み能

を示したのに対し，∆arcD は顕著なアルギニン取り込み量の減少を示した（図 1-A）。種々の

L-[3H]アルギニン濃度の溶液を用いて反応速度パラメーターKm 値および Vmax 値を算出したと

ころ，野生株ではそれぞれ12.4 ± 2.1 µM，2.4 ± 0.1 nmol/min/109 cfuであったのに対し，∆arcD

では 65.1 ± 12.9 µM，0.7 ± 0.1 nmol/min/109 cfu，Comp arcD では 13.3 ± 2.1 µM，2.5 ± 0.1 

nmol/min/109 cfu であった（図 1-B，C）。このことから，ArcD 以外の小規模なアルギニン取

り込み系の存在が予想されるものの，ArcD が主要なアルギニン取り込み系であることが示唆
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された。次に ArcD のアルギニンに対する基質特異性を評価するために，放射線標識されてい

ない種々のアルギニン類似体（オルニチン，シトルリン，アグマチン，グアニジン，アルギ

ニンアミド，5-アミノ吉草酸，リジン，グルタミン酸，グルタミン，プロリン，セリン）存

在下での野生株の L-[3H]アルギニン取り込み率を比較した。その結果，非標識アルギニン存

在下で L-[3H]アルギニン取り込み率が有意に低下したのに対し，その他の物質に関しては，

オルニチンが緩やかな抑制効果を示したことを除き，野生株の L-[3H]アルギニン取り込み率

にほとんど影響を及ぼさなかった（図 1-D）。以上のことから，ArcD を介したアルギニンの取

り込みは，高い基質特異性を有することが示唆された。 

 続いて 1 mM アルギニン含有 CDM 中で各菌株を培養して増殖を比較するとともに，高速液

体クロマトグラフィーを用いて上清中のアルギニン・オルニチン・シトルリンの濃度変化を

比較した。その結果，∆arcD の増殖速度は有意に低下し，静止期におけるバイオマス量も減

少していること（図 2-A），また培地中のアルギニン消費量およびオルニチン排出量は野生株

と比べ著しく低下していることが示された（図 2-B）。その一方で，上清中のシトルリン濃度

については各菌ともわずかに増加するものの，菌株間で有意な差は認めなかった。次に，種々

の濃度のアルギニン含有 CDM 中で野生株と∆arcD の増殖を比較したところ，アルギニン非添

加 CDM ではどちらもほとんど増殖しなかった一方，0.25 mM アルギニン含有 CDM の場合，

∆arcD では依然として低い増殖を示す一方，野生株の増殖は 1 mM アルギニン含有時のレベ

ルまで回復することが示された。その後 0.5 mM から 2 mM まで濃度を振り分けたアルギニン

含有 CDM で増殖を評価したところ，∆arcD の増殖は部分的に回復するものの，野生株と比べ

その増殖は抑制されていた（図 2-C，D）。以上のことから，ArcD はアルギニンを選択的に取

り込むことで S. gordonii の正常な増殖を支えること，また，低濃度のアルギニン存在下にお

いては，ArcD によるアルギニン取り込みがその増殖に必要不可欠であることが示唆された。 

 

2. ArcD が S. gordonii の代謝調節に果たす役割 

 上述の結果から，ArcD 以外のアルギニン取り込み系が機能している可能性があるものの，

ArcD はアルギニン・オルニチンアンチポーターとして S. gordonii の正常な増殖に不可欠であ

ることが示唆された。ArcD 欠損による代謝への影響をさらに解析するために，1 mM アルギ

ニン含有 CDM 中で野生株と∆arcD を培養後，菌体を回収し CE-TOFMS を用いて菌体内代謝物

プロファイルを比較した。ここでは糖質として 0.1%ガラクトースを用いた。これはガラクト

ースが S. gordonii の ADS 遺伝子群の発現を促進することが報告されているからである 13)。ち

なみに，0.1%ガラクトースによる野生株と∆arcD の増殖に有意な差は認めなかった。メタボ

ミクス解析の結果，233 個の代謝物（119 個の陽イオン性代謝物と 114 個の陰イオン性代謝

物）が検出された。データを概観するために主成分分析を行ったところ，第一主成分（PC1）
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で群間差を認めた（図 3）。各代謝物の因子負荷量は主成分スコアと各変数の値（代謝物レベ

ル）との相関係数として扱えることが知られている。そこで各代謝物の PC1 における因子負

荷量を確認し，それをもとに相関係数の仮説検定を行って統計的に有意な代謝物を選択した。

その結果，∆arcD を特徴づける代謝物，すなわち PC1 と 5%の有意水準で正の相関を示す代

謝物 30 個が選定された（表 3）。次に選定された代謝物から統計的に有意な代謝経路を抽出

するために，MSEA を行った 22)。まず Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）デ

ータベースに基づいて検出された全代謝物を代謝経路毎に分類・リスト化した後，∆arcD を

特徴づける代謝物 30 個が各代謝経路に含まれる確率をフィッシャーの正確性検定によって

算出することで，5%の有意水準のもと∆arcD を特徴づける代謝経路を抽出した（表 4）。その

結果，∆arcD では，オルニチン回路（p = 0.0110）とクエン酸回路（p = 0.0296）が有意に活

性化していることが示唆された。同様の方法で PC1 と有意に負の相関を示す代謝物 56 個を

選定し MSEA を行ったところ，解糖系/糖新生経路（p = 0.0211）、グリシン・セリン・スレオ

ニン代謝経路（p = 0.0004）、バリン・ロイシン・イソロイシン代謝経路（p = 0.0126）が∆arcD

で有意に抑制されていることが示唆された。 

 MSEA の結果を基に，オルニチン回路とその近傍の代謝物レベルに注目したところ，ADS

中間代謝産物であるアルギニン，オルニチン，シトルリンがそれぞれ 2.7 倍，3.9 倍，310 倍

と∆arcD 内で劇的に増加していたのに対し，N-アセチルオルニチンや N-アセチルグルタミン

酸といった，アルギニン生合成経路上流の代謝物の多くが有意に減少していた（それぞれ 1.7

倍と 2 倍）（図 4）。 

 この代謝変動のメカニズムを探るために，リアルタイム RT-PCR を行い関連する酵素の発

現量を評価した。その結果，∆arcD では ADS を構成する酵素の遺伝子発現量は軒並み増加し

ていた（arcA: 1.6 倍，arcB: 2.7 倍，arcC: 2.2 倍）のに対し，アルギニン生合成経路を構成す

る酵素の発現量は，上流（グルタミン酸からオルニチンへの変換に関わる argCJBD とグルタ

ミンからカルバモイルリン酸への変換に関わる carAB）および下流（シトルリンからアルギ

ニンへの変換に関わる argGH）とも低下する傾向にあることが示された（図 4，表 5）。過去

の報告から，高濃度アルギニンにより S. gordonii の arcABC の発現が上昇すること 15)，さらに

ArcB がシトルリン・オルニチン双方向の変換を触媒している可能性が指摘されている 23)。従

って，一連の結果の解釈として，∆arcD ではオルニチン排出が不能となりオルニチンが蓄積，

さらに小規模なアルギニン取り込み系の働きによって菌体内アルギニンレベルが上昇しアル

ギニンの異化が停滞し，その結果 ADS が機能不全に陥るとともに，ネガティブフィードバッ

ク制御が働きアルギニン生合成が抑制されたと考えられる。その際，ArcB がオルニチンから

シトルリンへの変換を媒介することで，菌体内シトルリンレベルが劇的に増加した可能性が

ある。また，∆arcD の菌体内 ATP レベルが，ADS 関連遺伝子の発現が上昇しているにも関わ
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らず，有意に低下していることも ADS の機能不全を裏付けるものと考えられる（図 4）。 

 

3. ∆arcD のアルカリ産生能と酸性環境における増殖 

 メタボロミクス解析の結果から，∆arcD は ADS の機能不全により ATP およびアルカリ産生

能が低下していることが予想された。そこで，∆arcD のアンモニア産生量と酸性環境におけ

る増殖を評価した。まず pH 5.5 に調節した 1 mM アルギニン含有 CDM（炭素源は 0.1%ガラ

クトース）を用意し，野生株と∆arcD の増殖の違いを評価した。通常の pH 7.0 の場合，0.1%

グルコース含有時（図 2）と同様に∆arcD の増殖速度は有意に低下し，静止期におけるバイオ

マス量も減少していたのに対し，pH 5.5 の場合，野生株の増殖は pH 7.0 時の約 70%に抑えら

れた一方，∆arcD ではほとんど増殖しなかった（図 5-A）。 

 続いて 32 時間培養後の上清中のアンモニア産生量と pH 変化を比較したところ，∆arcD の

アンモニア産生量は野生株と比べ pH 7.0 で 4.1 倍，pH 5.5 で 80 倍それぞれ減少していた（図

5-B）。さらに培養上清の pH 変化についても，野生株では培養 32 時間で pH 7.0 から pH 7.5 ± 

0.19 へ上昇したのに対し，∆arcD では pH 7.0 から pH 6.3 ± 0.017 へ低下していた（図 5-C）。

以上より，∆arcD ではアルカリ産生能が低下し酸ストレスに脆弱になることで，増殖が損な

われることが示された。このことから，ArcD は ADS のアルカリ産生系としての機能に必要不

可欠であると考えられる。 

 

4. ArcD を介した栄養共生の探索 

アルギニン関連代謝物を介した歯周病原性バイオフィルムにおける栄養共生の可能性を探

るために，2 菌種による実験的バイオフィルム形成モデルを用いて S. gordonii 菌株と歯周病

関連菌 F. nucleatum とのバイオフィルム形成能を評価した。はじめに，歯周病原性バイオフ

ィルムの成熟過程における初期付着菌である S. gordonii 菌株を，唾液処理を施したチャンバ

ースライドを用いて 1 mM アルギニン含有 CDM 中で 16 時間培養した後，仲介菌である F. 

nucleatumとPBS中で24時間共培養した。形成された混合バイオフィルムをCLSMで撮影し，

Imaris software を用いて F. nucleatum バイオフィルム量を算出することで，S. gordonii 各菌株

の F. nucleatum との混合バイオフィルム形成能を評価した。その結果，∆arcD バイオフィルム

上に形成された F. nucleatum バイオフィルム量は，野生株と比べ有意に減少していること，

コンプリメント株ではそれが完全に回復することが示された（図 6-B）。コントロール実験と

して，F. nulceatum と共培養する前の S. gordonii 菌株単独でのバイオフィルム形成量を評価し

たところ，菌株間で有意な差は認められなかった（図 7）。以上より，ArcD は F. nulceatum と

の混合バイオフィルム形成において重要な役割を担っていることが示唆された。 

過去の報告によると，口腔レンサ球菌との共凝集に関与する F. nucleatum の付着因子 RadD
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は，アルギニンによってその働きが阻害される 10)。そこで，アルギニンが S. gordonii – F. 

nucleatum バイオフィルム形成に及ぼす影響を評価するために，前述通り S. gordonii を培養し

た後，1 mM アルギニン含有 PBS 中で F. nucleatum と 24 時間共培養した。その結果，アルギ

ニンの有無で F. nucleatum バイオフィルム量に有意な差は認められなかった（図 8）。次に，

ArcD を介して排出されるオルニチンが F. nucleatum に供与されることで混合バイオフィルム

形成が促進されるのではないかと考え，次の実験を行った。まず，前述同様の方法で∆arcD

のみを培養した後，種々の濃度のオルニチン含有 PBS 中で F. ncleatum と 24 時間共培養した。

その結果，∆arcD バイオフィルム上に形成された F. nucleatum バイオフィルム量は，5 mM を

ピークにオルニチン濃度依存的に回復することが示された（図 9）。さらに F. nucleatum のみ

をオルニチン含有 PBS 中で 24 時間培養し，バイオフィルム形成量を評価したところ，やは

り 5 mM をピークにオルニチン濃度依存的にバイオフィルム量が増加した（図 10-A，B）。一

方，F. nucleatum のプランクトニックな増殖に対するオルニチンの効果は軽微であった（図

10-C）。以上のことから，ArcD を介したオルニチンの排出は S. gordonii – F. nucleatum バイオ

フィルム形成を顕著に促進することが示唆された。 

最後に，同様の現象が歯周病菌 P. gingivalis との混合バイオフィルムにおいても見られるか

検証した。しかし，S. gordonii 菌株のバイオフィルム上に形成された P. gingivalis バイオフィ

ルム量には有意な差は認めなかった（図 11）。このことから，ArcD を介した菌体間相互作用

は，菌種特異的なものであることが示唆された。 

 

考察 

 

 本研究において，S. gordonii の有する ArcD はアルギニンの菌体内への輸送，オルニチン

の菌体外への輸送，そしてアルギニン代謝の恒常性維持を担うだけでなく，ArcD を介して F. 

nucleatum にオルニチンを供与することで混合バイオフィルム形成を促進することが示され

た。S. gordonii と F. nucleatum との栄養共生に関する報告は他ではみられない。また，S. gordonii

は歯周病原性バイオフィルムの成熟過程において歯周病菌の定着を促進する accessory 

pathogen として近年注目を集めていることから，今回得られた知見は S. gordonii の accessory 

pathogen としての一面に新たな知見を加えるものになると考えられる。さらに，ArcD は S. 

gordonii の ADS の一部としてアルカリ産生およびエネルギー産生を調節し，酸性環境におけ

る増殖に不可欠であることも示された。 

 本研究ではアルギニン・オルニチン交換輸送を直接的に示してはいないが，S. gordonii の

ArcD は，近縁種同様 24)，アルギニン・オルニチンアンチポーターとして機能していると推

測される。その一方で，アルギニンは濃度依存的に∆arcD のプランクトニックな増殖を部分
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的に回復させたことから（図 2-C，D），S. gordonii は ArcD 以外の小規模なアルギニン取り込

み系を有している可能性が高い。それでも，∆arcD の増殖不全は 0.25 mM という低濃度のア

ルギニン存在下でより顕著であったことから，ArcD はアルギニンが欠乏した低栄養な環境で

威力を発揮すると考えられる。成熟したプラーク中に含まれるアルギニンは 0.2 mM 未満であ

るとする報告があることから 25)，ArcD を介したアルギニンの取り込みは，バイオフィルム

中での栄養飢餓状態で重要な役割を果たしている可能性がある。 

S. gordonii がしばしば宿主に有益な菌と見なされるのは，ADS を介したアルカリ産生がバイ

オフィルムの酸性化を緩和し，う蝕リスクを低減するからである 26)。今回の結果では，アル

カリ産生による酸ストレスの中和や，対数増殖期の細胞分裂に必要な ATP の産生といった

ADS の機能が十分に発揮されるには，ArcD が欠かせないことが示唆された。また，S. gordonii

の ADS は近縁の口腔レンサ球菌と比べ，炭素カタボライト抑制の影響を受けやすく，グルコ

ースの枯渇した環境（歯肉縁下など）でのエネルギー産生において重要な役割を担っている

ことが知られている 27)。S. gordonii は少なからず歯肉縁下にも生息していることから，こう

したレンサ球菌の ADS あるいは ArcD は，エネルギー産生系として機能を果たしているのか

もしれない。 

さらに本研究では，メタボロミクス解析により∆arcD 菌体内の代謝物プロファイルが明らか

となった。すなわち，∆arcD ではオルニチン回路とクエン酸回路が活性化している一方，解

糖系とアミノ酸代謝経路は抑制されていた。窒素源を遮断して大腸菌を培養すると，クエン

酸回路の活性化，解糖系や種々のアミノ酸生合成の抑制といった今回の知見と類似する変動

が見られている 28,29)。このことから，∆arcD は深刻な窒素飢餓に陥っていた可能性があると

同時に，S. gordonii は ArcD を介して取り込まれるアルギニンを主要な窒素源として利用して

いることが示唆される。さて，ArcD 欠損により最も影響を受けた代謝経路のひとつがオルニ

チン回路であるが，本研究ではオルニチン回路を ADS とアルギニン生合成を包含する用語と

して用いている。オルニチン回路を構成する 2 つの要素のうち，口腔レンサ球菌の ADS は詳

細に研究されている一方，アルギニン生合成に関しては未解明の部分が多い。 

多くのレンサ球菌はアルギニン生合成経路が不完全であるため，環境中のアルギニンを取り

込んで生存している 30)。一方で，少数の口腔レンサ球菌には，アルギニンを生合成するため

の酵素をコードした遺伝子群をほぼ完全に兼ね備えた菌種が存在する。そのうちのひとつが

S. gordonii であるが，本菌種のアルギニン生合成能は低く，好気条件下での増殖はアルギニン

要 求 性で ある こ とが 報 告 さ れ て いる 7) 。 こ の原 因と して， anabolic ornithine 

carbomoyltransferase（ArgF; EC 2.1.3.3）というオルニチンからシトルリンへ変換する酵素が

唯一欠如しており，代わりに ArcB が双方向の反応を担っているためではないかと考えられて

いる。実際に，緑膿菌の ArcB はオルニチンとシトルリンを双方向に変換し，熱力学な観点か
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らはむしろシトルリンを合成する方向へ反応が進むことが報告されている 23)。また S. 

gordonii の ArcB のアミノ酸配列は，Lactococcus lactis の ArgF と高い類似性をもつことが示さ

れている 7)。さらにごく最近，S. gordonii のアルギニン生合成に ArcB が必須であることが実

験的に示されている 31)。これらのことから，S. gordonii の ArcB はアルギニン生合成が活性化

する環境においては，オルニチンからシトルリンへの変換を触媒し，ADS によるアルギニン

の異化が活性化する環境においては，シトルリンからオルニチンへの変換を触媒すると考え

られる。 

今回のメタボロミクス解析では，∆arcD のアルギニン生合成経路上の代謝物レベルが低下し

ていた一方，ADS 経路上の代謝物レベルが上昇していることが示された（図 4）。このことか

ら，∆arcD ではオルニチン排出が不能となり，オルニチンが菌体内に蓄積し，これによりア

ルギニン異化反応が停止するとともにアルギニン生合成経路上流の代謝が抑制された可能性

が考えられる。ArcD 欠損によるアルギニン生合成の抑制については，Corynebacterium 

glutamicum のコハク酸エクスポーターを欠損させた菌株では，コハク酸が菌体内に蓄積し，

解糖系上流の代謝が抑制されたとする報告があり 32)，これは今回の知見と類似している。

∆arcD の菌体内シトルリンレベルの極端な上昇については，オルニチンの蓄積と ArcB による

シトルリンへの変換によって，また∆arcD の菌体内アルギニンレベルの予想外の上昇につい

ては，オルニチンの蓄積によるアルギニン異化反応の停止と小規模なアルギニン取り込み系

による持続的なアルギニンの取り込みによって，それぞれ説明できる。リアルタイム RT-PCR

の結果は，これらの代謝の変動と概ね一致していたが，いくつか食い違いも見られた。その

一つが，∆arcD では arcC の発現が上昇していたにも関わらず，反応産物である ATP および

NH3 産生量が減少していたことである。S. gordonii の arcABC はオペロンとして発現調節を受

けており，高濃度アルギニンで転写が促進されることが報告されている 15)。従って，これに

対する解釈として，∆arcD の菌体内ではアルギニンレベルが上昇し，それに伴って arcABC の

発現も上昇するが，ArcB を介したオルニチンからシトルリンへの変換が進んでしまうことで

ArcC の基質であるカルバモイルリン酸が枯渇し，最終的に ATP と NH3の産生量が減少した可

能性がある。このように考えると，ArcD を介したオルニチンの排出は，アルギニン生合成を

開始させる上で重要であるだけでなく，ArcC に基質を供給し ADS を適切に機能させる上でも

重要であると考えられる。 

今回の研究で最も興味深い知見の一つが，∆arcDバイオフィルム上に形成された F. nucleatum

のバイオフィルム量が著しく減少していたことである（図 6）。オルニチンを培地に添加する

と，これが回復するとともに，F. nucleatum 単独でのバイオフィルム形成をも促進したことか

ら，ArcD を介したオルニチンの排出が S. gordonii – F. nucleatum 混合バイオフィルム形成に不

可欠であることが示唆される。一方，S. gordonii – P. gingivalis 間では同様の現象は見られなか
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った（図 11）。このことから，歯周病原性バイオフィルム内では，極めて菌種特異的な栄養

共生現象が存在することが示唆される。 

F. nucleatum は”bridging organism”と呼ばれるように，その豊富な付着因子で様々な口腔細菌

を結び付け，歯周病原性バイオフィルムの高病原化に寄与している 3,33)。同菌はグルタミン

酸をはじめ種々のアミノ酸を発酵して主要なエネルギーを得ていると考えられている 34,35)。

興味深いことに，本研究で使用した F. nucleatum 株は，他近縁種と比べオルニチンに対して

高い取り込み能を有することが示されている 36)。さらに S. gordonii 共培養時の F. nucleatum

菌体内では，オルニチンデカルボキシラーゼがタンパクレベルで有意に上昇することが示さ

れている 5)。以上のことから，S. gordonii の ArcD を介して排出されたオルニチンは，F. 

nucleatum に取り込まれオルニチンデカルボキシラーゼの基質として利用されていると推測

される。その結果 F. nucleaum の菌体内ではプトレシンなどのポリアミンが産生されると考え

られ，このことが今回得られた知見とどのように関連するかについては現在調査中である。 

F. nucleatum は口腔レンサ球菌との共凝集に関与する RadD を有し，その働きは高濃度アル

ギニンによって阻害される 10)。このことから，今回の結果に対して次のような解釈が可能で

ある。すなわち，S. gordonii – F. nucleatum 共培養時にはアルギニンを含まない培地を使用し

たが，S. gordonii 単独培養時のアルギニンが残留したか，F. nucleatum からアルギニンが供給

されていた場合，∆arcD はアルギニンを取り込むことができず，それにより F. nucleatum RadD

の働きが阻害されバイオフィルム量が減少したという解釈である。そこで，培地にアルギニ

ンを添加して S. gordonii – F. nucleatum バイオフィルムの変化を観察したが，有意な変化は認

めなかった。従って，今回の結果において，RadD が関与した可能性は低いと考えられる。先

の研究との結果の食い違いについては，混合バイオフィルム形成と共凝集アッセイという実

験系の違いに加えて，先の研究が 50 mM という非常に高濃度のアルギニンを使用していたこ

とが理由として挙げられる。いずれにせよ，ArcD が S. gordonii – F. nucleatum 混合バイオフィ

ルム形成に不可欠であり，むしろ ArcD はオルニチンを供与すると同時に環境中のアルギニン

を取り込んで RadD の働きを促すという二つの作用によって異菌種間の共生に貢献している

と考えるのが妥当であろう。 

これまでに F. nulceatum の共凝集に関する研究は多く行われているが，異菌種との代謝物を

介した相互作用を報告したものはごく少数しかない。例えば，F. nucleatum の主要な代謝産物

である短鎖脂肪酸が，Actinomyces naeslundii のバイオフィルム形成を促進することが報告 37)

されているほか，F. nucleatum がプロピオン酸を持続的に産生することによって，髄膜炎の原

因菌として知られる Neisseria meningitidis が口腔内へ定着しやすくなる可能性も指摘されて

いる 38)。こうした F. nucleatum の栄養共生に関する報告はいずれも短鎖脂肪酸についてのも

のであるが，本研究では初めて F. nucleatum のアミノ酸を介した異菌種間相互作用を報告し
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た。また最近の研究によって，F. nucleatum が早産や大腸がん等の様々な全身疾患に関与する

ことが報告されており 39,40)，本研究はこうした F. nucleatum の多面的な病原性への理解を深

める一助となる可能性がある。 

また本研究は，口腔レンサ球菌の ADS がう蝕だけでなく歯周病の発症にも関わる可能性を

示した。過去の報告では，S. gordonii の ArcA，ArcB，ArcC，ArcD のタンパクレベルが P. gingivalis

共培養時に比べ，F. nucleatum 共培養時にいずれも顕著に増加することが示されている 19)。

また A. oris と共存時に S. gordonii の arcDの発現が有意に抑制されることが報告されており 7)，

こうしたことから共存菌種のアルギニン利用能の違いに応じて S. gordonii は ArcD あるいは

ADS の機能を調節し歯周病原性バイオフィルムの成熟に関与している可能性がある。しかし，

歯周病原性バイオフィルムの成熟過程における口腔レンサ球菌の ADS の役割については，ま

だまだ未解明の部分が多く，今後さらなる研究が必要である。 

 

 

結論 

 

S. gordonii のもつ ArcD は，自身のアルギニン代謝の恒常性維持や ADS の機能の発揮に不可

欠であるだけでなく，歯周病関連菌 F. nucleatum との栄養共生に関与している可能性が示さ

れた。F. nucleatum が歯周病原性バイオフィルムの成熟過程における仲介菌であることを考え

ると，オルニチンを介した細菌間相互作用が歯周病原性バイオフィルムの高病原化を引き起

こし，歯周病への序章となる可能性が考えられる。 
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表 1 本研究で使用した菌株およびプラスミド 

菌株/プラスミド 詳細 情報源 

菌株   

  Streptococcus gordonii   

    DL1 Challis Wild type Pakula and Walczak (1963) 41) 

    ∆arcD arcD::ermAM (ArcD- Emr) 本研究 

    Comp arcD arcD::ermAM::pCKarcD 
(ArcD+ Emr Spcmr) 

本研究 

Fusobacterium nucleatum subsp. 
nucleatum ATCC 25586 Wild type American Type Culture Collection 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Wild type American Type Culture Collection 

プラスミド   

  pCKarcD S. gordonii arcD in pCK; 
Spcmr Kanr 

 

本研究 
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表 2 本研究で使用したプライマー 

KEGG 情報 遺伝子名 方向 a 配列（5'-3'） サイズ（bp） 情報源 

      
SGO1593 arcA F GAAGCAGCAAAAGGCTTGAC 95 本研究 

  
R GCAAATGGATCTCGTGTGAA 

  
SGO1592 arcB F AGTTTTGGGCCGTATGTTTG 111 本研究 

  
R TCGTCAGTCAAACCATTCCA 

  
SGO1591 arcC F CATCTGATCCGTCAGCAAAA 114 本研究 

  
R GAGGACCATTCCCGTGAGTA 

  
SGO1569 argC F CCAGCCATTTTGTTCATGTG 89 本研究 

  
R CTGCAACTGCTGCACAATCT 

  
SGO1568 argJ F GACCAAAGCCTCAATCCAAA 111 本研究 

  
R TGCATCTCATAGGCAGCATC 

  
SGO1567 argB F GCCTTGCTAGGTCAAGTTGG 100 本研究 

  
R CCGAAACTGTCTTTCCCAAA 

  
SGO1566 argD F ATGCTGGAATTGATCCAAGG 82 本研究 

  
R GTTGGCAAAAATCAGCCAGT 

  
SGO0175 argG F AAACGATCAGGTCCGTTTTG 103 文献 7 

  
R GATTTCTTCCTCCCGAGACC 

  
SGO0176 argH F TCCATCATGCCACAAAAGAA 96 本研究 

  
R AACCGTCAGAAGGCTGAAGA 

  
SGO1103 carA F GACCTGGAAATCCGGAAGAT 114 本研究 

  
R CGTTAGCCATGGAGAAGAGC 

  
SGO1104 carB F CGCTAAGATTCCACGCTTTC 92 文献 7 

  
R TAGCCATGACTTCCCCTGTC 

        

SGO0611, 

SGO1706, 

SGO1956, 

SGO2129 

16S rRNA gene 
F 

R 

AGACACGGCCCAGACTCCTAC 

CTCACACCCGTTCTTCTCTTACAA 
138 文献 7 

      

aF, フォワード; R, リバース  
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表 3 PC1 と有意に正の相関を示す代謝物 

 正の相関（PC1） 

因子負荷量 p 値 

シトルリン 0.9897 0.0002 

ホスホリボシル二リン酸 0.9881 0.0002 

コハク酸 0.9877 0.0002 

クエン酸 0.9840 0.0004 

インドール-3-酢酸 0.9838 0.0004 

N6,N6,N6-トリメチルリジン 0.9811 0.0005 

グルコース-1-リン酸 0.9810 0.0005 

4-(γ-グルタミルアミノ)酪酸 0.9802 0.0006 

サッカロピン 0.9791 0.0006 

GTP 0.9770 0.0008 

オルニチン 0.9767 0.0008 

dTDP 0.9728 0.0011 

アルギノコハク酸 0.9713 0.0012 

クリセロホスホコリン 0.9615 0.0022 

ジベレリン酸 0.9603 0.0023 

オロチジン-5’-リン酸 0.9562 0.0028 

dTTP 0.9556 0.0029 

カルボキシメチルリジン 0.9457 0.0043 

アルギニン 0.9416 0.0050 

S-メチルグルタチオン 0.9390 0.0055 

カルニチン 0.9274 0.0077 

オフタルミン酸 0.9234 0.0086 

α-ケトグルタル酸 0.8835 0.0196 

イノシトール-1-リン酸/イノシトール-3-

リン酸 
0.8629 0.0269 

3'-CMP/2'-CMP 0.8501 0.0320 

GDP 0.8463 0.0336 

ヘキサン酸 0.8454 0.0340 

チオプロリン 0.8233 0.0441 

未知物質 0.8218 0.0448 

トレオン酸 0.8217 0.0449 
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表 4 MSEA により特徴づけられた統計的に有意な代謝経路 

 正の相関（PC1） 負の相関 （PC1） 

p 値* q 値 p 値* q 値 

オルニチン回路 0.0110 0.2849 0.2958 0.5494 

TCA 回路 0.0296 0.3850 1.0000 1.0000 

グルタミン酸/グルタミ

ン代謝 
0.1253 1.0000 0.3466 0.5633 

ヒスチジン代謝 0.1731 1.0000 0.8118 0.8442 

クレアチニン代謝 0.2414 1.0000 0.4237 0.6414 

リジン代謝 0.2748 1.0000 0.6123 0.7580 

ピリミジン代謝 0.2768 1.0000 0.6008 0.7580 

デオキシリボ核酸代謝 0.3769 1.0000 0.1979 0.4890 

トリプトファン代謝 0.4260 1.0000 0.6697 0.7915 

ポリアミン代謝 0.5012 1.0000 0.7505 0.8130 

チロシン代謝 0.5012 1.0000 0.7505 0.8130 

リボ核酸代謝 0.5611 1.0000 0.2251 0.4890 

シキミ酸代謝 0.5669 1.0000 0.4441 0.6414 

プリン代謝 0.6835 1.0000 0.0610 0.3964 

アラニン/アスパラギン

酸/アスパラギン代謝 
0.7175 1.0000 0.1440 0.4890 

解糖系/糖新生 1.0000 1.0000 0.0211 0.1826 

ペントースリン酸代謝 1.0000 1.0000 0.0913 0.4750 

バリン/ロイシン/イソロ

イシン代謝 
1.0000 1.0000 0.0126 0.1633 

グリシン/セリン/トレオ

ニン代謝 
1.0000 1.0000 0.0004 0.0092 

システイン代謝 1.0000 1.0000 0.1326 0.4890 

メチオニン代謝 1.0000 1.0000 0.1518 0.4890 

プロリン代謝 1.0000 1.0000 0.2445 0.4890 

βアラニン代謝 1.0000 1.0000 0.6123 0.7580 

タウリン代謝 1.0000 1.0000 0.3466 0.5633 

ニコチン酸代謝 1.0000 1.0000 0.1979 0.4890 

*有意な代謝経路のセルを灰色で示す  
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表 5 遺伝子発現量の相対変化 

KEGG 情報 遺伝子名 相対変化量（∆arcD/WT）a 

      

SGO1593 arcA 1.650 ± 0.266 

SGO1592 arcB 2.779 ± 0.266 

SGO1591 arcC 2.299 ± 0.248 

SGO1569 argC 0.775 ± 0.081 

SGO1568 argJ 0.844 ± 0.106 

SGO1567 argB 1.009 ± 0.124 

SGO1566 argD 1.032 ± 0.094 

SGO0175 argG 0.637 ± 0.069 

SGO0176 argH 0.783 ± 0.075 

SGO1103 carA 0.781 ± 0.088 

SGO1104 carB 0.786 ± 0.071 
   

a 値は平均と標準誤差を示す（n=3） 

 

23



*

**

B

A

C

D

0 25 50 75 100 125

セリン

プロリン

グルタミン酸

グルタミン

リジン

5-アミノ吉草酸

アルギニンアミド

グアニジン

アグマチン

シトルリン

オルニチン

アルギニン

コントロール

[3H]- アルギニン取り込み率 (% ； 対コントロール比 )

時間 (min)

ア
ル

ギ
ニ

ン
取

り
込

み
量

 (n
m

ol
/1

09 
ce

lls
)

∆arcD

Comp arcD

WT

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 1 2

アルギニン (µM)

ア
ル

ギ
ニ

ン
取

り
込

み
量

 (n
m

ol
/m

in
/1

09 
ce

lls
)

∆arcD

Comp arcD

∆arcD

Comp arcD

WT

WT 12.4 ± 2.1

65.1 ± 12.9

13.3 ± 2.1

2.4 ± 0.1

0.7 ± 0.1

2.5 ± 0.1

Vmax

(nmol/min/109 cells)
Km

(µM)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 25 50 75 100

図 1　S. gordonii ArcD のアルギニン取り込み能

A. S. gordonii 各菌株による放射線標識アルギニン取り込み量の経時変化の比較。 PBS 懸濁菌液に最終濃度 50 µM と

なるよう L-[3H] アルギニンを添加することで反応を開始させた。 値は平均と標準誤差 （プロットで表示） を示す （n=3）。 

B. S. gordonii 各菌株のアルギニン取り込みにおける用量依存性の比較。 各アッセイの反応時間は１分間で， 値は平均と

標準誤差 （プロットで表示） を示す （n=3）。 C. S. gordonii 各菌株のアルギニン取り込みにおける反応速度パラメーター。

Km 値および Vmax 値は， Michaelis-Menten 型速度式を仮定し ORIGIN 2015 を用いた非線形曲線フィッテングにより算出

した。 D. 非標識アルギニン類似体が S. gordonii 野生株のアルギニン取り込みに及ぼす影響。 野生株のアッセイソリュー

ションに種々のアルギニン類似体が L-[3H] アルギニンの 100 倍の濃度で添加され， 20 秒間の放射性標識アルギニン

取り込み率を評価した。 値は平均と標準誤差 （バーで表示） を示す （n=3）。 *, p < 0.05; **, p < 0.01 （対コントロール比）
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図 2　S. gordonii 各菌株の増殖とそれに伴う菌対外アルギニン関連代謝物の濃度変化

A. 1 mM アルギニンおよび 1.2% グルコースを含有した CDM 中での S. gordonii 各菌株の増殖の比較。 値は平均と標

準偏差 （プロットで表示） を示し （n=3）， 反復測定 ANOVA を用いて各菌株の増殖を比較した。 *, p < 0.01 （対野

生株あるいは対 Comp arcD）。 B. S. gordonii 各菌株の菌対外アルギニン関連代謝物の濃度変化。 A と同じ培地を用

いて 6 時間培養した後の各代謝物の増減が示されている （平均値 ± 標準誤差 ; n=3）。 *, p < 0.01。 C. 種々の濃度

のアルギニン含有 CDM における S. gordonii 野生株と∆arcD の増殖の比較。 値は平均と標準偏差 （プロットで表示）

を示し （n=3）， 反復測定 ANOVA を用いて菌株間の違いを比較した。 *, p < 0.01 （対 2 mM アルギニン含有時の

野生株）。 D. 種々の濃度のアルギニン含有 CDM における S. gordonii 野生株と∆arcD の培養開始 6 時間後の増殖の

比較。 値は平均と標準偏差 （バーで表示） を示す （n=3）。 *, p < 0.01。
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図 3　S. gordonii 野生株と∆arcD の菌体内メタボロームについての主成分分析

第 1 主成分 （PC1） と第 2 主成分 （PC2） から成るスコアプロットを示す。 青で囲まれたプロットが野生株の菌体

サンプルで， 赤が∆arcD の菌体サンプルを示し， 233 個の代謝物量を変数とする多変量空間上のプロットに対し，

その分散が最大となるよう 2 次元平面へ投影した図とみることができる。
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図 4　∆arcD のアルギニン代謝変化

1 mM アルギニン ・ 0.1% ガラクトース含有 CDM （pH 7.0） で各菌株を 8 時間培養後， 菌体を回収し， 野生株 ・∆arcD 間

で代謝物 ・ 遺伝子発現プロファイルの変化を比較した。 菌株間の増殖の違いの影響を最小限に抑えるために， OD600 = 0.8

の状態から培養を開始した。∆arcD 菌体内ではオルニチンが適切に排出されないことが引き金となり， アルギニン代謝に攪乱

が生じていると考えられる。 値は平均と標準偏差を示す （n=3）。 *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; †, 相対的代謝物

量 （それ以外は絶対定量値を示す）。
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図 5　∆arcD のアンモニア産生量と酸性環境中での増殖

A. 1 mM アルギニン ・ 0.1% ガラクトース含有 CDM （pH 7.0/5.5） での S. gordonii 野生株と∆arcD の増殖の比較。

値は 3 回繰り返した実験の代表的な結果に関する平均と標準偏差 （プロットで表示） で示され （n=3）， 反復測定

ANOVA を用いて各菌株の増殖を比較した。 **, p < 0.01。 B. 培養 32 時間後における各菌株のアンモニア産生量。

値は平均と標準誤差を示す （n=3）。 *, p < 0.05; **, p < 0.01。 C. 培養 32 時間における各菌株の培養上製の pH

変化。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標準誤差 （バーで表示） を示す （n=3）。 *, p < 0.05。
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図 6　S. gordonii 各菌株上に形成された F. nucleatum バイオフィルム量の比較。

A. 各菌株を用いて形成された混合バイオフィルムの共焦点レーザー顕微鏡 （CLSM） 像。 まず S. gordonii 各

菌株をヘキシジウムイオダイド （赤色蛍光色素） で生染色後， チャンバースライドを用いて 16 時間培養し底

面にバイオフィルムを形成させ， 浮遊菌を除去した後， FITC （緑色蛍光色素） で生染色した F. nucleatum と

PBS 中で 24 時間共培養し，CLSM でバイオフィルムを観察した。 B. 24 時間共培養後の F. nucleatum バイオフィ

ルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標準誤差 （バーで表示） を示す （n=10）。

**, p < 0.01。
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図 7　S. gordonii 各菌株間での単一バイオフィルム量の比較

A. S. gordonii 各菌株バイオフィルムの CLSM 像。 S. gordonii 各菌株をヘキシジウムイオダイドで生染色後，チャ

ンバースライドを用いて 16 時間培養し底面に形成されたバイオフィルムを CLSM で観察した。 B. 16 時間培養

後の S. gordonii 各菌株バイオフィルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標準誤

差 （バーで表示） を示す （n=10）。
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図 8　アルギニンが S. gordonii 野生株 -F. nucleatum 混合バイオフィルム形成に及ぼす影響

A. アルギニン存在下での S. gordonii 野生株と F. nucleatum 混合バイオフィルムの CLSM 像。 所定の方法

で S. gordonii 野生株のバイオフィルムを形成し， 浮遊菌を除去した後， FITC で生染色した F. nucleatum と

1 mM アルギニン含有 PBS 中で 24 時間共培養し， CLSM でバイオフィルムを観察した。 B. 24 時間共培養

後の F. nucleatum バイオフィルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標準誤差

（バーで表示） を示す （n=10）。

31



A

B

30 µm

コントロール

30 µm

0.5 mM

30 µm

1 mM

30 µm

5 mM

**

*

**

*

F.
 n

uc
le

at
um

バ
イ

オ
フ

ィ
ル

ム
量

 (μ
m

3 )

コントロール 0.5 mM 1 mM 5 mM 10 mM

+ オルニチン

0

3000

6000

9000

図 9　オルニチンが S. gordonii ∆arcD-F. nucleatum 混合バイオフィルム形成に及ぼす影響

A. オルニチン存在下での S. gordonii ∆arcD と F. nucleatum 混合バイオフィルムの CLSM 像。 所定の方法

で S. gordonii ∆arcD のバイオフィルムを形成し， 浮遊菌を除去した後， FITC で生染色した F. nucleatum と

種々の濃度のオルニチン含有 PBS 中で 24 時間共培養し， CLSM でバイオフィルムを観察した。 B. 24 時間

共培養後の F. nucleatum バイオフィルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標

準誤差 （バーで表示） を示す （n=10）。 *, p < 0.05; **, p < 0.01。
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図 10　オルニチンが F. nucleatum 単一バイオフィルム形成およびプランクトニックな増殖に及ぼす影響

A. オルニチン存在下での F. nucleatum 単一バイオフィルムの CLSM 像。 FITC で生染色した F. nucleatum

を種々の濃度のオルニチン含有 PBS 中で 24 時間培養し， CLSM でバイオフィルムを観察した。 B. 24 時

間培養後の F. nucleatum バイオフィルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果に関する

平均と標準誤差 （バーで表示） を示す （n=10）。 **, p < 0.01。 C. 種々の濃度のオルニチン存在下での

F. nucleatum のプランクトニックな生育。 値は平均と標準偏差 （プロットで表示） を示す （n=3）。
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図 11　S. gordonii 菌株上に形成された P. gingivalis バイオフィルム量の比較

A. 各菌株を用いて形成された混合バイオフィルムの共焦点レーザー顕微鏡 （CLSM） 像。 所定の方法で

S. gordonii 菌株のバイオフィルムを形成し， 浮遊菌を除去した後， FITC （緑色蛍光色素） で生染色した

P. gingivalis と PBS 中で 24 時間共培養し， CLSM でバイオフィルムを観察した。 B. 24 時間共培養後の P. 

gingivalis バイオフィルムの定量値。 値は 3 回繰り返された実験の代表的な結果の平均と標準誤差 （バー

で表示） を示す （n=10）。
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