
	 69

神奈川歯学，53-1・2，69 ～ 73，2018 キーワード

Actinomyces naeslundii
口腔バイオフィルム
線毛
歯周炎

神奈川歯科大学学会

第 52回総会宿題報告

緒 言

　歯周炎は多種類の口腔内細菌が混在するデンタル
プラーク（口腔バイオフィルム）による感染症であ
る。口腔バイオフィルムは Streptococcus 属や Actino-
myces 属などのグラム陽性菌が唾液糖タンパク質由来
のペリクルを介して歯面や歯肉溝に初期定着し，後

期定着細菌として歯周病原性をもつ Porphyromonas 
gingivalis や Treponema denticola な ど の グ ラ ム 陰
性菌と共凝集することで成熟することが知られてい
る1）。このような特徴をもつ口腔バイオフィルムにお
いて，グラム陽性菌 Actinomyces naeslundii は口腔
バイオフィルムの中核的存在を担い，歯周病原細菌
が定着可能な環境を整備する役割があると言われて
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Abstract
The purpose of this study was analyzed the influence of temperature and bacterial nutrition with A. naeslundii 

biofilm formation. A. naeslundii T14V was grown in brain heart infusion (BHI) broth supplemented with yeast 
extract (YE) with various concentrations, divided into the following six groups under anaerobic condition. Group 
A was cultured with 3.7% BHI and 0.5% YE at 37ºC, Group B was cultured with 1.85% BHI and 0.5% YE at 
37ºC, Group C was cultured with 1.85% BHI and 0.25% YE at 37ºC, Group D was cultured with 3.7% BHI and 
0.5% YE at 39ºC, Group E was cultured with 1.85% BHI and 0.5% YE at 39ºC and Group F was cultured with 
1.85% BHI and 0.25% YE at 39ºC. The bacterial growths were monitored by using a spectrophotometer at 550 nm 
for 0 to 48 hours. To evaluate bacterial biofilm formation, the biofilm was performed on the 24-well polystyrene 
plates with the sterilized coverslips. After incubation, the biofilm was removed by sodium hydroxide solution. 
Biofilm assay was evaluated the absorbance of the inoculation containing removed biofilm. Visual coaggregation 
assay was scored by mixed with S. gordonii bacterial suspension or P. gingivalis bacterial suspension against A. 
naeslundii bacterial suspension. To determine the influence of temperature and medium composition, A. naeslundii 
bacterial protein were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The 
growth of A. naeslundii at 37ºC and 39ºC were no difference, whereas bacterial cells were decreased by the low 
concentrations of medium composition. Coaggregation activity of A. naeslundii was decreased cultured at 39ºC 
as compared with cultured at 37ºC. Moreover, the whole cell proteins of cultured at 39ºC were also decreased in a 
dose-dependent manner. These results suggested that the pathogenesis of A. naeslundii may deal with the changes 
of culture conditions and alter the structures of oral biofilm.
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いる2）。A. naeslundii はこれまで健康な人に多い口
腔常在菌であり，う蝕3）や歯肉炎4）の発症に関与す
るものの，慢性歯周炎患者では A. naeslundii の細菌
数が減少することから5），本菌の歯周病原性に関して
は注目されてこなかった。2012 年，われわれはラッ
ト実験的歯周炎モデルにおいて A. naeslundii が P. 
gingivalis と同程度の歯槽骨吸収を惹起することを明
らかにし，歯槽骨吸収に関与する重要な菌種であるこ
とを報告している6）。
　炎症の進行により歯周組織では，歯周病原細菌数の
増加や細菌が産生する酵素活性が亢進し，歯肉の炎症
や歯槽骨吸収，歯周ポケット形成などが認められる。
炎症時の歯肉縁下ポケットでは歯肉溝滲出液中の細菌
数や歯周病原細菌の産生する酵素，サイトカイン量
が有意に増加し 7），ポケット内部の温度も健康歯肉溝
と比較して約 2oC 上昇することが報告されている 7,	8）。
また P. gingivalis の歯槽骨吸収誘導因子である内毒
素の活性中心であるリピド A が 2oC の温度上昇によ
り Toll 様受容体の活性化を促進することも明らかに
され 9），炎症による温度上昇などの口腔環境の変化が
バイオフィルムの構成細菌や病原因子の活性化に影響
し，歯周炎進行の制御に関与していると考えられてい
る。そこで本研究はバイオフィルム形成において重要
な働きが認められ，歯周炎の進行に関与すると考えら
れている A. naeslundii の培養温度や栄養源となる培
地組成の違いによる増殖速度やバイオフィルム形成に
ついて評価し，さらに A. naeslundii の口腔内定着因
子とされている菌体表層の構造物である線毛タンパク
質発現への影響について検討した。

実験材料および方法

1．供試菌株と培養条件
　 供 試 菌 株 に は Actinomyces naeslundii	T14V 株，
Streptococcus	gordonii	DL-1 株 お よ び P. gingivalis	
ATCC	33277 株 を 用 い た。A. naeslundii の 培 養 は
通常の培地濃度である 3.7% とその 1/2 濃度の 1.85%
のブレインハートインフュージョン（BHI：Becton	
Dickinson，	Sparks，	MD）を用いて，イーストエキス
トラクト（YE：Becton	Dickinson，	Sparks，	MD）を
0.5% と 1/2 濃度の 0.25% で添加した BHI・YE 液体培
地を以下に示す培地濃度に調整した。すなわち，実験
群 は A 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培 地 ），B 群（1.85%	
BHI+0.5%	YE 培地），C 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培
地），D 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培地），E 群（1.85%	
BHI+0.5%	YE 培地），F 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培
地）を用い，A 群，B 群，C 群は 37oC で，D 群，E
群，F 群は 39oC で嫌気培養した。また G 群（3.7%	

BHI+0.5%	YE 培地）を細菌無添加コントロールと
して用いた。一方，S. gordonii の培養は通常濃度の
BHI・YE 液体培地を用い，P. gingivalis の培養は
1.0%	へミン，1.0%	ビタミン K1 を添加した通常濃度
の BHI・YE 液体培地を用いて 37oC 嫌気条件下（85%	
N2，10%	H2，5%	CO2）で培養した細菌を実験に供試
した。
2．A. naeslundiiの増殖活性
　濃度調整した各 BHI・Y 液体培地 5 ml に一昼夜培
養の A. naeslundii 菌液 100 μ l を添加後，嫌気培養を
行ない，37oC と 39oC の培養温度で培養した。培養開
始から 48 時間まで経時的に菌液を採取して濁度測定
を行ない，異なる温度と栄養価による細菌の発育変化
を評価した。
3．バイオフィルム形成能
　24 穴プラスチックプレート内にカバーガラス（直
径 12 mm，厚さ 0.15 mm，松浪硝子，東京）を静置
して濃度調整した各 BHI・Y 液体培地 1.0 ml に A. 
naeslundii 菌液 100μ l を添加後，48 時間嫌気培養し
てバイオフィルム形成を行なった。その後浮遊細菌を
除去し，カバーグラスに付着したバイオフィルムを
1N 水酸化ナトリウム水溶液 500μ l で 30 秒間処理後，
剥離バイオフィルムを含む菌液の濁度を測定した。
4．線毛タンパク質の発現性
　48 時間嫌気培養した A. naeslundii 菌液 200 ml を
4oC，8000 rpm で 15 分間遠心集菌後，30% ポリアク
リルアミド（SDS-PAGE）サンプルバッファーに懸濁
し，100oC，10 分間加熱処理した。その後 SDS-PAGE
ゲル電気泳動を行ない，クマシーブリリアントブルー
染色を行なった。
5．共凝集活性
　A. naeslundii と S. gordonii，A. naeslundii と P. 
gingivalis の共凝集活性の評価は Cisar らの方法 10）に
準じた visual	coaggregation	assay により行った。す
なわち通常濃度に調整した BHI・YE 液体培地で 18
時間培養した供試菌液を 12000 rpm，1 分間遠心分
離させた後，共凝集緩衝液（0.15 M 塩化ナトリウム，
0.1 mM 塩化カルシウム二水和物，塩化マグネシウム
六水和物を含み，pH7.5 に調整した 10 mM トリス塩
酸緩衝液）で 2 回洗浄し，菌液の濁度が OD550=1.0 に
なるように調整後 24 穴プレート中で各菌液 200μ l を
混和後静置し，30 分後にプレート内に形成された凝
集塊を目視により評価した。共凝集活性の判定は以下
のスコア 0～3 の 4 段階で行なった（0：凝集が認め
られない，1：透明な混合液中に小さい凝集塊を認める，
2：透明な混合液中に中程度の大きさの凝集塊を認め
る，3：透明な混合液中に大きな凝集塊を認める）。
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6．統計処理
　A. naeslundii が形成したバイオフィルム形成細菌
数の平均値と標準偏差を算出後，一元配置分散分析と
Tukey 検定による多重比較解析を有意水準 5% で行
なった。

結　　果

1．温度変化による A. naeslundiiの増殖への影響
　図 1 に各濃度に調整した A. naeslundii 菌液の経時
的な濁度測定結果を示す。37oC と 39oC で比較した結
果，A. naeslundii 菌体の発育に大きな変化は認めら

れなかったが，栄養源となる培地濃度の低下により A. 
naeslundii の増殖が抑制された。特に，全栄養源を通
常濃度の半分に調整した 39ºC，嫌気培養した F 群は，
他の実験群と比較して細菌の増殖抑制が強く認められ
た。
2．A. naeslundiiバイオフィルム形成
　図 2 に 48 時間培養後のバイオフィルム形成細菌数
を評価した結果を示す。37oC に比べて 39oC で培養し
た時ではバイオフィルム形成細菌数が半減し，培地濃
度に依存的なバイオフィルムの形成が認められた。
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図 1　A. naeslundii の増殖活性。A 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培地），B 群（1.85%	BHI+0.5%	YE 培地），
C 群（1.85%	BHI+0.25%	YE	培地），D 群	（3.7%	BHI+0.5%	YE	培地），E 群	（1.85%	BHI+0.5%	YE	培地），
F 群	（1.85%	BHI+0.25%	YE	培地）	を用い，A 群，B 群，C 群は 37oC，D 群，E 群，F 群は 39oC で嫌気
培養した。各群の実験値は波長 550 nm での培地の濁度を示す。

図 2　A. naeslundii バイオフィルム形成量。A 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培地），B 群（1.85%	BHI+0.5%	YE
培地），C 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培地），D 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培地），E 群（1.85%	BHI+0.5%	YE
培地），F 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培地），G 群（3.7%	BHI+0.5%	YE 培地）を用い，A 群，B 群，C 群，
G 群は 37oC，D 群，E 群，F 群は 39oC で嫌気培養した。実験値は波長 550 nm での剥離バイオフィルムを
含む菌液濃度を平均値±標準偏差で示す。
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3．A. naeslundii菌体タンパク質の発現
　図 3 に 48 時間培養後の菌体内タンパク質の SDS-
PAGE による解析結果を示す。菌体タンパク質の発
現量は 37oC に比べて 39oC 培養時に減少し，培地濃度
に依存してタンパク質の減少が認められた。
4．温度変化による A. naeslundiiの共凝集活性
　表 1 に通常濃度に調整した培地で 37oC と 39oC でそ
れぞれ培養した A. naeslundii と 37oC で培養した S. 
gordonii と P. gingivalis の共凝集活性の結果を示す。
A. naeslundii を 39oC で培養した場合では 37oC で培
養した時に比べて S. gordonii や P. gingivalis との共
凝集活性が低下した。

まとめと今後の展望

　バイオフィルムは，細菌が外部刺激を防御して生存

するために固体表面に形成される膜状菌塊構造物であ
る。その内部は細菌だけなく，菌体が産生する菌体外
多糖体により外部を覆われ，表面には通水チャネルが
数多く存在し細菌が増殖と定着を持続可能な環境が構
築されている 11）。これらの機能によりバイオフィル
ムを構成する細菌は温度，栄養素，酸素分圧，水素イ
オン濃度（pH），酸化還元電位が影響して遷移し，口
腔バイオフィルム表層では好気性菌が，深層では嫌気
性菌が優勢である。
　細菌の病原因子である線毛は付着・定着機能を示す
菌体表層の構造物である。口腔バイオフィルム形成の
中核を担う A. naeslundii にはⅠ型とⅡ型の 2 種類の
線毛を保有し，Ⅰ型線毛は歯面や唾液ペリクルおよび
歯肉上皮細胞への付着性に関与し，Ⅱ型線毛は他の口
腔細菌との共凝集を行なうことが明らかにされてい
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図 3　SDS-PAGE による A. naeslundii 菌体タンパク質の発現解析。A 群（3.7%	BHI+0.5%	YE
培地），B 群（1.85%	BHI+0.5%	YE 培地），C 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培地），D 群（3.7%	
BHI+0.5%	YE 培地），E 群（1.85%	BHI+0.5%	YE 培地），F 群（1.85%	BHI+0.25%	YE 培地）
を用い，A 群，B 群，C 群は 37oC，D 群，E 群，F 群は 39oC で嫌気培養した。

表 1　A. naeslundii と S. gordonii および P. gingivalis との共凝集活性

供試菌

A. naeslundii
37 oC

39 oC

P. gingivalis S. gordonii

3 3

2 2

スコア0：凝集が認められない，スコア1：透明な混合液中に小さい凝集塊を
認める，スコア2：透明な混合液中に中程度の大きさの凝集塊を認める，スコ
ア3：透明な混合液中に大きな凝集塊を認める
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る 12）。本研究では A. naeslundii の培養温度や栄養価
を変化させて細菌の増殖活性やバイオフィルム形成，
共凝集能，菌体タンパク質の発現を比較検討した。そ
の結果，A. naeslundii の増殖速度には温度よりも培
地濃度が影響し，全栄養源を通常濃度の半分に調整
し 39oC 嫌気培養した F 群において最も細菌の発育抑
制が認められた（図 1，図 2）。また，バイオフィルム
形成と SDS-PAGE を用いた A. naeslundii 菌体タンパ
ク質の解析でも，F 群において顕著なバイオフィルム
形成の抑制が認められた（図 3）。さらに SDS-PAGE
解析においても通常の培養条件である A 群と比較し
て菌体タンパク質の減少が認められ，Ⅰ型線毛タンパ
ク質（54 kDa）とⅡ型線毛タンパク質（59 kDa）の
減少も認められた。バイオフィルム形成に関わる他菌
種との共凝集について通常濃度の培地で比較した結
果では，2oC の温度上昇による共凝集の減少が認めら
れた（表 1）。温度上昇と低栄養状態の条件下で，A. 
naeslundii 線毛が抑制されることはコードしている線
毛遺伝子に何らかの影響が生じている可能性があるた
め詳細に検討する必要があると考えられた。炎症がも
たらす発熱が線毛構造物の発現を抑制することで，他
の病原因子の変化をもたらしている可能性も示唆され
る。以上のことから，A. naeslundii 線毛は温度や栄
養源の外部環境変化に応じて変化し，バイオフィルム
形成に影響を及ぼす可能性が示唆された。
　線毛は歯槽骨吸収をおこす破骨細胞の分化誘導因子
で，炎症を誘導するサイトカイン産生を促進すること
が知られている。本研究で温度上昇と低栄養素の 2 つ
の要因が重なることで減少を認めた A. naeslundii 線
毛タンパク質が破骨細胞分化誘導能や炎症性サイトカ
イン産生への影響についても検討を進め，歯周病発症
に関わる探索パラメーターとしての確立に貢献できる
ものと考えている。

結　　論

　口腔グラム陽性桿菌 A. naeslundii は，培養温度や
栄養素の濃度の変化により線毛タンパク質の生物活性
を変化させ，バイオフィルム形成に影響をおよぼすこ
とから歯周炎発症に重要な細菌であると示唆された。
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