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研究成果の概要： 

Streptococcus mutans は、最も重要なう蝕病原性細菌であり、その菌体の表層には様々な重要な

タンパクが存在している。菌体表層にはグルカン合成酵素 (Glucosyltransferase: GTF)、高分子

タンパク抗原 (PAc)、およびグルカン結合タンパク (Gbp) が存在している。GTF においては、

これまで GTFB、 GTFC、および GTFD の３種が、グルカン結合タンパク (Gbp) は、GbpA、

GbpB、GbpC、および GbpD の４種が報告されている。本研究ではこれらの欠失変異株を作製

し、それぞれのう蝕原性における強度を比較検討し、さらにそれぞれのタンパクにおけるバイ

オフィルム形成における役割について検討を行った。その結果、GTFB が最も強いう蝕原性を

示すことが明らかとなった。さらに、バイオフィルムの構築にはすべての表層タンパクがその

密度および形などの構造に深く関与していることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

う蝕の主要な病原細菌である Streptococcus 

mutans の菌体表層にはグルカン合成酵素 

(Glucosyltransferase: GTF)、高分子タンパク抗

原  (PAc)、およびグルカン結合タンパク 

(Gbp) が存在している。Gbp にはこれまでの
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ところ４種類が報告され、それぞれ GbpA、

GbpB、 GbpC、および GbpD と呼ばれてい

る。これらのタンパクをコードする遺伝子が

それぞれクローニングされ、その遺伝子配列

は明らかにされている。GbpA。は分子量が約

58kDa の分泌型タンパクであり、このタンパ

クのC末端側 3/4 はGTFの一つであるGTFB

のC末端側に存在する繰り返し構造と相同性

が高く、バイオフィルムの形成に関与するこ

とが報告されている。 GbpC タンパクはデキ

ストラン凝集に必要なタンパクであり、分子

量 58kDa の菌体結合型のタンパクであり、歯

面への初期付着に需要な役割を演じる PAc 

のC末端側のアラニン繰り返し構造領域と約

30% の相同性を持つことが示されている。以

上のことより、これらの表層タンパクは、口

腔内におけるバイオフィルムの形成におい

て重要な働きを持ち、また、それらが複雑に

関連していることが示唆される。 

 

２．研究の目的 

 これまでに、これらの表層タンパクの相互

作用について GbpC と GTF のひとつである

GTFD の合成する水溶性グルカンと特異的

に結合することによりスクロース依存性付

着において重要な役割を果たしていること

が明らかにされている。また、GbpA および

GbpC の欠失変異株を用いて行った動物実

験において、野生株と比較してう蝕の発生が

有意に減少することが明らかとされている。

このように最近では、GTF と Gbp の相互関

係について様々な報告がされているため、口

腔内のバイオフィルムにおいて、これらの表

層タンパクがどのように関わり、形成するの

かを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

1. S. mutans MT8148 とその GTF 欠失変異

株および Gbp 欠失変異株のバイオフィルム

形成能 

バイオフィルム中での GTF と Gbp の役割を

明らかにするため、それぞれの欠失変異株を

用いて、これらのタンパクの活性を調べると

ともに、バイオフィルム形成における役割を

調べた。 

①GTF 活性能 

それぞれの欠失変異株を Todd-Hewitt (TH) 

液体培地に播種し、波長 600 が 1.0 になるま

で培養後、遠心により菌体と上清を分離し、

それぞれ、グルコースをアイソトープにより

ラベルしたものと反応させ、シンチレーショ

ンカウンターによりその放射活性を測定す

ることにより、GTF の活性を決定した。 

②スクロース依存性平滑面付着能 

それぞれの欠失変異株を Brain Heart 

Infusion (BHI) 液体培地で 18 時間培養後、

その 15 ml を 1%スクロース含有 BHI 液体培

地 3 ml に播種し、37℃で 18 時間水平面か

ら 30°に傾けて培養した。培養後、試験管壁

に付着した菌体量を全菌体に対する付着菌

体の量を百分率で表し、増殖菌体のスクロー

ス依存性平滑面付着能とした。 

③増殖速度 

BHI 液体培地で一晩培養した供試菌を Yeast 

Extract (THYE) 液体培地に播種した。この

菌の増殖を波長 550 nm の吸光度として、1

時間毎に経時的に測定した。波長 550 nm で

の吸光度が 0.2 から 0.6 までの対数増殖期に

おいて、波長 550 nm が 2 倍となるのに要す

る時間をダブリングタイムとし、算出した。 

④バイオフィルム測定能 

それぞれの欠失変異株を 1/100 量になるよう

に TH 液体培地に播種し、それぞれ 96 穴マ

ルチタイタープレートに各ウェルに 100 l

ずつ分注した。嫌気下、37℃で 48 時間培養

した後、上清を取り除き、1%クリスタルバイ



オレット溶液を各ウェルに 25l 添加した。

室温で 15 分静置後、蒸留水で 6 回洗浄し、

乾燥させる。95%エタノールで固定後、乾燥

させ、マイクロプレートリーダーにより波長

570nm での吸光度を測定し、バイオフィルム

形成能とした。 

2. GTF および Gbp 遺伝子の調節遺伝子の解

析 

 各欠失株を二次元電気泳動により、発現タ

ンパクの解析を行う。画像解析により、親株

と比較して、発現量の違う調節遺伝子のスク

リーニングを行う。得られた調節遺伝子の欠

失変異株を作成し、GTF および Gbp の発現

状況および活性を測定することにより、GTF

および Gbp の発現調節遺伝子であることを

決定する。 

3. 共焦点レーザー顕微鏡による各 GTF ある

いは Gbp 欠失変異株により形成されるバイ

オフィルムの構造の比較 

 あらかじめ丸型カバーガラスを挿入した

24 穴マルチウェルプレートの各ウェル中に

各欠失変異株を播種し、バイオフィルムお形

成を行った。培養後、カバーガラスの洗浄を

行い、LIVE/DEAD kit を用いて、カルセイ

ン AM でバイオフィルム中の生存菌体を、エ

チジウムホモダイマー1 により死菌体を染色

した。染色後、洗浄し、4%グルタールアルデ

ヒドにより、固定した。固定後、共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて、それぞれの菌によるバ

イオフィルムの構造を調べた。 

 

４．研究成果 

分子生物学的手法を用いて、親株 MT8148 株

より各 GTF および各 Gbp を欠失させた変異

株を作製した。それらを用いて菌の増殖作用

を調べたところ、GbpB 欠失変異株で最もダ

ブリングタイムの遅延が認められた。しかし

ながら、スクロース依存性平滑面付着能にお

いては GTFB，GbpA，および GbpC 欠失変異

株では低下が認められたものの、GTFC 欠失

変異株においてはあまり変化が認められな

かった。また、GTFD 欠失変異株では、密度

に変化はなかったものの、明らかに構造が変

化していた。また、GTF 活性を各 Gbp 欠失変

異株で調べたところ、GbpA および GbpB を

欠失させた株では、GTFB の活性に変化は認

められなかったが、GbpC を欠失させた場合

では、GTFB および GTFD の活性は顕著に低

下していた。さらに GbpA を欠失させた株に

おいては、GTFD の活性が上昇していた。こ

れらのことから、Gbp の発現状態により、GTF

の発現変化していることから、これらの表層

タンパクは相互に関係を持ちながら、バイオ

フィルムの形成を行っていくことが示唆さ

れた。 

 まず、はじめにバイオフィルムの形成量を

クリスタルバイオレット染色法を用いて調

べた。形成量においては GTFB を欠失させた

場合において他の菌と比較して最も顕著な

低下が認められた。さらに共焦点レーザー顕

微鏡を用いて、バイオフィルムの構造を調べ

たところ、GTFB および GbpC 欠失変異株で

は菌の凝集が認められなかった。また、GbpB

欠失変異株においては構造にあまり変化は

認められなかったものの、密度は明らかに減

少していた。さらに GTFD 欠失変異株では明

らかに構造が変化していた。GbpA 欠失変異

株では、構造にやや変化が認められた。以上

の結果は、非水溶性グルカン合成酵素である

GTFB の欠失およびデキストラン凝集能を有

する GbpC の欠失は、バイオフィルムの形成

における密度に最も深く関与していること、

また、水溶性グルカン合成酵素であり、菌体

遊離型であるGTFDおよび菌体遊離型のグル

カン結合タンパク GbpA がバイオフィルムの

構造の維持に重要であることが示唆された。 
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