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研究成果の概要（和文）：コラーゲン結合タンパク（CNM）を発現するStreptococcus mutans感染と脳卒中発症
との関連が報告されている。脳卒中罹患部からのS. mutans菌体単離の報告はないことから、脳卒中発症に寄与
する病原因子は、菌体そのものではなく菌体外に分泌、または遺漏するCNMの可能性がある。
CNMは細胞壁に強固に付着し、菌体表層に存在する分子量70kDaのタンパク質であるが、菌体外で検出されるCNM
は分子量約100kDaとして検出されることを明らかにした。従って、何らかの未確認分子と結合しているCNM複合
体が脳卒中発症に寄与している可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that an association between infection with 
Streptococcus mutans expressing collagen-binding protein (CNM) and stroke onset. It is possible that
 the virulence factor that contributes to the onset of stroke is not the cells themselves, but the 
extracellularly secreted or leaked CNM because of no reports of isolation of S. mutans cells from 
stroke-affected areas.
CNM is a protein with a molecular weight of 70 kDa that strongly adheres to the cell wall and is 
present on the surface of the bacterial bodies. However, it has been revealed that CNM detected 
outside the bacterial bodies has a molecular weight of approximately 100 kDa. Therefore, this 
suggests the possibility that CNM complexes, which are bound to some unidentified molecules, may 
contribute to the onset of stroke.

研究分野： 口腔衛生学

キーワード： Streptococcus mutans　脳卒中　コラーゲン結合蛋白

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国の疾病分類別医科診療医療費では、脳血管疾患を含む「循環器系の疾患」は最も多く約20%を占めている
重大疾病である。そのような社会背景の中、脳血管疾患を含む生活習慣病の発症予防、重症化予防の基本方針と
して、「歯と口腔の健康」の推進が定められている。
本研究成果は、代表的な口腔病原性細菌であるStreptococcus mutansの脳卒中発症に寄与する病原因子を示唆す
るものであり、脳卒中発症予防における「歯と口腔の健康」の推進の妥当性を支持する。また、今後の研究展開
により、S. mutansによる脳卒中発症メカニズム解明、S. mutansを標的とする脳卒中発症予防法の開発につなが
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 「歯と口腔の健康」と生活習慣病罹患状況との関連のエビデンスが蓄積されている中、コ
ラーゲン結合タンパク（CNM）を発現する Streptococcus mutans 感染と脳卒中発症との疫学的関
連が報告された。しかしながら、脳卒中罹患部からのS. mutans菌体単離の報告はなく、S. mutans
菌体が脳血管を直接障害しているとは考え難い。 
 
(2) 一方、S. mutans を含む多くの微生物は、細胞膜由来の小胞（メンブランベシクル）を菌
体外へ分泌する。メンブランベシクルは核酸、タンパク質、細胞壁成分、シグナル物質など多様
な成分を含み、これらの「運び屋」として機能すると考えられている。 
 
２．研究の目的 
CNM 陽性 S. mutans から放出されるメンブランベシクルが、脳卒中発症能力に寄与することを証
明する。そして「S. mutans が脳卒中発症予防の標的となり得るか？」、その可能性を検証する。
具体的には、 
(1) CNM 陽性 S. mutans から放出されるメンブランベシクルを単離し、CNM が含まれるか確認
する。 
 
(2) CNM を含む単離メンブランベシクルが、血管を構成する I型、III 型および IV 型コラーゲ
ンと結合するか確認する。 
 
(3) CNM を含む単離メンブランベシクルが血管内皮細胞へ侵入するか確認する。 
 
３．研究の方法 
CNM 陽性 S. mutans 野生株として、S. mutans OMZ175 株を使用する。CNM をコードする遺伝子を
破壊した CNM 陰性 S. mutans 株を作製し陰性コントロールとする。 
リコンビナント CNM は大腸菌による異種発現系を利用し大量精製する。リコンビナント CNM を
抗原とする抗 CNM ポリクローナル抗体を作製し、ウェスタンブロッティング法、免疫沈降で使用
する。 
培養上清中のメンブランベシクルを、超遠心で沈殿させ濃縮し、以下の実験に供する。 
(1) I 型、III 型および IV 型コラーゲンをコートしたマイクロプレートに、各メンブランベシ
クルを加え静置する。洗浄後に抗 CNM 抗体と反応させ、発光反応によりコラーゲンと結合したメ
ンブランベシクルを定量する。 
 
(2) ヒト臍帯静脈血管内皮細胞に各メンブランベシクルを添加し培養する。内皮細胞の細胞骨
格であるアクチンと CNM に対する二重蛍光染色をおこない、共焦点レーザー顕微鏡による観察
でメンブランベシクルの血管内皮細胞への侵入を確認する。 
 
(3) マウス頸静脈よりメンブランベシクルを投与した後、苦痛なくマウスを屠殺、脳を摘出し
肉眼的、組織学的に脳出血を確認する。 
 
４．研究成果 
(1) CNM 陽性 S. mutans OMZ175 株の CNM をコードする全長遺伝子を、エリスロマイシン耐性遺
伝子で置換した。CNM をコードする遺伝子の破壊は PCR 法で確認している。CNM 陰性 S. mutans
株として以後の実験に陰性コントロールとして使用できる。 
 
(2) 精製したリコンビナント CNM は、I型、III 型および IV型コラーゲンとのマイクロプレー
ト上で結合することを確認した。リコンビナント CNM のコラーゲン結合活性は、CNM 陽性 S. 
mutans 培養上清から得られたメンブランベシクルのコラーゲン結合活性実験のコントロールと
して使用できる。一方、リコンビナント CNM のヒト臍帯静脈血管内皮細胞への侵入は確認できて
いない。リコンビナント CNM 単独では血管内皮細胞への侵入能を有しない可能性がある。CNM の
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞への侵入に必要なファクターの解明は今後の課題である。 
 



(3) 精製したリコンビナントCNM
を抗原とする抗 CNM ポリクローナ
ル抗体を作製した。アミノ酸配列
から想定される CNM の分子量は約
75 kDa である。ウェスタンブロッ
ティング法で、抗 CNM 抗体に反応
するバンドが CNM 陽性 S. mutans
菌体抽出物から認められたが、CNM
陰性 S. mutans 株菌体抽出物から
認められなかった（図 1）。この結
果は、作製した抗 CNM 抗体の良好
な性能を担保する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

M：分子量マーカー（kDa） 
①：抗原リコンビナント CNM 
②③：CNM 陽性菌体抽出物 
④：CNM 陰性菌体抽出物 

図 1 
 
(4) 培養上清から超遠心で得られた沈殿
中に CNM を含むメンブランベシクルが存在
するという仮説のもと、超遠心で得られた
沈殿サンプルをウェスタンブロッティング
法で分析した。その結果、分子量 70 kDa で
はなく、100 kDa を超える分子量のバンドが
認められた（図 2）。すなわち、検出された
物質は CNM と未確認分子との複合体である
ことを示唆する。この未確認分子の存在が、
CNM 陽性 S. mutans の病原性と関連がある
可能性が考えられる。例えば、CNM が血管内
皮細胞へ侵入する際に、未確認分子が必須
であれば、リコンビナント CNM がヒト臍帯
静脈血管内皮細胞への侵入能を持たないこ
との説明が可能である。一方、同様のバンド
が培養上清超遠心後の上清からも検出され 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M：分子量マーカー（kDa） 
①：CNM 陽性培養上清 
②：CNM 陰性培養上清 

図 2 
 

たことから、CNM 複合体の菌体外分泌様式はメンブランベシクルとは関係しない可能性が示唆
された。そのため、研究の焦点をメンブランベシクルではなく、培養上清で検出される CNM 複
合体に当て、未確認分子解明を目指すことにした。 
 
(5) CNM は細胞壁の成分で
あるペプチドグリカンと強
固に結合して菌体表層に存
在している。従って、CNM と
細胞壁が結合したまま、何
らかの理由により菌体から
逸脱し、CNM 複合体として培
養上清中で検出された可能
性がある。そこで、培養上清
成分に対して細胞壁の特異
的分解酵素（リゾチーム）を
反応させた。仮説が正しけ
れば、細胞壁部分が分解さ
れ、CNM 複合体の分子量がリ
コンビナント CNM の分子量
に収束するはずである。し 

 
 
 
 
 
 
 

M：分子量マーカー（kDa） 
①：CNM 陽性菌体抽出物 
②：リゾチームなし 
③：リゾチーム 4時間 
④：リゾチーム 8時間 
⑤：リゾチーム 24 時間 
⑥：リコンビナント CNM 

図 3 

かしながら、CNM 複合体の分子量に変化は無かった（図 3）。すなわち、菌最表層に存在する
CNM は単純に細胞壁と一緒に剥がれ落ちたと考えにくい。 
 
以上の研究成果は、CNM 複合体の未確認分子が①CNM の菌体外分泌に関与している可能性、②CNM
の血管内皮細胞侵入に関与している可能性、を示唆、つまり、CNM 陽性 S. mutans の病原性の鍵
となる可能性を示す。引き続き、CNM 複合体の未確認分子同定と病原性解明を目指す研究を展開
する予定である。 
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