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研究成果の概要（和文）：本研究では、S. mutansおよびE. faecalisを対象とし、クロルヘキシジン、塩化セチ
ルピリジニウム、ホウ酸イオン、およびフッ素イオンの抗菌成分に対する耐性獲得の有無について検討を行っ
た。その結果、E. faecalisはクロルヘキシジンへの連続暴露により耐性を獲得することが明らかとなった。さ
らに、E. faecalisのクロルヘキシジン耐性株では、DNA転写や細胞のストレス応答に関連する遺伝子の発現上
昇、およびtRNAのアミノアシル化に関連する遺伝子の発現低下が認められ、それらの遺伝子発現の変化がクロル
ヘキシジンに対する耐性獲得に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the possibility of evolution of resistance to chlorhexidine, 
cetylpyridinium chloride, borate and fluoride ions in Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis
 was assessed. The result indicated that repeated exposure to chlorhexidine led to resistance of E. 
faecalis. In CHX-adapted E. faecalis, the gene expressions related to DNA transcription and cellular
 stress response were upregulated, whereas those related to synthesis of aminoacyl tRNA were 
downregulated. It is likely that these changes of gene expressions are related to the acquisition of
 resistance to chlorhexidine in E. faecalis.

研究分野： 歯学

キーワード： 薬剤耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、新たな薬剤耐性菌の出現とその拡大が大きな問題となっているが、歯科領域で使用される抗菌成分に対す
る口腔細菌の薬剤耐性獲得に関しては、十分に検討されているとは言えないのが現状である。本研究では、クロ
ルヘキシジンに連続暴露することでE.faecalisが耐性を獲得することが示されたが、E. faecalisの他の菌株や
他菌種を対象としてクロルヘキシジンに対する耐性獲得の有無に関する更なる検証が必要であると考えている。
これらの研究を通じて、口腔細菌の耐性獲得やそのメカニズムを解明することができれば、耐性菌克服の切り札
となり得る新たな歯科用薬剤の開発に繋がるものと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、新たな薬剤耐性菌の出現とその拡大が医療上の大きな問題となっており、メチシリン耐

性黄色ブドウ球菌や多剤耐性緑膿菌など、医科領域では抗生剤の連続使用による薬剤耐性獲得
に関する研究が数多く報告されている。これらの医科領域における主要な細菌種については、遺
伝子解析を利用した薬剤耐性獲得機構の主因の解明が行われ、報告がなされている一方、歯科領
域で使用される抗菌成分に対する口腔細菌の薬剤耐性獲得に関する検討が十分になされている
とは言えないのが現状である。 
現在我が国では、う蝕予防や歯周病予防のための洗口剤や歯磨剤等にクロルヘキシジンや塩

化セチルピリジニウムが頻用されている。また、抗菌性・抗プラーク性の付与を目的として、抗
菌性を示すイオンを徐放するフィラーを配合した修復材料が市販され、その使用頻度が年々増
加しつつある。これらの薬剤や材料を長期間使用することを推奨する上で、配合されている各種
抗菌成分に対する口腔細菌の耐性獲得に関する検討は必要不可欠なものであり、耐性獲得を示
す細菌についてはその機構を詳細に解明し、口腔内での新たな薬剤耐性菌の出現を事前に予防
する対策の構築が重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、う蝕関連細菌である Streptococcus mutans、および感染根管関連細菌である

Enterococcus faecalis を対象とし、グルコン酸クロルヘキシジン、塩化セチルピリジニウム、ホ
ウ酸イオン、およびフッ素イオンの 4 種の抗菌成分に対する耐性獲得の有無について検討を行
った。さらに、耐性獲得を示す口腔細菌については、対象となる細菌の遺伝子発現の変化を解析
することで、その耐性獲得機構を検討した。 
 
３．研究の方法 
1）最小発育阻止濃度（MIC）測定による各種口腔細菌の耐性獲得の評価 

S. mutans、E. faecalis の各菌液を 2 x 107 CFU/mL に調整し、クロルヘキシジン、塩化セチ
ルピリジニウム、ホウ酸イオンおよびフッ素イオンの 4 種の各成分の MIC 値を micro dilution 
assay にて測定した。 
続いて、MIC 判定時に増殖が認められたもののうち、最大濃度の抗菌成分を含む細菌懸濁液

を用いて 2 x 107 CFU/mL の菌液を再度調整し、MIC 測定を 10 回繰り返し行った。 
本実験において耐性獲得を示した口腔細菌を対象に、5 回目（P5）と 10 回目（P10）の MIC

測定時に増殖が認められた最大濃度の各抗菌成分を含む菌懸濁液を保存用バイアルにストック
した。 
 
2）耐性獲得機構の検討 

1）で耐性獲得を示した細菌の P10 の細菌懸濁液から RNA を抽出し、次世代シークエンサー
を用いて、野生株と比較して耐性株にどのような遺伝子発現の変化が生じているかについて網
羅的な解析を行った。また、有意な発現変動を認めた遺伝子を抽出し、Gene Ontology (GO) エ
ンリッチメント解析を行った。 
 
４．研究成果 
1）MIC 測定による各種口腔細菌の耐性獲得の評価 
クロルヘキシジンに 10 回連続暴露後の E. faecalis のクロルヘキシジンに対する MIC 値は、

1 回目に比べて約 4 倍増加した。また、E. faecalis は、フッ素イオンに対しても MIC 値の上昇
傾向が認められた。一方、S. mutans に関しては、いずれの抗菌成分に連続暴露しても、MIC 値
の変化は認められなかった。 
 
2）口腔細菌の耐性獲得メカニズムの解明 
実験 1)より、10 回連続暴露により約 4 倍の MIC 値の上昇が認められた E. faecalis のクロル

ヘキシジン耐性株（P10）遺伝子発現を野生株と比較した。 
2-1a) 遺伝子発現解析 
次世代シークエンサーを用いて得られた結果に対し、ソフトウエア EdgeR1,2) を用いてクロル

ヘキシジン耐性株と野生株間における遺伝子発現の統計解析を行い、発現変動遺伝子を抽出し
たところ、クロルヘキシジン耐性株では野生株と比較して 25 の遺伝子の発現が上昇し、151 の
遺伝子の発現が低下していることが分かった。なお、野生株に対して 2 倍以上発現量が変化し、
かつ p 値が 0.05 以下となる遺伝子を発現変動遺伝子と定義した。 
 
2-1b) 統計結果の可視化 
各遺伝子の発現量と発現変動比を俯瞰する MA プロット（A）、および各遺伝子の発現変動比

と統計値を俯瞰する Volcano プロット（B）を示し、統計結果を可視化した。クロルヘキシジン
耐性株において、野生株に比べて発現が 2 倍以上上昇し、かつ p 値が 0.05 以下となる遺伝子を
赤色、野生株に比べて発現が 0.5 倍以下、かつ p 値が 0.05 以下となる遺伝子を青色で示す。 



 

 
2-2) GO エンリッチメント解析 

2-1) において抽出された発現変動遺伝子の特徴を推定するため、それぞれ上昇遺伝子群・減
少遺伝子群に分け、GO エンリッチメント解析を行ったところ、DNA の転写頻度や割合、範囲
の減少に関連する遺伝子、およびリン酸塩の不足に対する細胞のストレス応答に関連する遺伝
子の発現上昇が認められた。一方、翻訳の過程における non-coding RNA （ncRNA）、特に tRNA
のアミノアシル化に関連する遺伝子の発現低下が認められた。 

 
以上より、E. faecalis は、クロルヘキシジンおよびフッ素イオンに連続暴露すると感受性が低

下し、順応を示すことが明らかとなった。一方、S. mutans は、いずれの抗菌成分に対しても、
連続暴露による感受性の変化が認められなかった。また、耐性獲得を示した E. faecalis のクロ
ルヘキシジン耐性株では、DNA の転写阻害に関連する遺伝子およびリン酸塩不足に対する細胞
のストレス応答に関連する遺伝子の発現上昇、および tRNA のアミノアシル化に関連する遺伝
子の発現低下が認められ、それらが E. faecalis のクロルヘキシジンに対する耐性獲得に関与し
ている可能性が示された。 
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A: MA プロット 
FC: クロルヘキシジン耐性株の野生株に対する発現変化量 
CPM: 野生株の各遺伝子について 100 万リードあたりのマップされたリード数 

B: Volcano プロット 
FDR: 多重補正済みの統計値 
FC: クロルヘキシジン耐性株の野生株に対する発現変化量 
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