
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 19 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：う蝕原性細菌 Streptococcus mutans によるバイオフィルム形成は，

クオラムセンシングシステムのもとで形成される．また，細菌の遺伝子のリコンビネーション

や形質転換に関与するリコンビナーゼ A は recA 遺伝子によってコードされている．S. mutans
において，recA 遺伝子欠失変異株では表層タンパクのひとつであるグルカン合成酵素の発現が

減少し，バイオフィルムの構造が変化したことから，recA 遺伝子がバイオフィルムの形成に関

与しており，さらにクオラムセンシング関連遺伝子である可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Quorum sensing has been reported to mediate biofilm formation by 
Streptococcus mutans. Recombinase A (RecA) encoded by the recA gene, is essential for 
transformation of both plasmids and chromosomal DNA. We found that the expression 
intensity of glucosyltransferases was reduced and biofilm structure altered in an 
RecA-deficient mutant strain. Thus, RecA was shown to have strong relationships with 
biofilm formation and quorum sensing. 
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１．研究開始当初の背景 
 口腔内のバイオフィルムは細胞間のシグ
ナル伝達システムであるクオラムセンシン
グと呼ばれるシステムのもとで形成される．
Streptococcus mutans のクオラムセンシン
グシステムにはおいては主として２成分調
節因子システムが知られているが， S. 
mutans のバイオフィルム形成において最も
重要な病原因子であるグルカン合成酵素の

発現がこれらのシグナル伝達システムにど
のように組み込まれるかは明らかとなって
いない． 
 これまでに，S. mutans のバイオフィルム
形成における表層タンパクの発現について
様々な分子生物学的解析を行ってきた．その
結果，それらの発現は相互作用を持ち，調節
制御されている可能性が高いことが明らか
となった． 
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２．研究の目的 
本研究では，以下の点に関して検討したいと
考えている． 
 
(1) Streptococcus mutans 全ゲノム配列から
のバイオフィルムに関連する遺伝子を他の
菌との相同性により抽出 
 
(2) 抽出した遺伝子のバイオフィルム形成能
への関与 
 
(3) 抽出した遺伝子のグルカン合成酵素の発
現に対する影響 
 
(4) 抽出した遺伝子を中心とした新たなシグ
ナル伝達システムの構築 
 
３．研究の方法 
(1) バイオフィルム形成に関連する遺伝子
の抽出 
S. mutans のゲノムプロジェクトはオクラホ
マ大学らのグループによって簡潔し，約 200
万塩基の配列と約 2000 個の Open reading 
frame が明らかにされている．この全ゲノム
配列のデータベースをもとに，他の菌との相
同性を調べることにより、バイオフィルムに
関連すると考えられる遺伝子を抽出する． 
 
(2) バイオフィルム形成関連遺伝子の欠失
変異株の作製 
バイオフィルム形成能を調べるために上記
で抽出した遺伝子の中央付近に抗生物質体
制遺伝子を挿入したプラスミドを作製する． 
 
(3) バイオフィルム形成能の検討 
バイオフィルム形成能はマイクロタイター
プレートを用いて、形成されたバイオフィル
ムをクリスタルバイオレットにより染色す
ることにより定量を行う．これにより、欠失
変異株と野生株のバイオフィルム形成能を
比較する．また，バイオフィルムの構造は供
試菌株を標識し，共焦点レーザー顕微鏡によ
り観察を行う． 
 
(4) グルカン合成酵素の発現に対する影響
をグルカン合成酵素をコードする gtf 遺伝子
の mRNA の発現量の変化を Reverse 
Transcription PCR により検討する． 
 
(5) 酸性状態や抗生物質存在下での recA 遺
伝子の mRNA の発現量の変化を調べること
により、ストレス状態での recA 遺伝子の役
割を検討する。 
 
４．研究成果 
 本研究において，recA 遺伝子が関連する遺
伝子であることが推定された．そこで、recA

遺伝子欠失株を作製し検討したところ，バイ
オフィルム形成能は低下していた．さらにそ
の構造が親株と比較して明らかに変化する
とともに、耐酸性の低下も認められた。また、
recA 遺伝子欠失変異株においては，gtf 遺伝
子の発現は顕著に減少していた．培養条件を
低pHに設定して親株を培養したところ，recA
遺伝子の発現の上昇が認められた． 
 以上のことから、recA 遺伝子が，菌の生育
に関与するとともに、バイオフィルム形成に
関連する遺伝子であることが明らかとなっ
た。さらに、recA 遺伝子が，gtf 遺伝子の発
現をコントロールしている可能性が示され
たため、今後そのメカニズムの検討を行って
いくつもりである． 
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