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研究成果の概要（和文）：  う蝕（虫歯）原因菌として知られる Streptococcus mutans の重要

な病原因子である酸産生に深く関与する scrA 遺伝子とバイオフィルム形成との関係を，走査型

電子顕微鏡を用いて解析した。その結果，scrA 遺伝子はバイオフィルム表層の構造に関与して

いることが示された。また，リアルタイム PCR 法による解析では，scrA遺伝子はバイオフィル

ムの構成成分であるグルカンの合成・分解に関与する遺伝子の発現に影響を与えていることが

示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to investigate the relationship 

between scrA gene deeply related to the acidogenic activity in cariogenic 

bacterium, Streptococcus mutans, and biofilm formation.  Scanning electron 

microscopic observation and real-time PCR analysis demonstrated that scrA gene 

affects the expression of various genes involved in the synthesis of glucan, a 

component of biofilm. 
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口腔常在菌の一つである Streptococcus 
mutansはう蝕原因菌として知られている。う
蝕は口腔バイオフィルム感染症と考えられ
ており，歯面に定着した細菌はスクロースを
基質として非水溶性グルカンを合成し，バイ
オフィルムを形成する。バイオフィルムは強
固に歯面に付着し，さらに細菌が産生する酸
を貯留させるため，歯表面の持続的な pH の
低下を招き，結果として，歯表面を脱灰し，
う蝕を惹起する。 
現在広く行われているう蝕予防方法，特に

ホームケア（セルフケア）として実践されて
いる方法は，主に歯ブラシ等の口腔清掃用具
によるバイオフィルム（プラーク）の機械的
除去である。しかしながら，高齢社会を迎え，
要介護高齢者をはじめとするセルフケアが
困難な方々が増えつつある現在，従来とはコ
ンセプトを異にする新たなバイオフィルム
の排除・抑制法を開発し，う蝕予防に応用す
ることは，極めて重要であり，また急務であ
る。 
そこで，う蝕の原因菌である S. mutans の

う蝕病原因子に関わる表現形質に直接アプ
ローチし，その病原性を低下させる方法が存
在すれば，う蝕予防あるいはう蝕治療に貢献
できるのではないかという着想に至った。 
具体的な着眼点として，S. mutans の重要

なう蝕病原因子であるバイオフィルム形成
ならびに酸の産生に必須であるスクロース
の代謝機構に深く関与する酵素である EⅡScr

に着目した。EⅡScr は，スクロース輸送機構
の一つであるホスホエノールピルビン酸依
存ホスホトランスフェラーゼ系（PEP-PTS）
において，スクロースを菌体内へ取り込む際
に必須な酵素であり，この酵素蛋白をコード
する遺伝子が scrA である。scrA 遺伝子は，
スクロース６－リン酸加水分解酵素をコー
ドする scrB 遺伝子の上流の相補鎖上に存在
し(J Bacteriol. 171, 263-271, 1989)，ス
クロースの存在下で発現が高まることが報
告されている (FEMS Microbiol Lett. 63, 
339-345, 1991)。また scrA遺伝子の活性は，
転写抑制因子である ScrRが scrAのプロモー
ター領域に結合することによって調節され
ているという報告がある(J Bacteriol. 185, 
5791-5799, 2003)。 
このような報告を元に，scrA 遺伝子改変株

を作製し，アパタイトディスクなどへの菌の
初期付着能について解明してきた。しかし，
S. mutans のバイオフィルム形成という重大
なう蝕病原性因子とどのように関わってい
るかについては不明な点が多い。今後，より
口腔内に近い環境での解析が必要であると
考えられるため，scrA 遺伝子とバイオフィル
ム形成の関係をさらに詳細に検討していく
ために，形成されたバイオフィルムの形態学
的解析や関連遺伝子の発現量に関する解析

を進めることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の最終的な目的は，S. mutans の主

な病原因子である酸産生能に深く関わる
scrA遺伝子の役割を明らかにし，バイオフィ
ルム形成をはじめとする他の病原因子との
関連を解明していくことで，う蝕や歯髄炎の
発症メカニズムを探り，従来の方法とは全く
異なった新しいう蝕治療法，予防法の開発を
することである。 
このような最終目標を前提に，本研究では

scrA 遺伝子がバイオフィルム形成に与える
影響について明らかにする。具体的に，まず
scrA 遺伝子とバイオフィルムの形態の関連
性を明らかにし，次に，バイオフィルム形成
に関与する遺伝子の発現にどのような影響
を与えているのかについても明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）によるバイ

オフィルム表層の観察   
  
ウシ前歯において歯髄および軟組織を除

去した歯根部象牙質を用いて，末延の方法
(四国歯誌. 18, 161-176, 2005)に準じて，
マイクロカッターにより歯軸方向にほぼ平
行な約 500 μmの厚さの象牙質板を作製した。
これを一定の大きさにトリミングし，研磨，
EOG滅菌を行った。この象牙質板を５％スク
ロース含有の対数増殖期の親株（UA159 株）
および scrA 遺伝子改変株の懸濁液に投入し
て 37℃にて 48時間嫌気培養することによっ
て，象牙質板上にバイオフィルムを形成させ
た。この試料をリン酸緩衝液と四酸化オスミ
ウム酸溶液を用いて固定後，脱水を行い，Ｓ
ＥＭ（JEOL-JSM5300; 日本電子）を用いてバ
イオフィルム表層を観察し，両菌株で比較し
て検討した。 
 
(2) リアルタイム PCR法によるバイオフィル

ム関連遺伝子の発現解析 
  
バイオフィルムの構成成分であるグルカ

ンの合成に関与する gtfB，gtfCおよび gtfD
遺伝子と，グルカン分解に関与する dexA遺
伝子の発現量をリアルタイム PCR法にて測定
した。 
まず，BHI液体培地のみで培養した親株お

よび scrA遺伝子改変株の対数増殖期および
定常期の菌，および５％スクロース含有 BHI
液体培地で培養した定常期の菌を回収し，
TRIzol MaxTM Bacterial RNA Isolation Kit



 

 

（Invitrogen）と RNeasy spin column
（QIAGEN）を使用して total RNA を抽出した。
次に，DNase 処理を行い，Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis kit（Roche）を用い
て逆転写反応を行った。得られたサンプルで，
LightCycler(Roche)を使用して Real-time 
PCR法による遺伝子発現量の測定を行った。
試薬として，LightCycler FastStart DNA 
MasterPLUS SYBRgreen Ⅰ（Roche）を用いた。
また，内部 controlとして 16s rRNA 遺伝子
の発現量を測定し，各遺伝子の相対定量を行
った。使用したプライマーの配列およびアニ
ーリング温度を表１に示した。 
  
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 なお，徳島大学遺伝子組換え実験安全管理
委員会主催による安全取扱講習会を受講し，
法令および学内規則を遵守する旨の誓約書
を提出しており，本研究内容に関しても安全
管理委員会の承認のもと実施した。 
 
 
４．研究成果 

 
(1) 走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）によるバイ

オフィルム表層の観察 
 
親株および scrA 遺伝子改変株が象牙質板

上に形成したバイオフィルム表層のＳＥＭ
像を図１に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

親株では，グリコカリックス様構造が密で
細かな網状を呈したのに対し，scrA遺伝子改
変株のそれは粗であった。 
この結果より，scrA 遺伝子がバイオフィル

ム表層の構造に関与していることが示唆さ
れた。 
 
(2) リアルタイム PCR法によるバイオフィル
ム関連遺伝子の発現解析 
 
バイオフィルムの構成成分であるグルカ

ンの合成に関与する gtfB，gtfC および gtfD
遺伝子と，グルカン分解に関与する dexA 遺
伝子の発現量を測定し，比較検討した。 
対数増殖期の scrA遺伝子改変株の mRNA発

現量を親株と比較したところ，gtfB遺伝子は
親株の約 54％，gtfD 遺伝子は親株の約 36％
まで減少した（図２Ａ）。定常期の改変株に
おいては gtfB，gtfC 遺伝子の発現量が大き
く減少し，親株の約 15～25％となり，gtfD
遺伝子においても約 61％まで減少した（図２
Ｂ）。また，５％スクロース存在下で培養し
た定常期の菌において，dexA 遺伝子の発現量
が約 16％に減少した（図２Ｃ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

この結果より，scrA 遺伝子がグルカンの合
成に関与している可能性が示唆された。 
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