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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutans のバイオフィルム形成において、口腔内の環境に適応するためにシ
グナル伝達システムが存在し、そのシステム中で膜タンパクが機能している。本研究では、栄養素であるアンモニウム
イオンの取り込みについて検討した。Bacillus subtilis のアンモニウム輸送体をコードする nrgA 遺伝子と相同性が
高い遺伝子 SMu1510 を抽出、その欠失変異株を作成し検討した。アンモニウムイオン存在下において欠失変異株は増
殖能およびバイオフィルム形成が低下していたことから、SMu1510 は膜輸送に関与し、シグナル伝達システム関連遺伝
子であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans metabolizes carbohydrates for adherence to and formation of b
iofilm on tooth surfaces, which allows the pathogen to tolerate rapid and frequent environmental fluctuati
ons, such as nutrient availability, aerobic-to-anaerobic transitions, and pH changes. Investigation of amm
onium transporters is important, as they play crucial roles in the uptake of nutrients by S. mutans in bio
film. The present study focused on characterizing the SMu1510 gene corresponding to nrgA in S. mutans, whi
ch is homologous to the ammonium transporter gene in Bacillus subtilis. The growth rate of an nrgA-deficie
nt mutant strain (NRGD) was lower than that of the parental strain in the presence of ammonium. In additio
n, confocal laser scanning microscopy revealed that the structure of biofilm formed by NRGD was drasticall
y different as compared to formed by the parental strain. These results suggest that the nrgA gene in S. m
utans is essential for export of molecules and biofilm formation. 
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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。齲
蝕原性細菌 Streptococcus mutans は口腔内
の過酷な環境の変化の中で生育し、バイオフ
ィルムを形成し続けることができる。これは
環境変化の情報をシグナルとして細胞内に
伝達し、新たな環境に対応するために必要な
遺伝子の発現を促進するシステムと考えら
れている。このシステムの中で膜タンパクが
重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
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
膜タンパクをコードする遺伝子を他の菌と
の相同性により抽出 
 
(2) 抽出した膜タンパクをコードする遺伝子
の機能解析 
 
(3) 口腔バイオフィルム形成における膜タン
パクの役割 
 
(4) 膜タンパクをコードする遺伝子の発現調
節遺伝子の発見 
 
３．研究の方法 
(1)	
 膜輸送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、膜輸送に関連する
と考えられる遺伝子を抽出する。	
 
	
 
(2)	
 膜タンパクをコードする遺伝子の欠失
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)	
 抗生物質取り込み試験	
 
蛍光プローブを用いて、抗生物質の輸送状態
を調べる。蛍光プローブを添加した培地で供
試菌を培養した後、菌体を分離、洗浄した後、
蛍光プローブの偏光度を測定することによ
り分析する。	
 
	
 
(4)	
 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。	
 
	
 
(5)	
 酸性状態や抗生物質存在下での膜タン
パクをコードする遺伝子の mRNAの発現量
の変化を調べることにより、ストレス状態で
の膜タンパクの役割を検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 

Streptococcus mutans のバイオフィルム形
成において、口腔内の環境に適応するために

シグナル伝達システムが存在し、そのシステ

ム中で膜タンパクが機能している。本研究で

は、ABC transporterであるSMu0836 および 
SMu0837 を抽出し、その欠失変異株を作成
し、それらの機能について検討した。その結

果、これらの遺伝子が抗生物質の輸送に関与

していることが明らかとなった。さらに、栄

養素であるアンモニウムイオンの取り込みに

ついて検討した。Bacillus subtilis のアンモ
ニウム輸送体をコードするnrgA 遺伝子と相
同性が高い遺伝 SMu1510 を抽出、その欠失
変異株を作成し検討した。アンモニウムイオ

ン存在下において欠失変異株は増殖能および

バイオフィルム形成が低下していたことから

、SMu1510 は、アンモニウムイオンの輸送
に関与していることが明らかとなった。以上

の結果から、これらの膜タンパクがそれぞれ

特異的な物質の輸送に関与し、バイオフィル

ム形成におけるシグナル伝達システム関連遺

伝子であることが示された。 
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