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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutansの齲蝕原性として、非水溶性グルカン合成能に注目し、小学生の刺激
唾液から分離したS. mutans株について、非水溶性グルカンを合成するgtfB遺伝子の塩基配列を決定した。この塩基配
列と非水溶性グルカン合成能との関連性を検討したところ、GtfB酵素のC末端側に存在する直列反復単位中、33番目の
アミノ酸がGlyからSerに置換するような変異を持ったS. mutans株において非水溶性グルカン合成能が有意に上昇し、
またフッ化物洗口を実施している小学校児童において、この変異が1年間の齲蝕の増加に有意に関連していることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：An important virulence factor of S. mutans is a glucosyltransferase synthesizing w
ater-insoluble glucan (WIG) from sucrose. We performed sequencing of the gtfB gene of S. mutans isolates d
erived from primary school students.
GtfB coded by gtfB gene possess two functional domain. The carboxyl-terminal portion of GtfB is called the
 glucan binding domain and is coded by the direct repeating units. The results of this study indicated tha
t the substitution of 33rd amino acid Gly to Ser in the repeating unit is associated with WIG synthesis by
 S. mutans. And we revealed that the p.G33S substitution is associated with caries development in 1 year i
n the students using a fluoride mouth rinse.
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１．研究開始当初の背景 

Streptococcus mutans は齲蝕の主な原因

菌であるが、この菌が口腔内にそれほど存在

していないにもかかわらず、齲蝕が発症する

児童に遭遇することがある。こうした児童に

おいては、S. mutans の菌数は少ないが、存

在する S. mutans 株が、特に齲蝕を誘発する

能力の高い菌株である可能性がある。 

S. mutans は非水溶性グルカンを合成して

歯面に固着する能力を持っており、これは S. 

mutans の齲蝕原性を考える上で非常に重要

な性質である。S. mutans はグルカン合成酵

素として GtfB, GtfC, GtfD を持っており、こ

のうち GtfB は非水溶性グルカンを合成する

酵素であるためS. mutansの齲蝕原性を考え

る上で特に重要な酵素である。 

 非水溶性グルカン合成酵素 GtfB が機能す

る上で重要な領域はこれまでにある程度特

定されている。Chia らは、GtfB の 409-427

および 446-454 アミノ酸残基が触媒部位

（catalytic domain）であることを報告して

いる。また、Giffard らは GtfB の C 末端の

3.5 個の繰り返し配列（direct repeating unit）

がデキストラン結合部位（glucan-binding 

domain）でありグルカン合成に重要な領域で

あることを、さらに Abo らは、S. sobrinus の

GtfI についてではあるが、C 末端の繰り返し

配列が、グルカン合成に必須の領域であるこ

とを報告している。 

我々はこれまでにS. mutans臨床分離株に

ついて、GtfBをコードする遺伝子であるgtfB

の塩基配列を比較し、3’末端側の通常 3.5 回

の直列反復回数が 2.5 回または 4.5 回に変異

している菌株が存在すること、また反復回数

が 2.5 回に変異している S. mutans 株は通常

の 3.5 回の反復回数の菌株に比べ、非水溶性

グルカン合成能が有意に低下していること

を見いだした。 

またこの反復配列の上流と下流の保存領

域を PCR プライマーとして用いることで、

PCR 反応により容易に反復回数を判定でき

る検査法をこれまでに開発した。 

 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、これまでに発見した gtfB

の 3’末端付近における直列反復配列の反復回

数だけでなく、他の非水溶性グルカン合成能

と関連するような変異を検索し、実際の齲蝕

活動性試験に使用できるような検査法を開

発することである。 

 
 

３．研究の方法 

小学生を対象に歯科健診を行い、齲蝕経験

歯数 DFT を記録した。また刺激唾液を採取

し、これをミュータンスレンサ球菌の選択培

地である MSB 培地に接種・培養することで、

S. mutans 臨床分離株を得た。これらの菌株

は、各種糖発酵能を確認することで、S. 

mutans であることを確認した。 

(1) 非水溶性グルカン合成能の測定 

得られた S. mutans 臨床分離株について、

Brain Heart Infusion（BHI）培地で継代培

養を行った後、Sucrose を 1%添加した Heart 

Infusion（HI）培地に菌液を 20μl 接種し、

16 時間、試験管を 45°の角度にして傾斜培

養した。その後、試験管を vortex mixer で

10 秒間撹拌し、この操作を行ってもガラス試

験管壁から剥離せずに残った基質を、粘着性

の非水溶性グルカンと見なした。この非水溶

性グルカンをフェノール硫酸法を用いて定

量した後、HI 培地 1 ml 当たりの重量として

算出、これを S. mutans 菌株のグルカン合成

能とした。 

(2) 塩基配列の決定 

小学生児童の刺激唾液から分離した S. 

mutans 臨床分離株について、BHI 培地で培

養後、DNeasy Tissue Kit（QIAGEN）を用

いて Genome DNA を抽出した。これを

template として、gtfB 遺伝子の上流と下流

の保存領域をプライマーとしたPCRを行い、

全ての S. mutans 株の gtfB 遺伝子を得た。

これを template とし、また、gtfB 遺伝子内

の複数の保存領域をプライマーとしてシー

クエンシングを行い、得られた塩基配列を再

構成することで、全てのS. mutans株ついて、

gtfB 遺伝子全体の塩基配列を決定した。 

シークエンシング反応は、マクロジェンジャ

パンにて行われた。 



 1 年後、再び歯科健診を行い、1 年間の齲

蝕増加歯数 dDFT を算出した。 

 
 

４．研究成果 

小学生児童から臨床分離したS. mutans株

について、非水溶性グルカン合成能の測定を

行った。また、以前の研究で分離した S. 

mutans 株について、非水溶性グルカン合成

酵素をコードしている gtfB 遺伝子の塩基配

列を決定し、遺伝子の株間に見られる変異と

非水溶性グルカン合成能の関係について検

討を行った。 

以前、gtfB 遺伝子中の catalytic domain

をコードする領域における変異を解析した

が、アミノ酸を置換するようなミスセンス変

異は見つからなかった。今回、さらに S. 

mutans 株を増やして解析を行ったが、やは

りこの部位は保存性が非常に高く、全ての株

でアミノ酸配列は共通であった。 

また以前、gtfB 遺伝子の 3'末端側における

direct repeat で、菌株によって通常 3.5 回の

繰り返し回数に変化が見られ、特に 2.5 回に

減少している菌株で非水溶性グルカン合成

能が低下していることを報告した。今回の分

析で新たに、direct repeat を構成している反

復単位中、33 番目のアミノ酸である Gly を

Ser に置換するような変異を持つ菌株で、非

水溶性グルカン合成能が上昇していること

を発見した（133.0±42.2μg/ml broth vs. 

75.1 ± 39.1 μ g/ml broth; p=0.002; 

Mann-Whitney’s U test）。 

 
 

また、小学生児童の保有している S. 

mutans 株の非水溶性グルカン合成能と 1 年

間のう蝕増加歯数との関連性について検討

を行った。その結果、フッ化物洗口を行って

いない児童集団では、S. mutans の保有の有

無と齲蝕の罹患・増加と関連性が比較的認め

られるのに対し、フッ化物洗口を行い齲蝕の

発生が減少している児童集団では、S. 

mutans の保有の有無と齲蝕増加歯数との関

連性は低下しており、むしろ保有している S. 

mutans 株の非水溶性グルカン合成能の強弱

の方が、1 年後のう蝕増加と強い関連性を示

すことが明らかになった。 

また GtfB C 末端側の direct repeat を構成

している反復単位中、33 番目のアミノ酸であ

る Gly を Ser に置換するような gtfB の変異

の有無と齲蝕の発生との関連性を検討した。

すなわち、フッ化物洗口実施小学校児童

（F(+)児童）44 名とフッ化物洗口未実施小

学校児童（F(-）児童）55 名の計 99 名（8

～10 歳）を対象として、口腔内に保有する

S. mutans 株 gtfB の direct repeat におけ

る塩基配列を決定し、上記変異の有無と 1

年間の齲蝕増加歯数との関連性を検討した。

その結果、99 名の児童中、S. mutans を保

有していたのは F(+)児童で 35 名（79.5%）、

F(-)児童で 49 名（89.1%）であり、更に保

有する S. mutans が p.G33S 株である児童

は F(+)児童で 7 名（20.0%）、F(-)児童で 3

名（6.1%）であった。S. mutans 保有児童

について、p.G33S 株保有者と非 p.G33S

株保有者の dDFT を比較すると、F(+)児童

ではそれぞれ 0.86±1.46 vs. 0.00±0.00

（p=0.0053）、F(-)児童ではそれぞれ 0.33

±0.58 vs. 0.80±1.34（p=0.748）であり、

特に F(+)児童において、p.G33S 株保有児

童は非 p.G33S 株保有児童に比べ、1 年間

の齲蝕増加歯数が有意に多かった。 
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以上の結果から、特にフッ化物洗口実施

児童において、口腔内に存在している S. 

mutans が p.G33S 株であることは、齲蝕

の増加と関連していることが示唆された。 
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