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研究成果の概要（和文）：S. mutans の細胞膜上には、ABC 膜輸送体が多数存在していることが

報告されている。本研究では、ABC 膜輸送体をコードすると推定される SMu0835、SMu0836、

SMu0837 遺伝子の欠失変異株を S. mutans MT8148 株を親株として作製し、抗生物質の取り込み

に関する機能解析を行った。これらの遺伝子にコードされる ABC 膜輸送体は数種の抗生物質の

排出に関与していることが示唆された。また、致死量以下での抗生物質の存在下では、これら

の遺伝子の発現が上昇していた。以上の研究成果は、ABC 膜輸送タンパクが、S. mutans 抗生

物質の排出に関与していることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Among the large number of transporters possessed by Streptococcus 
mutans, ATP-binding cassette (ABC) transporters have multiple functions related to sugar 
metabolism and are considered to be promising targets for antimicrobial strategies. In 
the present study, S. mutans isogenic mutant strains with inactivation of the SMu0835, 
SMu0836, and SMu0837 genes encoding ABC transporters showed high susceptibility to 
several antibiotics as compared to the parental strain. In addition, the expressions of 
these genes were elevated when S. mutans strain MT8148 was cultured with sublethal 
concentrations of those antibiotics. Our results suggested that these genes have a strong 
relationship with the export of molecules such as antibiotics.
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１．研究開始当初の背景 

Streptococcus mutans はう蝕の主要な病

原細菌であり、口腔内のバイオフィルム形成

において重要な役割をする細菌である。この

S. mutans は、ヒト口腔内において大きな環

境の変化や外来物質の侵入といった過酷な

環境にさらされている。このため S. mutans

は、菌を取り巻く様々な環境ストレスに対応

するための様々なタンパクを保有している

と考えられている。多くの細菌は抗生物質や

他の薬物などの侵入に対して、ターゲット分

子の不活化や細胞侵入の阻害、排出など様々

なメカニズムを発展させ、生育してきたこと

が知られている。細菌の細胞膜上には、必要

な栄養素を取り込み、不要なものを排出する

膜輸送体が多数存在していることがこれま

でに報告されている。今回、我々は膜輸送体

のうち adenosine triphosphate (ATP) を加

水分解することにより得るエネルギーを用

いて選択的に物質を細胞膜に透過させる 

ABC 膜輸送体の１つをコードすると推定さ

れている遺伝子 SMu0835、SMu0836、SMu0837

について機能解析を行うこととした。 

２．研究の目的 

S. mutans がヒト口腔内において大きな環

境の変化や外来物質の侵入といった過酷な

環境下でそのストレスから回避する手法を

解明することで、S. mutans の病原性を考察

する上で重要な示唆を与え、グラム陽性細菌

の薬剤耐性における ABC 膜輸送タンパクの

関与を明らかにすることを目的とした。 

3．研究の方法 

⑴遺伝子欠失変異株の作製 

 日本人小児口腔より分離した S. mutans 

MT8148 株の SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺

伝子の中央付近にエリスロマイシン耐性遺

伝子を挿入することで SMu0835 遺伝子を欠

失させた。 

⑵抗菌物質に対する感受性 

Todd-Hewitt(TH) 液体培地にて一晩培養

した供試菌を、抗菌物質非添加の TH 液体培

地および各種抗菌物質（テトラサイクリン、

カナマイシン、トリクロサン、ペニシリン、

クロルへキシジン、クロラムフェニコール）

を各濃度で添加した TH 液体培地で培養し、

18時間培養後に濁度を 550 nm にて測定した。

⑶テトラサイクリン添加による SMu0835、

SMu0836、SMu0837 遺伝子 の発現量の解析 

テトラサイクリンを対数増殖期で増殖が

阻害されないと考えられる濃度で添加した 

TH 液体培地に S. mutans MT8148 を播種し、

対数増殖期まで培養し、菌体を回収し RNA 

抽出を行った。RNA を DNase した後これを

もとに cDNA を作製した。作製した cDNA を

もとに SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺伝子の

発現を解析した。

⑷蛍光プローブによる細部膜輸送の解析

細胞質の脂質 2重層に取り込まれる蛍光物

質をプローブとして各供試菌を培養し菌体内

の蛍光プローブの残留量を測定し、その菌体

間の差を比較することで、ターゲット遺伝子

のコードする ABC 膜輸送体の細胞膜輸送に

おける役割を調べた。 

⑸バイオフィルム形成能の検討 

 TH 液体培地中で培養した各供試菌を

0.1％スクロース含有 TH 液体培地を入れた

100ml/well のマイクロタイタープレートに

1/100 量播種して 2日間培養を行い、クリス

タルバイオレットによりプレート底面に付

着している菌体を染色し、吸光度を測定した。 

⑹S. mutans のシグナル伝達システムとなる

comC 遺伝子と SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺



伝子の関連 

 MT8148 株と comC 遺伝子欠失株を TH 液体

培地に播種し、対数増殖期まで培養し、菌体

を回収し RNA 抽出を行った。その後⑶と同

様の方法で SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺伝

子の発現の解析を行った。 

⑺ comC 遺伝子が産生する CSP(competence 

stimulating peptide)と SMu0835、SMu0836、

SMu0837 遺伝子の関連 

MT8148 株を CSP 非添加および添加 TH 液

体培地に播種し、対数増殖期まで培養し、菌

体を回収し RNA 抽出を行った。その後⑶と

同様の方法で SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺

伝子の発現の解析を行った。

４．研究成果 

⑴抗菌物質に対する感受性 

テトラサイクリン、カナマイシン、トリク

ロサン添加培地においては、各遺伝子欠失変

異株において濁度が MT8148 株と比較して低

く、感受性の増加が認められた。また、クロ

ラムフェニコールにおいては濁度の増加が

認められ、ペニシリン、クロルヘキシジン、

H2O2 においては感受性に変化は認められな

かったことから、SMu0835、SMu0836、SMu0837

遺伝子がコードする ABC 膜輸送体は抗生物

質の輸送に選択的に関与している可能性が

示唆された。 

⑵テトラサイクリン添加による SMu0835、

SMu0836、SMu0837 遺伝子 の発現量の解析 

 テトラサイクリンを添加して培養すると、

各遺伝子の発現の上昇を認めたことから、抗

生物質のストレスに反応して遺伝子の発現が

変化した可能性が示唆された。 

⑶蛍光プローブによる細部膜輸送の解析

 各遺伝子欠失変異株は、MT8148 株と比較

して蛍光偏光度が減少しており、SMu0835、

SMu0836、SMu0837 遺伝子は物質の排出に関

与している可能性が示唆された。 

⑷バイオフィルム形成能の検討 

 MT8148 株と比較し、各遺伝子欠失変異株に

おいてバイオフィルム形成能が低下してい

た。 

⑸S. mutans のシグナル伝達システムとなる

comC 遺伝子と SMu0835、SMu0836、SMu0837 遺

伝子の関連 

comC 遺伝子欠失変異株において SMu0835、

SMu0836、SMu0837 遺伝子の発現量が増加し

ていたこと、CSP 添加で各遺伝子の発現量が

低下していたことから、この ABC 膜輸送体

は CSP により発現が抑制されている可能性

が示唆された。 

以上のことから、口腔内においてう蝕の主要

な病原細菌である S. mutans は様々なスト

レスにさらされているが、今回の実験により

そのストレスに対し応答し、生存に寄与する

メカニズムの一部が解明できた。 
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