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研究成果の概要（和文）：口腔連鎖球菌についてフッ化物耐性遺伝子（eriCとcrcB）の分布を調べた。相同性検索の結
果、18種の口腔細菌には2種類のeriC（eriC1とeriC2）と2種類のcrcB（crcB1とcrcB2）が存在し、これらの分布型によ
って口腔連鎖球菌は3つに分けられた。グループ1にはeriC1のみ、グループ2にはeriC1とeriC2、グループ3にはeriC2、
crcB1とcrcB2が存在した。グループ1と2に属する口腔連鎖球菌ではeriC1が、グループ3ではcrcB1とcrcB2がフッ化物耐
性に関わっていた。口腔連鎖球菌のフッ化物耐性にはeriC1かcrcBのどちらかが関与していた。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that eriC and crcB were involved in the bacterial fluoride 
resistance. Blast research demonstrated that two kinds of eriCs (eriC1 and eriC2) and two kinds of crcBs 
(crcB1 and crcB2) existed in 18 oral streptococci. They were divided into three groups on the basis of 
the distribution of these four genes: group I, only eriC1; group II, eriC1 & eriC2; group III, eriC2, 
crcB1, & crcB2. Group I consisted of Streptococcus mutans, and one of two eriC1s dominantly affected the 
fluoride resistance. Group II consisted of 8 species, and eriC1 was involved in fluoride resistance, but 
eriC2 was not, in Streptococcus anginosus as a representative species. Group III consisted of 9 species, 
and both crcB1 and crcB2 were indispensable for the fluoride resistance, but eriC2 was not, in 
Streptococcus sanguinis as a representative species. Base on these results, either EriC1 or CrcB works 
for the fluoride resistance in oral streptococci.

研究分野： 予防歯科学

キーワード： フッ化物　口腔細菌　eriC　crcB
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１．研究開始当初の背景 
 フッ化物応用がう蝕予防に多大なる貢献を
果たしていることは周知の事実であり、我が
国においてもフッ化物応用を普及させるため
の懸命な努力が続けられてきた。その結果、
平成23年度の歯科疾患実態調査では１歳から
14歳までの63.6%の子供たちにフッ化物塗布
の経験があることが明らかとなり、また、フ
ッ化物配合歯磨剤の市場占有率及び使用者の
割合も約9割に達している。このようなう蝕予
防のためのフッ化物応用の普及により、口腔
内の細菌はフッ化物に暴露される機会が増大
し、口腔細菌の生育環境にフッ化物は大きな
影響を及ぼしている。口腔細菌はフッ化物に
より代謝活性を抑制され、静菌的な効果を受
けながらも、ある程度のフッ化物耐性を有し
ている。これまで細菌のフッ化物耐性メカニ
ズムについては全く不明であったが、最近、
細菌のフッ化物耐性にeriCやcrcBが関与して
おり、eriCの上流にはリボスイッチが存在す
ることが報告された（文献1）。一方、近年、
細菌と疾患、あるいは、細菌と健康状態との
関係を考える上で、個々の細菌に重きを置く
のではなく、フローラ全体を見ることの重要
性が叫ばれている。例えば、糖尿病あるいは
肥満と関連性の強い腸内フローラや、歯周病
と関連性のある口腔フローラなど多くの研究
成果が発表されており、目下当教室でもう蝕
と細菌叢との関連についての研究が進行中で
ある。う蝕発症と関連性の強いプラーク細菌
叢とはどういうものか、反対に、う蝕発症と
関連性の少ないプラーク細菌叢とはどういう
ものかが明らかになりつつある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、う蝕細菌ならびにその他
の口腔連鎖球菌のフッ化物耐性に関与する
遺伝子ならびにフッ化物リボスイッチの機
能を明らかにし、口腔連鎖球菌におけるフッ
化物耐性メカニズムの全容を解明すること
である。さらに、う蝕細菌のみに執着するの
ではなく、う蝕と細菌叢の関連に着目し、口
腔連鎖球菌のリボスイッチをコントロール
することにより、う蝕発症に繋がりにくい口
腔フローラへと再構築する手段を確立する
ことである。 
 
３．研究の方法 
 口腔連鎖球菌は培地として Brain heart 
infusion を使用し、37℃、5%CO2存在下で培
養した。菌の生育は、マイクロプレートリー
ダーを用いて 550 nm における吸光度を測定
した。 
 Streptococcus mutans、Streptococcus 
anginosus、Streptococcus sanguinis の変異株は
ダブルクロスオーバー法を用いて作製した。
一例として、S. mutans UA159 ΔSMU_1289 の
作製方法を図 1 に示す。 
 
 

図 1 S. mutans UA159 ΔSMU_1289 の作製 

 
 同菌種あるいは他菌種間での相補実験は
シャトルベクターを用いて図 2 に示すように
行われた。 
 
図 2 シャトルベクターを用いての相補実験 

 
４．研究成果 
(1) NCBI のデーターベースを用いて相同性
検索を行った結果、18 菌種の口腔細菌には 2
種類の eriC (eriC1 と eriC2) と 2 種類の crcB 
(crcB1 と crcB2) が存在することが分かった。 
EriC1 は先の研究（文献 1）でフッ化物耐性に
関与することが報告された Pseudomonas 
syringae EriC と 50%以上の高い相同性を示し
たのに対し、EriC2 は相同性が認められなか
った。CrcB1 と CrcB2 も同様に、先の研究（文
献 1）でフッ化物耐性に関与することが報告
された Escherichia coli K-12 の CrcB と高い相
同性を示した。図 3 に示すように、これら 4
種類の遺伝子の分布様式によって口腔連鎖
球菌は 3 つのグループに分けられることがわ
かった。グループ 1 には eriC1 のみ、グルー
プ2にはeriC1と eriC2、グループ3にはeriC2、
crcB1 と crcB2 が存在した。 
 
図 3 口腔連鎖球菌における eriC と crcB の 
   分布 



 口腔連鎖球菌は 16S ribosomal RNA の塩基
配列によって、4 つのグループ（ミュータン
スグループ、ミティスグループ、サリバリウ
スグループとアンギノーサスグループ）に分
類される（文献 2）。ミュータンスグループは
グループ 1 と 2 に、ミティスグループはグル
ープ 2 と 3 に分かれて属した。一方、サリバ
リウスグループとアンギノーサスグループ
はすべてグループ 2 に属した。 
 
(2) 上記の口腔連鎖球菌の中から 13 菌種に
ついてフッ化物耐性を測定した。その結果を
図 4 に示す。 
 
図 4 口腔連鎖球菌のフッ化物耐性 

 
 口腔連鎖球菌のフッ化物耐性能力は菌種
によって違いがあることがわかった。しかし
ながら、600 ppm NaF ですべての菌種が成育
不能となった。eriC と crcB の分布様式とフッ
化物耐性能力との間に強い関連性は認めら
れなかった。 
 
(3) グループ 1 には S. mutans のみが属し、
S. mutans UA159 には eriC1 が 2 個 
(SMU_1289 と SMU_1290) 存在した。
SMU_1289 の失活はフッ化物耐性の消失と
いう結果になったが、SMU_1290 を失活し
てもフッ化物耐性は野生株 UA159 と同様
であった。さらに、SMU_1289 と SMU_1290
の両方を失活しても、フッ化物耐性は
SMU_1289 失活株と同等であった（図 5）。
これらの結果より、S. mutans UA159 におい
てフッ化物耐性に関与しているのは
SMU_1289 のみであることがわかった。 
 
図 5  S. mutans UA159 および変異株の  
    フッ化物耐性 

 

(4) グループ 2 は 8 種類の口腔連鎖球菌で
構成され、その代表として S. anginosus 
NCTC 10707 のフッ化物耐性を調べた。S. 
anginosusには eriC1と eriC2が存在するが、
eriC2 を失活してもフッ化物耐性に変化は
なかった。一方、eriC1 の失活はフッ化物
耐性を大きく消失する結果となった（図 6）。
以上の結果より、グループ 1 と同様に、グ
ープ 2 も eriC1 がフッ化物耐性に関与して
いることがわかった。 
 
図 6  S. anginosus NCTC 10707 および 
      変異株のフッ化物耐性 

 
 
(5) グループ 3 は 9 種類の口腔連鎖球菌で
構成され、その代表としてS. sanguinis SK36
についてフッ化物耐性に関与する遺伝子を
同定した。S. sanguinis SK36 は eriC2、crcB1
と crcB2 を有するが、crcB1 失活株も crcB2
失活株もともに、フッ化物耐性を失い、両
者のフッ化物感受性は同程度であった。
crcB1/crcB2 二重変異株のフッ化物感受性
は一重変異株と変わらなかった。これらの
結果より、S. sanguinis SK36 では crcB1 と
crcB2 の両方がフッ化物耐性に関わってい
ることがわかった。一方、eriC2 を失活し
てもフッ化物耐性に変化はなかった（図 7）。 
 
図 7 S. sanguinis SK36 および変異株の 
   フッ化物耐性 

 
 
(6) 上記の結果より、口腔連鎖球菌において
は、eriC1 あるいは crcB1/B2 のどちらかがフ
ッ化物耐性に関与することが明らかになっ
た。そこで、eriC1 同士あるいは eriC1 と
crcB1/B2 との間で相補が可能かどうかを調べ
た。図 8 に示すように、S. mutans UA159 
SMU_1289/SMU_1290 二重変異株に S. 
anginosus EriC1 あるいは S. sanguinis 
CrcB1/B2 を導入したところ、変異株のフッ
化物耐性はともに回復した。さらに、S. 
anginosu eriC1 失活株への S. mutans 



SMU_1289 の導入もフッ化物耐性の回復と
いう結果になった。eriC1 同士あるいは eriC1
と crcB1/B2 との間での相補が確認された。 
 
図 8 菌種間の相補実験 

 
(7) 従来、EriC は塩化物イオンチャネルタン
パクであると考えられていた。文献 1 で 
EriC の中にフッ化物イオンタンパクとして
機能するものがあることが発見され、さらに 
フッ化物イオンチャネルタンパクには塩化
物イオンチャネルタンパクとは異なる特異
的なアミノ酸配列が存在することが示され
た。そこで、今回相同性検索の結果得られた
EriC1 について、アミノ酸配列を調べた（表 1）。
口腔細菌のすべての EriC がフッ化物イオン
チャネルタンパク特有のアミノ酸配列を有
することが分かった。本研究ではそれらすべ
ての機能を調べてはいないが、フッ化物イオ
ンチャネルタンパクである可能性が示唆さ
れた。 
 
表 1 EriC における保存されたアミノ酸配列 
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