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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutans は、表層に存在するグルカン合成素 (glucosyltransferase; GTF) 
から、粘着性のグルカンを合成し、グルカンを介し歯面に強固に付着する。これらGTFをコードするgtfBC遺伝子が Rec
ombinaseA (RecA)の過剰発現によってリコンビネーションを生じることが明らかとなったため、本研究では、はじめに
リコンビナントRecAを作製し、リコンビネーション株を人工的に作製した。さらにrRecAがGTFのプロモーター部分に結
合することを明らかとした。本研究の結果は、rRecAを用いた齲蝕抑制物質の開発が可能であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans produces glucosyltransferases (GTFs), with recombinase A 
(RecA) is required for homologous recombination. Previously, we isolated several S. mutans strains with a 
smooth colony morphology, which also demonstrated characteristics thought to be derived from GTFBC 
fusion. As for their biological characteristics, biofilm formation was reduced as compared to strains 
with no fusion. In this study, we artificially produced GTFBC fusion strains by adding recombinant RecA 
(rRecA), which showed low cariogenic properties. Also, gel-shift assay results indicated that rRecA may 
bind to the promoter sequences of gtfB and C, encoding GTFB and C. However, gtfB expression was increased 
when the rRecA was added to growing cells. We speculate that RecA has two functions with gtf genes, 
though further investigation is needed. RecA may have important roles in gtf expression related to 
biofilm formation, which may lead to development of a substrate to prevent dental caries.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
Streptococcus mutans は、口腔内のバイオ
フィルム形成において重要な菌であり、表層
に 存 在 す る グ ル カ ン 合 成 酵 素 
(Glucosyltransferase: GTF) から、粘着性グ
ルカンを合成する。一方、RecA は遺伝子の
リコンビネーションを起こすタンパクとし
て報告されていたが、過剰な RecAを培養液
中に添加した場合、コロニー形態が通常のラ
フ型からスムース型に変化したものが出現
する頻度が高くなることが明らかとなった。
この現象は、GTFBと GTFCをコードする遺
伝子がリコンビネーションを生じることに
起因することが分かった。GTFBと GTFCは、
非常に相同性の高い遺伝子であり、相同性が
極めて高い部位において RecAタンパクによ
る相同組み換えが生じたと推測された。さら
に、これらのリコンビネーションした菌にお
いて、GTF活性が劇的に減少することも明ら
かとなった。これまで齲蝕の発生を抑制する
方法は、菌体表層タンパクによる齲蝕免疫の
研究が長年行われているが、実用化に至って
はいない。また、これらの方法は、表層タン
パクの活性を阻害することを目標としてい
るが、粘膜免疫による抗体の産生が可能とは
なっていても齲蝕の発生自体を抑制するに
は至っていない。そのため、RecA タンパク
によって構築した S. mutansの GTF活性抑
制株を用いたリプレイスメントセラピーと
いう新たな齲蝕抑制法の確立を考えるにい
たった。 
２．研究の目的 
（１）RecA の gtfB 遺伝子および gtfC 遺伝
子におけるリコンビネーションの発生メカ
ニズムを明らかにする。はじめに、gtf 遺伝
子のリコンビネーション部位および RecA結
合部位を特定する。 
（２）そのメカニズムを応用し、新たな齲蝕
抑制法として、RecA タンパクの口腔内投与
により、GTF活性の低い S. mutans 株を人
工的に作製し、口腔内に定着させるというリ
プレイスメントセラピーの応用について検
討することである。 
３．研究の方法 
（１）gtf遺伝子への RecAタンパクの結合
ドメインの決定 
①gtfB および gtfC 遺伝子断片の作製：gtfB
および gtfC 遺伝子はすでに全アミノ酸配列
が確定しており、既知の配列より、これら２
つの遺伝子の相同性の高い部分を抽出し、
DNA 断片を Polymerase Chain Reaction 
(PCR)法により作製する。 
②リコンビナント RecA の発現と精製：
recA 遺伝子の開始コドンから終止コドン
までを、制限酵素 BamHIと PstIの認識配
列を付加したプライマーを用いて PCR 法
にて増幅させて後、この PCR 産物をタン
パク発現用ベクターpET42a (+)の挿入し、
プラスミド pSI03を作製する。pSI03をタ
ンパク発現用大腸菌 Escherichia coli 

BL21 (DE3) 株 に 形 質 転 換 し 、
Luria-Bertani 液体培地で震盪培養し、遠
心分離を行う。得られた菌体を超音波で破
砕し、遠心分離後、上清を GST 融合タン
パク質精製用アフィニティーゲルを用いて
リコンビナント RecA タンパクを精製する。 
③ ゲルシフトアッセイによる gtf 遺伝子と
RecAの結合の検討：gtfBおよび gtfC遺伝子
の各プロモーター領域を PCR にて増幅し、
フラグマントを作製し、このフラグメントを
ジゴキシゲニンでラベルし、プローブを作製
する。このラベルされたプローブと精製した
リコンビナント RecA タンパクとを混和し
SDS-PAGEを行い、エレクトロブロッティン
グを行った後、メンブレンを 120℃で 30 分
間クロスリンクし、化学発光検出を行う。 
（２）リコンビナント RecAタンパクの過剰
投与によるリコンビネーション発生率の検
討：得られたリコンビナント RecAタンパク
を培養液中に添加し、S. mutans株を培養後、
Mitis-Salivarius 寒天培地に播種し、コロニ
ー形態を観察し、スムース型の出現頻度を決
定する。 
（３）mRNA発現量の測定 
①S. mutans MT8148株とスムース型を呈す
る菌株の mRNA の抽出：供試菌を波長 600 
nm が 0.7 になるように Todd Hewitt 液体
培地にて培養後、遠心により菌体を回収する。
菌体は diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理
水で懸濁し、Trizol を添加した後、菌体破砕
器を用いて破砕後、遠心し、上清中のmRNA 
をイソプロピルアルコールを用いて沈殿さ
せる。ペレットを乾燥させ、DEPC 処理水に
懸濁し、濃度を測定する。さらに DNA の混
入を防ぐために DNase 処理を行う。 
②Reverse Transcription-Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR) による cDNA の
定量：記で抽出した mRNA を鋳型として、
逆転写酵素により cDNA を合成する。その
cDNAを鋳型として、ターゲット遺伝子の発
現を定量する。 
（４）スムース型を呈する菌株バイオフィル
ム形性能の検討 
マイクロタイタープレートを用いて液体培
地で供試菌を 2日間、嫌気下で培養後、クリ
スタルバイオレットで染色し、マイクロプレ
ートリーダにより吸光度を測定することに
より評価する。 
４．研究成果 
gtfB と gtfC遺伝子の各プロモーター領域を
PCR法にて増幅し、このフラグメントをジゴ
キシゲニンでラベルし、プローブを作製した。
一方、タンパク発現用ベクターpET42a (+)
を用いて GST 融合リコンビナント RecA タ
ンパクを作製した。クマシー染色によりその
大きさを確認したところ、約 75 kDaであっ
た。これらを用いてゲルシフトアッセイによ
り、DNA-タンパク間の結合を検討した。リ
コンビナント RecAタンパクの濃度を調整し、
プローブと反応させた後、電気泳動を行った。



rRecA の濃度が高くなるにつれ電気泳動で
の移動距離は短くなったため、これら２つが
結合していることが明らかとなった。これら
の反応は、GTFBおよび GTFCともにプロモ
ーター領域で認められた。この結果は、GTFB
および GTFC のプロモーター領域に rRecA
が結合し、リコンビネーションを起こすこと
を示している。 
 さらにリコンビナント RecAを液体培地中
に添加し、RecA が過剰に存在する状態で菌
を培養すると、無添加の場合は、ほとんど出
現しないのと比較してスムース型のコロニ
ーの出現頻度が顕著に高くなった。RecA の
過剰状態により、人工的に gtfBと gtfCのリ
コンビネーションを起こすことが可能とな
った。さらにこの状態でリコンビネーション
を起こした菌株は、リコンビネーションを起
こしていない菌株と比較して酵素活性が低
下し、バイオフィルム形成能が極めて低かっ
た。しかしながら、過剰の RecAが存在した
場合、リコンビネーションを起こしていない
菌株のおいて、gtfB および gtfC の発現の上
昇が認められた。以上の結果から、RecAは、
gtfB、gtfC遺伝子への結合はその結合ドメイ
ンの違いにより、gtfB、gtfC遺伝子のリコン
ビネーションと発現促進の２つの作用を持
つ可能性が示唆された。そのため、今後はこ
れらの２つの結合ドメインを特定すること
が必要と思われる。 
 本研究の成果は、S. mutansの GTFを変
化させることを目的とした従来の齲蝕免疫
や抗菌物質の開発などとは違った齲蝕の抑
制法の確立に貴重な知見であると思われる。
この抑制法が確立された場合、口腔内細菌叢
の変化などがなく、抗菌物質を用いた際の菌
交代現象が起きる可能性がないことも利点
として挙げられ、新たな齲蝕抑制方法として
有効であると考えられる。 
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