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研究成果の概要（和文）：代表的な齲蝕原性菌の1つであるStreptococcus sobrinusは非常に高い非水溶性グル
カン合成能を持つ。この能力はこの菌が齲蝕を誘発する上で特に重要である。今回、この菌の非水溶性グルカン
合成酵素をコードするgtfI遺伝子に注目し、実際に口腔内から分離したS. sobrinusについてgtfI遺伝子の変異
と非水溶性グルカン合成能との対応を検討した。その結果、gtfI遺伝子の3'末端側にあるデキストラン結合部位
で比較的多くのミスセンス変異が見られ、またその中の1つの変異をもつ菌株で特に高い非水溶性グルカン合成
能が認められた。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus sobrinus possesses a high ability to produce water-insoluble 
glucan (WIG), that contributes to accumulation on tooth surface and subsequent dental caries. This 
bacterium produces GtfI enzyme coded by gtfI gene that synthesizes WIG. We analyzed the association 
between WIG synthesis by clinical isolates of S. sobrinus and variation in the base sequence of gtfI
 gene. Relatively large numbers of missense mutations were observed in dextran-binding domain that 
is located in 3' end side of gtfI gene. We found that an isolate of S. sobrinus with one of the 
missense mutations in the dextran-binding domain showed particularly high WIG synthesis ability.

研究分野： 予防歯科学

キーワード： 歯学　ミュータンスレンサ球菌　齲蝕

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 臨床の場において、Streptococcus mutans

や Streptococcus sobrinusが口腔内にそれほ

ど存在していないにも関わらず、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 や S. sobrinus の

菌数は少ないが、存在しているこれらの菌株

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。我々はこの仮説に基づいて、

まず S. mutans の臨床分離株について、強い

齲蝕原性を持つ菌株かどうか判定する遺伝

子検査法を開発した。この検査法は、S. 

mutans の非水溶性グルカン合成能と有意な

関連を示している。 

 S. mutans や S. sobrinus のグルカンを合

成する能力は、菌株によってばらつきが大き

く、従って同じ S. mutans 同士または S. 

sobrinus 同士であっても、菌株により齲蝕原

性に差があると言える。S. sobrinus はグルカ

ン合成酵素として、非水溶性グルカンを合成

する GtfI と水溶性グルカンを合成する 3 種

類の酵素を持ち、このうち GtfI が、この菌の

齲蝕原性を考える上で特に重要である。この

GtfI 酵素をコードする gtfI 遺伝子は、

ATCC33478 株や 6715 株等、いくつかの実

験室株で塩基配列が決定されており、機能領

域もある程度推定されている。特に重要なの

が 442-450 ア ミ ノ 酸 残 基 の 触 媒 部 位

（catalytic domain）と、C 末端側 1/3 の A

リピートと C リピートからなるデキストラ

ン結合部位（glucan-binding domain）であ

り、これらの部位における遺伝子の変異は、

この酵素のグルカン合成能に大きく影響を

与えていることが予想された。 

 
 
２．研究の目的 
 これまでにS. mutansにおける非水溶性グ

ルカン合成能を判定する遺伝子検査法を開

発したが、本研究においてはもう一つの齲蝕

原性菌である S. sobrinus について、菌株毎

の齲蝕原性を判定する遺伝子検査法を開発

することを目的とした。 

 
 
 

 
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 および S. sobrinus 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 および S. sobrinus

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. sobrinus 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、

試験管を 45°の角度にして 16 時間、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

性グルカン量を、フェノール硫酸法を用いて

定量した後、HI 培地 1 ml 当たりの重量を算

出、これを S. sobrinus 菌株のグルカン合成

能とした。 

(2) gtfI 遺伝子塩基配列の決定 

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

いてゲノム DNA を抽出した。これをテンプ

レートとして、gtfI 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. sobrinus 株の gtfI 遺伝子を得た。さ

らにこれをテンプレートとし、また、gtfI 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. sobrinus

株ついて、gtfI 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。 

 

 

４．研究成果 
 小学生児童の刺激唾液から分離した S. 

sobrinus は全部で 46 株であった。これら全



ての菌株について、非水溶性グルカン合成能

を測定した。その結果、S. sobrinus 臨床分離

株の非水溶性グルカン合成能の平均±SD は、

197±113 μg/ml broth であった。また、最

もグルカン合成能が高かった菌株は 503 μ

g/ml broth、最も低かった菌株は 43.2 μg/ml 

broth と、約 10 倍の開きが見られ、菌株によ

って非水溶性グルカン合成能はばらつきが

大きいと言えた（図 1）。 
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図 1. S. sobrinus 臨床分離株の WIG 合成能 

 

 臨床分離した 46株のS. sobrinus株それぞ

れについて、gtfI 遺伝子全体の塩基配列を決

定した。gtfI 遺伝子中、非水溶性グルカン合

成能に特に影響を及ぼす領域としては、 

(1) Shine-Dalgarno 配列 

開始コドン上流に存在するリボソーム結

合部位 

(2) Signal peptide 

1-114 bp に存在する、タンパク質合成後

の細胞質内輸送に関わる領域 

(3) Catalytic domain 

1324–1350 bp に存在するスクロースを

分解し、グルコシル基転位を触媒する領

域 

(4) Glucan-binding domain 

3277–4713 bp に存在するデキストラン

結合領域 

が考えられたため、特にこれらの領域につい

て菌株間の変異の有無を探索した。 

 上記の領域中、Shine-Dalgarno 配列と

Catalytic domain については保存性が非常

に高く、46 株中で変異を認めた株は 1 株も存

在しなかった。また、Signal peptide につい

ても保存性が高く、46 株中で変異を認めたの

は 1 株のみであった。この 1 株では Signal 

peptide 領域中、アミノ酸配列の置換を生じ

るようなミスセンス変異が p.Val5Glu と

p.Leu19Ile の 2 箇所認められた。この変異株

の非水溶性グルカン合成能は 190 μg/ml 

broth であり、他の菌株とほぼ同レベルであ

ったことから、この変異は S. sobrinus の齲

蝕原性を考える上で特に重要でないことが

示唆された。 

一 方 、 3’ 末 端 側 の 約 1/3 を 占 め る

glucan-binding domain では比較的多くの変

異が認められた。glucan-binding domain は

A1～A6の AリピートとC1～C5のCリピー

トからなるが、そのうちミスセンス変異が認

められたのは、A1, A4, A5, A6 および C3, C5

であった。これらのミスセンス変異によるア

ミノ酸の置換は、それぞれ 

p.Lys1098Asn / Gln 
p.Thr1108Asn 
p.Asn1110Lys 
p.Ala1112Ser 
p.Gly1305Asp 
p.Lys1328Gln 
p.Tyr1422Cys 
p.Glu1425Lys 
p.Glu1528Lys 
p.Lys1554Gln 
p.Ile1555Val 

であり、各変異に注目した時の野生株と変異

株の非水溶性グルカン合成能は、図 2～12 の

通りであった。例えば p.Lys1098Asn / Gln

では野生株 36 株の非水溶性グルカン合成能

が 207±120μg/ml broth、Lys から Asn に

置換した変異株 9 株では 158±84μg/ml 

broth、Lys から Gln に置換した変異株 1 株

では 190μg/ml broth であり、野生株と変異

株の非水溶性グルカン合成能に統計学的有

意差は認められなかった（図 2）。同様に全て

の変異について、野生株と変異株との間で非

水溶性グルカン合成能に統計学的有意差は

認められなかったが、うち、p.Lys1554Gln

については野生株の非水溶性グルカン合成

能が平均 191μg/ml broth であったのに対し

変異株は 451μg/ml broth と、特に高い非水

溶性グルカン合成能を示していた（図 11）。 



Lys Asn Gln  
図 2. p.Lys1098Asn/Gln 各株の WIG 合成能 

 

Thr Asn  
図 3. p. Thr1108Asn 各株の WIG 合成能 

 

Asn Lys  
図 4. p.Asn1110Lys 各株の WIG 合成能 

 

Ala Ser  
図 5. p.Ala1112Ser 各株の WIG 合成能 

 

Gly Asp  
図 6. p.Gly1305Asp 各株の WIG 合成能 

 

Lys Gln  
図 7. p.Lys1328Gln 各株の WIG 合成能 

 

Tyr Cys  
図 8. p.Tyr1422Cys 各株の WIG 合成能 

 

Glu Lys  
図 9. p.Glu1425Lys 各株の WIG 合成能 

 



Glu Lys  
図 10. p.Glu1528Lys 各株の WIG 合成能 

 

Lys Gln  
図 11. p.Lys1554Gln 各株の WIG 合成能 

 

Ile Val  
図 12. p.Ile1555Val 各株の WIG 合成能 

 

以上より、S. sobrinus の gtfI 遺伝子中、

Shine-Dalgarno 配列や signal peptide、

Catalytic domain をコードする領域は非常

に保存性が高く、ミスセンス変異はほとんど

見られなかったが、gtfI 遺伝子の 3’末端側 1/3

を占める glucan-binding domainにはミスセ

ンス変異が比較的多く認められた。そのうち

p.Lys1554Gln については、野生株に比べ変

異株で高い非水溶性グルカン合成能を示し

ていた。ただこの変異株は全体の中で少数で

あり、統計学的な検討は行えなかった。 

本 研 究 に よ り 、 gtfI 遺 伝 子 中 の

glucan-binding domain における変異が S. 

sobrinus 株のグルカン合成能の高低に関与

している可能性が示唆された。 
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