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研究成果の概要（和文）：これまでに市販納豆の可溶性抽出液にう蝕原性Streptococcus mutansのバイオフィル
ム形成抑制効果を明らかにしている。36種市販納豆を対象として評価した結果、バイオフィルム抑制効果はプロ
テアーゼ活性と相関性が認められた。抑制因子を精製した結果、セリン型プロテアーゼであるナットウキナーゼ
の特徴と良く類似した。これはS. mutansのバイオフィルム形成に必須である非水溶性グルカン合成阻害が原因
であることが明らかとなった。ナットウキナーゼは歯の脱灰の臨界pHである5.0付近においても比較的活性を維
持しており、応用的にも利用可能であるものと期待された。

研究成果の概要（英文）： Natto made from soybeans cultured with Bacillus subtilis natto contains an 
abundance of proteolytic enzymes. In this study, we investigated the correlation between the 
protease activity of extracts from 36 commercially available natto products and the inhibition of 
biofilm formation. The biofilm inhibitory effect was found to correlate with the level of protease 
activity in the natto extracts, without reducing the viable cell numbers. The natto extract markedly
 inhibited the production of a water-insoluble glucan by Streptococcus mutans, which is the main 
agent involved in the formation of biofilm by cariogenic streptococci. The characteristics of the 
protease present in the extract were similar to those of nattokinase. Our results indicate that the 
protease activity exhibited by extracts of the Japanese fermented food natto reduces the risk of 
caries by inhibiting biofilm formation.

研究分野： 応用微生物
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１．研究開始当初の背景 
う蝕とは口腔内細菌の代謝産物である酸
により歯のエナメル質が脱灰することで
生じる口腔疾患の１つであり、世界で最
も罹患率が高い細菌感染症の１つである。
乳 酸菌に 分 類 さ れ る Streptococcus 
mutans は酸生産性・酸耐性に優れ、付
着能とバイオフィルム(界面上に形成さ
れる微生物塊) の形成能が高いため主要
なう蝕原因菌である。従来より抗う蝕剤
として種々の殺菌剤が使用されてきたが、
日和見菌に対して免疫能を有する常在菌
への影響や耐性菌の出現など必ずしも望
ましいものではなく、バイオフィルム形
成を制御することが重要であるとの認識
が一般的である。S. mutans のバイオフ
ィルム形成には、スクロースを基質とし
た非水溶性グルカンの合成が必須であり、
これを標的としたう蝕予防研究が古くよ
り行われてきた。特に茶葉由来のポリフ
ェノール類、カテキン類等はグルカン合
成に必須であるグルコシルトランスフェ
ラーゼを阻害し(引用文献①)、抗う蝕剤
として実用化されている。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに納豆破砕液、および
納豆菌培養ろ液にう蝕原性 S. mutans の
バイオフィルム形成阻害効果を有するこ
とを明らかにしている。う蝕の誘発と本
菌によるバイオフィルム形成とは密接に
関連することから、本活性物質はう蝕予
防剤として応用利用可能になるものと期
待される。国内外を問わずこれまでに納
豆中に含まれる抗う蝕剤に関する報告例
はない。そこで本研究では、納豆に含ま
れるバイオフィルム抑制物質の同定と作
用機序の解明を行う。さらに口腔内環境
を模したモデル系での抑制効果について
評価し、応用化へ向けた基礎的知見の集
積を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 納豆抽出液の作成と成分分析 
市販納豆 36 種類を対象とした。蒸留水に
納豆を 10%となるよう添加し、ストマッ
キングの後に、吸引ろ過フィルターによ
り除菌を行った。糖量の測定には F-kit
を使用した。タンパク質濃度は BCA 
protein assay kit を使用した。 
 
(2)プロテアーゼ活性測定 
アゾカゼインを基質として 37℃条件下
にて評価した。ここでは 1U は 1 分当た
りに A440 を 0.01 変化させる量と定義し
た。 
 
(3) バイオフィルム形成評価 
供試菌株は S. mutans ゲノム株 UA159
株、およびヒト口腔分離株を使用した。

スクロースを含む TSB 培地を使用し、マ
イクロタイタープレートにて 37℃、20
時間、5％CO2条件下にて培養後、底部に
付着した細胞をサフラニンにて染色を行
った。エタノールにて色素抽出後の被色
量にてバイオフィルム形成量を評価した。
各種納豆抽出液は、10～50%になるよう
添加した。必要に応じて、ヒドロキシア
パタイトディスクや人工唾液を加えて評
価した。 
 
(4) 殺菌効果の検討 
被験菌として、S. mutans を含む一般口
腔常在Streptococci 8種類を対象とした。
BHI 寒天培地上に被験菌を塗布し、そこ
に納豆抽出液を 5 µl 塗布した。バイオフ
ィルム形成量の評価と同様の条件にて培
養し、スポット周囲のハローの有無によ
り殺菌効果を評価した。 
 
 
(5) ザイモグラフィー 
納豆抽出液を 80%硫酸アンモニウムで精
製後の画分について、カゼインを含むア
クリルアミドゲルにて電気泳動を行い、
活性バンドの確認を行った。 
 
(6) 非水溶性グルカンの測定 
付着細胞を洗浄し、残存した細胞を
NaOH にて処理したものを試料とした。
グルカン量はフェノール硫酸法を用い、
グルコース相当量として評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 市販納豆抽出液のバイオフィルム抑
制効果 
市販納豆 36 種類を対象として、可溶性画
分中のバイオフィルム形成抑制効果を評
価した。試料間で抑制効果は異なるもの
の、多くの試料で抑制効果が確認された。
一方、いずれの納豆抽出液についても加
熱処理 (90℃, 15 min)することで抑制効
果が消失した。ヒト口腔内を想定した唾
液およびヒドロキシアパタイトディスク
存在下でも同様の効果が認められた。 
納豆にはジピコリン酸やペプチドなど抗
菌性を有する報告がある。本研究で用い
た濃度域では S. mutans 並びに近縁する
Streptococci に対する抗菌性は認められ
なかった。このことから、納豆抽出液は、
S. mutans のバイオフィルム形成を特異
的に阻害することが示唆された。 
 
(2) 納豆抽出液の特徴 
各納豆抽出液の pH は 6.0 程度であり、
バイオフィルム抑制効果との関連は認め
られなかった。フルクトース量は試料間
で差異が認められたが、バイオフィルム
形成抑制効果との関連は見られなかった。
グルコース、スクロースについてはいず



れの試料においてもごくわずかしか検出
されなかった。 
プロテアーゼ活性は 36 種の抽出液間で
大きな差異が認められ、0.4 U から 2.0 U
の範囲内であった。納豆抽出液中のプロ
テアーゼ活性と抑制効果に相関が認めら
れた (R2=0.81)。 
 
(3) 抑制因子の同定 
納豆抽出液中のバイオフィルム抑制効果
は、プロテアーゼインヒビターPMSF 1.0 
µM 濃度で完全に阻害されたが、TPCK
と Leupeptin では抑制効果に影響が見ら
れなかった。 
納豆抽出液よりバイオフィルム抑制画分
を抽出・精製し、ザイモグラフィーにて
確認した結果、30 KDa 付近に活性が認
められた。納豆中にはセリン型プロテア
ーゼであるナットウキナーゼが含まれる
が、本研究で明らかとなった抑制因子は
ナットウキナーゼの特徴と良く類似した。 
市販のナットウキナーゼにも同様のバイ
オフィルム抑制効果が認められており
(引用文献②)、納豆中においても同様の
効果があるものと考えられた。 
 
(4) 抑制メカニズム解析 
S. mutans のバイオフィルム形成にはス
クロースを基質として不溶性グルカン合
成に密接に関連する (引用文献③)。そこ
で納豆抽出液存在下での不溶性グルカン
の定量を行った。その結果、納豆抽出液
の濃度依存的にグルカン量の低下が認め
られた。また、グルカンを蛍光染色によ
り可視化した結果からもこれを支持する
結果が得られた。以上のことより、納豆
抽出液はグルカン合成能を阻害すること
でバイオフィルム形成を抑制するものと
考えられた。 
 
(5) う蝕予防剤としての可能性について 
う蝕予防剤として応用利用に際して、口
腔環境においてバイオフィルム抑制効果
を有するのかが重要な課題である。そこ
で本研究では、口腔内環境を再現するた
め、pH の変化、まただ液の存在下での
ナットウキナーゼのプロテアーゼ活性を
評価した。その結果、ナットウキナーゼ
は他の 15 種類のプロテアーゼに比べ酸
性条件下においても比較的活性を維持す
ることが明らかとなった。また、唾液存
在下においても活性に影響しないことが
確認された。このことから、ナットウキ
ナーゼはう蝕予防剤として利用可能性が
示された。 
 
(6) 考察・まとめ 
本研究では、市販納豆よりう蝕原性細菌
のバイオフィルム抑制効果の確認と抑制
因子の同定を行った結果、プロテアーゼ

が抑制に関わることを明らかにした。一
方で、納豆発酵過程では様々な成分の消
長があるものと予想され、発酵段階によ
っては新たな抑制因子の存在も考えられ
る。 
我々は納豆製造のスターターである納豆
菌、およびその近縁種である枯草菌の培
養ろ液を対象として抑制因子の探索を行
った結果、ヌクレーゼが当該因子である
ことが示唆された。バイオフィルムは一
般に菌体に加え、菌体外多糖、菌体外タ
ンパク質、菌体外 DNA などをマトリッ
クス構成成分としており、S. mutans に
おいても同様である。よってヌクレアー
ゼは菌体外マトリックス分解によりバイ
オフィルム形成を抑制するものと推測さ
れる。 
納豆抽出液にはバイオフィルム形成抑制
効果が認められたが、一方で原料大豆の
抽出液にはバイオフィルム形成促進効果
が認められた。この事実は、抗う蝕剤と
しての利用に際し、大きな問題となる。
促進因子は加熱処理後も活性を維持する
ことが明らかとなった。今後は促進因子
の同定、および発酵過程での消長を明ら
かにする必要がある。 
S. mutans の非水溶性グルカン合成には
糖転移酵素であるグルコシルトランスフ
ェラーゼの活性が重要である。本研究結
果より、納豆抽出液およびナットウキナ
ーゼの存在により非水溶性グルカン合成
量が著しく低下することが明らかになっ
たことから、グルコシルトランスフェラ
ーゼ活性が抑制されたものと考えられた。
今後は S. mutans よりグルコシルトラン
スフェラーゼを精製し、ナットウキナー
ゼ存在下での活性測定に加え、転写レベ
ルでの評価も行う予定である。 
納豆抽出液は形成されたバイオフィルム
分解効果はわずかであった。このことか
ら、バイオフィルム形成抑制剤としての
利用が考えられる。一方、応用利用に際
し、口腔内で一定期間効果を持続させる
方法など、いくつか課題も残されている。
今後は更に応用利用性について解析が必
要であると考えられる。 
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