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研究成果の概要：標題の「もう一つのヒトう蝕原因菌」とはレンサ球菌類のソブリヌス菌 (Ss

菌) である。ミュータンス菌(Sm 菌)でこの 30 年間に明らかにされた病原遺伝子の多くは、Ss

菌では分かっていない。そんな遺伝子の１つであったグルカン結合タンパク質 C 遺伝子 (gbpC)

とよく似た遺伝子を Ss 菌で同定した。gbpC遺伝子は、Sm 菌のグルカン依存性凝集という現象

に関与する唯一の遺伝子であり、この菌の病原性に関わるが、Ss では同様な遺伝子が予想外に

も４つ存在し、それらがそれぞれ異なった役割で Ss 菌のグルカン依存性凝集に関与していたこ

とを明らかにした。 
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(4) gbpC1, gbpC2 遺伝子 (5) グルカン結合タンパク質 (6) Streptococcus sobrinus (7)  

dblA,dblB遺伝子 (8) IS1548 
 
１．研究開始当初の背景 
Streptococcus mutans (Sm 菌)と
Streptococcus sobrinus (Ss 菌)はヒトの主
要なう蝕原因菌である。Ss 菌は Sm 菌と異な
り形質転換が出来ないため、遺伝子特異的な
変異の導入が出来ない。これが Ss 菌の遺伝
子解析が遅れている最も大きな理由であり、
これが解決されない限り Ss 菌の遺伝子解析
が将来も進まない可能性が大きく、大きな問
題である。 

一方、ハムスターから分離されたう蝕原因菌
Streptococcus criceti (Sc 菌)は、Ss 菌と
よく似た表現形質を持つことおよび、16S リ
ボソーム遺伝子塩基配列の系統解析から、Ss
菌に遺伝系統上近い関係にある。尚且つ、
1981 年の論文（Infect Immun 32:1295）で
は Sc 菌 HS6 株は形質転換が出来る株として
報告されている。そこで Ss 菌で同定された
病原因子の遺伝子を Ss 菌の代わりに Sc 菌で
失活したり、導入することにより、Sc 菌をモ
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デル細菌として、Ss 菌の遺伝子解析が出来る
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
Sm 菌で明らかにされた病原遺伝子で、Ss 菌
では分かっていなかった遺伝子として、グル
カン結合タンパク質 C 遺伝子 (gbpC)をター
ゲットとした。その理由はこれ以前の研究か
ら Ss 菌 Sc 菌共にこの gbpC遺伝子ホモログ
を保有していることを示唆する結果を得て
いたからである。また、gbpC遺伝子が関与す
るグルカン依存性凝集という現象は当初
（1970 年代後半）Ss 菌に顕著に認められる
現象であり Sm 菌では認められない現象とさ
れていた。しかし我々は、Sm 菌でも Ss 菌ほ
ど顕著ではないが認められることおよびそ
の関与遺伝子が唯一 gbpC遺伝子であること
をを報告している(Infect Immun 65:668)。 
そこで、1) この gbpC 遺伝子ホモログを Ss
菌 Sc 菌で同定することから着手した。また
この研究と並行して、2) Sc 菌の形質転換実
験を行うことにした。 
 
３．研究の方法 
1) Sm 菌の gbpC遺伝子は同菌種の株間で１塩
基多型の存在と同時に 200 塩基程の連続した
保存された領域が認められた。この保存領域
に gbpC 遺伝子ホモログの PCR 増幅における
プライマーを設計した。更にゲノムウォーキ
ングにより遺伝子全領域を同定した。2) 形
質転換法は既報の通り行った。 
 
４．研究成果 
1) Ss 菌 Sc 菌における gbpC 遺伝子ホモログ
の同定̶その 1 
gbpC 遺伝子をプローブとしたミュータンス
レンサ球菌（7 菌種）の染色体 DNA のサザン
ハイブリダイゼーション分析では、Sm 菌を除
く 6 菌種のうち、シグナルが得られたのは、
サ ル よ り 分 離 さ れ た Streptococus  
macacae(Sma 菌) のみであったというの当時
の実験結果から、Sm 菌の塩基配列のみを参考
にして設計したプライマーでは Ss 菌の同ホ
モログを増幅することは不可能と思われた

ので、シ
グナルの
得られた
Sma 菌で
まず同ホ
モログの
増幅を試
みた。そ

の結果、1854 塩基対の Sma 菌の gbpC 遺伝子
ホモログが検出され、それをグルカン依存性
凝集陰性 Sm 菌(Z1 株)に導入したところ、同
凝集((QV)Z1 株)を認めた。 
そして Sma 菌の gbpC遺伝子ホモログをプロ

ーブにし、サザン分析を行ったところ、全て
のミュータンスレンサ球菌（7 菌種）で陽性
のバンドが認められ、 gbpC遺伝子ホモログ
を保持している可能性が示唆された。 
そこで Ss 菌 Sc 菌で gbpC遺伝子遺伝子ホモ
ログ同定に着手した。 
最初は Ss 菌をターゲットとして gbpCホモロ
グの増幅を試みた。すると予想外にも Sma 菌
の増幅に用いたプライマーセットのうちの
１組で､0.3kbと0.7kbの２つの増幅産物を認
めた。この２つのホモログの全遺伝子領域を
ゲノムウォーキングにより増幅後、それぞれ
の塩基配列を決定してアミノ酸コード領域
を同定した。それぞれを gbpC， dbl遺伝子
と命名した。そして両遺伝子のコードするタ
ンパクがグルカン結合活性を持つか否かを、
両遺伝子を過剰発現させグルカン結合活性
を調べた結果、GbpC タンパクにはなく、Dbl
タンパクにのみ同活性が認められた。またグ
ルカン依存性を示さない、Ss 菌 OMZ176 株で
は、gbpC遺伝子はインタクトだったのに対し
て dbl遺伝子には１塩基の挿入がみとめられ、
フレームシフト変異を起こし Dbl タンパクが
発現しないため凝集性を欠失したと考えら
れた。また Ss 菌の OMZ176 株の培養上清には
グルカン依存性凝集に関与すると報告され
た GBP2 タンパクが、凝集を示す株と同程度
存在することを確認した。以上の結果から、
新規遺伝子である dblが Ss 菌においてグル
カン依存性凝集に関与している可能性が強
く示唆された。 
その根拠のひとつは、リコンビナント GbpC
タンパクがα1,6 グルカンに結合活性がない
ことであった。このことから、GbpC タンパク
はSs菌の不溶性グルカンを構成するα1,3グ
ルカンへの結合性を持つことも考えられ、そ
の結合活性を調べたが認められなかった。一
方、GbpC,Dbl 両タンパクそれぞれに対する抗
血清を調製し、Ss 菌の細胞壁と培養上清にお
いて上記タンパクの検出を行ったところ、Ss
菌の保存菌株であ
る6715株の派生株
である K1R 株の培
養上清から、セフ
ァデックスに結合
し、抗 GbpC 血清に
反応するタンパク
が強く検出された。
そしてリコンビナ
ントGbpCタンパク
がセファデックス
に結合し精製する
ことが出来ること
を確認した（右図
GbpC（SDX））。即ち
GbpC タンパクはα1,6 グルカン架橋レジンで
あるセファデックスに結合するが水溶性の

 

 



α1,6 グルカンには結合能がないという一見
矛盾したような結果であったが、このことは、
GbpC タンパクは分枝を持ったα1,6 グルカン
にのみ結合するのかもしれないことを示唆
している。また、上記 K1R 株は 6715 株と異
なり凝集を示さない。そこでこの株の gbpC
および dbl遺伝子の塩基配列を 6715 株と共
に決定したが、両遺伝子の塩基配列は 6715
株のものと 100%同一であった。K1R 株は別の
遺伝子の変異のためグルカン依存性凝集能
を欠失したと考えられ、その最も有力な候補
遺伝子であるソルターゼ遺伝子の塩基配列
を解析したところその 5’側 1/3 の部位にフ
レームシフト変異が検出された。K1R 株はソ
ルターゼ活性の欠失のため Dbl タンパクを細
胞壁に繋ぎとめることが出来ずグルカン依
存性凝集を示さなくなったと考えられた。 
 
2) Sc 菌の形質転換 
上記のように Ss 菌で予想外に２つのホモロ
グが存在することが分り、Sc 菌でこれらの遺
伝子の失活を試みるため、Sc 菌で同ホモログ
を検出した。そしてその失活を試みるための
DNA フラグメントを、エリスロマイシン耐性
遺伝子カセットを用いてプラスミド上に構
築して、通報通り形質転換を行った。供試し
た Sc 菌 3 株のうち 2 株はエリスロマイシン
添加培地上に全面に発育してしまい、これら
は元からエリスロマイシン耐性のようであ
った。そこでエリスロマイシン耐性遺伝子カ
セットをカナマイシン耐性遺伝子カセット
で置き換えたプラスミドを再構築して、形質
転換を行ったところ数十の形質転換体と思
われるコロニーを検出できた。それらから 4
つのコロニーを選び液体培養後、抽出した染
色体 DNA の PCR による解析を行ったところ、
これらは確かに形質転換体であることを確
認した。この形質転換法は条件を検索した訳
ではなく、Sm 菌で行われている通法であり、
一夜培養基を馬血清添加の Todd-Hewit 培地
に接種した後形質転換用 DNA を加えるという
方法である。今まで、Ss 菌で出来ない或いは
非常に難しいとされていたのは、エリスロマ
イシン耐性遺伝子を用いていたからで、カナ
マイシン耐性遺伝子を使えばこうも簡単に
形質転換が可能だったのかと思ってしまっ
た。しかし、その後同じことを何度も試みた
が、二度と形質転換に成功することがなかっ
た。従って、今もって何故あの時だけ出来た
のかいまだに分からない状況である。しかし、
一度は成功しているのは間違いない事実な
ので、まだ我々が知り得ない形質転換のメカ
ニズムがあるのかもしれない。Ss 菌で形質転
換に成功した他の研究者の経験をたまたま
訊ねる機会があり、状況をお訊きしたところ
状況は同じようであった。このような上手く
いかなかった例、いわゆる Negative data は、

論文にはならないので公にならないのは仕
方ないこととは思うが、WWW やウェブログな
ど何らかの形で公にしておけると良いので
はないかと思った。 
 
3) Ss 菌 Sc 菌における gbpC 遺伝子ホモログ
の同定̶その２ 
ヒトう蝕に重要な Ss 菌で gbpC遺伝子ホモロ
グが予想外にも２つ(gbpC,dbl)存在するこ
とを既に報告していたが、The Institute of 
Genomic Research (TIGR)において当時公開
されていた S. sobrinusのゲノムデータベー
ス検索で高いホモロジーを示す領域をもつ
複数の Contig が検出されること、そして、
100-4 株において細胞壁画分に検出された
Dblタンパク質が6715株では同画分に検出さ
れないことなどから、更に別のホモログの存
在が推定された。そこで両遺伝子の上下流を
PCR ベースのゲノムウォーキングしたところ、
更に２つの gbpC遺伝子ホモログが検出され、
それぞれを gbpC2, dblBと名付け、既報の
gbpC,dbl遺伝子を gbpC1, dblAとリネームし
た。これら４つの大腸菌リコンビナントタン
パク質は GbpC1 以外全てグルカン結合活性を
有していた。また全く凝集を示さない OMZ176
株は gbpC2,dblA, dblBの全てでフレームシ
フト変異が検出された。又、日大松戸歯学部
の免疫微生物学研究室で以前にアルキル化
剤による変異誘発を 6715 株について行いグ
ルカン依存性凝集をおこさない株
（NUM-Ssg99）を分離していたが、この株に
おいて４つの遺伝子の塩基配列を解析した
ところ、この株の gbpC1, gbpC2, dblA 遺伝
子の塩基配列は親株6715と100％同一であっ
たが、dblB遺伝子に変異が認められた。しか
しその変異は、化学的変異誘発剤により起こ
ると予想される塩基置換ではなく、dblB遺伝
子 3'端に近い部位から 10kb にも及ぶ欠失変

異であった。この変異により dblB遺伝子が
下流の遺伝子と融合して、その結果細胞壁ア
ンカリング配列（LPXTG）を欠失し、DblB タ
ンパク質が培養上清に移行してしまったた
め凝集をおこさなくなったと考えられた。従
って、Ss 菌 6715 株では dblB遺伝子がグルカ
ン依存性凝集に関与していると結論づけた。
そしてその結論に至るまでに調べられた変

 



異株における４つの遺伝子の変異の有無と
表現形質及びアクセション番号を下表にま
とめてある。 
一方、Sc 菌においても gbpC遺伝子ホモログ
を検索し、gbpC2, dblA, dblB 遺伝子の存在

が明らかになったが、gbpC1遺伝子は gbpC2
遺伝子の近傍には存在しなかった。Ss 菌、Sc
菌および Sm 菌の gbpC遺伝子ホモログは遺伝
系統解析からオーソロガスな遺伝子、即ち上
記３菌種の種分化以前に遺伝子重複がおこ
ったと推定された。それらの関係を表す系統
樹を以下に示す。 

 
4) Ss 菌 B13N 株における dblB遺伝子領域の
解析 
Ss 菌 B13N 株はグルカン依存性凝集を示さな
い株であったので、これら４つの遺伝子の解
析を行ったところ、dblB遺伝子を欠失してお

り、その部位に IS1548 様配列が認められた。 
この表現形質はアルキル化剤による変異誘
発株（NUM-Ssg99）のそれとよく似ていた。
即ち、ブレインハートインフュージョン培地
では Ss 菌に特有な強いグルカン依存性凝集
を全く示さないが、我々が処方した BTR 培地
でのストレス条件下（亜致死濃度のテトラサ

イクリン添加）では僅かなグルカン依存性凝
集凝集が認められた。従って、前記の Ss 菌
に特有な強いグルカン依存性凝集には、dblB
遺伝子が関与しており、後者の僅かな凝集に
は gbpC2又は dblA遺伝子或いはその両者が
関与していると考えられた。 

また、この IS1548 様配列のこの菌種内での
分布を、本学の Ss 菌分離保存株 18 株（日本
株）およびニューヨーク大学 Caufield より
分与された 9 株（中国、アメリカ、スウェー
デンで分離された各３株ずつ）の染色体 DNA
について、PCR およびサザン分析で調べた。
その結果、日本株 18 株中 17 株、アメリカ株
3 株中 3 株、スウェーデン株 3 株中 2 株で同
配列陽性であったが、中国株 3 株からは検出
されなかった。 
また、日本株 17 株ではサザン分析の結果か
らコピー数および挿入部位にかなりバリエ
ーションがあるように推定された。B13 株の
dblB領域に検出された IS1548 様配列の両端
には挿入の結果生じる Direct Repeat 配列が
認められなかった。このことは、IS1548 様配
列は転移しない配列とされているが、Ss 菌で
は IS1548 様配列の転移やそれに伴う染色体
DNA の再配列がおこった可能性が示唆された。 
 
おわりに 
1970 年代後半初めて報告されて以来、依然と
して未知であった Ss 菌および Sc 菌で認めら
れる強いグルカン依存性凝集に関与する遺
伝子が、今回の研究を通して同定できたと考
える。しかし、この両菌種においては現在の

 

 

 

 



ところ形質転換ないしそれに準じる方法が
未だ確立されていない。この点はこれらの菌
種の研究における大きな障害となっている
ので、この障害を取り除くべく研究を続けて
行きたい。 
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