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研究成果の概要（和文）：本申請研究の結果、口腔レンサ球菌　Streptococcus sanguinis にはユニークな複数の線毛
 pili が存在することが明らかになった。そのひとつは病原レンサ球菌の pili と明らかに異なるものであり、唾液タ
ンパク質と結合することによってバイオフィルム形成や口腔内への定着に密接に関与している。もうひとつの線毛 PI-
2 型 pili は、肺炎球菌で報告されたものと 90% 以上の相同性を有している。この 2 型 pili は、大部分の口腔レン
サ球菌で保有されており、唾液アミラーゼとの結合能を有することなどから、やはり菌の定着に関与していると考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus sanguinis is a major member of the oral streptococci. In this study,
 we identified a unique cell surface filamentous structure named pili. We found that S. sanguinis pili are
 involved in biofilm formation. Further, pili subunit proteins are shown to bind salivary proteins such as
 amylase and salivary mucin. Another type-2 pili was also found in S. sanguinis. Further study revealed th
at type-2 pili-expressing oral streptococci are common habitants in healthy human. These results suggest t
hat pili of oral streptococci contribute to the bacterial colonization in the human oral cavity.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒトの口腔内には多彩な細菌が定着して
いる。その中で、Streptococcus sanguinis な
どの口腔レンサ球菌は歯面でのバイオフィ
ルムの初期形成に最も重要な役割を果たし
ている。これらの口腔レンサ球菌は単なる常
在菌ではなく、細菌性心内膜炎を引き起こす
など、病原レンサ球菌としての性質も備えて
いる。最近、動脈硬化病巣から歯周病細菌の
みならず口腔レンサ球菌由来の DNA もかな
りの頻度で検出されることが報告され、心内
膜炎以外の心血管疾患にも口腔レンサ球菌
が関与している可能性が疑われている 
 最近、病原レンサ球菌に pili と呼ばれる
線毛が存在し、細菌の病原性に関与している
ことが次第に明らかになってきた。2005 年
に B 群レンサ球菌に pili が存在すること
が報告され、引き続いて A 群レンサ球菌、
肺炎球菌にも同様に pili が存在し、それぞ
れ病原性に重要な役割を果たしていること
が次々に明らかになって病原レンサ球菌の 
pili が一躍脚光を浴びることになった。レ
ンサ球菌の pili はサブユニットタンパク
質が共有結合によって高分子重合体を形成
するため、従来の SDS-PAGE などでは検出出
来ず長い間見過ごされていたのである。 
では、口腔レンサ球菌ではどうなのだろう
か？ ゲノム配列データベースを調査する
と、ミュータンスレンサ球菌には pili は存
在しないものの、2007 年に発表された S. 
sanguinis のゲノムには肺炎球菌の pili 
と相同性のあるタンパク質をコードする遺
伝子が存在していることが示唆された。申請
者は、このタンパク質に興味を抱いて遺伝子
クローニング、抗体の作成などを行い、これ
らの遺伝子が実際に S. sanguinis で転写翻
訳されて菌体表層に pili が発現している
ことを見出した。この発見は口腔レンサ球菌
の病原因子に関する従来の常識を大きく変
える可能性があり、研究をさらに展開するた
めに本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 2005 年に病原レンサ球菌で新しく発見さ
れた線毛 pili は、レンサ球菌の菌体表層構
造や病原性に関する従来の常識を一変させ、
現在も、その機能や発現制御に関する新知見
が次々と報告されている。申請者は、口腔レ
ンサ球菌 S. sanguinis にも pili が存在す
ること、それが実際に菌体表層上に存在して
いることを見出した。本申請では、従来全く
知られていなかった口腔レンサ球菌 pili 
に関して、口腔への定着、バイオフィルム形
成、心内膜炎発症との関連を明らかにし、病
原レンサ球菌 pili との機能上、構造上の差
異や類似点を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 
 まず、pili に対する抗体を作成し、コンフ
ォーカル観察、電子顕微鏡観察によって S. 
sanguinis 菌体上に存在する pili の構造
と３つのサブユニットの局在を特定する。さ
らに、リコンビナント pili を用いて細胞マ
トリックスタンパク質や唾液タンパク質と
の結合能を検討する。また、 pili 欠損株を
用い、バイオフィルム形成に関する pili の
関与を検討する。最後に、S. sanguinis 臨
床分離株における pili の存在分布を PCR 
法で調べ、病原性、特に心内膜炎との関連を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) S. sanguinis の線毛 pili の局在 
 S. sanguinis のゲノム配列から線毛 pili 
の 3 種類の pili サブユニットタンパク質 
PilA, PilB, PilC に該当する遺伝子をクロ
ーニングし、それぞれのリコンビナントタン
パク質を調製した。リコンビナント pili を
マウスに免疫し、抗体を作製して、 S. 
sanguinis における pili の局在を蛍光顕
微鏡および電子顕微鏡で観察したところ、 
pili は菌体表層でほぼ一様に分布しており、
長さは 1 – 2 um であることが判明した（図
１）。３つのサブユニットに対する抗体の染
色像から、サブユニットのうち PilA が 
pili のバックボーンを形成していると考え
られた。 

 
(2) 線毛 pili の機能 
 ３つの pili サブユニットタンパク質の
それぞれについて、宿主細胞への付着に関与
している可能性を想定し、まず、細胞外マト
リックスタンパク質の結合を調べた。リガン
トブロット法や BIACORE で測定すると PilC 
がフィブロネクチンと強く結合することが
見いだされた。さらに唾液タンパク質との反
応を調べたところ、PilC が複数の唾液タン
パク質と結合することが分かり、そのひとつ
はアミラーゼであることが判明した。 
 
(3) 線毛 pili とバイオフィルム形成 
 遺伝子工学的に pili 遺伝子を欠損した 



S. sanguinis 変異株を作出し、そのバイオ
フィルム形成能を親株と比較した。唾液をコ
ートした培養用プレート中で菌を培養して
バイオフィルムを観察したところ、 pili 欠
損株では形成されるバイオフィルムの量が
有意に減少していた（図２）。 
 

 
(4) 口腔レンサ球菌における線毛 pili の検
出と分布 
 S. sanguinis 以外の口腔レンサ球菌にお
ける pili 遺伝子の分布を調査するため、
様々な口腔レンサ球菌からゲノム DNA を調
製し、 PCR 法で pili 遺伝子の検出を行っ
た。その結果、 S. mutans や S. salivarius 
からは pili 遺伝子は検出されなかった。そ
の一方で、 S. oralis や S. gordonii など
ミテイス群レンサ球菌には、かなりの頻度で 
2 型の pili (PI-2 型 pili) の遺伝子が検
出された。この PI-2 型の pili は肺炎球菌
で発見されたものであるが、肺炎球菌の保有
率は 20 – 30% と報告されている。一方ミテ
イス群口腔レンサ球菌では 60% 以上の保有
率であり、保有株が広く分布していることが
示唆された。また、 PI-2 型の pili は２つ
のサブユニットタンパク質 PitA, PitB で構
成されているが（図３）、PitB も PilC 同様
にフィブロネクチンと結合することが判明
した。 

 
 3 年間にわたる研究によって、ミテイス群
口腔レンサ球菌が保有する線毛 pili の病
原性への関与を明らかにすることが出来た。

最も重要な知見は、口腔レンサ球菌の pili 
が唾液タンパク質と結合すること、バイオフ
ィルム形成に関与していること、そして 
PI-2 型の pili がミテイス群口腔レンサ球
菌に広く分布していることである。 
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