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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutansの菌体表層タンパクの一つであるグルカン結合タンパクB (GbpB)をコ
ードするgbpB遺伝子の上流に存在し、細胞形態決定遺伝子と推定されるmreC遺伝子およびmreD遺伝子を抽出し、GbpBと
の発現の関連について検討を行った。mreC遺伝子、mreD遺伝子およびgbpB遺伝子は一つのオペロンとして機能している
可能性が示唆された。さらにmreCおよびmreD遺伝子欠失株を作製し、gbpB遺伝子の発現量を親株と比較したところ、有
意に低下していた。以上の結果は、mreC遺伝子とmreD遺伝子はgbpB遺伝子の発現に影響を与えている可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans is known to synthesize at least 4 different glucan-binding 
proteins (Gbps), of which GbpB has been purified and shown to be immunologically distinct from the other 
Gbps. GbpB is considered to play an important role in cell-wall construction. The mreC and mreD, encoding 
MreC and MreD, respectively, are essential proteins for lateral peptidoglycan synthesis are located 
upstream of the gbpB encoding GbpB. The purpose of the present study was to analyze the expression of 
mreC and mreD with focus on GbpB expression patterns. Transcriptional analysis showed that mreC, mreD, 
and gbpB constituted an operon. Next, MreC- and MreD-deficient mutant strains were constructed by 
insertional inactivation of the corresponding genes, and the expression level of gbpB was examined. gbpB 
expression was elevated in the MreC-deficient mutants and reduced in the MreD-deficient mutants. These 
results suggest that the mreC and mreD genes participate in regulation of gbpB gene expression.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
齲 蝕 の 主 要 な 病 原 細 菌  で あ る 
Streptococcus mutans の菌体表層にはグル
カン合成酵素 (Glucosyltransferase: GTF)，
高分子タンパク抗原 (PAc)、あるいはグルカ
ン結合タンパク (Gbp) 等のタンパク構成分
が存在し、齲蝕の発生に強く関与することが
明らかにされている。グルカン結合タンパク 
(Glucan-binding protein: Gbp) は、これまで
に GbpA, GbpB, GbpC, および GbpD の４
種が精製され、それぞれをコードする遺伝子
が特定されている。そのうち GbpB は細胞壁
の構成成分であり、グルカンと結合する性状
を有しつつ、細胞分裂や細胞の維持に関連す
るタンパクであることが明らかとなった。さ
らに、GbpB は生物学的に他の Gbp とは異な
る性状を有するだけでなく、ヒトにおける臨
床分離株において特徴的な遺伝子発現をと
ることが明らかになっている。そこで、GbpB
発現様式を調べることによって、S. mutans
の病原性を評価することが可能ではないか
と考えるにいたった。 
２．研究の目的 
gbpB 遺伝子のオープンリーデイングフレー
ム (ORF) の上流には、細胞の形を決定する
機能を持つと推定されている mreC および
mreD 遺伝子が存在している。これらの遺伝
子が gbpB 遺伝子の発現にどのように関与し
ているかを検討する。まず GbpB の発現が変
化している臨床分離株において mreCおよび
mreD 遺伝子がどのように発現するかを調べ
るとともに，MreC あるいは MreD タンパク
の欠失がGbpBタンパクの発現にどのような
影響を与えるかを調べる。さらにこれらの遺
伝子がS. mutansによるバイオフィルム形成
におけるシグナル伝達システムである２成
分調節因子システムにどのように関与して
いるかを明らかにしたいと考えている。 
３．研究の方法 
（１）遺伝子のスクリーニング 
S. mutans のゲノムプロジェクトはオクラホ
マ大学らのグループによって完結し、約 200
万塩基の配列と約2000個のORFが明らかに
されている。この全ゲノム配列のデータベー
ス (Los Alamos; www.oralgen.lanl.gov) に
より様々な遺伝子を検索することができる。
今回、gbpB 遺伝子の上流および下流の近傍
に位置する ORF のうち、タンパク発現に関
連する遺伝子 mreCおよび mreDのスクリー
ニングを行う。 
（２）mRNA 発現量の測定 
GbpB の発現形式に異なる臨床分離株の
mreC および mreD 遺伝子の発現を調べるこ
とにより、mreCおよびmreD遺伝子とGbpB
の関係を明らかにする。 
①S. mutans MT8148 株と臨床分離株の
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。 
（３）変異株の作製 
S. mutans の染色体  DNA を鋳型として
mreC、mreD 遺伝子を Polymerase Chain 
Reaction 法により増幅し、その DNA 断片
をベクターpUC19 に挿入する。そのプラス
ミドを用いて、mreC、mreD 遺伝子の中央部
にそれぞれ、抗生物質耐性カセットを挿入し
たプラスミドを作製し、S. mutans MT8148
株に形質転換することにより、mreC、mreD
遺伝子をそれぞれ欠失させた変異株を作製
する。 
（４）mreC、mreD 欠失株におけるバイオフ
ィルム形性能の検討 
欠失変異株とその野生株のバイオフィルム
を比較することにより、欠失した遺伝子のバ
イオフィルム形性における役割を解析する。
バイオフィルム形性能は、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。またこの
実験により、バイオフィルム形成に関連する
遺伝子のスクリーニングを行うことができ
る。 
（５）表層タンパクのプロファイリング 
臨床分離株および目的遺伝子欠失変異株の
表層タンパクのプロファイリングを行うこ
とにより、発現状態の変化の詳細を調べる。 
ウエスタンブロッティング：タンパクと 2 倍
濃度の SDS-PAGE 用バッファーを等量混合
し、加熱して SDS-PAGE 用試料とする。ア
クリルアミドの濃度は分離用として 10 ％、
濃縮用として 3 ％を用て、電気泳動を行う。
泳動後、通電することによりアクリルアミド
ゲル層から転写膜へ転写し、ウサギ抗 
rGbpB 抗体と室温で 1 時間反応させる。反
応後洗浄し、アルカリフォスファターゼ標識
ヤギ抗ウサギ免疫グロブリンと室温でさら
に 1 時間反応させ、発色基質を加えて発色さ
せて、バンドを視覚化する。 
４．研究成果 
齲蝕原性細菌S. mutansの菌体表層タンパク
の一つであるグルカン結合タンパク B 
(GbpB)は、細胞の分裂や維持に関係し、S. 
mutans に存在する他のグルカン結合タンパ
クとは生物学的に異なる性状を有している。
本研究では、S. mutans の全遺伝子配列より
GbpB をコードする gbpB 遺伝子の上流に存



在し、細胞形態を決定するタンパクをコード
すると推定される遺伝子である mreC遺伝子
および mreD 遺伝子を抽出し、GbpB との発
現関連について検討を行った。はじめに
mreC 遺伝子の一部と相補的な DNA プロー
ブを作成し、S. mutans GS5 株から抽出した
RNA を用いてノーザンブロッティングを行
ったところ、mreC 遺伝子、mreD 遺伝子お
よび gbpB 遺伝子は一つのオペロンとして機
能している可能性が示唆された。次に MreC
欠失株および MreD 欠失株を作成し、増殖能
およびバイオフィルム形成能について検討
した。増殖能においては、MreC 欠失株は親
株と比較して差は認められなかったが、
MreD 欠失株は親株と比較して有意に低下し
ていた。また、MreC および MreD 欠失株の
バイオフィルム形成能は親株と比較して有
意に低下していた。さらに、作成した MreC、
MreD および GbpB 欠失株から RNA を抽出
し、各欠失株における gbpB 遺伝子の発現を
比較したところ、親株と比較して gbpB 遺伝
子の発現量はMreCおよびMreD欠失株にお
いて、有意に増加していた。以上の結果より、
mreC 遺伝子と mreD 遺伝子は gbpB 遺伝子
の発現に影響を与えている可能性が示唆さ
れた。本研究の成果は、gbpB 遺伝子の発現
に関連する遺伝子を明らかにすることによ
り、S. mutans バイオフィルム形成のメカニ
ズムが明確にすることができた。齲蝕の発生
予防法の確立への貴重な知見であると考え
られる。 
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