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研究成果の概要（和文）：本研究において，オートインデューサーを分解する酵素のStreptococcus mutansのう蝕原性
に対する効果を解析した。トリプシンおよびrHtrAはS.mutansの増殖およびガラス管壁への付着を抑制し，さらに菌体
内外多糖の合成を抑制する傾向を示した。これらの結果は，オートインデューサー分解酵素のS.mutansに対する抗菌活
性およびバイオフィルム形成抑制効果を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to evaluate the effect of the enzymes, which digest 
autoinducers, on the cariogenicity of Streptococcus mutans. Trypsin and rHtrA were tended to inhibit 
bacterial growth and the adherence of S.mutans to a glass test tube, furthermore, suppress biosynthesis 
of intra/extra-cellular polysaccharide in comparison with negative control. These results suggested that 
these enzymes will be able to exhibit antibacterial activities and inhibit biofilm formation by S.mutans.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： バイオフィルム　クオラムセンシング　オートインデューサー
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１．研究開始当初の背景 

 申請者らは，独自に開発した in vitro 齲

蝕誘発モデルなどで作製したバイオフィル

ム試料を超微細形態学的に分析し，セメント

質齲蝕および根面象牙質齲蝕における“菌体

内多糖保有細菌”の存在の重要性あるいは象

牙細管への細菌侵入という観点から，

S.mutansの存在および S. mutansが合成する

菌体内外多糖の重要性を明らかにした。さら

に，グルカン合成酵素関連遺伝子（gtf B/C/D 

geneなど） あ る い は ク オ ラ ム セ ン 

シ ン グ 関 連 遺 伝 子（comC/D/E/X gene

等）の発現が，バイオフィルムの性質，例え

ば歯面への付着能や形成量あるいは象牙細

管への侵入能に影響を与えることを示した。 

クオラムセンシングは，ある一定以上の菌

体密度に到達したことを細菌自らが産生し

拡散させたオートインデューサーと呼ばれ

るシグナル物質の濃度増加として感知し，特

定遺伝子の転写活性を制御する機構である①。

この機構が解明されつつある近年，オートイ

ンデューサーによる細菌間の情報伝達が，毒

素産生や抗菌薬の抵抗性あるいはバイオフ

ィルム形成といった病原性の発現に 影響を

与えることが明らかになってきた。ゆえに，

形成途上のバイオフィルムなど細菌の集合

体（コミュニティ）におけるオートインデュ

ーサーの濃度を制御することが可能になれ

ばクオラムセンシングを制御でき，ひいては

病原性発現の制御に繋がる可能性が高く，実

際，グラム陰性菌のオートインデューサー

（AHL）については，人工合成の構造類似体

による競合阻害や AHL分解酵素によるバイオ

フィルムの形成制御が試みられている。一方，

グラム陽性菌のクオラムセンシングも明ら

かにされつつあり，オートインデューサーと

して CSP（Competence Stimulating Peptide）

が見出され，さらにグラム陽性菌の菌体表層

に存在する HtrA protease（serine protease）

が CSPを分解する能力を有することが，最近

報告されている②。そこで，種々の serine 

protease を用いてオートインデューサー

（CSP）を分解し，バイオフィルム内の CSP

の濃度を減少させることができれば，構成細

菌の機能制御を含む口腔バイオフィルムの

形成抑制が可能になるのではないかと考え，

これが本研究課題の着想につながった。 

 

２．研究の目的 

本研究では，グラム陽性菌のオートインデ

ューサーを分解する可能性のある種々の

serine protease に着目し，これが S.mutans

の齲蝕原性に与える影響を下記の観点から

多面的に解析した。 

(1)増殖速度および付着率 

(2)菌体内外多糖合成能 

(3)バイオフィルム形成関連遺伝子の発現 

 

３．研究の方法 

(1)増殖速度および付着率 

①培養条件 

前培養した S.mutans UA159 株を生理食塩

水にて一定濃度（約 1×106 CFU/ml）に調製後，

種々の serine protease（trypsin あるいは

rHtrA）とともに培養プレート（24 穴もしく

は 96 穴）に添加し，Brain Heart Infusion 

Broth（Becton, Dickinson and Company，以

下 BHI）を用いて 37℃にて嫌気培養した。菌

体内外多糖合成能の解析では，象牙質板を

0.25％Sucrose 添加 BHI 中に浸漬してバイオ

フィルムを形成させた。また解析目的に応じ

てセリンプロテアーゼ阻害剤（PMSF）を培地

中に添加した。 

②増殖速度および付着率の測定 

(1)①の培養において，S.mutans UA159 株

の添加直後からの濁度をマイクロプレート

リーダー（iMarkTM，Bio-Rad）で測定するこ

とで増殖速度を測定し，ガラス管壁への

S.mutans の付着率を Hamada③らの方法に準

じて測定した。 



 

 

(2)菌体内外多糖合成能の検証 

①非水溶性／水溶性グルカン合成量の測定 

0.25％Sucrose および trypsin などを添加

し培養を終えた S.mutans の懸濁液より，培

地と象牙質試料を別々に処理し，フェノール

硫酸法④によるグルカン量の測定に供した。 

②菌体内外多糖に関する超微形態学的解析 

 (1)①において象牙質板上に形成されたバ

イオフィルムをアルデヒドおよびオスミウ

ムで二重固定した後，通法に従い Epoxy樹脂

に包埋し超薄切片を作製した。この切片に対

し過ヨウ素酸-チオカルボヒドラジド-蛋白

銀染色（菌体内外多糖特異的電子染色）を施

行し透過型電子顕微鏡（TEM）にて観察する

ことで口腔細菌の菌体内外多糖の産生状況

を解析した。またバイオフィルムの立体構造

を解析するべく，フェロシアン化カリウム添

加四酸化オスミウムによる後固定を施した

試料を走査電子顕微鏡（SEM）で観察した。 

③バイオフィルム形成量の測定 

 培養終了後，0.1%クリスタルバイオレット

水溶液を用いた Tissue culture method⑤にて

バイオフィルムの形成量を測定した。 

(3)バイオフィルム形成関連遺伝子の発現 

(1)①の培養により形成されたバイオフィル

ムを処理し抽出した S.mutansの mRNAを出発

材料として RT-PCR を行うことで解析した。 

 

４．研究成果 

(1)増殖速度および付着率 

本研究で用いた種々の serine protease は

S.mutans の増殖を抑制し（図１），またガラ

ス管壁への付着を種々の程度で抑制するこ

とが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

(2)菌体内外多糖合成能 

菌体内外多糖特異的電子染色を施した超

薄切片の TEM 観察ならびに SEM 観察により

S.mutans の菌体内外多糖は，Control に比し

て多糖と思われる顆粒様構造物や線維状構

造物が少ない傾向を呈し（図２～３），菌体

内外とも多糖の合成量が serine protease に

よって抑制されていることが推察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)バイオフィルム形成関連遺伝子の発現 

バ イ オ フ ィ ル ム を 処 理 し 抽 出 し た

S.mutans の mRNA を出発材料として RT-PCR 

を行った結果，serine protease は種々の程

度でこれらバイオフィルム形成関連遺伝子

の発現に影響を及ぼしたが，有意に増減する

遺伝子は存在しなかった。以上の結果から，

本研究で用いたオートインデューサー分解

酵素の S.mutans に対する抗菌活性およびバ

イオフィルム形成抑制効果が示唆された。 
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