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研究成果の概要（和文）：S. aureus, C. albicans などの日和見菌とS. mutansのような口腔バイオフィルム形
成菌との複合微生物バイオフィルム形成や単独菌によるバイオフィルム形成において, 細胞外 DNA, ナノファイ
バーやシャペロンがどのように関わるかを明らかにすることを目的として検討を行った。日和見菌と口腔常在菌
との複合菌バイオフィルム形成に, 細胞外DNAとGTFが付着した膜小胞との複合体の存在やナノファイバーの形成
が重要に関わることが明らかとなった. シャペロンの関わりは認められなかった. このバイオフィルムの抑制方
法には, 抗菌物質の濃度調節が重要であることも明らかとなった.

研究成果の概要（英文）：How are extra cellular DNA, nanofiber and chaperone associated with the 
biofilm formation in complex microorganisms biofilm formation by oportunistic pathogens such as S. 
aureus and C. albicans, and oral biofilm bacteria such as S. mutans, and simgle bacteria? We 
investigated this question as a purpose in a study project. Complex of extra cellular DNA and 
membrane vesicles associated with GTF, and nanofiber formation were associated with complex 
microorganisms biofilm formation by oportunistic pathogens and oral biofilm bacteria very well.  
However, chaperone did not associate with the complex microorganisms biofilm formation. In 
inhibition to the complex microorganisms biofilm formation, it was clearly observed that regulation 
of concentration of anti-bacterial agents was important.

研究分野：口腔細菌学

キーワード： Biofilm　膜小胞　日和見菌　口腔常在菌　フローセル　Streptococcus mutans　Staphylococcus aureu
s　細胞外DNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究のように誤嚥性肺炎や心臓疾患などの全身疾患に関わる日和見菌を含む口腔微生物による複合菌バイオフ
ィルム形成のメカニズムの一部を明らかにしたことで、本研究の研究成果は口腔ケアにおける新たな薬剤の開発
や口腔ケアの方法の確立に寄与していく。新たに有効な口腔ケアが確立されれば、要介護高齢者や施設内患者、
長期入院患者の口腔または全身の健康を維持していくことに繋がり、国民の健康を守る新たな医療の確立に関わ
って行くことが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向及び位置づけ 
高齢者になると糖尿病, 癌, HIV 感染症などの全身疾患を有する患者が増えると同時に, 歯
周病の発症, 日和見菌感染症の増加, 口腔粘膜疾患, 感染性心内膜炎, 誤嚥性肺炎など口腔微
生物を介する疾患も増えてくる. しかしこれらのような疾患に関わる病原性口腔バイオフィル
ム形成メカニズムは詳細に明らかになっていない. 例えば, 誤嚥性肺炎の原因の一つと考えら
れている黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）がどのようなメカニズムで口腔バイオフィル
ム形成をしているのか明らかになっていない.  
 
(2)これまでの研究成果を踏まえ着想に至った経緯 
近年, Streptococcus mutansが放出する細胞外 DNA(eDNA), 重要なバイオフィルムの構成
成分であることが明らかとなった.これは, グルカンがなくても eDNA を利用してバイオフ
ィルムを形成できることを意味している.また近年, eDNAがナノファイバーの形成に関与し, 
それが強固なバイオフィルム形成を誘導することが明らかとなった.さらに膜シャペロンが
eDNA を制御しバイオフィルム形成に関わっていることも明らかとなった.よって, eDNA, 
ナノファイバーやシャペロンは, それぞれが関係し, グルカン依存しない他菌の取り込みや
結合に寄与する可能性がある.  

 
２．研究の目的 

S. aureusなどの日和見菌とS. mutansのような口腔バイオフィルム形成菌との複合微生物バイ
オフィルム形成や単独菌によるバイオフィルム形成において, eDNA, ナノファイバーやシャ
ペロンがどのように関わるかを明らかにすることを目的とする。 
 
3. 研究の方法 
（１）eDNA, eRNA, ナノファイバー, シャペロンに関わる遺伝子の変異株の作製 
１）S. mutans UA159用いたクオラムセンシングに関わる遺伝子変異株の作製 
クオラムセンシングに関わるバイオフィルム形成実験に使用された S. mutans UA159変異
株を含む Com依存遺伝子変異株（comC, comD, comE, comX, comR, comS）の変異株や LuxS依
存遺伝子群（luxS, luxR）の変異株はすでに作製されているので, これらを実験に使用する. 
２）S. mutans UA159用いた YidC1および YidC2の変異株の作製 
シャペロンに関わる YidC1および YidC2遺伝子の変異株を作成する。 
３）電子顕微鏡による親株および変異株の特性の確認 
  作製された変異株における細胞表層の eDNA を, Live/Dead による染色による共焦点レー
ザー顕微鏡により観察する. ナノファイバーは, プレート表層にブドウ糖 TSB にて菌を培養
し, 固着したバイオフィルム上のナノファイバーを電子顕微鏡にて観察する.  
 
（２）親株、変異株を用いた単独, 混合微生物によるバイオフィルム形成実験 
作製された S. mutans変異株を利用して, 単独, 複合微生物（S. aureusを含む）のバイオフィ
ルム形成実験を 96 穴マイクロタイタープレートおよびフローセルシステムを用いて行う.  
 
２）バイオフィルム形成実験 
ヒト唾液をセルやプレートにコートし PBS にて洗浄後, 作製した変異株や親株などを単
独接種ならびに S. aureusとの混合菌接種をセル表面へ行う.ブドウ糖を含む TSB培地を用い
て培養を行う. 16 時間培養後のバイオフィルム形成の評価は, LIVE/DEAD® BacLightTM 
Viability Kit で染色し共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析により蛍光強度を定量的に検討す
る. LIVE/DEADを用いた染色も生菌および死菌染色のため行う. eDNAのバイオフィルム形
成における依存度を観察するために, DNaseで処理し, バイオフィルムの変化を測定する.  
 
（３）バイオフィルム抑制物質の検討 
上述のバイオフィルム形成実験モデルに.ポリペプチド系抗生物質, カテキン, フルクタナ
ーゼ, ポリピロールなどの既存の阻害物質を投与し、バイオフィルム形成阻害効果を観察する. 
バイオフィルム形成を形成していない浮遊菌とバイオフィルム菌への効果の比較も行う. 
 
４． 研究成果 



(1) クオラムセンシングと混合細菌バイオフィルム形成との関連性 
S. mutans UA159とすでに作製されたS. mutans UA159.Com依存遺伝子変異株（comC, comD, comE, 

comX, comR, comS, ｃomYA）の変異株やLuxS依存遺伝子群（luxS, luxR）の変異株を用いてS. aureus
との混合菌BF形成実験をヒト唾液コート96穴マ
イクロタイタープレートを用いて行った. その結
果, 混合菌BF形成量は, Com変異株群（図１）や
LuxS変異群で親株UA159よりも減少することが
明らかとなった. これらの結果は, ComやLuxSの
ようなクオラムセンシングに関わるシステムが混
合菌バイオフィルム形成に関与している事を示し
ている. クオラムセンシングが働かなくなると, 
菌が破壊されずDNAが露出されなくなる. S. 
aureusのような日和見菌との混合バイオフィルム
形成には, 菌を破壊してDNAを露出させるクオ
ラムセンシング(QS)システムが必要であること
が明らかとなった. 
 

（２）抽出 DNA のバイオフィルム形成能の検討 
S. mutansから粗DNAと完全サイズDNAを抽出し, それらを非水溶性グルカン合成能を欠落
した S. mutans UA159.gtfBC-株に加えバイオフィルム形成量を検討すると、粗抽出 DNAが完全

サイズ精製 DNA よりもバイオフィルム形成
を強く誘導することが明らかとなった（図
２）. この粗抽出短いサイズの DNAには、蛋白質が多く含まれていた（図３）.この蛋白質に
は GTF が多く含まれていた（図４）.粗抽出 DNA による非水溶性グルカン合成能が欠落した
S. mutans UA159.gtfBC変異株のバイオフィルム形成メカニズムは, GTF依存的であることが明

らかとなった. 粗抽出 DNA に GTF が含まれていることが示
唆された. そこ
で, プロテナー
ゼ K を用いて膜
小胞を除き GTF
の関与を失くす
と, DNAは, そ
れでも一定の濃
度で S. mutans 
UA159.gtfBC 変
異株のバイオフ
ィルム形成を誘

導した（図 5）. この短いサイズの DNA は, グルカンに依存
しないバイオフィルム形成に重要であることも明らかとなった. 
 
（３）膜小胞のバイオフィルム形成能の検討 



粗抽出DNAを電子顕微鏡で観察すると, 小胞のような小さな粒が付着していることが明らか
となった. S. mutansの培養上清から超遠心にて小
胞を抽出し, この小胞にはグルコシルトランスフ
ェラーゼ(GTF)の存在が確認された(図6). GTF付
着小胞が粗抽出DNAに結合することで, 粗抽出
DNAにバイオフィルムを形成する能力が備わった

ことが考えられた.また, 小胞は膜由来産
物である可能性が高く, このGTFが付着し
た膜小胞がDNAと複合体を形成し, 様々
な口腔細菌のバイオフィルム形成を誘導す
ることが考えられた. 膜小胞によるS. 
aureusやC. albicansのバイオフィルム形成
誘導能について検討すると, それらの誘導能は低くかった（表１）. 膜小胞が結合した粗抽出
DNAは、歯表面初期付着菌であるStreptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, 
Actinomyces naeslundiiのGTFに依存的なバイオフィルム形成を強く誘導した（表１）.  
 
（４）QSシステム関連遺伝子のcomX, comR, SMU2065, SMU940やペプチドグリカン合成遺伝子
のSMU832, SMU833, シャペロン関連遺伝子のYidC1, YidC2の変異株を作製し、それらの膜小胞
を抽出, バイオフィルム実験に加えた. その結果, comRやSMU940変異株膜小胞にはGTFが多
く見られまたバイオフィルムを強く誘導し, 一方comXとSMU832, SMU833にはGTFもバイオフ
ィルム形成量も減少した. このQSが, バイオフィルムを誘導する調節システムであることが示
唆された. 一方, シャペロン関連遺伝子の変異株での親株との違いは認められなかった. 
 
（５）フローセルシステムを用いた混合細菌バイオフィルム形成 

S. mutans UA159とS. aureusとの混合バイオフィ
ルム形成について, フローセルシステムを用い
て実験を行うと, 62.5mM NaCl存在下培養16時間
で有意なバイオフィルムを形成した（図７）. こ
のバイオフィルムにおいて, ナノファイバーの
存在が観察された. 
 
（６）バイオフィルム形成抑制物質の検討 
ポリペプチド系抗生物質であるバシトラシンに
対してS. mutansは耐性を示した. その結果, MIC
の1/4のバシトラシン濃度でバイオフィルム形成
促進能が観察された. ポリピロールは630 g/ ml

以上の濃度で, バイオフィルム抑制が認められたが, それよりも低濃度でバイオフィルム形成
が認められた.日和見菌と口腔常在菌との複合菌バイオフィルム形成に, eDNAとGTFが付着し
た膜小胞との複合体の存在やナノファイバーの形成が重要に関わることが明らかとなった. シ
ャペロンの関わりは認められなかった. このバイオフィルムの抑制方法には, 抗菌物質の濃度
調節が重要であることも明らかとなった. 
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