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研究成果の概要： 

抗生物質やワクチンとは作用機序の異なる新たな病原細菌感染症の治療と予防法の開発に繋

がる基礎研究を進め目的で、ヒトのう蝕原性細菌（Streptococcus mutans, Streptococcus 
sorbinus）の感染に関わる表層蛋白質の病原性を制御する酵素 Sortase(SrtA）に焦点を当て、

感染予防の新規標的分子としての Sortaseの有用性について検討した。 

その結果、S. mutansと S. sobrinusの両菌種において、Sortase欠損株の性質から Sortase

がバイオフィルム形成抑制に深く関わっていることを明らかにした。さらにこの抑制は

Sortase 酵素の支配下にある GbpC（グルカン結合蛋白質）の局在性の変化が大きく影響してい

ることを明らかにした。 

 以上の研究成果は、ヒトのう蝕原性細菌の感染予防には、グルカン結合蛋白質とその制御
酵素である Sortaseが有力な標的分子であることを示唆した。特に Sortaseを標的分子とした
感染防御機構は、既存の抗生物質やワクチンとは作用機序の異なる新規の作用機序による感染
予防法になりうることを強く示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 

国内のみならず海外との交易・旅行が頻繁か
つ容易に行われる今日において、多くの感染
症が流行するようになってきている。現在、
病原細菌の感染症の治療・予防対策には化学
療法剤（抗生物質を含む）とワクチンが用い
られ、大きな効果を上げていると共に、その
開発も精力的に行われている。ところが、近

年、抗生物質に対する耐性菌の出現が頻出し
ていることから、新たな薬剤開発の必要性が
急務とされるようになってきた。 

一方、生体免疫を利用する感染予防ワクチ
ンは、莫大な効果をもたらす一方で、ワクチ
ン抗原による副作用が懸念されるため、その
使用には慎重を要し、より副作用の少ない抗
原の選択・開発が要求され、全ての病原細菌
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に対してなかなか実用化に踏み切れない現
状にある。 
このような背景ものと、私たちの研究室で

は抗生物質やワクチンとは作用機序の異な
る新たな病原細菌感染症の治療と予防法の
開発に繋がる基礎研究を進めている。そのな
かで私たちは口腔内のう蝕細菌がもつ
Sortase 酵素を発見し、感染に関わる表層タ
ンパク質の局在性が Sortase酵素により支配
されている可能性を示唆すると共に、
Sortase 酵素がう蝕細菌感染症の治療と予防
に有用な標的酵素である可能性をも示唆し
た（図１）。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では抗生物質やワクチンとは異
なる新たな病原細菌感染症の治療と予防法
の開発を目的とした。実際にはヒトう蝕細菌
の感染に関わる表層蛋白質の病原性とそれ
らを支配している Sortase 酵素に着目し、
Sortase 欠損株における病原性の消失から、
感染症予防の新規標的酵素としての Sortase
の有用性について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験には S. mutansと S. sobrinusを使
用し、Todd-Hewitt培地で培養した。 
(2) 変異株の作成：各種表層蛋白質ならびに
Sortase の欠損変異株は、標的蛋白質をコー
ドする遺伝子の相同組み換えによる挿入不
活化により作成した。 
(3) 局在性の変化：S. mutans Sortase 欠損
株における LPXTG 蛋白質の局在性の変化は、
特異抗体を用いたウェスタンブロット法で
行った。 
(4) 付着試験：付着試験は静置培養と回転培
養で評価した。静置培養での付着試験は、24
穴組織培養プレートを用いて行い、培養後、
プレート底部に付着した細菌をクリスタル
紫で染色して判定した。 
一方、回転培養での付着試験は、培地を含む
試験管をローテーターで回転させながら培
養を行い、試験管の内壁に付着した細菌遼で
判定した。付着細菌は NaOH溶液で回収した。

付着率（％）は培養全菌数に対する付着細菌
の割合で算出した。 
(5) 多糖発酵能：LPXTG 蛋白質の欠損株なら
びに Sortase欠損株の多糖発酵能は、菌体外
多糖（レバンまたはデキストラン）を基質と
して一晩培養した後の、培地中のｐＨの低下
を測定して判定した。 
(6) グルカン依存性凝集：各種菌株のグルカ
ン依存凝集能は、菌株懸濁液へのデキストラ
ン添加による菌体凝集の有無により観察し
た。 
 
４．研究成果 

ヒトのう蝕原性細菌（ Streptococcus 
mutans, S. sorbinus）の感染に関わる表層

蛋白質の病原性とその制御酵素（Sortase）

の関係について、次の成果を得た。 

 

(1) S. mutansでは、 

① Sortase の触媒作用で７種の蛋白質

（DexA, FruA, GbpC, PAc, WapA, WapE, Cnm）

が細胞表層に局在化し、それらの蛋白質はい

ずれもＣ末端に LPXTG motif をもつ（LPXTG

蛋白質と呼ぶ）ことを明らかにした。 

② LPXTG蛋白質は付着・凝集・栄養供給な

ど、感染に関わる機能を有していることを明

らかにした。 

③ Sortaseの欠損によりLPXTG蛋白質は細

胞表層から培養上清へと遊離する。この局在

性の変化と共に、その蛋白質の機能が消失す

る。   

④ in vitro の静置付着実験において、  

ショ糖非依存

性付着は野生

株（図２, Well-４）に

比べ Sortase 欠損株で

優位に減少した（図２, 

Wells-５，６）。 

また、回転培養では、

７種の LPXTG 蛋白質の

うち GbpC の欠損によりショ糖依存性の付着

が有意に抑制された（図３，GbpC-）。また、

同様な付着抑制効果が Sortase 欠損株

（SrtA-）でも観察された（図３，SrtA-）。 
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図図１１．．齲齲蝕蝕細細菌菌ののSSoorrttaasseeとと表表層層蛋蛋白白質質  
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以上の結果から、S. mutans の感染予防に

は GbpC のみならず Sortase もまた、有力な

感染予防の新規標的分子となりうることが

明らかになった（Haseba Y, et al. Dentistry 

in Japan, 43: 16-22, 2007）。 

 

(2) S. sorbinusでは、 

① ４種の GbpC 様蛋白質（GbpC1, GbpC2, 

DblA, DblB）を見出し、それらがいずれも

LPXTG motif を持つ蛋白質で、デキストラン

依存性凝集に関わることを明らかにした。 

② さらにこの４種の LPXTG 蛋白質の局在

性とその機能は Sortaseの支配下にあること

を明らかにした。 
③ また、FruA 酵素の遺伝子、蛋白質、酵

素額的性質を解析し、その結果、FruAは LPXTG
蛋白質の１つで、プラーク細菌の増殖と酸産
生に関わる病原因子であることを明らかに
すると共に、その病原性は Sortaseの支配下
にあることを明らかにした。 
これらの成果は、S. sobrinus においても

Sortase が感染に重要な役割を果たしており、
有力な感染予防の新規標的分子となりうる
ことを示唆した（ Sato Y, et al. Oral 
Microbiology and Immunology, 24: 224-230, 
2009.）。 
 

(3) S. gordoniiでは、 
S. mutans, S. sobrinusに加え、プラーク

バイオフィルムの主要構成細菌の１菌種で
ある Streptococcus gordonii についても、
Sortase とその支配下にある LPXTG 蛋白質の
機能解析を進めた。 
その結果、S. gordoniiでは、 
① フルクタン分解酵素（Fructosidase）

と核酸分解酵素（Nuclease）がそのＣ末端に

LPXTG motif をもち、Sortase の支配下にあ

ることが明らかになった。Fructosidase酵素

はプラーク内での栄養供給と酸産生に寄与

する病原因子としての生理機能を明らかに

したが、Nuclease酵素については酵素学的な

性質は解明したが、その生理学的意義と病原

性への関与については、現在検討中である。 

 
 以上の結果から私たちは、ヒトのう蝕原
性細菌の感染予防には、グルカン結合蛋白
質とその制御酵素である Sortaseが有力な標
的分子であることを示唆した。特に Sortase
を標的分子とした感染防御機構は、既存の抗
生物質やワクチンとは作用機序の異なる新
規の作用機序による感染予防法であること
を示唆した。 
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