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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutansのコラーゲン結合タンパク（Collagen-binding protein; 
CBP）に着目して、動物実験および培養細胞を用いて、感染性心内膜炎に対する病原性の評価を行なった。CBP 
陽性のS. mutansをラットの口腔に定着させて、重度う蝕を誘発させた状態で心臓弁に傷害を与えることにより
心臓検体からS. mutansが分離され、軽度の感染性心内膜炎を生じることが示唆された。また、CBP 陽性のS. 
mutansは血液中のIV型コラーゲン結合することにより血管内皮細胞の表層構造に変化を生じさせ、細胞内に侵入
することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the pathogenicity of Streptococcus mutans for infective 
endocarditis using an animal model and cell culture experiments, with focus on 120-kDa 
collagen-binding proteins (CBP) on the surface of bacterial cells. S. mutans organisms were isolated
 from heart valve specimens extirpated from rats with both severe dental caries and heart valve 
injury, which led to occurrence of mild infective endocarditis. In addition, CBP-positive S. 
mutans-bound type IV collagen was found to induce cytoskeletal rearrangement of vascular endothelial
 cells and bacterial internalization.

研究分野： 歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究結果から、心疾患を有し口腔内にCBP 陽性のS. mutansが存在する場合には、重度のう蝕病変を放置す
ることにより軽度の感染性心内膜炎を生じる可能性があることが示された。また、CBP 陽性のS. mutansは血管
内皮細胞の表層に付着するだけでなく、細胞内にまで侵入して心臓弁に定着する可能性があることが明らかにな
った。本研究で得られた成果から、感染性心内膜炎の発症を防ぐために、心疾患を有する対象におけるう蝕の予
防や早期治療の重要性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 感染性心内膜炎（Infective endocarditis; IE）は、侵襲的な歯科処置によって血液中に侵入した口
腔細菌が、心内膜や弁膜において疣腫と呼ばれる塊を形成することで、発症に至るとされている。
特に、心疾患患者では心内膜や弁膜に内皮傷害を生じやすいことから、IE 発症リスクが高いこ
とが報告されている。う蝕の主要な病原細菌である Streptococcus mutans は IE の起炎菌としても
知られている。健常者のうち約 10〜20%には菌体表層にコラーゲン結合タンパク（Collagen-
binding protein; CBP）を発現する S. mutans が存在する。IE に罹患した患者では、口腔内におけ
る CBP 陽性 S. mutans の検出率が健常者と比較して有意に高いことが明らかになっている。これ
までの IE に関する研究では、侵襲的な歯科処置に生じる一過性の菌血症を想定して、人工的に
心臓弁を傷害したラットに供試菌を血中投与するモデルが用いられている。一方で、歯髄腔に達
するう蝕が存在することによって、露出した毛細血管から口腔細菌が侵入し、持続的な菌血症が
生じる可能性については検討されていない。また、CBP 陽性 S. mutans が心臓弁を構成する血管
内皮細胞に侵入能を有することが明らかになっているものの、その詳細なメカニズムは示され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、IE のリスクファクターとして、S. mutans の菌体表層タンパクのうち CBP に着目
し、以下の２点について検討することを目的とした。 
 
（１）重度のう蝕病変部に存在する CBP 陽性 S. mutans が及ぼす IE に対する影響について、 
   ラットモデルを用いて明らかにする。 
（２）CBP 陽性 S. mutans の血管内皮細胞への侵入メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）重度のう蝕病変部に存在する CBP 陽性 S. mutans の IE に対する病原性の解析 
 本研究における動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認を得て行った。
18 日齢の Sprague-Dawley（SD）系ラットに、 1×108 CFU の CBP 陽性 S. mutans である SA31 株
を１日１回５日間連続して経口投与して口腔内に菌を定着させ、重度う蝕を誘発させるために
スクロース 56%配合う蝕誘発性飼料を常時与えて飼育した。その後、90 日齢のラットに、全身
麻酔下にて右頸動脈よりカテーテルを挿入して大動脈弁に傷害を与え、１週間後（Ａ群）、１か
月後（Ｂ群）および３か月後（Ｃ群）に屠殺した。これらの群に加えて、大動脈弁に傷害を与え
ずに３か月後に屠殺する群を設定した（Ｄ群）。さらに、S. mutans 株を定着させずにスクロース 
56%配合う蝕誘発性飼料を与えた後、大動脈弁に傷害を与える群（Ｅ群）と与えない群（Ｆ群）
とを設定して３か月後に屠殺した。 
 屠殺時に摘出した顎骨検体を用いて、実体顕微鏡下にて上下顎骨のう蝕の程度を評価した。ま
た、屠殺時に摘出した心臓検体は、グラム染色および抗 CBP 抗体を用いた免疫染色によって病
理組織学的評価を行った。さらに、心臓検体を細分し滅菌生理食塩水を加えて超音波処理した懸
濁液を、Mitis-Salivarius 寒天培地にバシトラシン（100 unit/mL）および 15% スクロースを添加
した MSB 寒天培地て播種して 37℃で 48時間培養することにより S. mutans 株を分離した。さ
らに、顎骨および心臓検体由来の株のゲノム DNA を用いて、Random amplification of polymorphic 
DNA（RAPD）法にて遺伝子増幅パターンを比較した。 
 
（２）CBP 陽性 S. mutans の血管内皮細胞への侵入メカニズムの解明 
１）血管内皮細胞への侵入能の分析 
 供試菌として、CBP 陽性 S. mutans である TW295 株、TW295 株の CBP をコードする遺伝子
を不活化させた変異株である TW295CND、および CBP をコードする遺伝子を再導入した相補株
である TW295comp 株を用いた。血管内皮細胞として、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（Human 
umbilical vein endothelial cells; HUVEC）を用いた。HUVEC の培養時には、通法に従い血清を添
加したものに加え、血清の代わりに血清中の主要な細胞外マトリックスである IV型コラーゲン、
フィブリノーゲン、フィブロネクチン、ビトロネクチンのいずれかを添加したものも準備した。  
 S. mutans の血管内皮細胞への侵入能を評価するために、供試菌を MOI=100 となるように抗菌
薬非添加の状態の HUVEC に添加し 37℃で 2時間反応させ、供試菌を HUVEC に付着侵入させ
た。２時間後にメディウムをペニシリン、ストレプトマイシンおよびゲンタマイシン含有のもの
に交換して、HUVEC の内部に侵入した供試菌以外は全て死滅させた。その後、滅菌蒸留水を添
加して HUVEC を破壊し、供試菌を含む細胞溶液を MSB 寒天培地に播種し、37℃で 48 時間培
養した。感染させた菌数に対する MSB寒天培地上に得られた菌数を侵入率として算出した。 
 S. mutans 存在下における HUVEC の遺伝子発現変化を網羅的に解析するために、供試菌を侵
入させた HUVEC の細胞溶液を回収後に RNA を抽出し、DNA マイクロアレイ解析を行った。
DNA マイクロアレイ解析の結果、CBP 陽性 S. mutans の侵入により発現抑制が認められた遺伝



 

 

子に着目し、siRNA を用いたトランスフェクションにより HUVEC におけるこれらの遺伝子を
ノックダウンした。その後、各遺伝子をノックダウンさせた HUVEC を用いて、TW295 株の侵
入能を評価した。 
 
２）ラット IE モデルにおける血管内皮細胞の傷害の病理組織学的評価 
 動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認を得て行った。10週齢の SD 系
ラットに、全身麻酔下にて頸動脈よりカテーテルを挿入して大動脈弁に傷害を与えるとともに、
1×108 CFU の供試菌を頸静脈から投与した。その７日後に、ラットを屠殺して心臓弁を摘出した。
心臓弁を横断して作製した組織切片は、正常な血管内皮細胞に発現する cluster of differentiation 
31（CD31）の特異抗体にて免疫染色し、染色が認められなかった部分を傷害部位として評価し
た。 
 
４．研究成果 
（１）重度のう蝕病変部に存在する CBP 陽性 S. mutans の IE に対する病原性の解析 
１）異なる飼育期間における病原性の検討 
 プラークインデックスは飼育期間が長期になるほど増加が認められ、C群は A群および B群
と比較して有意に高い値を示した（P < 0.001）。顎骨検体から分離された S. mutans 菌数は、C群
は A群と比較して有意に高い値を示した（P < 0.001）。また、顎骨のう蝕は飼育期間が長期化す
るにつれて歯質の実質欠損が増加し、C群では歯冠崩壊が認められた。C3 以上の歯数および C4
の歯数は、飼育期間の長さに伴って高い値を示し、C 群は A 群と比較して有意に高い値を示し
た（P < 0.001）。心臓から S. mutans が分離された割合は飼育期間の長さに伴って増加し、心臓か
らは 20〜1,000 CFU の S. mutans が分離されたが、A から C の各群に有意差は認められなかった。
グラム染色による病理組織学的評価により、心臓から S. mutans が分離された５匹のラットのう
ち２匹ではグラム陽性菌の存在が確認され、CBP 抗体を用いた免疫染色により陽性反応を示し
た。 
 
２）重度う蝕の誘発および心臓弁傷害の有無による病原性の検討 
 SA31 株を口腔内に定着させた C群および D群は、定着させていない E群および F群と比較
して有意に高いプラークインデックスを示し（P < 0.001）、S. mutans は C群および D群の顎骨
検体のみから分離された。また、C 群および D 群には歯髄に到達し歯冠の崩壊を伴う重度う蝕
が多数認められたのに対し、E 群および F 群では主に咬耗や軽度う蝕が認められる程度であっ
た。C3 以上の歯数は、C群および D群では E群および F群と比較して有意に高い値を示し（P 
< 0.001）、C群は D群と比較して、C3 以上の歯数と C4 歯数の両方で有意に高い値を示した（P 
< 0.05）。心臓検体の評価においては、C群および D群からは 20〜100 CFU の S. mutans が分離さ
れ、C群の心臓検体から S. mutans が分離される割合は D群よりも高かった。それに対して、E
群および F群では S. mutans は分離されなかった。また、体重に対する心臓重量比は、C群では
E群および F群と比較して有意に高い値を示した（P < 0.05）。 
 
３）重度う蝕と心臓の病態における関連性の検討 
 RAPD 法により、心臓検体から分離された S. mutans 株の遺伝子増幅パターンは、口腔に投与
した SA31 株のパターンと全てのプライマーで一致した。顎骨検体から分離された S. mutans 数
は、心臓検体から S. mutans が分離されたラットにおいて、分離されなかったラットと比較して
有意に高い値を示し（P < 0.05）、心臓検体から S. mutans が分離されたラットにおける C3 以上の
歯数および C4 歯数は、S. mutans が分離されなかったラットと比較して有意に高い値を示した
（P < 0.05）。また、C3 以上の歯数が片顎６臼歯に５本以上存在するラットでは４本以下のラッ
トと比較して、心臓検体から S. mutans が分離される割合が有意に高かった（P < 0.05）。さらに、
C4 の歯数が片顎６臼歯中に２本以下しか存在しないラットと比較して、３本以上存在するラッ
トでは心臓検体から S. mutans が分離される割合が有意に高かった（P < 0.05）。 
 
（２）CBP 陽性 S. mutans の血管内皮細胞への侵入メカニズムの解明 
１）血管内皮細胞への侵入能の分析 
 TW295 株は、血清添加時には非添加時と比較して有意に高い HUVEC への侵入率を示した。
一方で、TW295CND 株は血清の有無に関係なくほとんど侵入率を示さなかったが、TW295comp
株では TW295 株と同様に血清存在下においてのみ侵入能が認められた。また、血清の代わりに
細胞外マトリックスを添加して分析した結果、TW295 株は IV型コラーゲン存在下において、他
の細胞外マトリックス存在下と比較して HUVEC に対して有意に高い侵入率を示した（P<0.01）。
それに対して、TW295CND 株は IV 型コラーゲンの有無に関係なくほとんど侵入率を示さなか
ったが、TW295comp 株では TW295 株と同様に IV型コラーゲン存在下において侵入能が認めら
れた。  
 DNAマイクロアレイ解析の結果、TW295CND 株感染群および非感染群と比較して TW295 株
感染群においては、Rho ファミリーG タンパク質に関連したシグナル伝達分子である ARHGAP9、
ARHGEF38、GPR179 の発現の上昇を認めた。そこで、HUVEC の各遺伝子をノックダウンさせ



 

 

た上で、TW295 株の侵入率の変化を評価したところ、Rho ファミリーG タンパク質の交換因子
で細胞骨格の構造変化に関わる ARGEF38 がノックダウンされることによって、TW295 株の侵
入率は有意な低下を認めた（P<0.01）。それに対して、ARHGAP9 や GPR179 のノックダウンでは
そのような侵入率の低下は認められなかった。 
 
２）ラット IE モデルにおける血管内皮細胞の傷害の病理組織学的評価 
 ラットの心臓弁の内腔全長に関しては、TW295 株、TW295CND 株および TW295comp 株のい
ずれにおいても有意差を認めなかった。一方で、傷害を受けた内腔長は TW295CND 株および
TW295comp 株と比較して TW295 株において有意に高い値を示した（P<0.05）。 
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