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研究成果の概要：Streptococcus mutans はう蝕の主要な原因細菌であるとともに感染性心内膜

炎の起炎菌としても知られている．本研究では，国内外のう蝕および感染性心内膜炎患者血液

より分離された S. mutans 菌株を用いて，分子疫学的解析法である Multi Locus Sequence 

Typing (MLST) 法を確立し，病原性や伝播に関する系統的分析を行った．その結果，病原性に

関与する血清型や遺伝子を保有する菌株が，系統樹上のある特定の領域に集中することが明ら

かとなった． 
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１．研究開始当初の背景 
 Streptococcus mutans はう蝕の主要な
原因細菌であるとともに，感染性心内膜炎
の起炎菌としても知られている．これまで
に，S. mutans の分類法としては，血清学
的分類や染色体 DNA を用いたフィンガー
プリント法などが用いられてきたが，これ
らの方法に対しては種々の問題点が指摘さ
れてきた． 
 ヒトの口腔内に存在する S. mutans の
血清型は，c, e, f, k の４種であり，一般
に，日本においても欧米においても血清型 
c の S. mutans が全体の約７０〜８０％

を占めている．血清学的分類法では，血清
型の種類が少なく，その多くが c 型に属す
ることが分類法として用いる上での大きな
問題点であった． 
 分子生物学的手法の発展により，菌の 
DNA フィンガープリンティングパターンを
解析する分子疫学的手法として，パルスフ
ィールドゲル電気泳動法やリボタイピング，
AP-PCR 法などが分類法として用いられる
ようになった．しかし，これらの分析法は
手法によって得られた分類が異なることや
再現性に欠けることなどの問題点が存在し
ていた． 
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 近年，分子生物学的手法を応用した系統
的 な 進 化 解 析 法 と し て  Multilocus 
Sequence Typing (MLST) 法が様々な菌種の
分類同定法として確立されてきている．そ
こで，これまでの手法で指摘されてきた問
題点を解決すべく，MLST 法を S. mutans 
で初めて確立するに至った． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，MLST 法を確立することで，
これまでに存在していた分類法の問題点を
補う新たな分類法を確立したいと考えてい
る．また，この手法が確立すれば，世界各
国で分離されたすべての S. mutans 臨床
分離株をデータベース上の情報のみから照
合・比較することが可能であり，海外で新
たに発見された遺伝子型（シークエンスタ
イプ；ST）を有する菌株を系統樹上に追加し
ていくことが可能である．これにより，世界
の研究者の間で S. mutans 菌株に関する情
報を共有することができ，データベースを
充実させることが可能となる． 
 S. mutans の主要な表層タンパクである
グルコシルトランスフェラーゼ (GTF) や 
Protein antigen (PA) がう蝕病原性に強く
関与することが知られている．これらのタ
ンパクについて，多数の臨床分離株を分析
すると，その発現はバリエーションに富ん
でおり，このことがう蝕における病原性や
多様なう蝕臨床像に関連していると考えら
れる．一方，S. mutans は，抜歯やスケー
リングなどの歯科における観血処置時に血
液中に侵入し，心疾患を有する患者におけ
る感染性心内膜炎をはじめとする全身疾患
にも関与することが分かっている．これま
でに，菌血症患者および感染性心内膜炎患
者血液から分離した S. mutans 菌株では
口腔分離株と異なる血清型パターンや表層
タンパクを有することが明らかとなってい
る．そこで，う蝕および全身における多様
な臨床像を呈する症例から菌株を分離し，
MLST データと臨床像を結びつけ，その病原
性との関連を識別することが可能かどうか
を検討する． 
 
３．研究の方法 
（１）対象 
 総計 101 人の国内外の歯科受診患者から，
同意のもとで採取したデンタルプラークお
よび唾液からS. mutans 菌株を分離し研究に
用いた．また，菌血症と感染性心内膜炎患者
血液中から分離された S. mutans 菌株も使
用した．これらについてゲノム DNA を抽出
し，以下の分析を行った． 
（２）ハウスキーピング遺伝子の決定 
 全遺伝子配列の分かっている S. mutans 
UA159 株の配列を利用して，S. mutans の生

命機能に必須の遺伝子である 8 つのハウス
キーピング遺伝子 (aroE, glk, gltA, gluA, 
lepC, murI, tkt, gyrA) を選択し，これら
の遺伝子をターゲットとしたプライマーの
設計を行った． 
（３）MLST 解析を用いた系統樹の作製 
 設計したプライマーと臨床分離株 101 株
から抽出したゲノム DNA を用いて PCR 法
により遺伝子断片を増幅し，シークエンス解
析により各菌株の遺伝子配列を決定した．こ
れらにより得られた配列から遺伝子型を決
定し，MLST 解析を行うことにより系統樹を
作製した．   
（４）病原性に関与する遺伝子の検討 
 S. mutans の病原性に関与する遺伝子の
うち，象牙質や軟組織中に多く含まれる I 
型コラーゲンへの結合に関与する cnm 遺
伝子に着目し，系統樹上でのその局在につ
いて分析を行った． 
（５）母子伝播に関する分析 
 本学歯学部小児歯科を受診した小児患者
とその母親 20 組から採取した唾液より S. 
mutans を分離した．これらの菌株からゲノ
ム DNA を抽出し 8 つのハウスキーピング
遺伝子を用いてシークエンスサンプルを作
製した．これらについて MLST 解析を行うこ
とにより，母親と子どもが有する菌の遺伝子
型を比較し，双方の菌が同一由来のものであ
るか検討した． 
 
４．研究成果 
（１）MLST 解析を用いた系統樹の作製 
 系統樹を作製した結果，臨床分離株 101 
株は 92 の遺伝子型に分類された．血清学的
には，e，f 型がそれぞれ特定のクラスター
に集中する傾向を示した． 
（２）病原性に関する検討 
 I 型コラーゲンへの結合に関与する cnm 
遺伝子を有する S. mutans が，ある特定の
クラスターに集中する傾向が見られた．そ
こで，cnm 遺伝子に着目し研究を進めたと
ころ，cnm 遺伝子保有 S. mutans が口腔内
に存在する患者の割合は約 10 %であり，
cnm 遺伝子保有菌株が口腔内に存在する小
児では，cnm 遺伝子を持たない菌株のみし
か存在しない小児と比較して多数のう蝕が
存在することが明らかとなった．さらに，
cnm 遺伝子保有菌株は母から子へと伝播し
ていることを明らかとした．このことから，
本研究で確立された MLST 法で，ある特定
のクラスターに集中する S. mutans に共
通した性状が，う蝕病原性に関与している
ことが示された． 
（３）母子伝播に関する分析 
 母子 20 組について MLST 解析を行った
ところ，新たに 16 の遺伝子型が発見され
た．また，母子 20 組のうち 14 組で母親と



 

 

その子どもで同一の遺伝子型を有する菌が
検出され，MLST 法の伝播に関する研究に対
する有効性が示された． 
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