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研究成果の概要：齲蝕は歯面に付着するバイオフィルム（デンタルプラーク（pl））によって生

ずる。したがって，原因菌(MS：S.mutans（S.m）と S.sobrinus(S.s))を含めた pl の解析は重

要である。今回我々は，酸による環境の変化による pl および MS の変化について着目し，検討

を行った。その結果，pl の Cariostat 値（CAT21®）と pl 中の S.m 菌の比率は相関する傾向が

見られた。また，MS のうち耐産生能が高い株は F-ATPase の発現量が 2 倍程度高いことが示さ

れた。従って，酸環境と pl の状態，及び菌の性状には深い関連があることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

小児の齲蝕予防を実践する上で，齲蝕原性
菌(MS：S.mutans（S.m）と S.sobrinus(S.s))
の病原性を調べることは重要である。そして，
齲蝕原因菌およびデンタルプラーク（pl）の
性状は，齲蝕病原性に関連しており，pl内の
酸性環境により影響を受けることが明らか
となってきている。 
 また，pl に含まれる齲蝕原因菌の菌種や量
は，特に酸性環境に伴って変化するとの報告

があり，酸性下で S.m が増殖し生存できる能
力（耐酸性能）に関連する遺伝子（f-atpase）
の領域も明らかにされた。 
２．研究の目的 
今回，我々は，pl および MS の性状と，酸

性環境との関連性について，分子生物学に検
討を行った。 
まず，pl から S.m および S.s を分離し，pl

が産生する酸の Cariostat 値(CAT 値)と分離
菌株の耐酸性能について検討し，pl の酸産生
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能(CAT 値)と齲蝕原因菌耐酸性能の関連につ
いて，検討を行った。 
 次に，リアルタイム PCR 法を用いて，酸性
環境が plおよび MSの性状に与える影響につ
いて，菌の比率の測定を行った。 

そして，齲蝕原因菌（S.m）の齲蝕病原性
に関連する，f-atpase などの遺伝子の mRNA
発現を検討した。 
 
３．研究の方法 
１）プラークの採取および菌の分離  
 プラークからのミュータンスレンサ球菌
の分離は広島大学病院小児歯科診療室を受
診した小児のうち，保護者と小児にプラーク
の採取について説明を行い，同意の得られた
4-17 歳の 20 名を対象とした。患児および保
護者の同意を得たうえでプラークを採取し
た（広島大学倫理委員会許可番号 56）。併せ
て口腔内診査を行い，齲蝕経験歯率（df歯率）
を算出するとともに Cariostat（CAT21®）の
判定を行った。 
 プラークの採取にはブラッシング法を用
いた。通法に従い滅菌歯ブラシで全歯面をブ
ラッシングし，付着したプラークを生理食塩
水中に懸濁した。懸濁液を遠心して上清を取
り除き，沈殿物を試料とした。 
 臨床分離株は，採取したプラークを，改良
型 MSB培地に塗布することにより，分離した。
最終的には，S.mutans と S.sobrinus 両菌種
の特異的なプライマーを用いた PCR法によっ
て，菌種を決定した。 
 
２）プラークに含まれる齲蝕原因菌の比率の
測定（実験１，図１） 
 試料から，Wilson の方法を用いて DNA を抽
出した。リアルタイム PCR 法を用いてプラー
ク中の齲蝕原因菌の DNA量を定量的に測定し，
Streptococcus 属全体に占める S.m，S.s の比
率を検討した。S.m，S.s の菌種特異的なプラ
イマー，プローブ等は Yoshida らの報告を用
い，Streptococcus 属を認識するものは松本
の報告を用いた。なお，比率の測定は 2～5
歳の乳歯列の患児 11 人を対象とした。 
 
３）分離菌株の耐酸性と Cariostat 値（CAT
値）の比較（実験 2，図 2）                                 
 分離菌株を BHI液体培地にて培養後，pH7.0
及び pH4.0（低 pH 条件）のリン酸緩衝液中に
懸濁し，37℃で 1時間インキュベーションを
行った。 

その後，懸濁液を BHI 寒天培地に播種して
37℃にて培養を行った。2 日後，生菌数をカ
ウントすることにより生存率を算出し，CAT
値との関係を検討した。 

そして，次の実験に，CAT 値と耐酸性能が
共に高かった S.m 菌５株と，共に低かった５
株，計１０株を用いた。 

 
４）耐酸性に関連する遺伝子の発現の測定
（実験 3，図 3，４） 
 （３）において分離した齲蝕原因菌のうち，
耐酸性及び CAT 値が共に高い株と，両方が低
い株を各 5株ずつ用いた。各株を pH5（酸性）
と pH7（中性）に調整した BHI 液体培地中で
OD600=0.6 まで培養した後，菌体を回収した。
回収した菌体から RNA を抽出し，リアルタイ
ム RT-PCR 法を用い，各遺伝子の mRNA の発現
を高耐酸性株群と低耐酸性株群で比較した。
なお，菌体内･外の pH を調整する酵素である
f-atpaseに特異的なプライマーはKunhertら
の報告を用い，齲蝕との関係が深い gtf-B に
は Yoshida らの報告 に，菌の分離・生理活性
と関係が深い aml については Ahn らの報告に
よるものを用いた。   
 
４．研究成果 
１）対象者の 100％から S.m が，72.7％から
S.s が検出された。プラークに含まれる
streptococcus 属全体に占める齲蝕原因菌の
比率と齲蝕経験歯率及び CAT値との関係を検
討した結果，S.m で正の相関関係が認められ
た。S.s については相関関係は認められなか
った。 

 



 

 

 
２）S.m 菌群の耐酸性能は，CAT 値と正の相
関関係にあったが，S.s については CAT 値と
の間に相関関係は認められなかった。  

 
３）耐酸性機構と関係が深いと考えられる
f-atpase の mRNA 発現量は株の耐酸性能によ
って傾向が異なっていた。酸性環境下におけ
る f-atpase 遺伝子の mRNA 発現量は，中性環
境下に比べ高耐酸性株群では 40％上昇した
が，低耐酸性株群では 33％減少した。 
４）酸性環境下における gtf-B，aml の mRNA
の発現量は，高耐酸性株群も低耐酸性株群も
低下し，gtf-B では中性環境下の 50％，aml
では 70％まで減少した。  

 

 

 
今回の結果から，口腔内における S.m の比

率と df 歯率，プラークの CAT 値との間に正
の相関関係が示された。特に，CAT 値との相
関関係が示されていることより，S.m の比率
がプラークの酸性環境に影響されることが
示された。S.s については，相関関係が示さ
れなかったため，酸性環境による影響を受け
ているかは明らかでない。 
 菌の耐酸性能とプラークの CAT値を調べた
結果でも，S.m で正の相関があるという結果
が得られた。このことは，プラーク中で S.m
が優勢となる要因の一つに耐酸性能の違い
があることを示していると考えられる。 
 一方，これまでの研究で，S.mはpH環境（酸）
に応じて酵素の産生量が調節されることが
示されている。そして，耐酸性能については，
f-atpase などの酵素が深く関わっているこ
とが明らかとなっている。  
今回，齲蝕病原性に関連する遺伝子の mRNA

の発現を調べた結果，酸性環境下における
f-atpase の発現量が，高耐酸性株群では中性
環境下に比べ 40％上昇したが，低耐酸性群で
は 33％減少していた。今回示された f-atpase
の発現量の違いは，菌の耐酸性能に影響して
いると考えられる。gtf-B と aml は，酸性環
境下において耐酸性の違いに関係なく発現
量が低下していた。  
 今後はさらに，酸性環境下での mRNA の発
現に違いを与える因子について，分子生物学
的に検討を行っていきたい。 
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