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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutans は、菌体表層に発現する病原性の高いタンパクにより口腔内
のバイオフィルムを形成する。ABC膜輸送体は、必要な栄養素の取り込み、不要な物質の侵入阻害と排出などの
機能を発揮し、強固なバイフォイルムを形成し続けることを可能にしている。本研究では、 S. mutans のABC膜
輸送体のバイフォイルム形成に関与することを明らかとするために、ABC膜輸送体をコードするSMU _1519 およ
びSMU _1521の機能解析を行った。その結果、このABC膜輸送体は、亜鉛の細胞膜輸送に関連する遺伝子であり、
さらにバイオフィルム形成にも関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans, reported to be associated with dental caries 
induction, also forms biofilm. ATP-binding cassette (ABC) transporters exist in cell membranes, and 
function to export and import molecules. In the present study, functional analyses of the SMU1519 
gene, predicted to be a zinc transporter, regarding its relationship to biofilm formation by S. 
mutans were performed. S. mutans MT8148 (serotype c) and an isogenic mutant strain with inactivation
 of the SMU1519 gene, termed ΔSMU1519, were used. The growth rate of ΔSMU1519 was slightly lower 
than that of MT8148, though in the presence of ZnSO4, there was no difference between them. 
Furthermore, while the biomass of biofilms formed by ΔSMU1519 was significantly lower than that of 
MT8148 biofilms, the difference between them was even greater in the presence of ZnSO4. 
These results suggest that SMU1519 contributes to zinc transport by S. mutans, which is related to 
biofilm formation by the organism.   

研究分野：小児歯科学

キーワード： Streptococcus mutans　バイオフィルム　膜タンパク　ABC膜輸送体
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Streptococcus mutans の保有するABC膜輸送体はクオラムセンシングの主要タンパクである膜タンパクの一つで
あり、菌の生存に必要な物質の輸送だけでなく、バイオフィルム形成能に関与する可能性が示唆されている。ク
オラムセンシングによってバイフォイルム形成は制御されているため、ABC膜輸送体の機能を明らかにすること
はバイフォイルム形成制御メカニズムの解明につながる可能性が高い。本研究で同定したABC膜輸送体は亜鉛の
輸送体として機能し、バイオフィルム形成に関与していた。この結果は、バイオフィルム形成を抑制物質を開発
する上で、ABC膜輸送体が新たなターゲットとなる可能性が示された。

※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 

歯科領域の二大疾患である齲蝕と歯周病は、口腔における「バイオフィルム感染症」と考えら

れている。バイオフィルムを形成する細菌は高い抗菌物質耐性機構を獲得しており、バイオフ

ィルムが簡単には除去できない要因となっている。現状では機械的清掃のみがバイオフィルム

除去の有効な手段となっている。しかし、それだけではバイオフィルムの完全な除去および再

形成の抑制は困難であり、機械的清掃に加えて「局所に有効な薬剤を適用する」ことで根本療

法の構築につなげたいと考えてきた。バイオフィルム形成は、細胞—細胞間情報伝達機構である

クオラムセンシングにより制御されており、必要な栄養素を取り込み不要な物質を排出する役

割を持つ膜タンパクが関与しているがその詳細は不明である。バイオフィルムの形成は、クオ

ラムセンシングといわれるシステムによって制御されている。クオラムセンシングは、細菌に

広く存在する細胞—細胞間情報伝達機構である。このメカニズムは、細菌が自身と他菌種の生息

密度を感知して物質の産生をコントロールし、バイオフィルム中での生存や増殖が有利になる

ように利用していると考えられている。この働きにより、集合体としてのバイオフィルムの病

原性が高まっていくと同時に、多種多様な環境変化にも対応できるようになる。古いプラーク

ほど強固な付着と高い病原性、薬剤などの耐性を持つようになり、齲蝕や歯周病をはじめとす

る様々な疾患を増悪化させる。このことから、クオラムセンシングのシステムを破壊すること

ができれば、バイオフィルム形成抑制の方法も変えることが可能になると考えた。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、バイオフィルム形成に関与するクオラムセンシングにおける膜タンパク機能

を追究し、新たなバイオフィルムの制御法の開発につなげることである。そのため、本研究で

は、バイオフィルム形成における主要な膜タンパクを同定し、その機能解析を行った。 

３．研究の方法 

（１） 欠失変異株の作製：S. mutans UA159 株のデータベースから、バイオフィルム形成に

関連すると推定される ABC 膜輸送体をコードする SMU _1519 および SMU_1521 を抽出し

た。それぞれの遺伝子の上流および下流領域、スペクチノマイシンまたはカナマイシ

ン耐性カセット断片を PCR にて増幅した。オーバーラップ PCR で 3 つの DNA 断片を連

結させ、精製した。PCR 産物を MT8148 株に形質転換することにより SMU _1519 欠失変

異株（Δ1519 株）および SMU _1521 欠失変異株（Δ1521 株）を作製し、実験に供試し

た。 

（２） 増殖能の検討 

培養した供試菌を硫酸亜鉛七水和物を 0〜1 mM 添加した Todd Hewitt (TH) 液体培地に

播種し、波長 550 nm の吸光度を１時間毎に経時的に測定した。吸光度が 0.2 から 0.6

までの対数増殖期において波長550 nmの値が2倍になる時間をダブリングタイムとし、

算出した。 

（３） 遺伝子発現量の解析 

MT8148 株に硫酸亜鉛七水和物を添加または非添加し、対数増殖期まで培養した後、全

RNA 抽出を行った。DNase 処理後、cDNA 合成を行い、SMU _1519 および SMU_1521 特異

的プライマーを用いて、各遺伝子の発現を Real-time RT-PCR 法を用いて確認した。 

（４） 硫酸亜鉛七水和物存在下における細胞生存率 

MT8148 株、Δ1519 株およびΔ1521 株を 37℃で 18時間培養後、遠心分離を行い菌体を

回収した。0〜250 μM の硫酸亜鉛七水和物を添加した 1％スクロース含有化学合成培

地で菌体を懸濁し、吸光度 600 nm が 0.02 となるよう調整した。次いで、25％ヒト唾

液でコーティングしたチャンバースライドに調整した菌液を分注し、嫌気条件下で 18

時間、37℃で培養した。 Hank 平衡塩類溶液（HBSS）で洗浄を行った後、LIVE/DEAD® Bac 

LightTM Bacterial Viability Kit を使用して、生細胞を SYTO9®、死細胞を Propidium 

iodide で染色し、遮光で 15 分静置した。HBSS で洗浄を行い、4%グルタルアルデヒド

で固定した後、蛍光顕微鏡で観察し、Image J にて生存率を解析した。 

（５） 蛍光プローブを使用した細胞膜流動性の解析 



対数増殖期初期まで培養した供試菌を遠心分離し、塩化ナトリウムリン酸緩衝液にて

吸 光 度  600 nm が  0.2 に な る よ う に 調 整 し た 。 蛍 光 プ ロ ー ブ 

N-Phenyl-2-naphthylamine を添加し、遮光して 30 分反応させた。その後、上清を取

り除き２回洗浄し、96穴蛍光測定用プレートに分注し、蛍光偏光度を励起光 355 nm/ 蛍

光 460 nm で測定した。 

（６） バイオフィルム形成量の検討 

培養した供試菌液を 0.5%スクロース添加した TH 液体培地に播種し、96 穴細胞培養用

マイクロテストプレートの各ウェルに分注し、37℃で２日間嫌気的に培養した。１%ク

リスタルバイオレット溶液にて染色を行い、波長 570 nm の吸光度を測定した。 

４．研究成果 

TH 液体培地中における硫酸亜鉛七水和物を添加した場合では、MT8148 株と比較してΔ1519 株

の増殖速度は遅延していた。硫酸亜鉛七水和物を添加した場合では、SMU _1519 および SMU_1521

の遺伝子発現量は有意に上昇した。また、硫酸亜鉛七水和物存在下における生存率は、MT8148

株は硫酸亜鉛七水和物の濃度に関わらず一定であった。一方、Δ1519 株およびΔ1521 株は、硫

酸亜鉛七水和物の濃度依存的に低下した。以上の結果より、SMU_1519 および SMU_1521 がコー

ドする ABC 膜輸送体は、亜鉛の細胞膜輸送に関連する遺伝子であることが示された。また、硫

酸亜鉛七水和物の濃度依存的にΔ1519 株およびΔ1521 株の生存率が低下したことから、

SMU_1519 および SMU_1521 は亜鉛の排出に関与することが示唆された。蛍光プローブによる細

胞膜の流動性は、MT8148 株と比較してΔ1519 株では有意に低かった。また、MT8148 株と比較

してΔ1519 株の TH 液体培地中における増殖速度は遅延しており、分裂速度を表すダブリング

タイムは延長していた。さらに、バイオフィルム形成量は、MT8148 株と比較してΔ1519 株に

おいて有意に低下した。以上の結果より、SMU_1519 および SMU_1521 がコードする ABC 膜輸送

体は、亜鉛の細胞膜輸送に関連する遺伝子であることが示された。また、細菌の分裂に関与し

ている可能性が考えられる。さらに、バイオフィルムの形成にも関与していることが示唆され

たことから、ABC 膜輸送体は、細胞膜輸送のみならずバイフォイルムの形成にも関与している

ことが明らかとなった。このことは、ABC 膜輸送体をターゲットとしたバイオフィルム形成抑

制を目指す創薬の開発の一助になると考えられる。 
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