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研究成果の概要（和文）：新しい薬剤を開発して口腔疾患の予防方法を開発することを目
的とし検討を行った。Polypyrroles やフルクタナーゼは、う蝕や歯周病の原因となるバイオ
フィルム形成を抑制した。この抑制効果は、新しいモデル動物として開発した
NOD/SCID,E2f-1-/-マウスを用いて確認した。これらの結果、Polypyrroles やフルクタナーゼ
は、口腔疾患予防システムを開発する上で有用な薬剤であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated development of preventive methods for oral diseases
using new drug. Polypyrroles and fructanase inhibited biofilm formation, which cause
dental caries and periodontal diseases. This inhibition effects were confirmed in the
new animal model; NOD/SCID,E2f-1-/- mice. From these results, it was considered that
polypyrroles and fructanase were useful for development of prevention system for dental
diseases.
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１．研究開始当初の背景

１）現在の口腔微生物を介する疾患とその

発症の問題点

戦後、欧米の菓子および甘味飲料が日本

へ入ってきた結果、昭和 30, 40 年代には

う蝕を有するヒトが急増し、その多う蝕罹

患者群の高齢化が進んでいる。その患者群

の、高齢化の結果根面う蝕や歯周病の増加

につながっていると考えられている。高齢

化とともにう蝕、歯周病を起因とする全身

疾患（心臓病、動脈硬化等）および誤嚥性

肺炎なども増加してきている。右肩上がり

で増加している HIV 感染者、白血病患者、

放射線科学療法を受けた頭頚部癌患者や

骨髄移植を受けた患者なども、唾液分泌低

下、歯周病、口腔真菌症、口腔潰瘍等の様々
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な口腔症状を起こしやすい。このように、

口腔微生物叢の変化、口腔微生物に関わる

疾患が年々増加してきているのが現状で

ある。

２）現在明らかになっていない重要な点

口腔に病原性微生物が感染するのを制

御しているのは、口腔微生物のなかでも特

に 多 数 を 占 め る Streptococci 、

Lactobacilli、Actinomyces などの乳酸産

生菌などである。これらの細菌は、微生物

間コミュニケーションのもとにバイオフ

ィルムという宿のなかで共生している。口

腔バイオフィルムは、宿主の防御力とバラ

ンスを取りながら、ダイナミックに細菌間

シグナルを返して口腔表面に形成されて、

口腔の安定した微生物叢の維持にも関わ

っている。しかし、食生活の変化、加齢、

全身疾患、病原性の強い微生物の全身感染

等が起ると、正常な微生物ネットワークが

崩れ、時間および慢性的な症状の経過とと

もに病原性微生物が蓄積し口腔疾患の発

症につながっていく。しかし、病原的な細

菌叢から正常な口腔細菌叢に戻しそれを

維持安定化させる薬剤は開発されていな

い。

２．研究の目的

効果的な薬剤を開発するために、我々

は以前の研究により明らかにされた陽電

荷の繰り返し構造を持ったペプチドが唾

液蛋白質に結合しStreptococciの歯表面

への付着を抑制することに着目した。こ

の 同 じ 構 造 を 持 つ Polypyrrole や

Phenylene ethynylene などの水溶性の有

機化合物を用いて、S. mutans や S.

sobrinus な ど の う 蝕 原 因 菌 、 P.

gingivalisや A. actinomycetem comitans

などの歯周病関連菌の歯表面付着、菌凝

集およびバイフィルム形成への効果およ

びその他口腔常在菌への効果を in vitro

および in vivo で検討を行うことを計画

した。また、S. faecium, S. mitis, S.

salivarius からバイオフィルム形成抑制

物質を精製して、プロテオーム解析から

抑制物質を特定して、その抑制物質の効

果を確認することも計画した。その水溶

性有機化合物を用いた病原性細菌の付着

抑制効果とバイオフィルム抑制物質を利

用したバイオフィルムの病原性化の阻害

効果を利用して口腔疾患予防システムの

構築を行うことを目的とする。

３．研究の方法

平成 21 年度は有機化合物を用いて、S.

mutans 、S. sobrinus、 S. mitis、S.

oralis 、S. sanguinis P. gingivalis, A.

actinomycetemcomitans,などの実験室株

および臨床分離株の in vitro における付

着およびバイオフィルム形成への効果を

検討する。手持ちにない菌株の臨床分離株

は、新たに分離を行う。有機化合物による

上述の口腔細菌付着阻害効果を In vivo で

検討するために唾液分泌の低下した

NOD-SCID,e2f-1-/-にヒト唾液を処理して口

腔細菌の唾液レセプターであるアグルチ

ニンペプチド(SRCRP2)を表出したマウス

を作製する。平成 22 年以降に、S.

salivarius からのバイオフィルム形成抑

制物質の精製を行い、プロテオーム解析か

ら物質を特定する。ゲノムの明らかになっ

ていない S. salivarius に関してプロテオ

ーム解析が十分にできないことから、ゲノ

ム解析を行う。候補タンパク質の特定後、

その物質にバイオフィルム形成抑制効果

があるか in vitro で検討を行う。唾液分

泌低下マウスを利用した新しい口腔感染

モデル動物を利用して有機化合物および

組み換えタンパク質の効果を検討する。さ

らに有機化合物と抑制タンパク質を利用

して、病原性バイオフィルム形成を制御で

きるか口腔疾患予防システムの構築を検

討する。

以下の４つのステップにより化合物

や組み換えタンパク質の口腔病原微生

物に対する効果を明らかにし、新規制御

方法を構築する。

１）口腔バイオフィルム形成菌の単離

およびスクリーニング

２）化合物の選択やバイオフィルム形

成抑制物質の精製、特定および抑制タン

パク質の菌付着および増殖および凝集

への作用の解明

３）バイオフィルム形成への化合物お

よび抑制タンパク質の作用の解明

４）in vivo における化合物および抑

制タンパク質の病原微生物に対する作

用



５）病原性バイオフィルム制御方法の開発

４．研究成果

１）新しいバイオフィルム抑制剤の解析①

水溶性の有機化合物である5%

Polypyrrolesにて唾液コートしたハイドロキ

シアパタイトディスクを処理すると

Streptococcus mutansのバイオフィルム形成

は、スクロースが含まれない培地において抑

制された。しかし、スクロースを含む培地に

おいては抑制されなかった。この

Polypyrrolesは、スクロース依存性のバイオ

フィルム形成に対して、その抑制効果が認め

られないことが明らかとなった。このことか

ら、Polypyrroles は、S. mutansの初期付着

を抑制することができるが、細胞外多糖を基

に形成される成熟バイオフィルムには効果を

示さないことが明らかとなった。

２）新しいバイオフィルム形成遺伝子の検討

スクロースを含まない培地における臨床

分離株のバイオフィルム形成能を調べると、

バイオフィルム形成能の高い、中程度、低い

株に分類することができた。高い株と低い株

を利用して、バイオフィルム形成時遺伝子発

現の違いをマイクロアレイにて解析すると、

高い株において発現量が 4倍以上増加した遺

伝子 74 個が明らかになった。それらの遺伝

子を利用して、浮遊細胞とバイオフィルム細

胞における遺伝子発現の差を検討すると、QS

システムに依存した遺伝子である sunL がバ

イオフィルム形成を制御する遺伝子である

ことが明らかとなった。また、gtfB, gtfC、

com 遺伝子群および sunL、バシトラシン感受

性の高まった mbrC, mbrD は、グルコース含

有培地において、pH 低下や抗生物質存在下に

よる死菌形成、菌体外 DNA の放出に深く関わ

り、それらがバイオフィルム形成に物理的に

作用することが明らかとなった。それらの死

菌形成、DNA の菌体外放出は、QS システムに

よる耐酸性やバクテリオシン産生などに影

響を受けていることが考えられた。

３）新しいバイオフィルム形成剤の検討②

様々な複合菌を用いたバイオフィルム形

成実験から、S. salivarius は S. mutans と

共培養するとスクロース含有培地において

バイオフィルム形成を抑制することが明ら

かとなった。S. salivarius ATCC 9759 の培

養上清を用いて、抑制物質を精製し、TOFF MAS

解析にて物質の特定を行った。その結果

exo-beta-d-fructosidase (FruA)が、バイオ

フィルム形成を抑制する物質であることが

明らかとなった。FruA は、S. mutans が産生

する Grucosyltransferaseによるスクロース

を基質としたグルカン合成が行われる前に

スクロースを分解することでバイオフィル

ム形成を抑制することが明らかとなった。こ

の FruA は培地中のスクロースを感知してよ

り分泌されることも明らかになった。真菌で

ある Aspergillus niger の産生する市販の

FruA（相同性 31.6%、類似性 59.6%）も S.

mutans のバイオフィルム形成を抑制する。よ

って、多くの菌に広く保存された FruA は、

口腔バイオフィルム形成阻害物質として大

きな役割があることを示唆した。

４）口腔感染モデル動物の確立と抑制剤の

効果

唾液分泌低下マウスである

NOD/SCID,E2f-1-/-マウスを利用して、S.

mutansの口腔感染モデル実験系を確立する検

討を行った、ヒト唾液や唾液成分を菌を感染

する前に口腔に2.5分処理をすると、菌の定着

量が上昇することが明らかとなった。特にIgA

の生理的濃度で処理をすると、アルブミン、

ムチン、リゾチームよりも、コントロールと

して用いたカゼインよりも菌接種後120分で

有意にS. mutansの歯表面定着量が上昇した。

この理由を検討するために、IgAとS. mutans

をあらかじめ反応させ、その後遠心により抗

S. mutans抗体を除去したIgAサンプルを作製

した。このサンプルは、前処理により歯表面

において菌の定着量が上昇することがなかっ

た。よって、唾液成分の前処理におけるS.

mutansの定着量の上昇は、抗S. mutans抗体の

存在が深く関わっていることが明らかとなっ

た。しかし菌を接種して24時間経つと、定着

量は著しく減少した。このままでは長期の感

染実験に使用することができない。そこで菌

を接種してから低濃度スクロース水（1 %）と

スクロースを含まない固形食を同時に与えた

。その結果、スクロース水や固形食を単独で

与えた場合よりも有意にその定着量が上昇し

た。これで、S. mutansの口腔感染モデルを確

立することができた。そこで、このモデルを

利用して、昨年度バイオフィルム抑制剤とし

て明らかにしていたフルクタナーゼの効果の



確認を行った。

Actinomyces naeslundiiやStreptococcus

gordonjiiの単独接種や混合接種の効果の検

討も行った。その結果、混合接種は単独接種

よりも有意に個々の定着量を上昇させた。

5)研究結果のまとめ

Polypyrrolesは菌の初期付着を抑制し、フ

ルクタナーゼは多糖体を介したバイオフィル

ムの成熟を抑制することが考えられた。これ

らの物質はバイオフィルム形成の異なったス

テップを抑制していることから、混合して使

用すれば強力な口腔バイオフィルム形成抑制

つまり口腔疾患予防システムが構築できるこ

とが考えられた。
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