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研究成果の概要（和文）：う蝕原性細菌のミュータンスレンサ球菌はスクロースを基質としてバ

イオフィルム形成に強く関与する非水溶性グルカンを合成する。このグルカンのα1,6-および
α1,3-グルコシド結合を効率的に分解できる酵素を創出するのが本研究の目的である。そのた
め、デキストラナーゼおよびムタナーゼ遺伝子をプラスミッドに組み込み、作製されたキメラ

遺伝子を発現ベクターに組み込んで大腸菌に発現させた。産生されたデキストラナーゼ・ムタ

ナーゼキメラ酵素の性質を調べたところ、本キメラ酵素はデキストランおよびムタンを効率よ

く分解することが分かった。今後は更に高機能のキメラ酵素の創出を目指す。 
 
研究成果の概要（英文）：Cariogenic mutans streptococci produce water-insoluble glucan 
involving in biofilm formation from sucrose as a substrate. The purpose of this study was to 
construct chimeric enzyme composed of dextranase and mutanase that degrade α-1,6- and 
α-1,3-glucosidic bond, respectively. Dextranase gene and mutanase gene were cloned in 
plasmid and the chimeric gene was successfully constructed in the expression vector and 
the resulting enzyme hydrolyzed effectively dextran and mutan simultaneously. It is 
desired to improve the chimeric enzyme to highly functional one in the future. 
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１．研究開始当初の背景 
 ストレプトコッカス ミュータンスは食
物中のショ糖からグルコシルトランスフ

ェラーゼにより、高分子のグルカンを合成
し、それが歯垢形成の開始に関与すると言
われている。合成されるグルカンには水溶
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性の結合を主体とするアルファ１,６グル
カン(デキストラン)と不溶性のアルファ
１,３グルカンを主体とするムタンがある
が、歯垢形成の開始には粘着性で不溶性の
ムタンの関与が大きいとされている。この
ことから、デキストランとムタンを同時に
分解すれば歯垢形成を阻止できると共に
齲蝕の誘発を抑えられることが期待でき
る。従ってムタンを分解できるムタナーゼ
の開発は、非常に重要であり、従来からム
タナーゼあるいはムタナーゼ生産菌につ
いての報告がなされている。しかし、安定
性や分解力が不十分で実用化に至ってい
ない。そこで、応用の可能性を広げるべく、
強力な分解力を持つムタナーゼの開発が
待たれている。 
 
２．研究の目的 
(1) ドメインシャッフリングによる高機
能キメラ酵素の創出 
 酵素遺伝子の一部をシャッフリング（置
換）することにより、機能が向上したキメ
ラ酵素を創出することが可能となりつつ
あるが、シャッフリング領域の特定方法、
遺伝子上の任意の部位でのシャッフリン
グ技術、キメラ酵素を超活性型酵素にする
フォールデイング技術等はいまだ試行錯
誤の状態にある。このため本研究では、歯
科医療で有用性の高いデキストラナーゼ、
ムタナーゼおよびグルカン結合タンパク
質（ＧＢＰ）を対象として、酵素遺伝子の
特定の領域（ドメイン）を互いの領域とシ
ャッフリングさせる手法（ドメインシャッ
フリング）を実施するとともに、フォール
デイング手法を活用することにより、熱安
定性や基質特異性を大幅に向上させた 高
機能キメラ酵素の創出をめざす。 
 
(2) 高機能キメラ酵素の納豆菌における
発現 
 次に、キメラ酵素遺伝子を納豆菌で発現
させ、強力な分解酵素を発現させて、歯面
バイオフィルムの分解を促進する「組換え
納豆」の構築を目指す。本研究で得られた
ドメインシャッフリング技術は、医薬品の
他、歯磨剤や洗口剤など歯科医療産業上重
要な様々な酵素に適応する可能性があり、
安定性の優れた種々のキメラ酵素を創出
することが期待できる。 
 蛋白質(酵素)の進化の手法の一つはエ
キソンシャッフリング等の遺伝子の相同
組換えに起因するものであり、蛋白質を構
成するアミノ酸配列が大幅に変化するた
め、蛋白質の特性に極めて大きな変化をも
たらす。本研究では①遺伝子シャッフリン
グにより新たな酵素(キメラ酵素)を創出
し、既存酵素の特性を改良する技術の確立

と、②本技術の適用により得られたキメラ
酵素を納豆菌に発現させることによるバ
イオフィルムの分解手法の開発の 2つの目
的で研究を行う。 本研究では、ミュータ
ンスレンサ球菌のバイオフィルムを分解
する酵素（デキストラナーゼ、ムタナーゼ）、
ならびにグルカンへの酵素の結合に必要
なグルカン結合タンパク質（ＧＢＰ）をド
メインシャッフリングによる高機能キメ
ラ酵素の創出の対象とした。酵素遺伝子の
任意の領域を他の酵素遺伝子の領域とシ
ャッフリングする手法を確立する。また、
同時にキメラ酵素をフォールディングす
る技術を開発することにより、熱安定性や
基質特異性を向上させた高機能キメラ酵
素の創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)ムタナーゼおよびデキストラナーゼ遺
伝子のクローニング 
 S. mutans UA159 から DNA を抽出し、PCR
により dextranase A(Dex A) および
dextranase B(Dex B)遺伝子を増幅した。
これらの遺伝子を一旦 pUC plasmid にクロ
ーニングした後、発現ベクターである pQE 
vector(QIAGEN)にサブクローニングした。
この pQE ベクターには His tag が付与され
ている。Dex A、Dex B それぞれを大腸菌に
トランスフォーメーションを行い、IPTG で
発現誘導を行うとともに His tag を利用し
て精製を行った。 
 次に、Dextranase 遺伝子にドメインシャ
ッフリングにより結合させるためのムタ
ナーゼ遺伝子を Paenibacillusの一種から、
デキストラナーゼ遺伝子と同様の方法で
クローニングした。IPTG で発現誘導を行う
とともに His tag を利用して精製を行った。 
 
(2)ムタナーゼ・デキストラナーゼキメラ
遺伝子の作製 
 デキストラナーゼ A 遺伝子とムタナー
ゼ遺伝子を同一ベクター内で連結して Lac 
Z オペレーターの下流に組み込み、大腸菌
に導入した。（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１．デキストラナーゼとムタナーゼ 
  からなるキメラ遺伝子の作製方法 



(3)キメラ酵素画分の調製方法 
 形質転換した大腸菌を振盪培養して増
殖させた後（OD540＝0.5～0.7）、IPTG によ
り遺伝情報発現誘導を 4～5 時間行った。
遠心分離により上清と沈渣に分画し、沈渣
をクラッシャーで機械的に破壊したのち、
遠心分離した（上清を Lysate-１とする）。
この沈渣に Qproteome○

Ｒ
Bacterial Protein 

Prep Kit (QIAGEN)を用い、タンパク質を
可溶化させ遠心分離した（上清を Lysate-2
とする）。さらに、沈渣に Inclusion Body 
Solubilization Reagent を加え、封入体の
破壊を行い遠心分離した（上清を Lysate-3
とする）。 
 
(4)酵素活性測定法 
 ムタナーゼ、デキストラナーゼおよび両
酵素からなるキメラ酵素の活性を基質グ
ルカンからの還元糖の遊離によって測定
した。還元糖の定量には Somogyi-Nelson
法を用いた。650nm における吸光度を測定
し、標準曲線からグルコース量に換算した。
デキストラナーゼに対して 1％デキストラ
ン（Dextran grade C）、ムタナーゼに対し
て 2%ムタンまたはカルボキシメチルムタ
ンを基質とした。 
 
４．研究成果 
(1)ムタナーゼおよびデキストラナーゼ遺
伝子のクローニング 
  α1,6-結合を分解するデキストラナーゼA
、デキストラナーゼBおよびα1,3-結合を分
解するムタナーゼの各遺伝子をPCRで増幅し
た。この遺伝子をpUC plasmidにクローニン
グした後、発現ベクターであるpQE 
vector(QIAGEN)にサブクローニングした。こ
のpQEベクターにはHis tagが付与されている
。Dex A、Dex B、ムタナーゼ遺伝子それぞれ
を大腸菌にトランスフォーメーションを行
い、IPTGで発現誘導を行うとともにHis tag
によって精製後、ポリアクリルアミド電気泳
動によりシングルバンドであることを確認
した。 
 Paenibacillus由来のα1,3-結合分解酵素
ムタナーゼの遺伝子の塩基配列を決定した
結果、分子量約11.5万のムタナーゼをコード
していることが示唆された。 
 Dex A、Dex B、ムタナーゼ遺伝子を導入し
た形質転換大腸菌を培養し、菌体を遠心分離
により集菌した。破砕機にて菌体を分解した
のち、遠心分離上清を集め、素酵素標品とし
て各酵素活性を測定した。 

 その結果、dextranase A およびムタナー
ゼの活性は明らかに確認できた。しかし、
dextranase B の活性は確認できなかった。 
 
(2)ムタナーゼ・デキストラナーゼキメラ
遺伝子の作製 
 同一ベクター内で連結したムタナーゼ・ 
デキストラナーゼ Aキメラ遺伝子を PCR で
増幅してポリアクリルアミド電気泳動を
行ったところ、7,743bp の産物が確認され
た（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図２．キメラ遺伝子の電気泳動 
    パターン 
 
(3)キメラ酵素の活性測定 
 デキストラナーゼ、ムタナーゼ、ムタナ
ーゼ・デキストラナーゼキメラ酵素画分の
酵素活性をデキストラン、ムタン、カルボ
キシメチルを基質として測定した結果、ム
タナーゼ・デキストラナーゼキメラ酵素は 
いずれの基質も分解することが分かった
（図３a,b,c）。 
 
(a)デキストラン 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
(b)ムタン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(c)カルボキシメチルムタン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図３．デキストラン、ムタン、カルボキシ
メチルムタンに対するキメラ酵素の作用 
 凡例 
        キメラ酵素画分    
        ムタナーゼ画分 
        デキストラナーゼ画分 
        ベクターのみ画分 
        H2O 
                市販デキストラナーゼ 
               
ムタナーゼ・デキストラナーゼキメラ酵素
はデキストラン、ムタンを効率よく分解で
きることがわかった。キメラ酵素のデキス
トラナーゼ活性の至適pHは 5をピークに4
～5.5、ムタナーゼのそれは pH4～6.5 の広
いピークであった。キメラ化したことでム
タナーゼ活性、デキストラナーゼ活性を消
失することなく、両酵素の性質を保つこと
が確認できた。今回作製したキメラ酵素を
基本にして更に効率よくバイオフィルム
を分解できる新しい酵素を創出できる可
能性が示唆された。今後は機能ドメインの
シャッフリングにより更に高機能のキメ
ラ酵素の創出を目指したい。 
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