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研究成果の概要（和文）：Streptococcus mutansのうち120 kDaのコラーゲン結合タンパク(Collagen-binding 
protein; CBP)を有する菌株が、脳血管疾患である急性脳出血と脳動脈瘤および腎疾患であるIgA腎症とIgA血管
炎に関連することが示唆された。また、カイコの幼虫を用いてCBP陽性S. mutansの全身における病原性を評価し
た結果、生菌だけでなく抗菌薬で死菌処理したCBP陽性S. mutansもカイコの生存率を低下させることを示した。
さらに、菌体表層構造の詳細な分析から、CBPはS. mutansの細胞表面に存在して菌体表層構造の変化に関わって
いる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans expressing a 120 kDa collagen-binding protein (CBP) is 
associated with the pathology of cerebrovascular diseases such as acute cerebral hemorrhage and 
cerebral aneurysm, and kidney diseases such as IgA nephropathy and IgA vasculitis. When evaluating 
the systemic pathogenicity of CBP-positive S. mutans using silkworm larvae, not only live bacteria 
but also killed bacteria treated with antibiotics reduced the survival rate of silkworms. From the 
detailed analysis of the cell surface structure of CBP-positive S. mutans, CBP may be involved in 
changes in the cell surface properties of the bacteria.

研究分野： 歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、口腔内に存在するCBP 陽性S. mutansがある種の脳血管疾患や腎疾患の増悪化に関わることが
明らかとなった。このことから、口腔衛生状態を良好に保ちCBP 陽性のS. mutansの減少に努めることが、全身
疾患の予防において重要であることを示すことができた。また、本研究で示したCBP 陽性S. mutansに特異的な
菌体表層構造は、今後の病原メカニズムの解明や治療法の開発において活用できるものと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
う蝕の主要な原因細菌である Streptococcus mutans は、感染性心内膜炎（Infective 

endocarditis; IE）の起炎菌としても知られており、約 10〜20%の頻度で菌体表層に 120 kDa の
コラーゲン結合タンパク(Collagen-binding protein; CBP)を発現している。CBP をコードする
遺伝子は、IE だけでなく脳血管疾患や腎疾患等に罹患した患者の口腔内から高頻度で検出され
ることが近年明らかになってきているものの、その詳細なメカニズムは不明である。本研究では、
脳血管疾患のうち急性脳出血と脳動脈瘤に着目し、患者の口腔内における CBP 陽性 S. mutans の
分布と MRI 画像により得られた脳の病変部の所見との関連性について分析を行った。また、腎疾
患のうち IgA 腎症と IgA 血管炎に着目し、患者の口腔内における CBP 陽性 S. mutans の分布と
腎臓の病理組織学的所見との関連性についても分析を行うことにした。さらに、CBP 陽性菌株の
全身における病原性について、ヒトに近い体内動態を有するカイコの幼虫を用いて分析を行う
ことに加え、CBP 陽性 S. mutans の菌体表層構造および CBP タンパクのコラーゲン結合ドメイン
の構造を明らかにすることにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の５点について明らかにすることを目的とした。 
（１）CBP 陽性 S. mutans と脳血管疾患との関連性の解明 
急性脳出血および脳動脈瘤に罹患した患者から口腔検体を採取し、CBP 陽性 S. mutans の検出

を試みた。脳の MRI 画像を用いて、急性脳出血については脳微小出血の数と脳微小出血に関わる
とされる拡散強調画像 (DWI) 高信号の有無について分析し、脳動脈瘤については、動脈瘤の大
きさを測定することにした。CBP 陽性 S. mutans の有無と各脳血管疾患の所見との関連性につい
て明らかにすることを目的した。 
（２）CBP 陽性 S. mutans と腎疾患との関連性の解明 
近年、IgA 腎症患者の糸球体においてガラクトースを欠損した IgA1(Gd-IgA1)が増加すること

分かってきている。この点に着目して、IgA 腎症もしくは IgA 血管炎に罹患した患者における
CBP 陽性 S. mutans の有無と糸球体の Gd-IgA1 の関連性について明らかにすることを目的した。 
（３）カイコモデルを用いた検討 
哺乳類に近い体内動態を有するカイコの幼虫に S. mutans を投与して、CBP 陽性 S. mutans の

全身病原性の評価を行うことを目的とした。特に、これまでの研究から、生菌だけでなく死菌も
病原性に関与している可能性が考えられたため、死菌処理した CBP 陽性 S. mutans の病原性に
ついて評価を行うこととした。 
（４）コラーゲン結合ドメインの構造解析 
CBP の構造のうちコラーゲン結合ドメインがコラーゲン結合能を担うことは明らかにされて

いるものの、その立体構造は不明であった。そこで、エックス線結晶構造解析を用いて、CBP 陽
性 S. mutans のコラーゲン結合ドメインの構造を明らかにすることを目的とした。 
（５）CBP 陽性 S. mutans の菌体表層構造とバイオフィルム形成能の分析 
CBP陽性S. mutansに特異的な菌体表層構造と遺伝子発現およびそれらの役割について明らか

にすることを目的とした。また、CBP 陽性 S. mutans により形成されたバイオフィルムの性状に
ついて、共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析することにした。 
 
３．研究の方法 
（１）CBP 陽性 S. mutans と脳血管疾患との関連性の解明 
①急性脳出血患者を対象とした分析 
急性脳出血を発症して入院している患者 197 名を対象に、入院後 4 日以内に滅菌スワブを用

いてデンタルプラークを採取した。このデンタルプラークを滅菌リン酸緩衝生理食塩水に懸濁
して Mitis-Salivarius-Bacitracin（MSB）寒天培地に播種して 37℃で 48 時間培養し、S. mutans
を分離した。次に、S. mutans からゲノム DNA を抽出し、PCR法を用いて CBP をコードする遺伝
子の検出を行った。また、入院後約２週間後に撮影した MRI 画像を解析して、脳内の DWI 高信号
の有無と脳微小出血の数を評価した。 
②脳動脈瘤患者を対象とした分析 
最大直径３ミリ以上の脳動脈瘤を有する患者 901名（破裂脳動脈瘤患者 431名、未破裂脳動脈

瘤患者 470名）から唾液検体を採取した。唾液検体を MSB寒天培地に播種して 37℃で 48 時間培
養し、S. mutans を分離した。次に、S. mutans からゲノム DNA を抽出し、PCR法を用いて CBP
をコードする遺伝子の検出を行った。また、患者の MRI 画像を用いて脳動脈瘤の最大直径を測定
した。 
 
（２）CBP 陽性 S. mutans と腎疾患との関連性の解明 
IgA 腎症もしくは IgA 血管炎に罹患した患者 74 名から唾液検体を採取して、S. mutans を分離
した。次に、S. mutans からゲノム DNA を抽出し、PCR法を用いて CBP をコードする遺伝子の検
出を行った。また、腎生検時に採取された病理組織標本を使用して、抗ヒト IgAポリクローナル



抗体および Gd-IgA1 に対するモノクローナル抗体である KM55 抗体を用いた免疫染色をそれぞれ
行った。その後、糸球体における IgA1 と Gd-IgA1 の免疫蛍光強度を０〜３の４段階でスコア化
した。 
 

（３）カイコモデルを用いた検討 
CBP 陽性 S. mutans を Brain Heart Infusion液体培地で培養後に滅菌リン酸緩衝生理食塩水

に置換し、感染性心内膜炎予防の第一選択薬であるアモキシシリンおよび唾液中の主要な抗菌
物質であるリゾチームをそれぞれ添加することで死菌を準備した。死菌処理した CBP 陽性 S. 
mutans を用いて、I型コラーゲンに対する結合能の測定を行った。また、カイコの幼虫の背部に
CBP 陽性 S. mutans を投与して、12時間ごとにカイコの生死を評価した。カイコは菌を投与して
72 時間後に安楽死させてホルマリン固定し、組織切片を作製した。この組織切片を使用してグ
ラム染色およびヘマトキシリン・エオジン染色を行い、カイコの体内における細菌感染について
病理組織学的に評価した。 
 
（４）コラーゲン結合ドメインの構造解析 
CBP 発現用プラスミドはタンパク発現用ベクターである pET28-a に挿入して作製し、大腸菌

BL21（DE3）を用いて CBP を大量発現させた。その後、GST の基質であるグルタチオンをエポキ
シ結合を介して結合させた担体を用いたアフィニティークロマトグラフィーにより、GST 融合
CBP を回収した。その後、精製・濃縮した CBP を結晶化して、エックス線結晶構造解析を行なっ
た。また、CBP と I型コラーゲンを反応させて、CBP の I型コラーゲンに対する結合活性を ELISA
法により評価した。 
 

（５）CBP 陽性 S. mutans の菌体表層構造とバイオフィルム形成能の分析 
CBP陽性 S. mutans を抗 CBPポリクローナル抗体およびヤギ抗ラット IgG 抗体と結合した金コ
ロイドと作用させ、透過型電子顕微鏡を用いて菌体表層構造の観察を行った。また、CBP 陽性 S. 
mutans を培養後に RNA抽出を行い、次世代シークエンサーを用いて RNAシークエンス解析を行
った。さらに、0.1％スクロースを含む Todd-Hewitt液体培地に CBP 陽性 S. mutans を添加して
96 wellプレートを用いて 37℃で 48 時間培養することによりバイオフィルムを形成させた。形
成されたバイオフィルムはクリスタルバイオレットで染色し、マイクロプレートリーダーを用
いて吸光度を求めることで数値化した。また、バイオフィルムをヘキシジウムイオダイドで染色
して、共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CBP 陽性 S. mutans と脳血管疾患との関連性の解明 
①急性脳出血患者を対象とした分析 
急性脳出血の患者 197 名のうち、CBP 陽性 S. mutans を有する患者は 30名（15.2％）存在し

た。一方、DWI 高信号は 56 人の患者（28.4％）で観察された。CBP 陽性 S. mutans が検出された
患者では 50％の割合で DWI 高信号を認め、CBP 陽性 S. mutans が検出されなかった患者におけ
る DWI 高信号の頻度（24.6％）よりも有意に高かった（P<0.01）。また、CBP 陽性 S. mutans が
検出された患者の脳微小出血の数は平均 5.5 個であり、CBP 陽性 S. mutans が検出されなかった
患者の脳微小出血の数（平均 1.5 個）よりも有意に多かった（P<0.001）。これらの結果から、急
性脳出血における CBP 陽性 S. mutans の存在は、急性脳出血に生じる脳微小出血の発生に関連
することが明らかとなった。 
②脳動脈瘤患者を対象とした分析 
CBP 陽性 S. mutans の陽性率は、破裂脳動脈瘤患者で 17.2％、未破裂脳動脈瘤患者では 19.4％

であった。CBP 陽性 S. mutans の陽性率は、直径 10 mm 以上の脳動脈瘤よりも 5 mm未満の脳動
脈瘤で有意に高かった（P<0.05）。これらの結果から、CBP 陽性 S. mutans の検出率は脳動脈瘤
の大きさに比例するのではなく、大きくなる前に破裂する脆弱な脳動脈瘤の形成に関わってい
る可能性が示唆された。 
 
（２）CBP 陽性 S. mutans と腎疾患との関連性の解明 
腎生検により IgA または IgA 血管炎と診断された 74 名のうち、唾液から CBP 陽性 S. mutans

が検出された患者は 15 名（20.3％）だった。これらの患者の糸球体組織における IgA の免疫蛍
光強度の内訳は、スコア０が４名、スコア１が 46 名、スコア２が 12名、スコア３が 12名であ
った。また、Gd-IgA1 の免疫蛍光強度の内訳は、スコア０が４名、スコア１が 35 名、スコア２
が 23 名、スコア３が 12 名だった。唾液中の CBP 陽性 S. mutans の陽性率は、IgA および Gd-
IgA1 の免疫蛍光強度の両方で有意な相関を認めた（P<0.05）。また、IgA および Gd-IgA1 の免疫
蛍光強度のスコアが３の患者の割合は、CBP 陽性 S. mutans が陽性の患者において陰性の患者よ
りも有意に高かった（P<0.05）。これらの結果から、口腔内の CBP 陽性 S. mutans は、IgA 腎症
患者もしくは IgA 血管炎患者の糸球体におけるガラクトース欠損 IgA1 の増加に関連している可
能性が示唆された。 
 
 



（３）カイコモデルを用いた検討 
S. mutans の生菌に関して、CBP 陽性 S. mutans は高いコラーゲン結合能を有していたが、CBP
陰性 S. mutans はコラーゲン結合能を示さなかった。死菌処理した CBP 陽性 S. mutans につい
ては、アモキシシリンで処理した死菌はコラーゲン結合能を有していたのに対して、リゾチーム
処理した死菌はコラーゲン結合能を有さなかった。また、CBP 陽性 S. mutans 株をカイコに投与
すると、生菌およびアモキシシリン処理した死菌をそれぞれ投与した場合には、菌非感染時と比
較してカイコの生存率が有意に低下した（P<0.001）。一方で、リゾチーム処理した死菌を投与し
たカイコでは、菌非感染時と比較して生存率の低下を認めなかった。病理組織学的分析の結果、
生菌およびアモキシシリン処理した死菌をそれぞれ投与したカイコでは、腸管・脂肪組織・筋肉・
間質組織において菌の存在が確認されたが、リゾチーム処理した死菌を投与したカイコではい
ずれの臓器においても菌は確認されなかった。これらの結果から，アモキシシリンで死滅させた
CBP 陽性 S. mutans はコラーゲン結合能とカイコモデルにおける高い病原性を有しており、全身
疾患における病原性に関わる可能性があることが示唆された。一方で、リゾチーム処理した CBP
陽性 S. mutans ではこれらの病原性が失われたことから、リゾチームが CBP 陽性 S. mutans が
関与する全身疾患の予防に有効である可能性が示唆された。 
 
（４）コラーゲン結合ドメインの構造解析 
エックス線結晶構造解析から、CBP 内のコラーゲン結合ドメインは、N1、Linker、N2、Latch

の 4つのドメインから構成されることが明らかとなった。N1、Linker、および N2 は、コラーゲ
ン分子を包み込むリング構造を形成し、Latch は N1 と相互作用してリングを留める構造を形成
していた。コラーゲン結合ドメインの各ドメインのコラーゲン結合能を ELISA 法により分析し
たところ、N1、Linker、N2 のいずれかを欠失させることでコラーゲン結合能が失われたことか
ら、これらの構造がコラーゲン結合能に必須であることが明らかとなった。 
 
（５）CBP 陽性 S. mutans の菌体表層構造とバイオフィルム形成能の分析 
CBP 陽性 S. mutans の菌体表層構造を電子顕微鏡で観察したところ、CBP はこの菌株に特異的

な突出した表層構造と連続する形で細胞表面に局在していた。また、CBP 陽性 S. mutans の遺伝
子発現変化について RNAシークエンスを用いて分析した結果、CBP 陽性 S. mutans では ABC トラ
ンスポーターや細胞表面タンパク質に関連する多くの遺伝子の発現が低下していることが明ら
かになった。さらに、CBP を遺伝子操作によって欠失させた S. mutans によって形成されるバイ
オフィルムの量は、親株である CBP 陽性 S. mutans や CBP相補株と比較して増加したが、グル
カン合成酵素をコードする遺伝子の発現上昇によって細胞外多糖の生成も増加し、結果として
バイオフィルムの構造は菲薄となった。これらの結果から、CBP は S. mutans の細胞表面に位置
して表面性状の変化を引き起こし、膜透過性に関連するいくつかの生物学的特性と関連してい
ることが明らかとなった。 
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