
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 6 月 15 日現在 

 
 

研究成果の概要（和文）： 

デキストラナーゼとフルクタナーゼのキメラ酵素の開発は、う蝕予防に貢献できる可能性が

ある。S. mutans UA159 株からデキストラナーゼ A（dex A）遺伝子とフルクタナーゼ (fru A,fru 

B)遺伝子をそれぞれクローニングし、得られた酵素をデキストランおよびフルクタンと反応さ

せ、それぞれの基質が分解したことを Somogyi-Nelson 法により確認した。本研究により開発し

た酵素を用いて、バイオフィルムを分解できる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The purposes of this study were to construct chimeric enzyme of dextranase and 

fructanase, and to degrade the biofilm effectively. The dextranase gene and fructanase 

gene from S. mutans UA159 were cloned and connected in same plasmid vector. These 

enzymes were expressed in Escherichia coli. The function of enzyme was investigated 

by Somogyi-Nelson method using dextran and fructan as substrates. The enzyme 

degraded dextran and fructan. These results suggested that these enzymes are useful 

tool for the degradation of biofilm.  
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１．研究開始当初の背景 
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主体とする口腔細菌によって起こるもので

あり、S. mutansが歯面に付着、定着、増殖

の過程が継続することがう蝕発生の必要条

件である。まず、唾液中に存在する糖タン

パク質が歯面のエナメル質に吸着し、ペリ

クルを形成し、ペリクルを介して

Streptococcus sanguinis菌群（S. 

sanguinis）とAcinomyces viscosus

（A.viscosus）は歯面に付着し、初期の歯

垢形成に関与する。S. sanguinis菌群の１つ

であるStreptococcus gordonii（S. 

gordonii）とA.viscosusは、食物中のショ糖

からフルクトシルトランスフェラーゼ

（FTF）により合成されたフルクタン依存

性付着を起こす。一方、S. gordoniiとS. 

mutansおよびS. sobrinusは食物中のショ

糖からグルコシルトランスフェラーゼ

（GTF）により合成されたグルカン依存性

付着を起こすことが報告されている。 

歯垢の除去方法には、歯ブラシや歯間ブ

ラシなどを用いてブラッシングを行う機械

的清掃に加え、化学的清掃法である歯磨剤

や洗口剤を用いて行うのが一般的である。

歯磨剤や洗口剤には、う蝕予防を目的とし

て種々の薬効成分が添加され、その予防効

果についての研究がなされており、現在市

販されている歯磨剤や洗口剤には、プラー

ク細菌に対して直接的に作用する殺菌剤が

主体となっている。 

 

２．研究の目的 

 歯面に付着した歯垢は、ブラッシング

によってかなり除去できるが、歯肉辺縁や

歯の隣接面は除去しきれずに残りやすい。

デキストラナーゼは、菌体外多糖体である

デキストランのα-1，6結合を切断し、歯垢

の成長を抑制することが知られており、歯

垢抑制について有用であるという報告があ

ることから、殺菌効果と別のメカニズムで

う蝕予防に有用であり、商品化されている。

一方、フルクタナーゼについては、フルク

タナーゼ自身がう蝕発生要因にならないと

いう報告があるのみで、う蝕予防に言及し

た報告はない。前述の通り、フルクタンも

初期歯垢形成に関与していることから、細

菌付着要因であるデキストランとフルクタ

ンを同時に分解できる高機能キメラ酵素を

創出することによって、デキストランとフ

ルクタンを同時に分解することは、デキス

トラナーゼ単独よりもさらに優れたバイオ

フィルム分解能が期待でき、歯垢形成の阻

止と共に、より効果的なう蝕予防に非常に

有意義と考えた。 

 

３．研究の方法 

 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 

 酵素遺伝子の機能ドメインをシャッフリ

ング（置換）することにより、キメラ酵素

を創出する可能性があり、酵素の機能向上

が期待できる。本研究では、ドメインシャ

ッフリングによる歯科医療に役立つ高機能

キメラ酵素を創出する。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できる可能性があり、

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と考えられる。蛋白質

(酵素)の進化は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、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

確立し、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、遺伝



子シャッフリングによる新たなキメラ酵素

を創出し、熱安定性や基質特異性を向上さ

せるといった既存酵素の特性を改良する技

術の確立を目指す。 

２）高機能キメラ酵素の発現 

キメラ酵素遺伝子を遺伝子組み換えが承認

されている大腸菌で発現させ、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。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、フルクタナーゼ）

を用いる。 

 

４．研究成果 

 S. mutans（UA159）のデキストラナー

ゼ遺伝子のクローニングは、S. mutans の

遺伝子を抽出した後に、精製し、PCR を行

ってデキストラナーゼ遺伝子を増幅し、切

出し、精製を行った。次に、精製したデキ

ストラナーゼ遺伝子 A, B を大腸菌ベクタ

ー(pUC118 もしくは pUC119)に組み込ん

だ。pUC118, pUC119 にクローニングした

デキストラナーゼ遺伝子 A, B をそれぞれ

IPTG を用いて、発現誘導させた。デキス

トランを基質として、Somogyi-Nelson 法

にて、発現させたデキストラナーゼ遺伝子

A の酵素活性を調べた（図 3）。その結果、

デキストラナーゼ遺伝子AをpUC118に組

み込んだものが細胞沈渣、細胞質液、培養

上清、で活性が認められた。S. mutans の

フルクタナーゼ遺伝子は、デキストラナー

ゼ遺伝子と同様に A, B があり、フルクタナ

ーゼ遺伝子のクローニングを行い（図 1, 2）、

Somogyi-Nelson 法にて酵素活性を検証し

た（図 4）。今後さらにドメインシャッフリ

ング技術を用いて、酵素改良を進める。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 1:fruA クローニング 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2:fruB クローニング 
 

 
図 3:デキストラナーゼ酵素分析結果 

 
図 4:フルクタナーゼ酵素分析結果 
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