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研究成果の概要（和文）：　う蝕の原因菌である Streptococcus mutans は、血液中に侵入し病原性を示すことがある
と知られている。本研究では、 マウス腸炎モデルを用いた分析等によって S. mutans の炎症性腸疾患に及ぼす影響を
検討した結果、S. mutans は何らかの理由で血液中に侵入すると、菌体表層のコラーゲン結合タンパクにより肝臓組織
に局在し、各種サイトカインの分泌を誘導することで、腸炎の悪化が生じることが示された。また、Streptococcus sa
nguinis のような他の口腔レンサ細菌でも同様に腸炎悪化を惹起する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans, a pathogen of dental caries, is known to cause several 
systemic diseases when invading the bloodstream. In this study, analyses of S. mutans causing 
inflammatory bowel diseases in a mouse model revealed that some strains also aggravated colitis. 
Investigation of that mechanism of aggravation revealed that the strains were localized in hepatic 
tissue, which secreted several cytokines related to aggravation, while binding was associated with the 
cell surface collagen-binding protein of strains that had invaded the bloodstream. In addition, other 
oral streptococcal species including Streptococcus sanguinis were also shown to aggravate colitis.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： Streptococcus mutans　炎症性腸炎　マウスモデル　血液　肝臓　サイトカイン　Streptococcus sangu
inis　口腔レンサ球菌
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 う蝕の主要な病原細菌として知られてい
る Streptococcus	 mutans は、抜歯などの侵
襲的な歯科処置によって血液中に侵入する
と、菌血症および感染性心内膜炎を引き起こ
すことがあるとされている。これまでに、コ
ラーゲン結合タンパクを保有する S.	 mutans
菌株が、マウス中大脳動脈を損傷させた脳出
血モデルにおいて、出血を悪化させるメカニ
ズムの一端が示された。その研究の中で、屠
殺後にマウス腹腔内を観察すると、コラーゲ
ン結合タンパクを保有する S.	 mutans菌株を
頸静脈より感染させたマウスの多くに、腸管
の異常出血を呈していた。このことから、S.	 
mutans 菌株と炎症性腸疾患との関連につい
て研究を開始するに至った。 
炎症性腸疾患は主として消化管に原因不

明の炎症をおこす慢性かつ難治性の腸疾患
の総称で、クローン病と潰瘍性腸疾患とに分
類される。臨床症状としては、血便、粘液便
や腹痛などを特徴とし、寛解と再燃を慢性的
に繰り返すことで知られている。根本的な治
療法は未だ確立されておらず、厚生労働省に
よって難病に指定されている。本疾患の原因
は、局所的な免疫応答と環境因子の相互作用
によるものと考えられているが、その詳細な
メカニズムについては依然不明である。最近
では、感受性の高まった宿主の粘膜細胞が、
正常な腸内細菌に対して免疫応答すること
が発症の一因になっている可能性も示唆さ
れている。一方で、抗生物質の服用によって
罹患患者の臨床症状が改善することのある
ことから、本疾患と細菌との関連も否定でき
ない。これまでは、主に腸内細菌に焦点が当
てられ、腸管の内腔側からの関与が検討され
ており、口腔細菌と炎症性腸疾患との関連に
ついての検討は行われてこなかった。	 
 
２．研究の目的 
	 S.	 mutans	 は、菌体表層の血清型特異多糖
であるラムノースポリマーからなる主骨格
にグルコースが側鎖として結合する構造の
違いによって、c/e/f	 型に分類される。一方
で血清型	 k	 は、ラムノースポリマーからな
る主骨格は存在するものの、グルコース側鎖
を欠いた構造をとっている。これまでの研究
により、血清型	 k	 を有する菌株は、血液中
で多型核白血球による貪食作用に抵抗性を
示すことから、何らかの原因で血中に侵入し
た際に長期間生存し、病原性を発揮しやすい
と考えられている。	 
S.	 mutans	 の菌体表層には、その病原性に

関与する様々なタンパクが発現しているが、
その一つとして、I 型コラーゲンに対する結
合能を有する分子量約 120kDa のコラーゲン
結合タンパク(Cnm)の存在が明らかにされて
いる。これまでの研究により、Cnm タンパク
は、S.	 mutans	 の血管内皮細胞への付着およ
び侵入に関与することが知られている。	 
	 このことから、S.	 mutansの中でも血清型	 k

に分類され、Cnm タンパクを発現している株
のうち、抜歯後菌血症患者の血液より分離さ
れた	 TW295	 株を主に用いて検討することに
した。本研究では、主にこの菌株による腸炎
悪化に対する影響とそのメカニズムを追究
することにした。	 
	 近年、S.	 mutans	 の菌体表層にある新規コ
ラーゲン結合タンパクである Cbm が同定され
た。Cbm	 陽性菌株は、Cnm	 陽性菌株よりも有
意に高いコラーゲン結合能を有しているこ
とから、感染性心内膜炎の主要な病原因子の	 
１つであると考えられている。そこで、本研
究においても、新規コラーゲン結合タンパク
Cbm	 が腸炎悪化に及ぼす影響についても検
討を加えることとした。さらに、S.	 mutans	 以
外の主要な口腔レンサ球菌についても腸炎
悪化への関与の可能性について分析を加え
ることとした。	 
 
３．研究の方法 
(1)マウス腸炎モデルにおける検討	 
	 ７週齢の	 C57BL/6J	 マウスに	 2.5％デキ
ストラン硫酸(Dextran	 Sulfate	 Sodium;	 DSS)
溶液を飲料水として実施期間中自由摂取さ
せ軽度の腸炎を誘発させた後、DSS	 摂取４	 
日目に、供試菌を頸静脈より 1×107集落形成
単位(Colony	 Forming	 Unit;	 CFU)ほど感染さ
せた。評価方法として、	 DSS	 摂取時より毎
日マウスの体重を測定すると同時に、下痢お
よび血便の状態を０〜３でスコア化
(Disease	 Activity	 Index;	 DAI)	 し、菌感染
後	 11	 日目までの生存率を各群で比較した。
また、経口感染モデルとして DSS	 摂取４日目
に供試菌を、経口感染用ゾンデを用いて胃腔
に感染させ、同様の方法で評価した。 
	 
(2)腸炎悪化のメカニズムの解析	 
①TW295	 株の各種臓器における局在	 
	 マウス腸炎モデルにおいて、各種臓器にお
ける経時的な供試菌の局在を調べるため、1
×107	 CFU	 の	 TW295	 株を頸静脈より感染さ
せ、３時間後に大腸、小腸、肝臓、肺を摘出
し、その組織を破砕し、段階希釈したものを、
S.	 mutansの選択培地である	 Mitis-	 
salivarius-bacitracin(MSB)寒天培地に播
種し、37°C で 48 時間培養した後、コロニー
数を計測した。	 
②ヒト肝臓癌培養細胞への付着能の評価	 
	 細胞数が 1×105	 個になるように調整した
ヒト肝臓癌培養細胞（Human	 hepatoma	 cells;	 
Huh-7）をプレートに分注し、抗生物質を含
まない専用培地で 24 時間培養後、1×108	 CFU
供試菌を感染し 30分間反応させた。その後、
PBS	 で３回洗浄し、1.0ml	 の滅菌水を加えて
細胞を破砕した。この細胞破砕物を段階希釈
したものを MSB	 寒天培地に播種し、37°C で
48 時間培養した後、コロニー数を計測し、総
細胞数あたりに付着した菌数を求めた。	 
	 
(3)腸炎患者口腔検体における検討	 



	 クローン病または潰瘍性腸疾患の診断を
受けている患者から唾液の提供を受け、MSB	 
寒天培地を用いて S.	 mutansを分離した。分
離された S.	 mutans株を培養し、通法にてゲ
ノム DNA を抽出した後、各種血清型特異プラ
イマーを用いた PCR 法にて血清型の確認を行
った。また、Cnm	 タンパクをコードする	 cnm
遺伝子特異プライマーを用いてその存在を
検討した。	 
	 
(4)新規コラーゲン結合タンパク Cbm の検討	 
	 腸炎マウスモデルに、血清型	 k	 に分類さ
れ、cbm	 遺伝子を保有し、Cbm	 タンパクを発
現しているフィンランド人の口腔より分離
した	 S.	 mutans	 SA31	 株および	 SA31	 株の	 
Cbm	 タンパクをコードする	 cbm	 遺伝子を不
活化した変異株である	 SA31CBD	 株およびそ
の相補株である	 SA31comp	 株をそれぞれ	 1
×107	 CFU 頸静脈より感染させ、病態の変化
を評価した。	 
	 
(5)他の主要な口腔レンサ球菌による腸炎悪
化の検討	 
	 代表的な口腔レンサ球菌(Streptococcus	 
sanguinis 、 Streptococcus	 gordonii 、
Streptococcus	 mitis 、 Streptococcus	 
salivarius、 Streptococcus	 sobrinus、
Streptococcus	 oralis)の標準株に対して、
多型核白血球による貪食能の評価およびヒ
ト肝臓培養細胞 Huh-7	 への細胞付着能の評
価を行い、病原性を評価した。また、それら
のうち、病原性の高い菌種に関して、菌血症、
敗血症または感染性心内膜炎患者の血液か
ら分離された臨床分離株についてもその病
原性を評価し、マウス腸炎モデルにおいてそ
の影響を検討した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)S.	 mutans	 TW295	 株によるマウス腸炎モ
デルの悪化	 
	 菌を感染させず	 DSS	 のみを摂取させた群
(コントロール群)においては、わずかに腸炎
の悪化が認められる程度であった。また、S.	 
mutans 標準株として用いた日本人小児の口
腔より分離した	 MT8148	 株を頸静脈より感
染させた群においても、コントロール群と比
較して、体重減少、DAI、生存率に関して有
意な差は認められなかった。一方で、TW295	 
株感染群では、コントロール群および	 
MT8148	 株感染群と比較して、体重減少、有
意な	 DAI	 の増加および有意な生存率の低下
が認められた。また、10	 日目に屠殺したマ
ウスの腸の組織切片を観察したところ、粘膜
上皮だけでなく、粘膜下層への炎症性細胞の
浸潤が広範囲で認められた。また、頸静脈か
らの感染菌量による影響について検討した
ところ、1×105	 CFU	 以上の感染群で、有意な
腸炎の悪化が認められた。さらに、感染経路
による影響を検討したところ、1×107	 CFU	 あ
るいは	 1×108	 CFU	 の TW295	 株を経口感染さ

せても、腸炎の悪化は認められなかった。	 
	 
(2)腸炎悪化のメカニズムの解析	 
	 マウス腸炎モデルにおいて、菌感染後、大
腸、小腸および肺からは供試菌は分離されな
かった一方で、肝臓からは最も多くの供試菌
が分離された。また、その肝臓組織サンプル
を透過型電子顕微鏡を用いて観察したとこ
ろ、TW295	 株はクッパー細胞だけでなく、肝
臓実質細胞に取り込まれていることがわか
った。 
	 次に、ヒト肝臓培養細胞 Huh-7	 を用いて、
供試菌の肝臓への付着能を分析したところ、
TW295	 株の付着菌数は、MT8148	 株よりも有
意に高い値を示した。また、TW295	 株の	 Cnm	 
タンパクをコードする	 cnm	 遺伝子を不活化
した変異株である	 TW295CND	 株の Huh-7 への
付着菌数は	 TW295	 株よりも有意に低い値を
示し、MT8148	 株における付着菌数と同程度
であった。	 
	 また、腸炎マウスモデルにおいて、1×107	 
CFU	 の	 TW295CND	 株を頸静脈より感染させ
たところ、TW295	 株感染群と比較して有意に
低い	 DAI	 値および有意に高い生存率を示し、
腸炎の悪化は緩和された。	 
	 
(3)腸炎患者口腔検体における検討	 
	 腸炎患者から分離された	 S.	 mutans	 の血
清型を調べると、健常者と比べて	 c	 型はほ
ぼ同程度であるが、e	 型が極めて少なく、f	 
型および	 k	 型は高い割合を示した。また、
TW295	 株のような白血球貪食能が低く、Cnm	 
タンパクを保有するような	 cnm	 陽性かつ血
清型が	 k	 または	 f	 の	 S.	 mutans	 の保菌率
は、健常群では	 3.5％であるのに対し、腸炎
患者群では	 12％と増加を示した。	 
	 また、腸炎マウスモデルにおいて、腸炎患
者より分離した S.	 mutansのうち、Cnm	 タン
パクを保有し、白血球貪食能の低い株 1×107	 
CFU を頸静脈より感染させたところ、コント
ロール群と比較して、DAI	 の増加および生存
率の低下が認められ、腸炎の悪化を示した。	 
	 
(4)新規コラーゲン結合タンパク Cbm の検討	 
	 マウス腸炎モデルにおいて、SA31	 株感染
群では、腸炎の悪化が生じ、DAI	 の増加およ
び生存率の低下が認められた。一方で、
SA31CBD	 株感染群では、DAI	 値の有意な低下
および生存率の有意な増加が認められ、腸炎
の緩和を示した一方、SA31comp	 株感染群で
は、生存率の有意な減少が認められ、腸炎は
悪化した。	 
	 
(5)他の主要な口腔レンサ球菌による腸炎悪
化の検討	 
	 代表的な口腔レンサ球菌の標準株のうち、
S.	 sanguinis	 ATCC	 10556	 株が最も高い病原
性を示した。そこで、S.	 sanguinis	 の臨床
分離株	 18	 株のうち	 Huh-7	 への細胞付着能
の評価を行い、最も高い値を示した TW289	 株



（敗血症患者の血液から分離）および最も低
い値を示した	 TW611	 株（感染性心内膜炎患
者の血液から分離）を用いてマウス腸炎の悪
化を検討した。その結果、TW289	 株感染群で
は、腸炎の悪化が認められ、コントロール群
と比較して生存率の有意な低下が認められ
た。一方、TW611	 株感染群では、腸炎の軽度
の悪化は認められたが、コントロールと比較
して	 DAI	 および生存率に有意な差は認めら
れなかった。	 
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