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研究成果の概要（和文）：マタタビから分離された乳酸菌Lactobacillus reuteri BM53-1は、その培養上清中に、虫歯
の起因菌のひとつであるStreptococcus mutansによるバイオフィルムの形成を阻害する物質を産生する。本研究では、
定量PCR法により、本阻害物質がS. mutansの不溶性グルカン生合成酵素の遺伝子の発現バランスを乱すことで作用して
いることを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We previously isolated the plant-derived lactic acid bacterium (LAB) strain, 
designated BM53-1, from catmint (Actinidia polygama) and identified it as Lactobacillus reuteri. The one 
of the caries causative bacterium Streptococcus mutans forms biofilm, and the BM53-1 strain produces anti 
biofilm-forming activity compound in culture broth. In the present study, it was found that the anti 
biofilm compound alternates the gene expression balances of gtf genes, which are necessary to biofilm 
formation, by using the quantitative PCR method.

研究分野： 分子微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 虫歯 (齲蝕) は、歯周病と同様に、「口腔細
菌感染症」の 1 つである。虫歯の起因菌 (虫
歯菌 ) として知られる Streptococcus (S.) 
mutans や S. sobrinus は、食物に含まれるスク
ロースを基質として、口腔内に不溶性多糖 
(β-グルカン) を産生する。この不溶性多糖に
周囲の細菌が取り込まれてできた物質が、
「バイオフィルム」である。バイオフィルム
は、唾液による自浄作用や歯磨きなどでは取
り除くことが難しいため、バイオフィルム内
に生育している細菌が有機酸を分泌して、pH
が局所的に低下することで、虫歯が発症する。 
 申請者は、文部科学省・都市エリア産学官
連携促進事業 (発展型) におけるプロジェク
ト研究 (期間：平成 20–22 年度) の研究担当
者として、生活習慣病の予防改善に有効な保
健機能性製品の創出と、機能性分子を産生す
る植物乳酸菌の分離探索研究に携わってき
た。樹立した植物乳酸菌ライブラリーに対す
るスクリーニングの結果として、マタタビか
ら分離した乳酸菌株  (BM53-1 株 ) が、S. 
mutans および S. sobrinus の不溶性多糖の生成
を阻害する物質を産生することを発見した。 
 Lactobacillus (Lb.) reuteri と同定された
BM53-1 株におけるこれまでの研究から、本
乳酸菌株の培養上清中に検出されるバイオ
フィルム形成阻害物質は、水溶性高分子であ
ると推測された。また、粗精製した本阻害物
質を添加してS. mutansおよびS. sobrinusを培
養した場合には、菌体の凝集が抑制されたこ
とから、これら虫歯菌の保有する不溶性多糖
合成酵素 (glucosyltransferase; GTF) の酵素活
性が阻害されている可能性が考えられた。さ
らに、本阻害物質には両虫歯菌に対する殺菌
作用もしくは発育阻害作用は認められなか
った。 
 バイオフィルム形成を阻害する乳酸菌の
報告例としては、歯面への虫歯菌の付着・凝
集を阻害するもの、バクテリオシン (抗菌性
ペプチド) や有機酸を産生することで、虫歯
菌の発育を阻害するものが知られていた。し
かしながら、形成済みのバイオフィルムを分
解するものや、申請者が分離した BM53-1 株
のように、虫歯菌の GTF を阻害する物質の産
生を介して、バイオフィルム形成を阻害する
乳酸菌の存在は全く知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、Lb. reuteri と同定した BM53-1
株の培養液上清中に、黄色ブドウ球菌の産生
する毒素  TSST-1 (Toxic Shock Syndrome 
Toxin-1) の発現を阻害する活性のあること
も見出した。ちなみに、この TSST-1 の産生
は、S. mutans における不溶性多糖の産生と同
様、クォラムセンシング (quorum sensing) と
呼ばれる、細菌の密度を感知する機構によっ
て制御される。従って、BM53-1 株の産生す
るバイオフィルム形成阻害物質は、GTF の触
媒機能を阻害することに加え、クォラムセン

シング機構を阻害することで、GTF の発現を
抑制している可能性が考えられた。 
 本研究では、BM53-1 株が産生するバイオ
フィルム形成阻害物質の生合成機構を解明
し、その阻害メカニズムを明らかにするとと
もに、未だ報告のない形成済みのバイオフィ
ルムを分解する乳酸菌株の分離・探索を実施
することを目的として実験を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオフィルム形成阻害活性の評価 
 本研究では、S. mutans として MT8148R 株
を使用した。種々の条件下で S. mutans をポリ
エチレン製の 96 穴プレート内で培養し、ウ
ェル底に形成されたバイオフィルム量を比
較した。培養後のウェルを蒸留水で洗浄後、
0.1 (w/w) %クリスタルバイオレットを加え、
形成されたバイオフィルムを染色した。染色
液を取り除いた後に余分な染色液を水洗し、
風乾した。各ウェルに 95 (v/v) %エタノール
を加えて脱色し、その脱色液の吸光度 (A595) 
を測定することによりバイオフィルム形成
量を比較した。 
 
(2) バイオフィルム形成阻害物質の抽出 
 BM53-1 株の培養上清の pH を HCl によっ
て 2.0 に調整した後、4℃で一晩静置した。生
じた沈殿を遠心によって回収し、蒸留水に溶
解させ、等量のクロロホルム : メタノール＝
2 : 1 で 3 回抽出し、クロロホルム層を回収し
た。エバポレーターで有機溶媒を留去した後、
任意の溶媒に溶解させ、preparative TLC 法に
より、活性物質を含む画分を精製した。 
 
(3) トランスポゾンを応用した乳酸菌用ラン
ダム変異導入ベクターの構築 

 以前構築した大腸菌–乳酸菌シャトルベク
ターpLES003-b をベースに、マルチクローニ
ングサイトに Tn10 由来のトランスポザーゼ
を、そしてエリスロマイシン耐性遺伝子の両
端に IS10 end をそれぞれ挿入し、ランダム変
異用のベクターを構築した。また、構築済み
のベクターに対し、plasmid の複製を担う Rep
タンパク質を温度感受性化させる変異 
(C914A=R44S) を導入した。 
 
(4) GTF の粗精製 
 S. mutans を BHI 培地で 37℃、48 時間の静
置培養を行った。遠心により回収した培養上
清に対し、60%飽和濃度となるよう硫酸アン
モニウムを加え、塩析により沈殿したタンパ
ク質を遠心により回収した。得られた沈殿は
適量の 50 mM リン酸 Na バッファー (pH 6.5) 
に溶解させ、限外濾過膜を用いてバッファー
置換を行うとともにタンパク質を濃縮した。
得られた画分を S. mutans 由来の粗精製 GTF
として用いた。 
 
(5) GTF 活性の評価 
 50 mMリン酸Naバッファー (pH 6.5) に粗



精製 GTF、0.5 (w/v) %のアジ化 Na、そして所
定濃度のスクロースを添加したものを反応
液とした。反応は 37℃で行い、阻害物質の有
無による水溶性グルカンおよび非水溶性グ
ルカン生成量の違いを調べた。 
 反応液を沸騰水浴中で 5 分処理した後、遠
心によって得られた上清を水溶性グルカン
の定量用に、沈殿を後述の非水溶性グルカン
の定量用にそれぞれ用いた。上清に 3 倍量の
100%エタノールを加えて混和した後、遠心し
て沈殿を回収した。得られた沈殿に 70%エタ
ノールを加えて混和後、再び遠心することで
沈殿物を洗浄した。この操作をもう一度行っ
た後、沈殿を適量の 1 M NaOH 水溶液に溶解
させ、フェノール硫酸法によりその糖濃度を
測定した。 
 水不溶性グルカンにおいては、まず上記最
初の遠心により得られた沈殿を蒸留水に懸
濁後、再び遠心することで沈殿物を洗浄した。
この操作をもう一度行った後、沈殿を適量の
1 M NaOH 水溶液に溶解させ、同じくフェノ
ール硫酸法によりその糖濃度を測定した。 
 
(6) RNA 抽出および定量 RT-PCR 
 RNA の抽出は、NucleoSpin RNA キット 
(MACHEREY-NAGEL) を用いて、また逆転写
反応は、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 
with gDNA Remover キット (TOYOBO) を用
いて、それぞれ添付のプロトコルに従って行
った。定量 PCR の試薬には KAPA SYBR Fast 
qPCR キット (日本ジェネティクス) を使用
し、DNA gyrase A 遺伝子 (gyrA) をリファレ
ンス遺伝子とした相対発現量で解析を行っ
た。なお、プライマーの設計は Primer3 プロ
グラムを使用して行った。 
 
４．研究成果 
(1) バイオフィルム形成阻害物質高産生条件
の検討 

 一般的に乳酸菌の培養に用いられる MRS
培地では、培地成分中に界面活性剤の成分が
含まれているため、バイオフィルム形成阻害
物質の産生用培地としては相応しくないと
考えた。そこで、機能性食品への応用可能性
も視野に入れ、種々の野菜・果汁を培地とし
て培養条件を検討した結果、人参汁に酒粕を
添加した培地で静置培養することにより、

MRS 培地で培養した際よりも大幅なバイオ
フィルム形成阻害活性の上昇が認められた。
合成培地ではなく、食用可能な培地での培
養・産生条件を確立できたことは、実用化を
考える上で非常に有意義であったといえる。
また、人参汁や酒粕にはバイオフィルム形成
阻害活性はみられず、他のいくつかの乳酸菌
株で培養した際にも活性は認められなかっ
たことから、この現象は BM53-1 株を培養し
た際に特異的なものであることも確認でき
た。 
 阻害物質に関しては、preparative TLC 法に
より、TSKgel-α3000 カラム (TOSOH) を使用
した場合に単一ピークとなるまで精製を進
めることができた (図 1)。しかし、精製サン
プルを有機溶媒を用いて同じカラムにかけ
た場合、ピークが複数に分割されてしまう現
象が確認されたため、単一物質としての精製
は達成できていないと判断した。今回の結果
から、水を溶媒とした場合、活性物質は複数
の分子が重合した単一分子のような挙動を
とっている可能性が示唆された。 
 
(2) ランダム変異導入ベクターの構築 
 阻害物質の精製と並行し、生合成遺伝子ク
ローニング法のひとつとして、トランスポゾ
ンを用いた阻害物質非産生ミュータントの
取得を試みるべく、ランダム変異導入用ベク
ターを構築した。導入後のベクター残存性を
考慮し、当初は大腸菌でのみ増幅可能な
plasmid として構築した (図 2A) が、乳酸菌
株に導入した際、トランスポゾンのランダム

図 2. 構築したランダム変異導入ベクター. 
(A), 乳酸菌で複製不可能なもの; (B), 乳酸菌での複製
に必要な rep 遺伝子を導入 (温度感受性変異含む). 

図 1. 精製した阻害物質の HPLC チャート. 
溶媒は 1/10×PBS, 流速は 0.6 mL/min. 



転移性は確認されたものの、その変異導入効
率はおよそ 0.06%であり、ランダムスクリー
ニングには不向きであると考えられた。導入
効率向上の為、乳酸菌体内で保持されるよう
rep 遺伝子を追加すると共に、導入後の脱落
の為、温度感受性の変異を導入したものも構
築した結果 (図 2B)、BM53-1 株中での保持を
確認することができた。 
 変異導入株のスクリーニングは今後の課
題であるが、阻害物質の精製と共に引き続き
取り組むと共に、構築した本ベクターは他の
機能性分子産生性乳酸菌株へも導入し、寄与
遺伝子の同定に活用する予定である。 
 
(3) GTF に対する阻害効果の検証 
 S. mutans においてバイオフィルムの形成
に関与している 3 つの GTF (GtfB, GtfC, およ
び GtfD) に関し、大腸菌における発現ベクタ
ーを構築したが、リコンビナントタンパク質
における解析に先立ち、S. mutans の培養上清
より粗精製した GTF に対する活性阻害評価
をまず観察することとした。始めにスクロー
スを基質とした場合における、粗精製 GTF
による水溶性・非水溶性グルカンの産生につ
いて検討した結果、活性の基質濃度、反応時
間、そして酵素濃度への依存性が見られ、用
いた反応系が解析に使用できることが確認
できた。 
 この反応系を用い、限外濾過膜により濃縮
した BM53-1 株の培養上清の添加が、GTF 活
性にどのような影響を与えるか調査した (図

3)。その結果、粗精製 GTF を含まない反応系
でも、BM53-1 株培養上清サンプルを 3.0 
(v/v) %添加した場合には非水溶性グルカン
の産生が見られたことから (図 3B 最下段)、
BM53-1 株の培養上清中には、非水溶性グル
カンの量を増大させる酵素が含まれている
ことが示唆された。そこで、この酵素による
バイオフィルム形成阻害活性への影響を確
認するため、硫安沈殿によって BM53-1 株培
養上清より粗精製した酵素画分を用いてア
ッセイを行ったが、バイオフィルム形成を抑
制することはなかった。 
 一方で、BM53-1 株培養上清を proteinase K
で処理した後にもバイオフィルム形成抑制
効果は認められたことから、従来観察されて
いた作用は、存在が示唆された非水溶性グル
カン合成酵素によるものではないと考えら
れた。事実、阻害物質精製の過程で有機溶媒
により抽出される画分に活性が認められて
いることも、タンパク質性のものではないこ
とを支持するものである。 
 
(4) 乳酸菌との共培養時における S. mutans の
挙動の違い 

 ヒドロキシアパタイトペレットを用い、そ
の表面にバイオフィルムを形成させる系の
構築を試みたが、唾液タンパク質の有無に関
わらず、再現性のあるアッセイ系が構築でき
なかったため、従来の細胞培養用 96 穴プレ
ートを使用してのアッセイ法で検証するこ
ととした。 
 ところで、本研究の実施期間中、本学歯学
部との共同研究成果として、特定の種の乳酸
菌の存在と齲蝕との間の相関関係について
報告している (発表論文として記載の②)。そ
こで、口腔内細菌の存在がバイオフィルム形
成に影響を与えるか否か調査すべく、実際に
齲蝕を有する乳幼児口腔内より単離された
乳酸菌株を用いて評価を行った。アッセイの
結果、ある Lb. salivarius の分離株 (55-3R 株) 
を S. mutans と共培養させた場合に、バイオフ
ィルム形成量が増大されることが見出され
た (図 4A)。また、BM53-1 株の場合と同様に
人参汁に酒粕を添加した培地で 55-3R 株を培
養した場合、培養上清中にバイオフィルム形
成促進効果が認められたことから (図 4B)、
この効果は 55-3R 株が産生する分子によるも
のであることが示唆された。 
 
(5) 阻害物質添加時の S. mutans における各遺
伝子の転写状況の変化 

 BM53-1 株培養上清添加時に認められた S. 
mutans におけるバイオフィルム形成量の変
化が、どのような遺伝子発現の変化を伴って
いるのか、3 つの GTF 遺伝子 (gtfB, gtfC, お
よび gtfD) の発現量の変化について、定量
RT-PCR 法を用いて確認を行った (図 5)。そ
の結果、培養初期段階から変化が見られ、gtfB
および gtfC の発現は阻害物質の存在によっ
て 2–4 倍上昇する一方で、gtfD の発現には顕

図 3. 粗精製 GTF によるグルカン合成系に対する
BM53-1 培養上清添加の影響. 
(A), 水溶性グルカン生成量の変化; (B), 非水溶性グル
カン生成量の変化. 



著な変化は見られなかった。 
 続いて、クォラムセンシング系に関与する
遺伝子群として、多くのグラム陽性菌におい
て二成分制御系のシグナル分子として機能
している AI-2 の生合成遺伝子である luxS、ミ
ュータンス菌におけるクォラムセンシング
調節遺伝子群として知られていた comA-E 系、
そして、最近新たに見出された XIP と呼ばれ
るシグナルペプチドを介したクォラムセン
シング系 (comS-R 系) を構成する comR, S, X
を対象として調査した (図 6)。しかしながら、
いずれの遺伝子においても阻害物質の有無
による大きな変化は見られなかった。更に、
バイオフィルム形成時に S. mutans とグルカ
ンとの接着に寄与していると推測されてい
る二つのグルカン結合タンパク質をコード
する遺伝子 (gbpB および gbpC) の発現につ
いても調査を行ったが、こちらも大きな違い

は認められなかった (data not shown)。 
 S. mutans のバイオフィルム形成時におけ
る 3 つの GTF の機能としては、まず GtfC が
非水溶性グルカンを合成するが、水溶性グル
カンを合成できる GtfD の存在下でそれは粘
着性グルカンとなり、菌体が歯面へ付着する
基礎部分を形成する。そこに GtfB により大
量の不溶性グルカンを産生しながら菌体同
士が重合することで、周囲の細菌を巻き込ん
だバイオフィルムが形成されると考えられ
ている。今回の結果では、gtfB および gtfC の
発現は全体的に上昇しているものの、粘着性
グルカンの形成に不可欠となる gtfD の発現
は変化がなかった。また、阻害物質が添加さ
れた場合には、バイオフィルムの形成は認め
られないが、S. mutans による不溶性グルカン
自体の合成は為されており、培養後の菌体の
凝集は認められる。しかし、その凝集は水流
によって容易に離散するものであり、遺伝子
発現の変化と合わせると、gtfB および gtfC の
発現上昇によって形成された不溶性グルカ
ンは、gtfD の発現上昇を伴わないために粘着
性に乏しく、結果としてバイオフィルムの形
態をとることがない、と考えることができる。 
 阻害物質の添加がどのような作用メカニ
ズムによって各 gtf 遺伝子発現の変化を引き
起こすのかについては未だ不明のままであ
るが、既存のクォラムセンシング関連遺伝子
の解析結果からは、これらの経路に大きな変
化は認められず、他の因子が関与している可
能性が示唆された。 
 また、今回の研究においては、形成された
バイオフィルムを破壊する特徴をもつ乳酸
菌株を分離することはできなかったものの、
S. mutans の形成するバイオフィルム形成を
促進する乳酸菌 55-3R 株を見出すことができ
た。55-3R 株の培養上清の添加によってその
促進効果がみられることから、その作用は培
養上清中に分泌される何らかの物質を介し
て生じていることが考えられる。この促進物
質がどのような化合物なのか、またどのよう
な作用機序で効果を発揮しているのかにつ
いてはまだ明らかになっていないが、BM53-1
株との対比研究を進めることにより、虫歯予
防に効果的な口腔内プロバイオティクスの
創出に結びつけることができるものと考え
ている。 
 

図 4. 各乳酸菌株の S. mutans によるバイオフィルム形
成に及ぼす影響. 
(A), 共培養させた場合の影響; (B), 培養上清を添加し
て培養した場合の影響 . 図中のアルファベットは
Tukey 法による検定結果 (mean±S.E., P<0.05). 

図 6. BM53-1 株培養上清を添加して培養した際の S. 
mutans における comS-R 系遺伝子群の経時的な発現変
化. 
(−), 未培養人参汁添加時; (+), BM53-1 株培養上清添加
時. (mean±S.E.) 
 

図 5. BM53-1 株培養上清を添加して培養した際の S. 
mutans における gtf 遺伝子群の経時的な発現変化. 
(−), 未培養人参汁添加時; (+), BM53-1 株培養上清添加
時. (mean±S.E.) 
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