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研究成果の概要（和文）：う蝕はS. mutansのバイオフィルム(B.F.)に起因しており、ペリクルへの初期付着から始ま
る。本研究では初期付着の阻害に主眼を置き、SspBペプチドを用いたS.mutansのB.F.制御法の確立を目的とした。
(1) ヒト唾液との反応性が最も高いSspBペプチド (A4K-A11K) による初期付着阻害効果は、S. mutansに特異的に認め
られた。(2) A4K-A11Kに殺菌作用は認められなかった。(3)A4K-A11Kを添加してS. mutansを培養すると、疑似ペリクル
上のB.F.形成は抑制された。
以上より、A4K-A11Kは新規 B.F.制御法に応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The binding of S. mutans to the salivary pellicle is a key event in oral biofilm 
(B.F.) formation. In addition, B.F. is a reservoir of drug resistance genes. Hence, the establishment of 
a new biofilm control method, which differs from the conventional bactericidal or bacteriostatic 
approaches, has been desired.
(1) The binding activity of the SspB peptides to saliva was detected by ELISA. In the present study, SspB 
(A4K-A11K) peptide showed the highest level of binding to saliva. A4K-A11K inhibited adherence of S. 
mutans to saliva; however, the peptide did not affected oral commensal. (2) To determine if A4K-A11K has 
anti-microbial activity, A4K-A11K and 0.04% chlorhexidine (CHX) were applied into S. mutans cultures. CHX 
inhibited growth of S. mutans; whereas the A4K-A11K did not show growth inhibition. (3) A4K-A11K 
inhibited B.F. formation of S. mutans on the saliva-coated polystyrene plates.
A4K-A11K is available to regulate dental biofilm-dependent diseases such as caries.

研究分野：矯正・小児系歯学
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１．研究開始当初の背景 
小児歯科臨床において, う蝕は未だ主たる口
腔疾患である。う蝕をはじめとする口腔内感
染症は, 口腔細菌より形成された生態系：バ
イオフィルムに起因しており, 細菌によるペ
リクルへの付着から始まる。また, 口腔内バ
イオフィルムは薬剤耐性遺伝子のリザーバ
ーであり, 従来の殺菌的・静菌的な制御法と
は異なる新規バイオフィルム制御法の確立
が望まれている。そこで申請者は, 初期付着
の阻害という新たなアプローチの着想に至
った。 
 
２．研究の目的 
S. mutans は表層タンパク質抗原 (PAc) を介
して唾液ペリクル中の特定成分 (gp340) と
結合し , 歯面に付着する。 Streptococcus 
gordonii (S. gordonii) の付着因子 SspB は S. 
mutans の付着因子 PAc と高い相同性をも
ち, 同様に SspB を介して gp340 に結合す
る。この SspB のアミノ酸配列をもとに合成
された SspB 相同ペプチドは, S. mutans の 
gp340 への結合を競合阻害する事が明らか
となっている[1]。そこで本研究は, SspB 相同
ペプチドによる S. mutans の初期付着および 
B.F.形成抑制効果の評価を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)SspB 相同ペプチドの機能解析 
①供試菌株および培養条件 
S. mutans MT 8148株および Streptococcus mitis
（S. mitis）ATCC 6249株の over night culture 
100 µlを Brain Heart Infusion （BHI）液体培
地 5 mlに接種し, 二代培養を行った。 
②SspB相同ペプチド A4K-A11Kの調製 
合成した SspB 相同ペプチド（A4K-A11K）
（DYQKKLAAYQKEL; 純度 95% <）を滅菌
PBSおよび 1 mM CaCl2 PBS（Ca-PBS）でそ
れぞれ 650 µMおよび 1,300 µMに調製し, 実
験使用時まで－20℃にて保存した。 
③ヒト唾液の採取 
滅菌チューブに採取したヒト唾液を 4℃にて
12,000×g, 10 分間遠心し, 得られた上清を
0.22 µm のフィルターで滅菌した。滅菌した
唾液は実験使用時まで－20℃にて保存した。 
④A4K-A11Kの唾液付着能解析 
Nakaiら [2]の sandwich assayを参考にし , 
A4K-A11Kの唾液への付着能を解析した。
A4K-A11K（650 µMおよび1,300 µM）を96穴
ELISA用プレート（住友ベークライト）にそ
れぞれ100 µlずつ分注し, 4℃にて一晩静置し
た。Ca-PBSで洗浄後, 1% BSA Ca-PBSを添加し, 
4℃にて2時間ブロッキングした。（以下の各工
程間においてもCa-PBSによる洗浄を行っ
た。）滅菌済み唾液100 µlをウェルにコート後, 
4℃にて1時間インキュベートした。ビオチン
化A4K-A11K（650 µMおよび1,300 µM）をそ
れぞれ100 µlずつ加え, 4℃にて1時間反応させ
た。1,000倍希釈アルカリフォスファターゼ標
識ストレプトアビジン（Streptavidin-AP）を100 

µl加え, 37℃にて1時間インキュベートした。1 
mg/ml p-ニトロフェニルリン酸二ナトリウム
六水和物（p-NPP）を100 µl添加し, 37℃にて
インキュベートした。発色反応後, マイクロ
プレートリーダー（ChroMate® Microplate 
Reader）を用いて吸光度（A405）を測定するこ
とで, 唾液に付着したA4K-A11Kを検出した。 

 
(2)A4K-A11K による各供試菌への初期付着
阻害効果の解析 
①供試菌のビオチン化および菌量の調整 
供試菌のビオチン化は, Ruhlら[3]の方法を参
考にして行った。二代培養した供試菌液を
PBSにて洗浄し, 5 mlの 1 mM MgCl2 Ca-PBS
に懸濁した。Sulfo-NHS-LC-Biotin（Pierce）を
細菌懸濁液に加えて最終濃度 100 µg/mlに調
製し, 室温にて 1時間静置した。再度 PBSに
て洗浄後, 1%BSA in 1 mM MgCl2 Ca-PBSで濁
度を調整（OD600 = 0.4）し, 実験に用いた。 
②A4K-A11K による各供試菌への初期付着阻
害効果の解析 
A4K-A11K による各供試菌の初期付着阻害
効果を解析するため, Nakai ら[2]の方法を応
用した。唾液を 96穴 ELISA用プレートに 100 
µl 添加し, 4℃にて一晩静置した。Ca-PBS で
洗浄後, 1% BSA Ca-PBSを添加し, 4℃にて 2
時間ブロッキングした。（以下の各工程間に
おいても Ca-PBS による洗浄を行った。）
A4K-A11K（650 µMおよび 1,300 µM）をそれ
ぞれ 100 µlずつ分注し, 37℃にて 1時間イン
キュベートした。方法（２）①にてビオチン
化した供試菌液（S. mutansおよび S. mitis）を
それぞれ 100 µlずつ加え, 37℃にて 1時間反
応させた。1,000倍希釈 Streptavidin-APを 100 
µl添加し, 37 ℃にて 1時間インキュベート後, 
1 mg/ml PNPPを 100 µl添加し, 37℃にてイン
キュベートした。発色反応後, 吸光度（A405）
を測定することで, 唾液に付着した S. mutans
および S. mitisを検出した。 
 
(3)S. mutansの濁度測定 
A4K-A11KによるS. mutansの生育への影響を
検討するため, Okuda ら[4]の方法に則り S. 
mutansの濁度を測定した。S. mutans菌液 100 
µlを 5 mlの BHI液体培地に接種後, 1,300 µM 
A4K-A11K もしくは 0.04%クロルヘキシジン
（CHX）を添加し, 37℃にて培養した。16時
間および 22時間培養後, 波長 600 nmでの培
養液濁度を測定した。 

 
(4)A4K-A11Kによる S. mutansのバイオフィ
ルム形成阻害効果の解析 
Okudaら[4]の方法を参考にし, A4K-A11Kによ
るS. mutansのバイオフィルム形成阻害効果を
解析した。唾液を96穴接着細胞培養用マルチ
プレート（住友ベークライト）に100 µl分注し
た。4℃にて一晩静置することで, ウェルに唾
液をコートした。ピペットにて唾液を吸い出
した後, 650 µM A4K-A11Kを100 µl加え, 37℃
にて1時間インキュベートした。滅菌PBSにて



洗浄後, 0.25%スクロースを添加アしたTryptic 
Soy Broth液体培地（TSBS）160 µlにS. mutans
懸濁液（OD600 = 0.4）を20 µl 分注し, 37 ℃に
て1時間培養した。滅菌PBSで洗浄後, TSBS培
地を200 µl接種し, 37℃で培養した。滅菌PBS
で洗浄後に乾燥させ, 0.25%サフラニン液で15
分間染色, 70%エタノールにて30分間脱色し
た。脱色後, 吸光度（A492）を測定し, プレー
ト上に形成されたバイオフィルム量（8時間, 
11時間および14時間培養）を解析した。 
 
(5)統計解析 
SPSS Statistics 19（IBM）を使用し, 有意水準
は5%とした。2群間の検定には, Student’s t-test
を用いた。多群間の検定には一元配置分散分
析（one-factor ANOVA）後 , 多重比較検定
（Tukey法）を行った。 
 
４．研究成果 
(1)A4K-A11Kの唾液付着能 
Sandwich assay を応用した本実験系において
も, A4K-A11K は 650 µM （図１A）および
1,300 µM（図１B）共に唾液への付着能を有
することが認められた（*p < 0.05）。 
 

 
図１ A4K-A11Kの唾液付着能 

 
(2)A4K-A11K による各供試菌への初期付着
阻害効果 
650 µMおよび 1,300 µM A4K-A11Kにより, S. 
mutansの唾液への付着が有意に減少した（*p 
< 0.05）（図２A, B）。一方で S. mitisに対して
は, 650 µMおよび1,300 µM A4K-A11Kによる
唾液への付着阻害は認められなかった（図２
C, D）。 
 

 

 
図２ A4K-A11K による各供試菌への初期

付着阻害効果 
 
(3)A4K-A11Kによる S. mutansの生育への影
響 
A4K-A11Kを混入した培養液では, CHX群に
みられた生育の阻害は生じず, control（無添
加）と同等であった（*p < 0.05）（図３）。 
 

 
図３ A4K-A11Kによる S. mutansの生育

への影響 
 
(4)A4K-A11Kによる S. mutansバイオフィル
ム形成阻害効果 
650 µM A4K-A11K により, 唾液コートした
ウェル上の S. mutans のバイオフィルム形成
量は, 有意に減少した（**p < 0.01, *p < 0.05）
（図４）。 
 

 
図４ A4K-A11KによるS. mutansバイオフィ

ルム形成阻害効果 
 
(5)考察 
実験結果（図１および図２）より, SspB由来
のペプチドである A4K-A11Kは, コートされ
た唾液成分中のレセプターを S. mutans と競



合することで, 結果的にS. mutansの初期付着
を阻害したと考えられる。650 µM および
1,300 µMの A4K-A11Kで S. mutansの付着阻
害が認められた（図２A, B）ことから, 本実
験系におけるA4K-A11Kの至適濃度が得られ
た。口腔内常在菌である S. mitisへの付着阻害
は認められなかった（図２C, D）ことから, 
A4K-A11K による初期付着阻害は S. mutans
に対して特異的なものであり, 口腔常在菌に
影響しない可能性が示唆された。図３より, 
A4K-A11KはS. mutansの生育に影響を及ぼさ
ないことが認められた。口腔細菌叢構成比率
の崩壊が口腔疾患の発症と関連しているこ
とが示唆されていることから, 本研究の成果
はこれらの懸念事項をクリアするものであ
ると考えられる。さらに A4K-A11Kによる S. 
mutans のバイオフィルム形成阻害が認めら
れた（図４）ことから, 従来の殺菌的・静菌
的な方法とは異なったバイオフィルム形成
制御法として応用可能であることが示唆さ
れた。 
 今後の展望として, ヒト口腔内に近い環境
を再現するため, ハイドロキシアパタイト製
ディスクを用いた静止系バイオフィルム実
験モデルにて, A4K-A11Kによる S. mutansの
バイオフィルム制御法を解析していく。また
口腔内のように唾液が常に流動している状
況を考慮し, 唾液の流れを再現できるフロー
セルシステム[5]でのバイオフィルム動態評
価も計画している。さらにヒト口腔内を再現
した動物モデル[6]を用いて, in vivoでの評価
を行う予定である。 
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