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緒	
 	
 言  

	
 Streptococcus mutans は，ヒト齲蝕の主要な病原細菌であり，口腔内のバイオフ

ィルム形成において最も重要な役割を果たしている 1)。S. mutans の菌体表層には，

その病原性と深く関与するタンパク構成分が多数存在し，グルコシルトランスフェ

ラーゼ (Glucosyltransferase; GTF)，グルカン結合タンパク (Glucan binding protein; 

Gbp)，および高分子タンパク抗原 c (Protein Antigen c; PAc) などが知られている 2,3)。

そのうち，Gbp は，GTF によってスクロースから合成されるグルカンと結合する

ことにより強固なバイオフィルム形成を行うと考えられている 4)。これまでのとこ

ろ Gbp には，GbpA5)，GbpB6)，GbpC7)および，GbpD8)の 4種類が報告されており，

それぞれをコードする遺伝子がクローニングされ，その塩基配列も明らかにされて

いる。GbpA は最初に発見されたグルカン結合タンパクであり，GTF 酵素のグル

カン結合ドメインと相同性の高い繰り返し構造を含んでいる 9)。GbpB は菌体結合

型であり，細胞の維持や分裂に関わり，ペプチドグリカン加水分解酵素と相同性が

高く，生命維持に必要な構成分であると考えられている。GbpCは菌体結合型であ

り，歯面への初期付着に重要な役割を演じる PAc の C末端側のアラニン繰り返し

構造領域と約 30％の相同性を持つことが示されており，菌の凝集に関与すること

が報告されている。さらに GTFD の合成する水溶性グルカンと特異的に結合する
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ことによりスクロース依存性付着において重要な役割を果たしていることが明ら

かにされている 10)。さらに，GpbD は GbpA と同様に菌体遊離型であり，アミノ

酸配列の中央よりやや N 末端側に GbpA で認められた A リピート配列が 3 カ所

存在していることが明らかになっている 8)。 

	
 このようにGbp はそれぞれに特徴的な機能を示す。特にGbpA欠失変異株では，

デキストラン結合能だけでなく，スクロース依存性平滑面付着能の低下が認められ，

S. mutans のバイオフィルム形成に深く関与していると考えられている 11)。さらに

GbpA は菌体へのストレスを最小限にするための最適なバイオフィルムの形成に

関与していることが報告されている 12)。一方で，GbpA の欠失は局所 pH とバイオ

フィルム構造に変化をもたらし，gtfB と gtfC の間でリコンビネーションが発生し

たことが報告されており 13)，その発現は GTF の働きに影響を及ぼすことが示唆さ

れる。gtfB と gtfC の間のリコンビネーションには，Recombinase A が関与してい

ることが明らかとなっているが 14)，GbpA の欠失が表層タンパクの発現に影響を与

える詳細なメカニズムは明らかにされていない 12)。 

	
 GroEL および DnaK はストレス応答タンパクであり，ストレス応答タンパクは

新たなタンパクの生成や発現量の変化を誘発することよってさまざまな生命現象

において重要な役割を果たしている 15,16,17)。主な働きとしては，凝集タンパクの再
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生や修復に関与することが報告されている 18)。菌が pH変化，機械的刺激，酸化還

元ストレス，浸透圧変化，あるいは熱などのストレス条件下にさらされた際に発現

が上昇して細胞を保護するストレス応答タンパクの中で，GroEL および DnaK は

熱ショックタンパク (HSP) と言われ，各種細胞種において最も高度に保存された

タンパクの一つであるとされている。 

	
 本研究では，バイオフィルム形成における GbpA の果たす役割について Gbp 欠

失株を用いて検討した。さらに，GbpA はバイオフィルム形成に深く関わっている

と考えられるため，バイオフィルム形成に関連する他の表層タンパクの発現と

GbpA との関連性を分子生物学的手法を用いて検討を行った。 
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材料と方法  

１）供試菌株と培養条件 

	
 日本人小児の口腔より分離された S. mutans MT8148 株 19)を用いた (表 1)。また，

S. mutans MT8148 株の GbpA を欠失させた AD1 株，GbpB を欠失させた BD1 株，

GbpC を欠失させた CD1 株 11)を使用した。さらに，S. mutans UA159 株，NG8 株，

GS5 株 20,21,22)も実験に供試した (表 1)。 

	
 S. mutans の培養には，Brain Heart Infusion (BHI) 液体培地 (Becton Dickinson and 

Company，Franklin Lakes，NJ，USA)，Todd Hewitt (TH) 液体培地 (Becton Dickinson)，

およびMitis-Salivarius (MS) 寒天培地 (Becton Dickinson) を用い，37 ℃で静置培養

した。エリスロマイシン (Erythromycin) 耐性遺伝子を保持した S. mutans 株の培養

には，Erythromycin (EM; 10 µg/mL; 和光純薬，大阪) を，スペクチノマイシン 

(Spectinomycin) 耐性遺伝子を保持した S. mutans 株の培養には，Spectinomycin 

dihydrochloride pentahydrate (SP; 1 mg/mL; 和光純薬) を，カナマイシン (Kanamycin) 

耐性遺伝子を保持した S. mutans 株の培養には，Kanamycin Sulface (KM; 1 mg/mL; 

和光純薬) をそれぞれの培地に添加して用いた。特に記載のない場合は，すべて好

気培養とした。 

	
 Escherichia coli DH5α 株 (ニッポンジーン，東京) は，Luria-Bertani 培地 (LB; 1% 
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Triptone，0.5% Yeast Extract，0.5% NaCl; 和光純薬) あるいはこの培地に 1.5% Agar 

(和光純薬) を添加した LB寒天培地を用いて培養した。抗生物質耐性を選択マーカ

ーに用いた E. coli の培養には，必要に応じて LB培地に EM (5 µg/mL; 和光純薬)

あるいは Ampicillin Sodium (AM; 100 µg/mL; 和光純薬) を添加して用いた。 

 

２）E.coli への形質転換 

	
 上記の E. coli DH5αコンピテント細胞 (ニッポンジーン) を氷上で融解し，同細

胞 100 µLに供試するプラスミド溶液 10 µL (10 µg) を混和し，氷水中で 30分間静

置した。その後，42 ℃で 40秒間静置し，再び氷水中で 2分間冷却した。この反応

液に 400 µLの SOC液体培地 (2% Triptone，0.5% Yeast Extract，10 mM NaCl，2.5 mM 

KCl，20 mM MgCl2，10 mM MgSO4，20 mM Sucrose; 和光純薬) を加え，37 ℃で 1

時間震盪培養した。この培養液を選択マーカーに用いた抗生物質を加えた LB 寒天

培地に播種し，37 ℃で一晩培養した。 

 

３）Polymerase Chain Reaction (PCR) 法 

	
 PCRによるDNAの増幅には，Ampli Taq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems，

CA，USA) を用い，S1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA，USA) 
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を使用して反応を行った。PCRの条件は添付の指示書に従って設定した。 

 

４）アガロース電気泳動 

	
 0.7%あるいは 1.5% Agarose S (ニッポンジーン) を電気泳動用のゲルとして使用

し，泳動用緩衝液には TAE 緩衝液 (40 mM 2-Amino-hydroxymethyl-1,3-propanediol 

(Tris)，40 mM Acetic acid，1 mM Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)，pH 8.0; 和

光純薬) を用い，100 V定電圧で電気泳動を行った。DNAサイズマーカーは 100 bp

ラダーと，1 kbラダー (New England Biolabs，Bevery，MA，USA) を使用した。泳

動用のゲルをEthidium bromide (1 µg/mL; 和光純薬) 溶液で 15分間染色後，波長 312 

nmの紫外線で DNAのバンドを可視化し検出した。 

 

５）染色体 DNA の抽出 

	
 S. mutans からの染色体 DNA の抽出には Puregene Yeast/Bact. Kit B (QIAGEN 

Sciences，Germantown，MD，USA) を用いた。10 mLの BHI 液体培地にて 37 ℃で

18 時間培養した供試菌を遠心分離 (3,000 rpm, 10 分, 4 ℃) して集め，250 µL の

Glu-TE 緩衝液 (1 M Glucose，10 mM Tris，1 mM EDTA; 和光純薬) に懸濁した。

この懸濁菌液 250 µLに，N-acetylmuramidase SG (2.0 mg/mL; 和光純薬) 62.5 µLを加
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え，37 ℃で 90分間反応させた。この反応液に，まずCell Lysis Solution (QIAGEN) 600 

µLを加えて 80 ℃で 5分間，続いて RNase (10 µg/mL; QIAGEN) 3 µLを添加して

37 ℃で 30分間反応させ，最後に Protein Precipitation Solution (QIAGEN) を 200 µL

添加した。この反応液を遠心分離 (15,000 rpm, 3分, 4 ℃) して得た上清に，600 µL

のイソプロピルアルコール (和光純薬) を添加して再度遠心分離 (15,000 rpm, 1分, 

4 ℃) を行った。得られた沈殿を 70% エタノール (和光純薬) にて洗浄して乾燥後，

TE緩衝液 100 µLに溶解させた。DNA 溶液は吸光度 (260 nm) を測定して濃度調

整し，実験に使用した。 

 

６）S. mutans の形質転換と GbpA 欠失変異株の作製 

	
 gbpA 遺伝子挿入変異株は，LindlerとMacrina (1986) 23)の方法に準じて作製した。

gbpA の翻訳開始点から 977-978塩基下流部分に EM 耐性遺伝子を挿入したプラス

ミド pMMN26 を制限酵素 Bam HIで消化し，フェノールクロロホルム処理を行っ

た後，エタノール沈殿を行った。馬血清 (Invitrogen，Carlsbad，CA，USA) を 10％

含む TH 液体培地 (Becton Dickinson) に UA159 株，NG8 株および GS5 株をそれ

ぞれ播種し，37 ℃で 18時間培養した。ついでこの菌液を馬血清を 10％含む新鮮な

TH 液体培地に継代し，2 時間培養した。この培養液に，制限酵素で消化した
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pMMN26 を 200 µg加え，さらに 1時間培養した。これを遠心分離 (3,000 rpm, 15

分, 4 ℃) して菌体を集め，EM (5 µg/mL) を含むMS 寒天培地に播種した。37 ℃

で 2日間嫌気的に培養し，生じたコロニーを形質転換株 UA159 AD1 株，NG8 AD1 

株，GS5 AD1 株としてそれぞれ分離した (表 1)。これらの株のゲノム上にある gbpA 

へのエリスロマイシン耐性カセットの挿入は，gbpA に特異的なプライマーを用い

た PCR 法により確認した (図 1)。 

 

７）バイオフィルム形成量の測定 

	
 供試菌を 10 mLの BHI 液体培地にて 37 ℃で 18時間培養後，培養した供試菌液

を 0.25%スクロース添加 TH 液体培地に希釈し，96 穴平底細胞培養用マイクロタ

イタープレート (FALCON，Franklin Lakes，NJ，USA) の各ウェルに 100 µLずつ

分注して，37 ℃で 2日間嫌気的に培養した。各ウェルの浮遊菌液を取り除いた後

に，25 µLの 1% Crystal violet溶液 (ナカライテスク，京都) を加えて 15分間室温

に静置することにより付着した菌体を染色し，蒸留水で 6回洗浄を行った。その後，

95% エタノール (和光純薬) を加えて洗浄し，乾燥後，蒸留水を加えて波長 570 nm

にける吸光度を測定した。 
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８）バイオフィルム構造の観察 

	
 24穴マルチウェルプレート (Nunclon Multidish，Roskilde，Denmark) の各ウェル

にガラス製丸型カバーガラス (直径 12 mm，松浪硝子工業株式会社，大阪) を挿入

した。あらかじめ培養した各供試菌を，1/100量になるように TH 液体培地で希釈

し，各ウェル内に 1 mLずつ分注し，37 ℃で 2日間嫌気条件下で培養した。培養後，

菌 液 を 取 り 除 き ， 等 量 の 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES)-buffered saline solution (HBSS: 135 mM NaCl，5 mM KCl，1 mM MgCl2，1.8 

mM CaCl2，10 mM HEPES) 溶液でカバーガラスを洗浄し，LIVE/DEAD Kit 

(Molecular Probes，Eugene，OR，USA) を用いて，バイオフィルム菌体の染色を行

った。Calcein AM でバイオフィルム中の生存菌体を，Ethidium homodimer-1 によ

り死菌体を染色後，HBSS 溶液にて洗浄し，4% Glutaraldehyde (和光純薬) を添加

した HBSS 溶液により固定した。固定後，再度 HBSS 溶液を加えて遮光し 1時間

静置した後，Slow Fade Light Antifade Kit (Invitrogen) をカバーガラスに滴下した上

でスライドガラスに封入した。共焦点走査型レーザー顕微鏡 LSM 510 (Version 4.2，

Carl Zeiss MicroImaging Co，Ltd，Jena，Germany) を用いて，それぞれの菌株によ

り形成されたバイオフィルムの構造を観察した。 
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９）ウエスタンブロット分析 

	
 供試菌を，BHI 液体培地で 37 ℃，18時間培養後，TH 液体培地に継代し，培養

液の吸光度 (600 nm) が 1.0になるまで培養した。培養液を，3,000 rpm，4 ℃で 10

分間遠心し，菌体を回収した。得られた菌体をリン酸緩衝生理食塩水 (PBS; 137 mM 

NaCl，10 mM NaH2PO4，8.1 mM Na2HPO4; 和光純薬) 100 µLで懸濁し，Gel loading 

buffer［1 M Tris (pH6.8)，10% Sodium dodecyl sulfate，0.2% Bromophenol blue，5% 

Glycerol; 和光純薬］100 µLおよび，10 mM DTT (threo-Dithiothreitol) 20 µL を加え

て 10 分間加熱し，SDS-PAGE (polyaclylamidegel electrophoresis) 用試料とした。

SDS-PAGE は，Laemmli (1970) 24)の方法に従い，Mini-PROTEAN Tetra System 

(Bio-Rad) を用いて，室温で 200 V定電圧で行った。分子量測定マーカーとして，

Precision Plus Protein Dual Color standards (Bio-Rad) を用いた。泳動後，セミドライ

式ブロッティング装置 (Trans-blot SD，Bio-Rad) を用い，10 V定電圧で 1時間通電

することによりアクリルアミドゲル層から Poly vinyliden difluoride (PVDF) 転写膜 

(Immobilon; Millipore，Billerica，MA，USA) へ転写した。この PVDF 膜を 5% Skim 

Milk (Becton Dickinson) を添加した 0.05% TritonX-100 (和光純薬)を含む PBS 

(PBST) 中にて 4 ℃で一晩静置した。PBST で 3回洗浄後， PBST で 1,000倍希釈

したウサギ抗 CA-GTF 抗体 25)と室温で 1時間反応させた。反応後，PBSTで 3回洗
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浄し，PBST で 1000倍希釈した Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/Alkaline 

Phosphatase (Dako Denmark A/S，Glostrup，Denmark) と室温でさらに 1時間反応さ

せた。反応後の PVDF 膜を PBST で 3回洗浄後，Alkaline Phosphatase (AP) 緩衝液 

(100 mM NaCl，5 mM MgCl2，100 mM Tris，pH 9.5; 和光純薬) で 1回洗浄した。そ

の後， 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate-p-toluidine (和光純薬 ) と Nitro Blue 

Tetrazolium (和光純薬) を発色基質として添加した AP 緩衝液を加えて発色させ，

バンドを視覚化した。GTF タンパクの発現量はバンドの黒化度を NIH Image 

(Version 1.43，Scion，MD，USA) により数値化することにより決定した。 

 

10）活性染色 

	
 GTFBおよび GTFCの酵素活性の変化を活性染色法により検討した。分子量測定

マーカーとして，Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad) を用いた。

SDS-PAGEにはMini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad) を用いて，室温で 200 V定

電圧で行った。SDS-PAGE 後，ゲルをリン酸緩衝液  (10mM NaH2PO4，10mM 

Na2HPO4; 和光純薬) 中にて室温で 30 分間振盪させた後，この溶液に 3%スクロー

スと 0.5% TritonX-100 (和光純薬) を混和させた溶液で，37 ℃で 18時間振盪した。

12.5% Trichloroacetic Acid (和光純薬) にて 37 ℃で 15 分間振盪し，蒸留水で 3 分間
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洗浄を行った後，Periodic acetic acid solution (1% Orthoperiodic Acid，3% Acetic Acid; 

和光純薬) 中にて 37 ℃で 30分間振盪した。蒸留水で 6回洗浄を行い，ゲル上に存

在する GTFB および GTFC により生成されたグルカンを 0.4% Pararosaniline Base 

(Sigma，St. Louis，MO，USA) 染色液にて 30分間染色した。0.5% Sodium Disulfite 

(和光純薬) で 3 回洗浄後，さらに蒸留水で洗浄を行った。染色されたグルカンの

面積を NIH Image (Version 1.43) により数値化することにより相対量として現した。 

 

11）gtfB，gtfC，gtfD，dnaKおよび groEL の発現 

	
 供試菌を，TH 液体培地で 37 ℃，18 時間培養後，新鮮な同液体培地に継代し， 

600 nmにおける吸光度が 0.7になるまで培養した。培養液を，5,000 rpm，4 ℃で

15分間遠心し，菌体を回収した。得られた菌体を UltraPure™ Diethylpyrocarbonate 

(DEPC) Treated Water (Invitrogen) で懸濁し，Lysing Matrix B (MP Biomedicals) に菌

液を移し，TRI Reagent (Sigma) を添加した後，FastPrep (Bio-Rad) を用いて菌体を

破砕した。破砕菌体を含む懸濁液を遠心し，クロロホルムを混和させた後，水層中

の全 RNA を イソプロパノールを用いて沈殿させた。その後，回収した全 RNA か

ら染色体 DNA を除去するため，RNase-free DNase (Promega, Madison, WI, USA) を

37 ℃で 15 分間反応させた。この全 RNA，Random primers (Promega) そして
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SuperScriptⅢ (Invitrogen) を使用して逆転写反応を行い，cDNA を合成した。作製

した cDNA を鋳型として，各遺伝子の発現を SYBR green (Bio-Rad) を用いた

Real-time Reverse transcription-PCR (Real-Time RT-PCR) 法により調べた。遺伝子増

幅反応ならびに SYBR green 蛍光強度の測定には iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad) 

を使用した。RT-PCR の条件は添付の指示書に従い設定した。各遺伝子の増幅には，

表 2に示すプライマーを用いた。また，コントロール反応として 16S rRNA 遺伝子

の増幅・定量を行った。PCR の条件は添付の指示書に従い設定した。 

 

12）バイオフィルム中の菌および菌体外多糖の観察 

	
 菌体外多糖グルカンの産生とそれに伴うバイオフィルム構造の変化を，Koo ら 

(2010) 26)の方法に従って観察した。供試菌を TH 液体培地で 37 ℃，18時間培養後，

遠心分離により菌体を回収した。その後，2.5 mMの SYTO 9 green fluorescent nucleic 

acid stain (Molecular Probes Inc.) により菌体を染色し，1 µM の Alexa Fluor 

647-labeled dextran (Molecular Probes Inc.) を添加した 1%スクロース含有化学合成

培地 (CDM; 58 mM K2HPO4，15mM KH2PO4，10 mM (NH4)2 SO4，35 mM NaCl，0.2% 

Casamino acids，100 µM MnCl2・4H2O (pH7.4)，20 mM Nicotinic acid，50 mM Pyridoxine 

HCl，5 mM Pantothenic acid，0.5 mM Riboflavin，0.15 mM Thiamin HCl，0.015 mM 
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D-biotin，50 mM L-glutamic acid，12.5 mM L-arginine HCl，16.25 mM L-cysteine HCl，

1.25 mM L-tryptophan，1 M MgSO4・7H2O; 和光純薬) にて，菌液を吸光度 600 nm

が 0.1になるように調整した。この菌液を 8穴 Lab-Tek チャンバースライドシステ

ム (Nunc，NY，USA) の各ウェルに 200 µLずつ播種し，嫌気下で，37 ℃で 24 時

間培養した。形成されたバイオフィルムを共焦点走査型レーザー顕微鏡 LSM 510 

(Version 4.2，Carl Zeiss MicroImaging Co.) にて観察し，ImageJ (Version 10.2，Bethesda，

MD，USA) により，バイオフィルムの性状を検討した。さらに，形成されたバイ

オフィルムの密度と厚さを ImageJ (Version 10.2) を用いて数値化した。 

 

13）2次元電気泳動 

	
 供試菌を BHI 液体培地を用いて 37 ℃で 18時間培養後，集めた菌体に 8 M Urea 

(Becton Dickinson) を加え，1 時間室温で撹拌した後，遠心分離を行った。得られ

た上清に 60%飽和 Ammonium sulfate (ナカライテスク) を加え，4 ℃で一晩撹拌し

た後，遠心分離により得られたペレットを菌体表層タンパクとして実験に供試した。

このタンパクサンプルを Ready Prep 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad) を用いて脱塩処理し，

Rehydration/Sample Buffer (Bio-Rad) に溶解した。サンプルのタンパク定量を行った

後，Destreak rehydration solution (GE Healthcare，Uppsala，Sweden) および，IPG buffer; 
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pH4-7 (GE Healthcare) を加え，2次元電気泳動を行った。1次元目として，調整し

たタンパクを ReadyStrip IPG Strips; pH5.5-6.7 (Bio-Rad) にアプライした後，

PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad) にセットし，泳動を行った (250 V：15分，4000 V：6

時間，5000 V：12時間，20 ℃)。泳動後の IPG Strips を ReadyPrep 2-D Starter Kit 

(Bio-Rad) を用いて，平衡化を行った後，2 次元目として，IPG Strips を 7.5% 

SDS-PAGE ゲル内に ReadyPrep Overlay Agarose (Bio-Rad) にて固定し，分子量測定

マーカーに Precision Plus Protein Dual Color standards (Bio-Rad) を用いて，

Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad) により，室温で 0.03 A定電流で電気泳動を

行った。Plus One Silver Staining kit (GE Healthcare) にて銀染色を行い，タンパクを

可視化した。2 次元電気泳動像を PDQuest 2 次元電気泳動ソフトウェア (Bio-Rad) 

を用いて解析し，発現量の変化がみられたスポットを同定した。 

 

14）バイオフィルム破砕試験 

	
 供試菌を 10 mLの BHI 液体培地にて 37 ℃で 18時間培養後，培養した供試菌液

を 0.5%スクロース添加した TH 液体培地に播種し，6 穴細胞培養用マイクロタイ

タープレート (FALCON) の各ウェルに 10 mLずつ分注して，37 ℃で 24時間嫌気

的に培養し，バイオフィルムを形成させた。上清を取り除いた後，PBS にて洗浄
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し上清を取り除き，再び PBS を加え，Handy Sonic model UR-20P (トミー精工，LTD，

東京) にて 1分または 2分間，レベル 7で超音波を当てた。上清を取り除いた後，

PBS で洗浄して，再び PBS を加え，セルスクレーパー (スミロン，住友ベークラ

イト，東京) を用いて，残存するバイオフィルムを剥がした。その菌液を滅菌生理

食塩水にて段階的に希釈し，それぞれの希釈液を Trypticase Soy 寒天培地 (Becton 

Dickinson) に播種し，37 ℃で 2日間嫌気培養した。AD1 株の Trypticase Soy 寒天

培地には EM (10 µg/mL; 和光純薬) を添加して用いた。 

 

15）統計処理 

	
 実験は各 3回行い，得られた結果は平均±標準偏差で示し，統計学的有意差の検

定は ANOVA の Fisher’s PLSD を用いて行った。 
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結	
 	
 果  

１）バイオフィルム形成量 

	
 MY8148 株，AD1 株，BD1 株，CD1 株のバイオフィルム形成量を測定したと

ころ，MT8148 株と比較して，BD1 株，CD1 株ではバイオフィルムの形成量が有

意に低下していたが (P＜0.001)，GbpA 欠失株である AD1 株においては MT8148 

株と比較して有意な差は認めらなかった (図 2)。また，親株を UA159 株，NG8 株，

GS5 株とした GbpA 欠失株である UA159 AD1 株，NG8 AD1 株，GS5 AD1 株に

おいても，それぞれの親株と比較して有意な差は認められなかった (図 3)。 

 

２）バイオフィルム中の菌体分布 

	
 バイオフィルムの構造を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した (図 4)。親株で

ある MT8148 株と比較して，GbpA 欠失株である AD1 株では，生存菌体による

著明な凝集塊が認められた。一方，BD1 株，CD1 株においては，それぞれバイオ

フィルムの形成に変化はみられたものの，AD1 株に認められたような著明な生存

菌体による凝集は認められなかった。 

 

３）GTF の発現量と活性 
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 NIH イメージを用いて GTFB と GTFC の発現量を数値化して比較したところ，

親株と比較して，それぞれの GbpA 欠失株の GTFBと GTFC の発現量の有意な上

昇が認められた (図 5)。 

	
 NIHイメージを用いてグルカン合成量を数値化して比較したところ，親株と比較

して，それぞれの株の GbpA 欠失株において GTFBと GTFC の活性の上昇が認め

られた (図 6)。 

 

４）gtf，dnaK および groEL の発現解析 

	
 gtfB の発現量はMT8148 株と比較して AD1 株で上昇が認められた (P＜0.001)。

gtfC は gtfB と同様，MT8148 株と比較して AD1 株で発現の上昇が認められた (P

＜0.05)。gtfD の発現量は，MT8148 株と比較して BD1 株では上昇を認めたが (P

＜0.05)，CD1 株では逆に減少していた (P＜0.001)。また AD1 株の gtfD の発現は

MT8148 株との間に差は認められなかった (表 3)。MT8148 株と比較して AD1 株

では dnaK，groEL 遺伝子の発現の上昇が認められた (図 7)。 

 

５）共焦点レーザー顕微鏡によるバイオフィルム構造の観察 

	
 MT8148 株では，菌が底面に均一に付着し，その上方に菌体外多糖が合成され，
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緊密なバイオフィルムの形成が認められた。しかし，AD1 株においては，菌が底

面に不規則に付着しており、その上方のグルカンの合成量が増加し，粗造で不均一

なバイオフィルムが形成されていた (図 8)。imageJ によりバイオフィルムの密度

と厚さを数値化したところ，AD1 株では，MT8148 株と比較して，バイオフィル

ムの密度が有意に低かった。一方でバイオフィルムの厚さは，MT8148株で11.0 µm，

AD1株では 28.9 µmであり，AD1 株で有意に増加していた (図 9)。 

 

６）表層タンパクの発現の変化 

	
 2 次元電気泳動の結果，数多くのタンパクスポットが検出された。親株である

MT8148 株と比較して，AD1 株では，タンパクの発現パターンが大きく変化して

いた。MT8148 株では GTFB のスポットは認められなかったものの AD1 株では，

GTFB が大きなスポットとして観察され，その発現が著明に上昇していることが明

らかとなった。NG8 AD1 株においても同様に，GTFB の発現が著明に上昇してい

ることが明らかとなった (図 10)。2次元電気泳動像を PDQuest 2次元電気泳動ソフ

トウェアを用いて解析し，発現量が変化したスポットを調べた結果，MT8148 株

と比較して AD1 株で発現が 2倍以上上昇したものが 39個，一方，発現が 2分の 1 

よりも減少したものが 69 個，それぞれ認められ，タンパクの発現パターンが大き
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く変化していることが明らかとなった。MT8148 株と比較して BD1 株では，発現

上昇しているものが 10個，発現減少しているものが 6個であり，CD1 株では，発

現上昇しているものが 43個，発現減少しているものが 43個であり，やはり AD1 株

で大きい変化が認められた (表 4)。 

 

７）超音波破砕に対するバイオフィルムの抵抗性試験 

	
 1分間超音波を当てた場合に残存したバイオフィルム中の菌数は，MT8148 株と

AD1 株で差が認められなかったが，2 分間超音波を当てた場合に残存したバイオ

フィルム中の菌数は，MT8148 株は 24.7%に減少したが，AD1 株では 8.1%に減少

しており，MT8148 株と比較して AD1 株で有意差が認められた。また，超音波破

砕前のバイオフィルム中の総菌数には，MT8148 株と AD1 株の間に差は認められ

なかった。MT8148 株と AD1 株の間に差は認められなかった (図 11)。 
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考	
 	
 察  

	
 Gbp は酵素活性を持たないタンパクであるが，S. mutans の病原性において Gbp 

は，菌の付着と堆積に関与していることが報告されている 4)。GTF により合成され

たグルカンは，S. mutans 菌体表層に発現する Gbp と特異的に結合する 27)。さらに

これらの作用により，Gbp は細菌と強固に結合し，バイオフィルムの骨格を形成

し，バイオフィルムの構造を一定に保つ 26)。しかしながら，GbpA は齲蝕原性に強

く関わりがあるとされているにもかかわらず 10)，本研究において親株 MT8148 株

と比較して，GbpA 欠失株におけるバイオフィルムの形成量は，GbpB 欠失株や

GbpC 欠失株と比較して，大きな差はないことが示された。そのため，バイオフィ

ルム構造の違いを検討したところ，AD1 株のバイオフィルム構造は，親株と比較

して菌の凝集が認められ，大きく異なっていることが明らかとなった。 

	
 この凝集が形成された理由として，gtf の発現の変化が考えられたため，AD1 株

における gtf の発現を調べたところ，親株と比較して gtfB の発現の上昇が認めら

れた。この変化と同様に，GTFB のタンパク発現量の増加も認められた。さらに，

菌の分布とグルカンの構造を検討するために，蛍光ラベルしたデキストランを用い

てこれらの菌株にバイオフィルムを形成させ，共焦点レーザー顕微鏡により構造を

観察した。AD1 株により形成されたバイオフィルムの構造は親株と比較して菌体
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外多糖 (Expopolysaccharide; EPS) の産生が顕著に増加しており，構造は大きく変化

していた。 

	
 CLSM 像では，AD1 株における EPS の形成量が増加していたために，バイオ

フィルムの厚みは上昇していたが，これらのバイオフィルムは，密度の低い菌から

成り立っていることが認められた。そのため，菌株間の結合の度合いを調べるため

に超音波によりバイオフィルムの粉砕試験を行ったところ，AD1 株により形成さ

れたバイオフィルムは，親株のものと比較して，結合力は弱いことが明らかとなっ

た。AD1 株により形成されたバイオフィルムの菌体外多糖と菌体の割合がMT8148 

株により形成されたものと比較して，顕著に高くなっており，このことは，菌体外

多糖に菌体が強固に固定されていないことを示唆する。GbpA は，バイオフィルム

形成の成熟段階において，バイオフィルムを完全な状態にするのに寄与していると

考えられる。GbpA の特異的な役割として，微小コロニーの散乱，拡散，および分

離などを調整している可能性も示唆される。 

	
 ヒト口腔のバイオフィルムは，小さな環境変化に対しては，比較的安定している

28)。また，バイオフィルムの構造形成においては，細菌の増殖速度，細菌間のシグ

ナル伝達および EPS 産生のような細菌に由来する多くの因子による影響を受ける

一方で，物理的な増殖環境もまた，バイオフィルム構造の決定に重要な役割を果た
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すとされる 29)。このことから，GbpA の欠失は，EPS 産生の変化を引き起こし，

そのことによって物理的な増殖環境が変化し，バイオフィルムの構造を大きく変化

させたと考えられる。一方で，S. mutans のシグナル伝達システムである 2成分制

御系は，環境の変化を感受し，特異的な遺伝子の発現を変化させることにより，細

菌の適応，生存および病原性において重要な役割を果たす 30)。DnaK，GroEL はシ

グナル伝達システムにおいても機能するストレス応答タンパクとして知られてい

る。本研究では，AD1 株において親株と比較して，dnaK，groEL の発現が上昇し

ていた。AD1 株は，GbpA を欠失しているために菌体外多糖と結合することがで

きず，低 pH や酸などのストレスにさらされることとなる。そのために，GroEL や

DnaK などのストレス応答タンパクの発現が上昇したことが示唆される。さらに，

2 次元電気泳動でタンパクのプロファイルを観察したところ，AD1 株で多くのタ

ンパクの発現に変化が認められ，GbpA は直接的あるいは間接的に，あるいは多面

的にこれらのタンパクの発現に影響を及ぼすことを示している。gtfB の発現が顕

著に上昇していることは，GbpA の欠失により，GTF の産生するグルカンがバイ

オフィルム内で架橋構造をつくることができず，安定したバイオフィルムを形成さ

れないことに対するストレス反応である可能性が示唆される。しかしながら、これ

らにメカニズムは不明な点が多く、今後の検討課題と考えられる。 
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 バイオフィルムは，菌体外多糖のマトリックス内に組み込まれている細菌の集合

体である。バイオフィルムの一般的な特徴である菌体外多糖の産生や抗生剤感受性

の低下は，すでに報告されているが，バイオフィルム形成には，多くの特異的な遺

伝子が関与している 31)。バイオフィルムの構造は，主として細菌細胞が組み込まれ

ている EPS マトリックスやグリコカリックスから成り立っている 32)。通常は，バ

イオフィルムは EPS と菌との規則的な結合により，均一な構造を呈している。そ

して，このようなバイオフィルムは，酸や，抗生物質そして低 pHなどのストレス

に対して抵抗性を示す。しかしながら，GbpA の欠失によりバイオフィルムは EPS 

との結合が弱いものに変化し，弱く不均一なものに変化する。GbpA の欠失による

環境の変化に対応するため，gtfB の発現の上昇によるグルカン合成の増加や，ス

トレス応答タンパクの発現の上昇が行なわれたと考えられる。以上のことから，

GbpA は，種々のタンパク発現に影響を与えるとともに，バイオフィルムを構成す

る菌体外多糖の結合に重要な役割を果たし，バイオフィルムをバランスのとれた安

定した形に保つために，極めて重要なタンパクであると示唆される。 

	
 GbpA タンパクの欠失は，EPS 産生と遺伝子の発現に変化をもたらし，バイオ

フィルムの構造を大きく変化させることがわかった。そのため，GbpA は安定で強

固なバイオフィルムの形成には，不可欠であると考えられる。しかしながら，グル
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カン合成に関わるタンパク発現とストレス応答タンパクの関連は今回の実験のみ

では明らかとなっていない。今後は，S. mutans のバイオフィルム形成における表

層タンパクとストレス応答についてさらなる検討が必要である。 
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結	
 	
 論  

	
 S. mutans MT8148 株，UA159 株，NG8 株，GS5 株それぞれの gbpA を欠失さ

せた株，AD1 株，UA159 AD1 株，NG8 AD1 株，GS5 AD1 株および，MT8148 株

の gbpB あるいは gbpC を欠失させた BD1 株，CD1 株を用いて実験を行い，GbpA 

の役割について以下の結果を得た。 

 

1．バイオフィルムの構造において，MT8148 株と比較して AD1 株では，生存菌

体による著明な菌体凝集が認められたが，BD1 株，CD1 株においては顕著な菌体

凝集は認められなかった。また，共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した結果，

MT8148 株では，均一なバイオフィルムが形成されているものの，AD1 株では，

巨大な凝集塊が認められ，菌が底面に不規則に付着し，粗造で不均一なバイオフィ

ルムが形成されていた。得られた像を解析したところ，AD1 株では，MT8148 株

と比較して密度が有意に低かった。 

2．超音波によるバイオフィルム破砕試験によって，各菌株により形成されたバイ

オフィルムを破砕したところ，残存したバイオフィルム中の菌数は，MT8148 株と

比較して AD1 株では減少していた。 

3．gtfB，gtfC の発現量は MT8148 株と比較して AD1 株で発現の上昇が認められ
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た。gtfD の発現量は，MT8148 株と比較して CD1 株にのみ発現の減少が認められ，

AD1 株および BD1 株において発現に変化は認められなかった。さらに AD1 株で

は，MT8148 株と比較して dnaK，groEL の発現の上昇が認められた。 

	
 以上の結果より GbpA タンパクの欠失は，EPS 産生と gtf, dnaK および groELな

どの遺伝子の発現に変化をもたらし，バイオフィルムの構造を大きく変化させるこ

とがわかった。そして，GbpA は安定で強固なバイオフィルムの形成には，不可欠

であることが示唆された。 
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図の説明  

図 1. 親株および GbpA 欠失株の確認	
 gbpA の薬剤耐性カセット挿入部位の上

流域と下流域にプライマーを設計し，各菌株の染色体 DNAを鋳型として PCRを

行った。欠失株においては，薬剤耐性カセット（EM）の挿入にともない、親株に

比べ PCR産物の断片長が大きくなることを確認した。 

 

図 2. MT8148 株および各 Gbp 欠失株のバイオフィルム形成量	
 MT8148 株と各

Gbp 欠失株との間で有意差検定を行った (*** P<0.001)。 

 

図 3. 親株および GbpA 欠失株のバイオフィルム形成量	
 親株とGbpA 欠失株と

の間で有意差検定を行った。 

 

図 4. MT8148 株および各 Gbp 欠失株の菌体の分布	
 (a) MT8148 株，(b) AD1 株，

(c) BD1 株，(d) CD1 株。緑色：生存菌体，赤色：死菌体。 

 

図 5. 親株および各AD1 株のGTFB およびGTFC の発現量	
 縦軸はGTF タンパ

クの発現についてバンドの黒化度を NIH Image を用いて数値化した。親株と各
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AD1 株との間で有意差検定を行った (**P<0.01, ***P<0.001)。   

 

図 6. 親株および各AD1 株のグルカン合成量	
 縦軸は染色されたグルカンの面積

を NIH Image により数値化した。親株と各 AD1 株との間で有意差検定を行った 

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)。   

 

図 7. MT8148 株およびAD1 株における dnaK および groEL の発現	
 dnaK (a) と 

groEL (b) それぞれの発現量を１とした相対値で示す。MT8148 株と AD1 株との

間で有意差検定を行った (*** P<0.001)。 

 

図 8. MT8148 株および AD1 株のバイオフィルム構造	
 (a) MT8148 株，(b) AD1 

株。緑色：菌体，赤色：菌体外多糖。 

 

図 9. MT8148 株およびAD1 株のバイオフィルムの密度と厚さの比較	
 CLSM に

より得られた画像からバイオフィルムの密度と厚さを ImageJ を用いて数値化し

た。 MT8148 株と AD1 株との間で有意差検定を行った (**P<0.01, *** P<0.001)。 
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図 10.  MT8148 株，NG8 株および各 AD1 株における 2 次元電気泳動プロファ

イル	
 (a) MT8148 株，(b) AD1 株，(c) NG8 株，(d) NG8 AD1 株。 

 

図 11. バイオフィルム破砕試験による菌数の変化	
 破砕前における親株 MT8148 

株の菌数を１とした相対値で示す。MT8148 株と AD1 株との間で有意差検定を

行った (**P<0.01)。 
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