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研究成果の概要（和文）：う蝕細菌ミュータンスレンサ球菌のヒト口腔定着因子について、ヒトを含む動物間比較によ
って解析した。人工口腔装置による検討で、チンパンジー由来S. troglodytaeとS. dentirousettiはスクロース存在下
でヒト由来S. mutans、S. sobrinus同様、エナメル歯片上にバイオフィルムを形成し、バイオフィルム直下のpHを低下
させ、エナメル歯片を脱灰した。両菌のグルカン合成酵素(GTF)遺伝子の系統解析の結果、S. troglodytaeとS. dentir
ousettiは、それぞれS. mutans、S. sobrinusと類似した定着因子のGTFを有することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Adherence factors of cariogenic bacteria, mutans streptococci, to human oral 
cavity were investigated by comparison among animals including humans. Streptococcus troglodytae and 
Streptococcus dentirousetti derived from chimpanzee formed biofilm on enamel slabs, decreased pH values 
underneath the biofilm and demineralized enamel like S. mutans and S. sobrinus from humans suggesting 
that both strains might be cariogenic. Phylogenetic analysis of glucosyltransferase (GTF) genes of S. 
troglodytae and S. dentirousetti showed that both strains possessed GTF genes as adherence factors 
similar to S. mutans and S. sobrinus, respectively.

研究分野：口腔細菌学、口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
 染色体の配列がヒトに近いチンパンジーに
は、ヒトとは異なるミュータンスレンサ球菌
が定着している。これまで申請者らはチンパ
ンジーの口腔から新菌種（Streptococcus 
troglodytae)1)やヒトには存在しない Strepto- 
coccus dentirousettiの分離に成功した。ミュー
タンスレンサ球菌のう蝕原性は単一の因子に
よって決定されるのではなく、複数の因子に
よって惹起されることが知られている 2）。(1)
菌体内への糖質の輸送•代謝・酸産生、(2)ス
クロースおよびグルコシルトランフェラーゼ
に依存したグルカン合成・バイオフィルム形
成、(3)耐酸性機構などである。 
 一方、ミュータンスレンサ球菌はヒトのみ
ならずラット、ハムスター、コウモリ、ブタ、
サルなど種々の哺乳類の口腔より分離されて
いる。そこで、ヒトを含む動物間比較によっ
て、唾液内およびミュータンスレンサ球菌の
もつヒト口腔定着因子を解明することは重要
である。 
 
２．研究の目的 
 細菌がヒト口腔に定着し、常在菌化するた
めには口腔定着因子との特異的な結合が必要
である。ミュータンスレンサ球菌の早期定
着・感染を防ぐことは小児う蝕の発症防止に
大きく貢献する。ミュータンスレンサ球菌の
口腔への定着には、砂糖に依存する系と砂糖
に依存しない系の２種類がある。ミュータン
スレンサ球菌の菌種や比率は動物種によって
異なる点に着目し、唾液内およびミュータン
スレンサ球菌のもつヒト口腔定着因子をヒト
を含む動物間比較によって解析することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）使用ミュータンスレンサ球菌株 
 ヒト由来ミュータンスレンサ球菌７株、チ
ンパンジー由来２株、コウモリ由来１株を用
いた。 
 
（２）ミュータンスレンサ球菌の培養 
 Trypticase Soy(TS)培地（BD 社）、グルコ
ース不含 TS 培地に 0.1%、ないし 1%スクロー
ス添加培地（TSS 培地）で 37℃、16 時間静置
培養した。 
 
（３）バイオフィルム形成に及ぼす唾液の影
響 
 ヒトの５分間刺激唾液を 0.2μmフィルタ
ーで濾過滅菌し、９６穴プレートにコートし
た。対照にはコートしないプレートを用いた。
0.1%TSS 培地 200μlに 10 種のミュータンス
レンサ球菌（ヒト由来 Streptococcus mutans 
ATCC 25175、S. mutans GS5、S. mutans LM7、
S. mutans UA159、Streptococcus sobrinus ATCC 

33478、S. sobrinus 6715、チンパンジー由来
Streptococcus troglodytae TKU31、Streptococcus 
dentirousetti TKU32およびコウモリ由来
Streptococcus dentirousetti JCM14596）を播種し、
37℃、16 時間静置培養した。培養後、540nm
にて濁度を測定し、10 秒間プレートごと振動
させて非付着性のバイオフィルムを別のプレ
ートに移した。付着性バイオフィルムの残っ
たウェルを 200μlのリン酸緩衝生理食塩水
(PBS)で洗浄した後、200μlの PBS を加えて
540nm にて濁度を測定した（Adherent 
fraction）。非付着性の培養液も 540nm にて濁
度を測定した。（Non- adherent fraction）。 
 
（４）人工口腔装置によるバイオフィルム形
成能、エナメル質脱灰能の検討 
 チンパンジー由来 S. troglodytae TKU31、S. 
dentirousetti TKU32がヒト由来のミュータン
スレンサ球菌のように、エナメル歯片にバイ
オフィルムを形成し、バイオフィルム直下の
pHを低下させ、エナメル質の脱灰を引き起こ
す能力があるかを調べるために人工口腔装置
(図１)を用いて検討した。 

 
      図 1．人工口腔装置全体図 
 
 本装置はエナメル質表面のバイオフィルム
形成量、バイオフィルム直下の pH 値およびエ
ナメル質脱灰度を定量するための装置で、ウ
ォータージャケット付きの３個の人工口腔チ
ャンバー、送液ポンプ、レコーダー、温水循
環装置から成る。人工口腔チャンバーの下部
から逆さに固定した平面電極をセットし、上
部からは培地、細菌懸濁液を供給するチュー
ブをセットした。平面電極の周囲にはアダプ
ターを介してウシ•エナメル歯片を固定した。
送液ポンプにより 2.5%TSS 培地、ミュータン
スレンサ球菌懸濁液(OD540nm=1.0)を連続的
に滴下した。平面電極上に形成されたバイオ
フィルムの直下の pH はレコーダーに連続的
に記録された。 
 
（５）GTF 遺伝子の解析 
 チンパンジー由来 S. troglodytae TKU31、S. 
dentirousetti TKU32の GTF 遺伝子をヒト由来
S. mutans、S. sobrinusの GTF 遺伝子と比較する
ため、コンピュータソフトによる系統樹解析
を行った。 
 
 



 
４．研究成果 
（１）ガラス管壁へのバイオフィルム形成 
 S.  mutans ATCC 25175、S. mutans GS5、S. 
mutans LM7、S. mutans UA159、S. sobrinus 
ATCC 33478、S. sobrinus 6715、S. troglodytae 
TKU31、S. dentirousetti TKU32、および S. 
dentirousetti JCM14596はいずれも1%TSS培地
でガラス管壁に強固(4+)なバイオフィルムを
形成した。 
 
（２）唾液コート壁へのバイオフィルム形成 
 S.  mutans ATCC 25175、S. mutans GS5、S. 
mutans LM7、S. mutans UA159、S. sobrinus 
ATCC 33478、S. sobrinus 6715、S. troglodytae 
TKU31、S. dentirousetti TKU32について、
0.1%TSS培地で96 wellプレート壁へのバイオ
フィルム形成を調べた。唾液コートなしの
Adherent fraction（図２）、唾液コートあり
の Adherent fraction（図３）を以下に示す。 
S. sobrinus 6715で唾液コートにより Adherent 
fraction がわずかに増加の傾向を示したが、
いずれの菌株でも唾液コートの影響はみられ
なかった。 

 
図２．96 well へのバイオフィルム形成 
 （Adherent fraction、唾液コートなし） 
 

 
図３．96 well へのバイオフィルム形成 
 （Adherent fraction、唾液コートあり） 
 
 
 
 
 
 

 
（３）人工口腔装置によるバイオフィルム形
成能、エナメル質脱灰能の検討 
 チンパンジー由来の S. troglodytae TKU31、 
S. dentirousetti TKU32にヒト由来 S. mutans、 S. 
sobrinus同様の管壁への付着性、バイオフィ
ルム形成能が存在することがわかったので、
S. troglodytae、S. dentirousettiにう蝕原性の指
標であるエナメル質脱灰性があるかどうかを
人工口腔装置を用いて調べた。 
 図４は S.  mutans ATCC 25175、S. 
troglodytae TKU31、S. dentirousetti TKU32のバ
イオフィルム直下の pH曲線を示す。S. mutans
および S. dentirousettiの場合、人工口腔装置稼
働4時間でバイオフィルム直下pHが低下し始
め、16 時間後にそれぞれ pH4.1 および 4.4 に
低下した。S. troglodytaeの場合は遅れて 12 時
間後に pH が下がり始め、24 時間後に pH4.6
まで低下した。 

 
図４．バイオフィルム直下の pH 推移 
   （縦軸：pH、横軸：時間(hour)） 
 
 図５はエナメル歯片上に形成されたバイオ
フィルム量を菌体量で表している。S. 
troglodytae、S. dentirousettiは S.  mutansより
も多量のバイオフィルムを形成した。 
 

 
  図５．エナメル歯片上のバイオフィルム量 
 
 図６は実験前後のエナメル歯片の硬度差を
示している。いずれの場合も明らかなエナメ
ル質脱灰が認められ、 S. troglodytae、 S. 
dentirousettiがう蝕原性を有することが示唆さ
れた。 
 



 
     図６.エナメル歯片の脱灰度 
 
 上記人工口腔装置での検討で、S. 
troglodytaeのバイオフィルム形成の初期速度
が遅く、そのため pH低下も大幅に遅れた。
この現象の理由は分からないが、再現性を確
かめるために再度 S. troglodytae TKU31、S. 
sobrinus ATCC 33478(1)、S. sobrinus ATCC 
33478(2)について人工口腔装置で検討した。 
 S. troglodytae によるエナメル歯片上へのバ
イオフィルム形成は S. sobrinus に比べて大
幅に遅れた。バイオフィルム直下の pHが 5.5
に達するまでの時間は、S. sobrinusで装置稼
働 9 時間後であったのに対して S. 
troglodytae では 30 時間後であった。S. 
troglodytae のバイオフィルム形成遅延に再
現性のあることが確認された（図７）。 
 

 
    図７. バイオフィルム直下の pH 推移 
  （縦軸：pH、横軸：時間(hour)） 
 
 図８はエナメル歯片上に形成されたバイオ
フィルム量をWIG量として表している。いず
れも顕著なバイオフィルム形成能を示してい
る。 
 

 
  図８．エナメル歯片上のバイオフィルム量 
  
  

 図９はエナメル歯片の脱灰度を示している。 
S. troglodytae、S. sobrinusともに実験前後
のエナメル質硬度の差が大きく、両菌株とも
高いエナメル質脱灰能を有することが分かっ
た。S. troglodytaeによるエナメル歯片の脱灰
にも再現性のあることが確認された。 
 

 
     図９．エナメル歯片の脱灰度 
 
（４）GTF遺伝子の比較 
 スクロース存在下での S. troglodytaeの人
工口腔装置におけるエナメル歯片へのバイオ
フィルム形成能が他のミュータンスレンサ球
菌よりも弱い理由は不明であるが、ミュータ
ンスレンサ球菌のバイオフィルム形成に関与
することが知られているグルコシルトランス
フェラーゼ(GTF)に何らかの違いがあるかを
調べるために GTF 遺伝子の系統樹解析を行
った（図１０）。 
 その結果、S. troglodytaeの GTF遺伝子は
ヒト由来の S. mutansと類似していることが
わかった。即ち、S. troglodytaeは S. mutans
と同様の GTF-B,Cと GTF−Dを有しており、
系統樹的にもそれぞれ S. mutansの GTF-B, 
Cと GTF−Dに非常に近かった。 
 一方、S. dentirousettiの GTF遺伝子は S. 
downei、S. sobrinusと類似していることが分か
った。即ち、S. dentirousettiは GTF-I、GTF-S、
GTF-T、GTF-Uを有しており、系統樹的にも
それぞれ S. downei、S. sobrinusの GTF-I、
GTF-S、GTF-T、GTF-Uに非常に近かった。 
 以上のように、チンパンジー由来 S. 
troglodytae、S. dentirousettiの GTF遺伝子は、
ヒト由来の S. mutans、S. sobrinusとそれぞれ
類似していることが分かった。しかし、人工
口腔装置で見られた S. troglodytaeのバイオ
フィルム形成遅延の理由は現時点では不明で
ある。ミュータンスレンサ球菌の定着因子の
一つである GTF 遺伝子のさらなる詳細な解
析によって明らかになるものと思われる。 
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                            図１０．GTF遺伝子の系統樹 
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