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研究成果の概要（和文）：本研究では、Streputococcus mutans (S. mutans) UA159のヒトβディフェンシン２(hBD2)
に対する抵抗性について検討した。dlt欠失株では、hBD2の濃度依存的に生菌数が減少する傾向が認められたことから
、dlt産物がペプチド耐性に寄与している可能性が示唆された。細胞表面の疎水性は、dlt欠失株で親株より低かった。
ショ糖添加液体培地で培養し、試験管表面への付着とグルカン産生を検討したところ、dlt欠失株は親株より少なかっ
た。以上のことから、電位チャージを含めた細菌表面性状とグルカン産生がS. mutans のhBD2耐性に影響している可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, resistance against human beta-defensin 2 (hBD2) in Streptococcus mu
tans UA159 was investigated. In the dlt operon deleted mutant but not in the parent, viable bacterial coun
t tended to decrease by hBD2 treatment in a dose-dependent manner, suggesting that the products of dlt ope
ron might contribute to the peptide-resistance. Cell surface hydrophobicity was lower in the dlt-deleted s
train than that in the parent. When cultured in sucrose-supplemented broth, both glass surface-adhesion an
d the glucan production in dlt deleted strain was lesser than that in the parent. Taken together, the bact
erial surface characteristics including electrostatic charge and glucan production might affect to hBD2 re
sistance in S. mutans.
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１．研究開始当初の背景 

生物が生来持っている生体防御機構とし

て、植物、昆虫、哺乳類などに抗菌ペプチド

が存在していることが知られている１）。この

うちヒトにおける抗菌ペプチドはディフェ

ンシンと総称され、自然免疫として病原性微

生物の侵入・定着を防ぐことが知られている。

ディフェンシンには、α-ディフェンシンと

β-ディフェンシンの２グループがあり、そ

の違いは、システインモチーフである。β-

ディフェンシンは、気道における抗菌ペプチ

ドとして発見されたのが最初であり 2）、ディ

フェンシンは、グラム陽性細菌、グラム陰性

細菌、マイコバクテリア、真菌に抗菌活性を

持つ 3）。唾液や口腔においてもディフェンシ

ンによる防御機構が報告されている 4－6）。β-

ディフェンシンのうち、hBD1 は恒常的に発現

が見られるのに対し、hBD2 は細菌感染や炎症

性サイトカイン刺激によってその発現が誘

導される特徴をもっている 7,8)。抗菌メカニズ

ムは、hBD2 が 8量体を形成し、細菌の細胞膜

にポアを形成することによる 9)。 

口腔レンサ球菌は、ヒト口腔において最も

優位に常在する細菌として知られている。し

かし、なぜ、ヒト口腔において口腔レンサ球

菌が優位に常在するのかは未だ不明である。

Nishimura らによると、S. anginosus と S. 

mitis は、ヒトβ-ディフェンシン２（hBD2）

に対して低感受性であることが報告されて

いる 10）。S. anginosus は、プラーク中にみら

れる菌であり、化膿性炎起因菌として知られ、

細菌性心内膜炎を起こす頻度はレンサ球菌

中最も高いといわれる。さらに、S. anginosus

のうち、β溶血を示すものは口腔癌、食道癌

との関連が報告されている 11）S. mitis は、

口腔粘膜、プラーク、唾液に広く分布し、S. 

anginosus と同様に細菌性心内膜炎の原因菌

の 1つとして重要な菌の１つである。これま

で、hBD2 は、Na イオン 12)、Ca イオン、Mg イ

オン 13)の存在により、濃度依存的に抗菌活性

が減弱することが知られており、イオン環境

が抗菌作用発現に重要だと考えられる。しか

し、S. anginosus と S. mitis の hBD2 低感

受性のメカニズムについて言及した報告は

ない。今回、研究代表者が行った実験による

と 、 う 蝕 原 性 細 菌 と し て 知 ら れ る

Streptococcus mutans には高い hBD2 分解能

があることが示され、S. anginosus と S. 

mitis についても細胞破砕液に hBD2 分解能

があることが示された。このことから、口腔

レンサ球菌は、hBD2 低感受性であることが、

ヒト口腔に優位に常在できる根源ではない

かと考えた。そこで、本研究では、口腔レン

サ球菌の hBD2 低感受性のメカニズムを分子

生物学的手法を用いて解明し、なぜヒト口腔

にレンサ球菌が優位に常在できるかを新た

な視点から解明することを目的とする。この

メカニズムが解明されれば、う蝕予防、口腔

癌、食道癌予防へつながる可能性があり、臨

床的意義も大きいと考えられる。 
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２．研究の目的 

口腔レンサ球菌（Streptococcus 属）は、

ヒト口腔常在菌のなかで最も優勢であるこ

とが知られている。口腔レンサ球菌について、

hBD2 の分解能を調べた結果、Streptococcus 

mutans が分解酵素を持つ可能性があること

を発見した。このことから、ヒト抗菌ペプチ

ドであるディフェンシンがヒト口腔常在細

菌叢構成に関与しているのではないかと考

えた。そこで、本研究では、ヒト口腔レンサ

球菌の口腔常在細菌種の選択メカニズムの

解明を自然免疫という切り口から解明する

ことを目的とする。 

３．研究の方法 

 平成24年度は、口腔レンサ球菌である

Streptococcus mutans(S. mutans)、



Streptococcus anginosus (S. anginosus)を

対象とし、hBD2に対する耐性の有無およびそ

れぞれの被験菌がhBD2を分解できるかどうか

検討を行った。 

  平成 25 年度は、S. mutans UA159 株を用

い、dlt 欠失株を作製した。dlt 遺伝子は、

細菌の細胞膜表面の電気的チャージをプラ

スに傾かせることにより、hBD2 が細胞膜表面

に付着し、細胞膜にポア形成することを阻止

し、hBD2 に対する抵抗性を発揮するとされて

いる。作製した dlt 欠失株を用いて、hBD2 に

対する感受性試験を行った。 

また、細胞膜の変異があるため、疎水性や付

着性についての変化があると考え、dlt 欠失

株と親株を用いて、菌体疎水性試験および

付着性試験を実施した。 

 

４．研究成果 

(1)hBD2 耐性および hBD2 分解能の検討 

 S. mutans、S. anginosusを対象とし、hBD2

耐性およびhBD2分解能の検討を行った結果、

S. mutans 、S. anginosusともに、hBD2に明

らかな殺菌効果は認められず、PIの存在が

hBD2の分解を阻害するという結果は得られな

かった(図１，２)。 
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(2) dlt 欠失株の hBD2に対する感受性の検討 

 前年度の結果を受け、細胞膜電位の陽チャ

ージ転換を担うとされるdlt遺伝子の欠失株

を S. mutans UA159 株を用いて作製した(図

３)。この dlt 欠失株を用いて、hBD2 に対す

る感受性試験を行った。その結果、親株に比

べ、濃度依存的にやや感受性が高まる傾向が

認められた(図４)。 

図３ 
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(3) dlt 欠失株の菌体疎水性の検討 

dlt 欠失株と親株を用いて、菌体疎水性試

験を実施した。その結果、dlt 欠失株(54%)



で親株(88%)より低かった。このことから、

電位チャージを含めた細菌表面性状が関与

する可能性が示唆された。 

 

(4) dlt 欠失株の付着性の検討  

細胞膜の変異があるため、付着性について

の変化があると考え、dlt 欠失株と親株を用

いて、試験管表面への付着性試験を実施した。

その結果、非付着菌体の量が dlt 欠失株と親

株がほぼ同量にも関わらず、同分画からの

WIG量は親株よりdlt欠失株が少なかった(図

５，６)。 

 

図５ 

 

 

図６ 

 
 

以上のことから、電位チャージを含めた

細菌表面性状とグルカン産生が S. mutans 

の hBD2 耐性に影響している可能性が示唆

された。 
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