
 1

 

 

Streptococcus mutans における 

分子シャペロン DnaK の分子生物学的解明 

 

 

 

 

 

 

岡山大学医歯薬学総合研究科 社会環境生命科学 

小児歯科学分野 

 

吉田 衣里 

 

（平成 29 年受付） 



 2

緒  言 

 口腔内は温度変化，唾液分泌量，唾液 pH，生活習慣，外来物質の侵入などの

因子により環境が大きく変化し，口腔内細菌の生育環境は様々なストレスに暴

露されている 1)。これらのストレスによる生育条件の悪化は，菌の生育に大きな

影響を及ぼすことから，ストレス応答は細菌における極めて重要な細胞防御機

構であり，ストレス下で菌が生存し続けるためには，それらに対応するための

種々のタンパクの発現が必要である 2-7)。これらのタンパクはストレス応答タン

パクと呼ばれ，新たなタンパクの生成や発現量の変化を誘発することにより細

胞を保護し，菌の環境への適応に重要な役割を果たしている 8-10)。熱ショックタ

ンパク (heat shock protein ; HSP) である DnaK は熱ショックで誘導されるストレ

ス応答タンパクであり，各種細菌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 11)。また，DnaK は同じく HSP である DnaJ および GrpE

と協調して ATP を分解することで，分子シャペロンとしても機能する 11, 12)。そ

の分子シャペロンタンパクの機能の一つとして，タンパクの高次構造を形成す

るフォールディングを助けたり，環境ストレスにより変性したタンパクの修正

を行う 11)。 
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 グラム陽性細菌における DnaK をコードする dnaK の発現は，HrcA タンパク 

(Heat-inducible transcription repressor) によって制御を受けていることがわかって

いる 13)。dnaK は少なくとも hrcA，grpE，dnaK の３つの遺伝子からなるオペロ

ンを構成している 14)。HrcA は逆向き反復配列をもつ CIRCE 配列 (conserved 

inverted repeat controlling chaperone expression) に結合しており，通常温度ではこ

の dnaK オペロンの発現をネガティブに制御しているが，ヒートショック温度

を感知すると hrcA の 5’末端に存在するσA プロモーターと hrcA の 3’末端およ

び grpE の 5’末端に存在するσB プロモーターが機能することで，hrcA が不活

化され，dnaK の発現の抑制が解除される 14)。また，別の HSP である GroELS

シャペロニンの遺伝子の発現も同様に制御する 15)。 

 グラム陽性細菌 Streptococcus mutans はヒト齲蝕の主要な病原性細菌であり，

口腔内のバイオフィルム（デンタルプラーク）形成において重要な役割を果た

している 16)。S. mutans に特徴づけられる病原性として付着能，酸産生能，耐酸

性が挙げられ 17)，その菌体表層にはそれらの病原性と深く関与するタンパク構

成成分が多数存在する。S. mutans の菌体表層には，歯面に付着するために必要

な 粘 着 性 の グ ル カ ン を 産 生 す る グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 
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(Glucosyltransferase ; GTF) は GTFB，GTFC，GTFD の 3 種類が存在し，それぞ

れをコードする遺伝子が明らかにされている 18)。GTFB および GTFC は菌体結

合型で GTFB は非水溶性グルカンを産生し， GTFC は非水溶性グルカンおよび

水溶性グルカンを産生する 18)。GTFD は菌体遊離型であり培養上清中に存在し，

水溶性グルカンを産生する 19)。グルカン結合タンパク (Glucan binding protein ; 

Gbp) は，GTF により合成された付着性グルカンと結合し，菌の付着とデンタ

ルプラークの堆積に関与する 20-22)。S. mutans が産生するGbp はGbpA23)，GbpB24)，

GbpC25) の 3 種類が存在し，それらをコードする遺伝子も報告されている。GbpA 

は菌体外分泌型であり，GTFB のグルカン結合ドメインに存在する繰り返し構造

と相同性が高く 26)，特に 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 27)。GbpB は菌体結合型であり，細胞の維持や分裂に関わり生

命維持に必要な構成分であると考えられている 28)。GbpC も同様に菌体結合型で

あり，菌の凝集に関与することが報告されている 29)。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 30)。これらの表層タンパ

クの各機能を発揮することにより，S. mutans はバイオフィルムを形成している



 5

31)。形成されたバイオフィルム中で S. mutans は，スクロースを代謝することに

より酸を産生し，バイオフィルム中の pH を低下させ，歯面を脱灰させる。この

低 pH 環境の中で生育し続け酸を産生するには，菌自体の耐酸性が重要となって

くる。S. mutans は Streptococcus sanguinis や Streptococcus oralis といったその他

の口腔レンサ球菌と比較しても耐酸性能が高く 32)，その因子の一つとしてスト

レス応答タンパクの存在が挙げられる。そのうち DnaK は pH 感受性を持ち，酸

によって損傷を受けたタンパクを取り除き，変性したタンパクを再度フォール

ディングすることで S. mutans が低 pH 状態に抵抗できる役割を果たしていると

考えられている 5, 33, 34)。さらに，耐酸性能をもつことにより酸性環境下でも S. 

mutans は生育し続けるが，低 pH などのストレスにさらされた際に DnaK の発

現が上昇することが報告されている 35)。 

 本研究では，S. mutans によるバイオフィルム形成において分子シャペロン

DnaK が S. mutans の生物学的特性に与える影響について DnaK の発現変異株

を用いて検討した。 
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材料と方法 

1. 供試菌と培養条件 

 用いた菌株およびプラスミドを表 1 に示す。日本人小児の口腔より分離され

た S. mutans MT8148 株 36)を野生株として用いた。また，大腸菌およびレンサ球

菌で増幅可能なシャトルベクターpDL278 37)を用いて S. mutans MT8148 株の

DnaK を過剰発現株 DnaK-o ，DnaK の発現抑制株 DnaK-s を作製し，pDL278 を

S. mutans MT8148 株に組み込んだ MT-pDL 株を作製し，コントロールとして実

験に供試した。 

 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 and Company) および Mitis-Salivarius (MS) 寒天培地 (Becton Dickinson 

and Company)を用い，37 �で静置培養した。spectinomycin 耐性を保持した S. 

mutans 株の培養には，spectinomycin (和光純薬，大阪) を最終濃度 1 mg/ml でそ

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。Echerichia coli DH5α 株 (ニッポンジーン, 東京) の培養は，Luria-Bertani 培

地 (LB; 1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract; Becton Dickinson and Company, 0.5% 
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NaCl; 和光純薬) を使用した。寒天平板培地の作製には 1.5% (w/v) 寒天 (和光純

薬) を添加した。E. coli の培養には，必要に応じて LB 培地に spectinomycin (100 

g/ml; 和光純薬) を添加して用いた。 

 

2. 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 ○R  

(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�) により集菌し，

250 μl の Glc-TE 緩衝液 (1 M glucose, 10 mM Tris-HCl; 和光純薬, 1 mM EDTA; 

同仁化学研究所，熊本) に再懸濁した。この懸濁液 250 μl に，N-acetylmuramidase 

SG (2.0 mg/ml; MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) 62.5 μl を加え，37�で 90 分

間反応させた。この反応液に Cell Lysis Solution (QIAGEN) 600 μl を加えて 80�で

5 分間，次いで 3 μl の RNase A (10 μg/ml; QIAGEN) を添加し，37 �で 30 分間

反応後，Protein Precipitation Solution (QIAGEN) を 200 μl を添加した。15,000 rpm 

で 3 分間遠心して得られた上清に，600 μl の 2-propanol (和光純薬) を加え DNA 

を共沈させ，70% ethanol (コニシ株式会社，大阪) で沈殿を洗浄した。乾燥後，
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TE 緩衝液 100 μl に懸濁させた。DNA 溶液は波長 260 nm で吸光度を測定して濃

度調整し，実験に使用した。 

 

3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 法 

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

Biosystems, CA, USA) を用い，S1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) 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-2-hydroxymethyl- 

1,3-propanediol (Tris), 20 mM 酢酸; 和光純薬, 1 mM ethylenediamine tetraacetic 

acid (EDTA), pH 8.0; 同仁化学研究所) 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 (New England Biolabs, Bevery, MA, 

USA) と，1 kb ラダー (New England Biolabs) を使用した。泳動用後のゲルは
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Ethidium bromaide (1 μg/ml; 和光純薬) 溶液で染色後，波長 312 nm の紫外線で 

DNA のバンドを可視化し検出した。 

 

5. DnaK-o 変異株および DnaK-s 変異株の作製 

(1) プラスミド pDnaKo および pDnaKs の作製 

 DnaK-o 変異株および DnaK-s 変異株は，Wang と Kuramitsu の方法 38)に準じ

て作製した。S. mutans UA159 株の dnaK 全塩基配列をもとにオリゴヌクレオチ

ドプライマー DnaK-o-Fと DnaK-o-R，DnaK-s-Fと DnaK-s-R (表 2) を設計した。

親株 MT8148 株の染色体 DNA を鋳型としてこれらプライマーと Ampli Taq 

Gold○R を用いて，PCR 法を行った。PCR の反応は 95℃で 9 分間の事前加熱後，

熱変性 (94℃で 30 秒)，アニーリング (48℃で 30 秒)，伸長反応 (72℃で 2 分)を

30 サイクル行い，フラグメント A (センス鎖) とフラグメント B (アンチセンス

鎖) を作製した (図 1)。シャトルベクターpDL278 を制限酵素 BamH�と Hind�

で消化した後，同様の制限酵素で消化したフラグメントとライゲーションした。

得られた溶液 10 l および氷上で融解した E. coli DH5α コンピテントセル 100 

l をチューブに入れて，氷中で 30 分間静置し，42�で 40 秒間湯浴し，直ちに
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氷中で 2 分間冷却した。SOC 液体培地 (2% Triptone，0.5% Yeast Extract，10 mM 

NaCl，2.5 mM KCl，20 mM MgCl2，10 mM MgSO4；和光純薬，20 mM sucrose；

ナカライテスク) 400 l を加え，37�で 1 時間震盪培養後，spectinomycin 含有 LB 

寒天培地に播種し， 37�でさらに一晩培養した。得られたコロニーを

spectinomycin 含有 LB 液体培地に播種し，37℃で一晩培養して得られた菌液か

ら Wizard○R  Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega, Madison, WI, 

USA) を用いてプラスミドの精製を行った。作製された各プラスミドを制限酵素 

BamH�と Hind�で切断し，アガロース電気泳動により約 1900 bp および約 6300 

bp の大きさの位置にバンドを確認し，プラスミド pDnaKo および pDnaKs とし

た (図 1)。さらにこれらのプラスミドは，フラグメントの上流に位置する pDL278 

のマルチクローニングサイト内に設計した pDL278-F および各フラグメントの

リバースプライマーdnaK-BamH�-R，dnaK-Hind�-R (表 2) を用いて PCR を行

い，電気泳動により pDnaKo および pDnaKs はともに約 2150 bp の大きさの位

置にバンドを確認した (図 2)。 

(2) DnaK 発現変異株の作製 

 馬血清 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を 10%含む TH 液体培地で S. mutans 
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MT8148 株を濁度が波長 600 nm で 0.4〜0.5 になるまで培養後，プラスミド

pDnaKo および pDnaKs 200μg/ml を加え，さらに 2 時間培養した。菌体を回収

後，spectinomycin (1 mg/ml) 含有 MS 寒天培地に塗抹し，2 日間嫌気的に培養し，

コロニーを得た。これらを DnaK 過剰発現株 (DnaK-o 株) および DnaK 発現抑

制株 (DnaK-s 株) として実験に供試した。同様に pDL278 を S. mutans MT8148 

株に形質転換した株 (MT-pDL 株) を作製し，実験に供試した。 

 

6. コロニー形態の比較 

 各変異株を 10 ml の BHI 液体培地にて 37℃で 18 時間培養後，培養した菌液を

spectinomycin 含有 MS 寒天培地にそれぞれ播種した。37℃で嫌気的に 2 日間培

養を行った後，実体顕微鏡 (SZ2-ILST ; オリンパス株式会社，東京) を用いてコ

ロニー形態を観察した。 

 

7. 各変異株の pH 5.5 と pH 7.0 における増殖速度 

 供試菌を TH 液体培地で 37℃，18 時間培養した菌液 100 μl を pH 5.5 と pH 7.0

に調整した TH 液体培地に継代培養した。可視分光光度計 (Novaspec plus ; GE 
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Healthcare, Little Chalfont, UK) を用いて，菌液の濁度を波長 600 nm で 1 時間毎

に測定した。 

 

8. 耐酸性能の測定 

 耐酸性能の測定は，Hanna らの方法 39)に準じて行った。BHI 液体培地で一晩

培養した供試菌を 10 ml の 0.3% Yeast Extract 含有 TH (THYE) 液体培地に播種し，

18 時間培養した。この菌液 1 ml を新しい 9 ml の THYE 液体培地に播種し，濁

度が波長 600 nm で 0.4〜0.5 になるまで培養した。培養後，遠心して得られた菌

体に pH 5.0 に調整した THYE 液体培地を 2 ml 加え，37℃で 2 時間培養した。培

養後，その 100 μl を pH 5.0 に調整した THYE 寒天培地に播種し，残りの 1 ml

の菌液を pH 3.5 に調整した 9 ml の THYE 液体培地に播種した。pH 3.5 の液体培

地を 37℃で 3時間培養後，その 100 μlを pH 3.5に調整した寒天培地に播種した。

これらの寒天培地を 37℃で 2 日間嫌気的に培養し，寒天培地上のコロニー数を

計測した。pH 5.0 の培地上のコロニー数に対する pH 3.5 の培地上のコロニー数

の割合をその菌の耐酸性を示す指標として算出した。 
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9. 酸性状態における凝集能の測定 

 各変異株を TH 液体培地で 37℃，18 時間培養し，遠心分離で菌体を回収した。

sucrose 添加，非添加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) を添加し，波長 600 nm が 0.2 になるま

で調整し，37℃で培養した。培養開始後，1.5 時間，6 時間，10 時間後の凝集の

状態を観察した。凝集が開始し始めた時点を±，強い凝集が認められた場合を+

として評価した。 

 

10. バイオフィルム構造の観察 

 バイオフィルム構造の変化は，Koo らの方法 40)に準じて行った。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。10 mM の

Hexide iodide (Invitrogen) で菌体を染色し，0.5% sucrose 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 M MnCl2・4H2O (pH7.4)，20 mM Nicotinic acid，50 mM 

Pyridoxine HCl，5 mM Pantothenic acid，0.5 mM Riboflavin，0.15 mM Thiamine HCl，

0.015 mM D-biotin，50 mM L-glutamic acid，12.5 mM L-arginine HCl，16.25 mM 
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L-cysteine HCl，1.25 mM L-tryptophan，1 M MgSO4・7H2O; 和光純薬] 41)にて，波

長 600 nm における濁度が 0.1 となるよう調整し生菌試料とした。これらの菌液

をポリスチレン製 8 穴 Lab-Tek チャンバースライドシステム (Nunc, Rochester, 

NY, USA) に 200 μl ずつ播種し，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  LSM780 (Version 4.2, Carl Zeiss 

MicroImaging Co., Jena, Germany) にて観察した。形成されたバイオフィルムの厚

さは ImageJ (Version 10.2, Macintosh computer application, Bethesda, MD, USA) に

より数値化し評価した。これらは，バイオフィルム 1 画像につき各 3 箇所を無

作為に抽出して行った。 

 

11. リアルタイム PCR による定量的遺伝子解析 

 各変異株を 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，

濁度が吸光度 600 nm で 0.7 になるまで培養した。培養物を 4℃で 5,000 rpm，15

分間遠心し，菌体を回収した。得られた菌体を  300 μl の UltraPureTM 

Diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理水 (Invitrogen) に懸濁し，Lysing Matrix B○R  

(MP Biomedicals) に菌液を移し，TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
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を 900 μl 添加した後， FastPrep○R  (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，500 μl の chloroform を混和させた後，水層中の全 RNA 

を 300 μlの2-propanol を用いて沈殿させた。その後，得られた沈殿を75% ethanol 

にて洗浄し，乾燥後，20 μl の DEPC 処理水に懸濁した。全 RNA 3 μg に RNase-free 

DNase Ⅰ (1 unit/μg RNA ; Promega) を加え，37℃で 30 分間処理した後，Random 

primers○R  (Promega) および SuperScriptⅢ○R  (Invitrogen) を用いて cDNA を合成し

た。作製した cDNA を鋳型として，各株における dnaK，gtfB，gtfC，gtfD，gbpA，

gbpB，gbpC の発現を SYBR green○R  (Bio-Rad) を用いた Real-time Reverse 

transcription-PCR (RT-PCR) 法により調べた。遺伝子増幅反応ならびに蛍光強度

の測定には StepOnePlusTM (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) を使用した。

Real- time 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，

オリゴヌクレオチドプライマーdnaK-F と dnaK- R のプライマーのほか，表 2 に

示すプライマーを用いた (表 2)。また，目的遺伝子の発現量は，16S rRNA を内

部標準として補正した。 

 

12. 活性染色による GTF 発現量の分析 
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(1) SDS-PAGE による分析 

 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

液の濁度が波長 600 nm で 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 PBS 100 l で懸濁し，Gel loading 

buffer [1 M Tris (pH 6.8), 10% Sodium Dodecyl sulfate (SDS), 0.2% Bromophenol blue, 

5% Glycerol ; 和光純薬] 100 l および，10 mM Dithiothreitol (DTT) 20 l を加えて

10 分間加熱し，SDS-PAGE (SDS-polyaclyl amide gel electrophoresis (PAGE)) 用試

料とした。SDS-PAGE は，Laemmli の方法 42)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，50% 

methanol，5% acetic acid，2.5g/l Coomassie Brilliant Blue R250 (和光純薬) で

30 分染色した後，5% methanol，7% acetic acid で一晩脱色し，バンドを視覚

化した。 

(2) 酵素活性の検討 

 SDS-PAGE 後，ゲルをリン酸緩衝液(10 mM NaH2PO4, 10 mM 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% sucrose と 0.5% 
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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，神奈川) 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 ImageJ 

により数値化することにより相対量として表した。 

 

13. 統計処理 

 得られた結果は平均 ± 標準偏差で示し，有意差検定は Fisher’s PLSD を用い

て行った。 
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結  果 

1. dnaK の発現量 

 MT-pDL 株における dnaK 遺伝子の発現量を 1 とした相対値で示す。dnaK の

発現量は MT-pDL 株と比較して DnaK-o 株で有意な増加が認められた (P＜

0.001)。一方，DnaK-s 株の dnaK の発現は MT-pDL 株と比較して有意に減少し

ていた (P＜0.001) (図 3)。 

 

2. コロニー形態 

 コントロールである MT-pDL 株は，辺縁がラフな形態のコロニーを形成して

いた。それと比較して DnaK-o 株は分葉化し，さらにラフな形態を示していた。

DnaK-s 株は MT-pDL 株と比較して差は認められなかった (図 4)。 

 

3. 各変異株の増殖能の比較 

 DnaK-s株の増殖速度はMT-pDL 株と比較してpH 7.0において有意に遅延して

いた (P＜0.001)。同様に DnaK-s 株は MT-pDL 株と比較して pH 5.5 でも有意に

増殖速度が遅延していた (P＜0.001)。DnaK-o 株は 7 時間後までは MT-pDL 株
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と比較して増殖速度が遅延していたが (P＜0.01, P＜0.001)，その後は認められな

かった (図 5)。 

 

4. 耐酸性能 

 各変異株の耐酸性能は，MT-pDL 株は 0.99 %，DnaK-o 株は 2.64 %，DnaK-s

株は 0.04 %であった (図 6)。MT-pDL 株と比較すると DnaK-o 株は有意に耐酸

性能が上昇し（P＜0.001），DnaK-s 株は有意に減少していた (P＜0.001) (図 6)。 

 

5. 凝集試験 

 培養開始1.5時間後ではDnaK-o 株の凝集が開始し，10時間培養後ではDnaK-o 

株に強い凝集が認められた。一方，DnaK-s 株は 10 時間後においても凝集は認

められなかった (表 3)。 

 

6. バイオフィルム構造 

 共焦点レーザー顕微鏡を用いてバイオフィルムの構造を観察したところ，

MT-pDL 株では均一なバイオフィルムが形成されていた (図 7)。MT-pDL 株と
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比較して，DnaK-o 株では著明な凝集塊が認められた。一方，DnaK-s 株におい

ては DnaK-o 株のような凝集塊は認められず，MT-pDL 株と同様な構造が認め

られた。 

また，バイオフィルム構造の厚みの分析を行った結果，MT-pDL 株と比較する

と DnaK-o 株および DnaK-s 株では厚みが有意に増加していた (P＜0.05, P＜

0.001) (図 8)。 

 

7. gtf および gbp の発現解析 

 MT-pDL 株を 1 として遺伝子発現の相対値を出し，MT-pDL 株と各株で有意

差検定を行った。gtfB の発現量は MT-pDL 株と比較して DnaK-o 株で有意に発

現の増加が認められた (P＜0.001)。gtfC の発現量は DnaK-s 株で発現が有意に

減少していた (P＜0.001)。gtfD の発現量は DnaK-o 株で有意に増加しており，

一方で DnaK-s 株では有意に減少していた (P＜0.01，P＜0.001) (図 9)。gbpA の

発現量は MT8148 株と比較して DnaK-o 株および MT-pDL 株で増加していた 

(P＜0.05，P＜0.01，P＜0.001)。gbpB の発現量では MT-pDL 株で発現量が増加し

ていたが (P＜0.001)，DnaK-s 株の gbpB の発現量は減少していた (P＜0.001) (図
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10)。 

 

8. GTF の発現量と活性 

 GTF の発現量は，DnaK-s 株，MT-pDL 株と比較して DnaK-o 株の GTFB と

GTFC に相当する位置のバンドが認められた (図 11 A)。 

 GTF の活性は，MT-pDL 株と比較して DnaK-o 株で強い活性が，DnaK-s 株で

はより弱い活性が認められた (図 11 B)。ImageJ を用いて GTFB と GTFC のグル

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，DnaK-o 株は有意に

増加し (P＜0.001)，DnaK-s 株と MT-pDL 株は有意に減少していた (P＜0.001) 

(図 12)。 

 

 

 

 

 

 



 22

考  察 

 ヒト口腔内は温度変化，pH，炭水化物摂取状況，酸化ストレスなどの因子に

より大きく環境が変化するため，口腔内細菌はその環境変化に適応していかな

ければならない 1)。その中でも特に S. mutans は耐酸性を有しており，酸性条件

下で生存することが可能である 5, 32, 34, 43)。その耐酸性能は，菌体内から菌体外に

H+ を排出するプロトン輸送 ATP アーゼの至適 pH が低いことや酸性環境下でそ

の活性が誘導されること 34)，H+ の細胞膜透過性が低下すること 5, 44)，シグナル

認識分子タンパクをコードする ffh 遺伝子の発現が増加すること 45)，膜の脂肪

酸組成が変化すること 21)，DNA 修復機構が亢進すること 46, 47) などが関与して

いると考えられている。さらに DNA 修復機構が亢進することから，分子シャペ

ロン DnaK や GroEL の関与も示唆されている 14, 32)。S. mutans は，pH の低下が

急激であると十分な適応能力が発揮できず発育できないが，徐々に pH が低下し

た場合は厳しい酸性環境でも発育することが可能であることが報告されている

48)。そこで耐酸性実験において，pH 5.0 で 2 時間暴露させた後に pH 3.5 の厳し

い酸性下に暴露させたところ，DnaK-o 株が MT-pDL 株と比較して有意に耐酸

性能が上昇し，DnaK-s 株が有意に減少していた。このことから，DnaK が S. 
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mutans における緩和な酸性環境による暴露によって獲得される耐酸性に関与し

ていることが示唆された。 

 S. mutans はこのような口腔内環境の変化に暴露され，その環境変化によるス

トレスに応答するために，それに対応する様々なタンパクを有しており，それ

らの発現はシグナル伝達システムによりコントロールされている 49)。口腔内の

バイオフィルムは細菌間のシグナル伝達システムであるクオラムセンシングに

より，菌体内の各種遺伝子の発現状態が変化してバイオフィルム形成に適した

表現系へと分化する 49)。同種細菌間のシグナル伝達システムとして，グラム陽

性細菌ではこの調整に 2 成分調整因子が関与し，S. mutans では comABCDE 遺

伝子群が遺伝的形質転換としてこのシグナル伝達システムに関与していること

が明らかとなっている 50)。comC 遺伝子がコードする competence-stimulating 

peptide (CSP) 前駆体は comA 遺伝子および comB 遺伝子がコードする

ATP-binding cassette (ABC) transporter (ABC 膜輸送体) によりプロセシングを受

け，CSP として菌体外に輸送される。菌体外に放出された CSP は細胞膜に存在

する comD がコードする 2 成分調整因子のセンサーにより感知され，comE が

コードする反応調節因子により調節を受ける 51)。また，異種細菌間のシグナル
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伝達システムとしては，シグナル物質オートインドューサー2 (AI-2) を産生する

LuxS タンパクをコードする luxS 遺伝子が関与していることが明らかとなって

いる 52, 53)。さらに S. mutans では，Recombinase A (RecA) をコードする recA 遺

伝子は細胞間のシグナル伝達システム 54) の中で，バイオフィルム形成 55) およ

び耐酸性への関与も報告されている 56)。 

 GTFB をコードする gtfB を欠失させた株では S. mutans のラフ型のコロニー

形態がスムーズ型に変化することから，コロニー形態には GTFB が産生する非

水溶性グルカンの量が関与しているとの報告がある 18)。今回，MT-pDL 株や

DnaK-s 株では親株である MT8148 株とほぼ変化が認められなかったのに対し，

DnaK-o 株におけるコロニー形態は分葉化しラフな形態をしていたことから，

DnaK は GTF の発現に関与している可能性が示唆された。また，バイオフィル

ム構造において，MT-pDL 株と比較して DnaK-o 株では著明な凝集塊が認めら

れた。そこで GTF の発現と酵素活性を SDS-PAGE を用いた分析により調べた

ところ，DnaK-o 株の GTF のバンドが MT-pDL 株のバンドと比較してより濃く

太く出現していることから，DnaK-o 株の GTF 酵素活性が上昇していることが

示された。さらに凝集試験では，培養開始 1.5 時間後では DnaK-o 株の凝集が開
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始し，10 時間培養後では DnaK-o 株に強い凝集を認めた。この結果より，DnaK 

は菌の凝集に関与する Gbp の発現にも関与している可能性が示唆された。そこ

で，各変異株における GTF と Gbp の各遺伝子の発現を調べたところ，MT-pDL

株と比較して DnaK-o 株における gtfB，gbpA，gbpC の発現の増加が認められた。 

 外環境の pH が低下すると S. mutans はタンパクのシグナル分子を菌体外に分

泌して，自らの耐酸性能を誘導する可能性がある 49)。また，過去の研究におい

て，S. mutans MT8148 株において GbpA を欠失させると，MT8148 株と比較し

てストレス応答タンパクである DnaK，GroEL の発現が上昇していたとの報告が

ある 35)。今回の研究により，DnaK が GTF や Gbp の発現にも関与しているこ

とが示唆された。しかし，DnaK の GTF や Gbp といった表層タンパクを制御

している機序については明らかとなっていない。口腔内のバイオフィルムはシ

グナル伝達システムであるクオラムセンシングのもとで形成され，表層タンパ

クの発現には多くの調節因子が口腔内の環境変化に併せて機能していると考え

られる 51）。そのため，DnaK の発現に影響を与えるシグナル遺伝子を明らかと

することも含め，今後さらなる検討が必要である。 
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図 1 dnaK 変異株作製のためのプラスミド作製 

A: S. mutans UA159 株の dnaK 全塩基配列をもとにオリゴヌクレオチドプライ

マーを設計し，PCR 法により増幅した dnaK 断片を作製し，これをフラグメン

ト A (センス鎖) とした。フラグメント A を pDL278 にライゲーションし，プラ

スミド pDnaKo を作製した。 

B: A で使用したオリゴヌクレオチドプライマーを逆読みしたプライマーを設計

し，PCR 法により増幅した dnaK 断片を作製し，これをフラグメント B (アンチ

センス鎖) とした。フラグメント B を pDL278 にライゲーションし，プラスミ

ド pDnaKs を作製した。 

 

図 2 dnaK 変異株のプラスミドの確認 

pDnaKo および pDnaKs におけるフラグメント挿入の確認。M: DNA 分子量マー

カー，レーン 1: pDnaKo，レーン 2: 超純水，レーン 3: pDnaKs，レーン 4: 超純

水 

 

図 3 S. mutans 変異株における dnaK の発現 
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MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株の cDNA を作製し，リアルタイム PCR 

により dnaK の転写量を評価した。MT-pDL 株の遺伝子転写量を基準値とし，

相対比を示す。MT-pDL 株と他の菌株との間で有意差検定を行った (Fisher’s 

PLSD 検定 *** P <0.001) (n = 5)。 

 

図 4 各変異株におけるコロニー形態の比較 

MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株をスペクチノマイシン添加培地で培養

し，コロニー形態の比較を行った。 

 

図 5 各変異株の pH 7.0 と pH 5.5 における増殖能の比較 

MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株を pH 7.0 および pH 5.5 に調整した培

地で培養し，経時的に濁度を測定することにより，菌の増殖能を評価した

(Fisher’s PLSD 検定 *** P <0.05, *** P <0.01, *** P <0.001) (n = 3)。A: pH 7.0，B: 

pH 5.5。 

 

図 6 各変異株における耐酸性の比較 
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MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株を pH 5.0 で培養したのち，急激な酸性

状態にするため pH 3.5 の培地で培養した。それぞれの pH で培養した菌液を寒

天培地に播種し，寒天培地上のコロニー数を計測した。pH 5.0 の培地上のコロ

ニー数に対する pH 3.5 の培地上のコロニー数の割合をその菌の耐酸性を示す指

標として算出した。MT-pDL 株と他の菌株との間で有意差検定を行った(Fisher’s 

PLSD 検定 *** P <0.001) (n = 3)。 

 

図 7 各変異株のバイオフルム構造の分析 

(A) MT-pDL 株，(B) DnaK-o 株および (C) DnaK-s 株の共焦点レーザー顕微鏡像

を示す。ヘキシジウムイオジンを用いて染色後，37℃，24 時間培養し，バイオ

フィルムを形成した。 

 

図 8 各変異株のバイオフィルム構造の分析 

MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株の菌体をヘキシジウムイオジンで染色

し，バイオフィルムを形成後，共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。共焦点レ

ーザー顕微鏡像は Image J によりバイオフィルムの厚みの数値化を行った。
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MT-pDL 株と他の菌株との間で有意差検定を行った(Fisher’s PLSD 検定 *P 

<0.001) (n=3) 

 

図 9 RT-qPCR による各変異株の gtf 遺伝子発現の比較 

MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株の cDNA を作製し，リアルタイム PCR 

により(A) gtfB，(B) gtfC および(C) gtfD の転写量を評価した。MT-pDL 株の遺

伝子転写量を基準値とし，相対比を示す。MT-pDL 株と他の菌株との間で有意

差検定を行った(Fisher’s PLSD 検定 ** P <0.01, *** P <0.001) (n = 5)。 

 

図 10 RT-qPCR による各変異株の gbp 遺伝子発現の比較 

MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株の cDNA を作製し，リアルタイム PCR 

により(A) gbpA，(B) gbpB および(C) gbpC の転写量を評価した。MT-pDL 株の

遺伝子転写量を基準値とし，相対比を示す。MT-pDL 株と他の菌株との間で有

意差検定を行った(Fisher’s PLSD 検定 ** P <0.01, *** P <0.001) (n = 5)。 

 

図 11 SDS-PAGE による各変異株の GTF 発現と活性 
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MT-pDL 株，DnaK-o 株および DnaK-s 株の SDS-PAGE 用試料を作製し，7.5% 

SDS-polyacrylamide gel を用いて電気泳動を行った。A: 泳動後，50% メタノー

ル，5% 酢酸，2.5 g/l Coomassie Brilliant Blue R250 で染色し，5% メタノール，

7% 酢酸で一晩洗浄し，バンドを視覚化し，GTF の発現を確認した。B: 泳動後，

3% スクロース，0.5% TritonX-100，10mM リン酸ナトリウム(pH6.8) 溶液中で

37�，18 時間振盪培養し，0.4% Pararosaniline Base 染色液で染色してバンドを視

覚化し，GTF の活性を確認した。 

 

図 12 変異株のグルカン合成量の比較 

0.4% Pararosaniline Base 染色液で視覚化されたグルカンの面積を Image J により

数値化することにより相対量として現した。MT-pDL 株と他の菌株との間で有

意差検定を行った(Fisher’s PLSD 検定 ***P <0.001) (n=3) 


