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研究成果の概要（和文）：Streptococcus intermediusは唾液凝集素に付着し、唾液凝集素の量は個人差が大きいこと
を示した。次にGranulicatella adiacens とGranulicatella para-adiacensのフィブロネクチン結合タンパクを同定し
、ヒトトランスフェリンが鉄イオン依存性に結合を阻害している分子機序の一部を明らかにした。さらにFusobacteriu
m nucleatumは唾液アミラーゼと結合し、銅イオン依存性の２量体とより多く結合することを示した。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus intermedius adhered to salivary agglutinin.  Concentration of saliva
ry agglutinin varied among individuals considerably.  Novel fibronectin-binding proteins derived from Gran
ulicatella adiacens and Granulicatella para-adiacens were identified.  The adherence was inhibited by seru
m transferrin in the dose dependent manner of Fe3+ ion.  Fusobacterium nucleatum adhered to salivary amyla
se, and more bacterial cells adhered to dimer-molecule of amylase than to monomer-molecule.
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様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 現在では化学療法が発達し、細菌感染症は

以前のような脅威ではなくなった。しかし耐

性菌の出現により、これまで問題にならなか

った弱毒菌を含めて、新たな脅威が生じてい

る。ヒト口腔常在菌の主構成成分はレンサ球

菌であるが、これらはデンタルカリエスの原

因になるだけでなく、日常のブラッシング程

度で容易に血流に入って一時的な菌血症を

ひき起こす。このことは健康な人では何ら問

題にならないが、基礎疾患を有しているヒト

では心内膜炎、髄膜炎、各種の膿瘍などの日

和見感染をひき起こすことが知られている。 

 細菌感染の成立においては菌体側、宿主側

双方について定着因子の解析がされ、相当数

の研究が蓄積されている。この知見に基づき

カギとカギ穴の関係で定着機構が説明され

ることが多い。口腔内常在菌の多くは唾液凝

集素を介した口腔組織への定着・感染機構を

利用していることが確認されている。我々も

インターメディウスレンサ球菌を用いて菌

側の付着因子が菌体表層の線毛であること、

その遺伝子構造はグラム陽性菌の線毛に共

通する構造を有し、コアタンパクは唾液によ

る凝集に重要な役割を担っていることを報

告した。 

 一方で宿主側因子である唾液凝集素につ

いても分子レベルで詳細な検討が進んでい

る。このタンパクは肺や悪性脳腫瘍で見られ

るスカベンジャータンパクのバリアントで、

繰り返し配列中の９アミノ酸の配列が重要

であった。この際、ミュータンスレンサ球菌、

また、ヘリコバクターピロリ菌もこの唾液凝

集素を介して凝集することが示された。 

 
２．研究の目的 
 これまでの研究により、唾液中の唾液凝集

素量は個人差が大きいこと、この量と口腔内

の所見（デンタルカリエス、歯周病）とは少

なくとも健康な成人数人については相関が

ないことが分っている。また、同程度の凝集

素を含んでいる唾液で、菌体の付着能に大き

な差が認められた。これらのことから、唾液

中の菌体付着を阻害する物質を単離、精製し

たところ、本体はアルブミンであることをつ

きとめた。さらに分子生物学的アプローチに

より、活性部位は半ばより少し上流域で第３

から第６エクソンに相当する部分であるこ

とを報告した。 

 口腔常在菌の一部はフィブロネクチンと

結合することから感染性心内膜炎の成立機

序が説明されることが多い。 

 しかし我々の予備実験では、これらの菌は

血中のトランスフェリン、アルブミンと金属

依存性に結合してフィブロネクチンとの結

合を阻害した。このことは菌血症になった段

階で、菌側の付着因子をブロックして感染を

防御していると考えられる。 

 以上の知見は有害細菌の定着・感染を阻害

するために唾液アルブミン、血清アルブミン、

血清トランスフェリンが応用できる可能性

を示唆している。これらは現在、比較的容易

に入手できるものであり、実用化という点で

も研究価値が大きい。同時にこれらの量、依

存する血中金属イオンの量を測定すること

によりリスク判定をすることが可能となる。 

 本研究の第１の達成目標は唾液アルブミ

ン、血清アルブミン、血清トランスフェリン

による細菌の定着機構をより詳しく解析す

ることである。具体的にはこれらの分子情報

に基づき、分子生物学的手法、ペプチドライ

ブラリーの手法を応用することにより、菌体

と唾液凝集素との付着阻害反応の分子メカ

ニズムを明らかにすることである。さらに本

研究のモデル系による付着阻害が、細菌種に

よってどのくらいの普遍性を持っているの

かを確認する。 

 第２の達成目標はリスク判定が可能な検

査法の開発である。このためには実際の患者

さんにおいて、これらの分子、金属イオンの

動態を調査する必要がある。このためには鹿

児島大学附属病院に協力を依頼する予定で

ある。定量法についての基本的な手技はごく

一般的な方法を応用することを考えており

問題ない。これにより疾患との関連を評価し

て一定の基準を確立することを目標とする。 

 
３．研究の方法 
①菌体付着阻害物質の精製と機能ドメイン

の解析 

 定着能を評価するための付着反応実験法

は当研究室で既に確立している方法を用い

る。インターメディウスレンサ球菌をトリチ

ウムラベルして実験を行う。ヒト唾液、血清

中の付着阻害活性を有する物質の精製は一

般的なカラム操作により行う。既に唾液アル



ブミン、血清アルブミン、血清トランスフェ

リンに本活性があることを確認しているた

め、本研究では再確認と詳細な検討を実施す

る。 

 ヒトアルブミン、ヒトトランスフェリンに

ついてデータベース上の mRNA の塩基配列に

基づいてプライマーを合成し、RT-PCR により

生成したcDNAを発現ベクターに組み入れる。

ヒト肝臓由来のRNAは市販品を所有している。

ヒトアルブミンの cDNA はすでに得られてい

る。ヒトトランスフェリンについても cDNA

作成を行う。組み換えタンパク質を発現・精

製して付着阻害能を確認する。この際、阻害

活性を有する部位を確定するために、段階的

に短縮した組み換えタンパク質をデザイン

して実験に供する。こうして各分子内の阻害

活性を示す機能ドメインを探索して反応機

構の一端を解明する。次に、決定した機能ド

メインの全範囲をカバーするようデザイン

した一連の 15から 20残基程度の合成ペプチ

ドを用意する。これらを用いて同様に菌体と

唾液凝集素の結合反応の阻害活性を評価し、

コアになるアミノ酸配列を決定する。分子レ

ベルの反応をより詳細に解析するために、ア

ラニン残基スキャン法を使用して活性を決

定している配列を同定する。 

②本付着阻害反応の普遍性の確認 

 口腔内常在菌に限らず、より幅広い菌種に

ついて、以上の一連の結果を確認する。この

実験により、本付着阻害反応が細菌感染成立

の過程で重要な役割を果たしている菌種を

確認する。 

③臨床材料を用いた網羅的疫学分析 

 口腔レンサ球菌の付着について、凝集、付

着に関与する宿主側因子を幾つか同定して

いる。これらの量のバランスで付着が調節さ

れているものと思われる。これを確認するた

めに、まとまった数のヒト唾液、血液をサン

プリングする。臨床試料は鹿児島大学歯学部

に在籍する学生、代表申請者が所属する鹿児

島大学附属病院口腔保健科外来で管理する

患者さんの同意を得て採取する。注目してい

る因子のうちでタンパクについてはELISA法

で定量する。金属イオンについては専用キッ

ト等を利用して定量する。一部については菌

体凝集活性、付着活性さらに、それらへの阻

害活性を測定する。また、口腔内所見（デン

タルカリエス、歯周病）との関連について検

討する。 

④全身性細菌感染症との関連および検査法

の確立 

 口腔常在菌に由来する感染性疾患を有す

る鹿児島大学附属病院で管理中の患者さん

の生体試料、あるいは保存生体試料について

同様の検討を行う。この中では各因子と疾患

との関連性を統計学的手法により評価する。 

 
４．研究成果 

Nutritionally variant streptococci (NVS)

８株のFn結合能は、Granulicatella adiacens

が最も強く、 G. para-adiacensが続き、

Abiotrophia defectiva 、 Granulicatella 

elegans の 順 で あ っ た 。 こ の 中 で G. 

para-adiacensの１株を用いてFn結合タンパ

クをカラムにより精製した。評価はFnを固相

化したELISA法を用いた。SDS-PAGEでは活性

画分には 200 kDaを上回る領域にブロードな

精製物が確認できた。精製物をSDS存在下で

加熱処理すると 75 kDaのバンドが出現した。

当該タンパクは調べた８株の中ではG. 

para-adiacensに限局していた。免疫蛍光染

色で菌体表層に存在することを確認した。精

製タンパクによるFn結合反応はNaCl濃度で

150 mM以下、pHで 6.5 から 7.0 付近が至適で

あった。精製タンパクは確かに濃度依存的に

Fnに結合し、親株のFn結合を阻害した。NVS

によるFn結合能についてはいくつか報告が

あり、種による特異性も示されている。G. 

para-adiacensは結合能、病原性が低い種に

分類されているが、今回の研究では G. 

adiacensに次ぐ結合能を示し、結合活性を持

つ新規の因子が同定された。生体内の条件で

はpH7.5 付近に維持されていることを考慮す

ると、この値では付着量は低下していること

になる。このことからアシドーシスの状態が

病原体の患部への付着、感染を促進する１因

子になることが示唆された。 

これまでに口腔レンサ球菌の一種である

Streptococcus intermediusが唾液凝集素に

付着し、唾液凝集素の量は個人差が大きいこ

と を 示 し た 。 次 に G. adiacens と G. 

para-adiacensのフィブロネクチン結合タン

パクを同定し、ヒトトランスフェリンが鉄イ

オン依存性に結合を阻害している分子機序

の一部を明らかにした。H25 年度はさらに

Fusobacterium nucleatumについて解析を行



った。唾液アミラーゼは銅イオン存在下で濃

度依存的に２量体を形成した。ヒト唾液中の

銅イオン濃度は個人差があり、それに伴って

単量体と２量体の比率が異なっていた。F. 

nucleatum (ATCC10953)は唾液アミラーゼに

付着し、２量体に対する付着量は単量体より

も多かった。用いたアミラーゼ阻害剤４種は

いずれもF. nucleatumとアミラーゼの結合を

有意に阻害したが、acarboseが最も強く阻害

し、vogliboseはわずかな阻害に留まった。

これらの阻害傾向はアミラーゼの酵素活性

阻害効果と類似し、単量体、２量体とも同一

傾向であった。また、F. nucleatumはアミラ

ーゼの酵素活性を濃度依存的に阻害した。以

上の結果はF. nucleatumは唾液アミラーゼの

酵素活性部位を認識して結合することを示

唆していた。さらに、アミラーゼの２量体形

成に大きな個人差があることを考慮すると、

口腔内のデンタルプラーク形成に少なから

ず影響しているはずであり、個人の持つ抵抗

力を測る指標を与えてくれた。今後、臨床症

状との関連を調べていく予定である。 
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