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研究成果の概要（和文）： 唾液タンパク質と口腔細菌との相互作用で起こる２つの現象（エナ

メル質への菌体付着と唾液中での菌体凝集）が生じる条件を調べ、口腔細菌のクリアランスを

強く進める条件を明らかにすることを目指した。その結果、齲蝕細菌ストレプトコッカス ミュ

ータンスのクリアランスを進めるには、菌体凝集を強く誘導するために唾液凝集素の SRCRP5
領域を活用することが有効であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Bacterial aggregation in saliva is advantageous for oral health 
since bacteria are swallowed before adhering to oral tissues.  The purpose of this study 
was to investigate mechanisms by which bacterial adherence to saliva-coated enamel 
surfaces or saliva-induced bacterial aggregation occur.  The results indicate that SRCRP5 
region in salivary agglutinin is useful for the clearance of Streptococcus mutans. 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会の到来とともに長期入院療養、
介護を必要とする患者が増え口腔ケアの重
要性が強調されている。口腔内には無数の細
菌が棲息し、齲蝕や歯周疾患などの口腔内感
染症のみならず、心臓、肺、腎臓などにしば
しば重篤な感染症を引き起こすことが報告
されている。口腔内感染症は病原性微生物が
口腔内に定着することから始まるため、この
定着を抑制できれば疾病の予防ができると
いう仮説に基づき、われわれは研究を行って
きた。 
 口腔内には常に唾液が存在し歯や粘膜表
面を覆うことによる保護作用に加えて、口腔
内の洗浄作用、湿潤作用など様々な機能を発
揮している。唾液中の主な有機成分である唾
液タンパク質と口腔内細菌との相互作用に

は２つの現象が知られている。すなわち固相
表面に形成された唾液タンパク質から成る
被膜への菌体の付着と液相における唾液タ
ンパク質による菌体の凝集である。菌体付着
は感染症の発症へつながるステップである
一方、菌体凝集は口腔内に菌体が定着する前
に細菌を排除することにつながり、生体にと
っては有利な現象といえる。これまで齲蝕感
受性と抵抗性のヒト集団を比較し、両群にお
いて唾液による齲蝕細菌の凝集能力に差が
あること、齲蝕抵抗性の集団では唾液ムチン
の菌体凝集に関わるエピトープがより多く
発現されていることなどが報告されている。
このような研究結果から、唾液タンパク質の
菌体付着作用と凝集作用を決定する因子を
調べるという発想に至った。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、唾液タンパク質の持つ菌
体付着作用と菌体凝集作用がどのような条
件で発揮されるかを調べ、新しい口腔ケア方
法の開発へと導くことである。 
 口腔バイオフィルムという新しい概念が
提唱された今、それを構成する細菌のみでな
く、宿主側の因子である唾液の機能に着目し
たバイオフィルム形成機序の解明が必須で
ある。本研究により唾液タンパク質による菌
体凝集を促進する条件が解明されれば、宿主
側の因子である唾液に着目した新しい口腔
ケア方法の開発が可能となる。本研究はバイ
オフィルム感染症の予防を最終目的として、
新しい方向からのアプローチをする研究で
ある。 
 
３．研究の方法 
 唾液タンパク質として、口腔バイオフィル
ム形成に重要な役割を果たす Streptococcus 
mutans の付着、凝集いずれも誘導する
salivary agglutinin（gp-340）を用いた。 
（1）gp-340 の精製と gp-340 の固相への吸着
に及ぼす pH、塩濃度の影響 
 ①ヒト安静時唾液を採取し、affinity 
adsorption 法を用いて gp-340 を精製した。 
 ②gp-340 を各種 pH、各種塩濃度のリン酸
緩衝液に溶解したものを 96 ウェルマイクロ
プレートに入れ、培養後、吸着した gp-340
の量を、ELISA 法で定量した。 
 ③この結果から gp-340 の固相への吸着の
至適条件を評価した。 
 
（2）gp-340 と Streptococcus mutans 菌体と
の反応に及ぼす pH、塩濃度の影響 
 ①S. mutansを培養して菌体を回収した後、
各種 pH、各種塩濃度のリン酸緩衝液に懸濁し
た。 
 ②S. mutans 懸濁液をキュベットに入れ、
gp-340 を加えた後、550 nm における吸光度
の変化を測定することにより、gp-340 の菌体
凝集誘導能を評価した。 
 ③これらの結果から S. mutans と gp-340
との反応（凝集）を生じる至適条件を評価し
た。 
 
（3）各種口腔レンサ球菌の共存状態での S. 
mutans と gp-340 との反応 
 ①Streptococcus sanguinis、 
Streptococcus gordonii、 Streptococcus 
oralis などエナメル質表面への early 
colonizer として知られている菌を培養し、
回収した。 
 ②S. mutans と各種 early colonizer との
共存懸濁液を作製した。 
 ③各共存懸濁液を用いて上記（2）②と同
様に実験を行い、S. mutans の gp-340 による

凝集を評価した。 
 
（4）ハイドロキシアパタイトビーズに吸着
した gp-340 への S. mutans 菌体の付着に及
ぼす各種 pH、塩濃度の影響 
 ①ハイドロキシアパタイトビーズに各種
pH、塩濃度のリン酸緩衝液中に溶解した
gp-340 で処理して、吸着させた。 
 ②S. mutans 菌体を反応させ、ハイドロキ
シアパタイトビーズに付着した菌体を定量
した。 
 
（5）gp-340 の菌体付着、菌体凝集に関わる
機能領域の決定 
 ①gp-340 のアミノ酸配列をもとに 10〜20
アミノ酸からなる断片ペプチドを合成し、マ
イクロプレートを被覆した後、S. mutans 懸
濁液を加えて培養し、付着菌数を定量した。 
 ②S. mutans懸濁液に各種ペプチドを加え、
それらの菌体凝集誘導能を評価した。 
 ③これらの結果から S. mutans の付着、凝
集に関与する gp-340の機能領域を決定した。 
 
（6）gp-340 の機能領域顕示状態の確認 
 ①（5）の結果に基づき、gp-340 の S. mutans
の付着に関する機能領域 SRCRP2 に対する特
異抗体を作製した。 
 ②リン酸緩衝液に溶解した gp-340 をマイ
クロプレートに入れて、37°C で２時間処理
をした。 
 ③固相に吸着した gp-340 における機能領
域の顕示状態を、機能領域に対する特異抗体
を用いた ELISA 法で確認した。 
 
（7）gp-340 の S. mutans の凝集に関する機
能領域の反応解析 
 ①（5）の結果に基づき、gp-340 の S. mutans
の凝集に関する機能領域 SRCRP5 を用いて、
表層タンパク抗原 PAcを欠損させた変異株に
対する凝集誘導作用を調べた。 
 ②凝集反応液に EDTA を加えて、本ペプチ
ドによる凝集反応における Ca イオンの関与
を調べた。 
 
４．研究成果 
（1）まず gp-340 の固相への吸着に及ぼす緩
衝液の pH、塩濃度の影響を調べた。pH 4〜7
の各種リン酸緩衝液に溶解した gp-340 は、
ポリスチレン製マイクロプレートに同程度
に吸着することが認められた。またpH 7、NaCl
濃度 10〜1000 mM の各種リン酸緩衝液に溶解
した gp-340 も同様にマイクロプレートに吸
着することが認められた。 
 
（2）次に S. mutans 菌体の gp-340 による凝
集誘導に及ぼす pH の影響を調べたところ、
pH 6 以下の酸性条件では凝集が弱くなり、pH 



5 では凝集を生じないことが認められた。さ
らにエナメル質表面への early colonizer と
して知られる Streptococcus sanguinis、 
Streptococcus gordonii等のレンサ球菌を共
存させて S. mutans の菌体凝集を調べたとこ
ろ、同様の結果が得られた。 
 以上より、gp-340 のマイクロプレートへの
吸着には pH や塩濃度は大きな影響を及ぼさ
ないこと、S. mutans 菌体の gp-340 による凝
集は、pH 7〜9 で生じることが認められた。 
 
（3）ハイドロキシアパタイトビーズに吸着
したヒト唾液タンパク質 gp-340 への S. 
mutans 菌体の付着に及ぼす各種 pH、塩濃度
の影響を調べたところ、マイクロプレートの
場合と同様に pH 4〜7 および NaCl 濃度 10〜
1000 mM で菌体付着に大きな差はなかった。 
 
（4）gp-340 のアミノ酸配列をもとに 10～20
アミノ酸からなる 8つの断片ペプチドを作製
し、各ペプチドの菌体凝集誘導能を評価した
ところ、SRCRP5 による強い菌体凝集を認めた。
(図１) 

 

図１．gp-340 由来ペプチドの S. mutans 凝集
誘導作用 
 
（5）各ペプチドへの S. mutans 菌体の付着
を調べたところ、SRCRP2 への強い付着を認め
た。次に SRCRP2 に対する特異抗体を作製し
てマイクロプレートに吸着させた gp-340 に
おける SRCRP2 の顕示状態を調べたが、本抗
体でこの機能領域の検出はできなかった。す
なわち gp-340 をマイクロプレートに吸着さ
せた状態で SRCRP2 は表面に顕示されていな
い可能性が示唆された。 
 
（6）さらに SRCRP5 は S. mutans の菌体凝集
に関与する因子である表層タンパク抗原 PAc
を欠損させた変異株の凝集も誘導すること
が認められた。この結果から、SRCRP5 は PAc
以外を認識し菌体凝集を誘導することが考
えられた。 
 
（7）EDTA を添加した状態でも SRCRP5 による

菌体凝集を生じたことより、本ペプチドによ
る菌体凝集に Ca イオンは必要でないことが
示唆された。(図 2) 

 

図２．SRCRP5 による S. mutans 凝集誘導に及
ぼす EDTA の作用 
 
 以上の結果から S. mutans のクリアランス
を進めるには、菌体凝集を強く誘導するため
に gp-340 の SRCRP5 領域を活用することが有
効であることが示唆された。 
 唾液タンパク質の作用としてこのような
凝集作用を強く誘導する条件という視点か
らとらえた研究はこれまで世界的にも報告
はない。本研究の成果を基に、口腔ケアの手
法に唾液と細菌との相互作用の一つである
菌体凝集能の活用という新しいアイデアが
取り入れられるのみでなく、個人のバイオフ
ィルム形成能の判定に唾液タンパク質を利
用することも可能となる。さらに唾液タンパ
ク質に限らず、医学、工学、農学など様々な
領域でのバイオフィルム研究において、菌体
と反応する各種タンパク質の付着と凝集機
能に着目した新しい視点からのバイオフィ
ルム形成阻害研究の発展に繋がる可能性も
ある。 
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