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1. 本研究の背景 

 う蝕は、口腔細菌の発酵代謝産物に由来する酸によって歯の硬組織が局所的に脱灰される疾患で

ある (Robert et al., 2007)。う蝕の誘発は多因子疾患であるが、歯面上に形成されるバイオフィルム 

(以下、BF)の形成と密接に関わる。酸性環境を誘導する BF の構成種は、mutans streptococci (van 

Houte, 1993)、Lactobacillus 属 (Badet and Thebaud, 2008)、Bifidobacterium 属  (Mantzourani et 

al., 2009)及び Actinomyces属 (van Houte, 1994)など複数の属種である。これらBF構成種のうち、

Streptococcus mutans (以下、S. mutans)は、う蝕の発症と進行の両方に大きな相関を示す 

(Marchant et al., 2001; Becker et al., 2002; Gross et al., 2012)。S. mutans の競合種である S. sanguinis

は健常歯上に形成される BF の主要な構成種であり、存在量はう蝕に関連する細菌種と逆相関を示

す (Becker et al., 2002)。従って、う蝕の制御には S. mutans の存在を抑え、細菌叢を健常な状態に

維持することが重要である。 

 S. mutans はグラム陽性の連鎖球菌であり、酸生産性、酸耐性に優れる。また、高い BF 形成能を

有する。S. mutans はスクロース存在下において、グルコシルトランスフェラーゼ (以下、GTF)の

触媒作用によりグルカンを生成し、これが BF の主要成分となる (Koo et al., 2013)。S. mutans の

GTF は 3 つに分類される。GTF-B は主に不溶性グルカン (α-1,3 結合)を合成する。GTF-C は可

溶性 (α-1,6 結合)及び不溶性グルカン (α-1,3 結合)を合成し、GTF-D は可溶性グルカン (α-1,6

結合)の合成に寄与する (Cugini et al., 2019)。このうち BF 形成にとってより重要なのは GTF-B 及

び GTF-C に由来する不溶性グルカンである (Narisawa et al., 2011)。よって、GTF を標的とする

ことは S. mutans の制御、及びう蝕の制御にとって有効な戦略の１つである。 

 S. mutans は複数のバクテリオシンを合成し、口腔内常在菌に対する抗菌性を示す。バクテリオ

シンの生産は、口腔内環境でのニッチ獲得にとって重要な役割を果たしている。S. sanguinis のよう

な S. mutans の競合種は、より早く歯面に定着し、より早く生育し、酸素や酸化ストレスに対して

耐性を示す (Kreth et al., 2009)。このような環境下において、S. mutans はバクテリオシン生産によ

り優位性を保つことが示されている (Kreth et al., 2005a)。また、バクテリオシン生産の他の役割と

して、近縁の生物から形質転換 DNA を獲得し、ゲノムの修復や新しい形質の獲得に利用すること

も近年の研究で明らかになりつつある (Merritt and Qi, 2012)。 
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S. mutans は高い自然形質転換能を有することや複数のトランスポザーゼを保有することから、

株レベルでの遺伝的な多様性がもたらされている。遺伝的多様性は S. mutans の BF 形成能やバク

テリオシン生産性に影響を与えることが示唆されており、菌株間の表現型に大きな差異が見出され

ている (Zayed et al., 2021)。 

 う蝕誘発に関連する BF の抑制を目的として様々な薬剤処置が採用されている。その中でクロル

ヘキシジンは、歯垢抑制作用を有し、唾液中に存在する酸性糖タンパクの活性を阻害することで歯

垢の付着を減少させる。しかし、嘔吐、下痢、歯の変色などの重大な副作用が報告されている (Deus 

et al., 2022)。第四級アンモニウム塩は、プラスに帯電した第四級アンモニウム部位がマイナスに帯

電した細菌と結合し、その性質バランスを崩すことから、抗 BF 剤として使用されることが提案さ

れている。塩化セチルピリジニウムは、細菌の細胞膜に作用して BF 形成を抑制することが示され

ている。ポリビニルピロリンジンは、細菌膜に浸透して細菌細胞のタンパク質、脂肪酸、ヌクレオ

チドの代謝を阻害することにより BF の形成を抑制することが示されている。しかし、これらの第

4 級アンモニウム塩には昏睡、痙攣、血圧低下作用などの副作用があり、その使用は制限されてい

る (Qiu et al., 2020)。フッ化物は、細菌のエノラーゼを阻害することで S. mutans の酸産生を低下

させる。フッ化物の高濃度での長期投与は歯や骨格のフッ素症を引き起こす可能性があるため、使

用には再検討の必要がある (Hengge et al., 2019)。現在使用されている抗 BF 剤は経済的コストが

高く、長期投与により重篤な副作用が発現する可能性があるため、これら以外の代替品の探索が求

められている (Qiu et al., 2020)。このような状況の中、食品からの有用成分の探索が進められ、こ

れまでに茶カテキンが抗 BF 剤として有効であることが多数報告されている (Han et al., 2021)。一

方で茶カテキンは殺菌メカニズムが明確になっていないことに加え、一般常在菌への殺菌効果も認

められること、また高濃度の茶カテキンの摂取が必要となるため利用者の制限が必要となることな

ど、今後検討しなければいけない課題も多い (徳永ら、2005; Han et al., 2021)。 

 

2. 納豆の水溶性画分の BF 形成抑制効果 

 当研究室ではこれまでに市販納豆の水溶性画分が、S. mutans の BF 形成抑制効果を有することを

明らかにしている (Fig. 0-1) (Iwamoto et al., 2018)。本論文では、納豆の水溶性画分を納豆抽出液
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と表記する。納豆抽出液は S. mutans 並びに口腔常在 streptococci に対する生育抑制効果や殺菌効

果は認められていない (Fig. 0-2)。納豆抽出液の BF 抑制効果は、プロテアーゼ活性と相関するこ

とが明らかとなっている (Fig. 0-1) (Iwamoto et al., 2018)。納豆中の主要なプロテアーゼはスター

ターBacillus subtilis natto (以下、B. subtilis natto)が産生する Subtilisin NAT (通称 ナットウキナー

ゼ)である。Subtilisin NAT は Sumi ら (1987)によって納豆中から新規のフィブリン溶解活性を有

する酵素として単離されている。Subtilisin NAT は 275 アミノ酸残基からなるセリンプロテアーゼ 

(分子量 27.7 kDa、pI 8.6)で、サブチリシンファミリーに属する酵素である。本酵素はシステイン

を含まないプロテアーゼであり、その構造にはジスルフィド結合は見られない。Subtilisin NAT は

フェニルメチルスルホニルフルオリド (以下、PMSF)により阻害されるが、この事実は Subtilisin 

NAT がセリンプロテアーゼファミリーに属することを示している (Fujita et al., 1993)。Subtilisin 

NAT は aprN 遺伝子によってコードされている。このタンパク質は、シグナルペプチドとプロペプ

チドが成熟ポリペプチドの N 末端に結合した前駆体型で合成される (Nakamura et al., 1992)。その

構造は B. subtilis DB104 株の Subtilisin E の構造と極めて類似する。Subtilisin E と Subtilisin NAT

の間には、85 位と 192 位の残基の違いが認められている (Nakamura et al., 1992; Fujita et al., 1993)。

Subtilisin NAT はセリンプロテアーゼファミリーの多くのサブチリシンと高い相同性を持つが、本

酵素のみがフィブリンに対して高い基質特異性を示す (Peng et al., 2005)。Subtilisin NAT はpH6.0-

12.0 で高いフィブリン分解活性を示すが、アルカリ性環境では機能的、構造的に安定性に欠けるこ

とが示されている。また、60℃を超える温度では酵素活性が低下する  (Fujita et al., 1993; Maeda et 

al., 2001)。Subtilisin NAT は5 回の凍結融解後も 95%以上の活性を保持している (Sumi et al., 1987)。

市販される Subtilisin NAT は用量依存的な BF 形成抑制効果を有することが確認された (Narisawa 

et al., 2014)。また、B. subtilis natto の aprN－変異株を用いて製造した納豆の抽出液は、BF 形成抑

制効果が著しく低下した (Yokoyama et al., 2021)。よって、納豆抽出液中に含まれる BF 形成抑制

因子は Subtilisin NAT であるものと考えられる。Subtilisin NAT は S. mutans 並びに他の口腔常在

菌に対する生育抑制効果を示さなかった (Narisawa et al., 2014)。以上の結果から、納豆抽出液、及

び Subtilisin NAT は口腔常在菌に影響することなく、S. mutans の BF 形成を抑制することが可能

であり、う蝕予防食品として利用できるものと期待される。 
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3. 本研究の目的 

 これまでに、プロテアーゼはBF に対する制御剤として有効であることが示されている。S. mutans

においても近年、イチジク (Ficus carica)由来のプロテアーゼである Ficin が BF 形成を抑制するこ

とが報告された (Sun et al., 2021)。また、南極オキアミ (Euphausia superba)由来のプロテアーゼ

に歯垢除去効果があることが in vitro 及び in vivo で示されている (Berg et al., 2001)。このように、

プロテアーゼは口腔 BF 形成の制御や BF 形成を起因とする各種口腔疾患の予防にとって有益な素

材であると考えられる。しかし、納豆及び Subtilisin NAT のう蝕予防食品としての利用を目指すう

えでいくつかの課題が残されている。具体的には、①ヒト臨床分離株に対する効果が明らかになっ

ていないこと、②Subtilisin NAT の作用機序が明らかになっていないことである。そこで本研究で

は第 1 章として、う蝕に罹患した小児より S. mutans を取得し、各分離株の特徴評価、並びに納豆

抽出液、及び Subtilisin NAT の効果を検討した。第 2 章においては、S. mutans の GTF 活性、バク

テリオシン生産性、及び遺伝子発現に対する Subtilisin NAT の影響について解析を行った。 
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Fig. 0-1. Effects of natto extracts and soybean extracts on biofilm formation by S. mutans UA159. Each 

extract (50%, v/v) was added to the medium. The white circles represent natto extracts (No. 1 to No. 

36), and the grey circles represent soybean extracts (No. 37 to No. 40). Regression curves were 

obtained based on the data for natto extracts. Data represent average values from three independent 

experiments. Dotted lines indicate the biofilm volume in the control.   
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Figure 0-2. Effects of natto and soybean extracts on the viability of streptococci. (A) Each extract (50%, 

v/v) was added to the growth medium. Data represent average values from three independent 

experiments. (B) The dotted circles represent spots of cell-free natto extract No. 21.  
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1. 培地 

(a) Brain Heart Infusion 培地 (以下、BHI 培地) (BD Difco™ Bacto™社製) 

 好気性微生物及び非好気性微生物の培養に使用される汎用培地である。本研究では口腔細菌及び

納豆菌の前培養を含む各種試験に使用した。寒天平板培地作製の際は、終濃度 1.5%の寒天 (w/v) 

(富士フイルム和光純薬社製)を添加した。 

 

(b) Tryptic soy broth without dextrose 培地 (以下、TSB 培地) (BD Difco™ Bacto™社製) 

 好気性微生物及び非好気性微生物の培養に使用される汎用培地である。本研究では BF 形成量の

評価、及び RNA 抽出のための培養液として用いた。BF 形成量の評価では、2 倍濃度の TSB 培地

に 0.5% (w/v)のスクロース (富士フイルム和光純薬社製)を加えて使用した (以下、2×TSB+0.5%

スクロース培地)。生菌数測定には 2 倍濃度の TSB 培地に 0.5% (w/v)のグルコース (富士フイルム

和光純薬社製)を加えて使用した (以下、2×TSB+0.5%グルコース培地)。 

 

(c) Mitis-Salivarius Bacitracin 培地 (以下、MSB 培地)  

 Mitis-Salivarius 培地 (以下、MS 培地) (BD Difco™ Bacto™社製)は、選択的に S. mitis、 S. 

salivarius 及び enterococci を分離するための培地であり、主に口腔内細菌の分離に使用される。本

培地にバシトラシンを添加し、S. mutans の選択性を高めることが可能である。本研究では MS 培

地に 0.2 unit/mL のバシトラシン (Sigma-Aldrich 社製)を添加し、MSB 培地とした。本研究ではヒ

ト口腔からの S. mutans の分離培地として使用した。 

 

2. 使用菌株  

 本研究で用いた菌株は Table 0-1 に示した。 

 

3.プライマー  

 本研究で用いたプライマーは Table 0-2 に示した。 
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4. 酵素試薬 

 Subtilisin NAT はナットウキナーゼ (富士フイルム和光純薬社製)を使用した。10 mg を秤量し、

蒸留水にて 10 mL に定容した。溶液はФ0.22 µm シリンジフィルター (酢酸セルロース膜、Sartorius

社製)により除菌した。プロテアーゼ溶液は 4 ℃で 5 日間、もしくは-30 ℃で数ヶ月間保存した。 

 

5. プロテアーゼ活性 

(a) 試薬 

 プロテアーゼ活性はアゾカゼイン法により評価した。基質となる 2% (w/v)アゾカゼイン溶液は、

リン酸緩衝生理食塩水 (以下、PBS) (pH7.4) (ニッポン・ジーン社製)に 4% (v/v)のエタノール (富

士フイルム和光純薬社製)を加えた溶液に、アゾカゼイン (Sigma-Aldrich 社製)を 2% (w/v)量溶解

した。 

(b) 活性測定  

 1.5 mL 容マイクロチューブに、100 µL の酵素試料と 2% (w/v)アゾカゼイン溶液を混合し、37℃

のウォーターバスにて 10 分反応させた。急冷後、600 µL の 2.5% (w/v)トリクロロ酢酸 (以下、

TCA) (富士フイルム和光純薬社製)溶液を加えた。18,000 g・4℃・10 分で遠心分離後、150 µL の

上清を 96 well titer plate (住友ベークライト社製)に分注しプレートリーダー (SH-1000、コロナ電

気社製)にて吸光度 440 nm を測定した。活性は pH7.4 で 1.0 mL の試料が 1 分当たりに 440 nm の

吸光度を 0.0001 上昇させる活性を 1.0 unit と定義した。 

 

6. タンパク質量の測定  

 粗酵素液のタンパク質量は BCA タンパク質アッセイキット (ThermoFisher Scientific 社製)を使

用し、プロトコルに従った。タンパク質はアルブミン相当量として算出した。 

 

7. 患者情報及び S. mutans の分離 

 ヒト臨床株の取得は日本大学松戸歯学部の倫理委員会の承認 (EC20-28)を受け、実験参加者及び

その保護者に実験の目的や内容を説明し同意を得た上で実施した。分離株は日本大学松戸歯学部付
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属病院小児歯科を受診した 3 歳から 6 歳のう蝕患者 9 名から採取した。歯垢を 0.9％ (w/v)塩化ナ

トリウム溶液 (富士フイルム和光純薬社製)に懸濁し、MSB 培地に塗布した。37℃で 40 時間培養

後、S. mutans 特有のラフ型コロニーを釣菌し、さらに純化操作を行った。 

 

8. DNA 抽出 

 培養液からのゲノム DNA の取得は DNA 抽出キット ISOPLANT (ニッポン・ジーン社製)を使

用し、プロトコルに従った。 

 

9. PCR 反応 

 本研究でのPCR反応は、いずれもサーマルサイクラーGeneAtlas E02 (ASTEC社製)を使用した。 

(a) htrA の増幅  

 S. mutans の同定は、S. mutans の特異的配列である htrA 遺伝子領域の増幅により確認を行った 

(Chen et al., 2007)。PCR 反応液の組成を以下に示す。6 µL の PrimeSTAR Max Premix (2×) (タカ

ラバイオ社製)、10 ng のゲノム DNA、forward プライマー及び reverse プライマー (それぞれ終濃

度 0.2 µM)を混合し、滅菌水で総量 12 µL に調製した。PCR 条件は 98℃で 10 秒の変性、55℃で 10

秒のアニーリング、72℃で 6 秒の伸長を 30 サイクルとした。PCR 産物はキャピラリー電気泳動シ

ステム MultiNA (MCE-202、株式会社島津製作所社製)に供し、増幅の確認を行った。 

(b) Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (以下、RAPD-PCR)及び系統樹の作成 

 RAPD-PCR は 11 種類のランダムプライマーを用いて PCR 増幅を行った。6 µL の Premix Taq

™ (Ex Taq™Version 2.0) (タカラバイオ社製)、10 ng のゲノム DNA、及びプライマー (終濃度 1 

µM)を混合し滅菌水で総量 12 µL に調製した。PCR 条件は 94℃・3 分 45 秒の初期加熱後、94℃・

15 秒の変性、36℃・15 秒のアニーリング、72℃・2 分の伸長を 40 サイクル行い、72℃・4 分の最

終伸長を行った。 

 PCR 産物をキャピラリー電気泳動システム MultiNA に供し増幅の確認を行った。PCＲ及び泳動

は少なくとも 3 回繰り返し、バンドが存在する場合を「1」、存在しない場合を「0」とスコア化し、

解析は「R」 (バージョン 4.2.1)を使用した。「Vegan」パッケージによりサンプル間の Jaccard 距離



12 
 

を算出し、群平均法 (UPGMA 法)により系統樹を作成した。 

(c) mut I /III region  

 Mutacin I 及び III は、それぞれ 23 及び 24 のアミノ酸残基からなるランチビオティックであり、

両者は類似の遺伝子群によってコードされる。それらの合成は、ats 遺伝子とアラニル tRNA 合成

酵素に隣接する 16 kb 領域にある一連の mut 遺伝子によって決定される (Qi et al., 1999a; Qi et al., 

2000)。本研究では、mut I /III 合成遺伝子の有無について、ats (SMU. 650)と mut 遺伝子の３‘フラ

ンキング領域である SMU. 659 の配列に基づき設計したプライマーを用いて遺伝子領域の増幅の確

認を行った (Waterhouse and Russell, 2006)。PCR 反応液組成、及び反応条件は htrA の増幅と同様

とした。PCR 産物は 1.5％ (w/v)アガロースゲル (アガロース ME; 岩井化学薬品社製)で電気泳動

を行った後、エチジウムブロマイドで染色しバンドの確認を行った。 

(d) mut II region  

 Mutacin II をコードする mut II 遺伝子は S. mutans UA159 株には存在しないが、S. mutans T8 株

では pyrG と fbaA に相当する配列に挟まれている (Chen et al., 1999; Qi et al.,1999b)。そこで、こ

れら pyrG 及び fbaA の配列に基づきプライマーを設計し、mut II の挿入を確認した。PCR 反応液

組成、及び反応条件は htrA の増幅と同様とした。PCR 産物は 1.5％ (w/v)アガロースゲルで電気

泳動を行った後、エチジウムブロマイドで染色しバンドの確認を行った。 

(e) smb 領域の増幅  

 smb 遺伝子はランチビオティックバクテリオシン Smb をコードし、S. mutans UA159 株には存

在しないが、S. mutans GS-5 株において存在が明らかとなっている。S. mutans GS-5 株では smb 遺

伝子はいくつかのトランスポザーゼを含む 9.5 kb 断片上の遺伝子群によってコードされ、S. mutans 

UA159 株ゲノムのSMU. 1942c とsyl 遺伝子領域間に相当する位置に存在している (Yonezawa and 

Kuramitsu, 2005)。本研究では,SMU. 1942c と syl 遺伝子の配列に基づきプライマーを設計した。

PCR 反応液組成、及び反応条件は htrA の増幅と同様とした。PCR 産物は 1.5％ (w/v)アガロース

ゲルで電気泳動を行った後、エチジウムブロマイドで染色しバンドの確認を行った。 

 

(g) 非ランチビオティック合成遺伝子の増幅  
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S. mutans ではこれまでに少なくとも 3 種類の非ランチビオティックの存在が報告され、それぞ

れ nmlAB、nmlC、及び nmlD 遺伝子にコードされる。本研究では、S. mutans UA159 株のゲノム

配列 (GenBank accession number NC_004350.2)に基づき、各合成遺伝子の配列から Primer-

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を用いてプライマーを設計した。PCR

反応液組成、及び反応条件は htrA の増幅と同様とした。PCR 産物はキャピラリー電気泳動システ

ム MultiNA に供し増幅の確認を行った。 

 

10. 納豆製造 

(a) 浸漬・蒸煮条件  

 納豆製造の原料大豆は北海道産の”スズマル” (すずや穀物社より購入)を使用した。この大豆は小

粒として納豆加工適性に優れた品種である。乾燥大豆を水道水にて洗浄し、2.5 倍量の蒸留水で 4℃・

20 時間浸漬した。浸漬後、湿重量 40 g を秤量し、121℃・15 分の条件にて蒸煮した。 

(b) 納豆菌スターター菌の調製 

 納豆菌スターターは納豆菌宮城野株を使用した。本菌は納豆製造に用いられる一般的な株であり、

㈲宮城野納豆製造所より胞子液を購入した。胞子液を BHI 寒天培地に塗布し、37℃・好気条件にて

一晩培養した。得られたコロニーを釣菌し、BHI 液体培地に植菌した。37℃・振とう条件にて定常

期まで (およそ 16 時間)培養を行った。その後、培養液は 8,000 g・5 分で遠心分離を行い、上清を

取り除き、菌体を滅菌水に懸濁した。細胞懸濁液はＯD600=0.6 程度になるよう調整し、これをスタ

ーター菌液とした。 

(c) 発酵条件 

 蒸煮大豆 40 g を納豆トレー (本体素材 PSP、サイズ 226 ×111 × 24 mm、中央化学株式会社製)

に入れ、500 µL のスターター菌液を無菌的に接種し、納豆菌が大豆に均一に行き渡るよう混合した。

発酵は 37℃・44 時間、湿度>90%の条件にて行った。発酵後、-30℃で冷凍保存した。 

 

11. 納豆抽出液の作製 

 納豆抽出液の作製には、冷凍させた納豆を解凍せずに用いた。ストマッキング袋 (栄研化学社製)
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に、40 g の冷凍納豆と 90 mL の蒸留水を加えてストマッカー (BagMixer 400、interscience 社製)に

て 3 分ストマッキングした。その後、抽出液は吸引濾過 (Ф0.22 µm、Millipore 社製)にて除菌した。 

 

12. γ-ポリグルタミン酸 (以下、γ-PGA)の定量 

 納豆中の γ-PGA の定量は、ヘキサデシルトリメチルアンモニウム=ブロミド (CET)法 (菅野・

高松、1995)を一部改変して行った。 

(a) 試薬 

CET 溶液は、3.64 g の CET (富士フイルム和光純薬社製)を秤量し、1.0 M 塩化ナトリウム溶液

に溶解し、100 mL に定容した。 

(b) γ-PGA の抽出 

良く撹拌した納豆 25 g を 200 mL 容ビーカーに秤量し、75 mL の 2.5％ (w/v)TCA 溶液を加え、

50℃のウォーターバスにて 3 分撹拌した。攪拌にはマグネチックスターラー (RCN-7、東京理化器

械社製)を用いて、300～350 回/分の回転数とした。その後、抽出液を茶こしと漏斗でこしながら、

100 mL 容メスフラスコに移し、2.5％ (w/v)TCA 溶液で定容した。混合後、40 mL を遠沈管に測

りとり、9,200 g・4℃・10 分で遠心分離した。上清 25 mL を 1.0 M 水酸化ナトリウム溶液 (富士フ

イルム和光純薬社製)で pH7.0～7.2 に調整した。この試料を蒸留水にて 50 mL に定容した。2 mL

容マイクロチューブに、300 µL の試料と 1,200 µL のエタノールを加えて撹拌し、室温で 5 分放置

後、7,600 g・4℃・10 分で遠心分離した。上清を除去し、1,200 µL の 80% (v/v)エタノール加えて

撹拌し、7,600 g・4℃・10 分で遠心分離した。再び上清を除去し、沈殿を 80%エタノールで精製し

遠心分離した。その後、上清を除去し 1,200 µL の滅菌水を加えて沈殿を溶解し、15 mL 容チューブ

に移した。さらに 1,800 µL の滅菌水を加えた。これをγ-PGA 精製液とした。 

(c) γ-PGA の検出 

2 mL 容マイクロチューブに、200 µL のγ-PGA 精製液と 800 µL の滅菌水、200 µL の CET 溶液

を加えて混合し、室温で 20 分反応させた。この際、精製液を滅菌水に置き換えたブランク 1 (1,000 

µL の滅菌水+200 µL の CET 溶液)、CET 溶液を滅菌水に置き換えたブランク 2 (200 µL の精製液

+ 1,000 µL の滅菌水)も同様に反応させた。反応後、400 nm にて濁度を測定し、以下の式に従い、
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納豆 100 g 中の γ-PGA 量を算出した。 

納豆中のγ-PGA 量 (mg/ 100 g natto) 

＝400 nm の吸光度*×0.125×0.8776×3
1
×50

0.3
×100

25
×100

𝑆𝑆
 

＝440 nm の吸光度*×21940
𝑆𝑆

 

*：試料反応の吸光度－ブランク 1－ブランク 2 

0.125：γ-PGA 量の吸光係数 

0.8776：グルタミン酸→γ-PGA 量換算係数 

S：納豆試料重量 (g) 

 

13. BF 形成 

 BF 形成量は Narisawa らの報告に従い (2011)、断りが無い限り、ヒト唾液をコートしたマイク

ロタイタープレート底部への細胞付着量をグラムサフラニンで染色し、被色量を測定することで評

価した。 

(a) ヒト唾液の調製 

ヒト唾液は Saliva-Normal, Pooled Donors (コスモバイオ社製)を使用した。本製品は少なくとも

3 名以上の健常者より得られた唾液の混合物である。ヒト唾液を 4,000 g・4℃・10 分の遠心分離を

行い、上清を得た。上清はФ0.22 µm のシリンジフィルターにて除菌を行い、使用まで-30℃で保存

した。 

(b) 唾液コートプレートの作製 

96 well titer plate の 1 ウェルあたりに 25 µL のヒト唾液を添加し、4℃で一晩インキュベートし

た。その後、唾液を取り除き、150 µL の PBS (pH7.4)でウェルを 2 回洗浄した。風乾後、以下の BF

形成量の評価に用いた。 

(c) 培養 

S. mutans の菌液は 1.0 mL の前培養液を 7,200 g・5 分で遠心分離により集菌し、培地と等量の滅

菌水に溶解させた (OD600=0.5)。これを BF 形成の菌液とした。BF 培養液の組成は以下の通りに行

った。1 ウェルあたり、100 µL の 2×TSB+0.5%スクロース培地、2 µL の菌液、及び各種試料を添
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加し滅菌水にて 200 µL に定容した。培養は 37℃・5%CO2・20 時間とした。必要に応じてプロテ

アーゼインヒビターである PMSF (Sigma-Aldrich 社製)、N-p-トシル-L-フェニルアラニンクロロメ

チルケトン (以下、TPCK) (Sigma-Adrich 社製)、及び Leupeptin (ペプチド研究所社製)をそれぞ

れ終濃度 0.1 mM 加えた。 

(d) 染色及び吸光度測定 

 培養後、培地を取り除き、ウェル底部に付着した細胞を 150 µL の蒸留水で２回洗浄した。50 µL

の 4％ (w/v)グラムサフラニン溶液 (BD 社製)で室温・10 分の染色を行った。染色液を取り除き、

150 µL の蒸留水で 2 回洗浄した。70% (v/v)エタノールで 30 分色素抽出し、吸光度 492 nm の測定

を行った。 

 

14. 生菌数測定  

 S. mutans の生育に及ぼす納豆抽出液の影響について、生菌数を計測することで評価した。培養

には 2×TSB+0.5%グルコース培地を使用した。S. mutans の菌液調製、及び培養液組成は「13. BF

形成」に示したものと同様とした。培養後、滅菌水にて適宜段階希釈し、BHI 寒天培地に塗布した。

37℃・5％CO2で 2 日間培養後、コロニー数を計測し、Colony forming unit (以下、CFU)として評

価した。 

 

15. S. mutans からの粗酵素液の抽出・精製 

BHI 液体培地に S. mutans の前培養液を 1% (v/v)植菌し、37℃、5%CO2、20 時間条件で培養し

た。得られた 120 mL の培養液を 8,000 g・5℃・10 分で遠心分離し、上清を取得した。上清は 60%

飽和で硫酸アンモニウム沈殿法により 4℃・3 時間塩析を行った。塩析後、10,000 g・4℃・30 分で

遠心分離を行い、沈殿したタンパク質を 0.1 M PBS (pH7.4)に溶解した。セルロース透析膜 (分子

量 12,000～14,000) (Viskase Companies Inc.社製)を用い、試料溶液に対して>100 倍量の 0.1 M PBS

にて3 時間透析した。透析後の試料は100 kDa の限外ろ過フィルター (Amicon® Ultra-100K、Merck

社製)にて限外ろ過を行った。得られた>100 kDa 画分は 2.0 mL の 0.1 M PBS (pH7.4)に懸濁し、

これを粗酵素液とした。 
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16. GTF 活性測定 

 S. mutans 培養液より得られた粗酵素液の GTF 活性は、スクロースを基質して 37℃・1 時間反応

後に得られる不溶性糖量を測定することで評価した。反応組成を次に示す。300 µg protein 相当の

粗酵素液を滅菌水にて 400 µL に定容した。これに 5% (w/v)スクロース溶液を 100 µL 加え、37℃

で 1 時間反応した。反応後、90℃・10 分の加熱処理により酵素を失活させた。試料を 18,000 g・

4℃・10 分で遠心分離し、沈殿を 500 µL の蒸留水で 2 回洗浄した。さらに 70% (v/v)エタノールで

洗浄及び乾燥させ、不溶性画分を取得した。不溶性画分に 500 µL の 0.5 M 水酸化ナトリウム溶液

を加え、37℃・1 時間インキュベートした。その後 18,000 g・4℃・10 分の条件で遠心分離を行い、

上清画分を得た。 

不溶性糖量はフェノール硫酸法にて評価した。100 µL の上清画分とこれと等量の 5% (w/v)フェ

ノール (富士フイルム和光純薬社製)、及び 500 µL の濃硫酸 (富士フイルム和光純薬社製)を混合

し、室温で 20 分放置した。その後吸光度 490 nm を測定した。得られた吸光度値は、グルコース溶

液にて作成した検量線に代入し、グルコース相当量として評価した。GTF 活性は pH7.4 で 1 分当

たりにグルコースを 1 mg 生成する値を 1.0 unit と定義した。 

 Subtilisin NAT による GTF 活性への阻害効果を評価するにあたり、あらかじめ粗酵素液と

Subtilisin NAT の混合溶液を 37℃・1 時間反応させ、これを活性測定に用いた。Subtilisin NAT の

終濃度は 0.1 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL の 3 条件とした。 

 

17. SDS-PAGE 

(a) 試薬 

30％ (w/v)アクリルアミド溶液 (A 液) 

58.4 g のアクリルアミド (富士フイルム和光純薬社製)と、1.6 g の N,N’-メチレンビスアクリル

アミド (富士フイルム和光純薬社製)を秤量し、200 mL 容フラスコを使用して蒸留水で定容した。

本研究ではこれを A 液とした。 

1.5 M トリス塩酸緩衝液 (pH8.8) (B 液) 
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 36.4 g のトリスヒドロキシルアミノメタン (Thermo Fisher Scientific 社製)と、0.8 g のドデシル

硫酸ナトリウム (以下、SDS) (富士フイルム和光純薬社製)を秤量し、150 mL の蒸留水を加え混合

した。塩酸 (富士フイルム和光純薬社製)で pH8.8 に調製後、200 mL 容メスフラスコを使用して蒸

留水で定容した。本研究ではこれを B 液とした。 

0.5 M トリス塩酸緩衝液 (pH6.8) (C 液) 

 12.2 g のトリスヒドロキシルアミノメタンと 0.8 g の SDS を秤量し、150 mL の蒸留水を加え混

合した。塩酸で pH6.8 に調製後、200 mL 容メスフラスコを使用して蒸留水で定容した。本研究で

はこれを C 液とした。 

4×サンプルバッファー (D 液) 

 10 mL の 0.5 M トリス塩酸緩衝液、4 mL の 2-メルカプトエタノール (富士フイルム和光純薬社

製)、1.6 g の SDS、4.0 g のスクロース、及び少量のプロモフェノールブルー (富士フイルム和光純

薬社製)をそれぞれ秤量し、20 mL 容フラスコを使用して蒸留水で定容した。本研究ではこれを D

液とした。 

10 ×泳動バッファー 

 15.2 g のトリスヒドロキシルアミノメタンと 5.0 g の SDS、72.0 g のグリシン (富士フイルム和

光純薬社製)を秤量し、500 mL 容フラスコを使用して蒸留水で定容した。必要に応じて、蒸留水で

希釈して使用した。 

CBB 染色液 

 2.5 g の CBB-R250 (富士フイルム和光純薬社製)、50 mL のエタノール、及び 75 mL の酢酸 (富

士フイルム和光純薬社製)を秤量し、1,000 mL 容メスフラスコを使用して蒸留水で定容した。 

脱色液 

 500 mL のエタノールと 150 mL の酢酸を秤量し、2,000 mL 容メスフラスコを使用して蒸留水で

定容した。 

(b) ゲル作製 

 分離ゲルの作製では 3.0 mL の A 液、2.25 mL の B 液、3.75 mL の蒸留水、及び小さじ 1 の過硫

酸アンモニウム (富士フイルム和光純薬社製)を混合し、10 µL の N.N.N.N-テトラメチルエチレン
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ジアミン (以下、TEMED) (富士フイルム和光純薬社製)を加え、ゲル板の 7 分目まで満たした。そ

の後蒸留水を上から流して気泡を消し、固まるまで静置した。濃縮ゲルの作製では、1.35 mL の A

液、2.25 mL の C 液、5.4 mL の蒸留水、及び小さじ 1 の過硫酸アンモニウムを混合し、10 µL の

TEMED を加え、蒸留水を捨てた分離ゲルのゲル板に満たし固まるまで静置した。 

(c) サンプル調製 

 SDS-PAGE に使用する各サンプルと D 液を 4：1 で混合し、100℃・5 分の加熱を行った。1×泳

動バッファーで満たした泳動槽にゲル板をセットし、10 µL のマーカー (Precision Plus ProteinTM 

Standards、BIO-RAD 社製)、及び 20 µL のサンプルをウェルにアプライした。 

(d) 泳動 

 泳動はサンプルが分離ゲルに入るまでは 300 V・15 mA、分離ゲルは 300 V・20 mA とした。泳

動後ガラス板からゲルを取り外し、CBB 染色液に 1 時間浸漬した。蒸留水で数回洗浄した後、一晩

脱色液中に浸漬し、ゲルの観察を行った。 

 

18. comC－変異株の作製 

S. mutans UA159 株の comC－変異株は、エリスロマイシン (以下、Erm)耐性遺伝子を相同組換

えにより導入することで作製した。遺伝子組換え実験は本学生物資源科学部で承認済みである (承

認 No. 2020-生物-030)。配列情報は、S. mutans UA159 株のゲノム配列 (GenBank accession number 

NC_004350.2)より取得した。S. mutans UA159 株のゲノム DNA から comC 遺伝子の 5’フランキ

ング領域を PCR 反応により増幅させた。増幅された断片は、クローニングベクターpUC19 (Vieira 

and Messing, 1989) (タカラバイオ社製)の EcoRI-KpnI 部位に挿入した。次に、comC 遺伝子の３

‘フランキング流域の PCR 断片を pUC19 の XbaI-HindIII 領域に導入した。得られたプラスミドを

BamHI で消化し、pResEmMCS10 (Shiroza and Kuramitsu、1993)由来の Erm 耐性遺伝子を導入し

て、pREScomCを作製した。S. mutansへの形質転換は既報の通りに実施した (Motegi et al., 2006)。

すなわち、BHI 液体培地に S. mutans UA159 株の前培養液を 10% (v/v)、及び加熱処理 (90℃・15

分)により不活化した Gibco® Horse Serum (Thermo Fisher Scientific 社製)を 10% (v/v)加え混合し

た。37℃・5％CO2条件にて対数期中期 (およそ 4 時間)まで培養し、これをコンピテントセルとし
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た。コンピテントセルに等量の BHI 液体培地を加え、これに直鎖化した pREScomC を加えた。

37℃・5％CO2条件にて 1.5 時間培養後、終濃度 10 µg/mL の Erm (Sigma-Aldrich 社製)を含む BHI

寒天培地に塗布した。37℃・5％CO2条件下で 2 日間培養後、Erm 耐性株を取得した。得られた形

質転換体はシーケンスにより変異の確認を行った。 

 

19. バクテリオシンアッセイ  

(a) S. mutans 野生株によるバクテリオシン生産性の評価 

 S. mutans 野生株のバクテリオシン生産性について、被検菌への阻止円の有無により評価した。

被検菌は、S. sobrius 6715、S. sanguinis ATCC10556、S. gordonii DL1、S. mitis ATCC6249、S. 

salivarius ATCC9759、S. oralis NBRC113011 を用いた (Table 0-1)。S. mutans の培養液を BHI 寒

天培地に穿刺し、37℃・5％CO2にて一晩培養した。その後、1% (v/v)の被検菌培養液を含む BHI

寒天培地を重層し、37℃・5％CO2 にて一晩培養した。培養後、被検菌に対する阻止円の直径を計

測した。必要に応じて、S. mutans の培養液に Subtilisin NAT 溶液 (終濃度 1.0 mg/mL)を加え、穿

刺した。 

(b) S. mutans comC－変異株によるバクテリオシン生産性の評価 

S. mutans の comC－変異株はバクテリオシン生産性が失われ、Competence stimulating peptide  

(以下、CSP)の添加により生産性が回復する (Tamura et al., 2009)。この特徴を利用し、Subtilisin 

NAT で CSP を処理をすることで、Subtilisin NAT がバクテリオシン生産性へ及ぼす影響評価が可

能になると考えた。CSP は受託 (ユーロフィンゲノミクス株式会社)にて合成を行った (NH2-

SGSLSTFFRLFNRSFTQALGK-COOH)。合成された CSP の純度は 98.41% (HPLC)であった。

CSP は滅菌水にて溶解し、適宜希釈して使用した。9 µL の CSP (1mg/mL)に 1 µL の Subtilisin NAT 

(10 mg/mL)を加え、37℃・1 時間反応させた。コントロールは Subtilisin NAT 溶液の代わりに滅

菌水を使用した。5 µL の先の反応液と 10 µL の BHI 液体培地、10 µL の comC－変異株の前培養液

を混合し、BHI 寒天培地に穿刺した。培養は 37℃・５%CO2条件で一晩行った。その後、1.0% (v/v)

の被検菌前培養液を含む 10 mL の BHI 寒天培地を重層し、37℃・５%CO2条件で一晩培養した。

得られた阻止円の直径を計測した。 
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20. RNA 抽出 

(a) 培養条件 

 BHI 液体培地にて一晩培養した菌液を 8,000 g・５分の遠心分離にて集菌し、菌体ペレットを培

地と等量の滅菌水に溶解して、これを菌液とした。15 mL の TSB+0.25% (w/v)グルコース培地に

菌液を 1% (v/v)植菌し、37℃・5％CO2条件にて対数期中期 (およそ 6 時間)まで培養した。必要に

応じて、10 mg/mL の Subtilisin NAT を培地の 10% (v/v)量添加し、培養を行った。 

(b) RNA 抽出 

RNA 抽出は ISOGENⅡ RNA 抽出試薬 (ニッポン・ジーン社製)を使用した。培養後、11,200 g・

4℃・15 分で遠心分離し、得られた菌体ペレットを 1.0 mL の ISOGEN II 溶液に溶解した。試料を

2 mL 容スクリューキャップ付きチューブに移し、ビーズ (Ф0.5 mm Zirconia/Silica Beads、BioSpec 

Products 社製)を適量加え、ビーズクラッシャー (µT-12、タイテック社製)で 3,200 r/min・180 秒

の処理に供した。その後、400 µL の RNA フリー水を加え、15 分室温にて放置した。16,200 g・15

分の遠心分離後の上清に、DNA を含む夾雑物の沈殿・除去処理を目的として 5 µL の p-ブロモアニ

ソール (富士フイルム和光純薬社製)を加え、室温にて 5 分放置した。その後、16,200 g・15 分の遠

心分離を行い、上清を得た。上清をイソプロパノール沈殿、及びエタノール沈殿に供し、これを精

製操作とした。得られた RNA を RNase フリー水に溶解し、-80℃にて保存した。 

 

21. RNA-seq 

 RNA-seq 解析は生物技研社への委託により実施した。トータル RNA を Quantus Fluorometer 

(Promega 社製)と QuantiFluor RNA system (Promega 社製)を用いた濃度測定及び 5200 Fragment 

Analyzer System と Agilent HS RNA Kit (Agilent Technologies 社製)を用いた品質確認を行い、RNA

濃度が 50 ng/µL 以上、かつ純度の指標となる RQN 値が 6.0 以上のサンプルを使用した。次に

riboPool (siTOOLs Biotech 社製)を用いて細菌由来の rRNA を除去した後、トータル RNA 300 ng

を使用し、MGIEasy RNA Directional Library Prep Set (MGI Tech 社製)を用いてライブラリーを作

成した。作成したライブラリーと MGIEasy Circularization Kit (MGI Tech 社製)を用いて環状化
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DNA を作製した後、DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Kit (MGI Tech 社製)を用い

て DNA nanoballs (以下、DNB)を作成した。DNBSEQ-G400 (MGI Tech 社製)を用いて、2×100 

bp の条件で作製した DNB のシーケンシング解析を行った。マッピングは Bowtie2 (ver. 2.4.2)に

より S.mutans UA159 株 (GenBank accession number NC_004350.2)を参照に行い、featureCounts 

(ver. 2.0.0)を用いて参照配列の遺伝子領域にマッピングされたリード数をカウントした。コントロ

ールサンプルと Subtilisin NAT 添加サンプル間の発現変動解析には「R」 (ver.4.2.1)の「edgeR」

パッケージを用い、Volcano Plotを作成し2群間のリードカウント数の変化量 (Fold change)が|Fold 

change|≧２かつ p 値＜0.05 を基準とし発現変動遺伝子として定義した。  
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Table 0-1. Bacterial strains. 

 

 

  

Genotype and Characterizations Reference

UA159 Wild type SpcS, ErmS, KanS Ajdić et al ., 2002

gtfB gtfB  ErmR Nakamura et al ., 2020

gtfC gtfC  KanR Nakamura et al ., 2020

gtfBC gtfB  ErmR, gtfC  KanR Nakamura et al ., 2020

gtfD gtfD  ErmR Nakamura et al ., 2020

comC comC  ErmR In this study
GS5 Wild type Biswas and Biswas, 2012
MT8148 Wild type Okahashi et al ., 1989
Isolate No. 1 In this study 
Isolate No. 14 In this study 
Isolate No. 19 In this study 
Isolate No. 20 In this study 
Isolate No. 23 In this study 
Isolate No. 25 In this study 
Isolate No. 29 In this study 
Isolate No. 31 In this study 

Isolate No.33 In this study 

S. sobrinus 6715 	Oral commensal
S. sanguinis ATCC10556 	Oral commensal
S. gordonii DL1 	Oral commensal
S. salivarius 	ATCC9759 	Oral commensal
S. mitis ATCC6249 	Oral commensal
S. oralis  subsp. oralis 	NBRC113011 	Oral commensal
B. subtilis  natto Miyagino Natto starter Miyagino Natto Seisakujo

S. mutans

Strain
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Table 0-2. Amplicons and oligonucleotide primers used in this study. 

 

＊Synthetic restriction sites added for cloning purposes are in lowercase 

 

 

  

Primer Sequence (5′→3′) Amplicon Reference

Sm479-F TCGCGAAAAAGATAAACAAACA

Sm479-R GCCCCTTCACAGTTGGTTAG

smb-F GTTTTTGATCCGCAAGCAGT

smb-R GCTCTTGCCAACGACAAAAT

mutI/III-F ATGCCGAGCTGAAAGAAAAA

mutI/III-R CCAGACTAGCATGGTGCTCA

mutII-F AGCGGTTGAAAACAGTCAGG

mutII-R GCTGAAACGATTGCCATTTT

nlmA-F TGGACAGCCAAACACTTTCAAC

nlmA-R TCGAATGAGTCCCCAAGTGC

nlmB-F ATTGTCAGAAGTTTTTGGTGGAGA

nlmB-R ACAGATCCAACCGCACCAAC

nlmC-F TCCAGCAATAGCCCCAAAGG

nlmC-R CTTTCAGCTGTTGAAGGTGGG

nlmD-F CAACTGTTGAGGGTGGTGGTA T

nlmD-R CCTAAAGCCGCTCCAGATACT

comCu-F 	cccccgaattcAAATCTGAACAAGCAGGGG

comCu-R cccccggtaccGATAGTGTTTTTTTCATTTTATATCTCC

comCd-F ccccctctagaGCCTATCAACATTTTTCCGGC

comCd-R cccccaagcttCCACTAAAGGCTCCAATCGC

htrA Chen et al ., 2007

mutI  and mutIII

Waterhouse and Russell, 2006

Waterhouse and Russell, 2006

smb

Narisawa et al ., 2011

Narisawa et al ., 2011

mutII

nlmA (mutIV)

nlmB (mutIV)

nlmC (mutV)

nlmD (mutVI)

comC 2

comC 1

Waterhouse and Russell, 2006

In this study

In this study

In this study

In this study
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第 1 章 

納豆の水溶性画分及び Subtilisin NAT による臨床分離 

S. mutans の BF 形成への影響評価  
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第 1 節 緒言 

 S. mutans は株の違いにより薬剤や抗菌剤に対する感受性が異なる。Järvinen ら (1993)や

Grönroos ら (1995)は、ヒト臨床株に対しクロルヘキシジンの殺菌効果を評価した結果、株毎

に感受性が異なることを報告している。Zayed ら (2021)は茶カテキンに対する耐性能は株毎

に異なることを示している。これまでに当研究室では納豆由来のプロテアーゼである Subtilisin 

NAT が S. mutans の BF 形成を抑制することを報告しているが、これらの検討は実験室株を対

象としたものであり、特徴が異なる S. mutans への影響は評価されていない (Narisawa et al., 

2014; Iwamoto et al., 2018)。本章ではヒト口腔より S. mutans の分離を行い、遺伝的評価と BF

形成能、バクテリオシン生産性の特徴を評価した。さらに分離株に対する納豆の水溶性画分、

及び試薬として利用される Subtilisin NAT の BF 形成抑制効果について評価した。 

 

第 2 節 ヒト口腔分離株の諸性状の検討 

第 1 項 ヒト臨床株の取得 

 本学松戸歯学部に来院した 3 歳から６歳の 9 名の患者から S. mutans の分離を試みた。患者

情報を Table 1-1 に示した。DFT は Decayed and Filled Tooth の略であり、う蝕の罹患状態を

知るために用いられる指標である。S. mutans の分離を試みた 9 名の患者の DFT は>4 であっ

た。本研究では 9 名の患者全てから 1 株ずつ計 9 株の S. mutans 候補株を取得した。 

 

第 2 項 ヒト臨床株の同定 

属種の推定は Chen ら (2007)の報告をもとに表層プロテアーゼをコードする htrA 遺伝子

(Biswas and Biswas, 2005)領域の PCR 増幅の有無による同定法に従った。その結果、9 株いず

れも予想される 500 bp 付近に遺伝子領域の増幅が確認された (Fig. 1-1)。よって 9 株を S. 

mutans と判断し、以降の実験に使用した。 

 

第 3 項 RAPD-PCR による遺伝的多様性評価 

RAPD-PCR とは、10 mer 程度のランダムプライマーを用いて低いアニーリング温度条件
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PCR 反応を行い、得られる多型バンドのパターンを解析することでゲノムの相違を検出する

方法である。PAPD-PCR はこれまでに様々な微生物の遺伝的多様性を評価する手法として広

く用いられ (Sarkar et al., 2002; Martín et al., 2003)、S. mutans にも用いられている (Redmo 

Emanuelsson et al., 2003)。本研究では実験室株である UA159 株、GS-5 株、及び MT8148 株

の 3 株と、本研究で得られたヒト臨床株 9 株の遺伝型の違いを調べるために、11 種類のラン

ダムプライマーを用いて RAPD-PCR を実施した。 

すべてのプライマー (Table 1-2)で増幅が認められ、150〜1,500 bp の範囲で 326 本の再現

性のある明瞭なバンドが得られた (data not shown)。44 本のバンドのうち 91%に多型が観察

された。7 つのプライマー (Primer 5、Primer 6、Primer 7、Primer 11、RI-16、OPH-18、OPH-

13)の多型率は 100%であり、Primer 2 及び Primer 9 は 75%の多型率を示した (Table 1-2)。

44 本の多型バンドから、遺伝的距離を算出した。この値に基づき作成された系統樹では、遺伝

的距離 0.4 の位置で 2 群に分類された (Fig. 1-2)。実験室株 3 株と臨床株 6 株が同一のクラス

ターを形成した。株間の遺伝的距離は 0.10-0.54 で、平均 0.38 であった。遺伝的距離が最も小

さかったのは No.25 株と No. 29 株の間であった。最も遺伝的距離が長かったのは、GS-5 と

No.19 株の間であった。以上の結果より、本研究で得られた臨床株は実験室株とは遺伝的に異

なり、また分離株間でも遺伝的に多様性であることが示された。 

 

第 4 項 ヒト臨床株の BF 形成能の評価 

 S. mutans の特徴の 1 つはスクロース依存的な BF 形成である。ヒト唾液でコートしたマイ

クロタイタープレート底部への BF 形成量をサフラニン被色量により評価した。結果を Fig. 1-

3 に示す。ここでは比較対象として第 3 項で用いた 3 種類の実験室株を使用した。分離株 No. 

31 株を除くすべての臨床株は、実験室株より高い BF 形成量を示した。 

 

第 5 項 ヒト臨床株のバクテリオシン生産能の評価 

 被検菌として 6 種の口腔常在菌を用いた (S. sanguinis、S. gordonii、Ｓ. ｍitis、S. oralis、S. 

salivarius、S. sobrinus)。その結果を Fig. 1-4 に示した。実験室株 3 株及び臨床株 9 株の計 12
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株の S. mutans はいずれも S. gordonii、S. mitis、S. salivarius、S. oralis に対する抗菌性が認め

られた。各株の S. sobrinus に対する抗菌性は乏しく、No. 20 株と No. 31 株の 2 株でのみ活性

が認められた。No. 20 株はすべての被検菌に対して強い抗菌活性を示した。 

実験室株を含む計 12 株のバクテリオシン構造遺伝子の分布を調べた結果、いずれの株にお

いても複数のバクテリオシン構造遺伝子の保有していた。その内訳は、Smb 陽性は 5 株、

Mutacin IV 陽性は 10 株、Mutacin V 陽性は 6 株、Mutacin VI はすべての株で陽性であった 

(Table 1-3)。また、Mutacin I、II、III の陽性株は確認されなかった。 

 

第 3 節 ヒト臨床株に対する納豆抽出液、及び Subtilisin NAT の BF 形成抑制効果 

第 1 項 納豆及び納豆抽出液の作製 

納豆は粘性に富み、またピラジン類と短鎖脂肪酸の存在により独特の香りを持つ (Hara et al., 

1984; Tanaka et al., 1998)。本研究で製造した納豆は大豆表面に均一な菌膜を形成し、納豆特有

の香りを有し、十分な糸引きと粘性を有していた。製造された納豆のγ-PGA量は、37.44±2.68 

mg / 100 g (湿重量)であった。納豆抽出液のプロテアーゼ活性は、13.1±1.5 units/mL であっ

た。γ-PGA 量とプロテアーゼ活性は、過去に報告された市販の納豆とほぼ同じであった 

(Iwamoto et al., 2018)。 

 

第 2 項 納豆抽出液による BF 形成抑制効果 

 S. mutans の BF 形成に対する納豆抽出液の抑制効果を調べた (Fig. 1-5)。10%、25%、50% (v/v)

の納豆抽出液を添加した後の培地中のプロテアーゼ活性は、それぞれ 1.3、3.3、6.5 units/mL medium

であった。50% (v/v)の納豆抽出液は、試験したすべての株について BF 形成量を 55%以上減少さ

せた。25% (v/v)の納豆抽出液は、ほとんどの菌株に対して BF 形成を約 40%抑制し、No. 14 株に

対して BF 形成を 72%抑制した。10% (v/v)の納豆抽出液は、試験したすべての菌株に対して BF 形

成にほとんど影響を及ぼさなかった。Kitagawa ら (2017)は、45 個のアミノ酸残基からなる納豆ペ

プチドがグラム陽性菌に対して殺菌性を示すことを示した。また、Karygianni ら (2020)は

Proteinase K の存在の存在によって S. mutans の生育が促進されることを示している。これは培地
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中のタンパク質がプロテアーゼによって加水分解され、生育に必要なアミノ酸が十分に供給される

ためであると考察されている。しかし本研究では、50％ (v/v)の納豆抽出液の存在は、いずれの S. 

mutans の生菌数に影響を与えなかった (data not shown)。この結果は、培地成分を変化させた場合

に異なる結果が得られるものと考えられる。 

 納豆抽出液の BF 形成抑制因子の特徴を明らかにするために、加熱処理及びプロテアーゼイ

ンヒビターを添加した際の BF 抑制効果を評価した (Fig. 1-6, Fig. 1-7)。加熱処理 (90℃・15

分)を施した納豆抽出液を 25% (v/v)量添加した際、S. mutans に対する BF 抑制効果は失われ

た (Fig. 1-6)。PMSF、TPCK、Leupeptin をそれぞれ終濃度が 0.1 mM 量培地中に添加した。

各インヒビターの0.1 µM濃度は、BF 形成に影響しないことを確認している (data not shown)。

その結果、25% (v/v)の納豆抽出液存在下における BF 形成抑制効果は PMSF の存在により失

われ、TPCK と Leupeptin では影響しないことが確認された (Fig. 1-7)。Subtilisin NAT に対

し、0.1 mM の PMSF は活性を 20%低下したが、同濃度の TPCK と Leupeptin では活性に影

響しないことが確認された (data not shown)。 

 納豆抽出液の BF 形成抑制効果がプロテアーゼ活性に起因するか確認するために、抽出液中

に含まれるプロテアーゼと同等の活性を有する Subtilisin NAT を用いて抑制効果を評価した

(Fig. 1-8)。0.12 mg/mL (protease activity; 6.6 units/mL medium)濃度の Subtilisin NAT は、試

験したすべての株で BF 形成量を 60%以上減少させた。0.06 mg/mL (protease activity; 3.4 

units/mL)濃度の Subtilisin NAT の存在下では、全 12 株の S. mutans に対し BF 形成量を 16

～75%の範囲で減少させることが明らかとなった。 

 

第 4 節 考察 

 これまでにヒト口腔より得られる S. mutans の特徴に関する研究が多数報告されている 

(Zayed, et al., 2021; Lembo et al., 2007; Waterhouse and Russell, 2006; Valdez et al., 2017)。本研

究では 9 名の小児う蝕患者の歯垢から S. mutans の分離を行い、遺伝学的特徴と BF 形成能、

バクテリオシン生産性について調べた。9 株の臨床株の BF 形成量は実験室株よりも高いこと

が示された。これと同様の結果はほかにも報告されている (Valdez et al., 2017; Zayed et al., 
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2021)。これまでにヒト口腔から分離した S. mutans の BF 形成能について、唾液よりも歯垢を

分離源とした場合で BF 形成能が高い株が取得され (Lembo et al., 2007)、またう蝕患者は BF

形成能に優れた株を保有することが報告されている (Mattos-Graner et al., 2000)。厚生労働省 

歯科疾患実態調査結果 平成 28 年度統計によると(https://www.mhlw.go.jp/toukei/list/dl/62-

28-02.pdf)、3 歳、4 歳、5 歳、6 歳の乳歯の DFT スコアはそれぞれ 1.0、0.9、1.7、2.4 であ

る。本研究で協力を頂いた 9 名の DFT スコアは>4 であり、全国平均よりも高いスコアであ

る。本研究ではう蝕患者の歯垢を分離源としていることから、BF 形成能が高い株が取得され

たものと考えられる。BF 形成のモデル微生物として研究が進められている枯草菌において、

実験室株は富栄養環境への適応が進み、様々な特徴の喪失し、BF 形成能も失われている 

(McLoon et al., 2011)。本研究においてもこれと同様の理由が当てはまるかもしれない。本研

究では、1 患者につき 1 株の S. mutans を取得した。一方で、ヒト口腔内には異なる特徴を有

する複数の S. mutans の存在が予想される。今後、DFT スコアと S. mutans の多様性について

評価する必要がある。 

 S. mutans の株レベルの特徴を評価にあたり、ある特定の遺伝子での特徴付けは困難であり、

ゲノム全体の特徴を評価する必要がある。本研究では 11 種類のランダムプライマーを用いた

RAPD-PCR 法により各株間の遺伝的特徴を評価した。RAPD-PCR のバンドパターンから得

られた系統樹に基づき、12 株の S. mutans は 2 つのクラスターで特徴づけられた。S. mutans

遺伝子型と BF 形成量の相関を調べるために，RAPD-PCR で得られた Jaccard 距離と BF 形成

量 (Fig. 1-3)に基づく Euclidean 距離の相関係数を求めたが，相関は得られなかった (r=-

0.082)。   

 S. mutans の産生するバクテリオシンについて、これまでにランチビオティクス型として 4

種類 (Smb、Mutacin I、Mutacin II、Mutacin III)、及び非ランチビオティクス型として 3 種類 

(Mutacin IV、Mutacin V、Mutacin IV)の存在が報告されている (Merritt and Qi, 2012 )。一般

に、ランチビオティクスは非ランチビオティクスよりも活性スペクトルが広い。一方で非ラン

チビオティクスは、S. mutans の菌株の中でより多く存在し、口腔 BF におけるコミュニティ

レベル及びポピュレーションレベルの相互作用において重要な役割を担っている。本研究で用
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いた 12 株の S. mutans は、複数のバクテリオシン構造遺伝子を有することが明らかとなった 

(Table 1-3)。一方で各バクテリオシン構造遺伝子の陽性パターンと抗菌活性の特徴には関連性

が認められなかった (Fig. 1-4,Table 1-3)。ヒト臨床株では、ランチビオティクス合成遺伝子の

陽性率は低く、非ランチビオティクスの合成遺伝子の陽性率が高い (Watanabe et al., 2021)。

本研究結果においてもこれと同様の傾向が認められた。Mutacin V や Mutacin VI は他の

Mutacin と比較して抗菌活性が弱いものと示唆されているが (Watanabe et al., 2021)、本研究

結果ではこれと同様の特徴を見出すことができなかった。S. mutans のバクテリオシン合成遺

伝子は構造遺伝子、及びプロモーター領域に変異が生じていることが報告され、サブタイプの

存在が示唆されている (Watanabe et al., 2021)。また、既知のバクテリオシン合成遺伝子をい

ずれも持たない株においても抗菌活性を有することが報告されている (Watanabe et al., 2021)。

バクテリオシン合成遺伝子とトランスポザーゼ遺伝子は共存しており、S. mutans 分離株にお

ける Mutacin 遺伝子の保有に多様性の駆動力は水平遺伝子移動であることが示唆される 

(Merritt and Qi, 2012)。今後はより多くの S. mutans を対象とした評価し、その特徴の理解が

必要であること考えられる。 

 本研究結果より、納豆の水抽出画分は試験した 12 株の S. mutans に対して高い BF 形成抑制

効果を有した。特に BF 形成能の高い No. 14 株、No. 23 株、No. 29 株、No. 33 株に対しても

有効であった (Fig. 1-5)。これらの結果は、納豆が異なる特徴を有する S. mutans に対して BF

形成抑制効果を有し、う蝕予防食品として利用できることを示唆している。納豆製造において、

納豆菌スターターに由来するプロテアーゼは糸引き性や香気の生成に関わり、納豆商品の特徴

に関与する。納豆菌の近縁種である枯草菌では、少なくとも 8 種類のプロテアーゼの合成遺伝

子が存在する。Kada ら (2008)は、納豆中のプロテアーゼの主体は aprN 遺伝子にコードされ

る Subtilisin NAT であることを報告している。これまでに、納豆菌の Subtilisin NAT をコード

する aprN 遺伝子変異株を用いて製造した納豆より得られた水溶性画分は、プロテアーゼ活性

の低下と、BF 形成抑制効果の低下が確認されている (Yokoyama et al., 2021)。Fujita ら (1993)

は終濃度 10 µM の PMSF は精製ナットウキナーゼの活性を完全に阻害し、同濃度の TPCK や

Leupeptin では活性が阻害されないことが示されている。本研究において納豆抽出液の BF 形
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成抑制効果は、加熱処理及び 0.1 µM の PMSF の存在により阻害され、同濃度の TPCK と

Leupeptin の存在には影響されないことが示された (Fig. 1-6,1-7)。このことから、本研究で作

製した納豆の水溶性画分の BF 形成抑制因子は Subtilisin NAT であるものと強く示唆された。

この結論を裏付けるように、納豆抽出液に含まれるプロテアーゼ活性に相当する Subtilisin 

NATを添加した場合、すべてのS. mutansに対してBF形成抑制効果が認められた (Fig. 1-8)。 

 本研究で得られた No.20 株と No.23 株は、10％の納豆抽出液の存在で BF 形成が促進され

た (Fig. 1-5)。No. 1 株と No. 25 株を除くすべての菌株は、25% (v/v)の熱処理済 (90℃・15

分)納豆抽出液の添加により BF 量が 1.5 倍以上増加した (Fig. 1-6)。同様の促進効果は、PMSF

を加えた際でも確認された (Fig. 1-7)。この理由については明らかではないが、納豆抽出液中

に熱に安定な BF 促進因子の存在が示唆された。納豆抽出液には BF 形成の基質となるスクロ

ースは検出限界以下であった (<1.0 mg/L) (data not shown)。未発酵の蒸煮大豆より得られる

水溶性画分は、BF 形成を促進させる (Iwamoto et al., 2018)。大豆抽出液はスクロースを含む

低分子化合物 (<Mw.14,000)を透析により除去した後でも、BF 形成を促進した (未発表デー

タ)。今後、納豆に含まれる BF 形成促進因子を明らかにすることは、納豆のう蝕予防食品への

利用性にとって重要な課題である。  

 BF 形成の最初のステップである担体上への付着は、その後の BF の成熟化にとって重要で

ある (Wen and Burne, 2002)。S. mutans の凝集を誘導すると、歯面への初期付着が妨げられ

る (Lee and Boran, 2003)。これまでにいくつかの植物アグルチニンが S. mutans の歯面への

付着を妨害することが報告されている (Yang et al., 2019)。最近の研究では、大豆に含まれる

イソフラボンであるゲニステインが S. mutans の凝集を誘導し、それによって BF 形成を阻害

することが示された (Lee et al., 2014)。本研究では大豆抽出物で S. mutans の凝集を誘導でき

なかったが (data not shown)、最近の研究では大豆中のゲニステイン含量が浸漬や蒸煮によっ

て影響を受けることが示されている (Kasuga et al., 2006)。今後、ゲニステインも BF 抑制因子

として有益であると考えられ、納豆発酵過程におけるゲニステインの挙動を明らかにする必要

があるだろう。  
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Table 1-1. Patient Information 

* DFT; decayed and filled tooth  

Patient No. DFT * Ages Sex

1 7 3Y8M Male

14 9 4Y9M Male

19 14 4Y0M Female

20 12 5Y8M Female

23 12 4Y0M Male

25 4 4Y6M Female

29 15 4Y5M Male

31 9 3Y6M Male

33 5 6Y8M Female
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 Fig. 1-1. Electrophoresis image of the S. mutans htrA gene region. Electrophoresis was performed using 

MultiNA (Shimazu). Markers were 1,000 bp DNA ladder (TAKARA). Lane 1; Marker, Lane2; UA159, 

Lane 3; GS-5, Lane 4; MT8148, Lane 5; isolate No.1, Lane 6; isolates No. 14, Lane 7; isolates No. 19, Lane 

8; isolates No. 20, Lane 9; isolates No.23, Lane 10; No. 25, Lane 11; No. 29, Lane 12; No. 31, and Lane 13; 

No. 33.  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Lane
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Table 1-2. List of selected primers and degree description of the polymorphism among twelve S. mutans. 
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Fig. 1-2. Unweighted pair group method with arithmetic mean dendrogram illustrating the genetic distance 

of twelve strains based on randomly amplified polymorphic DNA–polymerase chain reaction.  
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Fig. 1-3. Biofilm formation by twelve S. mutans strains. The results are expressed as mean ± standard 

deviations from three independent assays. 
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 Fig. 1-4. Antibacterial activity of S. mutans against 6 oral streptococcal species. To evaluate the 

antibacterial activity of bacteriocins, a direct assay was performed with the method described in the 

Materials and Methods section. Three independent experiments were performed, and the average diameter 

was calculated. The number in each panel represents the diameter of the inhibition zone (mm). 
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Table 1-3. Investigation of possession of bacteriocin structural genes in S. mutans. 
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Fig. 1-5. The effect of natto extract on biofilm formation. Black bars; the addition of 10% (v/v) of natto 

extract, Orange bars; the addition of 25% (v/v) of natto extract, and Silver bars ; the addition of 50% (v/v) 

of natto extract. Results are expressed as relative values, with the control set as “1.” Data represent the 

average of three independent experiments.  
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Fig. 1-6. Effects of heat-treated natto extract on BF formation. Black bars; The natto extract was added at 

25% (v/v) concentration, Orange bars; the heat-treated natto extract was added at 25% (v/v) concentration 

Results are expressed as relative values with the BF amount of unheated natto extract added to the culture 

medium set as “1.” Data represent the average of three independent experiments. 
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Fig. 1-7. Effects of protease inhibitor on BF inhibitory effects by natto extract. The natto extract was added 

at 25% (v/v) concentration. Black bars; control, Orange bars; the addition of PMSF (0.1 µM), Silver bars; 

the addition of TPCK (0.1 µM), and Blue bars; the addition of Leupeptin (0.1 µM). Results are expressed 

as relative values with the BF amount of unheated natto extract added to the culture medium set as “1.” 

Data represent the average of three independent experiments. 
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Fig. 1-8. The effect of commercially available Subtilisin NAT on biofilm formation. Black bars; the addition 

of 0.01 mg/mL of Subtilisin NAT, Orange bars ; the addition of 0.06 mg/mL of Subtilisin NAT, and Silver 

bars ; the addition of 0.12 mg/mL of Subtilisin NAT. Results are expressed as relative values, with the control 

set as “1.” Data represent the average of three independent experiments. 
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第 2 章 

Subtilisin NAT によるグルコシルトランスフェラーゼ

及びバクテリオシン生産へ及ぼす影響 
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第 1 節 緒言 

 S. mutans は 3 種類の GTF (GTF-B、GTF-C、及び GTF-D)を有する。GTF はスクロースのグ

ルコシル基をアクセプターに転移し同時にフルクトースを遊離する触媒作用を行う。この時、グル

コース、スクロース、あるいはすでに存在するグルカンなどがアクセプターとなりうる。この転移

を順次繰り返すことによりグルコース鎖が延長されグルカンが成長していく。GTF-B と GTF-C は

α-1,3 結合の不溶性グルカン、GTF-D はα-1,6 結合の水溶性グルカンの合成に関わる (Table 2-

1)。GTF-B と GTF-C をコードするそれぞれ gtfB と gtfC 遺伝子変異株では、BF 形成能が著しく

低下することから、両酵素は BF 形成にとって必須である (Fig. 2-1)。GTF-B 及び GTF-C はそれ

ぞれ 158 kDa と 150 kDa であり、スクロース存在下では細胞表層、スクロース非存在下では菌体外

に存在する (Hamada and Torii, 1978)。そこで本章でははじめに、S. mutans の培養液より得られ

た GTF 画分を用い、Subtilisin NAT による活性への影響について評価することとした。 

 S. mutans は複数のバクテリオシンを生産することが報告されており、口腔内でのニッチ獲得に

影響する。S. mutans のバクテリオシンのうち、非ランチビオテックの Mutacin IV、Mutacin V、

Mutacin VI の合成は菌体外 CSP 濃度に依存した ComCDE と呼ばれるクオラムセンシングシステ

ムに制御される (Kreth et al., 2005a; Kreth et al., 2005b; Khan et al., 2016)。クオラムセンシングシ

ステムは、細菌の細胞密度がある閾値濃度に達すると分泌されたペプチドフェロモンを用いて様々

な遺伝子の発現を制御する細菌の主要なコミュニケーション手段である。第 1 章において、すべて

のヒト臨床株は非ランチビオティック陽性であった。S. mutans の活性型 CSP のアミノ酸配列は

SGSLSTFFRLFNRSFTQALGK であり (Hossain and Biswas, 2012)、一般のタンパク質を構成する

アミノ酸から成る。よって、Subtilisin NAT は CSP を阻害する可能性が高く、これに伴うバクテリ

オシン合成の低下も期待される。そこで本章ではこの点について評価を行うこととした。 

 近年、システイン型プロテアーゼである Ficin が S. mutans の BF 形成を阻害することが報告さ

れ、これには BF 形成に関連遺伝子の発現抑制を伴うことが報告されている (Sun et al., 2021)。こ

のことから Subtilisin NAT の存在によって、遺伝子発現の変化を伴うことが予想される。RNA-seq

法はグローバルなトランスクリプトーム変化をモニタリングするための魅力的な手法であることか

ら (Marioni et al., 2008)、本研究においても採用することとした。 
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第 2 節 Subtilisin NAT による S. mutans へ及ぼす影響評価 

第 1 項 BF 形成抑制効果のメカニズム解析 

 S. mutans の培養液より GTF 画分を取得し、これと Subtilisin NAT を反応させた際の活性への影

響を評価することとした。結果を Fig. 2-2 に示した。S. mutans 親株の培養液より得られた粗酵素画

分には、0.11 units/mg protein の GTF 活性が検出された。S. mutans UA159 gtfBC－変異株より得

られた粗酵素画分では 0.0006 units/mg protein の GTF 活性が検出され、親株の場合と比較して大

幅な活性の低下が認められた。親株由来の粗酵素画分の GTF 活性は、Subtilisin NAT の存在によ

り活性が大幅に減少し、0.5 mg/mL の subtilisin NAT の存在下では 0.007 units/mg protein にまで

低下した。このことから、Subtilisin NAT は GTF 活性を阻害することが示された。  

 Subtilisin NAT が GTF を加水分解するか確認を行った (Fig. 2-3)。S. mutans の培養液から得ら

れた粗酵素画分を SDS-PAGE に供した結果、150 kDa 付近に 2 つのバンドが得られた。先行研究

から、これらは GTF であると予想される (Nakamura et al., 2020)。粗酵素溶液と Subtilisin NAT

の反応物を SDS-PAGE に供したところ、150 kDa 付近のバンドの消失が確認された。このことか

ら、Subtilisin NAT による GTF 活性の低下は、GTF の加水分解によるものと考えられた。 

 

第 2 項 Subtilisin NAT によるバクテリオシン生産へ及ぼす影響評価 

 Subtilisin NAT 存在下でのバクテリオシン生産へ及ぼす影響について評価するため、以下の実験

を行った。S. mutans を Subtilisin NAT と共に寒天培地に穿刺した。その後、被検菌培養液を含む

寒天培地を重層し、培養後の阻止円のサイズを評価した。Subtilisin NAT のバクテリオシン生産抑

制効果は UA159 株、No. 20 株、No. 23 株で顕著であり、No. 1 株、No. 14 株、No. 19 株、No. 29

株では影響は見られなかった (Fig. 2-4)。 

 Subtilisin NAT のバクテリオシン生産性の低下が菌体外 CSP の阻害によるものか確認を行うた

め、UA159 株をホストとして comC－変異株を作製した。comC－変異株は、S. gordonii 及び S. 

sanguinis に対する抗菌性が完全に失われた (Fig. 2-5)。comC－変異株に終濃度が 1.0 µM となるよ

う CSP を添加した場合、両被検菌に対する抗菌性が一部回復した。CSP を 0.5 mg/mL、及び 1.0 

mg/mL の Subtilisin NAT と反応させた場合、comC－変異株の抗菌活性は検出限界以下となった。
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このことから、Subtilisin NAT は CSP の阻害を介してバクテリオシン生産性を低下させるものと考

えられた。 

 

第 3 項 Subtilisin NAT による遺伝子発現への影響評価 

 S. mutans の遺伝子発現に対する Subtilisin NAT の影響を調べるために、1.0 mg/mL の Subtilisin 

NAT 存在下で培養した UA159 株の対数増殖期期中期の細胞から RNA を取得し、RNA-seq を用い

た。1.0 mg/mL の Subtilsin NAT はスクロース存在下における BF 形成を完全に抑制する濃度であ

る。本検討における RNA の取得は、スクロースを添加しない BHI 培地での培養液を用いた。生リ

ードをフィルタリングした結果、3 サンプルの繰り返しの平均はコントロールサンプルでは

32,246,224 であり、Subtilisin NAT の存在下では 32,781,194 のクリーンリードがあった。クリーン

リードのうち、Q20 は両サンプルで 98.7、Q30 はコントロールサンプルで 95.5、Subtilisin NAT の

存在下では 95.4 であり、高品質なデータであることが確認された。本研究では S. mutans UA159 株

配列を参照ゲノムとして使用した。 

Subtilisin NAT の有無について、3 回の独立した実験を行った。主成分分析の結果、無添加区と

比較して Subtilisin NAT 添加区において遺伝子発現に変化が認められ、全データセットで観察され

た分散の 89%が説明された (Fig. 2-6)。 

算出した遺伝子発現量と統計的基準 (｜fold change｜≧２,p-value＜ 0.05 )により、Subtilisin 

NAT の存在により計 69 個の優位な発現変化が認められ、このうち 13 個はアップレギュレート、

56 個はダウンレギュレートであった (Fig. 2-7)。Subtilisin NAT の存在により発現変動した遺伝子

は全体の 3.6%であった。ダウンレギュレートされた遺伝子には、バクテリオシンの構造遺伝子やバ

クテリオシンの免疫タンパク質をコードする遺伝子が含まれていた (Table 2-2)。アップレギュレ

ートを示した遺伝子は、ムタノバクチンの生合成に関わる遺伝子が含まれた (Table 2-3)。 

 S. mutans の BF 形成には先に示した GTF 以外も様々な因子の関与が示されている。S. mutans

の接着因子である SpaP やグルカン結合タンパク質  (以下、GBP)は初期付着や BF 形成に重要な

役割を果たす。SpaP は細胞表面局在性タンパク質であり、唾液腺アグルチニンと特異的に相互作用

することにより歯面へのスクロース非依存的な初期付着に関与する重要なアドヘジンである 
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(Yang et al., 2019)。S. mutans の GBP は GbpA、GbpB、GbpC、GbpD の 4 種が報告されており、

このうち GbpB と GbpC はグルカン結合性を有し、BF 形成に関与する (Huang et al., 2015)。細胞

表面関連 BF 制御タンパク質 BrpA は、S. mutans の環境ストレス応答と BF 形成に重要な役割を果

たすことが報告されている (Feldman et al., 2016)。RNA-seq 解析の結果より、GTF を含むこれら

各 BF 関連因子をコードする遺伝子発現は、Subtilisin NAT の影響を受けないことが明らかとなっ

た (Table 2-4)。 

 

第 3 節 考察 

S. mutans の BF 形成にはスクロースを基質として GTF の触媒作用により合成される不溶性グル

カンが必須である (Fig. 2-1)。Subtilisin NAT は、S. mutans の GTF の加水分解により活性を低下

させることが明らかとなった (Fig. 2-2, 2-3)。SDS-PAGE の結果より、Subtilisin NAT は S. mutans

に由来する複数のタンパク質を分解することが示された (Fig. 2-3)。この結果は、Subtilisin NAT が

様々なタンパク質を非特異的に分解することを示すものである。S. mutans の BF 形成には GTF 以

外にも様々な因子の影響をうける。本研究では消失した各バンドの同定は行われていないが、

Subtilisin NAT は様々なタンパク質に影響することで高い BF 形成抑制効果をもたらすものと予想

される。 

本研究において、Subtilisin NAT の存在により複数の S. mutans のバクテリオシン活性の低下が

認められた (Fig. 2-4)。S. mutans の comC－変異株と合成ペプチドを用いたバクテリオシン生産性

評価において、Subtilisin NAT は CSP を阻害することでバクテリオシン生産性を低下させることが

強く示唆された (Fig. 2-5)。CSP は ComCDE システムの活性化に関わる。ComCDE システムは

非ランチビオティックに関連する複数の遺伝子をレギュロンに持つ。これらレギュロンの特徴は転

写開始点のすぐ上流に保存された 9 bp の繰り返し配列を有する。本研究において、Subtilisin NAT

の存在によりバクテリオシン合成とバクテリオシンに対する免疫タンパク質をコードする遺伝子の

発現抑制が認められた (Table 2-2)。Table 2-2 に示す Subtilisin NAT の存在により発現が低下した

遺伝子のうち、nlmC、nlmD、immA、bsmB、SMU. 152、SMU. 1909c はいずれも転写開始点の上

流に comE の認識配列を有していた (data not shown)。よってこれらは ComCDE システムのレギ
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ュロンであると考えられる。これら ComCDE システムのレギュロンが Subtilisin NAT の存在によ

り発現量が低下したことは、CSP の阻害が原因であることを強く示唆するものである。一方で、

Subtilisin NAT の存在により comE の発現には影響がみられなかった。今後は発現変動が見られた

個々の遺伝子について、リアルタイム PCR などで詳細な検討が必要である。 

S. mutans は複数のバクテリオシンの存在が報告されているが、第 1 章で明らかなように臨床株

は非ランチビオティック合成遺伝子の陽性率が極めて高かった。非ランチビオティックは一般のタ

ンパク質に用いられる 20 種のアミノ酸が主な構成成分となっている。よって、Subtilisin NAT は直

接的にバクテリオシンを加水分解し、活性を低下させる可能性がある。S. mutans はバクテリオシ

ン生産パターンは多岐にわたることが報告され、未知バクテリオシンの存在も強く示唆されている 

(Watanabe et al., 2021)。今後はより多様な株を対象として、バクテリオシン合成に対する Subtilisin 

NAT の影響を調べる必要がある。 

S. mutans のゲノミックアイランド TnSmu2 は、ゲノムの 2％以上を占めている。ゲノミックア

イランドは、巨大な DNA 配列 (10〜200 kb)の両端に挿入配列が存在し、ゲノムの他の部分とは異

なる G+C 比率を示すことで特徴付けられる。TnSmu2 には nonribosomal peptide synthetases、 

polyketide synthases、nonribosomal peptide、polyketide 生合成に関わるアクセサリータンパク質や

制御因子をコードする mub 遺伝子クラスターが存在し、酸素耐性、H2O2 耐性、BF 形成に関与し

ていることが明らかになっている (Wu et al., 2010)。TnSmu2 の構成遺伝子のうち、Subtilisin NAT

の存在により発現量が亢進した mubA、mubE、mubH、mubG はいずれもムタノバクチン合成に関

わることが報告されている (Wu et al., 2010)。ムタノバクチンとは環状構造を有するポリペプチド

であり、黄色の呈色を示す物質である (Wu et al., 2010; Hansen et al., 2022)。これまでに mubA、

mubB、mubH、mubG はいずれも同一のプロモーターmubR  (SMU. 1349)の制御を受けるものと

推定されている (Wu et al., 2010)。ムタノバクチンは酸素耐性に関わることが報告されており、S. 

mutans の口腔内での定着性や優占化にとって極めて重要な因子であることが推察されているが、

その情報は限りなく少なく、現時点において Subtilisin NAT によるムタノバクチン合成遺伝子への

影響について評価が困難である。 

これまでにシステイン型のプロテアーゼである Ficin が S. mutans の BF 形成を抑制し、既知の
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BF 形成関連遺伝子の発現量に影響することが報告されている (Sun et al., 2021)。このことからプ

ロテアーゼの存在は S. mutans の幅広い遺伝子発現に影響を及ぼすことが示唆されている。本研究

において、Subtilisin NAT の存在によって全遺伝子のうち発現変動が認められたのは 3.6%の遺伝子

にすぎず、優位な変動は認められなかった。よって、Subtilisin NAT による S. mutans の遺伝子発

現レベルへの影響は限定的であるものと考えられた。 
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Table 2-1. Characterizations of GTF on S. mutans. 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1. Sucrose dependent biofilm formation by S. mutans UA159 wild type, gtfB⁻ mutant, gtfC⁻ 

mutant, gtfBC⁻ mutant and gtfD⁻ mutant. Culture for biofilm formation used non-saliva coat plate.  

GTF
M.w.
(kDa) Glucan Gene

GTF-B 158 Water insoluble (α-1,3) gtfB
GTF-C 150 Water insoluble (α-1,3)/Water soluble (α-1,6) gtfC
GTF-D 155 Water soluble (α-1,6) gtfD
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Fig. 2-2. Effect of Subtilisin NAT on GTF activity. The results are expressed as mean ± standard 

deviations from three independent assays.   
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Fig. 2-3. CBB-stained SDS-PAGE gels of crude protein fraction obtained from culture supernatant of 

S. mutans UA159 wild type. Lane 1; Size standards, Lane 2; Control, Lane 3; Subtilisin NAT (0.1 

mg/mL) treatment, Lane 4; Subtilisin NAT (0.5 mg/mL) treatment, Lane 5; Subtilisin NAT (1.0 

mg/mL) treatment. The arrow indicates 150 kDa molecular weight. 

  

Lane 1 2 3 4 5
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Fig. 2-4. Effect of Subtilisin NAT on antibacterial activity of S. mutans against 6 oral streptococcal 

species. To evaluate the antibacterial activity of bacteriocins, a direct assay was performed with the 

method described in the Materials and Methods section. Three independent experiments were 

performed, and the average diameter was calculated. The number in each panel represents the 

diameter of the inhibition zone (mm). Blue lines indicate control (absence of Subtilisin NAT); Red 

lines indicate Subtilisin NAT (1.0 mg/mL) treatment. 

 

  

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

9759

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius
9759

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

DL1

9759

0
5

10
15
20
25

S. gordonii

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. salivarius

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

9759
S. salivarius

0
5

10
15
20
25

S. gordonii
DL1

S. sanguinis
10556

S. mitis
6249

S. oralis
113011

S. sobrinus
6715

UA159 GS-5 MT8148 No.1

No.14 No.19 No.20 No.23

No.25 No.31 No.33No.29

・・・Non treated
・・・Subtilisin NAT treatment (1.0 mg/mL)



55 
 

 

Fig. 2-5. Effect of bacteriocin production by S. mutans UA159 comC－ mutant. CSP was added at a 

final concentration of 1.0 µM. S. gordonii DL1 and S. sanguinis ATCC10556 were used as test strains. 

If necessary, CSP was treated with a Subtilisin NAT of 0.1, 0.5, and 1.0 mg/mL, respectively. ‘N.D.’ 

indicates not detected. Three independent experiments were performed, and the average diameter 

(mm) was calculated. 
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Fig. 2-6. Principal component analysis (PCA) of gene expression in S. mutans control or presence of 

Subtilisin NAT (1.0 mg/mL). The plots show the first two principal components (PC1 and PC2), 

which account for 61% and 28% of the total variation of the data, respectively. 
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Fig. 2-7. Volcano plot of differential gene expression of S. mutans presence of Subtilisin NAT (1.0 

mg/mL) versus absence of Subtilisin NAT. Each point represents the average value of one transcript 

in three replicate experiments. The expression difference is considered significant for a multiple (FDR-

based) adjusted p-value of 0.05 (green broken horizontal line). The list of DE genes was then further 

filtered for biological relevance by filtering on a log2 fold change of ≥1 and ≤−1 (red points, outer blue 

broken vertical lines).  



58 
 

Table 2-2. Downregulated genes in S. mutans upon Subtilisin NAT.  

 

  

Gene id Gene log FC -log10 (p ) Product
SMU_RS00745 tnpA -1.079 6.081 IS200/IS605 family transposase
SMU_RS00760 -1.001 4.769 hypothetical protein
SMU_RS00900 -1.000 5.372 metal ABC transporter ATP-binding protein
SMU_RS01015 -1.242 7.376 DUF3173 domain-containing protein
SMU_RS01020 -1.267 7.788 DUF3850 domain-containing protein
SMU_RS01025 -1.663 12.912 hypothetical protein
SMU_RS01030 -1.635 12.807 phage tail-type lysozyme domain-containing protein
SMU_RS01035 -1.456 10.439 hypothetical protein
SMU_RS01040 -1.322 8.766 ATP-binding protein
SMU_RS01045 -1.399 9.404 conjugal transfer protein
SMU_RS01050 -1.540 11.152 hypothetical protein
SMU_RS01055 -1.348 8.986 conjugal transfer protein
SMU_RS01060 -1.433 9.987 hypothetical protein
SMU_RS01065 -1.057 5.878 hypothetical protein
SMU_RS01070 -1.394 9.474 hypothetical protein
SMU_RS01075 -1.342 8.954 replication initiation factor domain-containing protein
SMU_RS01080 -1.584 12.132 transposase
SMU_RS01085 -1.542 11.390 YdcP family protein
SMU_RS01090 -1.510 10.972 hypothetical protein
SMU_RS01095 -1.393 9.352 hypothetical protein
SMU_RS01100 -1.164 6.441 hypothetical protein
SMU_RS01105 -1.183 6.813 hypothetical protein
SMU_RS01110 -1.142 6.115 hypothetical protein
SMU_RS02065 nlmD -1.093 6.104 bacteriocin class II family protein
SMU_RS02415 -1.458 10.263 hypothetical protein
SMU_RS02895 -1.276 8.254 SH3 domain-containing protein
SMU_RS02955 -1.137 5.787 DNA internalization-related competence protein ComEC/Rec2
SMU_RS03175 acnA -1.685 13.584 aconitate hydratase AcnA
SMU_RS03180 -1.634 12.797 citrate synthase
SMU_RS03185 icd -1.553 11.703 NADP-dependent isocitrate dehydrogenase
SMU_RS06470 -1.307 8.410 2-oxo acid dehydrogenase subunit E2
SMU_RS06475 -1.383 9.189 alpha-ketoacid dehydrogenase subunit beta
SMU_RS07520 -1.418 8.925 P-II family nitrogen regulator
SMU_RS07525 -1.608 11.806 ammonium transporter
SMU_RS08020 cas2 -1.599 12.352 CRISPR-associated endonuclease Cas2
SMU_RS08025 cas1c -1.484 10.833 type I-C CRISPR-associated endonuclease Cas1c
SMU_RS08030 cas4 -1.367 9.334 CRISPR-associated protein Cas4
SMU_RS08035 cas7c -1.303 8.553 type I-C CRISPR-associated protein Cas7/Csd2
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Table 2-2. Continued. 

 
 

 

Table 2-3. Upregulated genes in S. mutans upon Subtilisin NAT. 

 

  

Gene id Gene log FC -log10 (p ) Product
SMU_RS08045 cas5c -1.252 7.946 type I-C CRISPR-associated protein Cas5c
SMU_RS08675 bsmB -1.025 5.486 Blp family class II bacteriocin
SMU_RS08680 -1.194 6.974 hypothetical protein
SMU_RS08690 imm -1.179 6.962 hypothetical protein
SMU_RS08695 immA -1.343 8.884 Blp family class II bacteriocin
SMU_RS09005 nlmC -1.023 4.028 hypothetical protein
SMU_RS09010 -1.219 4.852 ComGF family competence protein
SMU_RS09020 -1.144 5.102 type II secretion system GspH family protein
SMU_RS09025 -1.309 6.539 prepilin-type N-terminal cleavage/methylation domain-containing protein
SMU_RS09030 -1.484 9.243 type II secretion system F family protein
SMU_RS09035 tadA -1.187 6.487 Flp pilus assembly complex ATPase component TadA
SMU_RS09320 treC -1.448 10.312 alpha,alpha-phosphotrehalase
SMU_RS09325 treP -1.629 12.759 PTS system trehalose-specific EIIBC component
SMU_RS09555 -1.025 2.147 transposase
SMU_RS09955 -1.464 10.592 Fic family protein
SMU_RS09970 -1.107 5.713 hypothetical protein
SMU_RS10000 -1.311 1.356 transposase
SMU_RS10090 -1.599 12.088 lipase

Gene id Gene log FC -log10 (p ) Product
SMU_RS00235 1.036 5.606 DNA alkylation repair protein
SMU_RS01130 1.258 7.717 ImmA/IrrE family metallo-endopeptidase
SMU_RS05755 1.164 6.949 DUF4352 domain-containing protein
SMU_RS05760 1.049 5.676 hypothetical protein
SMU_RS06065 1.079 6.091 hypothetical protein
SMU_RS06070 1.018 5.488 hypothetical protein
SMU_RS06170 mubA 1.162 6.834 mutanobactin A non-ribosomal peptide synthetase MubA
SMU_RS06175 mubH 1.219 7.103 mutanobactin A polyketide synthase MubH
SMU_RS06180 mubG 1.450 9.273 mutanobactin A biosynthesis transacylase MubG
SMU_RS06185 mubE 1.180 6.741 mutanobactin A non-ribosomal peptide synthetase MubE
SMU_RS07095 1.285 8.388 glycogen/starch/alpha-glucan phosphorylase
SMU_RS09350 1.224 7.651 endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein
SMU_RS09355 1.195 7.371 PTS transporter subunit IIBC
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Table 2-4. Biofilm-related gene expression of S. mutans upon Subtilisin NAT. 

  

Geneid Gene logFC -LOG10(P) Product

SMU_RS190 gbpB 0.596 2.239 CHAP domain-containing protein

SMU_RS1995 brpA 0.155 0.325 biofilm formation/cell division transcriptional regulator BrpA

SMU_RS2900 spaP -0.610 2.325 cell surface antigen I/II

SMU_RS3590 gbpD 0.529 1.834 YSIRK-type signal peptide-containing protein

SMU_RS4210 gtfD 0.166 0.356 glucosyltransferase-S

SMU_RS4620 gtfB -0.358 1.014 glucosyltransferase GtfB

SMU_RS4625 gtfC -0.394 1.173 glucosyltransferase GtfC

SMU_RS6360 gbpC 0.123 0.245 glucan-binding protein

SMU_RS8705 comD -0.270 0.671 GHKL domain-containing protein

SMU_RS8710 comE -0.453 1.435 response regulator transcription factor

SMU_RS9655 gbpA 0.177 0.386 KxYKxGKxW signal peptide domain-containing protein
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 当研究室ではこれまでに納豆抽出液、及び納豆中の主要プロテアーゼである Subtilisin NAT が

S. mutans の BF 形成を抑制することを明らかにしている (Narisawa et al., 2014; Iwamoto et al., 

2018)。本研究では、納豆のう蝕予防食品としての利用に向けた基礎的データの集積を行うことを

目的とした。 

本研究で得られた結果について、模式図を示した (Fig. 3-1)。第 1 章では、小児う蝕患者から分

離した 9 株のヒト臨床株に対する納豆抽出液、及び Subtilisin NAT の BF 抑制効果を評価した。9

株のヒト臨床株には実験室株と比較して高い BF 形成能を有する株が含まれていた (Fig. 1-3)。納

豆菌宮城野株をスターターとして作製した納豆より得られた納豆抽出液はいずれの株に対しても高

い BF 形成抑制効果を示すことが明らかとなった (Fig. 1-5)。納豆抽出液に含まれる BF 形成抑制

因子は、Subtilisin NAT の特徴と良く類似した (Fig. 1-7, Fig. 1-8)。納豆抽出液と Subtilisin NAT

は S. mutans に対する生育阻害効果は認められなかった (data not shown)。このことから、納豆抽

出液と Subtilisin NAT は S. mutans の BF 形成抑制剤として有益であることが示された。 

第 2 章では、Subtilisin NAT による BF 形成抑制メカニズムについて評価した。S. mutans の BF

形成にはスクロースを基質として GTF の触媒作用よる不溶性グルカン合成が必須である。そこ

で、本研究では Subtilisin NAT による GTF 活性の阻害効果について検討した。その結果、

Subtilisin NAT は濃度依存的に GTF 活性を阻害することが明らかとなった (Fig. 2-2)。これは

GTF タンパク質の加水分解に起因することを明らかにした (Fig. 2-3)。 

また、第 2 章では Subtilisin NAT による抗菌活性ヘの影響についても評価した。S. mutans は口

腔内でのニッチ獲得のために複数種のバクテリオシンを合成することが知られている。Subtilisin 

NAT は S. mutans の抗菌活性を抑えることが明らかとなった (Fig. 2-4)。S. mutans のバクテリオ

シン構造遺伝子の一部は、ComCDE システムのレギュロンである。ComCDE システムの活性化

は CSP と呼ばれる 18 アミノ酸残基から成るシグナルペプチドが担う。Subtilisin NAT は CSP に

対して阻害的に働き (Fig. 2-5)、バクテリオシン構造遺伝子の発現量の低下を引き起こすことが明

らかとなった (Table 2-2)。よって、Subtilisin NAT の存在による抗菌活性の低下は、バクテリオ

シンを直接加水分解することに加え、転写レベルで影響することが示された。 

S. mutans の成熟した BF は不溶性グルカンに加え、核酸、タンパク質、テイコ酸などが主成分
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であり、これら各成分が BF 形成にとって協調的に働いている (Castillo Pedraza et al., 2017)。こ

れまでに S. mutans の成熟 BF に対して Proteinase K 処理の効果について検討されている。

Karygianni ら (2020)は、S. mutans の成熟 BF に Proteinase K を施すことでマトリックス内のタ

ンパク質量を低下し、BF の密度の低下をもたらすことを報告しており、さらにこの効果は菌体外

DNA の有無の影響を受けることを報告している。本研究において納豆抽出液、及び Subtilisin 

NAT は成熟 BF に対して減少効果を示さなかったが (data not shown)、他の酵素との併用により

BF 分解効果をもたらす可能性がある。 

 

全国納豆協同組合連合会によると、2019 年の市場規模は約 2,503 億円であり、発酵食品ブーム

の継続、消費者の節約志向、健康機能性の高さからマーケットは 8 年連続で拡大し、16 年以降は

過去最高を更新し続けている。2020 年に入り、国立がん研究センターが、日常的に納豆を摂取す

る層は死亡リスクが 1 割以上低下すると発表、TV 番組でも取り上げられたことから、更なる市場

規模が拡大している (Katagiri et al., 2020)。また、納豆は COVID-19 に対する抑制効果も期待さ

れている (Padhi et al., 2021; Oba et al., 2021)。今後納豆の摂食はさらに需要が高まるものと予想

される。 

本研究において納豆抽出液、及び Subtilisin NAT の S. mutans に対する抑制効果が示され、この

結果から納豆のう蝕予防食品としての利用が期待される。今後納豆の摂食とう蝕予防効果の関係に

ついて、摂食期間や摂食量、摂食のタイミングなどヒト臨床評価が必要となるだろう。近年、乳製

品やキャンディーなど特定の加工食品の摂食によるう蝕誘発への影響評価について報告されている 

(Anderson et al., 2018; Anderson et al., 2020)。これらの報告では、ハイドロキシアパタイト片を装

着したスプリント(マウスピース)を一定期間装着し、各食品を継続摂食した。また、一定期間の摂

食後、ハイドロキシアパタイトディスクの脱灰度、及び細菌叢の評価を行っている。これら報告を

参考として、納豆摂食によるヒト臨床実験を実施することでう蝕予防効果を評価することが可能に

なると考えられる。今後、更なるプロテアーゼ含量の高い納豆の製造が可能になることで、納豆の

摂食によるう蝕予防効果が期待される。Subtilisin NAT に類似した酵素は、中国の豆豉、韓国の豆

板醤、タイ北部の Thua nao などの他の伝統的な発酵食品からも得られる (Inatsu et al., 2006; Kim 
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et al., 1996; Wei et al., 2012)。よって納豆以外の食品でも S. mutans の BF 形成抑制効果が期待さ

れる。 

 

Subtilisin NAT は血清溶解活性を有する (Sumi et al., 1987)。消化管内で十分に安定であること

から、この酵素は経口血栓溶解療法に有用な薬剤であることが認められている。Subtilisin NAT は

栄養補助食品あるいは栄養補助食品として価値があると考えられている。Subtilisin NAT は安全性

が証明されていること、大量生産が可能である点で優位性を有する。 

Subtilisin NAT のう蝕予防剤としての利用を考える場合、口腔内での滞留時間を考慮する必要が

ある。今後は Subtilisin NAT を非加熱加工食品であるタブレット菓子などに加えること、洗口剤

への利用などが想定される。他の応用例としてこれまでに新規複合粒子としての Subtilisin NAT

の利用 (Wei et al., 2014)や、キトサン膜へ固定化したプロテアーゼによる創傷治癒 (Baidamshina 

et al., 2020)なども試みられている。納豆菌のγ-PGA の浄化作用や保水性に着目した歯科セメン

トへの納豆菌の包埋に関する検討も行われている (岡、2020)。今後、Subtilisin NAT の歯科素材

への応用利用も期待される。 

 

Subtilisin NAT による S. mutans の制御について、口腔微生物生態学にとっても有益な知見であ

ると考えられる。口腔 BF において、S. mutans は他菌種と協調的、もしくは競合的な種間相互作

用を構築している。これまでに S. mutans が産生するバクテリオシンと、S. sanguinis や S. 

gordonii が産生する H2O2を介した競合的相互作用が広く知られている。本研究で示した結果か

ら、プロテアーゼは S. mutans の口腔でのニッチ獲得にとって重要な役割を果たすことが示され

た。これまでに口腔細菌によるプロテアーゼを介した相互作用に関する研究はわずかである。

Wang ら (2011)は、歯面上への初期付着菌に由来するプロテアーゼが、S. mutans の定着を阻害す

ることを報告している。今後、より詳細にプロテアーゼを介した種間相互作用を明らかにすること

が可能になれば、口腔プロバイオティクスを利用した BF の制御が可能になるかもしれない。 
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Fig. 3-1.  Schematic image of Subtilisin NAT inhibiting effects on biofilm formation and bacteriocin 

production in S. mutans. In this study, the inhibition of biofilms by Subtilisin NAT was proposed to 

result from inhibition of GTF activity. One of the reasons for the decrease in bacteriocin productivity 

by Subtilisin NAT was thought to be due to decreased transcription of structural genes by inhibition 

of extracellular signal peptides.  
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論文の内容の要旨 

 

 

氏名：政所 謙吾 

博士の専攻分野の名称：博士(生物資源科学) 

論文題名：納豆由来プロテアーゼによるStreptococcus mutansの制御に関する検討 

 

緒言 

 う蝕とは口腔内細菌に由来する酸により歯の硬組織が脱灰することで生じる口腔疾患である。う蝕の

誘発は歯面上での微生物によるバイオフィルム(以下、BF)形成と密接に関連する。近年の研究により、

歯面上のBFについて健常部位ではStreptococcus sanguinis (以下、S. sanguinis)やNeisseria属、

Leptotrichia属などが主要な構成細菌であったのに対し、う蝕部位ではStreptococcus mutans (以

下、 S. mutans)やScardovia wiggsiaeなどの酸生産性や酸耐性に優れた細菌が同定された。う蝕が進

んだ病巣ではS.mutansが優占化することが報告されており、S.mutansがう蝕の誘発と進行にとって最

も重要な細菌種であると考えられる。 

 S.mutansは通性嫌気性のグラム陽性連鎖球菌であり、グルコシルトランスフェラーゼ(以下、GTF)

によりスクロースから不溶性のα(1-3)グルカンを合成し、歯面上に粘着性を有する強固なBFを形成す

る。また本菌は複数のバクテリオシンを生産し、口腔環境での定着性に影響することが報告されてい

る。これまでに口腔バイオフィルムの制御剤として使用されている抗生物質や薬剤は、耐性菌出現のリ

スク、人間の味覚の低下や口腔組織の色素沈着などいくつかの副次的作用を伴うため、その適用が制限

されている。よって新たなバイオフィルム制御剤の探索が求められている。 

当研究室ではこれまでに納豆の水溶性画分がS.mutansの生菌数に影響することなくBF形成を抑制す

ることを明らかにしている。さらに、納豆製造のスターターであるBacillus subtilis natto(以下、B. 

subtilis natto)により生産されるSubtilisin NAT (以下、Sub.NAT) (E.C. 3.4.21.62)でも同様にBF

形成抑制効果が認められている。Sub.NATはナットウキナーゼとしても知られるセリン型プロテアーゼ

である。これまでに Sub.NATが高い血栓溶解活性を有することが明らかになり、納豆の摂食は心血管疾
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患の発生率を低下させるとの報告があることから、機能性食品として注目されている。当研究室では納

豆の水溶性画分に含まれるBF形成抑制因子はSub.NATであることを示しているが、BF形成抑制メカニ

ズムについては未解決である。そこで本研究では納豆由来Sub.NATについて、これまで未検討であるヒ

ト臨床分離株への効果を検討した。さらにGTFとバクテリオシン産生への影響を評価し、口腔BF形成

制御剤としての利用可能性について検討を行った。 

 

第1章 納豆の水溶性画分及びSub.NATによる臨床分離S.mutansの BF形成への影響評価 

S.mutansは高い自然形質転換能を有することや複数のトランスポザーゼを保有することから、株レベ

ルでの遺伝的な多様性がもたらされている。遺伝的多様性は S.mutansの BF形成能や酸生産性及び酸耐

性にも影響を与えることが示唆されており、菌株間の表現型に大きな差異が見出されている。これまで

に行われた、納豆の水溶性画分やSub.NATによる BF形成への影響評価は一部の実験室株を対象とした

ものであり、多様な S.mutansに対しての有効性は検討されていない。そこで本章ではヒト口腔内から

臨床分離したS.mutansを用い、納豆の水溶性画分とSub.NATによるBF形成抑制効果について検討を行

った。 

 ヒト臨床分離株の取得は、日本大学松戸歯学部の倫理委員会の承認(EC20-28)を受け実験参加者及び

その保護者に実験の目的や内容を説明し同意を得た上で実施した。分離株は日本大学松戸歯学部付属病

院小児歯科を受診した3歳から 6歳のう蝕有病患者9名から採取した。歯垢を 0.9％ NaCl水溶液に懸

濁し、Streptococcus属選択培地であるMSB培地に塗布した。37℃で40 時間培養後、S.mutans特有の

ラフ型コロニーを釣菌し、さらに純化操作を行った。この結果、すべての患者から1株ずつ計9株を候

補株とした。属種の推定はChenら(2007)の報告をもとに表層プロテアーゼをコードするhtrA領域の一

部と遺伝子間領域の PCR増幅の有無による同定法に従い、9株すべてがS.mutansであると判断された。

分離株の遺伝的多様性はRandom Amplified Polymorphic DNA(以下、RAPD)法により評価し、得られたバ

ンドパターンから実験室株3株と分離株9株の計 12株間で遺伝的な多様性が示された。BF形成量はヒ

ト唾液でコーティングされた96ウェルプレートを用いたマイクロプレート法にて評価した。臨床分離

株と実験室株の計12株はそれぞれBF形成能が大きく異なった。一方でBF形成能とRAPD法により得ら

れた遺伝的多様性の間に関連性は認められなかった。 
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次に水で浸漬蒸煮した大豆(品種：スズマル)にB.subtilis natto Miyaginoを植菌し37℃で40 時間

培養し納豆を作製した。この納豆をもとに作製した水溶性画分のプロテアーゼ活性は市販納豆と同程度

であった。先の納豆より得られた水溶性画分は全てのS.mutansに対して濃度依存的にBF形成を抑制し

た。また、納豆の水溶性画分に対し90℃・15分の加熱処理、及びプロテアーゼインヒビターPMSFを添

加した場合、BF形成抑制効果は失われた。水溶性画分と同等のプロテアーゼ活性に調製した市販の

Sub.NATを用いた場合においても同様にBF形成抑制効果を示した。このことから納豆の水溶性画分、並

びにSub.NATは様々な特徴を有するS.mutansに対し、BF形成抑制効果を有することが示された。 

 

第2章 Sub.NATによるグルコシルトランスフェラーゼ及びバクテリオシン生産へ及ぼす影響 

 S. mutansはスクロースを基質としてGTFにより非水溶性グルカンを合成し、これがBF形成に強く影

響する。本章ではSub.NATによるBF形成抑制メカニズムについて、GTF活性への影響に着目した。GTF

活性はS. mutansの培養液より得られた粗酵素液を使用した。粗酵素液とスクロース溶液を37℃・1時

間反応させ、得られた非水溶性画分の糖量をフェノール硫酸法にて測定し、活性を評価した。Sub.NAT

は濃度依存的にGTF活性を低下させ、1.0 mg/mL濃度で完全に活性が失われた。この結果は、Sub.NAT

の BF形成抑制効果とよく一致した。また、SDS-PAGEにより Sub.NATがGTFに相当するバンドを分解す

ることが確認された。このことから、Sub.NATによるBF形成抑制はGTFの加水分解に伴う活性低下に起

因するものと考えられた。 

 S. mutansはこれまでに複数のバクテリオシンを生産することが報告されている。実験室株UA159で

は非ランチビオティック型の2種のバクテリオシン(MutacinIV、MutacinV)を生産し、S. sanguinisに

対する抗菌性を有することが報告されている。これらバクテリオシンの構造遺伝子は、菌体外ペプチド

(SGSLSTFFRLFNRSFTQALGK)を介したComD-ComE 2成分制御系の制御下にある。Sub.NATは菌体外ペプチド

に影響し、バクテリオシン合成能が失われるものと予想された。そこでUA159をホストとしてCSP合成

遺伝子であるcomC 遺伝子の変異株を取得した。得られたcomC変異株は口腔常在菌である S. 

sanguinisに対する抗菌性を失ったが、合成されたペプチドを添加することにより抗菌性が回復した。

Sub.NATとペプチドを反応させた場合、抗菌活性は失われた。このことから、Sub.NATは菌体外ペプチ

ドを不活化し、バクテリオシン生産性を低下させることが明らかとなった。 
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3章 総括 

これまでに口腔BFの制御において各種プロテアーゼの有効性が報告されているが、詳細については

不明のままであった。本研究では納豆に含まれる主要なプロテアーゼSub.NATが株レベルで特徴の異な

る複数のS. mutansに対してBF形成抑制効果を有することを明らかにした。この抑制効果はS. mutans

の GTFを阻害することに起因することを明らかにした。また、Sub.NATはS. mutansのバクテリオシン

生産性を低下させることを明らかにした。Sub.NATはS. mutansや他の口腔常在菌に対して生育に影響

しないことが確認され、また形成されたBFへの分解活性は認められていない。Sub.NATは血栓溶解活性

を有し、ヒトに対する安全性が担保されている。これら事実から、Sub.NATは非加熱加工食品や洗口剤

などへ利用することでう蝕予防品として利用可能になるものと考えられる。 

口腔内にはセリン型プロテアーゼ生産菌の存在が報告されている。特にS. mutansと共に歯面上でBF

を形成するS. sanguinisは複数のプロテアーゼを生産することが報告されている。口腔 BF内における

プロテアーゼを介した種間相互作用を理解することで、薬剤に頼らない口腔BFの制御が可能になるか

もしれない。 

納豆製造においてSub.NATは極めて重要な酵素であり、納豆特有の糸引きや香気の生成に強く影響す

る。納豆の継続的な摂食による口腔BFへの影響やう蝕予防効果は、今後疫学調査や臨床実験の実施が

必要となるが、本研究結果は納豆の新たな価値を創造するための一助となることが期待される。 
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