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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

自然環境や生体内など，固体表面と水が接するところ
において，その固体表面に付着した細菌は単独で存在す
るのではなく，特徴的な構造物の中で他の細菌と共同体
を形成する。この環境や生態に普遍的に存在する共同体
をバイオフィルム（biofilm）とよぶ11)。バイオフィルム
は水中の細菌が固相面に付着し，菌体外に排出した多量
の多糖基質に埋め込まれた構造からなる固着性社会集団
と定義されている3)。細菌は水環境ではプランクトン（浮
遊型）かバイオフィルムの形を取り，同じ細菌でもその
性質が異なることが明らかになっている。
バイオフィルムは水中の固相面に有機物あるいは無機
物からなる conditioning film（CF）を形成する。この
CF に細菌が付着し，菌体外多糖（extracellular polysac-
charides: EPS）を産生する。固相面上には EPS からな
るマトリックスに閉じ込められた細菌のマイクロコロ
ニーが点在し，これらのマイクロコロニー間を密度の低
いポリマーが存在し，その部分を水が出入りするいわゆ
る water channel を形成する。バイオフィルムでは細菌
の付着，マイクロコロニーや水路の形成などが自発的な
シグナリングで支配されている。中でも，クオラムセン
シング（Quorum sensing: QS）による，細菌間情報伝達
による細菌密度に依存的な遺伝子発現制御機構の関与が
示唆されている1,8)。
口腔内には 700を超えるともいわれる細菌が生息して
おり，これらの細菌が歯，歯肉溝，舌背など特有の生息
場所で，唾液などの影響を受けながらフローラを形成し
ている5)。口腔内のバイオフィルムはいわゆる歯垢やデ
ンタルプラークと呼ばれるもので，口腔バイオフィルム

は口腔の 2大疾患であるう蝕と歯周病に深く関与するこ
とが明らかになってきており，これらの疾患はバイオ
フィルム感染症であると考えられている4,6) また，口腔
バイオフィルムはある種の全身疾患の発症との関連にお
いて注目されている10)。
現在著者らは口腔バイオフィルム内での細菌間シグナ
ル伝達およびバイオフィルム形成，病原性遺伝子の発現
について解析している。本稿では口腔細菌の中でも，う
蝕細菌である Streptococcus mutansの QS系と病原性遺
伝子の発現およびバイオフィルム形成についてご紹介し
たい。

2.　バイオフィルムと菌体外多糖

細菌は単細胞生物で，単一の生命体として生存すると
考えられてきたが，孤立して存在するのはむしろ例外で
あることが明らかになってきている。バイオフィルム内
に生存する細菌はプランクトン型の浮遊細菌と比べ，形
態学的にも生理学的にも異なる性格を有する。バイオ
フィルムは「細菌自身が産生し菌体外に排出した多量の
多糖（菌体外多糖）に埋め込まれた状態で固体表面に付
着し，不動化された固着性社会集団」であり，生物・非
生物を問わず，その表面が水に浸っている事実上すべて
の物体表面にバイオフィルムは形成される。このように
バイオフィルムは水が流れている環境には大抵存在し，
固着性の集団社会を形成している。
バイオフィルム内にいる細菌は菌体外多糖を排出し，
菌はその中に埋め込まれているが，この菌体外多糖はバ
イオフィルムの性質を決定する。例えば，表 1のような
一般的な機能がこれまで報告されている。
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この菌体外多糖による粘着性の高いマトリクスでバイ
オフィルム内が占められていることにより抗菌剤，抗生
物質，免疫系など外界からの刺激に抵抗性を示す。例え
ば，浮遊細菌の状態では消毒剤による殺菌効果があるの
に対し，バイオフィルム内の細菌に対しては殺菌効果が
低いことが示されている。これは多糖体マトリクス（細
胞間基質あるいは間質）により覆われているため，抗菌
剤や消毒薬がバイオフィルム内の細菌に到達しにくいこ
ととバイオフィルム内部の細菌は静止状態にあり代謝活
性も低いため，代謝を阻害するような抗生物質は作用で
きないことによる。また，細菌間ではシグナルを用いた
情報伝達が行われ，毒素の産生，免疫系や抗菌薬に対す
る抵抗性，バイオフィルムの形成などが自己誘導される。
このことはバイオフィルム感染症が慢性化，難治化しや
すいことを物語っている2)。

3.　口腔バイオフィルム

口腔内では，まず硬組織である歯がバイオフィルム形
成の固相面となり，唾液タンパク質であるペリクル（獲
得皮膜）を介して多様な口腔細菌が付着してバイオフィ
ルムを形成する。これがいわゆる歯垢（デンタルプラー
ク）であり，う蝕，歯周病は口腔バイオフィルムによる
感染症と考えられている4)。
歯垢は 70～ 80％が水分で，残り 20～ 30％が菌体や

さまざまな化学物質からなる固形成分である。歯垢は微
生物細胞とその間隙を埋める細胞間基質（間質，マトリッ
クス）で構成されている。歯垢は湿重量 1 g あたり
1–2.5× 1011（2,500億）個の微生物を含んでおり，その
容量の約 70％は菌体である。微生物の構成は歯垢の付
着部位，成熟度などに強く影響されている。間質はタン
パク質と炭水化物を主成分とし，歯面への付着や細菌の
代謝産物である乳酸などを特定の場所に高濃度に保つこ
となどで，歯垢の病原性を決定する因子の一つとなって
いる。また，細菌の栄養源としても働いている。
歯垢の菌体間質はゲル様であり，電解質様の性質を帯

びているので，水，栄養素や荷電性，高分子のものの歯
垢への浸透や拡散は一般に緩やかである。一方，低分子
の非荷電性物質であるブドウ糖，ショ糖などの浸透・拡
散速度は速い。そのため，ショ糖などの発酵性糖質が歯
垢内の細菌により代謝され，乳酸を主とした有機酸が産
生され pH の急激な低下をもたらす。酸産生が引き続い
て起こり歯垢内での貯留が高まると，歯質の脱灰を招く
ことになる。歯のエナメル質表面は pH 5.5以下になる
と脱灰が始まり，これを臨界 pHと言う。
さらに，細胞間基質の水溶性グルカンやフルクタンあ
るいは菌体内多糖類（アミロペクチン様多糖）はエネル
ギーの貯蔵庫として働き，歯垢の飢餓時には分解されて
持続的な酸産生の維持を可能にしている。また，細胞間
基質の，う蝕レンサ球菌由来の不溶性グルカン（ムタン）
は，生じた有機酸の唾液への拡散・消失を妨げる障壁と
なって，歯垢中への蓄積を助長させる。よって，歯垢の
う蝕病原性は，歯垢内の有機酸の産生と拡散の動態が重
要な因子となる。

4.　S. mutans のバイオフィルム形成と

グルコシルトランスフェラーゼの役割

S. mutans は以下のような反応により，スクロースか
らグルコシルトランスフェラーゼ（GTF）を介して，グ
ルコースのポリマーであるグルカンを合成する。

n・スクロース→（グルコース）n ＋ n・フルクトース
↑

GTF

スクロースはグルコースとフルクトースが α1→ β2
結合した 2糖であり，GTF はスクロースをグルコース
とフルクトースに加水分解し（スクラーゼ活性），産生
されたグルコース残基をポリマーへと結合する。ヒトか
ら検出されるミュータンスレンサ球菌のうち，ヒトう蝕
に関与する菌として S. mutans は 3種類，S. gordonii は
4種類の GTF を産生する。この GTF によりスクロース
から水溶性および非水溶性のグルカンを合成する。GTF
の種類について表 2に示す。GTF がグルカンを合成す
る際には，反応のきっかけとして，プライマーとなる低
分子のオリゴ糖や多糖が存在するとその活性が増加する
場合がある。これをプライマー依存性という。それぞれ
の GTF のプライマー依存性について表 2に示す。
表 2のように GTF の種類によりグルカンという EPS

の性質が異なり，う蝕の病原性因子としての役割も異
なっている。また，グルカンの結合において α-1,6結合
が多いと水溶性になり，α-1,3結合が多いと非水溶性に
なる。

表 2．S. mutansのグルコシルトランスフェラーゼ

酵素名 遺伝子 局在 プライマー依存性 グルカンの水溶性 特徴

GTF-B gtfB 菌体結合 なし 非水溶性 多量の非水溶性グルカンを産生
GTF-C gtfC 菌体結合 なし 非水溶性 付着に重要
GTF-D gtfD 培養上清 あり 水溶性 GTF-C と共存で付着性グルカンを作る

表 1．バイオフィルムにおける菌体外多糖の役割

病原性を決定する因子
細菌の付着に関する物質
宿主免疫系に対する抵抗
乾燥に対する抵抗（保湿）
薬剤（抗菌剤・消毒剤）への抵抗
重金属の毒性への抵抗
有機溶媒からの保護
ファージの溶菌作用からの保護
原生生物の食作用からの保護
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S. mutans が歯の表面に付着する際のそれぞれの GTF
の関わりは図のようなものであると考えられる。まず，
GTF-D の存在下で形成された GTF-C の不溶性グルカン
は粘着性を持ち，S. mutans が歯面に付着する基礎とな
る。次に GTF-B が大量の非水溶性グルカンを産生する
ことで，S. mutansの付着を強化し，周辺の細菌を巻き込
み口腔バイオフィルムであるプラークを形成する4)（図1）。

5.　S. mutans バイオフィルム内での gtfB 遺伝子の発現

前述したように，GTF はバイオフィルム形成に非常
に重要な役割を果たしている。しかし，S. mutans の不
溶性グルカン合成に関与する遺伝子 gtfB のバイオフィ
ルム内での発現は明らかになっていなかった。そこで
我々は gtfB 遺伝子のプロモーターと緑色蛍光タンパク
質（green fluorescent protein; GFP）をレポーター遺伝子
とした系を用いて，同遺伝子のバイオフィルム内での発
現解析を行った。gtfB遺伝子のプロモーターと gfpの融
合遺伝子をもつシャトルプラスミドを S. mutans に形質
導入した株 S. mutans 854S を用いて，ポリスチレンプ
レート上に 0.5％スクロースを炭素源としたバイオフィ
ルムを作製し，その gtfB 遺伝子のバイオフィルム中で
の発現を共焦点レーザー微鏡下で解析した。S. mutans 
854S の gtfB 遺伝子はバイオフィルム形成の初期段階，
特にマイクロコロニー形成段階で強く発現することが明
らかになった14)（図 2）。
この S. mutans 854S を用いて，培地中で浮遊状態に
ある場合と，バイオフィルムの状態にある場合で gtfB
遺伝子の発現の違いについてフローサイトメトリーを用
いて解析したところ，バイオフィルムの状態にある方が
浮遊状態の場合と比較して 5倍近く発現が増強されるこ

とが明らかになった。これらの結果をリアルタイム RT-
PCR 法を用いて解析したところ，バイオフィルムでの
gtfB遺伝子の発現は，浮遊細菌の状態での 4倍程度増強
されることが明らかになった14)。

6.　スクロース非依存的な S. mutans の

バイオフィルム関連遺伝子

S. mutans のスクロース依存的なバイオフィルム形成
に関与する遺伝子について明らかになってきたが，スク
ロース非依存的な S. mutans のバイオフィルム関連遺伝
子については明らかになっていなかったため，スクロー
ス非依存的に関与する遺伝子群について解析した。ま
ず，S. mutans GS5株の染色体 DNA 上の遺伝子をエリ
スロマイシン耐性遺伝子でランダムに挿入失活した変異
株ライブラリを作製した。そのライブラリからグルコー
スを炭素源とした，バイオフィルム形成能が減少した
株を単離して，その変異株について解析した。このよ
うにして得られた変異株の多くが，遺伝的形質転換能
（competence）に関与する遺伝子群の 1つである，comB
遺伝子が不活化されたものであった。そこで，他の com
制御系関連遺伝子である comA, comC, comD, comE遺
伝子をエリスロマイシン耐性遺伝子で置換した変異株を
作製し，それらの変異株について同様にグルコース条件
下でのバイオフィルム形成能を解析したところ，comB
遺伝子の場合同様，バイオフィルム形成能の低下がみら
れた13)（図 3）。
この com 系によるペプチドインデューサーのシグナ
ル伝達機構では，comC 遺伝子から翻訳されるペプチド
インデューサー前駆体は comAB によりコードされる
ABC トランスポーターによりプロセシングを受け，
Competence Stimulating Peptide（CSP）として菌体外に
排出されている。CSP は細菌間シグナル伝達を担う分
子であり，その菌体外に放出されたシグナルペプチドは
細胞膜に結合している comD がコードする 2成分調節
因子のセンサーキナーゼにより感知され，comE 遺伝子
がコードするレギュレーターをリン酸化し，リン酸化さ

図 1．S. mutansのグルコシルトランスフェラーゼとその役割

図 2．S. mutans 854S 株のバイオフィルム　A．上から見た図
および矢状断面像　B．3次元像

図 3．com制御系関連遺伝子の変異株のバイオフィルム形成量。
白抜きはバイオフィルム形成量，黒抜きは成長を示す。
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れた ComE は comAB および comCDE オペロンの転写
誘導を行う（図 4）。S. mutans においてもペプチドイン
デューサーを介した QSがバイオフィルム形成に関与す
ることが明らかとなった13)。

7.　S. mutans のクオラムセンシングと

バイオフィルム形成

このように S. mutans においてもペプチド性のシグナ
ルを介した細菌間情報伝達が，バイオフィルム形成に関
与することが明らかになった。これまで報告されている
細菌間情報伝達系は表 3の通りであるが，S. mutans で
もオートインデューサー -2（autoinducer-2: AI-2）とよ
ばれる非アシルホモセリンラクトンシグナル分子による
情報伝達系が存在することが報告されていたため，
S. mutans の AI-2を介した QS 系について解析すること
にした7)。LuxS は S-adenosylmethionine の異化にはたら
く酵素であり，ribose homocysteineから homocysteineと
AI-2前駆体を産生する9)。そこで，S. mutans の LuxSを
コードする luxS 遺伝子の欠失株を作製し，バイオフィ
ルム形成における役割を解析した。luxS 遺伝子の欠失
株のバイオフィルム形成能はグルコースを炭素源として
培養した場合は親株とほとんど違いがないのに対し，ス
クロースを炭素源とした場合は著しく減少することが明
らかになった12)（図 5）。また，スクロースを炭素源とし
た場合は luxS 遺伝子の欠失株と親株はバイオフィルム
の性状が全く異なることも明らかになった。
さらに，luxS 遺伝子欠失株の gtf 遺伝子の発現に違い
があるか確認したところ，中期対数増殖期において
gtfB, gtfC 遺伝子の発現が増加することがあきらかに
なった12)（図 6）。このことから luxS 遺伝子欠失株では
スクロース条件下で，バイオフィルム形成時に gtfBC遺
伝子の発現が増強され，細菌塊をバイオフィルム形成の
比較的初期に形成し，その細菌塊は固相面に付着するも
のと洗い流されるものがあり，その結果バイオフィルム

表 3．細菌間情報伝達のモデル

1．グラム陰性菌：アシル化ホモセリンラクトンによる同種
間情報伝達（Acylated homoserine lactone: AHL）

2．グラム陽性菌：ペプチド性シグナルによる同種間情報伝達

3．グラム陰・陽性菌：Autoinducer-2（AI-2）による同種間お
よび異種間情報伝達

図 5．スクロースを炭素源とした場合の S. mutans luxS欠失株
のバイオフィルム形成。A．バイオフィルム形成量。白抜
きはバイオフィルム形成量，黒抜きは成長を示す。B．
S. mutans GS5株（左）と S. mutans luxS欠失株（右）の
バイオフィルムをクリスタルバイオレットで染色したもの
を示す。

図 4．S. mutansの com 制御系



13口腔細菌のクオラムセンシングとバイオフィルム形成

形成量が親株より少なくなったと考えている。
さらに，luxS 遺伝子欠失株と他の口腔細菌を共培養
することにより，luxS 遺伝子欠失株のバイオフィルム
形成量に対する他の口腔細菌の影響を解析した。口腔内
レンサ球菌では，S. gordonii DL1, S. sobrinus MT8145, S. 
anginosus FW73は S. mutans luxS欠失株のバイオフィ
ルム形成量を親株のレベルまで補うことが明らかに
なった（図 7）。これらの口腔細菌が産生する AI-2量を
Vibrio harveyi BB170株をレポーター株として解析した
ところ，これらの AI-2量は S. mutans GS5株のそれと
同等あるいはそれ以上の値を示した。また，歯周病細菌
として注目されているグラム陰性菌 Porphyromonas 
gingivalis, および Aggregatibacter actinomycetemcomitans
についても同様の解析を行ったところ，S. mutans の
luxS 欠失株のバイオフィルム形成量をある程度まで補
うことも明らかになった。さらに，P. gingivalisの luxS
欠失株と S. mutans の luxS 欠失株を共培養したところ，
S. mutansの luxS欠失株のバイオフィルム形成量は，共
培養しない場合とほぼ同程度であった12)。

8.　お わ り に

う蝕細菌である S. mutans のバイオフィルム形成に関
する因子について，特に QS系との関連を中心に述べた。
実験室レベルではシグナル伝達系が同細菌のバイオフィ
ルム形成に重要な役割を果たしていることが明らかに
なった。しかし，口腔に存在する細菌は非常に多く，口
腔環境は非常に複雑であることから，口腔バイオフィル
ムの形成機構および病原性の解明はまだまだ問題が山積
している。これらの諸問題をひとつひとつ解明していく
ことにより，う蝕，歯周病の制御に繋げていきたいと考
えている。
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