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＊� 大阪大学大学院歯学研究科口腔分子感染制御学講座（小児歯科学教室）

はじめに

　Streptococcus mutansはう蝕の主要な原因細菌であ
り，その菌体表層に分子量約 120kDa のコラーゲン結
合タンパク（Collagen－binding�protein;�CBP）を発現
している株（CBP 陽性株）が存在することが知られて
いる1）。CBP 陽性 S. mutans 株は，健常者の口腔にお
いて 10 ～ 20％の頻度で存在しており2），感染性心内膜
炎をはじめ脳出血，潰瘍性大腸炎，非アルコール性脂
肪肝炎および IgA 腎症といった全身疾患にも関連する
ことが報告されている３～7）。一般に，口腔細菌は口腔内
の出血により血流に侵入して菌血症を引き起こし，全
身疾患を発症させることがあると考えられている8）。一
方で，CBP 陽性 S. mutans 株は，Ⅰ型コラーゲンが有
機成分の主成分である象牙質へ付着できることから1），
象牙質う蝕や根面う蝕に関わると報告されている9）。象
牙質う蝕が進行し，口腔細菌が血管に富む歯髄へと到
達することにより，菌血症のリスクは増加すると考えら
れるが，炎症歯髄または感染歯髄と S. mutans との関
連性について着目した報告はこれまでなされていない。
本研究では，炎症歯髄または感染歯髄中における S. 

mutans の分布と病原性について CBP に着目して検討
することにした。

歯髄線維芽細胞への付着侵入能の検討

　歯髄サンプルの採取は大阪大学大学院歯学研究科倫
理委員会承認後，患児の保護者または本人の同意を得

て行った。乳歯由来の歯髄線維芽細胞は，当科にて矯
正治療上の理由で便宜抜髄となった 8 歳男児の乳犬歯
に対して，滅菌されたエアータービンおよびダイヤモ
ンドポイントを使用して髄腔開拡した後，滅菌クレン
ザーを用いて採取した。また，永久歯由来の歯髄線維
芽細胞は，智歯周囲炎のため抜歯を行うことになった
50 歳男性のう蝕に罹患していない智歯を用いて同様の
方法により採取した。供試菌として，日本人小児口腔
由来の MT8148 株（CBP 陰性株）10）および NN2004 株

（CBP 陰性株）11），抜歯後菌血症患者からの血液分離株
である TW295 株（CBP 陽性株）11）および TW295 株の
CBPをコードする遺伝子を不活化させたTW295CND株

（CBP陰性株）12），日本人小児口腔分離株であるNN219３
－1 株（CBP 陽性株）1３）および NN219３－1 株の CBP をコ
ードする遺伝子を不活化させたNN219３－1CBD株（CBP

陰性株）2）を用いた。S.mutans の歯髄線維芽細胞への
付着能の分析は，1.0× 105 個に調整した歯髄線維芽細
胞に対して 1.0 × 107CFU に調整した S. mutans を感
染させ，90 分間反応させた後に感染させた菌数に対す
る付着した菌数の割合を算出することにより行った３）。
侵入能の分析では，付着能の分析と同様にして S. 

mutans を歯髄線維芽細胞に感染させ 120 分間反応さ
せた後，抗生物質を添加し 180 分反応させることによ
り細胞表面に付着した菌を死滅させた上で，侵入した
菌数の割合を算出した。その結果，CBP陽性株は，CBP

陰性株と比較して有意に高い付着侵入能を示した。共
焦点レーザー顕微鏡を用いた観察から，CBP 陽性株で
は歯髄線維芽細胞への付着を認めたが，CBP をコード
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する遺伝子を不活化させた株では付着は認められなか
った（図 1）。

歯髄線維芽細胞における増殖能の検討

　S. mutans 感染による乳歯由来および永久歯由来歯
髄 線 維 芽 細 胞 の 細 胞 増 殖 能 の 検 討 を Methyl�
tetrazolium（MTT）法14）によって行った。供試菌とし
て，前述の歯髄線維芽細胞への付着侵入能の検討にお
いて使用した S. mutans 株を用いた。まず，1.0 × 105

個に調整した歯髄線維芽細胞に 1.0 × 107�CFU に調整
した S. mutans を感染させ，6 時間共培養した。その
後，MTT 溶液を添加して 4 時間反応させることにより
生細胞を染色後，0.04mol/L の塩酸を加えて細胞を溶
解し，595nm における吸光度をマイクロプレートリー
ダーで測定した。その結果，CBP 陽性株を感染させた
歯髄線維芽細胞は，CBP 陰性株を感染させた細胞およ
び S. mutans を感染させていない細胞と比較して有意
に高い細胞増殖能を認めた。また，CBP 陽性株を感染
させた細胞のうち，乳歯由来歯髄線維芽細胞における

増殖率は，永久歯由来歯髄線維芽細胞と比較して有意
に高い値を示した。さらに，光学顕微鏡を用いて観察
すると，CBP 陽性株を感染させた歯髄線維芽細胞にお
いて明らかな増殖が認められた（図 2）。

S. mutans 臨床分離株を用いた検討

　大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会承認後，当科
を受診し歯髄処置の適応となった 1 歳～ 20 歳の患者
64 名から，患児の保護者または本人の同意を得た上で
摘出した炎症歯髄または感染歯髄サンプルより S. 

mutans の分離を行い細菌 DNA を抽出した。これらの
S. mutans 株における CBP をコードする遺伝子の有無
を PCR 法を用いて分析した2，３）。その結果，64 サンプ
ル中 ３0 サンプル（46.9％）より S. mutans 株が分離
され，そのうち 6 株（20.0％）が CBP 陽性であった。
全ての CBP 陽性株がコラーゲン結合能を認めたのに対
し，CBP 陰性株においてコラーゲン結合能を示す菌株
は存在しなかった。また，CBP 陽性株では，CBP 陰性
株と比較して歯髄線維芽細胞への付着率が高い傾向を
示した。

おわりに

　本研究の結果より，CBP 陽性 S. mutans 株は歯髄線
維芽細胞に対し付着侵入能を有していることが示され
た。また，臨床的に増殖性歯髄炎が認められやすい乳

図 1　 S. mutans の歯髄線維芽細胞への付着能 
（共焦点レーザー顕微鏡像）

青：細胞核，緑：細胞骨格のアクチン，赤：歯髄線維芽細
胞に付着する S. mutans

　CBP 陽性株である TW295 株および NN219３－1 株におい
て歯髄線維芽細胞への付着を認めたが，CBP をコードする
遺伝子を不活化した TW295CND 株および NN219３－1CBD

株では付着が認められなかった。

図 2　 S. mutans の歯髄線維芽細胞に対する増殖能 
（光学顕微鏡像）

　CBP 陽性株である TW295 株および NN219３－1 株を感染
させた歯髄線維芽細胞において，明らかな細胞増殖を認め
たが，CBP をコードする遺伝子を不活化した TW295CND 株
および NN219３－1CBD 株では細胞増殖は認められなかった。
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歯由来の歯髄線維芽細胞において，S. mutans 株の感
染により高い細胞増殖能を示した。口腔検体を用いた
分析から，炎症歯髄および感染歯髄サンプルから実際
に S. mutans 株が分離され，そのうち 20％が Cnm 陽
性株であった。これらのことから，歯髄に達するう蝕病
変部には S. mutans が存在し，このうち CBP 陽性 S. 

mutans は歯髄組織に定着し菌血症を引き起こす危険
因子となり得ることが示唆された。
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