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Summary

　　　Inactivation　of　staphylococcal　bacteriocin（staphylococcin）by　bacteria　isolated　from

human　dental　plaque　was　investigated．　Dental　plaque　was　introduced　into　brain　heart

infusion（BHI）broth　containing　staphylococcin，　followed　by　incubation，　resulted　in

decrease　of　staphylococcin　activity，　as　compared　with　the　control　without　dental　plaque．

Staphylococcin　activity　was　depressed　also　when　the　dental　plaque　was　inoculated　onto

BHI　agar　plates　which　had　been　inoculated　previously　with　staphylococcin　producer　strain

（Slaphylococcz｛s　aurems　IYS－2）and　its　appropriate　indicator　strain．　and　sqbsequently

incubated．　In　this．way，14　strains　which　inhibited　staphylococcin　activity　were　isolated

from　the　dental　piaque　of　three　individuals．　These　strains　were　found　to　have　similar

biological　properties　each　other　and　were　identified　as　BiZcteηionema　matntchotii．　The

authentic　B．　matntchotii　strains（strain　ATCC　14266　and＃13）demonstrated　also　the　same

inhibitory　activity　against　staphylococcin．　However，　this　activity　was　never　fo皿d　in

another　bacterial　species　from　dental　plaque，　as　far　as　screened．

　　　The　inhibitory　substance　in　the　cell－free　extracts　of　the　isolated　strains　was　precipi－

tated　by　addition　of　ammonium　sulfate　at　70％saturation．　It　was　undialyzable　and　in’

activated　by　heating　at　70℃for　10　min，　indicating　this　substance　is　proteinaceous．

本論文の要旨は，第12回松本歯科大学学会例会（昭和56年6月）において発表した．（1981年11月9日受理）
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緒 言

　口腔細菌叢は，解剖学的部位によって各常在菌

叢の構成菌種ないし菌数に可成りの特徴が見られ

る事から今日，舌，唾液，歯垢および歯肉溝細菌

叢に大別されるlo）12）．この事実は，口腔内各部位

に異なる微生物学的生態系の存在を示すものであ

る．微生物学的生態系は，栄養的，物理・化学的

および寄生微生物の生物学的活性因子に依存し，

細菌叢が形成・維持（変動）する13）23）29）ものと考

えられる．一方，口腔の常在菌叢の生態学は，口

腔感染症のほとんどが内因感染である4｝ことか

ら，これらの病因ないし進行経過に関係して重要

である．しかし，口腔内における常在菌叢の生態

系は多くの要因を包含しており各因子の総合的解

析は極めて困難であり不明な点が多い12｝．われわ

れは，口腔細菌叢における菌種間相互作用系を明

らかにするため，特に抗菌因子としての生物活性

を主眼に検討を行い，これまで2，3の口腔常在

菌のbacteriocinないしbacteriocin様活性とそ

の性状について明らかにして来た5）6）24）25）26）．ま

た，最近，bacteriocinogenic　staphylococciが広

く口腔内に分布することも見出している27｝28）．し

かし，bacteriocinogenic常在菌が産生するこれら

抗菌活性は，口腔内非感受性常在菌によって影響

される可能性もある．本論文は，菌種相互作用系

に関連すると考えられる生物学的属性として歯垢

細菌のstaphylococcin（bacteriocin）活性に対す

る影響について検討し，歯垢細菌中・肱彪加〃ε％

iuatrzechotiiがstaphylococcin活性を不活化する

ことを示したものである．

研究方法

　Staphylococcinは，口腔より分離したStaPhy－

lOCOCCttS　aureus　IYS－2株の培養上清から0

～50％硫安飽和沈澱および75％ethanol処理に

よって得た27）28｝crude　bacteriocinを使用した．

　Staphylococcin不活化活性の検索のすべてに

StaPh．　aurezcs　209　P株を指示菌として使用した．

　歯垢細菌のstaphylococcinに対する不活化能

は，staphyloccin（128　U／mの加BHI（0．2％Y．　E．

supPlemented）brothに3例の成人歯垢を接種し

て37℃で好気培養した．経日的に各培養液の遠心

上清についてS妙九aurezas　209　P株を指示菌と

し，bacteriocin活性を検した．また，　BHI寒天平

板上にIYS－2株および各歯垢を交差培養および

隣接してstab培養（2日間）し，各培養平板をク

ロロホルム処理した後，指示菌含有BHI軟寒天

培地を重層した．24時間培養後歯垢細菌による

IYS－2株産生のbacteriocin活性すなわち指示菌

の発育阻止帯の抑制からも検した．歯垢培養菌か

らのcell　free試料は，指示菌含有BHI軟寒天平

板上に隣接して凹を作製し，中央の凹にstaphy’

lococcin，両凹に培養上清および培養菌体の超音

波処理した遠心上清を入れ，24時間培養後指示菌

の発育阻止帯の抑制程度から検索した．なお，試

料調製は，すべて0．05Mphosphate　buffer　pH

7．0を使用した．

　歯垢細菌からstaphylococcinに対する不活化

能を有する菌株の検索は，供試歯垢を希釈して，

staphylococcin（12　U／m2）加BHI寒天平板で2

～3日間好気培養した．無作為的に集落性状の異

なる独立集落のみを新たな培地に転写接種してお

き，培養平板をクロロホルム処理後指示菌含有軟

寒天のS　m¢を重層した．24時間培養後集落上周辺

での指示菌の発育の有無からscreeningした．ま

たreference株についても同様に検索した．不活

化能を有する分離菌株の性状は，Takazoe，

Takeuchi，　and　Nakamura40）らの方法に準じて検

索し，Bergey’s　manual　of　determinative　bac－

teriology　3）に準じて同定した．

　Staphylococcinに対する不活化活性の定量法

は，前述のstaphylococcin加BHI寒天（指示菌

含有）平板を使用し，これまでbacteriocin活性の

定量法5）25）に準じ，これとは逆の判定法を考案し

て行った．すなわち，寒天培地に凹を作製し，こ

れに被検試料を入れ，培地中に含有させた一定量

（12U／me）のstaphylococcin活性が不活化され

ることによって指示菌は凹部を中心に増殖して発

育帯が発現する．試料の指示菌発育帯を溌現させ

る最高希釈度から不活化活性を算定した．

研究成績

　3例の歯垢培養による培地中のstaphylococcin

活性は，いずれも1日培養で45～80％が減少し，

3日で全く本活性は認められなかった（Fig．1），

また，staphylococcin産生IYS　－2株と歯垢の交差

培養およびstab培養平坂においても明らかに
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●一●N－dental　plaque

▲一▲Y－denta「plaque

■一■　T－dental　plaque

｜ 2 3

　　　　　　　　　　　Cu「ture　t［me　rdays）

　　Fig．1．　Decrease　of　staphylococcin　activity　by

　　　　　　　incubation　with　dental　plaque

指示菌の発育阻II二帯が歯垢培養集落部位で顕著

な抑制を示した（Fig．2－a，　b，　c）．これらの所見は，

歯垢細菌によ’・てstaphylococcin活性が不活化

されることを示唆している．

　歯垢培養試料を使用して，本inhibitorの局在

を培養遠心上清および．菌体の超音波処理試料にっ

いて検索すると，培養遠心．L清に比較して菌体か

らの抽出試料は，指示菌の発育阻止帯を顕著に抑

制した（Fig．2－d）．この成績から本inhibitorは

菌体にassociateであると考えら71た．

　各歯垢培養平板からそれぞれ20集落の転写分離

集落中，不活化能を有するものは，N歯垢から5

株，T歯垢から6株およびY歯垢から3株で計14
株を得た（Table　L　Fig．2－e，　f）．

　Staphylococcinに対する不活化能を有するこ

れら分離菌株は，いず．れ］、種々の生物学的性状が

均一であった．すなわち，集落性状は，表面粗縫

のR型で培地固着性を有していた．液体培地で穎

粒状発育を示す．Gram陽性の長桿菌（線状）で，

顕著な異染頼粒も認められた．すべて好気培養で

良く発育し，Cata］ase陽性，　Voges－Proskauer反

応陽性，硝酸塩を亜硝酸に還元し，esculinを全株

が分解した．また，殆んどの．菌株がureaseを産生

亀遥幽鹸
紗曜■

臼

噸噸鯵鮪

3－1
ﾓ隙争3－2

Fig．2．　Inactivation　of　staphylococcin　by　dent・

　　　　　al　plaque　bacteria

a・b：Cr・ss・culture・meth・d　f・r　denta1　plaque，

　　　　　－1；N－dental　plaque．2；Y－dental

　　　　　plaque，3；T－dental　plaque，4；S．　aure－

　　　　　us　IYS－2

　　　c：Stab　culture　method　for　dental　plaque，

　　　　　－1～4；a，bref，5；N－saliva

　　d：Diffusion　method　for　cell　free　extract．

　　　　　－3－］；culture　supernatant．3－2；cell

　　　　　extract　from　T－dental　plaque　bacteri－

　　　　　a，4；staphylococcin

e，f：Staphylococcin　contain　BHI　agar　met－

　　　　　hod　for　isolates　or　reference　strains，－

　　　　　1；TB－2，2；TB－3、3：TB－8，4；TB－12．

　　　　　5；NB－3，6；NB－10，7；NB－24、8；

　　　　　YB－28，9；YB－36、10；B．　matmchotii

　　　　　ATCC　14266．　H；B．　iuatntchotii＝13，

　　　　　12；S．mutans　Ingbritt

Table　I．　Isolation　of　inhibi亡or　positive　s亡rains

　　　　　　from　dental　plaque

Origin Dental　p］aqu

Number N T
一

Isolates　tested

oos｛tive

20

T

20

U

Y

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3

Stab　culture　method　was　used、　BHI　ager　con－

tained　staphylococc｛n（12　u、me）
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しhippurateも分解した．　gelatin液化能はなく

indoleおよびH2Sを産生しなかった．炭水化物

分解能は，glucose，　sucrose，　maltose，　raffinoseお

よびdextrinを分解するが，　lactose，　galactoseお

よびinulinを分解しなかった．これらの性状は，

Bergey’s　manual　の記載3）また，　Takazoe，

Takeuchi　and　Nakamuraら40）が報告している

B．matmchotiiの性状と一致するものであった．

従って，staphylococcin活性に対する不活化能を

有する本分離菌は，1incterionema　matnLchotiiと

同定された．

　さて，歯垢からの分離菌株中B．matntchotiiを

除く多くの集落に本不活化能が認められなかった

事から，歯垢細菌中特定菌のみがstaphylococcin

活性を不活化することが示唆される．しかし，供

試分離集落がすべての歯垢細菌をカバーしている

とは考えられないので，主なreference株につい

てstaphylococcin加培地および各培養菌の遠心

上清および菌体より超音波処理によって得た抽出

試料によってさらに不活化能を検討した．その成

績はTable2，　Fig．2－f，10，11，　Fig．3に示した．供試

StreptOCOCCtts　salivan’ZCSおよびPropionibacteri－

um・acnesはstaphylococcinに感受性であるので

stab　培養法での検索は不可能であるが，　StreP．

mutans，　StreP．　sαnguis，　StreP．琉坑Actinomyces

viScosus，　A．　neaslundii，　A．　iSraelii．　P．　acnes，

Lactobacilltcs　acidoPhiltCS，ムcαs♂およびL．　fer－

mentiiにはいずれの検索法によっても不活化能

Table　2．　Distribut｛on　of　staphylococcin－inhi－

　　　　bitor　among　various　oral　bacterial

　　　　speCles

Det㏄tion method

Microorganisms Strains Stab
モ浮戟E

Cell

窒??E

Cu1－
狽浮窒

ture tract supe「・

natant

ぬ友痴ηθη辺η鯉励τんofガ ATCC　14266 十 十 十

＃13 十 十 十

S’砂z㏄oεα5〃3吻ηs Ingbritt
一 　 一

S舵ρ’㏄ocα慮sαη9泌 ATCC　10557 一 一 一

S舵がαごoεα邸ατ砺π’硲 ATCC　9759 ■

一 一

S’励z㏄ocαδ加腐 ATCC　9855 一 一 一

ノ1ε励o〃2yc杉∫泌ω∫郷 ATCC　l5987 一 一 一

ノ1cz伽沈y62s娩∫～鋤4‘ ATCC　12104 一 　 一

／1c吻伽ッc¢sる％’ガ ATCC　12102 一 一 　

乃o吻’oηぬπ吻’励ατηθs ATCC　6919 ●

一 一

レcro加c〃μ∫α敏φ〃泌 IFO　3205 一 一 一

』Zo』〃μsα＆∫ ATCC　7469 一 一 一

με£o凸㏄〃螂μη解万’ぱ IAM　1083 一 一 　
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が全く認められなかった．しかし，B．　matmchotii

の2株（ATCC14266，＃13）はいずれも分離菌同

様にstaphylococcinを不活化した．以上の成績か

ら歯垢培養で認められたstaphylococcinに対す

る不活化活性は，歯垢中のB．matruchotiiに起因

すること，また，staphylococcinを不活化する菌

種に特異性のあることを強く支持するものであ

る．

　B．2natruchotiiの本inhibitorの局在について

検討するため主にATCC　14266株および分離NB

－10株を供試した．供試菌を0．2％Y．E加BHI

broth（各1¢）で37℃2日間振握培養し，本遠

心上清および菌体より歯垢培養菌の検討に準じて

得た超音波処理試料（100m1）についての不活化活

性を見ると，菌体からの抽出試料は，培養上清の

約10倍の不活化活性を有していた（Table　3）．こ

れは先の歯垢培養菌で見られた成績と一致するも

のであった．また，分離NB－10株も同様の成績で

あった．菌体の超音波処理試料を硫安で塩析し，

透析して得た各画分の不活化活性は，Fig。4，　Fig．5

に示した．30～50％飽和硫安画分が最も本活性が

強く，次いで50～70％飽和画分であった．この事

から，B．　matruchotiiの本inhibitorは30～70％硫

15° P

言

b100

≧
三

8

・5

8
旦

亘

量50
co

＼s，．。。，an、　ln、britt

　　　Sf．　sanguis　ATCC10556

ミーZ＿NB－1。

0　　　　　　　　1　　　　　　　2　　　　　　　3

　　　　　　　Culture　time（days）

Fig．3．　Decrease　of　staphylococcin　activity　by

　　　incubation　with、飽τZθ万oη¢勿αmatnt－

　　　chotii
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Table　3．　Cellular　loちarization　of　staphylococ・

　　　　　　　cin－inhibitor

B．matr　4chotii

（ATCC　14266）

Activitv

（total　U）

Culture　supernatant

Concentrate（10　fold）of
culture　supernatant

Cell－sonicate

　　　O

I，200

12，800

15° P
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毛

言
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た
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ぢ

く　　　　　1
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i　　l
「　｝
｝　　1
｛　　　　　｛
　　　　　　　　　　　　　　　1
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Fig．5．工nactivation　of　staphylococcin　by　in－

　　　　　　hibitor　from　B．　nzatruchotii（NB－10）

Serial　two－fold　dilution　of　the　ammonium

sulfate　fraction．

1：×2、2：×4，3：×8、4：×16．5：×32、6：×64，

7：×128．8：heated　sample　of×2．

150

100

　0　　　　　　　　30　　　　50　　　　70

　　　　　　　Ammonium　sulfate　saturation　．％．．

Fig．4．　Distribution　of　the　staphylococcin－in・

　　　　　　hibitor　in　the　fractions　precipitated　by

　　　　　　ammonium　sulfate

90

安飽和で塩析する非透析性であることが判った、

本活性の熱に対する影響をこのcrude抽出試料

て検すると60．C，10分の加熱によって殆んどが失

活し，70Cてーは全く不活化能が消失した（Fig．6）．

また，本inhibitorによるstaphylococcinの不活

化程度を経時的に検討するため，両混合液（各125

U／ml）を37　Cでincubate後，80　Cで加熱して

残存staphylococcin活性を検索した．その成績

は，Fig．7に示す如く，30分のincubationて・殆ん

どのstaphylococcin活性が不活化され，45分で

は，全く認められなかった．この事から本因子は

短時間でstaphylococcin活性を不活化する事も

判った．また，本抽出inhibitorの蛋白分解活性に

ついてcaseinを基質として検討7，，　21）したが，本試

AE
≧

）
Pt

．亡！

，≧

6　50
＜

0

non 40　　　　　50　　　　　60　　　　　70

　　Temperature℃」Omめ．：‘

80

　　Fig．6．　Thermo－sensitivity　of　the　inhibitor

料中にぱ全く分解活性は認められなかった．

　B．matruchotiiの本inhibitorのP．　acnes

（CN－8株）が産生するacnecin活性5．24．に対す

る作用について，これまで同様に検討した．しか

し，いずれの検索法によってもacnecinに対し

て，B．　matmchotiiの不活化能が認められなかっ

た．
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　0
　　0　　　　　　　　15　　　　　　　30　　　　　　　45　　　　　　　60

　　　　　　1ncubation　time（min．）

Fig．7．　Time　course　of　inactivation　of　the　in－

　　　hib▲tor

考 察

　Bacteriocinないしbacteriocin様物質は，微生

物的拮抗因子であり30）31），常在菌叢の生態学にお

けるこれら産生菌の役割が興味ある主題として

種々論議されている1）2）23｝30）33）41）．従って，口腔

内常在菌のこれら活性・性状についての知見も多

い8｝11）14｝18）19）20｝23）32｝34）35）d2）．しかし，口腔細菌叢

におけるbacteriocinないしbacteriocin様活性

の発現・作用については，殆んど不明確である．

その理由として，多くの菌種（菌数）が常在する

口腔内生態系は，極めて多くの要因23）がからみ合

い単純でないことに起因するのであろうし，また，

個々の常在菌が保有する生物学的属性すなわち

bacteriocin（bacteriocin－like）活性一inhibitor

作用系の存在も考えられよう．bacteriocinを含め

たこれら抗菌活性に対する生物学的inhibitorに

関連した検討33｝は極めて少い．本研究で示された

歯垢細菌のstaphylococcinに対するinhibitorと

しての生物学的属性は常在菌種間相互作用系の一

端を明らかにしたものと言える．従って，B．

matn｛chotiiの本inhibitorが常在菌叢の生態系に

関与する可能性も考えられる．
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　B．matruchotiiの保有するinhibitorは，培養上

清中に殆んど産生されず，菌体の超音波処理試料

に強い不活化活性が認められる事から本因子は菌

体associateであると考えられる．また，本不活

化活性は，30～70％硫安飽和で塩析され，非透析

性であり，70℃，10分処理で失活する事から本

inhibitorの化学的本態は，蛋白性物質である事を

示唆する．bacteriocinないしその関連物質は一般

に蛋白を主体とした糖・脂質複合体と定義されて

いる15）31）．供試staphylococcin（IYS－2株由来）

もまた化学的に蛋白ないしpeptideを主体とした

homogenousな耐熱性のbacteriocinである27｝．

また，種々市販の蛋白分解酵素標品によって本活

性が不活化する事も判っている28）．しかし，歯垢

細菌中の蛋白分解能を有する菌種を含めた多くの

供試菌によっても，本staphylococcin活性がいず

れの検索法においても不活化が認められなかっ

た．また，B．　ruatmchotiiの菌体より抽出した不活

化能を有する試料には，少なくともcaseinを基質

としてのprotease活性は認められなかった．この

事はB．matmchotii以外の歯垢細菌の保有する蛋

白ないしpeptide分解に関する酵素学的不活化作

用を否定するものと考えられる．Bmotruchotii

のstaphylococcin活性に対する不活化機序は不

明である．多くの供試歯垢細菌中，B．　iuatntchotii

のみがstaphylococcin不活化能を有する事実は

興味深い．すなわち，bacteriocin－inhibitor系に

おける菌種間特異性の存在を示唆するからであ

る．また，このB．〃uatmchotiiのinhibitorは，

acnecin　5｝24）（P．　acnes由来）に対しては，全くそ

の作用が認められない事実はこの事を強く支持す

るものである．B．　matntchotiiの口腔内における

病原性36），石灰化能37）38）さらに免疫学的属性39）に

っいての報告がなされているが，本研究で明らか

にされた本菌のbacteriocin　inhibitorは，口腔常

在菌の生態系における本菌挙動の一端を示したも

のと言えよう．しかし，これまで報告されている

staphylococcinの産生するbacteriocinの性状は

9）16）1η22），理化学的にも必ずしも一様ではない．

従って本研究で明らかとなったB．matmchqtii　o

保有するこのinhibitorがすべてのstaphylococ・

cin由来のbacteriocinに作用するか否かは不明

である．本菌のstaphylococcin－inhibitorの精製

と共に，その作用機序の解明は，今後検討しなけ



236

れぽならない．

結

中村他：歯垢細菌のStaphylococcal　bacteriocinに対する不活化作用

論

　口腔内細菌叢における菌種間相互作用を明らか

にするため歯垢細菌のstaphylococcin（bacterio・

cin）に対する不活化能について検討した．

　Staphylococcin（IYS－2株由来）加BHI　broth

に3名の成人歯垢を接種し，培養後培地中のbac’

teriocin活性を検索すると，経日的に顕著な活性

の減少を示した．また，BHI寒天平板上でbac・

teriocin産生菌（IYS－2株）と歯垢の交差および

stab培養法によっても明らかに歯垢細菌が強く

staphylococcin活性を抑制する事が判った．歯垢

培養上清および同培養菌体の超音波処理試料は寒

天平板内拡散法でもstaphylococcin活性を抑制

し，その不活化活性は菌体抽出試料において顕著

であった．

　　　　　　　　　　　　　　　t　歯垢細菌から，これら不活化能を有する菌株の

screeningをstaphylococcin加平板法で行い，明

らかに不活化能を有する14株を分離した．本分離

菌はいずれも均一な生物学的性状を有し，llZC－

ten’onema　matmchetiiと同定された．また，　B．

matncchotiiのreference株（ATCC　14266，＃13）

も分離菌同様のstaphylococcin活性を不活化し

た．しかし，B．　matmchotii以外の分離菌株および

reference株には，いずれの検索法によっても本

不活化能は全く認められなかった．

　B．motmchotiiのstaphylococcin－inhibitorは

歯垢培養試料で認められた不活化活性と一致し，

本inhibitorは，菌体にassociateであり，30

～70％硫安飽和で塩析し，非透析性であった．ま

た，70℃，10分処理によって不活化活性が消失し

た．この事から本菌inhibitorの化学的本態は蛋

白性物質である事が示唆された．口腔内細菌叢に

おけるbacteriocin－inhibitorとしての常在菌の

生物学的属性の一端を明らかにし，B．　matntchotii

の生態系における役割について考察した．
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