
─   ─14
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研究題目： Streptococcus mutans による感染性心内膜炎における生体側の
応答に関する検討

目　的：
　Streptcoccus mutans は 齲 蝕 の 主 要 な 原 因 菌 で あ る 一 方， 感 染 性 心 内 膜 炎（infective 
endocarditis： IE）の起炎菌としても知られている。これまでに，S. mutans のうち菌体表層に
分子量 120 kDa のコラーゲン結合タンパク（Collagen-binding protein； CBP）を発現する菌株
が，血管内皮細胞への強い結合能および侵入能を有することを示した。また，心疾患患者から摘
出した心臓弁からは CBP をコードする遺伝子が高い割合で検出され，IE の病態に関与している
可能性を示した。IE の病原因子としては，起炎菌と血小板やフィブリン塊からなる疣贅（ゆう
ぜい）が挙げられているが，病原性に関与する生体側の因子の詳細については明らかになってい
ない。本研究では，CBP 陽性 S. mutans 株の血管内皮細胞への侵入に関わる生体側の因子明ら
かにし，IE の病原メカニズムの一端を追求することにした。

対象および方法：
1．S. mutans 供試菌株
　S. mutans 供試菌株として，菌血症患者の血液から分離された TW295 株 （CBP 発現株） を用
いた。また，TW295 株の CBP をコードする遺伝子に抗生物質耐性遺伝子を挿入することで不
活化させた TW295CND 株を用いた。
2．DNA マイクロアレイによる解析
　Brain heart infusion （BHI） 液体培地にて 37℃ 18 時間培養後，供試菌 （1X107 CFU） にヒト
臍帯血管内皮細胞 （Human umbilical vein endothelial cells；HUVEC） （1X105 cells） を加えて
90 分間反応させた後，反応液より抽出した RNA を用いた DNA マイクロアレイ分析によっ
て，各供試菌感染群および菌非感染群における遺伝子発現の変化を検討した。発現変化が認めら
れた遺伝子のうち，菌が細胞に侵入する際の細胞骨格の変化に関与するとされる低分子量 G タ
ンパク質の調節に関わる遺伝子を抽出した。
3．標的遺伝子のノックダウンによる菌の侵入能の変化
　マイクロアレイにより，TW295 感染群において有意な発現変化が認められた ARHGAP9 およ
び ARHGEF38 に関して，HUVEC に siRNA を導入することによりノックダウンを行った。遺
伝子操作を施していない HUVEC と標的遺伝子のノックダウンを行った HUVEC のそれぞれに
TW295 株を感染させ，侵入能を分析した。
4．共焦点レーザー顕微鏡による観察
　供試菌と HUVEC に感染させた後ホルマリン固定し，細胞の核および ARHGEF38 のそれぞ
れを免疫蛍光二重染色にて染色し，共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。
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結果および考察：
1．HUVEC における遺伝子発現の変化 
　マイクロアレイ分析から，TW295 株感染群は TW295CND 感染群と比較して，低分子量 G タ
ンパク調節因子のうち，ARHGAP9 において約 8.5 倍，ARHGEF38 において約 2.9 倍の発現上
昇が認められた。また，TW295 株感染群と菌非感染群とを比較すると，TW295 株感染群にお
いて ARHGAP9 において約 3.3 倍，ARHGEF38 において約 3.4 倍の発現上昇が認められた。一
方，TW295CND 感染群と菌非感染群の間では，これらの遺伝子の発現に大きな差は認められな
かった。
2．標的遺伝子のノックダウンによる菌の侵入能の変化
　ARHGAP9 をノックダウンしても TW295 株の HUVEC への侵入能の低下は認められなかっ
た。一方で，ARHGEF38 をノックダウンすると侵入能の有意な低下が認められた（図 1, 2）。
3．共焦点レーザー顕微鏡による観察
　TW295 株を HUVEC に感染させた群では，ARHGEF38 の明らかな発現を認めたのに対し，
TW295CND 感染群では，ARHGEF38 の発現はほとんど認められなかった（図 3）。

図 1　 ＋ siRNA の 導 入 の 有 無 に よ る ＋
ARHGAP9 および＋ ARHGEF38 ＋の
遺伝子発現変化＋

図 2　 ARHGAP9 および ARHGEF38 ＋をノック
ダウンした際の＋ TW295 ＋株の HUVEC
＋への侵入能の変化⧺（⧺検定により統
計学的有意差あり＋）（＊ P ＜ 0.01）

図 3　 ⧺共焦点レーザー顕微鏡によ
る 観 察 ＋（青： 核， 赤：
ARHGEF38）
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　本研究結果から，CBP 陽性菌株が血管内皮細胞に感染すると，細胞骨格の変化に関わること
で知られている低分子量 G タンパクに関連する遺伝子の発現変化が生じることが明らかになっ
た。また，これらの遺伝子のうち，ARHGEF38 の遺伝子発現の上昇が生じることで細胞表層構
造に変化が生じ，CBP 陽性菌株が細胞内へと侵入する可能性が示唆された。今後は，菌の侵入
との関連が認められなかったにもかかわらず CBP 陽性菌株で発現の上昇の認められた
ARHGAP9 の役割について明らかにしたいと考えている。また，マイクロアレイ解析から得ら
れたデータをより詳細に分析し，低分子量 G タンパク関連遺伝子以外の遺伝子についても検討
を加えることで，IE に関連するさらなる生体側の分子と病態との関わりを明らかにしていきた
いと考えている。
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