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5f／マpねCOCC〟ざ m〟ね〃ざ の変異相  

鶴水  陸   

MutationalPhasesofStreptococcusMutans  

TakashiTSURUMIZU  

Summary  

（報文）  

Mutants wereisolated fromvariousstrainsofStreptococcusmutans（HS－l，FA－1，10449，OMZ  

176，P4，OMZ175，KIR and RC－20）by mutagen－induced mutation．The shapes of each colony，  

adhesiveabilityshownby plaque－formingability，andbiologicalnatureofthemutantswerestudied・  

The following results were obtained from this experiment・Onthebasisofthe nature ofeach  

colonyinTYCagar plate cultures，itwasdeterminedthattherewerethreemutationalphases（phase  

一ヽ  

Ⅰ，phaseII，andphaseIII）althoughtherewasaslightdifferencebetweenthecoloniesofeachmutant・   

Inthe phaseI，agreatamOuntOfinsolubledextran－1ike－POlysaccharideswereproduced，andfirm  

and adhesive plaqueswere formed．In the phaseII，SOluble dextran－1ike－pOlysaccharideswereprodu－  

ced，and mutationwasobserved continuously．The plaque－formingabilitywasunstable・Inthephase  

III，nO adhesion wasobservedin plaquesbecause no dextran－1ike－POlysaccharides were produced or  

becausethere wasa decreaseintheproductionofdextran－1ike－pOlysaccharides．WhenthephaseIand  

the phaseIIIcoexisted proliferation of mutants and producibility of firm plaquesin the phaseI  

Wereinhibited extremelybymutantsinthephaseIII．   

Inthese cases，a differenceofproliferation ofmutantsbetweenthephaseIandthephaseIIwas  

observed．Thatis，SOme factorswhichreflect therate ofgroupchangesmayplayaroleinthediffer－  

encein the proliferation ratio，eSpeCia11y under thelimited conditions，SuChasthe use ofabroth  

Culture between the phaseIand phaseIII．Thedifferenceoftheadaptation，prOliferation，andviabil－  

ityofmutantsbetweenthephaseIandthephaseIIImaybeconsideredasthesefactors．  

Mutation between each phase，namely between the phaseIand the phaseIIand the phaseII  

and phaseI，mayOCCurnatura11yinsomestrains．Butahighermutationratewasobservedwhena一ヽ  

mutagen was used．Mutation between the phaseIand the phaseIIIoccurred only when a mutagen  

WaS uSed．Mutation between the phaseIIIandthephaseIandbetweenthephaseIIIandthephaseII  

WaS nOt Observed．   

るのは，本【笑lの撞け血えの付着と，それに結し、てplaqtle  

の什≡収てある．   

S什．川／J／〟〃∫の才、川抑ノな什状として、Sし1CrOSeから極め  

て帖オ：ノ【′廿∴圭むglucan（dextran－1ikepOl〉▼SaCCharides  

など）を合成するトう）い9）1J）  この合成醍泉 その〟在様式  

作用の多様性＝り1i）ぉよひで㌻成される如しICaIlなどの′L化  

∴．叩化∫、〃刷′ト「尤も明らかにされつつある   

惑梁什疾揖の病困の鋸刊＝二維々の突然変ソ一三▲株を川いる  

ことは，微ヰ．物甘は学の分野では，極めて一般的な研究  

法として行われている これらのノバ去の応用により5ル．   

Ⅰ 緒言  

購触（dentalcaries）の咄【州莱／先はLIIくか；，子J二われて  

きた二 5け．招血潮づを川し、た無菌動物による研究結果か  

ら，瞞紬の主要な病原菌であることか明古かにな、′ノた  

その後の研究の進な引二より，離油症H酎轟■lミとみなきれて  

いる 悠）来発現の第一のステソフとLて官製視されてい  

千・菓県衛生研究所  
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mutansのglucan合成の機序あるし、は，その遺伝学的支  

配機構の解明，plaque形成（付着様態）と鮪蝕誘発原性  

因子の決定に有力な方法となり得るものと考えられる。   

5′γ．椚狛k那の鋪蝕原性因子の探究4）14）17）に，この遺伝  

学的研究3）が応用されてきているが，これまで研究されて  

きた変異株は必ずしも多くはなく，各種の性状を有する  

変異株につし、て研究を進める必要がある。   

本研究は5′γ．7れ〟Jα乃5の常用株の各血清聖の南棟か  

ら，mutagen（nitrogenmasterd）誘発による変異株  

（mutattinalphase）を分離し，これらの変異株につい  

て鮨蝕原性の指票とされる付着能，変異柏共存下での相  

互の増殖様態について比較検討した。  

3．Mutagen処理法   

各菌株（原株）をYpTCSbrothまたはTYCbrothに  

37Oc24hr培養した培養液を8，000rpm30min遠心し，菌  

体をCMRL buffer＊で遠心洗浄して菌数約106CFU／ml  

に0．01～0．05mg／mlのnitrogenmastardを含む同  

buffer中に浮遊する，37O（Watherbath中で各min処理  

し，処理菌体はCMRLbufferを加えて8，000rpm30min  

遠心洗浄を行ない，これを一度TYC brothに37OclO  

～12hr培養したのちTYC寒天平根上に37℃48hr培養  

した後更に24hr室温に静置して発育したcolony様態  

を観察した。  

＊Connought MedicalResearch Laboratories処方，  

Appledmicrobiology Vo124．No3：506－507，1972．  

4．付着性   

付着性は各変異株をTYC brothに接種しStainless  

wireを挿入するwire plaque形成法は37℃24hrごとに  

新しいbrothに移し培養し，試験管壁付着性は37℃24hr  

ごとに新しいbrothと入れ挽いて培養を続け，それぞれ  

の菌株のphaseのplaque形成と付着増殖様態を観察し  

た。  

ⅠIl実験成績  

1．変異株の性状   

Str．mutans各菌株からmutagen誘発によって，TYC  

寒天平板上に生ずる colo叫7性状などが，それぞれの原  

株とは明らかに異った変異株を分離した。   

変異株はcolony性状で各菌株間で多少の差異はある  

が，いずれも3typeの特徴的形態を示した。ニのような  

5Jγ．椚？イ′α′Zざの変異株のcolony形態の表現について，  

COlony表面の粘着物の差からsmoth，rOugh，muCOid，  

semi－muCOidおよびnonmuCOid型などと呼称されて  

いるが）5）▲6）19） ，5Jγ．7乃～fJd乃5は一般的な培養に於てもしば  

しば自然変異的にi）相互間で変異性がみられ，mutagen  

の誘発により更に高い変異性を示して〈ることからみて  

も，これらは本菌の変異相（mutattinalphase）と考え  

るのが妥当であり，これらの変異株を変異相Ⅰ（mutat，  

tinalphasI），変異柏II（mutattinalphaseII）およ  

変異相III（mutattinalphaseIII）と名付けて区別した  

（PHOTOI）  

′■  ⅠⅠ研究の方法   

1．材料および方法  

使用菌株  
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＊BROTTHALLl2）およびPERCH15）による分類  

＊＊佐藤20）による分類  

Hl humantypeI  

H2 humantyl麗ⅠI  

R Rattype   

2．培地   

増菌用液体培地として0，5％yeast extractを加えた  

TrypticaseSoybroth（YTCSbroth），およぴSTOP－  

PELAAR（1976）18）の5％sucroseを加えたTYCbroth  

を使用し，寒天培地は，これに1．5％に寒天末を加えた。   

菌株の保存はTYC寒天平板上のColonyを3％gely．  

sateTMpeptone，10％glycerin溶液に浮遊し，少量ず  

つ分注してゴム栓を施し，一800cで凍結保存し，各実験に  

際してし、ずれも一度Y－TCS，brothまたはTYC broth  

に増菌して使用した。各培養はいずれも95％N2，5％CO2  

ガス置換法またはgaspaksystem（BBL）によr），培養  

温度は35→37℃で行なった。  

′■  
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3）mutationalphaseIII（相III）   

このphaseはいずれの菌株からも一般的な培養で自  

然変異的に出現してくることはなく，誘発変異によって  

のみ酢現した。不溶性dextran様多糖体の産生能は欠失  

しているので，各菌株共に差はなく，TYC寒天平板上で  

扁Jlその正輪酢の大形のcolonyを形成する。性状は極め  

で安定しており，phaseTII→phaseI，Phase日間の変異  

はみられない。ラットおよぴハムスターに長期間に亘り  

経続投与しても定着するが餉蝕を誘発することはない。  

2．Mutationalphaseの付着性（plaque形成）   

TYC brothてのwire plaque形成や試験管壁などの  

付着性か細蝕誘発の第一の指標と考えられている。各菌  

抹の各phaseの付着性は蘭株間の差はなく，phaselは  

著明に弓削占1な付着様態を示すc phaseIIは先にも述べた  

如く，安定性に乏しく，つねに変異性を示すので付着性  

も変動する。phaselIlはdextran様多糖体の産生能が欠  

失しているため付着性をホすことはない。（PHOTO2）  

3．Matationalphase相互間での増殖阻害   

各歯株より誘発変異により出現したphaseIIIと  

phaseI共存下でのplaque形成などの増殖様態につい  

て調べてみたが，TABLElに示した如く，Phaselllの共存  

下でphaselの増殖等は極度に抑制され，短期間に  

phaselは消失する「またphaselのwireplaqueを継  

代し，形成された時一〔■rでphaseIIIを接種すると，phase  

lIIかplaqueにイ木石浸入し旺盛に増殖を示すため，した  

いに崩壊し，Phaselは消失する。これらの関係について  

歯株の異なる両phaseの相L］1間ても検討したか，おなじ  

経過をたどった、  

PHOTO 2  

PHOTO I 

Phase I 

Phase II 

▲  

Phase III 

Colonialmorphology of SfreptOCOCCuS mutGnS（hu－  

mantypeI，10449）onTYCagar・  

1）mutationalphaseI（柑I）  

このphaseは性状からみて柄蝕を誘発する野生型（原   

株）と考えられ，TYC寒大平根上に簡株によって多少異   

なるがcolonyは質的に硬い多宗二の不溶性のdextran様   

多糖体に塊状に覆われている。菌株によってはphaseI   

≠phaseII間での自然変異性はよくみられ，mutagenの   

誘発によ．）高い変異率をホすc phaseIの分離純化は誘   

発後TYC prothなどに強い付着性とTYC寒天平板上   

に硬い多量のdextran様多糖体を形成するcolonyを再   

分艶を繰返して選定した）原株のようなphase12   

phaseII間の変異性はなく，ラットおよぴハムスターを   

用いた実験系で強い翻蝕誘発をホす。  

2）mutationalphaseII（柑ⅠⅠ）  

このphaseはどの菌株でも自然変異的に出現してく   

るが，誘発変異により明確なcolonyか形成されるcTYC   

寒天平根上では極く微量の不溶性dextran様多糖体か   

核のようになり，その上に球状または水滴状の多jli二の水   

溶性dextran様多糖体に希われているc薗抹によって差   

はあるが，安定性にとほ’しく，つねにphaselI2phase  

I（原株に近い性状）相互間の変ダーさかみられ，従って付   

着性やラットやハムスター実験系ての柵蝕．，秀発札性もイく   

定である。  

■■■   

Phase I PhaseIII PhaseIin additionto  

phase III culther. 

Adherence of s［7・ePtOCOCCuS mufanS（human typeI，  

10449）onthestainlesswire，  

－8－  
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がphaseIIIで占められる。また各菌株のphaseIを継代  

し序々にplaqueが形成されつつある時点でphaseIII  

を接種し継代すると，同様な経過を途り，plaque内で旺  

盛な増殖を示すたれ 短期間のうちに崩壊してphaseI  

は消失する。   

両phase共存のもとでの，このような関係は，向  

phaseの増殖率の差，即ちbroth培養のような限定され  

た条件下での増殖に於ては，集団変化の率に景ヱ響を与え  

得るいくつかの要田が関与してくることは当然予想され  

る。まずphaseIが，その置かれた環境条件と，よりよ  

く適応したphaseIIIの増殖，PhaseIとphaseIIIとの  

増殖率や生存能力の差などが影響してくることも考えら  

れる。   

phaseIIIはdextran様多糖休の欠共によ（）単独では  

付着性は示さないが，phaseIのplaqueのような付着的  

要因があれば，付着浸入して旺盛な増殖を示す。これら  

のことは相互間でGIBBONS7）が指適している如〈，両  

南棟のもつ繊毛屑の付着機構が関与していることが考え  

られ，極めて興味ある現象である。  
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Tablellnhibition of proliferation of the mutans  
observed when mutantin the phaseIIIwas  

inoculatedin culture of mutantsin the  

phaseI  

Streptococcusmutants humantype（10449）  

′－  

ⅠⅤ 考察ならびに結論  

5Jγ．7〃〟′d／ヱ5の納蝕誘発原性の支配因子を解明する目  

的で，humantypeI，humantypelIおよぴrattypeの  

いくつかの菌株からnitrogenmastardによる誘発変異  

により変異株を分離した。これらの変異株はTYC寒天  

平板上でのcolony性状および生化学的性状から菌株に  

よって多少の差はあるが，3t）rpeに大別され，これらを  

mutationalphaseI（変異相I），mutationalphaseII（変  

異柑II）およぴmutationalphaseIII（変異柏11I）と命  

名分類した。   

鮨蝕誘発の第一のステップと考えられている，歯牙薗  

えの定着性と関連するといわれているplaque形成等は  

pha父Ⅰのみが強固な付着性を示した。これらの差は産  

生するdextran様多糖体の質的な差によって異なり，最  

大の因子は産生するcellassociatedのdextranである  

といわれている4）＝） 。mutationalphase相互間の付着性  

の差もこの違いを示している。   

mutationalphase相互間の変異性はphaseI2  

phaseII間では自然変異的にもみられるが，誘発変異に  

よって，その変異率も幾分変更される。phaseI→phase  

Ill間の変異は誘発変異によってのみ出現し，PhaseIII  

→phasel，phaseIlえの変異について種々検討したが，  

現在のところ全く認められない。   

mutationalphaseIとphaseIIIの共存条件のもとで  

の相互の増殖様態と付着性の関係についてみると，接桔  

商量の差が方法等によらず，いずれの培養に於ても，増  

殖率の占める割合はphaseIが軽度に抑制され，殆んど  

′■  
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