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Abstract:EnterococcusFaecalishasbeenisolatedfrequentlyfromhumanintestinaltracts.Alsowehavereported

previouslythatthesebacterialspecieshasbeenoccurredaspredominantalkaliresistantbacteriainhuman

infectedrootcanals.Theaimofthisstudyistoevaluatephylogeneticdiversityof16SrRNAofthehumanoral且

faecalis.

Inthepresentstudy,weused9strainsofE.faecalis,ATCC19433T,4strainsisolatedfromhumaninfectedroot

canalsand4Strainsisolatedfrom humanfeces.From cellsofthesebacterialstrains,genomicDNAswere

extractedbyusinglnstaGeneMatrixandusedastemplatesforampli五cationof16SrDNAwithuniversalprimer

setsinPolymeraseChainReactions(PCR).Forcyclesequencemethodof16SrDNA sequenceanalysis,a

ThermoSequenase且uorescentlabelledprimercyclesequencingkitwasusedwiththelluniversalprimersets

labeledwithCy-5,followingthemanufactureYsprotocol.Sequencesof16SrDNAwereanalyzedwithaDNA
sequencer.Thesegmentednucleotidesequencesof16SrDNAwereconnected usingSeqmaninLASERGENE

computerprogram.SequencesimilaritywasanalyzedbyaclustalW method,whichisprogrammedbyMegalign

intheLASERGENEcomputerprogram.

16SrDNAsequencesoftheE.faecalisreferencestrain(ATCC19433T) washighlysimilar(98.4-1000/o)to

thoseofthefecesisolatesandoralisolates,repectively.Ontheotherhands,whenthe16SrDNAsequencesoforal

isolateswerecomparedtothoseofisolatesfromfeces,thesesimilaritieswererangedwidelyandlow (93.1-99.1

0/o).TheseresultsofthepresentstudyhassuggestedthatsomeofhumanoralE.faecalismayadapttooral

conditionsandchangegenetically.

抄録 :Enterococcusfaecalisはヒトの腸管細菌叢に広く生息しているQ我々はこれまで,本菌種が感染根管象牙質か

ら検出されることや,強いアルカリ耐性を示すことを報告してきた｡今回は,生息の場の違いによる遺伝学的変異を

明らかにする目的で,感染根管及び腸管分離且 faecalisについて,その16SrRNAgeneの塩基配列を明らかにし,相
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互に比較検討したo

E.faecalisの標準株ATCC19433の胤 感染根管象牙質,およびヒト糞便から得たE.faecalis分離株を用い,その

培養菌体からhstaGeneMatrixにてDNAを抽出した｡そのDNAをtemplateとし,universalprimersを用いてPCR法

にて16SrDNAを増幅後,精製16SrDNA,ThermoSequenaseLabelledPrimerCycleSequencingKitwith7-deaza-

dGTPと11種類のprimerにてPCRL,ALFexpressを使ってその塩基配列を明らかにしたO更にsequence解析プログ

ラムLASERGENEを用いて相互のsequencesimilarityを明らかにし,遺伝学的相互関係を検討した｡

その結果,根管由来と腸管由来の菌株それぞれと,標準株との比較では著しく高い相同性 (98.4-100%)を示し

たのに対し,根管由来と腸管由来の菌株間の相同性は93.1-99.10/OであったO これらの結果から,根管由来と腸管由

来のE.Faecalisにおいでは,生息の場の違いと共に菌株間にも遺伝学的差異が認められたO

請 書

ヒトの生体には多種多様の細菌種が生息し,その生息

場所に応じた独自の細菌叢を形成している｡即ち,細菌

はそれぞれに最も適した環境を持つ場所に生息し,その

細菌叢は独特の細菌群によって構成され,それぞれに遺

伝学的進化を展開していると考えられる｡例えば,ヒト

歯周病の原因菌の1つとされる黒色色素産生性グラム陰

性梓菌PorphyloTnOnaSgingivalisは,その大部分が口腔

領域に生息しており,非口腔領域から分離され生物学的

に酷似している菌種Porphylomonasasaccharolyticusと

遺伝学的に異なっていることが明らかにされている1)0

また,これまで同じLactobacillus属の細菌種として分類

されていたLactobacillusuliとLactobacillusriTnaeは,

16SリボソームRNA (16SrRNA)geneの塩基配列を明

らか にした近年の研究 によって,発生遺伝学的に

Lactobacillus属の基準菌種とは極めて異なっていること

が明らかになり,ヒト口腔内に生息するLactobacillus

uliはOIseTWllaulitして,また非口腔由来のLactobacillus

rimαeはApotobiuTnrimaeとして,新しく再分類されて

いる2-4㌔同様なことはPropioTlibacteriLLTnaCneSにも見ら

れ,ヒト口腔内から分推されるP.acnes株は,ヒトの皮

膚などに生息し,ニキビなどの炎症を起こすP.acnesの

分離株とは異なった生化学的性状を示すことが知られ,

生息場所の異なるP.acnesは遺伝学的にも異なる可能性

が示唆されている5)0

EnterococcusFaecalisはヒトの腸管細菌叢に広く生息

する通性嫌気性グラム陽性球菌である｡長い間,本菌種L

はStreptococcus属の血清D群に属するStreptococcus

Faecalisとして分類されていたOしかし,細菌のDNAを

用いた分類方法の導入によってDNA-DNAhybridization

によるDNA相同性においてStreptococcus属の他の蘭檀

との間に著 しい違いが あることが明 らかにな り,

Enierococcusfaecalisとして再分類された6･7-｡ また表

現形質においてもE.faecalisはStreptococcus属細菌種と

は異なり6.5% NaCl存在下で生育することも報告され

ている810

一方,E.faecalisはヒトう蝕象牙質や歯内病巣部から

分離されることが知られている｡現在,根管治療におい

て最も効果が期待される薬剤のひとつとして,水酸化カ

ルシウム製剤が広く使用されてる｡しかし,水酸化カル

シウム製剤貼薬後の根管から,Enterococcus属細菌種が

高頻度に分離されることが報告されている9･101｡また,

高濃度アルカリ性培地を用い,根尖性歯周炎,歯周歯内

病変におけるアルカリ耐性細菌を検討 した結果,E.

faecalisが高い頻度で検出され,アルカリ耐性細菌とし

てのE.faecalisの重要性が指摘されている11'｡

本研究では, これ らヒ ト口腔か ら分離 されるE.

Faecalisの由来を明らかにする目的で,ヒト口腔内から

分離したE.faecalisと,ヒト腸管由来と考えらjtる糞便

から分離したE.faecalisを用い,その16SrRNAgeneの

塩基配列を明らかにし,相互の遺伝学的類縁性を比較検

討した｡

材料および方法

1:使用細菌様

Ente7･OCOCCuSFaecalisの標準株であるATCC19433株

の他,表1で示したヒト口腔由来 (感染根管から分離)

の4株と,ヒト腸管由来 (糞便から分離)の4株を用い

た｡

2 :細菌種の同定方法

1)一般性状検査 :本研究で用いた分離株は,純培養

を確認した後,VirginiaPolytechnicInstitute

manual12)に準 じて性状検査 を行った｡ また

Pepton-yeastextract-glucose(PYG)brothに産

生された最終産物をガスクロマ トグラフィーを用

いて分析 を行い13･14',更にグラム染色,6.5%

NaCl含有培地における生育の確認を行った｡

2)PolymeraseChainReactions(PCR)法 :BHI血

液寒天平板に培養した菌株のコロニーをエツペン

ドルフチューブに採取し,滅菌生理食塩水で遠心

洗浄後,InstaGeneMatrix (Bio-Rad,Hercules,

CA,USA)を加え,通法に従って加熱処理を加
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表 1 使用菌株

由来

根管(感染根管)

根管(感染根管)

根管(感染根管)

根管(感染根管)

腸管(糞便)

腸管(糞便)

腸管(糞便)

腸管(糞便)

分率獲園:ー‥i:_1_I_______二____‥_‥__:_二一_二

新潟大学歯学部附属病院

Umea大学(SWEDEN)

Umea大学(SWEDEN)

Umea大学(SWEDEN)
新潟大学医学部附属病院

新潟大学医学部附属病院

新潟大学医学部附属病院

新潟大学医学部附属病院

える事によって全ゲノムDNAを抽出した｡特異

的primerを用いたPCR法を行 うにあたり,反応

溶液は50〟Lとし,その内訳は25JJLのTaKaRa

PremixTaqsolution(Takara,Tokyo,Japan)

と4pmolの特異的primerと菌株から抽出した

DNA のtemplateで あ る｡Programmable

ThermalColltrOllerPTC-100(MJResearch,

watertown,MA,USA)を用いて94℃で 1分,

54℃で90秒,72℃で 90秒を35回繰 り返し,DNA

の増幅を行った｡使用 した特異的primerの構成

は5'-ATCAAGACA GTT AGTCTTTAT

TAG-3lt 51-ACGATTCAA AGCTAA CTG

AAT CAG T-37であ り,941-bpを産生する

Enterococcusfaecalisのみに特異的に反応を示す

primerを用いた15)0DNAの増幅を行った後pCR

産物を1.8%アガロースゲル上で電気泳動し,エ

チデイウム ブロマイドによる染色を行い,UV下

で観察し,E.faecalisに特異的なampliconの生成

を確認した｡

3:16SrRNAgeneの塩基配列解析方法

全ゲノムDNA及び16SrDNAのuniversalprimerを用

いたPCRにて16SrRNAを増幅した｡その16SrRNAを

精製した後,ThermoSequenasefluorescentlabelled

primercyclesequencingkit(Amersham Pharmacia

Biotech,Buckinghamshire,UK)とCy-5に標識された11

種類のuniversalprimerと共に適法に従って16'PCRを行

った後,DNAオー トシークエ ンサー ALFexpress,

(Amersham PharmaciaBiotech,Bucking-hamshire,

UK)を用いて分析 を行ったQ 得 られたデーターは,

LASERGENE computerprogram (DNA Star,

Madison,WI,USA)中のSeqmanを用いて,ほぼ1500

bpの長さの16SrDNAsequenceを解析した｡

185

4:遺伝学的解析方法

得 られたこれら分離株の16SrDNA sequenceは,

LASERGENEcomputerprogramのMegalignを屑いてユ7'

ClustalWアルゴリズム及びneighbor-joiping法18)にて,

相互のsequencesimilarityを検討し,その遺伝学的類縁

性を解析した｡

結 果

1:細菌種の同定

本研究で用いたEnterococcusfaecalisの分離株は何れ

も,通性嫌気性グラム陽性球菌であり,PYGbrothにお

ける終末代謝産物として乳酸を産生した｡ また,カタ

ラーゼ反応は陰性,6.5鰭NaClを添加したBHI寒天培地

で良好な生育を示した｡

菌体のゲノムDNAをtemplateとして,a.Faecalis特異

的primerを用いてPCR反応を行った結果,何れの菌株

においても,941bpのE.Faecalisに特異的なampliconの

増幅のみを認めた｡

以上の結果から,本研究で用いた分離株は何れも且

faecalisであることが確認された0

2:16SrRNAgeneの塩基配列

本研究においてE.FaecalisATCC19433標準株の16S

rRNAgeneの完全塩基配列を初めて明らかにした｡ま

た,その他の分離 8株においても,それぞれ約1,200-

1,500bpの16SrRNA geneの塩基配列を全て解析した

(表2)｡ その結果,何れの菌株においてもA,C,G,T各

塩基の構成割合はほぼ同じであ り,更にMegalignプロ

グラムを用い,ATCC19433標準株とこれらの分離株の

16SrDNAsequencesimilarityを検討した結果において

ち,何れも98.3-100%の高い億を示し,これらが全て

E.faecalisであることが確認された (表3)o
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3:遺伝学的類縁性

蒙4に,口腔由来の4株と腸管由来の4株の16SrDNA

sequencesimilarityの結果を示したoFl株とNEl株,

S3372枚,S3376株間において,またF4株とS3372株間

において,やや高いsimilarity値が認められた｡しかし,

口腔由来株と腸管由来株の間では,全体としては広範な

similarity98を示し (93.1-99.1%),その平均値は97.1

%と低い億であることが明らかとなった｡この結果から,

ヒト口腔内に生息するE.fbecalisと,ヒト腸管内に生息

するE,faecalisの間には,遺伝学的な差異が認められる

ことが示唆された｡

表2 16SrRNAgeneの塩基配列

株 塩基数 %A %G %T %C %G+C

ATCC19433T 1464 25.20 30.33

1316 24.92 30.17

35.37 30.36

25.35 30.64

25.37 30.48

25.12 30.18

25.18 30.45

25.22 30.52

25.24 30.36

20.77 23.70

20.90 23.71

20.99 23.21

20.87 23.14

20.74 23.38

20.74 23.27

21.09 23.27

20.96 23.30

20.70 23.54

表3 Enterococcusfaecalisの標準株との類似性 (o/a)

株 相同性 (ToATCC19433T)
100

100

98.8

100

100

98.4

98.4

100

表4 EnteT･OCOCCuSfaecalisの標準株との類似性 (%)
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95.6 99.1
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94.4 97.9

95.4 97.9

平均値と標準偏差 :97.1±1.6
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考 察

たんぱく質の合成は全ての細胞に必要であり,その合

成装置であるリボソームの核酸要素,即ちrRNAは全て
の細菌に共通に存在し,構造上も機能上も大きな変化が

ない分子である｡そのため,16SrRNAgeneの塩基配

列の比較は,広範な細菌種の系統の構造および系統発生

関係の進化を分析するために最も優れた方法であること

が認められている19･2O'.1987年C.R.Woeseによって,こ

の16SrRNA geneの塩基配列を比較する手法が,細菌

の分類方法に初めて導入されて以軒1･,現在では約 9割

の細菌種の16SrRNA geneの塩基配列が解明され

GenBankに蓄積されてきたことによって,その塩基配

列の異なる新しい細菌属種が多数報告されている22-2即｡

同時に,従来の細菌の分類も,その塩基配列の類縁性に

よって大きく見直され,再分類が進められている30-0

これまで研究で,Enterococcusfaecalis標準株ATCC

19433Tでは,その16SrRNAgeneの塩基配列の約400bp

の部分配列が明らかにされていたが,本研究では1464

bpの完全塩基配列を決定した｡また口腔由来と腸管由

来のそれぞれ4株の分離株 (合計8株)についても,そ

の完全塩基配列を明らかにした｡そして,それらの塩基

配列は,CLUSTALW及びneighbor-joining法による比

較を行い,相互の遺伝学的類縁性を解析したQ

その結果,分離株は何れも,ATCC19433標準株に貯

して高いsequencesimilarity示した｡しかし,口腔由来

株と腸管由来株の間では,そのsequencesimilarityは広

範な倍を示し (93.1-99.1%),その平均値は97.1%と

やや低い億であった｡この結果から,本研究で用いた分

離株は全てE.faecalisと同定されるものの,口腔由来と

腸管由来のE.faecalisには僅かながら遺伝学的差異が認

められた｡

現在の細菌分類において,同一細菌種と判定するため

の明確な16SrNDAsequencesimilarity%の基準値は

必ずしも定められてはいない｡しかし,Munson等は,

そのための最小cut-off倍を98%とすることを提案し,

その有用性を報告している31)｡本研究で,ヒト口腔由来

株と腸管由来株の16SrDNAsequencesimilarityを比較

した場合,16例中12例において,その億が98% 以下で

あった｡これらの低い借が,直ちに異なる細菌種の可能

性を示唆するものではないが,少なくともこれらの分離

株において,ヒトの口腔内で生息するE.Faecalisと腸管

内に生息するE.faecalisとでは,系統発生学的に異なっ

た方向への進化が進んでいる可能性が示された｡即ち,

腸管を起源とするE.faecalisが口腔内に移り,その環境

に適応し生息を続けることによって,次第に腸管の且

Faecalisとは違う遺伝的形質を獲得しつつあると考えら

187

れる｡

本研究では,検討した分離株の数は必ずしも充分では

ないが,E.faecalisの口腔由来株と腸管由来株の16S

rRNA sequenceに僅かながら遺伝学的差異が認められ

たO-方,細菌の16SrRNA geneは,細菌の種々の遺

伝子の中で最も変異の少ない安定した分子として知られ

ている｡ このことから,口腔由来株と腸管由来株の間に

は,16SrRNA gene以外の遺伝子において,更に著し

い変異が起こっていることも考えられる｡即ち,系統発

生的に安定した16SrRNA geneでは僅かな変異である

が,変異を起こしやすい種々の遺伝子において,口腔及

び腸管それぞれの場所に適応するための塩基配列の変異

が進んでいる可能性もある｡本研究の結果を受けて今後,

16SrRNA以外のDNAの類似性,或いは表現型の変化な

ど,口腔環境-の適応との関連を検討する必要があると

考えられる｡

結
三∠ゝ
己F7E

Enterococcusfaecalisにおいて,ヒト口腔由来の分離

株と腸管由来の分離株の16SrRNAsequenceを明らか

にし,相互のsequencesimilarityを検討した｡その結果,

口腔由来株と腸管由来株の間には僅かながら発生遺伝学

的差異が認められた｡
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