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S舵ρτoooooμs　m砲η8のStreptomycin耐性株に

関する研究
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　抄録：8．励拍η5のSM耐性化に伴う諸性状の変化の有無を調べる目的でぷ．励如η5の標準株5株と分

離保存株10株のSM耐性（SM600－1000μg／ml）株をつくり，生物学的ならびに血清学的性状，ガラス壁

付着能および産生するグルカンの性状を感受性株と比較した。SM耐性化によるコロニー形態，糖分解性，

arginine水解性，　acetoin産生性，溶血性，発育阻止活性および抗原性の変化は標準株においては全く認

められなかったが，分離保存株においてコロニーからの粘液性物質の流出増加，arginine水解性の消失が

観察された。う蝕との関り合いが深いとされているガラス壁付着能，不溶性グルカン産生能についてみる

と，ぷ．励拍η5GS5株はSM耐性化によりガラス壁付着率および不溶性グルカン（ad－1分画中のIG－

1）の産生量が増加した。ガラス壁付着能の低いS．〃2砿αη3Fa－1株のSM耐性株43株を分離し，これら

のガラス壁付着率を調べたところ60％以上の高い付着率を示す菌株が7株存在した。

　口腔外科の入院患者歯垢から分離した8．〃2μ如η5の新鮮分離株141株中85株が50μg／mlSM含有平板培

地で発育し，発育を阻止された菌株よりも高いガラス壁付着率を示した。

緒 言

　説rψ彦oε06c媚勿碗θη∫（以下S．励超η5と

略す）はsucroseから不溶性グルカンを合成

し，歯面に容易に付着し，しかもラット，ハム

スター，サルなどにう蝕を作ることなどからそ

の原因菌として注目されているD。8．励垣ηS

のstreptomycin（以下SMと略す）耐性株は

in　vitroで簡単に作り出せることからう蝕誘発

実験のマーカーとして広く使われている2）。し

かしSM耐性化に伴う細菌の変異については，

従来ほとんど考慮されていない。今回，著者ら

はS．％’4ηsのin　vitroでのSM耐性化を

試みたところS．励拓ηsGS5株の耐性株が

ガラス壁付着（以下壁付着と略す）性の増強と

不溶性グルカン産生量を増加することを認め

た。また臨床材料から分離したSM耐性株が感

受性株よりも高い壁付着率を示すことを認めた

ので報告する。

実験材料および方法

1．使用菌株：　標準株　　〔5．彿μ泌η5　E49

（group　a），Fa－1（group　b）．GS5

（group　c），6715（group　d），LM7

（group　e），8．5α〃g酩s　I　ATCC10556，

5．5αηg磁5　皿　ATCC　10557，　8．∫αZ劫αr鋤5

IATCCg759，8．煽z‘5　ATCC　g811　S．．MG

ATCC　9895〕，分離株〔う蝕部位歯垢から分離
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（1975年）した5．〃2μほη5保存株10株と本学

歯学部第1口腔外科入院患者16名の歯垢から

Gold培地を用いて分離したS．〃zμzαπ∫141

株〕の計161株。

2．培地：　Mitis－salivarius　agar（Difco）

（以下MS培地と略す），Gold培地〔M　S培

地＋15％sucrose＋0．2unit／ml　Bacitracin〕，

Trypticase　soy　broth（BBL）　（以下TS

brothと略す），　TS寒天培地（TS　broth＋1．5

％agar），　Brain　heart　infusion　broth（BBL）

（以下BHIbrothと略す），2％sucrose含
有BHIbroth4），　Trypticase　yeast　cysteine

agar（以下TYC培地と略す）〔trypticase　15

9，yeast　extract　5　g，　L－cysteine　O．2g，

Na2SO3　0．19，　NaCl　19，　Na2HPO4・

12H　20　29，　NaHCO　329，　CH3COONa・

3H20209，　sucrose　509，精製水1000ml〕，

糖分解用基礎培地〔tryptone　109，　yeast

extract　59，　NaCI　59，　Na2HPO4　19，

brome　cresol　purpul　O．025　g，精製水1000

ml〕，Arginine培地〔tryptone　59，　yeast

extract　109，　K2HPO429，glucose　O．59，

arginine　3　g，精製水1000ml〕，ブドウ糖リ

ン酸ペプトン水〔pepton　79，　K2HPO45

9，glucose　59，精製水1000m1〕，血液寒天

培地〔10％ひつじ血球加BHI寒天培地〕。

3．培養：　前培養はすべてTS　broth中に

20時間培養を行った。　8．彿碗αη5の嫌気性培

養には，Gas　pak（BBL）法を用いた。

4．菌の発育量：　培養液の濁度を積分球式光

電光度法（550nm）（島津デジタルダブルビーム

分光々度計，UV210A積分球反射附属装置付）

を用いて測定した。値はすべて各系列10m1，3

本つつの平均をとった。

5．SM耐性株の作製：　In　vitroでのSM

耐性株を得るために供試菌株をTSbroth200

mlに20時間培養し，この培養液の遠心（5500

g，10min．）沈渣をリン酸緩衝液2mlに浮遊さ

せ濃縮菌液を得た。次いでこの0．2mlずつを，

SM600，800，1000μg／ml含有MS培地に塗

抹し，48時間培養後コロニー形成が認められ
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たSM最高濃度含有平板培地から釣菌し，再び

同濃度のMS培地上で再分離しSM耐性株とし
た。

6．発育阻止活性：　8．仇砿αη5の他の緑色

レンサ球菌に対する発育阻止作用を調べるため

に，あらかじめ5．励拓η5をTS寒天培地に

2日間穿刺培養しておき，次いで0．8％の寒天

を含む4mlのTSbrothと05mlの緑色レ
ンサ球菌を混合し，平板培地上に重層した。一

夜培養後，穿刺菌の周囲に生じた阻止帯を計測

し，活性の有無を判定した。5）

7．生物学的性状検査：コロニーの形態一SM

感受性株と耐性株のコロニーの性状を比較する

ためにMS培地，　TYC培地および各々のSM

添加平板培地上に供試菌株を画線塗抹し，48時

間嫌気性培養後さらに48時間好気的に培養した

後実体顕微鏡で観察した。糖分解性一糖分解用

基礎培地にmilipore　filterで滅菌した糖類

（mannitol，　sorbitol，　raffinose，　melibiose，

salicin，　saccharose，　inulin，　trehalose　ar・

abinose，　xylose，　serobiose，　esculin）を1

％になるように加えて用いた。前培養液を接種

し5日間培養後判定した。Arginineの加水分

解一Arginine培地に前培養液を接種し48時間

培養後，ネスラー試薬1滴を加えて判定した。

Acetoin産生性一ブドウ糖リン酸ペプトン水

2mlに前培養液を接種し48時間培養後5％

αナフトール・アルコール溶液1．2mlと40％

KOH水溶液0．4mlを加えて良ぐ混合し20分後

に判定した。溶血性試験一前培養液を血液寒天

培地に画線塗抹し48時間培養後，コロニー周辺

の溶血状態を観察した。

8．血清学的性状検査：　抗原の作り方一Ra－

ntz　and　Randa11法‘）に従った。抗血清の作

り方一TS　broth　40mlに20時間培養した菌

体を生理食塩水で2回洗浄後，同量の生理食塩

水に浮遊させ60℃30分間加熱した後，免疫原と

した。免疫方法一家兎耳静脈内に週のはじめ3

日間連続投与を4週間行った。1週目は0．5ml

ずつ，2週目からは1mlずつ投与し，最終投与

日から7日目に試験採血し，抗体価の上昇を確
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　　　　　　　　　　　　　　　　　Culture
　　　　　　　　　　　　　　　　（12ml，37℃）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　Poured　gently，　and　washed　out

　　　　　　　　　　with　O9％NaCl（12ml）without　shaking

decantation

　Adhered　fraction　on　glass　surface

　　　　　　　　　l
　　shaken．　with　O．9％NaCI（12ml）

　　　　by　thermomixer（5sec）
　　　　　　　　　1

Loosely　adhered　　　　　　Rigidly　adhered
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105
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　　　　l
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Fig．1　Preparation　pr㏄edure　of　insoluble　glucan（IG）and　soluble　glucan（SG）．（Kamide）10）

認の上全採血を行った。血清学的検査はゲル内

沈降反応（Ouchterlony法）7）で観察し，抗原

価の測定は沈降反応（重層法）7’で行った。

9．薬剤感受性試験：供試菌株の最小発育阻止

濃度（MIC）測定は化学療法学会標準法（改

訂法）8）に従った。また一部の抗生物質に対す

る感受性試験にはディスク法を用いた。

10．壁付着率の測定：　2％sucrose含有B

HIbroth（sucroseはmilipore　filterを用

いて済過滅菌）10m1を入れた中試験管に前培

養液0．2mlを接種し48時間培養後，培養液の濁

度を測定した（1）。次で培養液を捨てた後の試

験管壁を精製水で2度洗浄後，超音波洗浄装置

を用いて管壁に付着した菌体を精製水10ml中
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に完全に遊離させ，この浮遊液の濁度を測定し

（皿），壁付着率を算出した。壁付着率（％）＝
（（1）1）＋（H）・1・・”

11．不溶性グルカン（insoluble　glucan＝IG）

および可溶性グルカン（solulbe　glucan＝SG）

の定量1　2％sucrose含有BHIbroth　12

ml中に前培養液0．3mlを接種し24時間培養

後，その培養液を上出1°）の方法（Fig，1）に従

って分画し管壁への付着能を異にしたグルカン

の調整を行った。各分画のグルカンはフェノー

ル硫酸法11）に従って定量し，glucose量として

換算した。菌体量は，調整した菌体を12mlの

生理食塩水に浮遊させ，その濁度を測定した。

12．患者歯垢からの耐性菌の分離：　本学第

1口腔外科入院患者16名の歯垢をGold培地

に培養しShklairの分類12）に従って141株の

8．勿成αηぶを分離した。これらの菌株の各種

抗生物質に対する感受性試験は寒天平板希釈

法8）およびディスク法7）を用いて行い耐性菌を

検索した。

実　験　成　績

1．SM耐性株について

　SM耐性株の作製にあたり供試菌株〔8．〃徽

垣η∫の標準株5株（E49，　Fa－1，GS5，

6715，LM7）とう蝕部位歯垢から分離した

S．〃2碗αη5の保存株10株（4，1303，1318，

1324，　1326，　1369，　1438，　1702，　1753，　1806）〕　セこ

対するSMのMICを求めた（Table　1）。標準

株，分離保存株ともほとんどが25－50μg／ml）

の値を示し，分離保存株中1326株1株だけが

100μg／mlであった。なお，これらの菌株に対

するTCのMICを調べてみると全菌株が0．78

－ 1．56μg／mlの範囲にあった。他の抗生物質

（CEX，　CER，　PC，　CBPC，　SBPC，　JM，

LM，　OM，　EM，　CM）に対する感受性をディ

スク法で調べたところ，どの抗生物質に対して

も強い感受性を示した。また菌株の濃縮液を

SM600，800，1000μg／ml含有MS培地に塗

抹し培養したところ標準株では5株全部が，分

離保存株では2株（1326，1438）を除いた8株
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Table．1　Minimum　inとibitory　concentration

　　　　of　SM　against　5．励’απ5　and　con・

　　　　centration　of　SM　used　for　develop・

　　　　illg　SM－resistant　strain．

Test　strains

　　　　Concentration
MIC　2：，忠謡。、

（・9／ml）i㍑孟esistant

　　　　　（μ9／m1）

Reference

strains　 E49
ぷ．7η砺απ∫

　　　　　Fa－1

　　　　　GS　5

　　　　　6715
　　　　　LM　7

0
0
5
0
0

5
【
」
う
ム
【
」
ζ
」

1000

1000

1000

1000

1000

Isolated

strains　　　　　　　　4

ぷ．7η励αηs
　　　　　　1303

　　　　　　1318

　　　　　　1324

　　　　　　1326

　　　　　　1369

　　　　　1438
　　　　　1702
　　　　　1753
　　　　　1806

5
0
0
0
0
0
5
5
0
5

2
5
5
5
0
5
2
2
5
2

　
　
　
　
1

1000

1000

1000

1000

600

1000

800

1000

1000

1000

がSM1000μg／ml含有MS培地上にコロニー

の発育を認めSM耐性株を得た。また1326，1438

株もそれぞれSM600，800μ9／m1で耐性株を

得た。

2．SM耐性株の発育

　標準株と分離保存株のSM感受性株と耐性株

のBHIbroth中での発育を比べてみると感
受性株，耐性株ともに同じような発育曲線を示

し，耐性化による差は見られなかった。ただ標準

株S．彿砿αη5E49の耐性株が感受性株に比べ

一時期，発育速度に遅れがみられたが24時間後

の発育は感受性株と同程度であった（Fig．2）。

3．SM耐性株の諸性状

　1）コロニー性状：　8．吻碗αηsの標準株5

株と分離保存株10株のSM感受性株と耐性株の

コロニー形態をMS培地とTYC培地上で比較

した。MS培地48時間培養平板上で全ての標準

株と8株の分離保存株のコロニーは，力石1’）ら

のM，mtypeを示し，　SM感受性株と耐性株
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S〃～κ’ακsE49 ∫勿砿砲sGS5 Sηzκωκs67Z5

（×
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　　　　　　　　　　　Incubation　time（hr．）

Fig．2　Growth　curve　of　SM－resistant　strains　of　5．〃塀απ5

　　　　－○一〇－　SM－susceptible　strain
　　　　－●一一●一一一SM－resistant　strain

との間に形態上の差はみられなかった。また耐

性株の培地中のSMの有無による形態上の変化

も認められなかった。しかし分離保存株1318，

1438株の耐性株がTYC培地上で粘液性物質の

流出が著しく，SM耐性化による粘液性物質の

増加が認められた（Fig．3a，　b）。

　2）生化学的性状など：　5．初碗αη5の標準

株5株と分離保存株10株のSM感受性株と耐性

株について糖類（mannito1，　sorbito1，　raffi－

nose，　meiibiose，　salicin，　saccharose，　in・

ulin，　trehalose，　arabinose，　xylose，　sero・

biose，　esculin）の分解性，　arginine水解性，

acetoin産生性を調べた。供試菌株15株のSM

感受性株と耐性株のうち上記性状に変化がみら

れたのは分離保存株の1753株ただ1株だけであ

＼総＼▽

　　　　　き　　　　。　．ごご　繍渓繰　　　蓉

懸
響』

a　　SM－susceptible　strains　of　3．クπ碗αηs　1318

　　　　　　　Fig．3

った。この株はSM耐性化によりarginine水

解性が消失した。また，10％ひつじ血球加BH
’

1寒天培地上で48時間培養後，各株について溶

血性を調べたが，SM耐性化による溶血性の変

化はいずれの株においても認められなかった。

　3）発育阻止活性：　8．徽垣η∫の標準株5

株とこれらのSM耐性株を被検菌とし，緑色レ

ソサ球菌（8．Mη9μisIATCC10556，5．sαη一

9μ‘5皿ATCC　10557，5．5α1劫σ㌦51　ATCC

9759，8．m垣5　ATCC　g811，5．　MG　ATCC

9895）に対する発育阻止活性の有無を調べた。

その結果5．励山η5E49，　Fa－1，　GS5

株に発育阻止活性が認められた。すなわち，

5．m砿αη∫E49，　Fa－1株は5．541劫αr‘μ5

1ATCC　g759株を，5．　m砿αη5　GS　5株は

・麟

踊

　　　　　　　　　　　　　b：　SM－resistant　strains　ofぷ．　m砿απs　1318

Colonial　morphology　of　SM－resistant　strains　on　TYC　agar
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Table　2　1nhibitory　activity　of　SM－resistant　strains　of　3．〃城απs

Test　strains 5．5αη9μ‘51　5．5απ9碗s肛

ATCC　10556　　ATCC　10557

Indicator　strains

5．　5αz‘uαr‘μ5　　1　　　　　5．　〃ε‘’ゴ5　　　　　　　　　ぷ．　1レf（｝

　ATCC　975g　　　ATCC　g811　　　ATCC　9895

3．〃卿’αn5　E　49

Fa－1

GC　5

6715

LM　7

S
R
S
R
S
R
S
R
S
R

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　十十

　十十

　十十

　十十

十十十

十十十

　　〇

　　〇

　　〇

　　〇

　　0

　　0

　　0

　　0

十十十

十十十

　　〇

　　〇

　　〇

　　〇

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Inhibitoワactivity

　　　O　：on　zone　of　inhibit輌on

　　　十：zone　of　inhibition＜2mm

　　十十：zone　of　inhib輌tion　2－5mm

　　十十十：zone　of　inhibition＞5mm

S：　SM－susceptible　strain

R：　SM－resistant　strain

8．∫αZ拠ατ‘μ∫IATCCg759株と8．硫τi5

ATCC　9811株の発育を阻止した。ぷ．7π碗απ∫

E49，　Fa－1，GS　5被検菌のSM耐性株におい

ても同様の活性が認められ，その強さも各々の

SM感受性株のそれと差はなかった（Table　2）。

　4）血清学的性状：　SM感受性株と耐性株

の血清学的性状の相違の有無を調べる目的でゲ

ル内沈降反応を行い，重層法で抗原価を測定し

た。5．〃2μz4π5の標準株E49，　Fa－1，GS

5，6715，LM7株は各々の抗血清と，分離保

存株ではShklairの分類による型別に従って

対応する抗血清との反応を試みた。標準株，分

離保存株ともにSM耐性化により生化学的性状

に変化が認められなかったものは，抗原性にも

変化は認められなかった。また，その抗原価も

SM感受性株，耐性株ともに同程度の力価を示

していた。SM耐性化により生物学的性状が変

化しShklairの分類による型別がbtypeか

らctypeに変った8．〃2砿αη51753株はSM

感受性株，耐性株ともにctype（S．〃2¢αηs

GS5株）の抗血清に強く反応し抗原価もそれ

ぞれ32，64倍を示した（Table　3）。またこの

株のSM感受性株のbtype（S．〃2碗απ∫Fa

－ 1株）抗血清に対する反応はゲル内沈降反応

ではみられなかった。

4．SM耐性株の壁付着能と不溶性グルカン産

　生能

　標準株，分離保存株各々のSM感受性株と耐

性株から10株ずつ釣菌しこれらの株を供試菌株

としてその壁付着率を比べてみた。Fig．4は

各株10株ずつの平均値を示したものであるが，

5．〃2碗αηぶE49，　Fa－1，6715，　LM7株お

よび分離保存株のほとんどはSM耐性化により

壁付着率に多少の増減はみられたもののいずれ

も差のないものであった。しかし8．〃2碗αη∫

GS5株はSM感受性株が24％の壁付着率を有

したのに比べ，耐性株では58％の壁付着率を示

した。また分離保存株1318株でもSM耐性化に

より壁付着率の増加が認められた（Fig．4）。そ

こでSM耐性化による壁付着率の上昇分布状態

をみるために8．〃λμ拓η5Fa－1株のSM耐性

株を43株分離しその壁付着率をみた。Fig．5

に示すように43株中35株までが感受性株と同程

度の30％以下の壁付着率を示したが，60％以上
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Table．3　Serological　P「oPe「ties　（P「eciPitinogen　tite「）

Test　strains

Anti－sera

Strains

Susceptible　strain

Resistant　strain

E49 Fa－1
　　　　ぷ。仇碗απ5
GS　5　　　　6715　　　LM　7 1753 1806

0
フ
8

4
－
：
E
－

Fa－1
1：2

GS　5

1：4

6715

1：4
LM　7
1：8

GS　5

1：4

C
J
λ
「

17
∠
U
－

32

32

8

8

32

64

256

256

64

64

32

64

512

512

（束
）
8
器
」
㊤
壱
く

100

口SMsusceptible　strai良

琶勿SM・resistant　strain

　　E49　　Fa－1　GS5　6715　LM71318

　　　　　　Strains

Fig．4　Adherent　ability　of　SM－resistant

　　　　strains　to　glass　surface．

の壁付着率を示した株が7株分離された。次に

S．〃2μ紘η∫GS5，1318株を供試菌株として，

これらが産生する不溶性グルカンを壁付着能の

相違により次の3つの分画，すなわち，ad－

1分画一ミキサー〔サーモミキサー，モデルTM

100single　unit（Themonics　Co．，LTD）〕使

用後もなおかつ強固に付着しているもの，ad

－ 2分画一ミキサー使用で落ちるもの，non－

ad分画一培養炉液中に存在するものに分け

た。さらに各分画を不溶性の強い分画（IG－

1）と可溶化できる分画（IG－2）に調製して

IGの定量を行った（Table　4）。8．〃‘砿αηs

GS5SM耐性株の菌体1mgの産生するIG
総量は36．89mg，また感受性株では31．34mgで

あり差はみられなかった。しかし強固な付着能

力をもちう蝕発生に強い関り合いを持つと思わ

れるad－1分画中のIG－1量を比較すると

SM感受性株では0．29mg，耐性株では4．62mg

を産生しており，このグルカン産生量はSM耐

（
×
）
8
6
u
壱
く

00

50

Fig．5

0 　　　　10

Number　of　strains

20

Adherent　ability　and　number　of　SM－resist

ant　strains　of　ぷ．　〃2μ彦απs　Fa－1．

性化により16倍もの増量が認められた。S．〃助

泌η∫1318株のSM耐性株はTYC培地上でコ

ロニーからの粘液性物質の増加を示し，同時に

壁付着能も増加した株であるが，ad－1分画

中のIG－1量を比較するとSM感受性株で
1．58mg，耐性株で1．63mgあり差は認められな

かった。　8．〃2碗αη5GS5，1318株の可溶性

グルカン量はSM耐性化により両株とも減少し

ていた。

5．臨床材料からの耐性株の検索

　In　vivoから分離された耐性株の壁付着能，

不溶性グルカン産生能を調べる目的で本学口腔

外科入院患者16名の歯垢から141株の8．〃z砿αη5

を分離し，これらの菌株から耐性株の検索を試

みた。SM，　CBPC，　SBPC，　CEZは寒天平板

希釈法で，JM，　CER，　CEXはディスク法で感

受性試験を行ったところ141株中85株がSM50

μg／ml含有平板培地上で発育した。これらの株

はSM100μg／ml含有平板培地上には発育せず，
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Table．4　Amounts　of　polysaccharides　produced　by

　　　　　SM－resistant　strains　ofぷ．加砿αηs

Strains 　　　ad－1

1G－1

　　InSOIUble　glUCan　（mg／mg　CellS）　　　　　　　　　　　　　ad－21G－2　　　1G－1　　1G－2

　　　non－ad

IG－1 IG－2

Total

　IG

　　　　Soluble

　　　　glucan

（mg／mg　ccllS）

ぷ．η2μ拓η∫

　GS　5　S

　　　　R

1318　S

　　R

9
う
乙

2
∠
U

O
五
丁

8
3

C
J
6

1
1

λ
7
8

∠
U
∠
U

2
で
⊥

‘
U
8

7
2

つ
〃

－

3
1
n
フ
？
．
》

2
」
∠
U
O
ζ
」

0
0
ζ
」
8

2
」
2
」
3
0

2
1
」

2
」
4

1
1

λ
「
－

7
∠
U
　
1
1

0
0
7
　
‘
U
O

1
0
　
【
」
1

1
■
一
　
　
　
6
ー
⊥
’
1
⊥

14，68

27．95

－
う
4

【
」
3

8
ζ
」

31．34

36．89

37．69

28．92

380．10

78．88

71．05

32．11

S：　SM－susceptible　strain

R：　SM－resistant　strain

また他の抗生物質に対しても高い感受性を示し

た。残りの56株はSMはじめ使用した全ての抗

生物質に高い感受性を示した。SM50μg／mlに

耐性を示した株と感受性株について壁付着率を

比較したところ，SM50μg／mlに耐性を示した

85株は全て30－40％程度の壁付着率を示したの

に比ぺ，感受性を示した56株はみな一様に9－

20％程度の低い壁付着率を示した。

考 察

　S．〃2碗αη∫のSM耐性化に伴う諸性状の変化

の有無を調べる目的で，8．〃％如η5の標準株E

49，Fa－1，　GS5，6715，　LM7株とう蝕部

位から分離した保存株10株をin　vitroでSM

600～1000μg／ml濃度まで耐性化し，このS

M耐性株と感受性株について生物学的，血清学

的性状，壁付着能および産生するグルカンの性

状を調べた。供試菌株のSMに対するMICは

標準株，分離株共にほとんどが25－50μg／mlの

範囲にあった。これらの菌株に対するTCのM

ICは0．78－1．56μg／mlであり，緑色レンサ球

菌がSMにやや耐性の傾向を示す14）と同様に今

回供試した8．〃繊αη5もまたSMにやや耐性

の傾向を示した。竹下15）は各種抗生物質に対す

る8．〃蹴αη5の最大発育許容濃度を測定しS

Mでは5－20μ9／m1，　TCでは0．32μ9／mlであ

ったと報告している。また中谷16）はSMで7－

100μg／mlと菌株によって異なることを報告し

ているが，われわれの実験でも供試菌株に対

するSMのMICが1株を除いてすべて25－50

μg／mlを示し5．〃λ砿αη5のSM耐性株の検索

にはSM50μg／m1付近で識別するのが適当と

思われる。本実験に用いたSM耐性株は耐性レ

ベルを徐々に上昇させたのではなく高濃度のS

M含有平板培地上に多数の感受性株を塗抹培養

して得られたもので渡辺mのいう，いわゆる不

関性株である。このような菌株はSMの有無に

関係なく発育旺盛であり，今回供試された耐性

株でもS．〃2砿αη∫E49株が一時期，増殖速度

に遅れがみられた以外は感受性株と同程度の

発育を示した。SM耐性化に伴うコロニーの形

態，生化学的ならびに血清学的性状の変化は供

試した標準株では全く認められなかったが，分

離保存株でコロニーからの粘液性物質の流出増

加（1318，1438株），arginine水解性の消失

（1753株）が認められた。1753株のSM感受性

株はarginineを水解し，　Shklairの分類で

btypeに属するものであるが，血清学的には

btypeであるFa－1株の抗血清とは反応せず

SM耐性株と同じようにctypeであるGS5
株の抗血清と強い反応を示した。このように生

物学的性状による型別と血清学的性状が一致し

ない菌株が分離株において時々見受けられ今後

検討したい点である。Yoshioka18）らはA群レ

ンサ球菌をPC，　TC，　SM耐性化すると群抗

原，型抗原の消失があることを報告している

が，今回の実験ではSM耐性化に伴う抗原性の

変化は認められなかった。コロニーの形態変異

と不溶性グルカン産生量とについて，Higuchi

ら’9），Freedmanら2°），日高ら2Dは両者が相関
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することを報告しているが，日高は同じ報告の

中で相反する性状を示す菌株も分離している。

8．仇碗αηぶの壁付着性，不溶性グルカン産生

能とcariogenicityとの関係についてはDe

StoPPelaarら22）がmutagenic　agentで処理

して得た変異株が壁付着能を減少し，SPFハ

ムスターに対するcariogenicityが低下したこ

とを，Tanzerら23），　Johnsonら24）もそれぞれ

3，〃城α刀56715－13株，GS5株の変異株を用

いて壁付着性あるいは不溶性グルカン産生能と

cariogenicityが相関することを報告してい

る。今回供試した菌株の中で8．〃鋤αη∫GS

5のSM耐性株はMS，　TYC培地いずれの平

板培地上でも耐性化によるコロニー形態の変異

は認められなかったが，壁付着率の増加を認め，

また，上出1°）によって壁付着能力に強い関係が

あるといわれているad－1分画のIG－1産

生量がSM感受性株に比べ著しく増加していた

ことは興味深いところである。また5．m碗αη∫

Fa－1株のSM耐性株43株の壁付着率を調べ

たところ耐性化により壁付着率の上昇した株が

7株（16％）も認められた。S．〃砲’αη51318株

はSM耐性化によりコロニーからの粘液性物質

が著しく増加し，また壁付着率も増加したがa

d－1分画中のIG－1産生量の増加は見られ

なかった。同様にS．7拠’αη51438株のSM耐

性株もコロニーからの粘液性物質の増加を認め

た株であるが，この株はコロニーの形態変異の

みで壁付着性やad－1分画中のIG－1産生

量の増加はみられなかった。今回の実験でSM

耐性化に伴うコロニー形態の変化と壁付着性な

らびに不溶性グルカン産生能との関係は菌株

によって違った結果を示したが標準株として広

く使用されている5．〃2μ紘η5Fa－1株のSM

耐性株に壁付着率の増加した株が認められ，

S．勿批zαη5GS5株のSM耐性株では壁付着率

の増加とIG－1産生量の増加が認められたこ

とから，う蝕誘発実験でSM耐性株をマーカー

として使う際シこは十分配慮しなければならない

問題と思われる。

　In　vivoからの耐性株の検索のためにSM

111

50，100，200μg／ml含有平板培地を用い入院患

者から分離した141株の8．7π碗αη5の感受性

を調べたところ，85株がSM50μg／ml含有平板

培地上に発育し他の56株は発育を阻止された。

前者の85株はSM100μg／ml含有平板培地に発

育しなかったが付着率は後者の56株よりも高い

ことなどからこの85株はSM耐性を獲得した株

であろうと思われる。薬剤耐性獲得因子がプラ

スミドであることはすでに知られていることで

ある1のが，最近う蝕の発生に関与する不溶性グ

ルカンの合成もプラスミドと関係している可能

性を示唆する報告25）がある。本実験でSM耐性

化と不溶性グルカン産生能との関係を示唆する

現象を捕えることが出来たことは，耐性化に関

与するプラスミドと不溶性グルカン産生能に関

与するプラスミドとの関連性が考えられ，今後

さらに詳細な研究が必要と思われる。

結 論

　5．勿砿αη5の標準株，分離保存株のSM耐性

株を得，その生物学的ならびに血清学的性状を

比較した。

　1．標準株のSM耐性化による生物学的性状

（コロニー形態，糖類分解性，arginine水解

性，acetoin産生性，溶血性，発育阻止活性）

および血清学的性状には変化は認められなかっ

た。分離保存株のSM耐性株の中にはコロニー

からの粘液性物質が増加した株が認められた。

　2．5．〃2疵αη5GS5株のSM耐性株では壁

付着やad－1分画中のIG－1産生量が増加
した。

　3．壁付着能の低いFa－1株のSM耐性株中

には壁付着率が著しく増加した株が16％存在し

た。

　4．臨床材料から分離した8．仇砿碑∫141株

中SM50μg／ml含有平板培地に発育した83株

は，発育を阻止された56株に比べ壁付着率が高

かった。

　以上の結果からS．？π碗αηsにはSM耐性化

に伴い壁付着率の増加，不溶性グルカン産生量

の増加する株があることがわかった。
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　　稿を終るに当り患者材料を提供して下さった

本学歯学部第1口腔外科学講座，藤岡幸雄教

授，工藤啓吾助教授，他教室員各位に深謝致し

岩医大歯誌5：103～110，1980

ます。

　　　（本論文の要旨は昭和53年9月23日第20回歯

科基礎医学会総会において発表した。）

　Ab8tract：The　purpose　of　this　study　is　to　compare　SM－susceptible　of　strains　of　5．η塀αη5　with

SM－resistant　ones　as　to　biological　and　serological　properties，　particularly　adherent　ability　to　glass

surface　and　production　capacity　of　insoluble　glucal1．　As　reference　strains　five　ぷ．〃2μταπ5（E49，

Fa－1，GS　5，6715　and　LM　7）were　used　and　10　strains　isolated　from　dental　plaque　of　carious

patients　were　used　as　wild　strains．

　Results　were　as　follows：

1．In　both　reference　and　wild　strains　colonial　morphology　and　biological　and　serological　proper

　　ties　of　SM－resiεtant　strains　were　similar　to　those　of　SM－susceptible　strains．

2．SM－resistant　strains　ofぷ．〃吻伽5　GS　5　had　higher　adherent　ability　to　glass　surface　and

　　produced　a　large　amount　of　insoluble　glucan－1　in　adherent－1　fractions　than　SM－susceptible

　　　　コ　stralns．

3．Seven　of　43　SM－resistant　strains　selected　from　5．仇μ垣ηs　Fa－1　had　higher　adherent　ability

　　to　glass　surface　than　SM－susceptible　ones．

4．Eighty－five　of　l41　strains　of　8．7π碗απ5　isolated　from　dental　plaque　of　patients　of　Oral　Su£・

　　gery　Department　developed　colonies　on　Mitis－Salivarius　agar　plate　containing　SM　50μg／ml．

　　Adherent　ability　to　glass　surface　of　those　strains　was　higher　than　that　of　SM－suscept五ble

　　　　ウ　　stralns．
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