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Actinomyces viscosusの グ ル カ ン に よ る

菌 体 凝 集 の 機 序
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大阪大学歯学部 口腔治療学講座

(主任:岡 田宏教授)

(昭和52年9月20日 受付)

The Mechanism of Glucan-induced Agglutination of 

Actinomyces viscosus 

Hajime Wada 

Department of Oral Medicine, Osaka University Dental School 

(Chief: Prof. Hiroshi Okada) 

The mechanism of glucan-induced agglutination of Actinomvices viscosus was investigated using strain 

ATCC 15987 as a main test organism. A. viscosus cells attached only slightly to the uncoated enamel 

surface of extracted human premolars, whereas the cellsmarkedly attached to the cement surface. The 

attachment of A. viscosus cells to the enamel surface was markedly enhanced by covering the surface with 

an artificial plaque consisting of cells and glucans ofsucrose-grown Streptococcus mutans. 

This enhance,' attachment seemed to occur as a consequence of the agglutination of A. viscosus by the 

cell-associated glucan synthesized by S. mutans, because it was shown that a suspension of A. viscosus cells 

co-agglutinated with a suspension of sucrose-grown cells of S. inutans. The glucan agglutination of A. 

viscosus results from the binding of glucan molecules to a bacterial cell surface. 

This agglutination activity of A. eiscosus was shown tobe lost when the cells were either digested with 

trypsin or heated at 100 C for 10 mm, suggesting the protein nature of a glucan receptor site. Among a 

variety of polysaccharides examined, only high molecular weight glucans containing a-l, 6 bonds as the

main glycosidic linkage exhibited the activity to agglutinate A. viscosus cells. A study with chemically 

modified dextrans has revealed that C,-carboxylated dextran was active, but C6-carboxylated dextran was 

inactive in inducing agglutination of A. viscosus, indicating the importance of nonreducing ends of the glucan 

in its attachment to the receptor of the cells.

緒 論

放 線 菌 は,ヒ トや 詔 歯 類 の 口腔 内,特 に歯 肉溝 や デ ン

タル プ ラー ク(dental plaque,以 下 プ ラー ク と 略 称 す

る)か ら検 出 され る微 生 物 の 一 つ で あ る1～7)。1964年 の

JordanとKeyesら の研 究8)以 来,ヒ トお よび ハ ム ス タ

ーや ラ ッ トの 口腔 か ら分 離 され るActinomyces viscosus

のなかに,解 歯類に実験的に歯周病ならびに歯頸部 う蝕

を誘発させるもののあることが明 らかにされ,注 目され

ている8～14)。

一般に
,口 腔細菌が歯肉溝あるいは歯面に病害作用を

効果的に発揮するためには,ま ずその部位に足場をえる

こと(定 着)が 必要である。A.viscosusに ついても例

外ではなく,上 記の病原性を惹起するためには,歯 肉あ

るいは歯面に定着 し,か つ増殖することにより病害作用
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を発 揮 す るの に必 要 な 生 菌 数 を維 持 しな けれ ば な らな い

と考 え られ る。

さ て,口 腔 細 菌 の 歯 面 や 歯 肉 へ の 定 着 を助 け る要 因 の

一 つ と し て重 要 視 され てい る もの に,プ ラー ク の主 要 構

成 メ ン バ ー で あ るStreptococcus mutansやStyepto-

coccus sanguisに よ っ て 生 成 さ れ る菌 体 外 グ ル カ ン15)

に よ る細 菌 の 菌 体 凝 集 とい う現 象16)が あ る。

1969年 にs.mutansに つ い て見 い 出 され た こ の グ ル

カ ン に よ る菌 体 凝 集 現 象 は,ハ ム ス タ ー で歯 周 病 を ひ き

起 こす こ と がJordanら8)に よ り実 験 的 に証 明 きれ で い

るA.viscosus ATCC 15987株 につ い て も起 こ る こ と

が,1975年 にMcbrideら17)に よ っ て明 らか に され た。

す なわ ち こ の菌 は,Leuconostoc mesenteyoidesが 作 る

α(1→6)グ ル コ シ ド結 合 を 主 結 合 とす る グ ル カ ン(高

分 子 量 デ キ ス トラ ン),な らび にS.mutansやS.san-

guisが ス ク ロ ー ス か ら菌 体 外 多 糖 と して作 る グ ル カ ン

に よ っ て凝 集 す る こ とが示 され た。

こ の所 見 は,A.viscosusの 歯 面 や 歯 肉溝 へ の定 着 に,

S.mutansやs.sanguisが 作 り,プ ラ ー ク の主 要 な構

成 成 分 の一 つ で あ る グ ル カ ン18～20)に よ る 菌 体 凝 集 が重

要 な か かわ り合 い を持 つ 可 能 性 を強 く示 唆 す る もの と し,

て,意 味 が あ る21)。

以 上 の よ うに,A.viscosusの グ ル カ ン に よ る菌 体 凝

集 は,こ の菌 の病 害 作 用 発 現 の第 一 歩 と して重 要 と考 え

られ る の に,関 係 す る菌 体 側 お よ び グ ル カ ン側 の 因子,

両 者 の相 互 作 用 な どにつ い て は,ほ とん ど何 も明 らか に

され て い な い。

こ の研 究 で はATCC 15987株 を主 な供 試 菌 と して,

ま ず グ ル カ ンに よ る菌 体 凝 集 がA.viscosusの 歯 面 へ の

定着 に演 じ る役 割 に つ い て モ デ ル 実験 を行 な い,つ い で

グル カ ンに よ るA.viscosusの 菌体 凝 集 の機 序 を種 々 の

角 度 か ら解 析 した。

材 料 と 方 法

1.供 試 菌株 とそ の 培 養

A.viscosus ATCC 15987「 株 を 主 な テ ス ト菌 株 と し

て用 い た が,他 に同 じ菌 種 に属 す るATCC 15988株,

ATCC 19246株,NY1株 お よ びT36株,ま たActino-

myces naeslundii ATCC 12104株 お よ びACN-1株,

な らび にActinomyces odontolyticus ATCC 17982株 な

どの 種 々 の 放 線 菌 を も供 試 し た。 さ ら にS.mutans

K1R株,S.sanguis ATCC 10556株,Streptococcus

salivarius HHT株,Staphylococcus auyeus 209P株,

Escheyichia coli K12株 お よ びLactobacillus casei

PS1株 を対 照 実 験 に お け るテ ス ト菌 と した 。ま た 可溶 性

グ ル カ ン の調 製 に は,S.mutans FA1株 を用 い た。 な

お,A.viscosus NY1株 はDr.-B.Guggenheim(Uni-

versity of Zurich,Switzerland)よ り,A.naeslundii

ACN-1株 はDr.P.A.Mashimo(State University

of New York,U.S.A.)よ り分 与 を うけ た。 他 の 菌 株

はす べ て本 学 口腔 細 菌 学 教 室 に保 存 され てい た もの で あ

る。

供 試 菌 株 は,A.viscosus NY1株 お よ びL.casei

PS1株 を 除 き,す べ てTrypticase Soy Broth(以 下

TSBと 略 称,Baltimore Biological Laboratories,

Cockeysville,Maryland,U.S.A.)に 培 養 し,対 数 増

殖 期 の 菌 を 実験 に 用 い た。A.viscosus NY1株 の 培 養

に はActinomyces Broth(Difco Laboratories,De-

troit,Michigan,U.S.A.)を,ま たL.casei PS1株

の培 養 に は,Rogosa SL Broth(Difco Laboratories,

Detroit,Michigan,U.S.A.)を 使 用 した。

2.グ ル カ ン とフ ル ク タ ン,お よび デ キ ス トラ ン と デ

キ ス トラ ンの 誘 導 体

デ キ ス トラ ン と し て は,市 販 の デ キ ズ トラ ン 標 品

'T10
,T40,T70,T250,T500お よ びT2000(Phar-

macia Co.,Uppsala,Sweden)を 用 い た。 他 の グ ル カ

ンお よ び フ ル クタ ン と して,s.mutans OMZ176株 が

作 る不 溶 性 か つ 粘 着 性 の グ ル カ ン(グ ル コ ー ス残 基 が

α(1→3)グ ル コ シ ド結 合 した 主鎖 に α(1→6)グ ル コ シ

ド結 合 の 側 鎖 がつ い た も の)22)な らび にOMZ176株 由

来 の グル コ シル トラ ン ス フ ェ テ ー ゼ をSpicayia viola-

ceae IFO 6120株 由来 の α(1→6)グ ル カ ナ ー ゼ の存 在

下 で ス ク ロー ス と反 応 させ る「こ とに よ っ て調 製 した不 溶

性 グル カ ン(そ の グル コ シ ド結 合 の ほ とん どが α(1→3)

結 合 の もの)22),S.sanguis ATCC 10556株 由来 の 可溶

性 グル カ ン,Aspeygillus niger NRRL326株 由来 の不

溶 性 グ ル カ ンお よ びs.salivarius HHT株 由 来 の フ ル

ク タ ン は,い ず れ も本 学 口腔 治 療 学教 室恵 比須 繁 之 博 士

か ら恵 与 され た。 一 方L.mesenteroides NRRL 1355

株 由来 のデ キ ス トラ ン1355,同 じ くL.mesenteroides

由来 のデ キ ス トラ ン ・メイ トー,お よ び ル テ オ ー ス,ラ

ミナ ラ ン,パ キ マ ン,C1-カ ル ボ キ シ ル デ キ ス トラ ン(デ

キ ス トラ ンT2000の 還 元 末 端 グ ル コー ス の ア ル デ ヒ ド

基 を酸 化 して カ ル ボ キ シ ル基 に か え た もの を,以 下C1-

カル ボ キ シ ルデ キ ス トラ ン とす る),C6-カ ル ボ キ シ ル デ

キ ス トラ シ(デ キ ス トラ ン ・メ イ トー の第 一 級 ア ル コ ー

ル を酸 化 して カ ルボ キ シ ル基 に か え た も の を,以 下C6-
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カルボキシルデキス トランとする)な らびにデキストラ

ンポリアルコール(デ キス トランT2000を 過 ヨウ素酸

酸化 して得 られたポリアルコールをデキストランポリア

ルコールとする,図5参 照)な どの標品は,大 阪市立大

学,生 活科学部の三崎旭教授から恵与 を受けた。その他

可溶性デンプン(和 光純薬,大 阪),セ ル ロース(フ ナコ

シ薬品,東 京),グ リコーゲン(半 井化学,京 都)お よび

デキス トランサルフェー ト(Pharmacia Co.,UpPsala,

Sweden)は いずれも市販品を入手した。

3.エ ナメル質およびセメン ト質ブロック

竹村の記載24)に従 って作製 した,す なわち,ヒ トの新

鮮抜去永久歯を浮石末で研磨 し,か つ超音波洗浄器を用

いて十分洗った後,頬 側面あるいは舌側面部か ら,少 な

くとも肉眼的に調べた限 りでは健常なエナメル質あるい

はセメン ト質表面 を含むブロック(約3mm×4mm×

2mm)を 採 取 した。滅菌ブロックを必要とする実験の

場合には,試 料の条件を統一するために,ブ ロックは高

圧蒸気滅菌して用いた。 、1

4."人 工プラーク"を 形成させたエナメル質ブロッ

クの調製

3%ス クロースを添加 したTSBの200mlに,滅 菌エ

ナメル質ブロックを浸 し,こ こにS.mutans,K1R株

を18時 間培養 したものの10mlを 加 え,攪 拌しながら,

37℃ で48時 間培養を続行した。、K1R株 な らびにこの

菌がスクロースから産生 したグルカンからなる"人 工プ

ラーク"で おおわれたエナメル質ブロックをとり出し,

精製水で洗浄 したのち,実 験に供 した。

5.走 査型電子顕微鏡による観察

テス ト菌体を付着させる操作を施 したエナメル質およ

びセメント質ブロツクを,0.1M(終 末 濃度,特 に断わ

らない限り以下同じ)塩 化ナ トリウムおよび0.5M燐 酸

緩衝液(pH-6.8)の 存在下で,2.5%の グルタルア ルデ

ヒドによリ18時 間画定 した。固定した標品 は精製水で

十分洗浄 し,エ タノールで脱水後,減 圧乾燥 した。つい

でブロックの歯牙表面に相当する面に,イ オ シコーター

(IB-3形,エイコーエンジニアリング,茨城)を用いて ,

約200Aの厚さの金蒸着を施した 後,走 査型電子顕微鏡

(MSM-4T型,日 立-明 石製作所,茨 城)を 用いて観察

した。

6.AviscosusとS.mutansと の異種菌体間で

の凝集の測定

S.mutans K1R株 の18時 間培養菌を約106細 胞/ml

になるようにTSBに 接種 し,37℃ で18時 間培養 した。

培養を6,000gで15分 間遠心して集菌し,菌 体を0.01

M燐 酸緩衝液(pH6.5)で 十分洗浄後,0.05M同 緩衝

液中に浮遊させた。この菌浮遊液に終末濃度が3%と な

るようにスクロースを加えて37℃ で1時 間反応 させ,

K1R株 菌体表面にグルカンを生成させた。 未反応のス

クロースおよび可溶性 グルカンを除くために,こ の反応

液 を3,000gで15分 間遠心 し,沈 渣を0.01Mの 上記

緩衝液で十分遠心洗浄 した後,精 製水に適当な濃度 とな

るように浮遊 させた。

一方
,A.viscosus ATCC 15987株 のTSB 48時 間

培養菌を洗浄後,0.05M燐 酸緩衝液(pH6.5)の 存在

下で菌濃度が約2mg/mlに なるように浮遊させ,こ の

浮遊液の1mlと 種々の細胞濃度のK1R株 菌浮遊液の .

1mlと を,37℃ で反応させた。15分 毎に,反 応液を縄

拝 しながら2時 間反応 させ,最 終 の攪拌から15分 間後

に,上 液の濁度をBausch&LombのSpectronic20

(島津製作所,京 都)を 用い,550mμ の波長で測定 し,

この値を上記2種 の細菌体間で起こる凝集の程度を測る

指標 とした。なお対照実験には,ス クロースと反応させ

ていない,す なわ ちグルカンを菌体表面 に もたない

K1R株 菌浮遊液を用いた。

7.グ ルカンによる菌体凝集の測定

供試菌を約1mg/mlに な るように0.05M燐 酸緩衝

液(PH6.8)の 存在下で浮遊させたものに種々の濃度の

グルカンを加え,37℃ で2時 間反応 させ,菌 体の凝集

の有無 と程度 を肉眼で判定 した。 なお,グ ルカンを

1mg/mlか ら連続10倍 稀釈 し,テ スト菌体の凝集をひ

き起こす最少凝集 濃度(minimal agglutinqtion con-

centration,MACと す る)を 測 定し,供 試 した菌とグ

ルカンの組み合せにおける凝集の強さの指標とした。

8.S.mutans FA1株 の可溶性グルカン(グ ルカ

ンFA1)

S.mutans FA1株 の培養上清由来のグルコシルトラ

ンスフェラーゼを,0.05Mの 燐酸緩衝液(pH6.8)中

で,5%ス ク ロースと37℃ で6時 間反応 させた。反応

液を12,000gで20分 間遠心 した上清に2倍 容のエチル

ァルコールを加え,4℃ た24時 間静置した。 生 じた沈

殿を12,000gで20分 間遠心 し下集め,75%エ チルァ

ルコール で洗浄 した後,精 製水に再溶解 し,この 液を上

記条件で遠心し,上清 を凍結乾燥 して実験に用いた。 ち

なみに,こ のようにして得 られた多糖がグルガンである

ことは竹村24)によ り確かめられた。

同位元素により標識 したものは,ス クロース-14C(u)

(The Radiochemical Centre,Amersham,England,

556mci/mmol)を 基質 として上述の条件で生合成させ,
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実験 に は540ng/ml溶 液 と して用 い た。

9.結 合 グル カ ン量 の 測 定

1mg/mlの 凍 結 乾燥 菌 浮 遊 液 と種 々の 濃 度 の19C-グ

ル カ ン と を,0.05M燐 酸緩 衝 液(pH6.5)中 で,1時

間,37℃ で反 応 さ せ た。 反 応 液 を6,000gで10分 間

遠心 し,沈 渣 を上 記緩 衝 液 で 十 分 遠 心 洗 浄 して未 結 合 の

14C-可 溶性 グル カ ン を洗 い去 っ た後 ,Suginakaら25)の 記

載 に従 っ て,0.5mlの4%ラ ウ リル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム

(SDS)に 溶 解 し,菌 体 に 結 合 した放 射 能 を液 体 シ ンチ

レー シ ョン ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー(Aloka,Type LSC-

653,東 京)で 測 定 し た。 え ら れ た価 を基 準 に し て,供

試 全 菌 体 に結 合 し た グル カ ン量 を算 出 した。

結 果

1.A.viscosusの 歯 面 へ の付 着

A.vascosusが 歯 面 に定 着 す るた めの 機 構 の 一 つ と し

て,グ ル カ ンに よ る凝 集 とい う現 象 の 関 与 が 考 え られ

る。 そ こで ま ず,A.viscosusが 歯 面 に付 着 す るか ど う

か を検 討 す る た め に,ATCC 15987株 が,歯 面 な らび

に歯 面 にS.mutans菌 体 とS.mutansが 作 る グル カ

ンか らな る"人 工 プ ラー ク"を 形成 させ た もの と どの よ

うに 反 応 す るか を,走 査 型 電 子 顕 微 鏡 を用 い て観 察 し

た。

1)歯 面 へ の直 接 的付 着

TSBに48時 間 培 養 したATCC 15987株 の 菌 体 を,

0.01M燐 酸 緩 衝 液(pH6.5)で 洗 浄 後,0.05Mの 同 緩

衝 液 に約1010細 胞/mlと な る よ う に 浮 遊 さ せ た。 この

菌液 を2分 し,一 半 に は エ ナ メル 質 ブ ロ ッ ク,他 半 には

セ メ ン ト質 ブ ロ ッ クを 浸 し,37℃ で1時 間 反 応 させ た。

ブ ロ ッ ク を精 製 水 で 洗 浄 後,方 法 の 項 で 述 べ た よ うな処

理 を施 して 電 顕観 察 試 料 と し た。

図1(a)は エ ナ メル 質 面 へ の,(b)は セ メ ン ト質 面 へ の

ATCC15987株 菌 体 の 付 着 の 状 態 を示 す 。 テ ス ト菌 は,

エ ナ メ ル質 面 には ほ とん ど付 着 しない が,セ メ ン ト質 面

には よ く付 着 す る こ と が明 らか で あ る。

2)"入 工 プ ラ ー グ"面 へ の付 着

S.mutans K1R株 とこ の菌 が産 生 す る グ ル カ ン に よ

っ て あ らか じめ そ の表 面 を被 覆 したエ ナ メ ル質 ブ ロ ック

を,前 項 で述 べ た実 験 と 同 様,ATCC 15987株 浮 遊 液

に1時 問 浸 し,電 顕 観 察 に供 した。

図2に 示 す よ うに,"人 工 プ ラー ク"で お お われ た エ

ナ メ ル質 面 に は,未 処 理 エ ナ メ ル質 面 に対 す る場 合 とは

異 な り,供 試 したA.viscosusが 著 明 に付 着 す る の が認

め られ た。

2.グ ル カ ンを 介 す るA.riscosusとS.mutans

の 共 同 凝 集

1の2)項 で 述 べ た所 見 は,S.mutansが 作 る グル カ

ン を介 し てA.viscosusが エ ナ メ ル質 表 面 に付 着 す る こ

と を示 唆 す る。 こ の事 を別 の角 度 か ら確 認 す る た め に,

A.viscosus浮 遊 液 に,菌 体 表 面 に グル カ ン を生 成 させ

た種 々 の濃 度 のs.mutans菌 浮 遊 液,お よ び対 照 と し

て表 面 に グ ル カ ン を も た な いS.mutans菌 浮 遊 液 を そ

れ ぞ れ 加 え,37℃ で2時 間反 応 さ せ た。

グ ル カ ン を菌 体 表 面 に 生 成 さ せ た 種 々 の 濃 度 のs.

mutans細 胞 浮 遊 液 を均 一 に懸 濁 して い たA.vascosus

浮 遊 液 に 加 え る と,A.viscosusとS.mutansが,図

3に 示 す よ うな反 応 曲線 に した が っ て凝 集 し合 っ て沈 殿

す る の が観 察 さ れ た。 一 方 対 照 で は,A.vascosusと

s.mutansの 凝 集 は ほ とん ど 見 ら れ な か っ た 。 こ の所

図1A.viscosus ATCC 15987株 の歯 面 へ の付 着

(a)エ ナ メ ル 質 面 へ の 付 着

(b)セ メ ン ト質 面 へ の付 着

(い ず れ も直 接 倍 率 ×2,000)
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図2S.mutansと そ れ の産 生 す るグ ル カ ンに よっ て歯 面 に形 成 させ た
"人工 プ ラ ー ク"面 へ のA .viscosus ATCC 15987株 の 付 着

(a)ATCC 15987株 と反 応 させ た"人 工 プ ラ ー ク"

(b)対 照 の"人 工 プ ラー ク"

(い ず れ も直 接 倍 率 ×2,000)

図3グ ル カ ンを 介 して起 こ るA.viscosusと

S.mutans菌 体 の 共 同凝 集

● 菌体 表 面 に グル カ ンを 生 成 させ たS.mutans

を用 い た場 合

○ グル カ ンを もた な いS.mutansを 用 い た 場 合

見は,"人 工 プ ラー ク"面 へ のA.viscosusの 付 着 が,

菌 体 表 面 に グル カ ン を生 成 したS.mutansと の 共 同凝

集 に よ る も の で あ る こ とを示 唆 す る もの と考 え られ る。

3.A.viscosus ATCC 15987株 と他 の菌 株,な ら

び に その 他 の 細 菌 種 の デ キ ス トラ ンお よび グル カ ン

FA1に よ る凝 集

分 子量 約200万 の 高 分 子 量 デ キ ス トラ ンT2000お よ

びS.mutansFA1株 に作 らせ た可 溶 性 グ ル カ ンFA1

に よ るA.viscosus ATCC 15987株 の凝 集 を,A.vis-

cosusの 他 の 菌株 及 びA.naeslundii,A.odontolyticus,

そ の他 の菌 種 の それ と共 に,調 べ た。 ま た,S.mutans

は ス ク ロー ス に よ っ て も菌 体 凝 集 を起 こ す こ とが報 告19)

され て い るが,同 様 な現 象 がATCC 15987株 や 他 の テ

ス ト菌 に つ い て も認 め られ るか ど うか を もあ わ せ て検 討

した。

表1に 示 す よ うに,ATCC 15987株 は デ キ ス トラ ン

T2000お よび グル カ ンFA1の い ず れ に よ って も,こ

れ ら多 糖 の 微 量(1μg/ml)に よ つて,凝 集 す るの が 認

め られ た。 ま たATCC15987株 以 外 のA.viscosus菌

株 の うち の2株,す なわ ちNY1株 お よびATCC 15988

株 やA.naeslundii ATCC 12104株 な らび にACN-1

株,A.odontolyticus ATCC 17982株 をATCC 15987

株 と比 べ る と高 濃 度 を要 す るが,デ キ ス トラ ンあ る い は

グル カ ンFA1に よ り凝 集 を起 こ す こ とが わ か っ た。 し

か し,A.viscosusで あ っ て もATCC 19246株 な らび

にT36株 は,104μg/mlの 濃度 の デ キ ス トラ ンT2000,

あ るい は103μg/mlの 濃 度 の グル カ ンFA1の 添 加 に

よ っ て も凝 集 し ない こ と が わ か っ た。 ち なみ にS.mu-

tans K1R株 は,す で にGibbonsら16)が 報 告 して い る

よ うに,デ キ ス トラ ンT2000お よび グル カ ンFA1の

いず れ に よ っ て も,ATCC15987株 と同 じ く1μg/ml

の 濃度 ま で 凝 集 を 起 こ した が,S.sauguisやS.sali-

variusで は,実 験 に使 用 し た 濃 度 の グル カ ン の添 加 で

は凝 集 が 見 られ な か っ た。 ま た,ス ク ロー ス を添 加 した

対 照 実 験 に お い て,S.mutans K1R株 は凝 集 した が,

ATCC 15987株 で は 凝 集 は 認 め られ な か つた。 これ は,

S.mutansで は ス ク ロー スか ら生 成 され る グル カ ンに よ
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表1デ キストランT2000,グ ルカンFA1な らびにスクロースによる

各種の放線菌とレンサ球菌の菌体凝集

つて凝集が起こるの に対 して,ATCC 15987株 は菌体

外多糖としてフルクタンを生成する26～29)が,グルカンを

生成するとい う報告はな く26～29),また フルクタンでは

15987株 は凝集 しないこと(表7参 照)に よると考えら

れる。なお,他 のテス ト菌でもスクロースによる凝集は

認められなかった。

4.デ キス トランによるAviscosus ATCC 15987

株 の菌体凝集に対する反応条件の検討

1)テ ス ト菌の増殖相 と凝集活性

ATCC 15987株 の増殖曲線を求め,増 殖の各相で集め

た菌体のデキス トランT2000に よ る凝集活性 を比較 し

た。その結果,対 数増殖期の菌の凝集活性が最 も強いこ

とがわかった。

2)反 応温度

デキス トランT2000に よるテス ト菌 の凝 集の強 さ

は,0.05M燐 酸緩衝液(pH6.8)の 存在下,2時 間の

反応では,20℃ か ら40℃ の範囲内ではかわらず,20℃

以下あるいは40℃ 以上では,減 弱した。

3)反 応時間

表2に 示す よ うに,ATCC 15987株 のデキストラン

T2000に よる上記緩衝液存在下での37℃ での凝集は,

反応20分 後 に検出できるよ うにな り,以 後時間の経過

につれてより低いデキストラン濃度で凝集が認められる

表2デ キ ス トラ ンT2000に よ るA.viscosus

ATCC 15987株 の凝 集 の 時 間 に よ る推 移

ようになった。2時 間後には,1μg/mlの デキス トラン

T2000に よ りテス ト菌の凝集が認められ,そ の後18時

間 に至るまでこの状態は変わらなかった。

4)反 応pHの 影響

表3に,使 用 した緩衝液の種類 とpH,お よび各反応

pHに おいて37℃,2時 間の反応によりATCC 15987
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表3デ キ ス トラ ンT2000に よ るA.viscosus

ATCC 15987株 の 凝 集 に 及 ぼ す 反 応pHの

影 響

表4デ キ ス トラ ンT2000に よ るA.viscosus

ATCC 15987株 の凝 集 に及 ぼす 塩 濃 度 の

影 響

株を凝集させるデキストランT2000の 最 少凝集濃度

(MAC)を 示 した。反応の至適pHは,6.5付 近 であっ

た。

5)反 応系の塩濃度の影響

標準反応系に塩化ナ トリウムを0.05～3.0Mと なる

よ うに加 え,塩 濃度 がデ キス トランT2000に よ る

ATCC 15987株 の凝集に及ぼす影響 を調べた。塩化ナ

トリウムの濃度が1Mで はほとんど影響はみ られなか

ったが,2.0お よび3.0Mに なると強い阻止的影響が認

められた(表4)。

5.凝 集 に関与する菌体側の因子

凝集にあずかる菌体側の因子の本態についての手掛 り

を得るため,供 試A.viscosusATCC 15987株 に加熱

あるいは トリプシン処理を施 し,凝 集活性がどのように

表5加 熱 あ るい は トリプ シ ン処 理 した

A.viscosus ATCC 15987株 の

デ キ ス トラ ンT2000に よ る凝 集

表6種 々 の分 子 量 の デ キ ス トラ ンTに よ る

A.viscosus ATCC 15987株 の凝 集

影響されるかを調べた。まず,0.075M燐 酸緩衝液(pH

6.8)中 で,100℃,10分 間加熱処理したテスト菌では,

凝集活性は完全に失われ た(表5)。 つ ぎに,上 記緩衝

液中に浮遊させたATCC 15987株 の菌液に結晶 トリプ

シン(ト リプシリン,持 田製薬,東 京)を 終末濃度が

1mg/mlに な るように加 え,37℃ で30分 間反応させ

た。処理菌液を6,000gで15分 間遠心 して集め,精 製

水で十分洗った後,標 準反応系で37℃ で2時 間,デ キ

ストランT2000と 反 応 させ た。 トリプシン処理 した

ATCC 15987株 菌体では凝集は全く認められなかった。

なお,凍 結乾燥 したATCC 15987株 の デキストラン

T2000に よる凝集活性は生菌のそれと変わらないこと

がわかったので,以 下の実験では,菌 側の条件を一定に

するために凍結乾燥 した同一菌体標品を通して使用する

こととした。

6.凝 集をひき起こさせるグルカン側の化学的特性

1)グ ルカンの分子量

分子量がわかってい る種々のデキス トラン標品 を使

い,A.viscosus ATCC 15987株 の凝集に,グ ルカンの

どの程度の分子量が必要であるかを検討 した。表6に 示
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表7種 々 の多 糖 に よるA.viscosus ATCC 15987株 の凝 集

(1)L.mesenteroides NRRL1355株 由来

(2)S.mutans OMZ 176株 由 来

(3)S.mutans OMZ 176株 由来 の グ ル コ シル トラ ンス フ ェラ ー ゼ を,Spicaria violaceae IFO 6120株

由来 の α(1→6)グ ル カ ナ ーゼ の 存 在 下 で,ス ク ロ ー ス と反 応 さ せ る こ とに よ り生 成 したグ ル カ ン

(4)S.mutans FA1株 由 来

(5)S.sanguis ATCC 10556株 由来

(6)A.niger NRRL 326株 の細 胞壁 よ り描 出 した もの

(7)S.salivayius HHT株 由来

な お,デ キ ス トラ ン2000を 除 き,こ こに 用 い た グル カ ンは い ず れ も高 分子 量 で あ る が,具 体 的 な 分 子

量 は不 明 で あ る。

されているように,分 子量が約7万 以下のデキス トラン

ではテス ト菌の凝集 は認められず,分 子量25万 以上の

デキス トランでは,分 子量の高いものほどより低い濃度

で凝集が起こることがわかった。

2)主 たるグルコシ ド結合の種類と凝集作用

主たるグルコシ ド結合の種類を異にする種々のグルカ

ンのA.viscosus ATCC 15987株 に対する凝集作用を

調べた結果が表7に まとめて示 され ている。ほとんど

α(1→6)グ ル コシ ド結合のみからなるデキス トランT

2000の み ならず,α(1→6)お よび α(1→3)グ ル コシ

ド結合の両者を主な結合とする可溶性グルカン,す なわ

ちデキストラン1355,S.mutansが 産生する可溶性グ

ルカンならびにS.sanguasが 産生する可溶性グルカン

のいずれもがATCC 15987株 を凝集 させることがわか

った(た だ しデキストラン1355は,他 のものに比べて,

凝 集 をひ き起 こす の に約10倍 の 濃 度 を必 要 と した)。 ま

た,S.mutansが 産 生 す る不 溶 性 グル カ ン も,テ ス ト菌

の凝 集 をひ き起 こす こ とが 認 め られ た。

一 方 ,S.mutans OMZ 176株 由来 の グ ル コ シル トラ

ンス フェ ラー ゼ をSpicayia violaceae IFO 6120株 が作

る α(1→6)グ ル カナ ー ゼ23)の 存 在 下 で ス ク ロー ス と反

応 させ るこ とに よ り生成 した不 溶 性 グル カ ン,す な わ ち

そ の グル コシ ド結 合 の ほ とん どが α(1→3)結 合 で あ る

グ ル カ ン22)で は,テ ス ト菌 の凝 集 は認 め られ な か っ た。

かつ こ の所 見 に一 致 して,A.niger由 来 の α(1→3)グ

ル コ シ ド結 合 のみ か らな る グ ル カ ン30)に よ っ て もテ ス ト

菌 の 凝 集 は 認 め られ なか っ た。 ま た,α(1→4)や β グ

ル コ シ ド結 合 を 主 結 合 とす る グ ル カ ン,さ ら に はS.

salivayiusが 作 る フ ル ク タ ンは,A.viscosusを 凝 集 す

る作 用 を全 く欠 い てい た。 なお 表 示 しなか っ た が,グ ル



311

表8高 分 子 量 デ キ ス トラ ン誘 導 体 に よ るA.viscosus ATCC 15987株 の凝 集

*デ キ ス トラ ン ・メ イ トーはL .mesenteroides由 来 の デ キ ス トラ ンで,

デ キ ス トラ ンTと 同様 な 構 造 を 持 つ 。

表9高 分 子 量 デ キ ス トラ ンT2000に よ る

A.viscosusATCC15987株 の 菌 体

凝 集 の種 々 の糖 に よ る競 合 阻 害

高分 子 デ キ ス トラ ンT2000の 濃 度 は,ATCC 15987株

の凝 集 を ひ き起 こ させ る最終 有 効 濃度1μg/mlと し た

(表2参 照)。
*種 々の糖 を10μg/ml

,1μg/mlお よ び0.1μg/mlに

な るよ うに加 え た標 準反 応 系 を つ く り,37`'(;で2時

間 反応 させ,A.viscosus ATCC 15987株 の凝 集 の

有 無 を 肉眼 で 観察 す る こと に よ り,凝 集 の 阻害 の 判

定 を 行 な った 。

コースおよびフルク トースもテス ト菌を凝集 させること

はなかった。

以上の結果から,A.viscosusを 凝集させるにはグル

コース多糖 しかも α(1→6)グ ルコシ ド結合を主たる

結合の少なくとも1つ とするグルカンが必要なことがわ

かった。

3)凝 集にあずかるグルカン構造

化学修飾を加 えた高分子量 デキス トランの誘導体の

A.viscosus ATCC 15987株 に対する凝集作用 を調べる

ことによ り,グ ルカン構造のどの部分が凝集に関係 して

いるかを検討した(表8)。 デキストランの還元末端 グ

ルコースのC1位 をカルボキシル化 してももとのデキス

トランと同程度にテス ト菌を凝集 させるが,非 還元末端

グルコースのC6位 をカルボキシル化すると凝集作用が

失われた。また,デ キス トランをポリアルコールに変え

た り,グ ルコース残基のC2位 に硫酸基を導入した場合

にも,ATCC15987株 を凝集する作用 が見られなくな

った。

4)種 々の糖による高分子量デキス トランでの菌体凝

集の競合阻害

それ自身ではATCC 15987株 菌体の凝集をひき起こ

さなかった低分子量デキス トランやその他の糖が,高 分

子量デキストランT2000に よ るテス ト菌の菌体凝集に

競合的に抑制的に作用するかどうか検討した。表9に 示

すように,デ キス トランでは低分子量のためにそれ 自身

では凝集 を示 さなかったものも明確な阻止効果を示すこ

と,し かしA.nigerの 不 溶性グルカン,C6-カ ルボキ

シルグルカン,グ ルカンポリアルコールなどでは,凝 集

を阻止する効果も認められないことがわかった。

7.グ ルカンの菌体への結合

1)A.viscosus ATCC 15987株 菌体表層への14C-

グルカンFA1の 結合

種々の濃度の14C-グ ルカンFA1をATCC 15987株

の凍結乾燥菌体と標準反応系で作用させ,グ ルカンの菌

体への結合量を求めた結果 を図4に 示 した。 グルカン濃

度の増加に比例 して,菌 体へのグルカンの結合量も増加
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図4A.viscosusATCC15987株 菌体への
14C-グ ルカンFAIの 結合

● 供試菌体への14C-グ ル カンの結合

○ 加熱処理菌体への14C-グ ル カンの結合

し,約120ng/mlの グルカン濃度で菌体への結合量が飽

和点に達 し,飽 和点をこえてグルカン濃度をさらに増加

させると結合量が直線的に増加 した。一方,100℃,10

分間加熱処理 して凝集活性を失わせた菌体を用い,添 加

するグルカン量 と結合するグルカン量 との関係を求めた

ところ,非 加熱菌体を用いた場合にみ られた飽和点以後

の直線 と平行 して,結 合グルカン量が加えたグルカン濃

度の増加に比例 して増加することがわかつた。この直線

的増加は,供 試菌体のグルカン凝集にあずかる部位への

グルカンの特異結合によるものではなく,非 特異的な結

合によるものと考えられる。 したがって,非 加熱供試菌

体で認められた飽和点における,す なわち約120ng/ml

のグルカン濃度での供試菌体へのグルカンの結合量から

加熱処理菌体への非特異結合量を差引いた値,す なわち

テス ト菌1mg当 り約10ngが,ATCC 15987株 菌

体へのグルカンFA1の 不可逆的な特異結合量 というこ

とになる。

以上要するに,S.mutansFA1株 が作 るグルヵンの

A.viscosus ATCC 15987株 菌体への結合は,そ の結合

に飽和点が認められる特異的 な反応 であると考えられ

る。

2)A.viscosus以 外 の菌種の菌体表層への14C-グ ル

カンFA1の 結合

A.viscosus ATCC 15987株 菌体 を飽和させるに必要

な約120ng/mlの 濃度のグルカンFA1を 用 い,他 の

菌種の菌体へのグルカンFA1の 結合の有無,程 度を調

べた。表10に 示す よ うに,グ ルカンによる凝集活性を

有するs.mutans K1R株 で は グル カンの結 合量は

表10種 々の供試菌の菌体に結合する14C-グ ル

カン(グ ルカンFA1)量 の比較

表11A.viscosusATCC15987株 菌 体 へ の
14C-グ ル カ ンFA1の 結 合 の デ キ ス ト

ラ ンに よる競 合 阻 害

ATCC 15987株 とほぼ同程度であった。一方,グ ルカン

により凝集 されない他の菌種では,結 合されるグルカン

ははるかに少 く,ATCC 15987株 加熱菌体への非特異結

合量程度であった。すなわちグルカンにより凝集しない

菌種では,菌 体へのグルカンの特異的な結合はほとん ど

認められないと考えられる。

3)14C-グ ルカンFA1のA.viscosus菌 体への結合

に対する高分子量および低分子量デキストランの競合阻

止

A.viscosus ATCC 15987株 菌 体 を飽和 させる濃度

(120ng/ml)の14C-グ ル カンFA1を,1mg/mlの デ

キストランT2000あ るいはT10と ともに,方 法の項

で述べたような反応条件でATCC15987株 菌体に作用

させ,菌 体への結合グルカン量を求め,そ の値をデキス

トランT2000かT10を 加 えない時の菌体への結合量

と比較した。ちなみに陽性対照 としてラベルしていない

グルカンFA1を 用いた。表11に 示すように,供 試菌

に対して凝集作用を示すデキストランT2000の み なら

ず凝集作用を示さないT10に よっても,14C-グ ル カン

FA1のATCC 15987株 へ の結合が,陽 性対照実験 と

同程度,阻 害 され ることがわかった。この実験の結果

は,高 分子量デキストランも,あ るいは凝集をひき起さ

ない低分子量デキストランがともに,グ ルカンFA1に
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対するATCC15987株 菌体のレセプター部位に結合し

えることを示唆するものと考えられる。

考 察

歯周病の発症 と進行に,口 腔内に棲息する細菌が重要

な役割を演 じていることは,い まや当然のこととして受

けとめられている31,32)。そこで,細 菌が歯周組織に対し

て効果的に病害作用を発揮するための前提条件 と考えら

れる歯面への定着 とい う問題 を,歯 周病の発症にあず

かる可能性が高い と考えられる口腔細菌 の一つ である

A.viscosusの グルカンによる凝集 という課題に的を絞

って,検 討を加えた。

さて口腔細菌の歯面に対する定着機構 を研究す る上

で,ま ず検討を要するのは,問 題 としている菌が直接歯

面に付着 しえるか どうかとい うことである。この研究で

は,供 試 したA.viscosusが セメント質面 には直接付

着するが,エ ナメル質面にはほとんど付着 しないという

所見を出発点 とした。s.sanguis,S.salivayiusお よび

S.mutansの よ うな口腔 レンサ球 菌につ いても,こ れ

らの菌が何ものも介さずにはエナメル質面に付着 しにく

いことを φrstavikら33)が 報告 してお り,A.vzscosus

も含 めて細菌が直接的にエナメル質の平滑面に付着 し,

足場をえることは困難なようである。

A.viscosusの 歯面への定着の一つの機構 としてここ

で取 り上げたグルカンによる菌体凝集 とい う現象は,最

初Mcbrideら17)に よって報告された。歯垢中に放線菌

が存在することはよく知 られた事実1,2,4,5,7)であるのに,

歯牙のエナメル質に直接的にはA.viscosusが 付着 しな

いとい う所見を前記Mcbrideら の報告17)と考 え合わせ

ると,グ ルカンによる凝集によってA.vascosusが プラ

ークにとり込まれ る可能性が浮かび上がる。実際に著者

は,。A.viscosus ATCC 15987株 がS.mutansと その

グルカンによって"人 エプラーク"を あらかじめ形成さ

せた歯面 には著 明に付 着し,か っATCC15987株 が

S.mutansやS.sanguasが 作 るグルカンによって凝集

することを示 した。Ritzの 報告1)に よると,初 期のプラ

ーク中には放線菌が少なく,時 間の経過とともにプラー

ク細菌の中で放線菌が占める割合が増加するとい う。こ

の所見は,プ ラーク形成の初期に,グ ルカンを産生する

S.mutansな どが付着 し,プ ラークの形成が進行するに

つれて,放 線菌などがグルカンを介してプラーク中にと

り込まれて行くことを示唆す ると考 えることができよ

う。

もっ と も,A.viscosusの 歯 面 へ の定 着 とい う現 象 が,

グ ル カ ン に よ る凝 集 とい う機 構 だ け で解 明 で き る ほ ど簡

単 な もの で は な い とい うこ とは い うま で も な い。 実 験 結

果 の とこ ろ で は記 さ な か っ た が,著 者 は唾 液 成 分 由来 の

獲 得 被 膜 を歯 面 に形 成 させ る と,A.viscosusが 対 照 と

して用 い た獲 得 被 膜 を形 成 させ ない 歯 面 に比 べ て付 着 し

や す くな る とい う所 見 を 得 て い る。 ち なみ に φrstavik

らは,S.sanguisに つ い て同 様 な所 見 を報 告33)し て い

る。 ま たGibbonsら は,A.viscosus ATCC 15987株

を ヒ ト全 唾 液 とイ ンキ ュベ ー トす る と菌 体凝 集 を起 こす

こ と を報 告34)し て い る。 獲 得 被 膜 お よ び 唾 液 中 のA.

viscosusを 凝 集 させ る因 子 の本 態 につ い ては,ま だ十 分

な研 究 が行 なわ れ てい ない が,こ れ らの 因子 がA.vis-

cosusさ らに は他 の 口腔 細 菌 の歯 面 へ の 定着 に 関与 して

い る可 能 性 も,当 然 考 慮 され な け れ ば な らな い。

グル カ ンに よ るA.viscosusの 菌 体凝 集 に 関 与 す る菌

体側 の 因 子 が,非 耐 熱 性 で 蛋 白質 性 で あ るこ とが,こ の

研 究 で 明 らか に され た。S.mutansに つ い て,菌 体 側 の

レ セプ タ ー は 蛋 白質 性 の もの で あ る とKelstrupら は報

告35)し てい る。 さ ら にS.mutansの 菌体 側 の レセ プ タ

ー の本 態 に つ い て ,Gibbonsら16)が 菌体 表 層 に結 合 した

グル コシ ル トラ ンス フ ェ ラー ゼ で あ る とい う説 を とっ て

い るの に 対 し,Olsonら36)は グル コ シ ル トラ ンス フ ェ ラ

ー ゼ に 対 す る抗 血清 を反 応 させ たS .mutansが グル カ

ンに よ り凝 集 す る とい う所 見 に基 づ い て,菌 体 表 層 に結

合 して い る グル コシ ル トラ ンス フ ェ ラ ー ゼ とは別 に,グ

ル カ ンに対 す る レセ プ タ ー が存 在 す る と主張 して い る。

Kelstrupら35),Germaineら37),Mukasaら38)お よ び

Mccabeら39)も,S.mutansで は グル コ シ ル トラ ンス

フ ェ ラ ー ゼ とは別 に,レ セ プ タ ー部 位 が存 在 す る とい う

立場 を とっ て い る。 しか しA.vascosusで は,グ ル コ シ

ル トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ活 性 は捻 出 され な い の で,グ ル コ

シ ル トラ ンス フ ェ ラ ー ゼ とグ ル カ ン に対 す る レセ プ タ ー

との関 係 は 問題 に な らない 。

凝 集 を ひ き起 こ させ る側 の グ ル カ ン の化 学 的 特 性 につ

い て は,ま ずA.viscosusの 凝 集 を ひ き起 こ させ る に

は,最 低25万 以 上 の 分 子 量 の グ ル カ ン が必 要 で あ る こ

とが明 らか に され た。 ま た,分 子 量 の大 きい グ ル カ ン ほ

どよ り低 濃 度 でA.viscosusを 凝 集 させ 得 る こ とが示 さ

れ た。 こ の現 象 は,分 子 量 の大 きい グル カ ン ほ ど菌 側 の

レセ プ タ ー部 位 と反 応 す る構 造 部 分 の数 も多 い とい うこ

との他 に,分 子 量 が大 き い ほ ど,菌 と菌 との間 を架 橋 し

て凝 集 を起 こ させ や す い た め と考 え られ る16)。

A.viscosus菌 体 に結 合 し,さ らに条 件 が と との え ば
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菌体凝集 をひき起こさせる多糖の構造 としては,そ れが

グルコース多糖であ り,し かも主たるグルコシ ド結合と

して α(1→6)結 合 を構造中に保有することが必要なこ

とがわかった。他方 α(1→3)グ ル コシ ド結合のみから

なるグルカンは,A.viscosusを 凝集する作用を欠いて

いることが明らかに され た。 しかし,α(1→3)グ ル コ

シ ド結合のほかに,α(1→6)グ ル コシド結 合 を構造中

に有するグルカンでは凝集作用 が認 め られ るので,α

(1→3)グ ル コシ ド結合は必ずしも凝 集 を阻止するよう

に働 くわけではないようである。

要は,図5に 示すように,多 糖がA.viscosusの 凝集

をひき起こす,あ るいは凝集 させるに至らないまでも供

試菌体に結合するためには,そ れがグルコースポ リマー

図5グ ル カ ンの構 造 とA.viscosusATCC

15987株 に対 す る凝 集 作 用 との 関係

で,し かも主たるグルコシド結合の一つが α(1→6)結

合であることが必要である。また,グ ルカンの還元末端

グルコースは凝集される菌体への結合には関与せず,こ

の結合には非還元末端グルコースが関与 していることを

示す所見が得 られた。

またグルカンの口腔細菌凝集作用にあずかる構造につ

いては,従 来これ といった研究がほとんどなく,わ ずか

に過ヨウ素酸酸化 したデキス トランがS.mutansを 凝

集 しなくなることを示 したKelstrupら35)の 研究をあげ

うるのみである。彼等は,供 試 した過 ヨウ素酸酸化 した

グルカンではC1,C5お よびC6位 が修飾 を受けていな

いので,凝 集にはC2,C3お よびC5位 が重要であると

い う説をとっている。 しかし,過 ヨウ素酸酸化法ではグ

ルカンが一挙に大幅に化学構造を変じるので,Kelstrup

らの推論に飛躍があるといわざるを得ない。

著者の研究では,グ ルカンによるA.viscosusの 凝集

がグルコースやフルク トースによって阻害 されないこと

を認めた。一方Gibbonsら16)お よびKelstrupら35)は,

S.mutansの グルカンによる凝集がグルコースや フルク

トースによって阻止されたと述べている。著者の実験結

果 との食い違いは,供 試 した菌種が異なるためかも知れ

ないが,ま た彼等の実験では大過剰にグルコースやフル

ク トースが反応系に加えられ,し たがって認められた阻

止効果が,加 えられた糖の特異的な作用によるのかどう

か問題ではないかと考えられ る。

ここで,供 試菌体のグルカン凝集実験に主として用い

たデキス トランTな らびに供試菌体への結合実験に用い

たグルカンFA1に ついてメチル化分析 により調べた各

種のグルコシ ド結合の割合を,両 者を対 比 させて表12

に示す。デキス トランTに っい てのデーターは,Lind-

bergら の記載40)か ら引用 したものであり,一 方グルカ

ンFA1に つ いての分析結果は,前 記恵比須博士の研究

データー(未 発表)に もとついている。

すなわちデキス トランTで は,α(1→6)グ ル コシ ド

表12デ キス トランTと グルカンFAIの グルコシド結合の分析(メ チル化法による)
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図6A.vascosusATCC15987株 の グル カ ン

に よ る菌 体 凝 集 の起 こ り方 を 示 す モ デ ル

結合に由来する2,3,4-ト リーメチルグルコースのモ

ル百分率が91と 高く,ま た分岐部由来の2,4-ジ ー メ

チルグルコースのモル百分率が約5で あるところから,

そのグルコシ ド結合がほとんど直鎖型の α(1→6)結 合

であり,グ ルコース分子約20コ に1コ の割合 に しか

→6)-グ ルコース-(1→ グルコシ ド結合の分岐が存在 し

ないことがわかる。一方,グ ルカンFA1で は非還元末

端に由来する2,3,4,6-テ トラ-メ チルグルコース,

な らびに2,4-ジ-メ チルグルコースや2,4,6-ト リ

-メ チルグルコースのように α(1→3)結 合部に由来す

るもののモル百分率がいずれもデキストランに比べると

高 く,デ キストランに比較 して分岐ならびに α(1→3)

グル コシド結合部(分 岐や側鎖を含めて)が 多いことが

わかる。

さて図6に,A.viscosus菌 体 の高分子量グルカンに

よる凝集機序のモデルを示 した。表12に 示 したように,

分子量約200万 のデキス トランT2000で は一分子に多

くの非還元末端が存在する。 また,T2000は,そ の一

分子が二つ以上の菌と非還元末端部分で同時に結合 し,

凝集をひき起こすのに十分な大きさを有すると考えられ

る(図6の1)。 一方分子量約1万 のデキストランT10

では,一 分子に存在する非還元末端は2～3コ であり,

かつサイズが小さいので,2つ 以上の菌のレセプター部

位に結合 して,凝 集を起こすことはむつか しい(図6の

2)。 しかし,低 分子量デキストランも菌側のレセプタ

ー部位には結合できるので
,こ のものが大過剰に存在す

ると供試菌のレセプターの大部分を占拠してしまい,高

分子量デキス トランの凝集作用が競合的に阻害されるこ

とになる(図6の3)。 なお,菌 体を加熱処理すると菌

側のレセプターが変性ないし破壊され(図6の4),ま た

トリプシン処理によ りレセプターが失われ(図6の5),

デキス トランが結合できなくな り,し たがってこれらの

処置を行なった菌ではデキス トラン凝集が起こらなくな

ってしまう。

グルカンによる凝集 の第一歩 と考 え られるA.vis-

cosusへ の当該 グルカンの結合については,14Cで ラベ

ルされたグルカンを用いた実験によって,グ ルカンが確

かに供試菌(そ のレセプター)に 結合すること,こ の結

合は結合グルカン量に飽和点が認められる特異的な結合

であることが明らかになった。ちなみにグルカンの菌体

への結合に対する低分子量グルカンの阻害を低分子量グ

ルカンと14C-グ ル カンとを同時 に加 えることにより調

べたが,s.mutansに ついて,低 分子量デキス トランと

反応させ,洗 浄後 このS.mutans菌 体 に14C-グ ルカ

ンを反応させても14C-グ ルカンの結合 が阻害されるこ

とがSuginaka41)に よ り明らかにされてい るので,A.

viscosusの 場合にも低分子量デキス トランは菌体のグル

カン凝集に与るレセプター部位にまず結合 し,14C-グ ル

カンFA1の 菌体への結合,し たがって凝集を阻害する

ものと考えられる。

この研究で供試した放線菌の うち6株(A.viscosus3

株,A.naeslundii 2株 およびA.odontolyticus 1株)

は,程 度の差はあったがいずれもグルカンによる凝集活

性を有していた。しかしA.viscosusの 他 の2株,す な

わちATCC19246株 な らびにT36株 ではその活性が

認められなかった。しかし,こ の2株 は歯肉溝やプラー

クあるいは軟化象牙質といったような部位以外から分離

された菌株であり,し たがって上記の部位から分離され

た放線菌菌株とはグルカンによる凝集についても態度を

異にするのも,考 え方によれば,当 然といえるかも知れ

ない。また,供 試した放線菌は,人 工培地で継代を重ね

たものが大半を占めてお り,分 離された頃に保有されて

いたグルカン凝集活性が,実 験に用いた時点で低下 して

いた可能性も考慮されなければならない。さらにつけ加
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えるなら,こ の研究で供試 した放線菌菌株は,そ のある

もの(例 えば,A.viscosus ATCC 15987株)は 動物実

験で歯周病をひき起こす事が確認されているが,別 の菌

株はこの点にっいて十分な検討が未だ行われていない。

したがって,A.viscosusの グルカンによる凝集と病原

性 との問にどのような関係があるかにっいての最終的な

評価は,今 後に残された研究課題だ とい うべきである。

最後に,セ メント質面にA.viscosusが 直接付着する

という所見にっいては,セ メント質表面とエナメル質表

面 との問には,物 理的にも化学的にも大きな相違が認め

られるので,エ ナメル質面とは別の検討を要すると考え

られる。A.viscosusの セメント質面への直接付着にっ

いては,今 回の研究 では検討 を行 わ なかったが,A.

viscosusに 特 異的な現象であるかどうかな どは,今 後検

討 を要する研究課題 といえよ う。

総 括

A.viscosusの グルカンによる凝集 の機序 をATCC

15987株 を主なテス ト菌として,種 々の角度から,研 究

した。

1.A.viscosusは,抜 去ヒト歯牙小臼歯セメント質

には付着するが,エ ナメル質にはほとんど付着 しなかっ

た。

2.し かし,エ ナメル質表面にあらかじめS.mutans

お よびこの菌が作るグルカンからなる``人 工プラーク"

を形成 させたものには,A.viscosusは きわめてよく付

着した。この付着は,A.viscosus浮 遊液 とグルカンを

生成したS.mutans浮 遊液 とが共同凝集することから,

S.mutansの 菌 体表面 のグルカンを介 して起こってい

ることが強 く示唆された。

3.A.viscosus菌 体 のグルカンによる凝集に,100℃

で10分 間 の加熱および トリプシン処理 で失活す る蛋白

質性の因子(レ セプター)が 関与 していることが示 され

た。

4.一 方種々の多糖のなかで,菌 体の凝集をひき起こ

すのは高分子量のグルコース多糖であり,し かも主な結

合が α(1→6)グ ル コシ ド結合であることが必要なこと

が明かにされた。またグルカンが菌体 レセプターへ結合

するには必ず しも高分子量であることを要 しないこと,

さ らにこの結合にはグルカンの還元末端 グルコースは重

要でなく,非 還元末端グルコースが関与 していることが

罫 らかにされた。
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