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論文内容の要旨

ある種の嫌気性薗は歯周病の発症と進行に重要な役割を演じていることが，最近の研究で示唆され

ている。 1979年に new genus として報告された C叩nocytophαμ は，それらのー菌種であり，若年性

歯周炎の病巣深部から特徴的に検出される運動性のグラム陰性梓菌である。

本研究では， cαpnocytophα仰が歯周病の病理機序に演じる役割を評価する一つのアプローチとし

て，歯周病患者の歯周ポケットから分離したー菌株を用い その構築成分をできるだけ逃がすことな

く分画調製し，得られた各画分がin vivo および、 in vitro の実験系で示す生物学的活性を幅広く検討す

ることを試みた。

若年性歯周炎患者の歯周ポケット最深部から嫌気的条件下に分離された CαpnocytophαgαS-3株を

供試菌とし， 37
0

C で 4 日間， 10%C0 2 加空気中で大量培養を行い全菌体を得た。全菌体を Braun Cell 

Homogenizer を用いてガラスビーズと共に振、盈して破砕し， 10万 gの遠心沈査として細胞エンベロー

プ (CE) 画分を分離した。一方，主として細胞質成分を含む上清は精製水に対して透析し，細胞質

(CP) 画分とした o CE 画分の一部について，プロナーゼ消化後 1 %SDS (sodiun dodecyl sul-

fate) で処理し，可溶性となった部分は陰イオン交換樹脂を加えた精製水に対して充分透析して SDS

を除いた後， SDS-sup 画分とした。 一方 1 %SDS処理後の沈査について， さらに 4 %SDSで加熱

処理し，細胞壁の基礎構造であるペプチドグリカン (PG) を不溶性沈査として得た。他方CE画分か

ら，ブタノール一水および温フェノールー水を用いる 2 種の抽出方法によって， 2 種類の内毒素標品，

それぞれ Bu-LPS およびPh-LPS を分離した。

この様にして調製した各種菌構築成分の生物学的活性を以下の項目について検定した。 1 )卵白ア

つ
起

つ
'
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ルブミンと共に鉱物油中水滴型乳剤としてモルモットに投与した際の遅延型過敏症の惹起と，血中抗

体産生に関する免疫アジュパント活性， 2) ウサギ皮膚組織に対する傷害作用， 3) (3HJ チミジン

の取り込みを指標としたモルモットの牌および胸腺リンパ球に対するマイトジェン活性， 4) (14CJ 

グルコサミンの取り込みを指標としたモルモット腹腔マクロファージ (Mゆ)に対する刺激作用， 5) 

カブトガニのアメーバ様細胞溶解物のゲル化作用 6 )ヒト補体系に対する活性化作用。

その結果， CP を除く全ての供試画分に，免疫アジュパント活性，牌リンパ球に対するマイトジェ

ン活性， M世刺激作用，補体活性化作用が認められた。同重量当たりの比較では免疫増強においては

PG と SDS-sup画分が，マイトジェン活性では両 LPS と SDS-sup画分が，また Mçh の活性化につい

ては両 LPS と PGが，さらに補体系の活性化に関しては SDS-sup画分が，特に強い作用を示した。

各標品聞で最も明確な差異がみられたのはウサギ皮膚を傷害する作用であり CE画分は再発する多

結節形成，両 LPSは発赤と腫脹， PG と SDS-sup画分は硬結を主徴とする病変を惹起した。なお，

アメーパ様細胞溶解物をゲル化する作用については，両 LPSのみが微量で陽性のゲル化反応を呈し

たO

SDS-sup画分は生物学的作用に富み興味がもたれ，ペプチドグリカンあるいはリポ多糖以外の生

物学的活性物質であることが期待された。化学分析の結果， SDS-sup画分はムラミン酸，ジアミノ

ピメリン酸を含まはい，そしてアメーバ様細胞溶解物をゲル化するのに Ph-LPSの l05~l06倍の大量

を要し， さらに両 LPS に認められた特徴的なウサギ皮膚傷害作用を示さないことなどから， SDS-

sup匝l分にはペプチドグリカンの混入はなく， リポ多糖の混入も極めてわずかで，たとえあったとし

ても活性発現にあずからない程度であろうと推察される。

SDS-sup画分が示す生物学的活性を担う物質の化学的実態を明らかにすることを目標として，

Sepharose 6B カラムクロマトグラフィーにより 2 フラクション (Fr 1 と Fr II) に分画した。タン

パクおよびヘキソースに富む FrI は， SDS-sup直lJj が示す上述の生物学諸活性の全てを有していた。

一方主としてタンノfクから成る FrII は，補体活性化およびマイトジェン活性以外にはほとんど活性を

示さなかった。 FrI と FrII では，補体活性化の経路に違いが認められ， FrI は古典および別経路に

よって， Fr II は主として古典経路によって補体系を活性化した。また，両 Frの生物学的諸活性は過

ヨウ素酸酸化により失われ， トリプシンやプロナーゼ消化には安定であった。したがって SDS-sup

画分の生物学的活性発現には糖成分が関与していることが示唆される。

以上の所見より， cαpnocytophagαの菌構築諸成分が，歯周病の病理機序との関連で見逃がすこと

のできない多くの生物学的活性を有することが明らかにされ，さらに，ペプチドグリカンや内毒素性

リポ多糖以外に従来少なくとも明確には記載されていなかった生物学的作用に富む菌表層成分が存在

することが示された。

論文の審査結果の要旨
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村西君の研究は， 1979年 new genus として提案され，歯周病の病理機序に深いかかわりあいをもつ

ことが知られている Cαpnocytophagαsp. の細胞構築成分の生物学的活性を幅広く検討したものであ

る。すなわち，全菌体をまず細胞質画分と菌表層成分とに分け，さらに菌表層成分をペプチドグリカ

ン， SD S 可溶画分に，またプタノールおよびフェノール抽出内毒素に分画し，これら各画分の免疫

アジュバンド作用 皮膚傷害作用 マイトジェン活性 マクロファージ刺激作用 補体活性化作用な

どを調べた。

その結果，細胞質画分以外のすべての画分が，強弱の差はあるが，上述の生物学的活性を有するこ

とが示された。とりわけ従来報告を見ない活性画分として 菌表層成分を SDSで処理した時に可溶

化される画分が，細胞壁や内毒素に劣らない強い生物学的諸活性を示すという新しい事実が明らかに

された。

以上のように村西君の業績は Cαpnocytophαga sp. が歯周の病理機序に演ずる役割を論ずる上で見

逃がすことのできない重要な知見を明らかにした優れたものであり，歯学博士の学位請求に十分値す

るものと認める。
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