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論文内容の要旨

う蝕ならびに歯周疾患の発病に重要な役割を演じるデンタルプラーク(以下プラークと略す)を構

成する細菌は多岐にわたるが，そのなかでも Stveptococcus mutαns がヒト，特に小児う蝕の主要な

原閃菌となっていることが良く知られている。一方， S. mutαns の多くの株がバクテリオシン(mutacｭ

in) を産生することが明らかにされている。しかし mutacin の本態，抗菌機序，ならびに mutacin がプ

ラークの細菌叢の生態にむよぼす影響などについては，不明な点が多い。

著者は，同-家族の母子から増田典男博士が分離した血清型gの S. mutαns が培養七青中に mutacin

を産生することを見出し， 1 株を選んで菌体外mutacin の精製を試み，かつ部分精製標品の基本的性

状，抗菌機序ならびにヒトプラークの細菌叢に対する作用を in vitro で調べた。

代表に選んだ S. mutans MT 3791株の mutacin 産生能は，寒天平板培地にあらかじめ穿刺培養して

むき，指示菌株を軟寒天と共に重層，培養した際に，穿刺部周辺の生育阻止帯を検出する穿刺培養法，

ならびに，寒天平板に播種した指示菌上に培養上清を滴下し培養して生育阻止の有無を調べる滴下法

によって検定した。いずれの検定法でも， MT 3791株は， S. mutαns (血清型α ~g). S. sαnguis ， S. 

sαlivarius などのレンサ球菌計 3 菌種，合計63株に対して mutacin 活性を示した。しかしレンサ球菌

のなかでも S. mitior の 3 株には抗菌作用を示さず，また stαphylococcus ， L αc tobac illus および Ac

tinomyces に属する 6 菌種，計11株，ならびに Escher ichiα coli k12 株には作用しなかった。特記

すべき所見として， MT3791株による菌体外 mutac in の産生は，これまでの報告とは異なり， Tryptiｭ

case Soy ブロースなど 5 種類の市販の培地で安定して認められ，培地を選ぶことがなかった。さら

に Tryptose Phosphate ブロース (difco) から調製した透析外液培地においても，本株は十分な力価の
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mutacin を菌体外に産生した。

菌体外 mutacin はつぎのように濃縮，部分精製した。すなわち上記透析外液培地に 18時間培養した

MT3791株の培養上清を硫安の60%飽和で塩析濃縮後，沈澱した mutacin の PBS I溶液」を 300 ， 000Xg

で18時間超遠心して部分精製した。以上の操作により培養上清の mutacin活性を余すことなく回収し

かっ単位蛋白質重量当りの力価(比活性)を約1 ， 500倍に上昇させることができた。

部分精製した mutacin はパパインやプロナーゼ処理では失活したが， トリプシン，ペプシン， リパ

ーゼ，フォスフォリバーゼ，核酸分解酵素やカタラーゼの処理では活性の低下を示さなかった。また

80 0C , 30分間の加熱では活性の低下を示さず， 100 oC , 1時間の加熱後も完全には失活しなかった opH

3.8~7 .6の聞では安定であり，かっ抗菌作用の発現の減弱も認められなかった。 Mutacin MT3791 は，

試みた限りの感受性菌株の凍結乾燥菌体に吸着し，非感受性の E. coli K12株には吸着しなかった。

s. sαnguis OMZ9株や s. mitior ATCC903株は mutac in を吸着はするが，その抗菌作用を蒙らず，

吸着は抗菌作用の発現を必ずしも結果しなかった。

つぎに指示菌， S. mutαns MT 703R株の Tryptose Phosphate ブロース培養でのトリチウムで標識

したアミノ酸混合物，チミジンむよびウリジンの取り込みを調べたところ， mutac in 添加後時を移さ

ず取り込みが停止すること，すなわち蛋白質， DNA およびRNAの合成のすべてがmutac in の作用に

よって停止し，指示菌の生育が阻止されることが明らかになった。一方滅菌生理食塩水に懸濁した指

示菌の生菌数は， 1 単位の mutacin の存在により ， 3rc , 1 時間の反応で非添加対照群のそれの数%

に低下 L ，供試 Mutacin が静菌作用のみならず殺菌作用をも発揮することが示された。また小児のう

蝕病巣表面より採取したプラークを0.1%酵母エキス加滅菌生理食塩水中に懸濁したものに，最後力価

1 単位の部分精製 mutacin を作用させ， Gold らが考案したMSB寒天平板培地を用いて S. mutans の

生菌数を数えたところ， S. mutαns の生菌数は， mutacin 添加後30分では約50% ， 2 時間後には 10数%

にまで減少することを知った。この際， Trypticase Soy 寒天平板および Mitis Salivarius 寒天平板

培地を用いて数えた総細菌および総レンサ球菌の生菌数には有意の減少は認められなかった。

今回報告した mutac in MT 3791 は以上述べたように熱に対しでかなり安定ではあるが，パパインや

プロナーゼの処理によって失活することから その抗菌作用に何らかの風に蛋白質が関与しているこ

とが推定される。分子サイズについては， Sepharose 4B カラムに添加し， PBS で溶出したところ

mutac in 活性はボイド容量に溶出され， 2 ,000 ,000da lton 以上の分子量を有するように見えた。しかし

溶出を 1 % Tween80や 6Mの尿素を加えた PBS で行うと mutacin 活性の溶出位置は大幅に後退し，

供試 mutac in が「凝集」体を形成していることが示唆された口

以r-.， S. mutαns MT 3791 株が菌体外に産生する mutacin の濃縮と部分精製法，基本的性状，抗菌

機序その他について述べたが，この mutacin がヒトプラーク中の S. mutans に選択的な殺菌作用を示

す事実は， S. mutans のう蝕原性に鑑み，注目すべき所見と言えよう口
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論文の審査結果の要旨

本研究は，血清型gの S treptococc α s mutα仰が菌体外に生成するパクテリオシン (mutacin) を部分

精製し，その基本的性状，抗菌機序ならびにヒトプラークの細菌叢に対する作用を精査したものであ

る。この mutacin は，その生成に当って培地を選ばないこと，またヒトプラークを構成する多数の細

菌種のなかで S. mutαns に選択的な殺菌作用を発揮するなど，従来報告されている mutacin と隷相を

異にしている。特に後者の所見は，この mutacin が，プラークの細菌叢における S. mutans の動態に

大きな影響を及ぼす可能性を示唆している。

以上のように，今西秀明君の業績は，プラーク細菌叢のエコロジーを左右する因子としての mutac

ln をめぐる種々の研究課題に新しい知見を加え，さらにう蝕コントロールへの応用の可能性をも秘め

た優れた研究であり，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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