
Title 歯周病原性細菌Eikenella corrodensによる異種菌体
間凝集反応の解析 : モノクローナル抗体の利用

Author(s) 中江, 英明

Citation 大阪大学, 1987, 博士論文

Version Type VoR

URL https://hdl.handle.net/11094/35339

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



●

:   歯 周 病 原 性 細 菌 Eikene1la corrodensに よ る 異

i   
種 声 体 間 凝 集 反 応 ?解

析
一
モ ノ ク ロ ー ナ ル

i .抗 体 の 利 用
―「   `

中 江 英 明

大 阪 大 学 歯 学 部 口 腔 治 療 学 講 座

(指 導 : 岡 田 宏 教 授 )
●

●

●



●

Studies  on  mechanisms of coaggregation of  Eikenella

with oral bacteria using monoclonal antibodies against

lectin

corrodens

●

bacteri al

Hideaki NAKAE

Department of Periodontology and Endodontology,  Osaka University

Faculty of Dentistry

(Director: Profo Hiroshi OKADA)

Coaggregation  of  oral  bacteri a  is  considered  to  pl ay  an

important  role in colonization and maturation of dental  pl aque.

Eikenella  corrodens  1073,   which  has  been  shown  to  induce

periodontal  disease  in  experimental  animals,   was  found  to

coaggregate  with 8 strains of total of 42 oral bacterial strains

examlned.   丁hen mechanlsms of the coaggregation of E:・   COrrOdens

1073 with  Actinomyces viscosus AttCC 19246,  A.  viscosus  丁14AV,

Streptococcus  sanguis  349  and S.  sanguis S丁  160R  that  would

strongly  coaggregate with L  COrrOdens cells were investigated.

Trypsin teatment or heating (100° C, 5 min。 )of E. corrodens cells

abolished  their  capacity to coaggregate with these  4  strains,

whereas  identical treatment of A.viscosus cells  or  So  sanguis

cells  had no effect on the coaggregation.   丁hese  coaggregation

were  remarkably  inhibited  by N― acetyl― D― ga]actosanine  and  D¨

galactose containing sugars.   丁hese properties of the coaggrega¨

tion  were similar to those of hemagg]utination by L  COrrodens

cell s  and  adherence  of E.  corrodens  cells  to  human  buccal

epithelial  cells that might be mediated by lectin-1lke― substance

(LS)of Eo corrodens which Ebisu etoal. had reported previously.

In  order to make sure the role of LS in the  coaggregation,  it
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monoclonal antibody against ito  LS was extracted in l% Triton X―

100 with sonication from cell envelope of Eo  corrodens 1073, and

purified  by  galactosamine affinity chromatography based on  the

hemagglutinating activity.   Splenocytes of BALB/c mice immunized

with  purified  LS  and myeloma  cells  (SP-2) were  fused,  and

hybridomas  were screened by ELISAo   Four hybridoma clones  were

selected。  ・Two  of  them were of the lgGl isotype and the  others

were  of  the lgG2b isotype.  Al1 4  monoclonal  antibodies  were

unable  to  aggregate  the  whole  Ee   corrodens  cells.   These

monoclonal  antibodies  inhibited  both  hemagglutination  of  E.

corrodens  and  coaggregation wlth 」L・   VlSCOSus or   §:.  Sanguls.
Immunoelectron  microscopic study revealed that LS was  found  to

localize in cell wall or capsula,  not in fimbriae, on which lots

of  bacteri a  possessed  adhesin.  These resultS  concluded  that

coaggregation of E:・  COrrOdens wlth 」L. vlSCOSus or  ュ. Sanguls was

medi ated  by LS ,which was present on cell wa1l or capsula of  E.

corrodens cells.

Key wOrds:  Coaggregation, Bacterial

Monoclonal antibodies

lectin, Eikenella corrodens,
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要 旨

ElkeneH a corroden■ 1073の 付 着 因 子 で あ

る こ と が 示 唆 さ れ て い る 細 菌 レ ク チ ン 様 物 質

に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し、 こ れ

を 用 い て、 旦。 COrrOdens 1073と   Actino‐

myces  viscosus T14AVお  よ (ゞ ATCC19246、

Streptococcus sanguis ST160Rお  よ び  34と  の

間 の 4通 り の 菌 体 間 凝 集 反 応 の 機 序 を m

vitroで 解 析 し た。 そ の 結 果、 4通 り の 菌 体 間

凝 集 反 応 の い ず れ に お い て も、 Eocorrodens

1073の 菌 体 成 分 で あ る 細 菌 レ ク チ ン 様 物 質 が

決 定 的 な 役 割 を 果 し て い る こ と が 明 確 に な つ

た。

さ ら に、 モ・ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫

電 顕 に よ る 観 察 結 果 か ら、 細 菌 レ ク チ ン 様 物

質 は 旦。cOrrOdens菌 体 表 層 の 美 膜 様 構 造 物 あ る

い は 細 胞 壁 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た。

索 引 用 語 :

Elkene1la

菌 体 間 凝 集、

corrodens、

細 菌 レ ク チ ン、

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
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本 論 文 の 要 旨 は、 第 27回 秋 季 日 本 歯 周 病 学

会 (1984年 11月 )と 第 29回 春 季 日 本 歯 周 病 学

1  会 (1986年 5月 )に お い て 発 表 し た。
1                          

・                                          ・

1

1
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● 緒 言

あ る 種 の 細 菌 が 病 原 性 を 発 揮 す る た め に は、

ま ず 生 体 局 所 に 定 着 す る こ と が 必 要 で あ る 1~

5)。 例 え ば、 プ タ 由 来 毒 素 原 性 大 腸 菌 (en―

terotoxigenic Escherichia coli,ETEC)に よ

る プ タ の 下 痢 の 発 症 に お い て、 腸 管 に 定 着 す

る の に 必 要 な 菌 体 側 の 因 子 す な わ ち 定 着 因 子

が 重 要 な 役 割 を 果 し て い る こ と を、 Smithと

LinggOod6)が 報 告 し た。 す な わ .ち、 二。 COliが

エ ン テ ロ ト キ シ ン 産 生 能 を 有 し て い て も、

ETECの 定 着 因 子 で あ る K88抗 原 の 産 生 能 を 欠 い

て い れ ば ブ タ に 下 痢 を 発 症 さ せ な い こ と、 つ

ま り 毒 素 の 産 生 だ け で は 病 気 が 起 こ ら な い こ

と を 明 ら か に し た。 こ の よ う に 組 菌 感 染 症 で

は、 そ の 原 因 細 菌 が 局 所 へ 定 着 す る こ と が 病

原 性 発 現 の 第 一 段 階 で あ る と 考 え ら れ て い る

た め、 細 菌 の 局 所 組 織 へ の 定 着 機 構 の 解 明 が

重 要 な 研 究 課 題 と な っ て い る。

歯 周 疾 患 は、 プ ラ ー ク を 構 成 す る 細 菌 に よ

り 発 生 す る。 こ の プ ラ ー ク 形 成 の 過 程 に お い

●

●

●
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て、 異 種 細 菌 間 の 相 互 作 用 が 重 要 視 さ れ て い

る。  例 え ば、  Veillonella  alcalescensは 、

歯 面 に 直 接 付 着 す る 能 力 を 有 し て い な い が、

ニ ク ロ ム 線 に 付 着 し た Actinomyces viscosus

に 付 着 す る こ と に よ り、 結 果 的 に ニ ク ロ ム 線

上 に 定 着 す る こ と が n Vitr。 に お い て 示 さ れ

て い る 7)。  ま た、 Bacterionema matruchotil

と Streptococcus sanguisは 、 互 い に 付 着 し、

日 腔 内 で corncobを 作 る こ と が、・ 報 告 さ れ て い

る 8-10)。 こ の よ う に、 た と え 単 一 の 菌 と し て

は 口 腔 内 に 付 着、 定 着 し え な く と も、 あ ら か

じ め 定 着 し て い る 異 種 細 菌 に 付 着 す る こ と で、

日 腔 内 と り わ け プ ラ ー ク に 定 着 す る こ と が 出

来 る 菌 も あ る と 考 え ら れ る。

こ の 異 種 菌 体 へ の 細 菌 細 胞 の 付 着 は、 コ

vitroに お い て は 菌 体 問 凝 集 反 応 と し て 観 察 さ

れ る。 A.viscosusll~15)ぉ ょ び Actinomyces

naeslundiill~14)、  3acteroides gingivalis

16), BaCteroides loesheli17)、  Fuso‐

bacterium nucleatum18)な ど は、 n Vitr。 で、

●

●
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● 種 々 の 細 菌 と 凝 集 す る こ と が 明 ら か に さ れ て

い る。 こ の A. viscosu豊 や 旦. gingiValisの 菌

体 間 凝 集 に 関 与 す る 因 子、 す な わ ち 付 着 因 子

は そ れ ぞ れ の 菌 体 の 線 毛 上 に 存 在 す る こ と が

示 唆 さ れ て い る 19~22)。 そ し て、 A.サ iscosus

で は、 赤 血 球 や 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 な ど の 種 々 の

生 体 細 胞 あ る い は 異 種 細 菌 細 胞 へ の 付 着 に 関

与 す る 付 着 因 子 と、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト

ヘ の 付 着 に 関 与 す る 付 着 因 子 が 異 な つ た 線 毛

上 に 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 20)。 ま た、

旦・ gingivalisで は 標 的 細 胞 の 種 類 に よ り 付 着

因 子 が そ れ ぞ れ 異 な る 可 能 性 が あ る こ と が 示

唆 さ れ て い る 23)。

さ て、 グ ラ ム 陰 性 の 通 性 嫌 気 性 拝 菌 Elke‐

neH a corrodensは 歯 肉 縁 上 お よ び 縁 下 の プ ラ

ー ク か ら 分 離 さ れ る が、 こ の 臨 床 分 離 株 で あ

る E.corrodens 1073は 、 無 菌 ラ ッ ト に 単 一 感

染 さ せ る と 顕 著 な 歯 槽 骨 破 壊 を 伴 う 歯 周 疾 患

を 惹 起 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
24-26)。 こ

の よ う に し て 歯 周 疾 患 を 惹 起 し た ラ ッ ト は、

0

●

●
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● 本 菌 に 対 し て 細 胞 性 及 び 体 液 性 の 免 疫 応 答 が

成 立 し た 27)。 こ れ ら の 報 告 は、 二.cOrrOdens

が 口 腔 内 の 排 除 機 構 に 打 ち 勝 っ て 歯 肉 溝 ま た

は 歯 周 ポ ケ ッ ト に 定 着 す る こ と を 示 唆 し て い

る。 著 者 の 属 す る 教 室 で は、 Eo corrodensが

い か な る 機 構 で 歯 肉 溝 あ る い は 歯 周 ポ ケ ッ ト

に 定 着 す る か と.い う こ と が 検 討 さ れ て お り、

現 在 ま で に、 Eo corrodensは 付 着 因 子 の 一 つ

と 考 え ら れ る 細 菌 レ ク チ ン 様 物 .質 (以 後、 LS

と 略 す )を 保 有 し、 こ れ を 介 し て ヒ ト 赤 血 球

28)、 ヒ ト 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 29)ぁ る い は モ ル モ゛

ッ ト 腹 腔 マ ク ロ フ ア ー ジ
30)に 付 着 す る こ と が

示 唆 さ れ て い る。

本 研 究 で は、 Ee cOr.rodensと 異 種 細 菌 細 胞

と の 間 の 菌 体 間 凝 集 反 応 の 機 序 を 検 討 し た が、

こ の 菌 体 間 凝 集 に E◆ ■orrOdensの LSが 関 与 し

て い る の か ど う か、 あ る い は、 LS以 外 の 付 着

因 子 も 関 与 し て い.る の か ど う か を 明 確 に す る

た め に、 LSに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作

製 し、 こ れ を 用 い て 菌 体 問 凝 集 反 応 を 解 析 す

●

●

●

‐

8‐



●   る と と も に 二。 corrOdens菌 体 に お け る LSの 存

在 部 位 に つ い て も 検 討 し た。

●
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●    実 験 材 料 と 方 法

1。  供 試 菌 株 と そ の 培 養

本 研 究 に 供 試 し た、 Streptococcus mutans

E49, HS‐ 1, AHT, FAl, BHT, lngbritt,

MT8148R, OMZ176, 313, P4, MT557, 6715,

MT3791R, OMZ175お よ び SEH、 se sanguis

ST183R, ST160R, ST3お  よ こ

'M5, Strepto‐
●     C° CCus salivarius HHT, HT32, HT9Rお よ び

‖T3Rの 各 菌 株 は 大 嶋 隆 博 士 (大 .阪 大 学 )か ら、

S・ Sanguis 34は 鳥 居 光 男 博 士 (大 阪 大 学 )か

ら、  A◆  viscosus T14V, T14AVお  よ (メ NVl、

Ao naesiundii 3120の 各 菌 株 は 木 村 重 信 博 士

(大 阪′大 学 )か ら、 旦。 matruchotii 14266ι ま

高 添 一 郎 博 士 (東 京 歯 科 大 学 )か ら、 B.

gingivalis 381、 Eo cOrrodens 1073お よ び
●
1080,  Capnocytophaga sputigena ♯4, Calno―

cytophaga ochracea 25, EO nucleatum 1436

は SeSoSocransky博 士 (Forsyth Dental Cen‐

ter, 3oston, Mass., USA)か ら、 Neiseria

sp.L10は 山 崎 洋 治 博 士 (ラ イ オ ン 第 一 応 用 研

●

‐
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・   究 所、 小 日 原 )

こ の う ち、 主

た だ い た。

菌 株 で あ る 二.

corrodens1073は 、 緬 羊 脱 繊 血 (日 本 バ イ オ テ

ス ト 研 究 所、 東 京 )を 5%の 割 合 で 含 む

Tryptic SOy寒 天 培 地 (Difco Laboratories,

Detroit,MI,USA)の 平 板 上 で、 1週 間 毎 に

継 代 し て 保 存 し た。

EOCOrrOdensは 、 2mg/mlの 硝 酸 カ リ ウ ム (和

光 純 薬、 大 阪 )と 5μ g/m!の ヘ ミ ン (和 光 純 薬 )

を 含 む Triptic Soy Brothで 37℃ 、24時 間、 嫌

気 条 件 下 (95%N2,5%C02)に て 培 養 し た。 培

養 終 了 後、 6,000xgで 10分 間 遠 心 し て 集 菌 し、

得 ら れ た 菌 体 を pH7.2の 10mMリ ン 酸 塩 緩 衝 生

理 食 塩 水 (以 下 PBSと 略 す )に て 3回 洗 浄 し、

所 定 の 菌 濃 度 に 懸 濁 し て 菌 体 間 凝 集 実 験 に 使

用 し た。

二・ COrrodens以 外 の 供 試 菌 の 培 養 条 件 は 以

下 の と お り で あ る。 す な わ ち、 S.mutans,s。

sanguis,S.Salivarius,△ .viSCOSusお よ び

△・ naeSlundiiの 各 菌 株 は、 Brain Heart

い

　

た

か

　

と

ら 恵 与 し て

し て 使 用 し

●
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● lnfusion Broth(以 下 BHIと 略 す ,Difco

Laboratories)に て 37℃ で、 24時 間 培 養 し た。

B. matruchotil ATCC 14266株  , PrOp:oni‐

bacterium acnes ATCCl1828株 は Todd Hewitt

Broth(以 下 THBと 略 す ,Difco Laboratories)

で 37℃ で 24時 間 培 養 し た。 旦・ gingivalis、

3acteroides meianinogenicusの 各 菌 株 は、 ヘ

ミ ン お よ び メ ナ ジ オ ン (和 光 純 薬 )を 含 む

THBで 、  Actinobaci!lu§  actinomycetemcomi―

tansの 各 菌 株 は ヘ ミ ン を 含 む THBで 、 そ れ ぞ れ

37℃ で 48時 間、 嫌 気 的 に 培 養 し た。 F.

nucleatumの 各 菌 株 は L― シ ス テ イ ン (和 光 純 薬 )

を 含 む THBで 24時 間、 ま た Capnocytophaga

sputigena ♯4奉宋 , Capnocytophaga ochracea

25株 お よ び V. a!calescens  ATCC17745株 は

TH3で 48時 間、 37℃ で 嫌 気 的 に 培 養 し た。

2. 菌 体 問 凝 集 反 応 の 測 定

旦。 COrrOdens 1073細 胞 と 異 種 細 菌 細 胞 の 間

の 菌 体 問 凝 集 反 応 の 測 定 は、 マ イ ク ロ タ イ タ

ー プ レ ー ト (ベ ト レ イ 96V,テ ル モ、 東 京 )を

●

●

●

-12-



●
用 い て 行 っ た。 す な わ ち、 二。 COrrodens菌 体

を 2x109colony forming units(CFU)/m!の 濃 度

に P3Sで 懸 濁 し た 懸 濁 液 (80μ  l)と 550nmで の

吸 光 度 が 1。 0を 示 す 濃 度 の 供 試 菌 液 (80μ l)

と を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 加 え た 後、

プ レ ー ト ミ キ サ ー (PM-1型 、 東 洋 科 学 産 業、

大 阪 )に て 1分 間 投 拌 し、 室 温 で 1時 間 静 置

し た 後、 イ ミ ュ ノ ビ ユ ア (MU型 、 常 光 産 業、

東 京 )上 で 菌 体 間 凝 集 の 有 無 を .肉 眼 的 に 判 定

し た。

さ ら に、 菌 体 間 凝 集 反 応 を よ り 客 観 的 に 評

価 す る 方 法 と し て、 分 光 光 度 計 (220A型 、 日

立 製 作 所、 東 京 )を 使 用 し た。 す な わ ち、 分

光 光 度 計 の セ ル 中 で 測 定 す る 2菌 液 を 攪 拌 し、

凝 集 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 吸 光 度 の 時 間 的 な

変 化 を 記 録 し、 吸 光 度 曲 線 を 得 た。 こ の 吸 光

度.曲 線 の 最 傾 斜 部 の 傾 き の 変 化 を 指 標 と し て、

種 々 の 条 件 下 に お け る 凝 集 活 性 を 次 の よ う な

計 算 式 で 算 出 し、 %凝 集 活 性 あ る い は %凝 集 阻

害 活 性 と し て 表 示 し た。

●

●

●
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●
測 定 条 件 下 時 の 吸 光 度 曲 線 の 最 傾

%凝 集 活 性 =
標 準 条 件 下 時 の 吸 光 度 曲

斜 部 の 傾 き  _́
線 の 最 傾

た 時 の

斜 部 の 傾 き
X100

阻 害 剤 を 添 加 し
%凝 集 阻 害 活 性 ≡100-鷹

種 瑾 章 ず it
吸 光 度 曲 線 の 最 傾 斜 部 の 傾 き

線 の 最 傾 斜 部 の 傾 き

吸 光 度 曲

x100

●

3. 細 菌 の 酵 素 処 理

ト リ プ シ ン (持 田 製 薬、 東 京 )を 0.lmg/ml

の 濃 度 に 溶 解 し た PBS、 あ る い は プ ロ ナ ー ゼ

(科 研 化 学、 東 京 )を Oe5mg/mlの 濃 度 に 溶 解

し た P3Sに、 そ れ ぞ れ E.co rrodens 1073を 2x

109CFU/miに な る よ う に、 あ る い は 他 の 供 試 菌

株 を 550nmで の 吸 光 度 が  1。 0に な る よ う に 浮 遊

さ せ た 後、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た。 反 応 終

了 後、 細 菌 細 胞 は P3Sで 3回 洗 浄 し、 菌 体 間 凝

集 実 験 に 供 し た。

4. 糖 に よ る 菌 体 間 凝 集 反 応 の 阻 害 実 験

種 々 の 濃 度 の 糖 テ ス ト 標 品 を 溶 解 し た PBSに

109CFU/mlの Ee corrodens 1073を 浮 遊 さ せ た

溶 液 (1。 5ml)と 550nmで の 吸 光 度 を 0.45に 調 整

●

●
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●
し た 供 試 細 菌 浮 遊 液 (1。 5ml)と を 分 光 光 度 計

の セ ル 内 で 攪 拌 し、 凝 集 に よ り 引 き 起 こ さ れ

る 吸 光 度 曲 線 の 傾 き の 変 化 を 測 定 し た。 糖 と

し て は、 N‐ ア セ チ ル ‐D― ガ ラ ク ト サ ミ ン (以 後、

CalNAcと 略 す )、 L‐ フ コ ー ス (以 上 Sigma

Chemical Coe, Ste Louis, Mo。 , USA)、  メ リ

ビ オ ー ス、 ラ ク ト ー ス、 D‐ ガ ラ ク ト ー ス、 D―

マ ン ノ ー ス、 D‐ グ ル コ ー ス、 D― キ シ ロ ー ス

(以 上  和 光 純 薬 )を 供 試 し た。

5. 赤 血 球 凝 集 反 応 の 測 定

1)Ebisuと Okadaの 記 載 28)とこ 従 い、 ノ イ ラ ミ

ニ ダ ー ゼ 処 理 し た ヒ ト 赤 血 球 を 用 い て 行 つ た。

す な わ ち、 著 者 の 末 槍 血 液 よ り 調 製 し た 赤 血

球 (血 液 型 0型 )を PBSで 3・ 回 洗 浄 し た 後、

20mM酢 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (p‖ 5.8)に 10%

の 濃 度 (V/V)に な る よ う に 懸 濁 し、 こ れ に

Clostridium perfringens由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ

ー ゼ (Type Ⅷ ,sigma Chmical Co.)を 0.1単 位

/mlの 濃 度 に な る よ う に 添 加 し、 37℃ で 1時 間

反 応 さ せ た。 反 応 終 了 後、 赤 血 球 は P3Sで 3回

●

●

●
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● 洗 浄 し、

し た。

1%の 濃 度 に な る よ う に PBSに 再 懸 濁

赤 血 球 凝 集 活 性 の 測 定 は、 マ イ ク ロ タ イ タ

ー プ レ ー ト を 用 い て 行 い、 被 検 標 品 を 50μ lの

PBSで 連 続 2倍 希 釈 し、 こ れ に 50μ lの 赤 血 球

懸 濁 液 を 添 加 し た 後、 プ レ ー ト ミ キ サ ー を 用

い て 1分 間 攪 拌 し た。 こ れ を 室 温 で 1時 間 静

置 し た 後、 赤 血 球 の 凝 集 の 有 無 を イ ミ ュ ノ ビ

ュ ア で 肉 眼 的 に 判 定 し た。 赤 血 .球 凝 集 価 は、

凝 集 が 認 め ら れ る 被 検 標 品 の 最 大 希 釈 倍 数 と

し た。

Eo corrodensに よ る 赤 血 球 凝 集 活 性 は、 さ

ら に、 分 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 し た。 す な わ

ち、 550nmで の.吸 光 度 が 0。 7を 示 す よ う に 調 製

し た E・ COrrodens 1073あ る い は 1080懸 濁 液

(1。 5ml)と 、 550nmで の 吸 光 度 が 0。 7を 示 す よ

う に 調 製 .し た 赤 血 球 (1.5ml)を 分 光 光 度 計 の

セ ル 内 に 加 え 連 続 的 に 授 拌 し た。 そ し て、 得

ら れ た 吸 光 度 曲 線 か ら 上 述 し た 方 法 に よ り %凝

集 活 性 を 算 出 し た。

●

●

●
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● モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 赤 血 球 凝 集 反 応

の 阻 害 実 験 は、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 40μ lの

PBSで 連 続 2倍 希 釈 し、 こ れ に 凝 集 価 4を 示 す

よ う に 調 整 し た 旦。 COrrodens懸 濁 液 40μ lを 添

加 し た 後、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 1分 問 授 拌 し、

37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た。 次 い で、

80μ lの 赤 血 球 懸 濁 液 を 添 加 し、 再 度 プ レ ー ト

ミ キ サ ー で 1分 間 攪 拌 し、 室 温 で 1時 間 静 置

し た 後、 赤 血 球 の 凝 集 の 有 無 を 。半J定 し た。 モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 赤 血 球 凝 集 阻 止 効 果

の 程 度 は、 赤 血 球 凝 集 阻 止 効 果 を 示 す モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 の 最 大 希 釈 倍 数 で 表 し た。

6.E.corrodens 1073か ら の LSの 精 製

山 崎 の 記 載 31)ιこ 準 拠 し て LSを 精 製 し た。 す

な わ ち、 Ee corrodensの 対 数 増 殖 後 期 の 菌 体

を P3Sで 3回 洗 浄 し た 後、 菌 体 を 10mM EDTAを

含 む PBSここ 懸 濁 し た。 こ れ に ガ ラ ス ピ ー ズ (直

径 0。 17～ 0。 18mm、  BoBraun Apparatelbau,

Melsungen, West Cermany)を 加 え、 Braun

Cell Homogeni2er(MOdel MsK, B. Braun

●

●

●
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● Apparatelbau)を 用 い て 高 圧 炭 酸 ガ ス を 吹 き

付 け て 冷 却 し な が ら 6分 間 破 砕 処 理 を 行 っ た。

450xg、 20分 間 の 遠 心 で 未 破 砕 菌 体 を 除 い た 後、

上 清 を 10,000xgで 20分 間 遠 心 し て 得 た 沈 澄 を

PBSで 2回 、 蒸 留 水 で 3回 洗 浄 し、 細 胞 エ ン ベ

ロ ー プ 画 分 (以 後、 CEと 略 す )を 得 た。 CEを 、

終 濃 度 1%の Triton X‐ 100お よ び 10mM EDTAを 含

む 10mMト リ ス ‐塩 酸 緩 衝 液 (pH8。 0)に 10mg/mi

の 濃 度 に 懸 濁 し、 超 音 波 破 砕 装 .置 (UR 2000P

ト ミ ー 精 工、 東 京 )を 用 い て 氷 冷 下 で 30分 間

超 音 波 処 理 し た。 こ の 超 音 波 処 理 液 を

100,000xgで 1時 間 遠 心 し、 遠 心 上 清 を 1%

Triton X-100お よ び 0.lmM caC12を 含 む PBSに

対 し て 透 析 し た。 次 ぎ に、 こ の 透 析 内 液 を 同

緩 衝 液 で 平 衡 化 し た ア フ ィ ゲ ル ガ ラ ク ト サ ミ

ン (Bio‐ Rad Lab。 , Richmond, Ca。 , USA)カ ラ

ム に 添 加 し、 非 吸 着 画 分 を 溶 出 し た 後、 0.2M

の D‐ ガ ラ ク ト ー ス を 含 む 同 緩 衝 液 を カ ラ ム に

添 加 す る こ と に よ リ カ ラ ム に 吸 着 し た レ ク チ

ン 様 物 質 を 溶 出 さ せ た。 そ し て、 こ の 溶 出 画

●

●
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●

◆

分 に 冷 却 し た 2倍 容 の エ タ ノ ー ル を 加 え る こ

と に よ り 得 ら れ た 沈 澄 を、 PBSに 対 し て 透 析 し、

こ れ を 精 製 レ ク チ ン 様 物 質 と し た (以 後 LSと

略 す )。

7.LSに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

1)免 疫 操 作 及 び 細 胞 融 合  Oiら の 記 載 32)

に 準 拠 し て 細 胞 融 合 を 行 っ た。 す な わ ち、

BALB/cマ ウ ス (雌、 7週 令 )に 、 PBSに

20μ g/mlの 濃 度 に 浮 遊 さ せ た lmiの LSを 注 射 し、

2週 間 後 同 量 の LS、 さ ら に 1週 間 後 50μ gの

LSを 注 射 す る こ と に よ り 感 作 し た。 最 終 免 疫

後 3日 目 に、 マ ウ ス よ り 無 菌 的 に 牌 臓 を 取 り

出 し、 牌 細 胞 を 調 製 し た。 こ の 牌 細 胞 と、 ビ

ル ビ ン 酸 (和 光 純 薬 )、  L‐ グ ル タ・ミ ン (Flow

Lab.lnc。 , McLean, Virginia, USA)、 ベ ニ シ

リ ン、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 10%牛 胎 児 血

清 (lrvine scientific, Santa Ana。 , Ca。 ,

USA)を 添 加 し た RPMI… 1640培 養 液 (Sigma

Chemical Co.以 後、 完 全 培 地 と 略 す )で 培 養

し た マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 SP2ノ 0‐ Ag14(鳥 居

●

●́
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●
光 雄 博 士、 摂 南 大 学 か ら 恵 与 し て い た だ い た。)

を 10:1の 割 合 で 混 合 し、 45%ポ リ エ テ レ ン グ

リ コ ー ル 6000(Koch Light Lab.Ltd。 ,3ucks,

England)存 在 下 で 細 胞 融 合 を 行 っ た。 そ し て、

ヒ ポ キ サ ン チ ン、 ア ミ ノ プ テ リ ン、 チ ミ ジ ン

(Flow Lab.lnce)を 含 む 完 全 培 地 に 融 合 細 胞

を 浮 遊 し、 牌 細 胞 数 が 5X105/ゥ ェ ル と な る よ

う に マ イ ク ロ カ ル チ ャ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル

(96we!1/ flat bottom, Corni:ng Glass

Works, Corning, N.V◆ , USA)ここ 加 え、 10日 間

培 養 し た。

2)ス ク リ rニ ン グ 及 び ク ロ ー ニ ン グ  増 殖

し た ハ イ プ リ ド ー マ の 培 養 上 清 に 抗 LS抗 体 が

存 在 す る か ど う か を Enzyme linked immuno‐ ・

sorbent assay(ELISA)法 を 用 い て ス ク リ ー ニ

ン グ し た。 す な わ ち、 0。 lM炭 酸 緩 衝 液 (pH

9。 6)に 20μ g/mlの 割 合 に LSを 懸 濁 し た .溶 液 を

96穴 ELISA用 マ ル チ プ レ ー ト (住 友 ベ ー ク ラ イ

ト、 東 京 )の 各 ウ ェ ル に 100μ ¬ ず つ 加 え た 後、

4℃ で 一 晩 放 置 し て ウ エ ル 壁 に LSを 吸 着 さ せ

●

●

●
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● た。 使 用 直 前 に 0。 05%Tween20(和 光 純 薬 )を

含 む PBS(以 後 PBSTと 略 す )で 洗 浄 し た。 ウ ェ

ル に、 ハ イ プ リ ド ー マ の 培 養 上 清 100μ lを 加

え、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ユ ベ ー ト し た。 そ し

て、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ア タ ー ゼ 標 識 ラ ビ ッ ト

抗 マ ウ ス lgG抗 体 (Zymed Lab. lnc。 ,South

San Francisco,Ca。 ,USA)あ る い は 抗 マ ウ ス

lgM抗 体 (Zymed Lab. lnc.)を 加 え、 37℃ で 1

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後、 10%ジ エ タ ノ ー

ル ア ミ ン (和 光 純 薬 )緩 衝 液 に lmg/mlの 割 合 に

溶 解 し た バ ラ ニ ト ロ フ エ ニ ル リ ン 酸 2ナ ト リ

ウ ム (和 光 純 薬 )溶 液 (以 後、 基 質 溶 液 と 略

す )を 加 え、 室 温 で 60分 間 反 応 さ せ た。 反 応

終 了 後、 直 ち に 3M NaOH 50 μ !を 各 ウ ェ ル に 加

え て 反 応 を 止 め、 コ ロ ナ 2波 長 マ イ ク ロ プ レ

ー ト 光 度 計 (MTP¨ 12、 コ ロ ナ 電 気 株 式 会 社、

茨 城 )を 用 い て 405nmで の 吸 光 度 を 測 定 し た。

そ し て、 405nmで の 吸 光 度 が 0。 5以 上 を 示 す ウ

ェ ル の ハ イ プ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 に よ り 3

回 ク ロ ー ニ ン グ し た。 こ の よ う な 方 法 に よ り、

●
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● 抗 LS抗 体 を 産 生 す る 4ク ロ ー ン の ハ イ プ リ ド

ー マ を 得 た。

抗 LS抗 体 を 産 生 す る ハ イ プ リ ド ー マ は、 lx

106ceHS/mlの 細 胞 密 度 に な る よ う に 無 血 清 培

地 に 浮 遊 し、 こ れ を 5%C02存 在 下 で 3日 間、

37℃ で 培 養 し た。 Eyら の 記 載
'.3)と

こ 準 拠 し て、

こ の 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 精 製 し た。 す な わ ち、

培 養 上 清 を 0。 05Mト リ ス ‐塩 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

(p‖ 8。 6)で 平 衡 化 し た プ ロ テ イ ン Aセ フ 'ァ ロ ー

ス CL4Bカ ラ ム (Pharmacia Fine Chemicals

AB, Uppsala, Sweden)に 添 加 し、 0。 05Mグ リ シ

ン 塩 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (pH2。 3)で カ ラ ム に 吸

着 し た 吸 着 画 分 を 溶 出 し た。 こ の 溶 出 さ れ た

吸 着 画 分 を PBSに 対 し て 透 析 し た も の を、 抗

LSモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (4ク ロ ー ン か ら そ れ

ぞ れ 得 た 抗 体 を、 以 後 moAnti‐ LS l,2,3,4

と 略 す )と し て、 以 下 の 実 験 に 使 用 し た。 .

3)moAnti‐ LSの イ ム ノ グ ロ プ リ ン の ク ラ ス お

よ び サ ブ ク ラ ス の 測 定  20μ  g/m!の 割 合 に 炭

酸 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ た ラ ビ ッ ト 抗 マ ウ ス lgG抗

●
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● 体 (Zymed Lab。 )あ る い は ラ ビ ッ ト 抗 マ ウ ス

lgM抗 体 (Zymed Lab。 )を 96穴 ELISA用 マ ル チ プ

レ ー ト の ウ ェ ル に 50μ lず つ 加 え、 37℃ で 1時

間 反 応 さ せ、 各 ウ ェ ル に こ れ ら の 抗 体 を 吸 着

さ せ た。 P3STで 洗 浄 後、 各 ウ ェ ル に moAnti‐

LSの 4倍 連 続 希 釈 溶 液 を 50μ lず つ 加 え、 37℃

で 1時 間 反 応 さ せ た。 再 び PBSTで 洗 浄 後、 ア

ル カ リ フ ォ ス フ ア タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス lgG抗 体

あ る い ιJア ル カ リ フ ォ ス フ ア タ .― ゼ 標 識 抗 マ

ウ ス lgM抗 体 を 各 ウ ェ ル に 50μ lず つ 加 え、

37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た。 そ し て、 P3STで 洗

浄 し た 後、 上 述 の ELISA法 に よ り 発 色 さ せ、

405nmで の 吸 光 度 を 測 定 し た。

イ ム ノ グ ロ プ リ ン サ ブ ク ラ ス の 測 定 は、 標

識 抗 体 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ア タ ー ゼ 標 識

抗 マ ウ ス
「
gGl、 lgG2a、 lgG2bあ る い は lgG3抗

体 (以 上 Zymed Lab。 )を 用 い て 上 記 の 方 法 で 行

つ た。

8。  異 な つ た moAnti‐ LS間 の LSへ の 結 合 に お け

る 競 合 実 験

●
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●
ス ク リ ー ニ ン グ と 同 様 の 方 法 で、 LSを プ レ

ー ト の 各 ウ ェ ル に 吸 着 さ せ た。 2種 の moAnti―

LSを 種 々 の 割 合 で 混 合 し た も の を 反 応 さ せ た

後、 上 述 の ELISA法 で LSに 結 合 し た moAnti― LS

の 量 の 変 化 を 測 定 し た。

9・  Eo COrrodensの 異 な つ た 菌 株 間 に お け る

LS量 の 比 較

109ceHs/mlの 割 合 に 炭 酸 緩 衝 液 に 懸 濁 し た

二。 COrrOdens溶 液 100μ lを ELISA用 プ レ ー ト の

ウ エ ル に 添 加 し、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ユ ベ ー ト

す る こ と に よ り E.corrodens菌 体 を ウ ェ ル に

コ ー ト し た。 P3STで 洗 浄 後、 100μ  lの moAnti…

LS l溶 液 を 加 え、 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た。

そ し て 上 述 の ELISh法 に よ り、 405nmで の 吸 光

度 を 測 定 し た。

10.電 子 顕 微 鏡 に よ る 検 索

E.corrodens 1073菌 体 上 の LSの 局 在 部 位 を、

moAnti‐ LS lを 用 い た 免 疫 電 顕 法 に て 検 索 し た。

す な わ ち、 銅 グ リ ッ ド に フ ォ ル ム バ ー ル で 支

持 膜 を は り、 カ ー ボ ン を 蒸 着 し て 補 強 し た。

●
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●   Eo corrodensを こ の グ リ ッ ド に 強 回 に 付 着 さ

せ る た め、 グ リ ッ ド を 0.1%ポ リ ‐L― リ ジ ン

(Sigma chemica! Co。 )で

の グ リ ッ ド に、 1%バ ラ

時 間 処 理 し た。

ォ ル ム ア ル デ ヒ

(和 光 純 薬 )、  0。 3%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド

(Taab Lab。 ,Berks,Engiand)お よ び 0.2%ル

テ ニ ウ ム レ ッ ド (和 光 純 薬 )を 含 ん だ P3Sで

30分 間 固 定 し た Eo cOFrOdens 1073の 懸 濁 液 を

滴 下 し、 1時 間 静 置 す る こ と に.よ リ グ リ ッ ド

に 菌 体 を 付 着 さ せ た。 非 特 異 的 な 反 応 を 防 ぐ

た め に 3%ゼ ラ チ ン (和 光 純 薬 )を 加 え た PBSと

グ リ ッ ド を 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 後、

moAnti― LS lと 1時 間、 つ い で プ ロ デ イ ン Aゴ

ー ル  ド (E.VeLab.lnc。 , San Mateo, ca。 ,

USA)と 1時 間 反 応 さ せ た も の を、 透 過 型 電 子

顕 微 鏡 (JEOL 2000EX、 日 本 電 子、 東 京 )で 観

察 し た。

薄 切 切 片 は、 以 下 に 述 べ る 方 法 で 作 製 し た。

す な わ ち、 E.corroden豊 菌 体 と mOAnti‐ LS lを

37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た。 未 反 応 の 抗 体 を 遠

フ」
　
　
　
ｒ
ｒ

１

　

フ

●
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●
心 操 作 に よ り 除 い た。 さ ら に、 こ れ に プ ロ テ

イ ン Aゴ ー ル ド と 37℃ で 1時 間 反 応 さ せ た。

再 び、 遠 心 操 作 で 未 反 応 の プ ロ テ イ ン Aゴ ー

ル ド を 取 り 除 い た 後、 1%グ ル タ ー ル ア ル デ

ヒ ド で 1時 間、 さ ら に 1%4酸 化 オ ス ミ ウ ム

(和 光 純 薬 )で 一 晩 固 定 し た。 通 法 に 従 い 上

昇 エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 水 し、 エ ポ ン 樹 脂 (エ

ッ ポ ク 812、 応 研、 東 京 )に 包 埋、 ガ ラ ス サ イ

フ を 用 い ミ ク ロ ト ー ム 2188 Ult.rotome NOVA

(LKB  Produkter AB, 3romma, Sweden)に  よ り

超 薄 切 片 を 作 製 し、 こ れ を グ リ ッ ド に 載 せ た。

こ の 切 片 は、 酢 酸 ウ ラ ニ ル お よ び 酢 酸 鉛 に て

電 子 染 色 を 施 し た 後、 電 顕 で 観 察 し た。

●

●
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結 果

1。  E.corrodens 1073と 凝 集 す る 菌 の 検 索

供 試 し た 42菌 株 の う ち グ ラ ム 陽 性 菌 で は、

旦。mutans E49お よ び OMZ176、 s.sanguis

ST160Rお よ び 34,△ .viSCOSus T14AVお よ び

ATCC19246,2。 acnes l1828、 グ ラ ム 陰 性 菌 で

は 旦・ gingivalis 381が Eo cOrrodens 1073と

の 間 に 菌 体 間 凝 集 が 観 察 さ れ た (表 1)。

2. Ee corrOdensの 菌 体 問 凝 集 機 序 の 検 討

旦。 COrrOdens 1073と 凝 集 す る 8菌 株 の う ち、

プ ラ ー ク 形 成 の 初 期 に 歯 面 に 定 着 す る と 考 え

ら れ て い る s.sanguisぉ よ び A.viscosusの

2株 ず つ を 用 い て E.corrodensと の 間 の 4通

り の 菌 体 間 凝 集 反 応 の 機 序 を 検 討 す る こ と に

し た。 始 め に、 菌 体 間 凝 集 反 応 の 基 本 的 条 件、

す な わ ち 温 度、 塩 濃 度、 pHの 影 響 を 検 討 し た。

1)菌 体 問 凝 集 に お よ ぼ す 温 度 の 影 響

4通 り の 菌 体 間 凝 集 反 応 に お い て、 25℃ に

お け る 凝 集 活 性 を 100と し て、 4℃ お よ び 37℃

●
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● に お け る 相 対 的 凝 集 活 性 を 表 2に 示 し た。 S.

sanguis 2｀ 株 で は 4℃ 、37℃ と も に 凝 集 活 性 に

変 化 は な か つ た が、 △.visCOSus 2株 は 37℃ で

は 変 化 は な か つ た も の の、 4℃ で は 凝 集 活 性

が や や 低 下 し た。

2)菌 体 間 凝 集 に 及 ぼ す 塩 濃 度 の 影 響

4反 応 と も NaClが 存 在 し な い 場 合 に 凝 集 活

性 が 最 も 高 く、 Se sanguis 34と の 菌 体 間 凝 集

反 応 以 外 の 3反 応 で は NaCl濃 度 .の 上 昇 と と も

に 凝 集 活 性 が 若 千 低 下 し た (図 1)。

3)菌 体 間 凝 集 に お よ ぼ す pHの 影 響

4反 応 と も に pH 4お よ び pH 5で は 凝 集 活 性

が 大 き く 低 下 し た が、 pH 6か ら pH 9の 範 囲 で

は 凝 集 活 性 に 変 化 は み ら れ な か つ た (図 2)。

以 上 の 結 果 と 二。 COrrodensの 日 腔 内 生 息 環

境 を 考 慮 し て、 以 下 の 凝 集 実 験 は 温 度 25℃ ,

NaCl濃 度 0。 15M,p‖ 7。 2の 条 件 下 で 行 っ た。

4)菌 体 間 凝 集 に お よ ぼ す EDTAお よ び 2価 金

属 イ オ ン の 影 響

Ee corrodens 1073と 4菌 株 と の 間 の 菌 体 間

●

●

●
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●
凝 集 は す べ て、 0。 025mMの EDTAを 反 応 系 に 添 加

す る こ と に よ り ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ た (図 3)。

次 ぎ に、 0。 05mM EDTAこ こ よ り 凝 集 が 阻 害 さ れ た

反 応 系 に、 0。 2mMの Ca2+を 添 加 し た と こ ろ、 菌

体 間 凝 集 は も と の レ ベ ル に 回 復 し た (図 4)。

し か し、 同 濃 度 の Mn2● ゃ M82● の 添 加 に よ っ て

は 凝 集 は 完 全 に は 回 復 せ ず、 凝 集 活 性 を 50%

回 復 す る の に 必 要 な Mn2+ぉ ょ び Mg2+の 量 は

ca2+の 量 の そ れ ぞ れ 16倍 お よ び .64倍 で あ つ た。

5)菌 体 の 酵 素 処 理 や 加 熱 処 理 が 菌 体 問 凝 集

に お よ ぼ す 影 響

ど の よ う な 細 菌 表 層 成 分 が 菌 体 問 凝 集 に 与

っ て い る か を 明 ら か に す る た め に、 Eocorro‐

dens 1073菌 体 を プ ロ ナ ー ゼ .(表 3)や 、 ト リ

プ シ ン (表 4)で 処 理 す る と、 凝 集 活 性 が 大

幅 に 低 下 し た。 こ の 酵 素 に よ る E・ COrrodens

菌 体 の 処 理 で は、 4菌 株 と も ト リ プ シ ン の 方

が プ ロ ナ ー ゼ に 比 較 し て 凝 集 活 性 の 低 下 は 少

な か つ た。 一 方、 S. sanguisあ る い は △.

viscosusの 菌 体 の み を 処 理 し て も、 凝 集 活 性

●

●
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は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た。 そ し て、 Eo co‐

rrodensお よ び 相 手 菌 体 の 両 方 を 処 理 す る と、

Eo COrrOdens菌 体 の み を 処 理 し た 場 合 よ り も

凝 集 活 性 の 低 下 が 大 き か っ た。

ま た、 Eo corrodens 1073菌 体 を 100℃ ,10分

間 加 熱 処 理 す る と、 So sanguis 34と の 菌 体 間

凝 集 反 応 以 外 の 3反 応 に お け る 凝 集 活 性 は 大

幅 に 低 下 し た。 一 方、 △.viSCOSusや se san‐

guis菌 体 の 熱 処 理 で は、 凝 集 活 .性 は ほ と ん ど

変 化 し な か っ た (表 5)。

6)糖 に よ る 菌 体 間 凝 集 の 阻 害

糖 に よ る 阻 害 が 旦e cOrrOdensと so Sanguis

あ る い は A.viscosusと の 間 の 菌 体 間 凝 集 反 応

に お い て 観 察 さ れ る か ど う か を 検 討 し た。 そ

の 結 果、 図 5に 示 し た よ う に、 4通 り の 菌 体

間 凝 集 反 応 に お け る 糖 の 凝 集 阻 害 パ タ ー ン は

よ く 似 た 傾 向 を 示 し た。 す な わ ち、 Ca!NAcが

最 も 凝 集 阻 害 活 性 が 強 く、 次 い で D‐ ガ ラ ク ト

ー ス あ る い は 非 還 元 性 末 端 に D‐ ガ ラ ク ト ー ス

を 含 む 2糖 類 で あ る メ リ ビ オ ー ス お よ び ラ ク

●
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ト ー ス が 凝 集 を 完 全 に 阻 害 し た。 一 方、 D‐ マ

ン ノ ー ス、 D‐ グ ル コ ー ス、 D― キ シ ロ ー ス お よ

び L― フ コ ー ス は 400mMの 高 濃 度 で も 有 意 の 凝 集

阻 害 を 示 さ な か つ た。

菌 体 間 凝 集 が 半 分 阻 害 さ れ る の に 必 要 な

CalNAcの 濃 度 は、 菌 に よ り 異 な っ た (表 6)。

す な わ ち、 △。 ViSCOsus ATCC19246が 最 少 で

0。 6mM、 最 高 が Sesanguis34で 3。 4mMを 必 要 と し

た。                     ・

3。  E. corrodens菌 体 か ら の LSの 精 製

湿 重 量 1508の Ee cOrrodens菌 体 か ら、 最 終

的 に 8。 2mgの LSが 得 ら れ た。 こ の よ う に し て 精

製 し た LSは、 赤 血 球 凝 集 活 性 を 有 し、 ま た S.

sanguisお よ び △。 visCOSus菌 体 を 凝 集 す る と

と も に、 そ の 凝 集 反 応 は GalNAcの 添 加 に よ り

阻 害 さ れ た (表 7)。

4。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 性 状

moAnti‐ LSを 産 生 す る ハ イ プ リ ド ー マ 4ク ロ

ー ン を 得 た。 4ク ロ ー ン の 産 生 す る moAnti‐

LSは、 す べ て lgGク ラ ス で、 サ ブ ク ラ ス は

●

●
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● moAnti‐ LS lお よ び 2が lgG2bで 、 moAnti‐ LS 3

お よ び 4が  lgGlで あ っ た。

こ れ ら 4種 の moAnti‐ LSは、 そ れ ぞ れ Eeco‐

rrodens菌 体 と 混 和 し て も す べ て 菌 体 凝 集 は 観

察 さ れ な か っ た。

4種 の moAnti‐ LSの LSへ の 結 合 に お け る 競 合

作 用 を 検 討 し た 結 果 を 図 6‐ ここ 示 し た。 mOAnti―

LS 2と moAnti― LS 3あ る い は 4の 組 合 せ の と き

に、 moAnti‐ LS 2の 添 加 し た 濃 度 が 高 く な る に

つ れ て、 吸 光 度 の 低 下 が 認 め ら れ た が、

moAnti‐ LS lと moAnti‐ LS 3あ る い は 4の 組 合 せ

で は moAnti‐ LS lの 添 加 し た 濃 度 を 高 く し て も、

吸 光 度 は ほ と ん ど変 化 し な か っ た。 こ の こ と

か ら、 moAnti‐ LS 2と moAnti‐ LS 3あ る い は 4の

LSへ の 結 合 に は 競 合 が 起 こ る こ と が 示 唆 さ れ

た。

LSに よ る 赤 血 球 凝 集 反 応 に お よ ぼ す moAnti―

LSの 影 響 を 調 べ た 結 果 を 表 8に 示 し た。 4ク

ロ ー ン と も に 赤 血 球 凝 集 反 応 を 阻 害 し、 最 も

阻 害 活 性 が 強 い moAnti‐ LS lが 2048倍 希 釈 ま で、

0
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● 最 も 弱 い も の で 128倍 希 釈 ま で 凝 集 を 阻 害 し た。

E・ COrrOdensと 4菌 株 と の 間 の 菌 体 間 凝 集

に お よ ぼ す moAnti‐ LSの 作 用 を 調 べ た 結 果、

moAnti― LSの 各 ク ロ ー ン に よ る 菌 体 間 凝 集 阻 害

活 性 の 強 さ は、 赤 血 球 凝 集 阻 害 活 性 と 同 じ く、

moAnti‐ LS lが 最 も 強 く、 次 い で mOAnti― LS 2

で、 moAnti‐ LS 3と 4ιま 同 じ 阻 害 活 性 を 示 し た

(表 9)。

5. Ee corrOdens lo73と 1080の 菌 体 間 凝 集 活

性 お よ び 赤 血 球 凝 集 活 性 の 比 較

旦O COrrOdens 1073あ る い は 1080と 4菌 株 と

の 間 の 菌 体 間 凝 集 活 性 を 測 定 し た 結 果、 E.

corrodens 1073と 4菌 株 と の 間 の 凝 集 活 性 を

そ れ ぞ れ 100と す る と、 二.cOrrOdens lo80と

A. viscosus T14AVお よ び  ATCC19246, s.

sanguis sT160Rお よ び 34と の 間 の 菌 体 問 凝 集

活 性 は そ れ ぞ れ 81、 85、 76、 75で あ っ た。

ま た、 Ec cOrrOdens 1073と 1080の 赤 血 球 凝

集 活 性 を 測 定 し た 結 果、 1073株 の 凝 集 活 性 を

100と す る と 1080株 は 68で あ っ た。

●
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● 6.E.corrodensの 2菌 株 の LS量 の 比 較

旦。 cOrrodens 1073と 1080の moAnti‐ LS lに

対 す る 結 合 性 を 比 較 し た 結 果、 Eo corrodens

1073の 方 が 有 意 に 結 合 性 が 高 い こ と が 明 ら

か に な っ た (図 7)。

7. Eo corrodensの LSの 存 在 部 位 の 検 討

薄 切 せ ず に 観 察 す る と、 菌 体 表 層 の 電 子 線

透 過 性 の 高 い 層 に、 す な わ ち 糞 膜 と 思 わ れ る

部 位 に、 ゴ ー ル ド 粒 子 が 認 め ら れ た (図 8a)。

ま た、 薄 切 切 片 で は、 線 毛 様 の 構 造 物 は 認

め ら れ ず、 菌 体 表 層 あ る い は 菌 体 表 層 か ら す

こ し 離 れ た 部 位 に 沿 っ て ゴ ー ル ド 粒 子 が 散 見

さ れ た (図 8b)。

●
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● 考 察

プ ラ ー ク を 構 成 す る 細 菌 細 胞 の 間 で 付 着 反

応、 す な わ ち 菌 体 間 凝 集 と い う 現 象 が、 コ

vitroで 観 察 さ れ る こ と を 初 め て 報 告 し た の は

Gibbonsと Nygaard34)で ぁ る。 以 来、 菌 体 問 凝

集 反 応 は、 多 種 類 の 菌 か ら 構 成 さ れ て い る プ

ラ ー ク の 形 成 機 序 に 大 き な 役 割 を 担 っ て い る

と 考 え ら れ、 種 々 の 組 合 せ の 菌 体 間 凝 集 反 応

が 検 討 さ れ て き た。 現 在 ま で、 1)strё pto‐

cocciの 線 毛 の ふ さ 状 分 岐 (fimbria!tuft)を

介 す る so sanguisと 旦.matruchOti18-10,35,

36)ぁ る い は Fo nucleatumと の 凝 集 37)、

2)Fusobacteriumの 表 層 蛋 自 質 を 介 す る E.

nucleatumと: Se sanguis, Streptococcus

mitis, 旦。 melaninogenicusあ  る い は

Staphylococcus aureusと の 凝 集 18),3)s。

sa!ivariusの 細 胞 壁 の 糖 蛋 自 抗 原 を 介 す る se

salivariusと V.alcalescensと の 凝 集 38,39)、

4)△ .israeliiの 線 毛 と Cytophagaの 外 膜 膜 胞

(outer membrane blebs)の 間の凝集10)、 5Rレ
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● ク チ ン ー 糖 レ セ プ タ ー 間 の 相 互 作 用 で 起 こ る

と 考 え ら れ る Capnocytophagaと △。 israelli,

△・ ViSCOSus, △◆ naeSlundiiあ  る い こま s.

sanguisと の 間 の 凝 集 41)、 6)レ ク テ ン ー 糖 レ

セ プ タ ー 間 の 相 互 作 用 で 起 こ る △◆ viscosusと

S. pyogenes、  StreptocOccus agalaCtiaeあ  る

い は Pseudomonas aeruginosaeと の 間 の 凝 集

15)、
△.viSCosusあ る い は △. naeslundiiと

S.Sanguisぁ る い は 5。 mitisと の 間 の 凝 集 11

-15)、
な ど が 報 告 さ れ て い る。

本 研 究 で は、 歯 周 病 原 性 細 菌 の 一 つ と 考 え

ら れ て い る E.corrode埜 1073が 異 種 細 菌 細 胞

と 菌 体 問 凝 集 を 起 こ す か ど う か を 15菌 種 42菌

株 の 細 菌 細 胞 を 用 い て 検 討 し た 結 果、 5菌 種

8菌 株 が Ee corrodens 1073と 凝 集 す る こ と が

観 察 さ れ た (表 1)。  Eo corrOdens 1073と の

間 に 菌 体 間 凝 集 を 生 じ る こ と が 観 察 さ れ た 菌

株 の 中 で、 so sanguisと △。 viScOSusは プ ラ ー

ク 形 成 の 初 期 に 歯 面 に 定 着 す る こ と が 報 告 42

-44)さ
れ て い る こ と、 さ ら に △.visCOSusと s.

●
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● sanguisと の 間 の 菌 体 間 凝 集 反 応 の 機 序 の 解 明

が 進 ん で い る た め、 本 研 究 の 比 較 対 照 と な り

や す い こ と か ら、 △。 ェiSCOSus T14AVお よ び

ATCC19246と So sanguis ST160Rお よ び 34を 選

択 し、 E.COrrodens 1073と の 間 の 菌 体 間 凝 集

反 応 の 機 序 を 検 討 し た。

菌 体 間 凝 集 活 性 の 測 定 は、 菌 体 が 凝 集 す る

こ と に よ り 引 き 起 こ さ れ る 吸 光 度 の 変 化 を 分

光 光 度 計
′
を 用 い て 測 定 す る こ と に よ り 行 っ た。

こ の 分 光 光 度 計 を 用 い る 方 法 は、 二e cOliと 赤

血 球 あ る い は マ ン ナ ン と の 凝 集 反 応
45,46)、

ま た、  △. viSCOSusあ  る い は △e naesiundiiに

よ る 赤 血 球 凝 集 反 応
47)、 ま た A.viscosusと

糖 蛋 自 ‐ラ テ ツ ク ス 結 合 体 と の 凝 集 反 応
48)の

解 析 に 利 用 さ れ た。 こ の 分 光 光 度 計 を 用 い た

方 法 は、 凝 集 の 程 度 を 肉 眼 的 に 数 段 階 に 分 類

す る と い つ た 従 来 行 わ れ て き た 判 定 法 に 比 べ

て、 主 観 に 基 づ く 測 定 者 に よ る 差 が な く、 客

観 性 に 優 れ て い る と と も に、 凝 集 活 性 の 微 妙

な 変 化 を も 測 定 で き る と い う 長 所 を 備 え て い

●
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● る。

Eo corrodens 1073と 4菌 株 と の 間 の 菌 体 間

凝 集 反 応 で は、 4℃ か ら 37℃ の 間 の 温 度 差 は

ほ と ん ど 凝 集 活 性 に 影 響 し な か っ た (表 2)。

こ の こ と か ら、 こ れ ら の 凝 集 反 応 に お い て は

酵 素 反 応 は 関 係 し て い な い も の と 考 え ら れ る。

ま た 反 応 系 の NaCi濃 度 が 高 く な る に つ れ て 凝

集 活 性 が 低 下 し た が、 lMの NaCl濃 度 で 約 20%の

凝 集 活 性 の 低 下 し か 認 め ら れ な か つ た こ と か

ら、 本 研 究 で の 4通 り の 菌 体 間 凝 集 に は 静 電

気 的 な 結 合 力 の よ う な 非 特 異 的 な 結 合 力 の 関

与 は 弱 い と 考 え ら れ る (図 1)。

Eo corrodens 1073の 菌 体 問 凝 集 反 応 は、

pHに 依 存 し た 反 応 で あ っ た。 す な わ ち、 pH 6

か ら 9の 間 で は 凝 集 活 性 は ほ と ん ど 変 化 し な

か つ た が、 p‖ 4か ら 5で は 凝 集 活 性 は 大 き く

低 下 し た (図 2)。  Eo COrrodensの ヒ ト 頬 粘

膜 上 皮 細 胞
29)ぁ る い は モ ル モ ッ ト 腹 腔 マ ク ロ

フ ァ _ジ 30)へ の 付 着 に お い て は、 そ れ ぞ れ 至

適 pHは、 5お よ び 6.5で あ り、 今 回 の 結 果 と 異

0
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● な っ て い た。 こ の よ う に Eo corrOdensの 付 着

反 応 と い う 点 で は 同 じ 反 応 で は あ る が、 標 的

細 胞 が 異 な る こ と に よ り、 p‖ の 影 響 に 差 異 が

み ら れ た。 こ の pHの 影 響 の 違 い が 何 に 由 来 す

る の か は、 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る。 ち な み

に、 A.viscosus T14Vと s.sanguis 34と の 間

の 凝 集 も pH依 存 性 で、 pH6。 5か ら 8で 凝 集 を 起

こ す と 報 告 49)さ れ て お り、 本 研 究 で の 結 果 と

類 似 し て い る。

Ee corrodens 1073と 4菌 株 と の 間 の 菌 体 間

凝 集 は、 EDTAの 存 在 に よ り 完 全 に 阻 害 さ れ た

が (図 3)、  こ の EDTAに よ る 阻 害 は 反 応 系 へ

の Ca2,の 添 加 に よ り 回 復 し た (図 4)。  し か

し、 ca2■ を 過 剰 に 加 え て も、 凝 集 活 性 は ほ と

ん ど 増 加 し な か っ た。 さ ら に、 Mn2+ゃ Mg2+の

場 合 に は 高 濃 度 に 添 加 し て も 菌 体 間 凝 集 は あ

る 程 度 し か 回 復 し な か っ た。 こ れ ら の 結 果 は、

二。 COrrOdens 1073の 菌 体 問 凝 集 に は Ca2+の 存

在 が 必 要 で は あ る が、 そ の 必 要 量 は 僅 か で、

細 菌 が 通 常 保 有 し て い る 量 で 十 分 で あ る こ と
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● を 示 唆 す る も の で あ ろ う。 EDTAで の 菌 体 間 凝

集 反 応 の 阻 害 は、 △.viSCOSusと s.Sanguisの

間 の 凝 集 49)、 Bo matruchotiiと s.sanguisと

の 間 の 凝 集 35)に お い て も 報 告 さ れ て い る。

Eo COrrOdens 1073菌 体 を プ ロ ナ ー ゼ や ト リ

プ シ ン で 処 理 し た り (表 3お よ び 4)、  100℃

で 10分 間 加 熱 す る と (表 5)、  大 幅 に 凝 集 活

性 が 消 失 し た が、 相 手 菌 体 で あ る A.visco‐

susあ る い は s.sanguis菌 体 に 対 す る 同 様 の 処

理 に よ っ て は 菌 体 問 凝 集 活 性 は そ れ ほ ど 低 下

し な か っ た。 そ し て、 双 方 の 菌 体 を 処 理 す る

と、 凝 集 活 性 の 低 下 は 最 も 大 き か っ た。 さ ら

に、 糖 に よ る 菌 体 間 凝 集 反 応 の 定 量 阻 害 実 験

に お い て、 CalNAcが 最 も 強 く 菌 体 間 凝 集 を 阻

害 し た。 本 研 究 に お け る 各 種 の 糖 の 阻 害 活 性

は、 E. corrodens 1073菌 体 に 存 在 す る LSが 中

心 的 な 役 割 を 果 た す こ と が 既 に 示 唆 さ れ て い

る、 ヒ ト 赤 血 球 28)、 ヒ ト 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 29)、

モ ル モ ッ ト 腹 腔 マ ク ロ フ ア ー ジ 30)へ の 付 着 に

お け る そ れ ぞ れ の 糖 の 阻 害 活 性 と 類 似 し て い

●
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● た。 以 上 の 結 果 か ら、 Eo corrOdensと △。

viscosusあ る い は se sanguisと の 間 の 菌 体 間

凝 集 に お い て も、 Eo corrodens上 の LSが 決 定

的 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 示 唆 さ れ た。

そ こ で、 こ の Eo corrodensの LSに 対 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し、 そ れ を 用 い て 凝

集 反 応 に お け る LSの 役 割 を よ り 詳 細 に 検 討 す

る こ と に し た。 得 ら れ た moAnti‐ LSは、 E.

corrodens菌 体 お よ び LSに よ る 赤 血 球 凝 集 を 阻

害 し、 そ の 阻 害 活 性 は moAnti‐ LS lが 最 大 で、

次 い で 2,3,4の 順 で あ っ た (表 8)。  さ ら に、

旦 。 COrrodensと △ .viSCOSusお よ び seSanguis

と の 菌 体 間 凝 集 反 応 を も moAnti‐ LSは 阻 害 し、

そ の
°
阻 害 活 性 も moAnti‐ LS lが 最 大 で、 次 い で

2,3,4の 順 で あ っ た (表 9)。  こ の よ う に

moAnti‐ LSで 菌 体 間 凝 集 反 応 が 完 全 に 阻 害 さ れ

た こ と、 お よ び moAnti‐ LSの 赤 血 球 凝 集 阻 害 活

性 お よ び 菌 体 間 凝 集 阻 害 活 性 が 同 じ 結 果 を 示

し た こ と か ら、 こ の 2種 の 反 応 は 基 本 的 に 極

め て 類 似 し た 機 構 で あ る と 考 え ら れ る。 ま た、
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●
旦。 COrrOdensか ら 精 製 し た LSと A.viscosusの

2株 あ る い は so sanguisの 2株 を そ れ ぞ れ 混

合 す る と、 い ず れ の 菌 株 に お い て も 菌 体 凝 集

が 観 察 さ れ た (表 7)。  以 上 の こ と か ら、 E.

corrodens 1073と 4菌 株 と の 菌 体 間 凝 集 反 応

に お い て は、 Eo corrOdensの LSが 決 定 的 な 役

割 を 果 た す こ と が 明 ら か と な っ た。

本 研 究 で は 旦。 cOrrodens 1073の LSに 対 す る

抗 体 を 産 生 す る 4ク ロ ー ン の 細 胞 を 得 た が、

こ の 4ク ロ ー ン か ら そ れ ぞ れ 調 製 し た mOAnti

LSが LS上 の 同 一 部 位 を 認 識 す る の か ど う か を

ELiSA法 を 用 い て 検 討 し た 結 果 (図 6)、

moAnti‐ LS 2と moAnti‐ LS 3あ る い は 4と の 組 合

せ の と き に、 そ れ ぞ れ の moAnti― LSの LSに 対 す

る 結 合 性 が 低 下 し た。 こ の こ と か ら、 moAnti

LS 2,3,4は LSへ の 結 合 に 際 し て 競 合 作 用 を 示

す こ と が 示 唆 さ れ、 互 い に しSの 近 接 し た 部 位

を 認 識 す る 抗 体 と 考 え ら れ る。 さ ら に、

moAnti‐ LS lが 最 も 凝 集 阻 害 活 性 が 強 か っ た こ

と を 考 慮 す る と、 moAnti‐ LS lが LSの 付 着 活 性

φ
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● 部 位 の 最 も 近 く を 認 識 し、 mOAnti‐ LS 2,3,

4は そ れ よ り や や 離 れ た と こ ろ、 す な わ ち LSの

付 着 活 性 部 位 の 少 し 離 れ た と こ ろ を 認 識 す る

も の と 推 定 さ れ る。

E・ .COrrOdens 1073株 は 1080株 よ り も 赤 血 球

凝 集 活 性 が 高 く、 ま た 菌 体 間 凝 集 活 性 も 高 か

つ た。 さ ら に、 Eo corrodens 1073株 と 1080株

に 対 す る moAnti¨ LS lの 結 合 性 が 異 な り、 凝 集

活 性 の 強 い 1073株 の 方 が moAnti― LSの 結 合 性 が

高 か っ た こ と (図 7)か ら、 Eo corrodensの

2株 間 の 凝 集 活 性 の 差 は 菌 体 表 層 に 存 在 す る
′

LSの 量 に 相 関 す る こ と が 示 唆 さ れ た。

と こ ろ で、 互 い に 異 な る 細 菌 細 胞 間 に 生 じ

る 菌 体 間 凝 集 反 応 に お い て は、 単 一 様 式   
も

(unimodal)の 反 応 が 関 与 し て い る 場 合 と 二 様

式 (bimOdal)の 反 応 が 関 与 し て い る 場 合 の 両 者

が 知 ら れ て い る 50)。 た と え ば、 A.viscosus

あ る い は A.naeslundi■ と s.sanguisと の 菌 体

間 凝 集 反 応 で は、 組 み 合 わ せ る 菌 株 の 違 い に

よ り、 1)△ . ViSCOsusあ る い は A◆  naeslundii

φ
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● の レ ク チ ン と s.sanguisの 糖 レ セ プ タ ー に よ

る 単 一 様 式 反 応、 2)旦 .sanguisの 熱 お よ び 蛋

自 分 解 酵 素 感 受 性 の 付 着 因 子 と A.viscosusあ

る い は A.naeslundilの 耐 熱 性 レ セ プ タ ー に よ

る 単 一 様 式 反 応、 3)前 記 の 1)と 2)の 両 方 が 関

与 す る 二 様 式 反 応、 の 3つ の 型 が 存 在 す る こ

と が 報 告 51)さ れ て い る。 し か し な が ら、 E.

corrodens 1073と 本 研 究 で 用 い た 4菌 株 と の

菌 体 間 凝 集 で は、 Eo COrrOdensの LSと 4菌 体

表 層 の 糖 レ セ プ タ ー 間 の 反 応 と い う 単 一 の 機

序 し か 認 め ら れ な か っ た。  Ee corrodens

1073と 菌 体 間 凝 集 を 生 じ た A.viscosus ATCC

19246あ る い は 菌 体 間 凝 集 を 生 じ な か っ た A.

viscosus T14Vは 、 S.sanguisと の 間 に △。

viscosusの レ ク チ ン を 介 し て 菌 体 間 凝 集 反 応

を 起 こ す こ と が 報 告 49,52)さ れ て い る。 さ ら

に、 結 果 に は 示 し て い な い が、 本 研 究 で 使 用

し た Ao viscosus ATCC19246お よ び T14Vの 2株

と も ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ で 処 理 し た 赤 血 球 を 凝

集 さ せ た こ と か ら、 こ れ ら △。visCOSusの 2株
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● は、 レ ク チ ン 活 性 を 保 有 し て い る こ と が 推 察

さ れ た。 し か し、 A◆ viscosus ATCC19246や T

14Vの レ ク チ ン 活 性 は 旦。 COrrodens 1073と こ 対

し て は 発 揮 さ れ な か っ た こ と か ら、 Eocorro‐

dens菌 体 に は △。 viSCOSusレ ク チ ン に 対 す る 糖

レ セ プ タ ー が 存 在 し な い こ と が 示 唆 さ れ た。

ま た、 E. corrodens 1073と type aか ら gま

で の 血 清 型 の somutansと の 間 の 菌 体 間 凝 集 の

有 無 を 調 べ た 結 果、 a型 の E49と d型 の OMZ176が

E・ COrrOdens 1073と 菌 体 問 凝 集 を 起 こ し た

(表 1)。  こ の 血 清 型 の 型 特 異 的 抗 原 は ガ ラ

ク ト ー ス あ る い は ガ ラ ク ト サ ミ ン を 含 ん で い

る 53)が、 FA‐ 1(type b)ιこ も ガ ラ ク ト ー ス や ガ

ラ ク ト サ ミ ン が 含 ま れ て い る こ と、 さ ら に

type aと dの 他 の 菌 株 と の 間 に 菌 体 間 凝 集 を 起

こ さ な か っ た こ と か ら、 Ee cOrrodensの LSは

Se mutansの 型 特 異 的 抗 原 を 認 識 し て い る の で

は な い と 思 わ れ る。

EO COrrodens 1073が 相 手 菌 体 の ど の よ う な

特 異 構 造 を 認 識 し て い る か は 興 味 あ る 点 で あ
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● る が、 E.corrodensの LSの レ セ プ タ ー に 関 し

て は、 糖 に よ る 阻 害 実 験 に よ る 知 見、 す な わ

ち GalNAcあ る い は CalNAcに 構 造 が 類 似 し た 糖

レ セ プ タ ー で あ ろ う と い う こ と 以 外、 現 在 の

と こ ろ .明 ら か で は な い。

旦。 COrrOdens 1073菌 体 上 で の LSの 存 在 部 位

を 免 疫 電 顕 法 に よ り 検 討 し た。 Ebisuら 54)tま、

Eo corrodens 1073に は 線 毛 様 の 構 造 物 が 認 め

ら れ な い こ と を 報 告 し て い る。 さ ら に E・ 壁 ‐

rrodens 1073の 菌 体 を Sorva H Omni‐ mixerここ

よ り 攪 拌 し た り、 超 音 波 処 理 あ る い は Braun

Cell Homogenizerに よ り 破 壊 し て も、 LSは 遊

離 せ ず、 LSは 細 胞 エ ン ベ ロ ー プ に 検 出 さ れ た

31)。 以 上 の こ .と か ら、 LSは 細 胞 エ ン ベ ロ ー プ

に 強 固 に 結 合 し て い る と 推 察 さ れ た。 今 回 の

免 疫 電 顕 に よ る 観 察 で は、 二.COrrodensに 線

毛 は 認 め ら れ ず、 LSの 存 在 部 位 を 示 す ゴ ー ル

ド コ ロ イ ド 粒 子 は 菌 体 表 層 に 沿 っ て 観 察 さ れ、

ま た 旦e cOrrodensに 糞 膜 様 の 構 造 物 が 認 め ら

れ た。 こ れ ら の 観 察 結 果 か ら、 LSは 羮 膜 あ る

●
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● い は 細 胞 壁 に 存 在 す る こ と が 推 測 さ れ る。

こ の 結 果 は、 多 く の 細 菌 が 線 毛 様 構 造 物 に

付 着 因 子 を 備 え て い る と い う 報 告 と は 異 な っ

て い る 55-57)。 し か し な が ら、 あ る 種 の 菌 で

は、 線 毛 以 外 に も 付 着 因 子 が 存 在 し て い る こ

と が 知 ら れ て い る。 例 え ば、 Neisseria

gonorrhoeaは 、 線 毛 を 保 有 し、 そ こ に 付 着 因

子 が 存 在 し て い る が、 さ ら に protein Ⅱ と い

う 付 着 因 子 を 線 毛 以 外 の 部 位 に 保 有 し て い る

58.59)。 ま た、 あ る 種 の グ ラ ム 陽 性 連 鎖 球 菌

で は リ ポ タ イ コ 酸 が 付 着 因 子 と し て 働 く こ と

が 報 告
60-62)さ れ て い る。 さ ら に、 Eo coliの

あ る 菌 株 で は、 赤 血 球 へ の 付 着 因 子 が 糞 膜 に

存 在 し て い る こ と も 報 告 63)さ れ て い る。

と こ ろ で、 A.viscosuSや A◆ naesiundiiは 、

1型 お よ び 2型 線 毛 を 所 有 し、 そ れ ぞ れ に 異

な っ た 付 着 因 子、 す な わ ち 1型 線 毛 に は ハ イ

ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ヘ の 吸 着、 2型 線 毛 に は

赤 血 球 凝 集、 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 へ の 付 着 お よ び

異 種 菌 体 と の 凝 集 に 関 与 す る 付 着 因 子 が 存 在

●
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● す る こ と が、 そ れ ぞ れ の 線 毛 に 対 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 明 ら か に さ れ て い る 64

-69)。  ま た、 Yoshimuraら 70,71)は 、 3。

gingiva!isの 線 毛 を 精 製 し た が、 そ の 画 分 に

は 赤 血 球 凝 集 活 性 が 認 め ら れ な か っ た こ と を

報 告 し て い る。 さ ら に、 磯 員 ら 23)は 、 こ の 精

製 し た 線 毛 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作

製 し た と こ ろ、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 赤

血 球 凝 集 阻 害 活 性 よ り 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 へ の 付

着 阻 害 活 性 の 方 が は る か に 強 か っ た こ と か ら、

旦・ gingivalisに は 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 あ る い は 赤

血 球 に 対 す る 異 な つ た 付 着 因 子 を 有 す る 異 な

っ た 線 毛 が` 存 在 し、 標 的 細 胞 に よ り 異 な っ た

付 着 因 子 が 働 く こ と を 示 唆 し た。 一 方、 E.

corrodens 1073は こ れ ま で の 研 究 か ら、 LSと

い う 単 一 物 質 を 介 し て 菌 体 間 凝 集、 赤 血 球 凝

集、 頬 粘 膜 上 皮 細 胞 お よ び モ ル モ ッ ト 腹 腔 マ

ク ロ フ ァ ー ジ に 付 着 す る こ と が 示 さ れ て い る。

こ の よ う に、 付 着 と い う 現 象 に お い て も、 菌

種 に よ り 非 常 に 多 様 性 が み ら れ る こ と は 興 味

●
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あ る こ と で あ る。

今 回 の 実 験 か ら、 Eo corrodensは 細 菌 レ ク

テ ン 様 物 質 を 介 し て 菌 体 間 凝 集 を 起 こ す こ と

が 明 ら か に な り、 こ の 機 構 を 介 し て 口 腔 内 に

定 着 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た。  今 後、 相 手 菌

体 の レ セ プ タ ー を 解 析 す る と と も に、 こ の 様

な n Vitroで 明 ら か と な っ た E.cOrrOdens

1073の 細 菌 レ ク チ ン 様 物 質 を 介 し た 菌 体 問 凝

集 が Ш  vivOの プ ラ ー ク 中 で 認 め ら れ る か と い

う こ と は 興 味 あ る 課 題 と 考 え ら れ る。
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● 結 論

歯 周 病 原 性 細 菌 E◆ corrOdens 1073と 15菌 種

42菌 株 と の 間 の 菌 体 間 凝 集 の 有 無 を 調 べ た 結

果、 5菌 種 8菌 株 の 細 菌 細 胞 と の 間 に 菌 体 間

凝 集 を 生 じ た。 こ の 菌 体 問 凝 集 を 生 じ た 組 合

せ の う ち、 Ee cOrrode」 s 1073と △. viSCOSus

T14AVお よ び ATCC19246、 so sanguis ST160Rお

よ び 34と の 間 の 菌 体 間 凝 集 機 構 を 解 析 し、 以

下 の 結 論 を 得 た。

(1)こ れ ら の 菌 体 間 凝 集 反 応 は、 い ず れ も 温 度

や NaC!濃 度 に は 依 存 し な い 反 応 で あ っ た が、

pHに 依 存 し た 反 応 で あ っ た。

(2)Eo corrOdens菌 体 を ト リ プ シ ン や プ ロ ナ ー

ゼ で 処 理 し た り、 加 熱 (100℃ 、 10分 問 )す る こ

と に よ り 菌 体 間 凝 集 活 性 は 大 幅 に 低 下 し た が、

相 手 菌 体 の み を 同 じ よ う に 処 理 し て も 菌 体 間

凝 集 活 性 は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た。

(3)こ れ ら の 菌 体 間 凝 集 反 応 は、 EDTAの 存 在 に

よ り ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ た が、 Ca2+を 反 応 系

に 添 加 す る こ と に よ っ て 回 復 し た。

●
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● (4)こ れ ら の 菌 体 問 凝 集 反 応 は、 CalNAcお よ び

D‐ ガ ラ ク ト ー ス を 含 む 糖 に よ り 特 異 的 に 抑 制

さ れ た。

以 上 の 結 果 か ら、 二。 corrOdens 1073と 4菌

株 の 細 菌 細 胞 と の 間 の 菌 体 間 凝 集 反 応 に お い

て、 二。 COrrodens菌 体 に 存 在 す る LSが 重 要 な

役 割 を 演 じ て い る こ と が 示 唆 さ れ た の で、 こ

の LSに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し、

こ れ を 用 い て 以 下 に 示 す 結 果 を 得 た。

(5)E.corrOdensの LSに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 作 製 し た 結 果、 抗 LS抗 体 (moAnti‐ LS)を

産 生 す る 4種 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た。

(6)4種 の moAnti… LSは い ず れ も、 LSに よ る 赤

血 球 凝 集 反 応 お よ び 旦。 COrrOdens 1073と 4菌

株 と の 間 の 菌 体 問 凝 集 反 応 を 完 全 に 阻 害 し た。

(7)二 。 corrOdens 1073と 1080の 菌 株 間 に お け

る 赤 血 球 凝 集 活 性 お よ び 菌 体 間 凝 集 活 性 の 差

は、 そ れ ぞ れ の 菌 体 表 層 に 存 在 す る LSの 量 の

差 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た。

(8)moAnti‐ LSを 用 い た 免 疫 電 顕 に よ る 観 察 結

●
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● 果 か ら、 LSは Eo corrodens菌 体 表 層 の 糞 膜 様

構 造 物 あ る い は 細 胞 壁 に 存 在 す る こ と が 示 唆

さ れ た。    _

こ れ ら の 結 果 か ら、 二。 corrOdens 1073と 4

菌 株 間 の 菌 体 間 凝 集 反 応 に お い て は、 Eo co―

rrodens菌 体 表 層 に 存 在 す る LSが 決 定 的 な 役 割

を 果 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た。
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稿 を 終 え る に あ た り、 終 始 御 懇 篤 な る 御 指

導 と 御 校 閲 を 賜 り ま し た 口 腔 治 療 学 講 座 岡 田

宏 教 授 に 心 か ら 感 謝 い た し ま す。 ま た、 実 験

の 実 施 に あ た り 直 接 御 指 導 を 頂 き ま し た 口 腔

治 療 学 講 座 恵 比 須 繁 之 助 教 授 に 深 く 感 謝 い た

し ま す。

さ ら に、 本 研 究 に 対 し て 種 々 御 協 力 下 さ つ

た 回 腔 治 療 学 講 座 教 室 員 の 皆 様 お よ び 電 子 顕

微 鏡 の 操 作 に あ た り 親 切 な 助 言 を 賜 り ま し た

中 央 研 究 室 の 石 丸 昌 司 技 官 お よ び 大 阪 大 学 微

生 物 病 研 究 所 中 央 実 験 室 の 和 田 多 佳 志 技 官 に

厚 く 御 礼 申 し 上 げ ま す。
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付図説明

図 1。 菌体間凝集 におよぼす NaCl濃 度の影響

種 々の濃度の NaCIを 含む リン酸塩緩衝液中でE.corrOdens(109
CFU/ml)と △。viSCOSusあ るいはse sanguis(550nmで の吸光度が
0。 45を 示す ように調製 )を 25℃ で インキュベー トした。 凝集活性
は NaCIを 添加 しなか ったときの測定値 を100と した相対値で表 した。

● :  △・ ViSCOSus T14AV, 0:  △。 ViSCosus ATCC19246,

A:  s. sanguis ST160R,  △ :  s. Sanguis 34

図 2.菌 体間凝集 におよぼすpHの 影響
旦。 COrrOdens 1073(109 cFU/mi)と △. viSCOSusあ る い は s.sanguis

(550nmで の吸光度 が 0。 45と な るように調 製 )を 、 pH4。 0か ら p‖
9。 0ま での種 々の pHの 緩衝生理食塩 水 中 で 25℃ で インキ ュベー トし

た。 凝集活 性 は pH7.2の 時の測定値 を 100と した相 対値 で表 した。

使 用 した緩衝生 理 食 塩水 は、 酢 酸塩 緩衝 生理 食塩 水 (pH4。 0‐ 6。 0)、

リン酸 塩緩衝生 理 食塩水 (pH6.0‐ 8。 0)、  トリスー塩酸 緩衝生理食
塩 水 (pH8.0‐ 9。 0)で あ る。

● :△ 。 ViSCOSus T14AV,0:△ e ViSCosus ATCC19246,

A: se sanguis ST160R, △ : se Sanguis 34          :

図 3.菌 体問凝集 におよぼす EDTAの 影響
E◆ COrrOdens 1073(109CFU/ml)と 550nmで の吸光度が0.45に なるよ
うに調製 した△。viSCOSusあ るいはso sanguisを、 種 々の濃度の
EDTAを 含む PBS中 で 25℃ で インキュベー トした。 凝集阻害活性は、

反応系に EDTAを 加 えない場合 を標準条件下時 として本文 に示 した

方法で算出 した。

● :△・ ViSCOSus T14AV,0:△ 。 ViSCosus ATCC19246,

A: s. sanguis sT160R, △ : s. Sanguis 34

図 4.EDTAで 阻害 され た菌体 問凝集反応 に対 す る 2価 金属 イオンの

●

●
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影響

Eo COrrOdens 1073と △.viSCOSus T14AVと の菌体 問凝集 を 0。 05mM
の EDTAで 阻害 した後、 種 々の濃度 の Ca2● (● )、 Mn2● (▲ )、 Mg2+

(O)を 加 え凝集 活 性 を測定 した。 凝 集 活 性 は EDTAを 反応 系 に加え
な い場 合 に お け る測定値 を 100と した相対 値 で表 した。

図 5。 糖 に よ る菌 体 問凝集 の定量 阻害 曲線

旦O COrrodens 1073(109CFU/ml)と △. viSCOSusあ る い は s. san‐
guis(550nmで の吸光度がそれぞれ 0.45に な るように調製 した)の
菌体間凝集反応で、 各濃度の糖の %凝集阻害活性 を測定 した。
● :GalNAc,0:メ リビオース、 ▲ :ラ ク トース、 ■ :D‐ ガ ラク トー
ス、 △ :L― アラビノース、 □ :D‐ マ ンノース、 ■:D‐ グル コース、
▼ :D‐ キシロース

図 6.サ ブクラスの異な るmoAnti‐ LSの LSへ の結合 に対する競合作用
moAnti‐ LS lと moAnti‐ LS 3(▲ )、 moAnti― LS lと moAnti‐ LS 4(0)、

moAnti‐ LS 2と moAnti‐ LS 3(△ )、 moAnti‐ LS 2と moAnti‐ LS 4(● )

の組合せにおいて、moAnti― LS lあ るぃはmOAnti‐ LS 2の反応系で
の存在 量 を変 化 させ た と き、 moAnti‐ LS 3あ るいは moAnti― LS 4の

LSへ の結 合量 の変 化 を ELISA法 で測定 した。

図 7.Eo corrodens 1073と 1080の moAnti‐ LSに 対 す る結 合性 の比較

旦O COrrodens 1073(● )あ るいは旦.cOrrOdens 1080(▲ )を マ イク
ロ タ イタープ レー トの ウ ェル に吸着 させ た後、 mOAnti‐ LS lの

PBSTに よる 4倍 連続 希釈溶液 (100μ l)を ウ ェル に添加 し、 37℃ で
1時 間 イン キ ュベ ー トした。 PBSTで 洗 浄後、 アル カ リフ ォスファ
ターゼ標識 ラ ビ ッ ト抗 マ ウス lgG抗体 100μ lを ウ ェル に添加 し、

37℃ で 1時 間 イン キ ュベ ー トした。 P3STで 洗 浄後、 基質溶液 を添
加 し、 発色 後、 405nmで の吸光度 を測 定 した。
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図 8.Eo corrOdensの 免疫電顕写真
a)Eo corrOdens 1073を moAnti― LS lと 37℃ で 1時 間、 ついでプロ
テ イン Aゴ ール ドコロイ ドと37℃ で 1時 間反応 させた後、 検鏡 し
た。

b)Eo corrodens 1073を moAnti― LS lと 37℃ で 1時 間、 ついでプロ

テ イン Aゴ ール ドコロイ ドと37℃ で 1時 間反応 させた後、 グルタ
ール アルデ ヒドおよび四酸化 オス ミウムで固定 した。 通法 に従い

脱水後、 エポ キシ樹脂に包埋 し、 超薄切片を作製 した。
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表 1 二.cOrrOdens lo73と 種々の口腔細菌との間の菌体間凝集
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a)+は菌体問凝集の認められたことを、

●

―は認められなかったことを示す。
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表 2 菌体問凝集におよぼす温度の影響

%凝集活性

菌名       4℃   25℃  37℃
△・ ViSCOSus T14AV           84     100     102

A. viscosus ATCC19246       88     100     1ol

S・ Sanguis sT160R           97     100      99

S◆ Sanguis 3嗅                99     1o0      98

●

旦e COrrOdens(lo9CFU/ml)と △.viSCOSusあ るいはs.sanguis
〈550nmで の吸光度が0。 45を示すように調製)を種々の温度で

インキュベー トした。凝集活性は25℃における測定値を100

とした相対値で表した。
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表 3 菌体のプロナーゼ処理が菌体問凝集におよぼす影響

菌名

%凝集活性

E.corrodens 1073T.・
J EoCOrrodens 1073 N.Teb)

●

△・ ViSCOSus T14AV

△・ ViSCOSus ATCC19246

Se Sangu・ is ST160R

50 Sanguis 34

4

4

3

12

0

0

0

0

99

100

99

100

100

100

100

100

a)Teは5mg/mlのプロナーゼで菌体を処理したことを示す。

b)NeT。 はプロナーゼ処理を行わなかったことを示す。

凝集活性は未処理の菌体どうしを反応させたときに測定された数値を100と した相対

値で表した。
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表 4 菌体 の トリプシン処理が菌体 間凝集 におよぼす影響

菌 名

%凝集活性

Eocorrodens 1073 Tt`°   Eocorrodens 1073 N.T。 り

A.

A.

●

S.

S.

viscosus T14AV      T.

N.T.

viscosus ATCC19246  T。

NoT.

sanguis ST160R      Te

N.T.

sanguls 34          T.

NeT.

２

　

　

０

　

　

０

　

　

０

　

　

５

　
　

０

　

　

５

　

　

０

９

　

　

０

　
　

９

　

　

０

　

　

９

　

　

０

　

　

９

　

　

０

０

　

　

３

　

　

１

　

　

５

　

　

０

　

　

０

　

　

０

　

　

９

１

　

　

１

　
　

２

　

　

３

　

　

　

　

　

３

　

　

　

　

　

４

a)Tcは lmg/miの トリプシンで菌体 を処理 した ことを示す。

b)N.T.は トリプ シン処理 を行わなか つたことを示す。

が 集活性 は未処理の菌体 どうしを反応 さ
せた ときに測定 された数値 を 100と した相対

値 で表 した。
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表 5 菌体の加熱処理が菌体間凝集におよぼす影響

%凝集活性

磁ぎ4監                Eocorrodens 1073 T.a) Eocorrodens 1073 NeT.

A. viscosus T14AV      T.              27                     104

N.T。            22     ・               100

A. viscosus ATCC19246  T.              21                      79

NeT。            25                    1oo

嗅   Se Sanguis釘
160R   T。         55             95

N.T.            83                    1oo

Se Sanguisヽ 34         T.      _´ .      5                    1oo

NeT。            11                     10o

a)T.は菌体を100℃で10分問加熱処理したことを示す。

b)N.T.は加熱処理を行わなかったことを示す。

凝集活性は加熱処理しなかった菌体ど
・
うしを反応させたときに測定された数値を

100と した相対値で表した。

●
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表6 E◆ corrOdensの 菌体間凝集に対する糖の阻害能

50%阻害するのに

必要なCalNAcの

濃度(mM)

各種の糖のCalNAcに 対する相対阻害能°)

菌名

メ:)ビ
。
オース ラク1-入 D‐う

。

'つ

1-ス D=7う ビ7-λ

Л. ソiscosus T14AV

A. ソiscosus ATCC19246

S. sanguュ s 34

So sanguis ST160R

1.5

0.6

3。 4

1。 1

1/4

1/15

:/13

1/14

:/9

1ノ 15

1/16

1/16

1/11

1/22

1/24

1/25

:ノ150

:/238

●

●

D‐■,r‐λ D‐ク・ルD‐λ レ‐キラリ_

事 し,

■

●

●

幸

●

●

●

中

中

L―

'3‐

入

書

●

●●

　

　

●

a)凝集を50%阻害するのに必要なCalNAcの濃度(mM)/凝集を50%阻害するのに必

要な種々の糖濃度(mM)で 表 した。

b)400mMの濃度でも凝集阻害活性が50%ここ達しなかつたことを示す。
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表 7 LSに よる△.viscosusあ るいは 5。 sanguisの 凝 集
お よび Ca!NAcに よ る凝集 阻害

菌 名 凝集 価 a)calNAcに よ る凝集 阻害 b)
A.viscosus T14AV 27 ＋

　
＋A◆ yiscosus ATCC19246          25

Sesanguis ST160R

SOSangu:s 34

26           +
26

費

a)赤 血球凝集価が 212を 示す よううに調製 したLSを 倍数希釈 したも
´ ‐の60μ lに 550nmに よる吸光度が 1:0を 示す ように調製 した菌懸濁液
60μ lを 加 え、 混和後室温で 1時 間静置後凝集価 を測定 した。 凝集
価 は凝集 を引き起 こす LSの 最大希釈倍数で表 した。

b)上 記 の反応系に 100mMの CalNAc 30μ !を 加 え凝集が阻害 されるか調
べた。 +は 凝集が阻害 されたことを表す。

●
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表 8 LSの赤血球凝集におよぼすmoAnti‐ LSの影響

モノクロナール抗体 赤血球凝集阻害価

moAnti¨ LS l

moAnti‐ LS 2

moAnti‐ LS 3

moAnti‐ LS 4

2048

256

128

128

螢
赤血球凝集価が 4になるように調製したLS溶液 (50μ l)

とPBSで連続希釈 した叩oanti‐ LS溶液(50μ :)を混和しご

60分間インキュベー トした。次いで 1%ノ イラミニダーゼ

処理ヒト赤血球(50μ l)を加え混和後、室温で 1時間静置

し、凝集の有無を判定 した。赤血球凝集阻害価は凝集阻

害を起こすmoAnti‐ LSの最大希釈倍数で表示 した。

●
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表9 菌体間凝集におよぼすmoAnti― LSの影響

凝集阻害価

モ ノクロー ナル抗 体  △.宙 SCOSus ATCC19246△ .visCOSus T14V S.sanguis ST160R s.sanguis 34

moAnti‐ LS l

moAnti… LS 2

moAnti‐ LS 3

備oAnti‐ LS 4

1024

512

64

64

512

128

64

64

1024

256

128

128

1024

256

128

128

moAnti‐ LSを PBSで連続希釈した溶液(50 μl)と、旦◆COrrOdens 1073懸濁液(109CFU/ml)と を
マイクロタ

イタープレートのウェル内に添加し、混和授拌後、37℃で 1時間インキユ
ベー トした。さらに550nm

での吸光度が0.45を示すように調製した各菌の懸濁液(50 μl)を添加し
、攪拌した後、菌体凝集の有

無を肉眼的に判定した。凝集阻害価は、凝集阻害をおこすmoAnti‐
LSの最大希釈倍数とした。

●

0


