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論文内容の要旨

ノイラミニダーゼ (EC 3. 2. 1. 18) は，シアロ糖複合体から α-ケトシド結合した糖鎖末端の

シアル酸残基を加水分解する酵素であるO 本酵素は，口腔内において歯垢や，唾液，歯肉溝浸出液など

から見いだされており，その由来として幾つかの口腔連鎖球菌があげられ，これまで Streptococcus mitis 

や Streptococcus sαnguis の菌培養上清から本酵素が分離されているO 唾液や歯垢さらに歯周ポケット

内において，ノイラミニダーゼは細菌細胞聞の相互認識，唾液による菌凝集現象，細菌の唾液あるいは

血清成分を介した歯面や歯周組織への定着，さらに赤血球凝集機構などに関与しているO しかし，口腔

内嫌気性菌の産生するノイラミニダーゼについては， Bαcteroides 属の数株から本酵素活性を見いだし

ているが，本酵素の分離・精製はなされておらず，その基質特異性はよく知られていない。

著者は，まず口腔やその周辺部から分離された嫌気J性菌11種35株について，ノイラミニダーゼ産生能

をスクリーニングした。供試した嫌気性菌35株について，培養上清は硫安濃縮し，菌体は超音波で破砕

した。得られた標品は，フェツインと N-アセチルノイラミンラクトース (NANA- ラクトース)

を基質として反応させ，遊離したシアル酸量を Uchida ら (1977) の方法で測定した。ヒト歯肉溝から

分離された菌株のうち ， Bαcteroides loescheii A T C C 15930株の培養上清に強いノイラミニダーゼ活

性が認められたので，本酵素の分離・精製を行った。まず，培養上清を限外ろ過により分子量 5 万以上

の画分に濃縮した後， D E A E -Sephacel を用いた陰イオン交換クロマトグラフイ， Fast protein , 

polypeptide, polynucleotide, liquid chromatography (F P L C) を用いた Mono P カラムによる等

電点分画， High performance liquid chromatography (H P L C) を用いた Shim-pack Diol-300カラ

ムによるゲソレろ過を組み合わせて精製した。精製標品の分子量は， HPLCを用いたG4000SWカラム
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によるゲルろ過法で測定した結果，約87 ， 000 と推定された。本酵素の等電点は5.1で，至適 pH は4.8で

あった。また， 0.2M以上の酢酸ナトリウム塩濃度で酵素活性は抑制され， 50oC, 10分以上の熱処理で，

酵素活性は殆ど消失した。二価金属イオンが本酵素活性に及ぼす影響を調べた結果， Hg2+ が強く酵素

活性を阻害した。精製酵素の基質特異性を調べるための基質として，フェツイン， NANA- ラクトー

ス，ウシ顎下腺ムチン， α1 酸性糖タンパク質， トランスフェリン，コロミン酸ナトリウム， ウシ脳

ガングリオシドは市販のものを用い，ブタ顎下腺ムチンはブタ顎下腺組織から DeSalegui and Plonska 

(1969) の方法で精製し， NANA- ラクトースはペーパークロマトグラフィでNANAα(2→ 3) ー

ラクトースと NANAα(2 → 6) ーラクトースとに分離したものを用いた。その結果，精製酵素はN

ANA-糖鎖には強い加水分解作用を示したが， N- グリコリルノイラミン酸-糖鎖には殆ど作用しな

かった。結合様式に対する加水分解作用は， NANAα(2 → 3) 糖鎖に対して最も強く， NANAα 

(2 → 6) やNANAα(2 → 8) 糖鎖に対しては弱い加水分解作用を示した。

次に，嫌気性菌と正常赤血球との凝集反応に及ぼす本酵素の影響を調べるために， ヒト O型赤血球を

精製酵素で処理して，マイクロタイタープレートを用いた連続 2 倍希釈法で赤血球凝集活性を測定した。

その結果， B. loescheii A T C C 15930株とBαcteroides leuii の 2 株では凝集活性がみられなかったが，

Bαcteroides gingiualis の 4 株と Bαcteroides denticola の 1 株およびBαcteroides intermedius の 2 株

では，アシアロ赤血球(血球表面の糖タンパク質よりシアル酸を取り除いた赤血球)にすると赤血球凝

集能が増大した。次いで，分光光度計による赤血球凝集活性測定法により ， B. gingiualis 381株の赤血

球凝集能に及ぼす種々の因子について追究した。 B. gingiualis 381株菌体の赤血球凝集活性は，正常赤

血球，アシアロ赤血球いずれも，供試した糖やアミノ酸では阻害を受けなかった。また，サルミン(鮭

由来のプロタミン)，へパリンーフィブ、ロネクチン結合阻害因子，アンジオテンシン 1 ， II およびE の

ようなアルギニンを含むペプチドでは正常赤血球ならびにアシアロ赤血球に対して，程度に差はあるが，

凝集の阻害がみられたが，サルミンは双方の赤血球に対し低濃度で凝集を特異的に阻害した。さらに，

赤血球凝集能に及ぼすこ価金属イオンの影響を調べたところ， Ca
2+, Mg 2+, Mn 2 + はいずれも凝集能

を増大しなかった。

次いで，正常赤血球表面よりシアル酸を精製酵素で除去した際，赤血球表面の荷電状態の変化を調べ

るために，正常赤血球およびアシアロ赤血球表面のゼータ電位を測定した。その結果，正常赤血球のゼー

タ電位は -18.3 ::t 3.10m Vであったが，アシアロ赤血球のゼータ電位は-4.4土1. 16m V と著明に変動し

た。さらに，酵素量を変化させて，赤血球表面より段階的にシアル酸を除去したところ，赤血球からの

遊離シアル酸量が増大するにつれて，赤血球表面のゼータ電位は O 値に近づき，かっ， B. gingiu�Llis 381 

株菌体の赤血球凝集活性は増大する傾向を示した。

以上の結果より，本菌とアシアロ赤血球との凝集能が，正常赤血球と比べて増大する現象には，赤血

球表面のゼータ電位の低下が密接に関与していることが明らかになった。
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論文の審査結果の要旨

本研究はヒト歯肉溝から分離された Bacteroides loescheii A T C C 15930株の産生するノイラミニダー

ゼを分離・精製し，その諸性質を調べたものであるO

その結果， 1) 精製標品はNANAα(2 → 3) 糖鎖に対して強い加水分解作用を示すこと， 2) 赤

血球を本酵素で処理しNANAを除去すれば， Bαcteroidesgingiualis 381株と赤血球との凝集能は増大

すること， 3) この凝集能の増大する現象には，赤血球表面のゼータ電位の低下が密接に関与している

ことが明らかになった。

この論文は B. gingiualis の歯周ポケット内での動態を支配するさまざまな要因を界面化学的な面よ

り解析する上で，重要な手掛かりを与えるものであり，歯学博士の学位に十分値するものと認めるO
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