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更

緒 言

Porphyromonas gingivalisは ,歯 周炎病巣 よ り高頻度 に分離 され,歯 周炎 を惹
起 す る種 々の病 原因子 を有 す る こ とか ら,成 人性 歯周 炎 の有力 な病原 菌 と して 注

目 されて い る

「

3)。
本菌 が歯周病 原性 を発揮 す るため には, まず,歯 肉溝 内 の歯

面 や歯 肉溝上皮 表面 な どに付 着 し,集 落 を作 り,歯 肉縁 下 歯垢 を形成 す る こ とが

必 要 で あ る 4)。 2.gingivalisは ,歯 肉溝上皮細胞 4)ゃ 頼粘膜細胞 へ の付着 能 4.

5),唾 液 で被覆 されたハ イ ドロキ シアパ タイ トに対 す る付 着能 4.6)ぉ ょび口腔 内

に存在 す るある種 の グラム陽性 菌 との共 凝集能 (異 種 菌体 間の凝集能 )7~13)な ど,

種 々の付 着 能 を もってい る ことが 明 らか に されて い る。 Slotsと Gibb9nS4)は ,1.
gingival isの 歯周 ポケ ッ ト内 へ の定着 に は,既 に形成 され た歯垢 中 に存在 す る グ
ラム陽性 菌菌体 への付着 が重要 で あ るこ とを示唆 した。 そ の後 ,Kol enbranderら
14)は ,1.gingivalisと 他 の多 くの 回腔 細 菌 との共 凝集 につ いて,肉 眼 での半定 量
的 な方法 で調べ た と ころ,ュ.gingivalisと グ ラム陽性 菌 との間 に は,共 凝集 が ほ

とん どみ られなか った と報告 した。 しか しなが ら,最 近 で は,共 凝集 活性 や付 着
能 に対 す る測定法 の改良 に伴 い,1.gingivalisが ,Actinomyces viscosus8¬ 1),

Streptococcus gOrdonii12),  streptococcus sanguis13)ぉ ょび streptococcuS

oraHs13)の よ うな グラム陽性 菌 と付着 また は共凝 集す る とい う報告 が み られ るよ

うにな って きて い る。 従 って,2.gingivalisと グ ラム陽性 口腔細 菌 との相互作 用

は,1.gingivalisの 歯 肉溝 内 で の定着 の第一歩 と して重要 な役割 を果 た して い る

と考 え られ る。

唾液 や歯 肉溝浸 出液 は,細 菌 の 日腔表面 へ の付 着 を阻害 し,歯 垢形成 を抑 制 す
る方 向 に作用す る可能性 が指 摘 されて い る 15)。 slotsと Gibbons4〕 は,1.gingi―

valisの ハ イ ドロキ シアパ タイ ト表 面 へ の付 着 は,唾 液 や血 清 によ り阻害 され るが ,
本 菌 の グ ラム陽性 菌 への付着 に対 して は,唾 液や血清 は影 響 を及 ぼ さない と報 告
した.し か し,Ellenら 16)は , in vitroで , ヒ ト混 合唾液 が,1.gingivalisの 生.
viscosusへ の付着 を阻害 す る ことを見 い出 し,StinsOnら 12)は ,ュ.gingivalisの

ユ.gOrdOniiへ の付着 が,混 合 唾液 や血清 によ り阻害 され る ことを示 した。 従 って ,
唾 液 や歯 肉溝浸 出液中 に存在 す るあ る成分 が ,1.gingivalisの 歯 肉溝 内で の歯 面

や上皮表 面 への付着 を制 御す る重 要 な宿 主 防御因 子 と して働 いて い る ことが考 え

られ る。 これ ら体 液中 の 2.gingiValisと グ ラム陽性 菌 との共凝集 を阻害 す る因子

を調 べ る ことは,宿 主 の もつ 防御 機構 を明 らか にす るばか りでな く,1.gingi―
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valisの 他 の細 菌 へ の付着機序 の解 明 に も役 立 つか も しれな い。 本研究 で は,ュ .

gingivalisと 共 凝集 を起 こす グラム陽性 菌 と して,ュ.Ora H sを 選 ん だ。 そ して ,

濁度 分 光 分析法 を用 いて ,ュ.gingivalisと ュ.oraliSと の共 凝集活性 を定量 的 に測

定 し, この共凝 集 に及 ぼす ヒ ト唾液 や血漿 の影響 を調 べた。 さ らに,供 試 した血
漿 タ ンパ ク質 の なかで最 も強 い阻害 を示 した フ ィプ リノー ゲ ンに よる共凝 集 の阻

費    害機 序 の一端 を 明 らか にす る ことを 目的 と して,以 下 の実験 を行 った。

実験 材料 な らび に方法

1.試 薬

ヒ ト血 漿 由来 の タ ンパ ク質 と して,ア ル プ ミン (和 光純 薬工業 ,大 阪 ), フ ィ
プ リノー ゲ ン (KabiVitrun,Stockholm,Sweden),β 2~ミ クログ ロプ リン (Calbio―

chem Co,.La Jolla,CA,Uo S.A.),免 疫 グ ロプ リンG(lgG:生 化学 工業 ,東 京 ),
フ ィ プ ロ ネ ク チ ン (Sigma Chemical Co。 ,St.Louis,MO,U.So A。 ), α l― 酸 性 糖 タ ン

パ ク質 (Sigma),α 2~マ ク ログ ロプ リン (Si gma)お よび トラ ンス フ ェ リン (Sigma)

を用 いた。 なお , フ ィプ リノー ゲ ンは,Lysine― Sepharose 4B(Pharmacia Fine
Chemicals AB,Uppsala,Sweden)と 混 合 し, プ ラス ミンを除去 した後,実 験 に供 し
た。 フ ィプ リノー ゲ ンの フ ラグメ ン トの うち,フ ラグ メ ン トDお よび Eは Diagno―

stica Stago(Asniё res,France)よ り購入 し,SDS― ポ リア ク リル ア ミ ドゲル電気 泳

動法 (方 法 は後 述 )で 精 製度 を調 べた と ころ, フ ラグ メ ン トDは 分 子 量約 85kDa,
フ ラグメ ン トEは 分子量約 50kDaに 相 当す る部 位 にバ ン ドが み られ,爽 雑物 の混 入
はほ とん ど認 め られ なか った。 また, フ ィプ リノペプチ ドAは Sigmaよ り得 た。

プ ロテ アーゼ ィ ン ヒビター と して,ューエチルマ レイ ミ ド (NEM:和 光純 薬 工

業 ),2-ク ロ ロマーキ ュ リフ ェニル スル ホ ン酸 (pCMP S;Sigma),lα -2-ト シル
●     ― L― リシ ンク ロロメチ ルケ トン (TLCK:Sigma),フ ッ化 フ ェニル メチル スル ホ ニ ル

(PMSF;和 光純 薬工 業 )お よび エチ レン ジア ミン四酢 酸ニ ナ トリウム (EDTA:和
光純 薬 工 業 )を 用 いた。

2.供 試 菌株

2.gingivaHs 381株 は,サ ンスター株式 会 社研究開発部 よ り分 与 され,40mg/
mlの トリプチケー ス ソィ ァガ _(BBL:Becton Dickinson Microbiology Systens,

Cockeysville,MD,U.So A.), l mg/mlの 酵 母 エ キ ス 末 (BBL), 5μ g/mlの ヘ ミ ン , 1
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μ g/mlの メナ ジオ ンおよび 5%ヒ ツ ジ脱 繊 血 を含む血 液寒天培地 に接種 し,嫌 気 培
養装 置 (Forma Scientific Anaerobic Systen Model 1024:Marietta,OH,Uo So A.)を

用 い,嫌 気 的条 件下 (10%c02,10%H2,80%N2)に て 35℃ で培養 を行 い, 1週 間 ご と に ,
新 た な培 地 に継 代培養 して保存 した。 供 試 菌 の培養 は,保 存培地 よ り l mg/mlの 酵
母 エキ ス末, 5μ g/mlの ヘ ミンお よび lμ g/mlの メナ ジオ ンを含 む トリプチ ケ ー

スソイプ ロス (BBL)10mlに 接種 し,嫌 気 的条 件下 にて 35℃ で培養 した。 この培 養 液
を同培養 液 90mlに 移 し,同 一 条件 下 で静 止 期 初期 (約 18時 間 )ま で培 養 した。 S.
oralis ATCC 9811株 は, American Type Culture Collection(Rockville,MD,Uo S。

A.)よ り得 た。 供試 菌 は, ブ レイ ンハー トイ ンフュー ジ ョンアガー (Difco Labo―

ratories,Detroit,MI,Uo S.A.)の 高 層培 地 に穿刺培養 した後 , 4℃ で冷所保 存 し ,
lヶ 月 ご とに,新 た に穿 刺継 代培 養 した ものを用 いた。 供 試菌 の培養 は,保 存 培
地 よ リブ レイ ンハー トイ ンフ ュー ジ ョン (Difco Laboratories)10■ 1に 接 種 し,大
気 中 にて 37℃ で培養 した。 この培 養 液を同培 養 液 90■ 1に 移 し,同 一条 件 下 で静 止
期初 期 (約 12時 間 )ま で静 置培養 した。

両 供試 菌株 と も,8,000× g,20分 間の遠 心 操作 によ り集 菌 し,0.15M塩 化 ナ トリ
ゥムを含 む lomMリ ン酸 ナ トリウム塩緩衝 液 (PBS:pH6.0)で 3回 洗浄後,特 に断 らな
い限 り,共 凝集 活性 の測定 に は, 1× lo9個 /ml,1251標 識 フィプ リノー ゲ ンとの

結 合実験 には, 4× 109個 /mlの 菌 懸濁液 を同緩衝 液 によ り調製 した。 懸濁 液 中 の

菌数 は,Bttrker―Tlrk型 の血球 計算 盤 を用 いて算定 し,そ の菌懸濁液 の波長 550nm
の吸光度 (A550)に 基 づ き供試 菌数 を調整 した。

3.唾 液 お よび血漿 の採 取

唾 液 と血漿 は,健 康 な歯周状態 を有す る 20才 か ら40才 までの血 液型 0型 の男 子 5
人 よ り得 た。 混 合唾 液 は吐 出法 に よ り,耳 下腺 唾 液 は ガムによ って刺 激 し,
Keeneの 方 法 17)に よ り採 取 し, また,顎 舌下 腺 唾 液 は クエ ン酸溶 液 に よ って刺 激
し,B10ckと Brottmanの 方法 18)に よ り採取 した。 各唾 液 は,食 後 少 な くと も 2時
間後 に,氷 冷下 で採 取 し,10,ooo× g,20分 間 の遠 心操作 によ り得 られ た上 清 を各
唾液標 品 と した。 血漿 は, ヒ ト静脈 血 を 26.3g/1の クエ ン酸 ナ トリウム,3。 27g/1

の クエ ン酸,23.2g/1の プ ドウ糖 お よび 2.51g/1の リン酸二 水素 ナ トリウム入 りの

採取 管 に取 り, 1,500× g,15分 間 の遠心 操 作 によ り得 た上清 を用 いた。

4.共 凝 集活性 の測定
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絆

共 凝集 活性 の測定 は,特 に断 らない限 り,10■ MPBS(pH6.0)2 nlの 反 応 液 中 に ,
5× 108個 の1.gingiValis 381株 懸濁 液 と 5X108個 のュ.OraliS ATCC 98H株 懸 濁
液 を加 え,分 光光度 計 (UV-265FW:島 津製作所,京 都 )を 用 いて,37℃ で攪 拌 し
なが ら,A550の 変化 を 7.5分 間測定 した。 あ る時点 の前 後 0。 5分 間,す なわ ち各 1

分 間 の吸 光度 の差 (dA/dt)を 連続 的 にかつ 自動的 に計算 させ, それ を記録 させ た

後 , 1分 あた りの最大 の吸光 度変化量 を読 み取 った。 なお,2.gingivalis 381株
また はュ.oralis ATCC 98H株 の片 方 の菌株 のみを加 えて吸光度 を測定 した と ころ ,

ユ.OraHS ATCC 98H株 の場 合 は,両 菌体 を加 えた場合 の最大 の吸光度 変化 量 の 1
%以 下 の変 化量 しか み られなか った が,1.gingiValis 381株 の場 合 に は,両 菌体 を
加 えた場 合 の最 大 の吸光度変化量 の約 30%の 変化量 がみ られ た。 従 って,共 凝集 活
性 は,両 菌体 を加 えた場 合 の最大 の吸光度 の変化 量 か ら1.gingiValis 381株 の み
を加 えた ときの最大 の吸光度 の変 化量 を差 し引 いた値 と した。 また,阻 害物 質 を
加 えた時 の阻害率 は,次 の式 か ら算 出 した。

阻害物 質 を添加 しな い 阻害物 質 を添加 した
時 の共凝集活性   一 時 の共凝集活 性

阻害 率 (%)= × 100
なし
性
加
活
添
集
を
凝
質
共
物
の
害
時
阻r

●

5。 フ ィプ リノーゲ ンフ ラグ メ ン トの精 製

1)Aα 鎖 ,Bβ 鎖 お よび γ鎖 の精製

3本 の ポ リペ プチ ド鎖,Aα 鎖 ,Bβ 鎖 お よび γ鎖 はMiyataら の方 法 19)に 準 じ

て精 製 した。 loomgの フィプ リノー ゲ ンを 6Mグ アニ ジン塩酸塩 ,10mMEDTAお よ

び 0。 066gの ジチオ ス レイ トール (DTT;Sigma)を 含 む 0.5Mト リスー塩 酸緩衝 液 (pH

8.2)10mlに 溶解 し,窒 素 ガ スを送 りなが ら 50℃ で 3時 間放置 した後 ,140μ lの
4-ビ ニル ピ リジンを加 え, さ らに暗室 で 2時 間静 置 した後 , 4℃ にて蒸 留 水
で繰 り返 し透析 した。 その凍結 乾燥標 品 を VYDAC218TP54(0.46× 25cm:Separa―

tions Group,Hesperia,CA,Uo S.A.)逆 相 カ ラムに よる高速 液体 クロマ トグ ラフ ィ

(HPLC)シ ステ ム (L6210:日 立製 作所,東 京 )で 展開 した。 す なわ ち,o.1%ト リ
フル オ ロ酢酸 溶液 (TFA:和 光純 薬工 業 )を 含む 30%ア セ トニ トリル溶 液 で平 衡
化 した カ ラムを用 い,0.6m1/分 の流速 で,30-55%(1%/分 )の アセ トニ トリル

溶 液 に よ る直線 的濃度勾配 法 に よ り,Aα 鎖,Bβ 鎖, γ鎖 の 3つ の ポ リペ プチ

ドを溶 出 させ た。

2)Aα 鎖 お よび γ鎖 の臭化 シア ン処理 フ ラグメ ン トの精製

● -5-



Aα 鎖 と γ鎖 の凍結 乾燥標 品 を, 5 mg/mlの 濃度 にな るよ うに 70%ギ 酸 (和 光 純

薬 工 業 )に 溶解 し,10mg/mlの 臭 化 シア ン (CNBr:和 光純薬工業 )を 加 え た。
24時 間,室 温 で反 応 させた後,蒸 留水 で 10倍 に希釈 し,凍 結乾 燥後 ,0。 1%TFAを
含 む 10%ア セ トニ トリル溶 液 で平 衡化 した VYDAC218TP54逆 相 カ ラム に展開 し,

0。 6m1/分 の流速 で,10-50%(1%/分 )の アセ トニ トリル溶液 に よる直線 的濃 度

■     勾 配法 によ りCNBr処 理 フ ラグメ ン トを溶 出 させ た .

3)Aα 148-207の リシル エ ン ドペ プチダー ゼ処理 フ ラグメ ン トの精製
Aα 鎖 の NH2末 端 148番 目か ら207番 目の ア ミノ酸残基 よ りな る フラグ メ ン ト (

Aα 148-207)を , さ らに, 2M尿 素 (和 光純 薬工業 )を 含 む 10mMト リスー塩 酸 緩
衝 液 (pH9.15)200μ  lに 溶解 し, リシル エ ン ドペ プチ ダー ゼ (Achromobacter

lyticus由 来,和 光純 薬工業 )を 酵素 /基 質 =1/100(モ ル比 )の 割 合 で加 え ,
37℃ で一晩反 応 させ, フ ラグメ ン トの リシル残 基 COoH末 端側 で切断 した。 そ し

て,生 成 した ペ プチ ドを,o。 1%TFAを 含 む蒸留水 で平衡化 した VYDAC214TP54(
0.46× 25cm)逆 相 カ ラムに展 開 し,0.6■ 1/分 の流速 で,0-50%(1%/分 )の ア セ
トニ トリル溶 液 に よる直線 的濃 度勾配 法 に よ り溶 出 させ た。

督

6。 ア ミノ酸分 析 とア ミノ酸配列 の決定

精 製 フ ラグメ ン トの同定 は,NH2末 端 か ら約 10残 基 の ア ミノ酸 配列 を調 べ,既 知
の フ ィプ リノー ゲ ンのア ミノ酸配列 20)を 基 に推定 した。 ア ミノ酸配 列 は,470A気

相 式 シ ー ケ ンサ ー (AppHed Blosystems lnc.,Fostercity,CA,Uo So A.)と オ ン ラ イ

ン の モ デ ル 120PTHア ナ ラ イ ザ ー (AppHed Blosystems lnc.)を 用 い て 決 定 し た 。 タ

ンパ ク質 の濃度 は BradfOrdの 方法 21)に よ り, また,A α 148-207を リシルエ ン ドペ

プチ ダー ゼで消化 した フ ラグメ ン トの濃度 は, ア ミノ酸分析 によ り定 量 した。 ア

ミノ酸分 析 は,精 製 ペプチ ドを 5。 7NHClに 溶 解 し,減 圧封管 した試験 管 中で ,Ho
●    ℃,24時 間の加 水分 解 を行 った後 , ア ミノ酸 分 析 装置 (835S A■ ino Acid Analy―

zer;日 立 製作所 )で 行 った。 各 フ ラグ メ ン トにつ いて共凝集 阻害効 果 を調 べ た が ,
10mMPBS(pH6.0)に 不 溶 の フ ラグメ ン トは,最 終 濃度 lMの 尿素 に溶解 して測 定 に用
いた。 な お, この濃 度 の尿素 は,共 凝集活 性 には影響 を及 ぼ さなか った。

7。 フ ェニル グ リオキサ ー ル によ る Aα 158-176お よび Aα 192-206の ア ル ギ ニ ン残

基 の修 飾

10■■olの Aα 158-176お よび Aα 192-206を , 5%メ タノール お よび 25mMフ ェニル グ

中 -6-
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リオキサール (PGO:Sigm a)を 含む 2.5mlの 0.2M炭 酸塩緩衝液 (pH8。 1)に 溶解 し,暗 室
で 3時 間 イ ンキ ュベー トした。 過剰のPGOを 除去す るため,反応液は 10mMPBS(pH
6.0)で 平 衡 化 され た PD-10 Sephadex G=25M(Pharmacia LKB Blotechnology AB)カ

ラム に展 開 し, 2 mlご と に分 取 し,各 画 分 の A250お よ び A280を 測 定 した。 PGOに よ

り修 飾 され た フ ラ グ メ ン トは ボ イ ドボ リュー ムの 直 後 の画 分 に溶 出 され た。 PGOを

添 加 せ ず に,同 様 の方 法 で処 理 した フ ラ グ メ ン トを対 照 と して用 い,PGOに よ り修

飾 され た フ ラグ メ ン トと非 修 飾 フ ラ グ メ ン トの共 凝 集 の 阻 害 効 果 を,先 述 した 方

法 で 調 べ た。

8.1251標 識 フ ィプ リノ ー ゲ ン と2.gingivalis 381株 あ る い はュ.oralis ATCC

98H株 との結 合 性

結 合 実 験 は,遠 心 管 へ の菌 体 や タ ンパ ク質 の非 特 異 的結 合 を抑 制 す るた め に ,

ウ シ血 清 ア ル プ ミン (BSA)で 被 覆 した 1.5mlポ リプ ロ ピ レ ン遠 心 管 を用 い て 行 った。

菌 へ の標 識 フ ィプ リノー ゲ ンの結 合 は,Lantzら の 方 法 22)に 準 じて行 った。 1.6×

109個 の 菌 体 を,o。 1%BSAと 20mMNEMを 含 む 10mMPBS(pH6.0)に 懸 濁 させ ,1251標 識

フ ィプ リノー ゲ ン (ICN Blomedicals lnc。 ,Costa Mesa,CA,Uo S.A.)と 非 標識 フ ィブ

リノ ー ゲ ン とを 1.O X 104cpm/μ gの 比 活 性 に な るよ うに添 加 して,最 終 容量 500

μ lと し,37℃ , 30分 間反応 させた。 反 応後,900× g,15分 間 の遠心 操作 に よ り集

菌 し,0.02%BSAを 含 む 10mMPBS(pH6.0)で 菌体 を 3回 洗 浄 し,菌 体 の放 射能 を ガ ン

マ カ ウ ンター (LKB― WaH ac 1282 CompuGamma,WaHac Oy。 ,Turku,Finland)で 測定 し

た。

50倍 量 の非標識 フ ィプ リノー ゲ ンを添加 した際 にみ られ る結 合 を非 特異 的結 合

と し,総 結 合か ら非特異 的結 合 を差 し引 いた値 を特異 的結 合 と した。

9。 SDS― ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気泳動 (SDS― PAGE)

20mMNEM存 在下 あ るい は非存 在下 で, 2X105cpmの 1251標 識 フ ィプ リノー ゲ ンと

菌体 を結 合実験 と同一 の条件 で反応 させ た。 反応後 , 900× g,15分 間 の遠 心 操 作

によ り集 菌 した。 得 られた菌体 は,0.02%BSAを 含 む 10mMPBS(pH6.0)で 3回 洗 浄 し

た。 菌体 と400 μ lの 上清 に, 50μ lの トリス SDSセ プ ラゾー ル (Enprotech Corp.,

Madi son,NY,U.So A.)を 加 え, 100℃ , 2分 間熱処理 した。 SDS― PAGEは ,Laemmliの

方法 23)に 従 い, ア ク リルア ミ ドグ ラジエ ン トゲル (4-20%)(第 一化 学薬品 工業 ,

東 京 )を 支持体 と して行 った。 泳動用緩 衝 液 は 0。 1%ド デ シル硫酸 ナ トリウム (

,

●
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SDS)を 含 む 0.o25Mト リスーグ リシ ン緩衝 液 (pH8.6)を 用 い,40mAの 条 件 で室 温 で

1.5時 間電 気泳動 を行 った。 泳動後 , クー マ シープ リリア ン トブルーを用 いて タ ン

パ ク質 を染色 した。 次 いで, ゲルを脱色 し,水 洗後 , 70℃ で加熱 ,乾 燥 した。 乾
燥 した ゲ ルをX-Omat AR film(Eastman Kodak Co.,Rochester,NY,Uo S.A。 )上 で ,

-70℃ , 8日 間感光 後,現 像,定 着 した。 分子量 の測定 には, ミオ シ ン, α2~マ

●     ク ログ ロプ リン,β ―ガ ラク トシダーゼ, トランスフ ェ リン, グル タ ミン酸脱 水
素酵素 , フ ォスフ ォ リラーゼb,BsA,卵 白アルブ ミン,炭 酸脱水 素酵 素,大 豆 ト

リプ シ ンイ ンヒ ビターお よび α― ラク トアル プ ミン (分 子 量測定 キ ッ ト,HMw
kit E and LMW kit E(SDS);Pharmacia LKB Biotechnology AB)を 用 いた。

実験 結 果

1.ユ・gingivali豊 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 との共凝 集活性

図 1に ,ュ.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 とを反応 させ た時,1.
gingivalis 381株 菌体 のみを加 えた時 お よびュ.Oralis ATCC 98H株 菌体 のみ を加

えた時 の それぞれ の A550お よび ~dA/dtの 変化 の 1例 を示 した。 共 凝集 にお け る

A550の 変 化 は,反 応 開始後, わず か の間緩 やかな減少 を示 した後 ,急 速 な減少 に

転 じ,約 3分 後 には最低 レベ ルに達 し,共 凝集反応 が完了 した と考 え られた。 そ
の―dA/dtは ,反 応 開始後 ,A550の 緩 やか な減 少 の直後 に最 大 に達 した。 一方 ,2.
gingivaHs 381株 菌体 の みの場 合 の A550の 変 化 は,測 定開始後,わ ず かの間 は ほ

とん ど変 化 せず , その後,緩 やか な減少 を示 し,約 5分 後 には最 低 レベル に達 し,
自己凝集 反 応が完 了 した と考 え られた。 その―dA/dtは 反応 開始後 す ぐに最 大 に達

した。 ユ.Oralis ATCC 9811株 菌体 のみの場 合 ,A550は 測定 時間内で は ほ とん ど変

化 せず,そ の一dA/dtは ,ほ ぼ 0で あ った。

ユ・OraliS ATCC 98H株 の菌数 を一定 (5X108個 )に し,1.gingivalis 381株 の

菌数 を変 化 させ て共凝集 活性 を調 べた と ころ,図 2に 示す よ うに,菌 数比 が 1:
1で 共 凝 集活性 はほぼ最 大 に達 し,2.gingivalis 381株 菌体 を過剰 に加 え る と,

む しろ共 凝集活性 はわず か に減少 した。

共 凝集 に及 ぼす pHお よび温度 の影響 を調 べ,そ の結 果 を表 1に 示 した。 それ ぞ

れ 0.15M塩 化 ナ トリウムを含む 10mM酢 酸 ナ トリウム緩衝 液 (pH4.0,5.0),10mMリ ン

酸 ナ トリウム緩 衝 液 (pH6.0,7.0),10mMト リスー塩酸緩 衝 液 (pH8.0,9.0)を 用 いて ,

反応 系 の pHを 変 化 させた ところ,最 大 の活性 は pH5。 0-6.0で 認 め られた。 また,反

●
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応 系 の温 度 を 4℃ ,20℃ ,37℃ お よび 50℃ に変 化 させて共 凝集活性 を調 べ た と こ ろ ,
37℃ で最 大 を示 し,50℃ で はあま り変化 しなか ったが, 4℃ の共 凝集 活性 は, 37
℃ の時 の 67%に 低下 した。

共 凝集 に及 ぼす塩 濃度 の影響 を調 べ るた め,pH6.0の リン酸 ナ トリウム塩 緩衝 液
を用 い, 37℃ で,塩 化 ナ トリウムの濃度 を 0.15M-2Mま で変化 させて共凝集 活性 を
測定 した ところ,そ の影 響 は ほ とん ど認 め られ なか った (デ ー タ省略 )。
以 上 の結 果 よ り,標 準 的 な共凝集活性 の測定 条件 と して,菌 数 は両 菌株 と も 5
× 108個 ,pHは 6.0,温 度 は 37℃ , そ して塩 化 ナ トリウム濃度 は 0.15Mで 共凝 集 活 性
の測 定 を行 った。 標 準的 な条 件 で測定 した共 凝集 活性 (N=10)は ,0。 H2± 0.001(

平均 土標 準誤差 )で あ り,変 異係数 は 1%以 下 でば らつ きは非常 に小 さ く,共 凝 集
活性 を表 す のに十分再現 性 が あ る ことが示 され た。

2.共 凝 集 に及 ぼす糖 お よび ア ミノ酸 の影響
共 凝集 に対す る阻害効 果 を表 2に 示 した。 供試 した ア ミノ酸 の なか で は,L― ア
ルギ ニ ンと L一 リシ ンが濃度依 存 的 に共 凝集 を阻害 し,特 に,L― アル ギ ニ ンは同
一濃 度 で L― リシンの約 2倍 の阻害効 果 を示 した。 しか し,供 試 した糖 はいず れ も,
100mMの 濃 度 で は共 凝集 に対 す る阻害 を示 さず, この共 凝集反応 には、 レクチ ン様
物質 は関与 して いな い可能性 が示 唆 された。

3.共 凝 集 に及 ぼす ヒ ト唾液 および血漿 の影 響
図 3に 示 す よ うに,供 試 した ヒ ト唾液 お よび血 漿 は,す べて共 凝集 を濃 度 依 存
的 に阻害 した。 ヒ ト血漿 (50%阻 害 濃度 :150=0・ 89± 0.18μ 1/ml:平 均 ±標 準 誤 差)
は最 も強 い共凝 集 阻害 を示 し,混 合唾液 (150=15.0± 3.22μ 1/ml)お よ び顎舌 下 腺
唾液 (150=23.8± 8.30μ 1/ml)は ,耳 下腺 唾液 (150=65.0± 7.65μ 1/ml)よ り も強 い
共凝集 阻害 を示 した。 各 唾液 および血漿 によ る阻害 の強 さは, 5人 の被験 者 す べ

てで 同 じ傾 向を示 した。

4.ヒ ト血漿 由来 の タ ンパ ク質 に よる共 凝集 の阻害
ヒ ト血 漿 中 に存在 す る主 な タ ンパ ク質 によ る共 凝集 の阻害効 果 を調 べ た結 果 を

表 3に 示 した。 供試 した タ ンパ ク質 のなかで は, フ ィブ リノー ゲ ンが最 も強 い共

凝集 阻害 を示 し, フ ィプ ロネ クチ ンや トラ ンスフ ェ リンも共凝集 を阻害 した が ,
IgGや α l― 酸性 糖 タ ンパ ク質 にはわずか な阻害効 果 しか認 め られ なか った。

●
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5。 共 凝 集 に及 ぼす フ ィプ リノー ゲ ンフ ラグメ ン トの影響

フ ィプ リノー ゲ ン,フ ラグ メ ン トDお よび フ ラグメ ン トEに よ る共凝集 の阻害 を

調 べ た結 果 を図 4に 示 したが, フ ラグメ ン トD(150=0。 07μ M)に よ る共 凝集 阻害 は ,

もとの フ ィプ リノー ゲ ン (150=0・ 06μ M)と ほぼ同程度 で , フ ラグメ ン トE(150=Oo 2

μM)よ り も強 い共 凝集 阻害 を示 した。

フ ィプ リノー ゲ ンの 3つ の ポ リペ プチ ド鎖 ,Aα 鎖 ,Bβ 鎖 および γ鎖 によ る共

凝集 の阻害 を調 べた。 図 5に 示 す よ うに,Aα 鎖 (150=0・ 07μ M)が 最 も強 い共 凝 集

阻害 を示 し, γ鎖 (150=0・ 3μ M)も 共凝集 を阻害 したが,Bβ 鎖 には共 凝集 阻害 は認
め られ なか った。

Aα 鎖 お よび γ鎖 を cNBrで 処 理 し,VYDAC218TP54逆 相 カ ラムを用 いて分画 を行 っ

た。 そ の結 果,図 6お よび図 7に 示 す分 画 パ ター ンが示 された。 こ う して得 られ
た画分 の ア ミノ酸配 列 を決定 した後,そ の共 凝集 の阻害 を調 べた ところ,表 4の
よ うな結 果 が得 られ た。 Aα 鎖 を CNBr処 理 して得 られた フ ラグメ ン トには,共 凝 集
を阻害 す るフラ グメ ン トが い くっか認 め られたが,Aα 148-207が 最 も強 い共 凝 集

阻害 を示 した。 Aα 鎖 の NH2末 端領 域 の Aα l-51と C00H末 端側 の親 水性 の強 い領 域 に

含 まれ る Aα 241-476お よび Aα 518-584は 同一 の画分 に溶 出 され,今 回用 いた方 法
で は分離 で きなか った。 表 には示 してい な いが, この 3つ のペ プチ ドを含 む 画分

も,共 凝 集 を阻害 した。 しか し,Aα 鎖 の NH2末 端 の 16残 基 か らな るフ ィプ リノ ペ

プチ ドAは , lμ Mの 濃度 で は共凝集 を阻害 しなか った ことゃ,A α 241-476お よ び
Aα 518-584は ,強 い共凝集 阻害 を示 した フ ラグメ ン トDに は含 まれ な い ことな どか
ら, これ ら 3つ のペ プチ ドを含む画分 を, さ らには分 離 しなか った。 一 方, γ鎖
を cNBr処 理 して得 られた フ ラグメ ン トの中で は,NH2末 端 フ ラグメ ン トが最 も強 い

共 凝集 阻害 を示 した が, ブ ドゥ球 菌 クラ ンプ因子 の結 合部 位 と して知 られ て い る
24.25)c00H末

端 フ ラグメ ン トには, わず か な共凝集 阻害活 性 しか認 め られ なか っ

た。 従 って,本 研 究 で は, フ ラグ メ ン トDの Aα 鎖 にほぼ相 当す る Aα 148-207を さ
らに調 べ る ことに した。

Aα 148-207を リシルエ ン ドペ プチダー ゼで処理 し, VYDAC214TP54逆 相 カ ラムを

用 いて分 画 を行 うと,図 8の よ うな分画 パ ター ンが示 され た。 こ うして得 られ た
画分 の ア ミノ酸 配列 を決 定 した後 , その共 凝集 の阻害 を調 べた。 表 5に 示 す よ う

に,Aα 158-176と Aα 192-206の フ ラグメ ン トに濃度依 存 的 に共凝集 阻害 活性 が認
め られた。 他 の フ ラグメ ン トによ る阻害 は, 5μ Mの 濃 度 で は ご くわず か しか認 め

●
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られ なか った。

Aα 158-176は 19残 基 中 4残 基 の アルギ ニ ン残基 を含 み,Aα 192-206は 15残 基 中
2残 基 の アルギ ニ ン残基 を含 んで いた。 この 2つ の フ ラグメン トのアルギ ニ ン残
基 が共 凝 集 の阻害 に何 らかの役割 を果た して い る可能 性 が考 え られ るた め, フ ラ
グメ ン トの アル ギ ニ ン残 基 を PGOを 用 いて化 学修飾 し,共 凝集 の阻害 活性 を調 べ た。
表 6に 示 す よ うに,両 フ ラグ メ ン トともPGOで アル ギ ニ ン残 基 を修飾 す ると,そ の
共 凝集 阻害活性 は著 しく低下 した。

6.共 凝 集 に及 ぼす 菌体 の フ ィプ リノー ゲ ンによ る前 処理 の影響
フ ィプ リノー ゲ ンによ る共 凝集 阻害 の過程 にお いて, フ ィプ リノー ゲ ンが どち

らの菌 に作用 して阻害 を起 こす のか を調 べ た。 1× lo9個 /mlの 2.gingiValis
381株 また はュ.oralis ATCC 98H株 の懸濁 液 と100μ g/mlの フィプ リノー ゲ ンあ る

い は適 当 な濃度 の プ ロテ アー ゼ ィ ン ヒビター を全 容量 が 5 mlに な るよ うに加 え ,

37℃ で 30分 間反 応 させた。 反 応 液 よ り菌体 を 1,300× g,15分 間 の遠心 操 作 で集 菌
した後 , 10mMPBS(pH6。 0)で 一 回洗 浄 し,同 緩 衝液 で 1× 109個 /mlに な るよ うに再
び懸濁 した。 この よ うに して得 られた片方 の菌体 を通常 の共凝集 活性 の測定 に供
した。 そ の結果 を表 7に 示 した。 一方 の菌体 を プ ロテ アー ゼィ ン ヒビター の非 存

在下 で, フ ィプ リノーゲ ンと前処 理 した ところ,予 想 に反 して , フ ィプ リノー ゲ
ンによ る共 凝集 の阻害 は認 め られ なか った。 しか し, プ ロテァー ゼ ィ ン ヒ ビター

と して, 20mMNEM, 1■ Mp CMPsお よび 20mMTLCK存 在下 で,ュ.gingivalis 381株 菌体 を

フ ィプ リノーゲ ンと予 め反応 させ ると, フ ィプ リノー ゲ ンによ る共凝集 の阻害 が

み られ る よ うに な り, しか も,す べ て 100%の 阻 害 を示 した。 しか し,2mMP MSFや
10mMEDTAの 存 在 下 で は, フ ィプ リノー ゲ ンに よ る共 凝 集 の 阻害 は ほ とん ど認 め ら

れ な か った。

フ ィプ リノー ゲ ンを加 えず に,NEMと ュ.gingivalis 381株 菌体 を予 め反応 させ て

も,共 凝 集 には影響 を及 ぼ さなか ったが ,p cMPsや TLCKを 同様 に,1.gingivalis
381株 菌体 と予 め反 応 させ ると,共 凝集 活性 は減少 した。 この pCMPSや TLCKと の前
処理 によ る共凝集活 性 の減少 は, これ ら試薬 によ るプ ロテ アー ゼ活性 の阻害 とい

うよ り, む しろ これ らに よ る菌表 面 の化学 的修飾 の結 果 と思 われ る。 一 方 ,ュ .

oralis ATCC 98H株 に関 して は, いずれ の プ ロテ アー ゼィ ンヒビター の存 在 下 で ,
フ ィプ リノーゲ ンで前処 理 して も, フ ィプ リノー ゲ ンによ る共凝集 の阻害 は認 め

られ なか った。 以下 の各 菌体 とフ ィプ リノー ゲ ンとの結合実験 で は, プ ロテ ァー
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ゼ イ ン ヒ ビター と して NEMを 用 いた。

7.フ ィプ リンーゲ ンとュ.gingivalis 381株 菌体 また はュ.oralis ATCC 98H株 菌

体 との結 合性

両 菌体 によるフ ィプ リノー ゲ ンとの結 合 と分解 を確 か め るため,20mMNEM存 在 下

あ るい は非存在下 で菌体 と 1251標 識 フィプ リノー ゲ ンとを反応 させ, その反応 上

清 また は菌体 の抽 出物 を SDS― PAGE後 ,オ ー トラジオ グ ラフ ィを行 った (図 9).

1・
gingivaHs 381株 の場 合,NEM非 存在下 で は,そ の菌体抽 出物 には フ ィプ リノ ー

ゲ ンを は じめ と して バ ン ドは ほ とん どみ られず , その上清 に もフ ィプ リノー ゲ ン

の分解 された フ ラグメ ン トと考 え られ る低分 子量 の非 常 に放射活性 の弱 いバ ン ド

しか認 め られなか った。 NEM存 在下 で は, フ ィプ リノー ゲ ンの大部分 は分解 せず に

ユ.gingivaHs 381株 菌体 よ り抽 出 されたが,泳 動 先端 部分 な ど, い くつか の分解
され た フ ラグメ ン トと考 え られ るバ ン ドが み られ た。 その上清 中 には,分 解 を う

けて いな い フ ィプ リノーゲ ンはほ とん どみ られず,低 分子量 の と ころ にい くつ か

の バ ン ドが 認 め ら れ た 。 一 方 ,ュ .oraliS ATCC 98H株 で は ,NEMの 有 無 に か か わ ら

ず,菌 体抽 出物 には,フ ィプ リノーゲ ンに相 当す るところに,弱 い放射活性 を示
すバ ン ドがみ られた。

1・
gingivaHs 381株 菌体 またはュ.oralis ATCC 9811株 菌体 とフ ィプ リノーゲ ン

との結合 を,1251標 識 フ ィプ リノーゲ ンを用 いて測定 した結果,添加す るフィブ

リノーゲ ンの量が増加す るとともに,両 菌体 への フィプ リノーゲ ンの特異 的結合
も増 し,約 12μ gの フィプ リノーゲ ンを添加 した時 にほぼ飽和 に達 した (図 10A).
この結合飽和曲線 よ りScatchard解 析 を行 った ところ,直 線 プロ ッ トが得 られた。
フ ィプ リノーゲ ンの分子量 を 3.4× 105と し,飽 和状態 では,す べての レセプター

が フ ィプ リノーゲ ン分子 と結合 していると仮定すれば,1.gingivalis 381株 菌体

にはKd値 が約 2.9× 10~8Mの レセプターが細胞 1個 あた り約 1.7× 103個 存在 し,ュ .

oraHs ATCC 98H株 菌体 にはKd値 が約 1.4× 10~7Mの レセプターが細胞 1個 あた り

約 1.8× 103個 存在す ることにな り,1.gingivalis 381株 はュ.oraliS ATCC 98H株

よ りもフ ィプ リノーゲ ンに対 して親和性が高 いことが示 された (図 10B)。

考察

本研究 では,1.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 を用 いて,共 凝集反
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応 を 測 定 し, ヒ ト唾 液 や 血 漿 ,特 に, フ ィプ リノ ー ゲ ンに よ る共 凝 集 の 阻 害 に つ

い て 調 べ た。 著 者 の研 究 室 26)で は,以 前 に,種 々 の グ ラム陽 性 口腔 細 菌 を 用 い て ,

1.gingivaHs 381株 との共 凝 集 反 応 を調 べ た と こ ろ,供 試 した レ ンサ 球 菌 26株 の

うち 19株 の菌体 が ,ュ .gingivalis 381株 菌 体 との共 凝 集 を 示 した。 そ の 中 で も ,

S.oralis ATCC 9811オ朱, ATCC 105571朱 ,  Streptococcus parasanguis ATCC 15909

株 ,Streptococcus MG ATCC 15913株 お よ びュ。Sanguis ST6株 が ,2.gingivalis
381株 と強 い共凝集 を示 した。 また,予 備実験 として,ュ.Oralis ATCC 9811株 と 6
株 の1.gingiValisと の共凝集 を調 べた ところ,2.gingivalis 381株 ,33277株 お よ

びSU-3株 とは強い共凝集が認 め られたが,w83株 ,51株 および 165株 とは, ほ とん
ど共凝集 は認め られなか った。 従 って,本 研究で は,共 凝集の測定 に用 い る菌株
と して 1.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 を選 ん だ。

共 凝集 活性 の測定 法 には,肉 眼 で判定 す る方 法 4), 2株 の菌体 を混 合 した反 応
液 を低 回転 の遠心操 作 に よ り凝集 塊 を沈 澱 させ,そ の上清 の吸光 度 を測定 す る方
法 27)ぉ ょび標識 した菌体 と もう一方 の菌体 を混合 した反応 液 を ポ リカーボ ネー ト

膜 で濾過 し,膜 に残 った共 凝集塊 の放射 能 を測定 す る方法 28〕 な ど,種 々の方 法 が
報告 され て いる。 Malamudら 29.30)は ,唾 液 による菌 の凝集 を測定 す る方法 と して ,
濁度 を測定す る方法 のほ うが,標 識 した菌 を用 いた遠心操 作 によ る測定法 よ り も,
感度 が高 か った と報 告 して い る。 濁度分 光分 析法 は,唾 液 によ る菌 の凝集 活 性
31), ヒ ト血小 板凝集活性 32)ぉ ょび ラテ ックス ピー ズを用 いた菌 の凝 集活 性 33)を

定量 的 に測定す る方 法 と して用 い られて お り,本 研究 の よ うに,共 凝集 に及 ぼす
種 々 の阻害物質 の微 妙 な影響 を調 べ るに は,濁 度 分光 分析法が よ り適 して い る と
考 え られ た。 また,共 凝 集活 性 を表 す指 標 につ いて は,Ericsonら 31)は ,凝 集 の

定量 分析 には,凝 集 の初 期 の変化 を基 に し,単 位 時間 あた りの最 大 の変化 量 とそ
れ に要 す る時間 を もって,そ の凝集 を特 徴 づ け るべ きであ ると述 べて い る。 しか
し,ユ・gingivaHs 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 との共凝集反応 では,両 菌体 を
加 えた場 合 も,2.gingivalis 381株 菌体 のみを加 えた場合 も,い ずれの場 合 も変
化量 が最大 に達す るまで の時間が非常 に短 いため,変 化量が最大 に達す るまでの
時間を基準 にす ると,大 きな誤差 が生 じた。 従 って,本 研究では, 1分 間 あた り
の最大 の吸光度 の変化量 を指標 と して共凝集活性 を表す ことに した。

本研究 で供試 した体液,す なわ ち混合唾液,顎 舌下腺唾液,耳 下腺 唾液 および
血漿 は,す べて濃度依存 的に1.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 との共
凝集 を阻害 した。 共凝集 に及 ぼす体液の影響 を調 べ る場合 には,体 液 自身 による
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菌 の凝 集 を考慮 す る必要 が あ る。 Koniyamaと Gibbons34)は ,唾 液 を一 方 の菌体 と
予 め反 応 させ,唾 液 の凝集素 を除去 した後 ,共 凝集 の阻害 を調 べ る方法 を用 いた。
結 果 に は示 して いないが,本 実験 の測定 系 で,各 菌体 と体 液を反応 させ,吸 光 度
の変 化 量 を測定 したが,体 液 によ る菌の凝集 は,測 定 時 間 内で は ほとん ど認 め ら
れ なか った。 これ は,体 液 に よる菌 の凝集 反応 は非常 に遅 く,吸 光度 の変 化 と し
て現 れ るには,今 回 の測定 時 間 (7.5分 )以 上 の時 間が必要 なた め と考 え られ る。
本実験 で得 られ た結 果 は,緒 言 で述 べた Ellenら 16〕 ゃ stinsonら 12)の 結 果 と一 致
す る。 耳 下腺唾液 は,混 合唾液 や顎舌下腺 唾 液 よ りも阻害 効果が小 さか った。 こ
れ は,混 合唾液 や顎舌下 腺 唾液 は, 日腔 か らの菌 の排 除 に影響 を及 ぼす ムチ ンや
凝集 素 な どの高分子 量 の成分 に富 んでい る 15,た めで あ る と考 え られ る。 また ,

Stinsonら 35)は ,顎 舌下 腺 唾 液 には,1.gingivalisの ュ.gordOniiへ の付着 を阻害
す る分 子 量 43kDaの タ ンパ ク質 が存在 す る こ とを報 告 して い る。 従 って,唾 液 中 に
存在 す る成分 もュ.gingiValiSの グ ラム陽性 菌 へ の付着 の阻害 に関与 して い る可 能

性 は強 い。 しか し,歯 肉溝浸 出液 は,血 漿 成 分 と似 た組成 を示す ことや 36.37),

歯 肉溝 内 で は,唾 液 よ り も歯 肉溝浸 出液 が細 菌 の定着 に大 きな影響 を及 ぼ して い
る と思 わ れ ること, また,本 研究 において,血 漿 は唾 液 よ りも強 い阻害効 果 を示
した こ とな どか ら,共 凝集 を阻害 す る因子 と して,歯 肉溝浸 出液成分 が よ り重 要

で あ る と考 え られ る。 歯 肉溝浸 出液 に含 まれ ると考 え られ る ヒ ト血漿 由来 の主 な

タ ンパ ク質 によ る阻害 を調 べ た結 果,フ ィプ リノー ゲ ンが最 も強 い阻害 を示 した。

また,結 果 には示 して い ないが,sephacryl S-300 Superfine(Pharmacia Fine
Chemicals)カ ラムを用 いて ヒ ト血漿 を分 画 し,そ の共 凝集 阻害 活性 を調 べ た と こ
ろ, ボ イ ドボ リュー ムの画分 か ら分 子量 45kDaの 画分 の間 に,少 な くと も 3つ の 阻
害活 性 を もつ タ ンパ ク質 画分 が得 られ,そ の 1つ は分 子 量 的に フ ィプ リノー ゲ ン
が溶 出 され る画分 と一致 して いた。 以上 の ことか ら,共 凝集 を阻害す る体 液 中 に
存在 す る因子 と して , フ ィプ リノー ゲ ンに焦 点 を当て, その阻害 機序 を調 べ る こ

とに した。

フ ィプ リノー ゲ ンは,図 H38)に 示 す よ うに,Aα 鎖,Bβ 鎖 お よび γ鎖 の 3本 の
ポ リペ プ チ ド鎖 が,NH2末 端近 傍 で S― S結 合 し,そ れ らが 2量 体構 造 を と って い る

分子量 約 340kDaの 血漿 タ ンパ ク質 で あ る 39)。 フ ィプ リノー ゲ ンを プ ラス ミンで処

理 す る と, 1っ の NH2末 端領域 の フ ラグメ ン トEと , 2つ の C00H末 端領 域 の フ ラグ
メ ン トDに 分 解 され る 39)。 従 って, フィプ リノー ゲ ン分子 は中央 NⅡ 2末 端寄 りの フ

ラグメ ン トEl個 と両端 C00H末 端 寄 りの フ ラグメ ン トD2個 が, コイル状 に よ じれ
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た 3本 の サ ブユ ニ ッ ト鎖 でつ ながれた形 を示 す。 フ ィプ リノーゲ ンは,種 々の細
菌 と特 異 的 に結 合す るこ とが報告 されて い る22.40~44).HaWigerら 24)ぉ ょ び

Strongら 25)は , ブ ドゥ球菌 ク ラ ンプ因子 に対 す る ヒ トフ ィプ リノーゲ ンの活 性 部

位 が γ鎖 の C00H末 端 に位 置す る ことを示 した。 一方 , フ ィプ リノーゲ ンの フ ラグ

メ ン トDは ,Candida albicans41),streptococcus pyogenesの Mタ ンパ ク質
45,46)ぉ ょびAspergillus funigatus47)に 特 異 的 に結 合す ることが報 告 されて い

る。 Lantzら 48】 は,PrevOteHa intermediaへ のフ ィプ リノー ゲ ンの結 合部 位 は フ

ラグ メ ン トDで あ るの に対 して ,ュ .gingivalisへ の フ ィプ リノー ゲ ンの結合 部 位 は,
D領 域 とE領 域 の間 の コイル状 の プ ラス ミン感受性 の部 位 で あると推定 して い る.

本研 究 で, フ ィプ リノー ゲ ンを切断 し,得 られた フ ラグメ ン トを用 いて 2.gingi―
vaHs 381株 と旦.oraliS ATCC 9811株 との共 凝集 の阻害 を調 べた ところ, フ ラグ メ

ン トEよ り もフ ラグメ ン トDの 方 が 強 い共 凝集 阻害 を示 し, 3本 の ポ リペプ チ ド鎖
の中 で は Aα 鎖 が最 も強 い共凝集 阻害 を示 した。 さ らに,フ ラグ メ ン トDの Aα 鎖 に

ほぼ相 当す るAα 148-207が 強 い共 凝集阻害 を示 した。 Aα 148-207を さ らに切 断 し

た と ころ,Aα 158-176と Aα 192-206に 強 い阻害 が認 め られ た。 これ らの結 果 か ら,
フ ィプ リノーゲ ン分 子 の中で もフ ラグメ ン トDの Aα 鎖 が,共 凝集 阻害 に重 要 な役
割 を担 って い る と考 え られ る。 しか し,Aα 鎖 や γ鎖 の他 の フ ラグメ ン トに も共 凝
集 を阻害 す るフ ラグメ ン トが い くっか認 め られ る ことか ら,共 凝集 の阻害 に関与
す るフ ィプ リノーゲ ン分 子 の領域 は 1つ で はな く, い くっ か存在 す る と考 え るの

が妥 当 で あ ろ う。 本 研究 で得 られた共凝集 阻害活性 を もつ最小 の フラグメ ン トで

あ る Aα 158-176お よび Aα 192-206の ペプチ ドに存在 す るアルギ ニ ン残 基 を PGOを 用

いて化学 修 飾 した と ころ,そ のペ プチ ドの共 凝集 の阻害 は著 しく低下 した。 この
ことは,2・ gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共凝集 が,L― ア ル ギ ニ

ンによ り阻害 された結果 と一致す る。 このよ うなアルギニ ンによる阻害 は,2.
gingivalisの 赤血球凝集 49.50),1.gingivalisの 小胞体様構造物 とCapnOcyto―

phaga ochraceaや Eubacteriun saburreumの 凝集 51),2.gi ngivalisと △.vi SCOSus
ll)と の共 凝集 およびュ.gingivalisと TrepOnema denticola52)と の共凝集に関 して

報告 されてお り,1.gingivaHsが アルギニ ンやアルギニ ン含有 ペプチ ドによ り阻

害 され る凝集素 を もつ ことが示唆 されて いる。従 って, フ ィプ リノーゲ ン分子内
のあ る領域 のアルギニ ン残基 とュ.gingivalis 381株 の相互作用が,2.gingivalis
381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共凝集 の阻害を起 こ して いる ことが考え られ る。

しか し,本 研究 では, フ ィプ リノーゲ ンの化学的 また は酵素的分解で得 られた フ
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ラグメ ン トを用 いた ので,そ れ らフ ラグ メ ン トは,修 飾 していな い フ ィプ リノ ー
ゲ ンの そ の領域 とは立体 構造 が大 き く変 化 して い る ことを考慮 しなければ な らず ,

阻害 活 性 部位 の よ り詳細 な解 明 に は, フ ィプ リノー ゲ ンや その フ ラグ メ ン トに対

す る抗 体 を用 い るな ど,本 研究 とは異 な った手 法 を用 い る余地 も残 されて い る。
フ ィプ リノー ゲ ンが共 凝集 を阻害 す る機 序 と して, フ ィプ リノーゲ ンが片 方 ま

た は双 方 の菌体 と結 合す ることに よ り,共 凝 集 を阻害 す る ことが考 え られ る。 菌
体 とフ ィプ リノー ゲ ンを予 め反応 させた後 ,共 凝集活性 を調 べた ところ,い ず れ
の菌体 と フ ィプ リノー ゲ ンを反応 させて も, フ ィプ リノー ゲ ンに よる阻害 は認 め

られ なか った。 2.gingivalisは フ ィプ リノー ゲ ン22)ゃ トラ ンス フェ リンお よび ァ

ル プ ミン53)の よ うな血漿 由来 の タ ンパ ク質 を分解 す る強 い活性 を もらてい る こ と

が知 られ て いる。 菌体 とフ ィプ リノーゲ ンを反応 させ る際 にNEM,pCMPSお よ び

TLCKの よ うなプ ロテアー ゼ ィ ンヒ ビター を添加 す ると共 凝集阻害 が み られ るよ う

にな らた。 これ らの結 果 は,2.gingivalis 381株 のプ ロテ アーゼが,菌 体 表 面 に
あ る フ ィプ リノーゲ ンに対 す る受 容体 を分 解 す る ことによ って生 ず る可能 性 も考

え られ るが, フ ィプ リノーゲ ンお よびプ ロテ アー ゼ ィ ン ヒ ビター を加 えず に,予
め イ ンキ ュベー トした2.gingivalis 381株 菌体 をュ.oraliS ATCC 98H株 菌体 との

共 凝集 に用 いた ところ,前 処理 して いな い場 合 と同程 度 に, フ ィプ リノー ゲ ンの

阻害 が み られた くデー タ省略 )こ とか ら, この可能性 は否定 され た。 従 って,前
処 理 の過 程 で,ュ.gingivalis 381株 が もつ チ オー ル依 存性 トリプ シン様 プ ロテ ア

ー ゼ によ り, フ ィプ リノー ゲ ンが分解 され た結 果 と考 え るのが妥 当で あ ろ う。

SDS― PAGEと オー トラ ジオ グ ラフ ィを組 み合 せて分析 した結果,NEM非 存在 下 で ,

2.gingivaHs 381株 と 1251標 識 フ ィプ リノー ゲ ンを反 応 させた菌体 か らの抽 出物

にはバ ン ドはほ とん どみ られず, また, そ の反応 上清 に も低分子 量 の非常 に弱 い

放 射活 性 を示す バ ン ドしか認 め られ なか った の に対 し,NEM存 在 下 で は1.gingi―
vaHs 381株 菌体 か らの抽 出物 には: フ ィプ リノー ゲ ンに相 当す ると ころに主要 な
バ ン ドが み られた。 これ らの結 果 は,チ オー ル プ ロテ アー ゼィ ン ヒビター の添加
によ り,2.gingivalis W12株 によ るフ ィプ リノー ゲ ンの分解 が抑 制 され ,2.gi n―
givaHs W12株 へ の フ ィプ リノーゲ ンの結 合 が み られた とい うLantzら 22〕 の結 果 と

一致 す る。 さ らに,Lantzら 54)は ,2.gingiva:lis W12株 によ って , フ ィプ リノー

ゲ ンが分 子量 97KDaと 50KDaの 2つ の分解 産 物 に分 解 され る ことを示 した。 本 実験

で は,1.gingivalis 381株 によ リフ ィプ リノー ゲ ンは よ り小 さな分子 量 の ペ プチ

ドに分解 された と考 え られ る。 Stinsonら 35)は ,ュ.gOrdOn H G9B株 へ の2.gingi―

●
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vaH s W50株 の付着 は,顎 舌下腺 唾 液か ら精 製 した分子量 43KDaの タ ンパ ク質 に よ
り阻害 され,1.gingivalisへ の この唾液 タ ンパ ク質 の結 合 は,PMSFと ヨー ド酢 酸
ナ トリウムを添加 しなけれ ば起 こ らない ことを示 した。 以 上 の結 果 にみ られ る P.

gingivalisに よ るタ ンパ ク質 の分 解 の程 度 や プ ロテアー ゼ ィ ンヒ ビター の作用 の

違 い は,菌 株 の違 い によ りい くつかの異 な った種 類 の プ ロテアー ゼが作用 す る こ
とに よ る と思 わ れ る。 また,NEM存 在下 で の P.gingivalis 381株 菌体 または S.

oraHs ATCC 98H株 菌体 の フ ィプ リノー ゲ ンとの結 合飽和 曲線 よ りScatchard解 析
を行 った ところ,両 菌体 の フ ィプ リノー ゲ ン受 容体 の数 に は,ほ とん ど差 は認 め
られ なか ったが ,1.gingiValisは ュ.Oralisよ りもフ ィプ リノーゲ ンに対 して高 親

和性 を示 した。 従 って,ュ.gingivalisへ の フ ィプ リノー ゲ ンの結 合が , フ ィプ リ

ノー ゲ ンによる共凝集 の阻害 にお け る重 要 な ステ ップであ ると考 え られ る。 S.

oralis菌 体 とフ ィプ リノーゲ ンを予 め反 応 させた場合 に も,ュ.oraliS菌 体 へ の フ

ィプ リノー ゲ ンの結 合 はあ る程度 起 こる ことが示 され たが, フ ィブ リノー ゲ ンに

よ る共 凝 集 の阻害 は認 め られ なか った。 この ことは,ュ .Oralis菌 体表 層 に存 在 す

るフ ィプ リノー ゲ ンに対 す る結 合部位 と2.gingivalis菌 体 に対す る結 合部 位 が異

な る ことを示唆 して い る。 本 研究 での フ ィプ リノー ゲ ンの結合実験 は,共 凝 集 阻
害 を測定 す る時 と同 じ反応温度 で行 ったが , オー トラ ジオ グラフ ィの結 果 か ら も

わか るよ うに, この条件 で は,ュ.gingivalis菌 体表面 に結 合 した フ ィプ リノー ゲ

ンはわず かで はあ るが分解 されて いた。 従 って,各 菌体 の フ ィプ リノー ゲ ンに対
す る正確 な Kd値 や受容体数 を求 め るには,分 解 な どの影響 を除 いた よ り低 温 の反
応条 件 で行 う必 要 が あ る と思 われ る。

本 研究 の結 果 か ら,歯 肉溝 内 において , フ ィプ リノーゲ ンは2.gingival isと 結
合す るが, す ぐに1.gingiValllの プ ロテ アー ゼ に よ り分解 されて しま うこ とが推

測 され る。 従 って,歯 肉溝 内で, フ ィプ リノー ゲ ンが 1.gingivalisと ュ.Oralisと
の共 凝集 を阻害 す るため には, プ ロテァー ゼ ィ ン ヒビター によ って フ ィプ リノー

ゲ ン自身 の分解 を阻止 され る ことが必要 で あ るか もしれな い。 実 際 に,Sandholm
55)は
血漿 や歯 肉溝浸 出液中 に は宿 主 由来 の プ ロテ アー ゼ ィ ン ヒビターが存 在 す る

と報 告 して お り, さ らに最近 で は,Fishburnら 56)が ,1.gingivalisの トリプ シ ン

様 プ ロテ アーゼ は,ァ ンチ トロ ン ピンⅢ の よ うな ヒ ト血漿成分 によ って 阻害 され
る ことを示 した。 また, フ ィプ リノーゲ ンは,歯 周疾 患 に罹患 して い る部 位 か ら
得 られた歯 肉溝浸 出液中 に も,罹 患 して いな い部位 か ら得 られた歯 肉 溝浸 出液 中
に も検 出 され る と報告 されて い る 57)。 従 って, フ ィプ リノー ゲ ンは,歯 肉 溝 内 に

●
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存在す るグラム陽性菌へのュ.gingiValisの 付着 を制御す る重要な宿主 防御因子 の

1つ とな り得 ると考 え られ る。

ユ・gingivalis菌 体表面 に存在す るプロテアーゼが,生。Vi SCOsus10)や ュ.gOrdO―

nir5)な どのグラム陽性菌との共凝集に関与していることを示す報告もある。
Lantzら 54)は , フ ィプ リノー ゲ ンと結合 す るこ。gingiValisの 菌体表層 成 分 とフ ィ

.    プ リノー ゲ ン分 解活性 を もつュ.gingivalisの 菌体表層 成分 は,同 じ分 子 量 を示 す
が, あ る種 の界面活性剤 に よ り分別抽出 で きる こ とを報告 した。 しか し, フ ィブ

リノー ゲ ンの結 合 と分解 は,同 じタ ンパ ク質 分子 が異 な る様式 で作用 して い るの
か, また は,同 じ分子量 を もつ異 な った分 子 によ り起 こるかは,現 在 の と ころ不
明で あ る。 従 って,ュ.gingiValisの もつ フ ィプ リノー ゲ ンに対 す る受 容 体 が,ュ .

oralisと の凝集 を起 こ し, しか も, この受容 体 が フ ィプ リノーゲ ンを分 解 す るプ
ロテ アー ゼであ る可能性 も考 え られ る。 しか しなが ら,1.gingivaH sに よ る フ ィ
プ リノー ゲ ンとの結 合 と他 の細 菌 との共 凝集 の相 互 の関連 性 を明 らか にす るた め

に は,今 後 , さ らに,ュ .gingivalisの もつ これ ら結 合 に関与す る菌表 層 成 分 の局
在性 とそ れ らの構造 と機 能 を詳細 に調 べ る必 要 が あ ろ う。

●

結 論

本 研究 で は,1.gingivalis 381株 とュ.oraHS ATCC 9811株 との共 凝集活 性 を定

量 的 に測 定 し, この共凝集 に及 ぼす ヒ ト唾 液 や血漿 の影響 を調 べ た。 さ らに, こ

の共 凝集 を特 に強 く阻害 した ヒ ト血漿 由来 の タ ンパ ク質 で あるフ ィプ リノー ゲ ン

によ る共 凝集阻害 につ いて検 討 した結果,以 下 の結論 を得 た。
1.ユ.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 との共 凝集 は,反 応 系 の菌数比
が 1:1の ときに, また,pHは 5。 0-6.0で ,温 度 は 37℃ で最 大 の活性 を示 した。

●    2.共 凝 集 は,供 試 した糖類 で は阻害 され なか った。 しか し,供 試 した ア ミノ酸
の うちで は, ア ルギ ニ ンと リシンが共凝集 を阻害 し, その阻害 の程度 は, アル ギ
ニ ンの方 が リシ ンよ り強 か った。

3.ヒ ト混合唾 液,顎 舌下 腺 唾液,耳 下腺 唾 液 お よび血漿 は,す べて濃度 依 存 的
に共 凝集 を阻害 した。 これ らの体 液 のなか で は, ヒ ト血漿 が最 も強 い共 凝 集 阻害
を示 した。

4.供 試 した ヒ ト血漿 由来 の タ ンパ ク質 の なかで は, フ ィプ リノーゲ ンが最 も強
い共 凝集 阻害 を示 した。
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5。 フ ィプ リノー ゲ ンの フ ラグメ ン トDは , フ ラグ メ ン トEよ り強 い共 凝集 阻害 を

示 した。 また, フ ィプ リノー ゲ ンの 3つ の ポ リペ プチ ド鎖 のなかで は,Aα 鎖 が最
も強 く共 凝集 を阻害 し, γ鎖 に も阻害が み られた が,Bβ 鎖 には阻害 はみ られ な か
った。

6。 Aα 鎖 を臭化 シア ンで処理 した フ ラグメ ン トには,共 凝集 を阻害 す るフ ラグ メ
ン トが い くっか認 め られ たが, フ ラグメ ン トDの Aα 鎖 にほぼ相 当す る Aα 148-207

が最 も強 い阻害 を示 した。 γ鎖 を臭化 シア ンで処 理 した フ ラグメ ン トのなかで は ,

NH2末 端 フ ラグメ ン トが最 も強 い共 凝集 阻害 を示 した。 さらに,Aα 148-207を リシ
ル エ ン ドペプチ ダー ゼで処 理 して得 られ た フ ラグメ ン トの なかで は,Aα 158-176

とAα 192-206の フ ラグメ ン トに阻害活性 が認 め られた。 こ
.の 2つ のフ ラグ メ ン ト

の ア ルギ ニ ン残 基 を フェニル グ リオキサ ー ルで化学修 飾 す ると,両 フ ラグメ ン ト
と もに, その阻害効 果 は著 し く低 下 した。

7.フ ィプ リノー ゲ ンによ る共 凝集 阻害 の過 程 において, フィプ リノー ゲ ンが ど
ち らの菌 に作用 して阻害 を

・
起 こす のかを調 べ るた めに,予 めフ ィプ リノー ゲ ンと

片 方 の菌 体 とを反応 させ た後,通 法 で共 凝集 活性 を測定 した。 しか し, どち らの

菌体 を フ ィプ リノー ゲ ンで前処理 して も,共 凝集 活性 は影 響 され なか った。 プ ロ
テアー ゼ イ ンヒビターで あ るNEM,pCMPSあ るいは TLCK存在 下 で,2.gingivalis
381株 菌 体 を フ ィプ リノ ー ゲ ン と予 め反 応 させ る と,共 凝 集 の阻 害 が み られ る よ う
に な った。 ュ.Oralis ATCC 98H菌 体 を フ ィプ リノ ー ゲ ン と これ らの プ ロテ ア ー ゼ

イ ン ヒ ビター存 在 下 で予 め反 応 させ て も,共 凝 集 の 阻 害 は認 め られ な か った。
8。 オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィの結 果 ,1.gingivalis 381株 を フ ィプ リノ ー ゲ ン と

NEM非 存 在 下 で 反 応 させ る と,反 応 後 の 菌 体 か らの 抽 出 物 に は放 射 活 性 を もつ バ ン

ドは ほ と ん どみ られ ず , また, そ の反 応 上 清 に も フ ィプ リノー ゲ ンの 分 解 され た

フ ラ グ メ ン トと考 え られ る低 分 子 量 の非 常 に弱 い放 射 活 性 を示 す バ ン ドしか 認 め

られなか った。 しか し,NEM存 在下 で は,2.gingivalis 381株 菌体か らの抽 出物 に
は, フ ィプ リノーゲ ンに相 当す るところに主要 なバ ン ドがみ られた。 しか し,s.
oraHs ATCC 98H株 では,NEMの 有無 にかかわ らず,そ の菌体抽 出物 には, フ ィブ
リ/― ゲ ンに相 当す るところに弱 い放射活性 を示すバ ン ドがみ られた。 これ らの

結果 は,NEM存 在下 では,2.gingivalis 381株 の もつ プ ロテアーゼによるフ ィプ リ
ノー ゲ ンの分解 が阻止 され ることを示 してい る。

9。 各菌体 とフ ィプ リノーゲ ンとの結合実験 の結 果よ りScatchard解 析 を行 った と

こ ろ ,ァ ィ プ リ ノ ー ゲ ン に 対 して ,1.gingivalis 381株 は s.oraliS ATCC 98H株
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よ り も高 い親和性 を示 した。

以 上 の結 果 よ り,1.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共 凝集 は ,
ヒ トフ ィプ リノー ゲ ンに よ り強 く阻害 され る ことが明 らか に され た。 この フ ィブ

リノー ゲ ンによ る共 凝集 の阻害 は, フィプ リノー ゲ ンが2.gingivalis 381株 菌 体
に結 合す る ことによ り生 ず る こと, また ,そ の阻害 に は, フ ィプ リノー ゲ ン分 子

●    内 の い くつかの領域 が関与 し, さ らに,そ れ ら領域 に存在 す るアルギ ニ ン残基 が
重要 な役 割 を担 って い る ことが示 唆 され た。
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Cohesive interactions between PorphyrOmonas gingivalis and gram― pos―

itive plaque― forming bacteria nay play an important rOle in initial c01-

onization of ュ.gingivalis in the periodontal sites. In this study, the

modulating effects Of saliva and plasma on the coaggregation between P.

gingivalis 381 and StreptocOccuS Oralis ATCC 981l were explored. Fur―

thermore, the inhibitOry mechanism of the coaggregation by fibrinogen

showing the mOst potent inhibitory activity among the tested plasma― de―

rived proteins was investigated。

Human saliva and plasma inhibited the coaggregation in a dose― de―

pendent manner, and plasma showed the most pOtent inhibitOry activity of

the fluids exanined. Among the plasma―derived proteins tested, fibrino―

gen was the most potent substance.  In order to search the localization

of regions of fibrinogen inhibiting the coaggregation, inhibitory activ―

ities of various fibrinogen fragnents were tested. The coaggregation was

inhibited by Aα  and γ chains, but not by Bβ   chain. The inhibitOry ac―

tivity Of fragment D was ■ore pOtent than that Of fragnent Eo Some cyan―

ogen bromide― treated fragments isolated from Aα  and γ  chains had inhib―

itory activities. NH2~terminal 148-207 amino acid residues of Aα  chain(
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A(γ 148-207) that had the ■ost potent inhibitory activity was further di―

gested with lysyl endopeptidase. Aa 158-176 and A`v192-206 remained in―

hibitory activitieso When arginine residues of these two peptides were

modified with phenylglyoxal, the inhibitory activities were much re―

ducedo We examined which bacterium fibrinogen interacts with in its in―

●         hibit° ry processo Although the inhibitory effect disappeared by preincu―

bation of each bacteriun with fibrinogen, it reappeared by the additiOn

Of l― ethylmaleinide(NEM)to the preincubation mixture with ュ.gingivalis

381, but not with S.oralis ATCC 9811.  Intact fibrinogen was recovered

fron the extract of 2.gingivalis 381 cells incubated with 1251_fibrino―

gen in the presence of NEM, but not in the absence of NEM. In the bind―

ing assay using 1251_fibrinogen, 2.gingivalis 381 showed a higher affin―

ity to fibrinogen than ュ・Oralis ATCC 9811. These results suggest that

fibrinogen may lnhibit the coaggregation by binding to 2.gingivalis

cells and that arginine residues of some specific regions of fibrinogen
e         may play an important role in the inhibition of the coaggregation.
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2.gingivalis 381株 と ュ.oraliS ATCC 9811株 と を 反 応 さ せ た 時 あ る い は
各 菌 体 の み を 加 え た 時 の 波 長 550nmに お け る 吸 光 度 の 経 時 的 変 化 (A)
お よ び そ れ ぞ れ の 1分 間 の 吸 光 度 変 化 量 の 経 時 的 変 化 (3)
- 2.gingiVaHs 381株 と 旦。oraH S ATCC 9811株 と を 反 応 さ せ た 時
……  1・ gingivalis 381株 の み を 加 え た 時
―・―・ ユ.Oralis ATCC 98H株 の み を 加 え た 時
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図 2 1.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共凝集に及ぼす

両菌数比 の影響

図中の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表す。
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図 3 2.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共凝集 に及ぼす

ヒト唾液および血漿 の影響

○ :血漿

● :混合唾液

△ :顎舌下腺唾液

▲ :.耳下腺唾液

図中の数値 は 5例 の平均値±標準誤差を表す。
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図 4 2.gingiValis 381株 とS.oralis ATCC 98H株 との共凝集に及ぼす

フィブ リノーゲ ン,フ ラグメントDお よびフラグメントEの 影響

○ :フ ィプ リノーゲ ン

● :フ ラグメン トD

△ :フ ラグメン トE

図中の数値 は 3回 の実験の平均値 を表す。
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図 5 1.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 菌体 との共凝集 に及 ぼす

Aα 鎖,Bβ 鎖および γ鎖 の影響

○ :Aα 鎖

● :Bβ 鎖

△ :γ 鎖

図中の数値は 3回 の実験の平均値を表す。
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図 6 CNBr処 理 した Aα 鎖 の VYDAC218TP54に よ る逆 相 HPLCパ タ ー ン
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≧.gingivalis 381株 ま た は ュ.oralis ATCC 9811株 菌 体 と フ ィ プ リ ノ
と の 結 合 飽 和 曲 線 (A)お よ び そ の Scatchard解 析 (B)
○ :logingivaH s 381株
● :ユ .Oralis ATCC 9811株
図 中 の 数 値 は 2つ の 試 料 の 平 均 値 を 表 す 。
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フラグメン トD

フィプリノーゲン

フィプリノペプチドA

フラグメントE

フラグメントD

図 H フイプ リノーゲ ンの立体構造の模式図 (文献 38)よ り引用 )
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表 1 1.gingivalis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共 凝集 に及 ぼす pHお よ び

温 度 の影 響

反 応条件 共 凝集 活性 *

pH

4.0

5.0

6。 0

7。 0

8.0

9.0

温度 (℃ )

4

20

37

50

38

100

96

85

84

69

67

73

100

98

*:共 凝集活性 は最大活性 に対す る割合 (%)と して求 めた。

表中の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表 す。
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表 2 1.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 9811株 との共 凝集 に及 ぼす糖 お よ び

ア ミノ酸 の影響

供 試 した糖 お よび ア ミノ酸 濃 度  阻 害 率

(■ M)    (%)

糖

D― フ ラ ク トー ス

L― フ コ ー ス

D― マ ン ノ ー ス

D― ガ ラ ク トー ス

ラ ク トー ス

ラ フ ィノ ー ス

I― ア セ チ ル ー D―

ガ ラ ク トサ ミ ン

N― ア セ チ ル ー D―

グ ル コサ ミ ン

ア ミノ酸

グ リ シ ン

L― ア ラ ニ ン

L― バ リ ン

L― セ リ ン

L― ア ル ギ ニ ン

L― プ ロ リン

L― リシン

L― ロ イ シ ン

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

10

50

100

100

10

50

100

100

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

19

47

56

0

0

15

28

0

表 中 の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表 す .
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表 3 2.gingiValis 381株 とS.oralis ATCC 9811株 との共 凝集 に及 ぼす
血 漿 由来 のタ ンパ ク質 の影響

血漿 由来の タ ンパ ク質  50%阻 害 濃度 (150)

(μ g/ml) (μ M)

α l― 酸 性 糖 タ ンパ ク質

ア ル ブ ミン

フ ィプ リノー ゲ ン

フ ィプ ロネ ク チ ン

IgG

α2~マ クログ ロプ リン

β2~ミ ク ログ ロプ リン

トランスフ ェ リン

〉500

200

20

83

〉250

〉250

50

42

〉13

3.0

0.06

0.38

〉1.6

〉0.34

4.3

0.55

表 中 の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表 す。
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表 4 L gingiValis 381株 と

お よび γ鎖 の CNBrフ ラ

ユ.OraliS ATCC 98H株 と の 共 凝 集 に 及 ぼ す Aα

グメ ン トの影響

鎖

Aα 鎖 の CNBr

フ ラグ メ ン ト

(lμ M)

鎖 C)CNBr

ラ グ メ ン ト

(lμ M)

阻 害 率

(%)

γ

　

フ

阻 害 率

(%)

残 基

1- 51*

(1- 16***

52- 91

92-147

148-207

208-235

236-238

239-240

241-476*

477-517

518-584*

585-610

残 基

ND**    1- 78

0)    79- 89

39     90- 94

47     95-264

79    265-310

24    311-336

ND    337-379

ND    380-384

ND    385-411

42

ND

15

60

0

0

0

9

0

23

ND

12

*:各 フ ラグメ

料 :測 定 せず .

***:フ ィプ リ

表 中の数値 は 2

ン トに分 離 で きなか った。

ノペ プチ ドAを 用 いた結 果 を示 す。

回 の実 験 の平均値 を表 す。
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表 5 2.gingivaHs

Aα 148-207の

381株 とS.oralis ATCC

リシル エ ン ドペ プチ ダー

98H株 との共 凝集 に及 ぼす

ゼ処理 フ ラグメ ン トの影 響

ペ プ チ ド ア ミノ酸 配 列  濃度  阻 害 率

(μ M)  (%)

残 基

148

149-157

158-176

K

RLEVDIDIK

IRSCRCSCSRAL―

AREVDLK

DYEDQQK

QLE QVIAK

DLLPRSDRQHLP―

LIK

M

ND*    ND

5           6

1     28

2     48

5    100

5           7

5     19

1     26

2     68

5     85

ND     ND

177-183

184-191

192-206

207

*:測 定 せず。

表 中 の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表 す。
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表 6 L gingiValis 381株 と

及 ぼす A α 158-176お よ

ユ.OraliS ATCC 98H株

び Aα 192-206の アルギ

の共 凝集 の阻害 活性 に

ン残基 の化学 修 飾 の影響

と

　

ニ

ペ プ チ ド 濃 度

(μ M)

阻 害 率

(%)

ブト彪
'鮮'Aα

 158-176

修飾 Aα 158-176

非 修 飾 Aα 192-206

修 飾 Aα 192-206

2

2

2

2

51

7

45

17

表 中 の数値 は 2回 の実験 の平均値 を表 す。
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表 7 2.gingiValis 381株 とュ.oraliS ATCC 98H株 との共凝集 に及 ぼす各 菌体 の

フ ィプ リノーゲ ンによる前処理の影響

菌株 お よ び前処理 した物質 菌 体 お よ び前 処 理 した 物 質  阻 害 率

(%)

阻 害 率

(%)

旦.gingivaliS

フ ィ プ リノ

20mMNEM

フ ィ プ リノ

1■ MpCMPS

フ ィ プ リノ

20mMTLCK

フ イ プ リノ

2 mMPMSF

フ イ プ リノ

10mMEDTA

フ イ プ リノ

3811朱

― ゲ ン *

― ゲ ン +20mMNEM

一 ゲ ン +1■ MpCMPS

― ゲ ン +20mMTLCK

― ゲ ン +2 mMPMSF

一 ゲ ン +10mMEDTA

0

0

100

90

100

38

100

0

25

0

0

0

ND**

0

ND

0

ND

0

ND

0

ND

0

ユ.OraHS ATCC 98H株

フ イプ リノー ゲ ン

20■ MNEM

フ ィプ リノー ゲ ン +20mMNEM

lmMpCMPS

フ ィプ リノー ゲ ン +lmMpCMPS

20mMTLCK

フ ィプ リノー ゲ ン +20mMTLCK

2 mMPMSF

フ イプ リノー ゲ ン +2 mMPMSF

10mMEDTA

フ ィプ リノー ゲ ン +10mMEDTA

*:フ イプ リノー ゲ ンはいず れ も100μ g/mlの 濃度 を用 いた。
**:測 定 せず。

表 中 の数値 は 2回 の実験 の平均 値 を表 す。
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図 9
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NEM非 存在下で標識 フィプ リノーゲ ンと反応 させた

と。gingivalis 381株 菌体抽出物

NE‖非存在下で標識 フィブ リノーゲ ンと1.gingivalis

381株 と反応 させた上清

NEM存在下で標識 フィプ リノーゲ ンと反応 させた
‐

1.gingivaliS 381株 菌体抽出物

NEM存在下で標識 フィブ リノーゲ ンとュ.gingivalis,81株

と反応 させた上清

NEM非 存在下で標識 フィプ リノーゲ ンと反応 させた

ユ.OraliS ATCC 9811株 菌体抽出物

NEM非 存在下で標識 フィプ リノーゲ ンとュ.OraliS ATCC

98H株 と反応 させた上清

NEM存 在下で標識 フィプ リノーゲ ンと反応 させた

ユ・OraliS ATCC 98H株 菌体抽出物

NEM存 在下 で標識 フ ィプ リノー ゲ ンとS.Oralis ATCC

9811株 と反応 させ た上清
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