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論文内容の要旨

グラム陰性嫌気性の黒色色素産生性細菌である Porphyromonαs gingivαlis は，歯周病，なかでも成人性歯周炎の

発症や進行に深く関わっていると考えられる O 同歯周炎の感染の第一段階として ， P. gingivαlis 菌体表層に存在する

繊維状構造体である線毛が重要な働きをしていることが示唆される。 P♂ngivαlis 線毛蛋白の化学的性状ならびに免

疫生物学的活'性について多くの研究グループにより報告されており，同線毛が歯周組織中の種々の細胞との付着に

関係し，また，宿主細胞を活性化し歯周組織における炎症を惹起することが考えられる。 P.gingivalis を含む歯周病

原性細胞は歯周局所への炎症性細胞(多形白血球やマクロファージ等)を誘導し，炎症や組織破壊を招くことが示唆

される O しかしながら，これら歯周病の感染や発症について歯周病原性細菌の線毛と宿主細胞との分子レベルでの相

互作用に関する研究は緒についたばかりであるO そこで，本研究は組織マクロファージの前駆細胞と考えられるヒト

末梢血単球/マクロファージに対する P.gingivalis 線毛の遊走刺激作用について検討し，さらに，同線毛のサブユニッ

ト蛋白であるフィンブリリンのアミノ酸配列を模して合成した部分ペプチドを用いて，その機能領域を明らかにしよ

うとするものである。

【研究方法】

1.線毛蛋白およびリポ多糖体 (LPS) の調製: P.gingivalis 381株を嫌気的条件下で培養後，同菌体表層より機械的

に線毛を剥離し，硫安塩析ついで陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した。また，同菌体より温フェノール・

水法により LPS を抽出した。 2. 合成ペプチドの作出: Dickinson ら(1988) により明らかにされたフィンブリリン

の推定アミノ酸配列にもとづいて，その対応する部分ペプチドを自動ペプチド合成装置を用いて合成し，逆相高速液

体クロマトグラフィーにより精製した。 3. ヒト末梢血単核球の調製:健常者から静脈血を採取し比重遠心法により

単核球を分離した。 4. 遊走刺激作用の検討: Boyden の多穴走化チェンパーを用いて，ヒ卜末梢血単球に対する遊走

刺激作用について検討した。陽性対照として N ホルミルメチオニルロイシルフェニルアラニン (fMLP) を用いた。

なお，単球の遊走性が供試した試料の濃度勾配に依存する化学走性によるものか否かを Zigmond と Hirsch (1973) 

のチェッカーボード法により調べた。

【研究結果】

1. P.gingivαlis 線毛は，ヒ卜末梢血単球に対して0.001 '""'100μg/ml の用量で明確な遊走刺激作用を示した。また，
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チェッカーボード分析による結果から同遊走刺激作用は濃度勾配に依存した化学走性であることが明らかとなった。

一方，同菌体から抽出した LPS はヒト末梢血単球に対して遊走刺激作用を示したが，化学走性は，化学走性であると

同時にランダムな遊走の克進であるケモキネシスであった。 2. ウサギ赤血球に対して凝集活性を示すことが Ogawa

ら(1991)により明らかにされている領域に相当する部分合成ペプチドである FP381 (61-80 ・ N末端側からのアミノ

酸残基の番号)ならびに FP381 (171 -185) は1O- 13 ，..._， 10- 5 M の用量で明確な単球の遊走刺激作用を示し， 10-11 M 

の用量で最も強い活性を示した。その活性の程度は陽性対照として用いた fMLP に匹敵するものであり，その最大

活性を示す用量は fMLP の 1/1000であった。 3. FP38 (61-80) と同程度の単球遊走刺激作用が その短鎖部分ペ

プチドである FP381 (69-80) に認められたが FP381 (69-80) のアミノ酸残基番号69のアラニンをグリシンに置

換した構造異性体である FP381 (69 [ Gly ] -80) には，同活性は認められなかった。さらに， FP381 (69 -80) のN

末端側や C 末端側のアミノ酸残基を除いたより短鎖な部分合成ペプチドの単球に対する遊走刺激作用の程度は， FP 

381 (69-80) のそれより低し、かあるいは全くみられなかった。なお， FP381 (69-80) のヒト単球の遊走刺激作用

は天然線毛の場合と同様に化学走性によるものであった。

【考察】

P.gingivαlis が，成人性歯周炎患者の歯周ポケットから高頻度で検出され，また，歯周炎の炎症組織中にマクロファー

ジが浸潤していることが組織学的所見から明らかとなっている。本研究により ， P.gingivαlis 線毛蛋白がヒト末梢血

単球に対して化学走性活性を示すことが明らかになったが，これらの所見は，歯周病巣部にみられるマクロファージ

の浸潤に同菌体表層の線毛が深く関わっていることが示唆される。また 部分合成ペプチドを用いた解析の結果，

P.gingivalis 線毛蛋白分子中に化学走性、活性の機能領域が存在し，その機能領域のアミノ酸配列として XLTXXLTX

XNXX が重要であることを明らかにした。歯周病巣部において ， P.gingivαlis 線毛のみならず同線毛蛋白が内因性の

プロテアーゼなどの働きにより部分分解され，その分解産物が炎症性細胞の浸潤をさらに増長させていることを考え

られる。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ヒト末梢血単球の化学走性を誘導する Porphyromoαs gingivalis 線毛蛋白分子中の機能領域について検

討したものであるO

その結果 ， P.gingivαlis 線毛ならびにその部分合成ペプチドは，ヒ卜末梢血単球に対して明確な化学走性活性を示

し，その機能領域としてアミノ酸配列 XLTXXLTXXNXX が重要であることを明らかにした。これらの知見は，歯周

炎の病原因子の一つである P.gingivalis による炎症性細胞の浸潤の機構を知る手がかりを与えるものであり，本研究

は博士(歯学)の学位授与に値するものと認められる。
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