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論文内容の要旨

有力な歯周病原性菌と考えられている Porphyromonαs gingiualis が病原性を発揮するためには、本菌が歯周ポケッ

ト内に定着することが前提となる。特に、 P. gingiuαlis の口腔常在グラム陽性菌への付着は、口腔内での P.

gingiuαlis の定着の初期段階において重要な役割を果たすことが報告されているが、両菌の共凝集に関与する菌体表

層成分やその機序に関しては不明な点が多い。本研究では、 P. gingiualis と代表的な口腔常在グラム陽性菌のひと

つである Streptococcus oralis との共凝集に関与する菌体表層成分を同定することを目的として実験を行った。

まず、 S. oralis との共凝集に関与する P. gingiualis の菌体表層成分を同定するため、 P. gingiuαlis 381株菌体の

超音波破砕処理による表層抽出物を Sepharose CL -6 B ゲルクロマトグラフィーにより分画し、 P. gingiualis 381株

と S. oralis A TCC 9811株との共凝集の悶害活性を示す画分を得た。この画分には主に43kDa の分子量をもっタンパ

ク質が含まれていることが SDSーポリアクリルアミド電気泳動法により示された。このタンパク質は分子量から線

毛と推定されたため、 P. gingiualis 381株菌体から線毛を精製し、 S. oralis A TCC 9811株菌体との結合をド y トプロッ

ト法により調べた。その結果、精製線毛は S. oralis A TCC 9811株菌体と強く結合することが示された。また、精製

線毛による共凝集阻害活性を調べたところ、精製線毛は共凝集を濃度依存的に阻害し、その50%阻害濃度は 13.5μ

g/mlであり、 50μg/mlではほぼ100%阻害した。さらに、 P. gingiualis 381株線毛を構成するフィンブリリンの

核酸配列およびアミノ酸配列を基に線毛タンパク質の各種フラグメントを作製し、各フラグメントによる共凝集阻害

活性を調べた。線毛タンパク質の N 末端フラグメントである 1 -265アミノ酸残基のペプチドは非常に弱 L、共凝集の

阻害を示したが、 C 末端フラグメントである 266-286アミノ酸残基および287-337アミノ酸残基のペプチドに強い阻

害活性が認められ、線毛のこれら C 末端ペプチド領域が共凝集に関与することが示唆された。

次に、 P. gingiualis 線毛との結合に関与する S. oralis 菌体表層成分を同定するために、 S. oralis A TCC 9811株薗

体から超音波破砕処理により抽出した表層成分と P. gingiualis 381株リコンビナントフィンブリリン (r- Fim) と

の結合を酵素免疫測定法またはウエストウエスタン法により調べた。その結果、 S. oralis A TCC 9811株の 35 kDa の

分子量をもっ菌体表層タンパク質が r-Fim と結合することが示された。 S. onαlis A TCC 9811株菌体の表層抽出物か

ら、 Sepharose CL -6 B ゲルクロマトグラフィ一、 Bio-Scale Q 2 イオン交換クロマトグラフィーおよび Bio­

Scale CHT 2 -1 ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィーを用いて、 r-Fim と結合する 35kDa タンパク質を部

分精製した。この部分精製標品と菌体表層抽出粗標品との共凝集阻害活性を比較したところ、部分精製標品の50%阻
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害濃度は0.95μg/mlであるのに対して、組標品のそれは15.9μg/mlで‘あり、部分精製標品は強い共凝集阻害活性

を示した。また、この35 kDa タンパク質の N 末端アミノ酸配列を調べたところ、グリシンーイソロイシンーアルギ

ニンーパリンーチロシンーリジンープロリンースレオニンであった。このタンパク質の N 末端アミノ酸配列を基に、

すでに報告されているタンパク質とのホモロジー検索を行ったところ、既知のグラム陽性菌の表層付着因子のそれと

の聞には高い相向性はみられなかった。種々の口腔常在グラム陽性菌の菌体表層成分と r-Fim との結合をウエスト

ウエスタン法で・調べた結果、供試した18菌株のうち S. oralis ATCC 10557株、 Streptococcus gordonii G 9 B 株およ

び Streptococcus sαnguis A TCC 10556株をはじめとする 7 菌株で、 S. oralis A TCC 9811株と同様に、 r-Fim と結

合する 35 kDa の分子量をもっタンパク質が認められた。

以上の結果より、 P. gingivalis 381株と S. oralis ATCC 9811株との共凝集には、 P. gingivalis 381株の線毛と S.

oralis A TCC 9811株の35kDa の菌体表層タンパク質が関与することが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、有力な歯周病原性菌と考えられている Porphyromonαs gingivalis と代表的な口腔常在グラム陽性菌の

ひとつである Streptococcus oralis との共凝集に関与する菌体表層成分について調べたものである。その結果、 P.

gingivalis 381株と S. oralis A TCC 9811株との共凝集には、 P. gingivalis 381株の線毛と S. oralis ATCC 9811株の35

kDa 菌体表層タンパク質が関与することを示した。

この論文は、 P. gingivalis が口腔内に定着する過程において本菌のグラム陽性菌への付着機序を解析する上で重

要な知見を示したものであり、博士(歯学)の学位に十分値するものと認めるo
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