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論文内容の要旨

有力な歯周病原性菌である Porphyromonas gingivalis がその病原性を発揮するには、まず、歯周ポケット内に定

着することが必要であり、その過程において、初期プラーク形成菌などへの付着が重要な役割を果たすと考えられて

いる。著者の研究室では、これまでに、 P.gingivalis 381 株と StreptococcusoralisATCC 9811 株が強し、共凝集を示

し、この共凝集には P. gingivalis の線毛が関与していることを報告した。しかし、広 oralisATCC 9811 株の菌体表

層に存在する共凝集素についての詳細は未だ不明である。本研究では、 S oralis ATCC 9811 株の共凝集素を同定・

精製し、遺伝子をクローニングするとともに、その結合特性を調べ、さらに、この共凝集素が種々の口腔レンサ球菌

の菌体表層に広く存在することを示すことにより、 P. gingivalis の歯周ポケットへの定着機序の一端を明らかにする

ことを目的とした。

まず、免疫沈降法により S oralisATCC 9811 株の P. gingivalis線毛に対する共凝集素は約 40kDa の分子量をも

っと推定された。 S. oralisATCC 9811 株の共凝集素を精製し、クローニングした結果、本共凝集素は、 Streptococcus

pneumoniae、 Streptococcus gordonii、 Streptococcus pyOgïθnesや Streptococcus equisimilis の GAPDH とは 90%

以上の非常に高い相向性を示し、 Fusobacterium nucJeatum、 Staphylococcusa ureusや Staphylococcus epidermi，正fis

の GAPDH とも 70%以上の相向性を示した。さらに、この共凝集素が GAPDH と同ーのものであることを確認する

ために、 Nelson らの方法 (2001) に準じて、 pH を調整することにより S.orall旨から分泌される GAPDH を精製し

た。得られた GAPDH もウエスタンブロット法で P. gingivalis リコンビナント線毛 (rFimA)と結合することが認

められた。また、クローニングした S oralis ATCC 9811 株 GAPDH の塩基配列を基にリコンビナント GAPDH

(rGAPDH) を作製したところ、 rGAPDH は約 40kDa の分子量をもち、ウエスタンブロット法により rFimAと結

合することが示された。以上の結果から、 P. gingivalis に対する S oralisATCC 9811 株の共凝集素は GAPDH であ

ることが明らかとなった。さらに、サザンハイブリダイゼーションにより GAPDH をコードする遺伝子は単一のもの

である可能性が高いことが示された。 S.oraliお's ATCC 9811 株から精製した GAPDH または rGAPDH と P. ging♂g♂i古.、悶I

線毛との結合を BI弘Ac∞or陀e により解析した結果、高い親和性を示し、それぞれの孟は 4.34X 107 M-l と 6.75X107

M-l と算出された。

GAPDH の塩基配列はよく保存されていることが知られており、 S oralis ATCC 9811 株以外の口腔レンサ球菌の

GAPDH も P. gingivalis と結合することが推測された。口腔レンサ球菌 14 菌株の菌体表層 GAPDH 活性と共凝集活
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性との相関を調べた結果、有意に5齢、相関を示した (r=0.854、 Pく 0.01) 。高い菌体表層 GAPDH 活性と共凝集活

性を示した口腔レンサ球菌 4菌株 (8. oralis ATCC 10557 株、 8. gordonii G9B 株、 Streptococcusparasanguinis 

ATCC 15909 株、 Streptococcussanguinis ATCC 10556 株)の GAPDH を精製したところ、これら GAPDH はすべ

て約 40 kDa の分子量を示し、ウエスタンプロット法で rFimAとの結合を示した。これらの GAPDH の塩基配列を

決定したところ、 8. oralis ATCC 9811 株の GAPDH に対して、 97%以上の相同性がみられた。さらに、 8. oralis ATCC 

9811 株の rGAPDH は P. gingivalis 381 株と供試した口腔レンサ球菌 4菌株との共凝集を濃度依存時に阻害し、 2μ

g/ml 濃度で共凝集を完全に阻害した。

以上の結果より、 P. gingivalis線毛と結合する 8. oralis ATCC 9811 株より精製した共凝集素は約 40 kDa の分子

量をもっ GAPDH であることが明らかとなり、 P. gingivalis の口腔内への新たな定着機序として、 P. gingivalis線毛

と初期デンタルバイオフィルムを形成する種々の口腔レンサ球菌の GAPDH との結合が重要な役割を果たしている

可能性が示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 Porphyromonas gingivalis線毛と結合する Streptococcus oralis ATCC 9811 株の共凝集素を同定・精

製し、遺伝子をクローニングするとともに、その結合特性について検討し、さらに、種々の口腔レンサ球菌の菌体表

層における本共凝集素の存在を調べたものである。その結果、 8. oralisATCC 9811 株の共凝集素は約 40kDa の分子

量をもっ glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (GAPDH) であることが明らかにされた。そして、供試した

口腔レンサ球面の菌体表層に P. gingivali旨線毛と結合する GAPDH が広く存在することが明示された。

この論文は、 P. gingivalis の口腔内への定着機序を解明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。
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