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緒　言

歯　周　病　は　口　腔　内　微　生　物　の　感　染　に　よ　っ　て　発　症

す　る　こ　と　が　一　般　に　認　め　ら　れ　て　い　る。そ　の　感　染

の　成　立　に　は　第　一　段　階　と　し　て　微　生　物　の　宿　主　へ　の

付　着　が　必　要　で　あ　る　o　し　か　し　口　腔　に　は,唾　液　や

歯　内　借　液　中　に　ム　チ　ン. IgA　リ　ゾ　チ　ー　ム　な　ど　の

さ　ま　ざ　ま　な　抗　菌　物　質　が　存　在　す　る　た　め1,2)　口　腔

内　微　生　物　が　病　原　性　を　発　捧　す　る　に　は,こ.の　よ　う

な　防　御　因　子　に　抵　抗　し　て　定　着　し　な　け　れ　ば　な　ら　な
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一　方,宿　主　細　胞　表　層　へ　の　細　菌　の　付　着　機　構　と

し　て　は　非　特　異　的　な　も　の　と　し　て,静　電　気　的　相　互

作用・.疎水相互作用,水素結合な　ど3-6)があり・

特　異　的　な　も　の　と　し　て　は　菌　体　表　層　の　レ　ク　チ　ン　様

物　質　と　楕　主　細　胞　の　糖　残　基　と　の　結　合　7-9)　細　菌　と

椙　主　細　胞　の　フ　イ　ブ　ロ　ネク　チ　ン　と　の　結　合10,ll)

菌　体.表　層　のリ　ボ　タ　イ　コ　酸12,13)　リ　ボ　多　糖14)

脂　質15)な　ど　の　関　与　が　報　告　さ　れ　て　い　る。

ま　た,口　腔　内　異　種　細　菌　間　の　共　凝　集16-21)に　つ

い　て　も　数　多　く　の　報　告　が　さ　れ　て　お　り,共　凝　集　が

プ　ラ　ーク　形　成　に　影　響　を　及　ぼ　す　可　能　性　が　示　唆　さ

れ　て　い　る　o　さ　ら　に　Kolenbrander　ら　22,23)は,グ　ラ　ム　陰

性　棟　気　性　梓　菌　が,共　凝　集　の　み　ら　れ　な　い　菌　同　士

を　橋　渡　し　す　る,い　わ　ゆ　る"bridging'-　と　し　て　の　働　き

を　示　唆　し,初　期　と　後　期　の　プ　ラ　ーク　形　成　を　結　び

つ　け　る　mediator　的　役　割　を　果　た　す　と　し　て　い　る。

歯　周　局　所　に　お　け　る　細　菌　叢　の　サ　ン　プリ　ン　グ　に

は　一　般　に　ペ　ー　パ　ー　ポ　イ　ント　や　エ　キ　ス　カ　ベ　ー　タ　ー

な　ど　を　用　い　て　採　取　し,培　養　後　検　出　が　行　わ　れ　る
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が,そ　の　検　出　率　は　分　離　に　用　い　る　培　地　に　よ　っ　て

異　な　る　o　そ　の　た　め　porphyromonas gingivalis　で　は,そ　の

特　異　抗　原　で　あ　る　トリ　プ　シ　ン　梯　酵　素　活　性　か　ら　検

出　す　る　方　法　が　推　奨　さ　れ　て　い　る　24)　ま　た,歯　周

病　患　者　血　清　中　の　細　菌　の　特　異　抗・∵原　に　対　す　るIgG

抗　体　価　の　上　昇　が,福　主　に　細　菌　が　定　着　　増　殖　す

る　こ　と　を　反　映　す　る　も　の　と　し　て,そ　の　病　因　論　的

意　義　が　注　目　さ　れ　て　い　る　25)　し　か　し　な　が　ら,細

菌　は　付　着・定　着　後　増　殖　す　る　際　に,そ　の　外　膜　タ

ン　パク　の　構　成　に　変　化　を　起　こ　す　こ　と　が　知　ら　れ　て

お　り　26)　い　か　な　る　様　式　で　宿　主　に　定　着　し,歯　周

組　織　に　作　用　す　る　か　に　つ　い　て　は　未　だ　不　明　な　点　が

多　く,歯　周　病　原　因　菌　の　付　着　機　構　の　究　明　は　歯　周

病　の　発　症　機　序　の　解　明　に　と　っ　て　重　要　な　意　義　を　も

つ　と　考　え　ら　れ　る。

Fusobacterium nucleatum　は　口　腔　内　に　常　在　す　る　グ　ラ　ム

陰　性　偏　性　嫌　気　性　梓　菌　で,成　人　性　歯　周　炎　患　者　の

歯　周　ポ　ケ　ット　か　ら　高　頻　度　に　分　推　さ　れ,歯　周　病

原　因　菌　の　一　つ　と　考　え　ら　れ　て　い　る　27,28)　ま　た　同

菌　は,成　人　性　歯　周　炎　の　活　動　期　で　検　出　率　が　高　く
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29)　難　治　性　の　歯　周　炎　に　お　い　て　も　高　率　に検　出　さ

れ　て　い　る　30)　さ　ら　に　F.nucleatum　を　無　菌　ラ　ット

に　接　種　す　る　と　歯　周　炎　を　お　こ　す　こ　と　が　知　ら　れ　て

お　り　31)　急　性　壊死　性　潰　癌　性　歯　肉　炎　に　も　重　要　な

役　割　を　呆-た　す　と　考　え　ら　れ　て　い　る　32)　　本　研　究

は　歯　周　病　の　発　症　の　解　明　の　一　端　と　し　て　F.nucleatum

の　ヒト　細　胞　へ　の　付　着,定　着　後　の　諸　性　質　の　変　化

を　明　ら　か　に　す　る　目　的　で　　F.nucleatum ATCC 10953　株　由

来　の　しア　ル　ギ　ニ　ン　感　受　性　赤　血　球　凝　集　素(A-HA)の

免　疫　抗　体　を　作　製　し,液　体　培　地　お　よ　び　寒　天　平　板

培　地　上　で　培　養　し　た　同　菌　の　付　着　特　性　に　つ　い　て　免

疫　化　学　的　に　解　析　し　た　も　の　で　あ　る。

材　料　な　ら　び　に　方　法

1.供　試　菌　株

主　と　し　て　　F.nucleatum ATCC 10953　お　よ　び　ATCC　25586

の　2　標　準　薗　株　と　臨　床　分　離　株　と　し　て　F-0 F-15　の

16　株　を　用　い　た　o　さ　ら　に,他　の　歯周　病　原.因　菌　と

し　て　　porphyromonas gingivalis　381 , Poqyhywmonas assacharolytica
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ATCC　25260　お　よ　び　prevotella intemedia ATCC　25261の　標　準　菌

株　な　ら　び　に　Capnocytophaga ochracea Cp-1 , P.gingivalis Pg-1 , P.

gingivahs Pg-2 , P.inteimedia Pi-1お　よ　び　P.intermedia Pi-2　の　臨

床　分　離　株,計　4　種　8　株　を　供　試　し　た。

2・培　養　お　よ　び　薗　懸　濁　液　の　調　製

各　菌　株　は　　GAM　培　地(日　水　製　薬,東　京)に

接　種　し・嫌　気　ボ　ック　ス(ビ　ラ　サ　ワ,東　京)を

用　い　て　味　気　的　条　件　下( 10%CO2-10%H2-80%N2 )で　37　℃ ,

48　時　間　前　培　養　を　行　っ　た。　そ　の　後,各　菌　株　を

GAM　液　体　培　地　あ　る　い　は　GAM　寒　天　平　板　培　地( 2%

Agar GAM Solid medium )に　接　種　し,嫌　気　的　条　件　下,

37　℃　で　静　止　期　ま　で,ま　た　は　72　時　間　培　養　を.行　っ

た　o　培　養　後10,000×　g, 20　分　間　の　遠　心　に　よ　り　集　菌

し　た　後　　0.15M　塩　化　ナトリ　ウ　ム　を　含　むIOmMリ　ン

酸　塩　緩　衝　液( pH　7.4, PBS )で　3　回　遠　心　洗　浄　を　繰

り　返　し　た。洗　浄　後,所　定　の　濃　度　に　な　る　よ　う　に

PBS　中　に　懸　濁　し　た。

菌　増　殖　は　　GAM　液　体　培　地　で　嫌　気　的　条　件　下,

37　℃　で,適　応　期( Lag phase ),対　数　期(・Logarithmic

phase ),静　止　期( stationary phase )お　よ　び　下　降　期(

-51



Declining phase )の　各　段　階　ま　で　培　養　を　行　い,そ　れ　ぞ

れ　の　phase　で　同　様　に　調　製　し　た。

3.ヒ　ト　赤　血　球　浮　遊　液　の　調　製

ヒ　ト　赤　血　球　は　健　康　成　人　の　末　梢　血　よ　り　分　離

し　た　o　採　取　し　た　ヘ　パリ　ン　加　血つ夜　は　150×　g, 3

分　間　遠　心　し,そ　の　沈　漣　を　PBS　で　3　回　洗　浄　し　た

後,最　終　濃　度　が1% ( vol/vol )に　な　る　よ　う　に　pBS

中　に　浮　遊　さ　せ　た。　尚,本　菌　の　赤　血　球　凝　集　活　性

は　ABO　式　血　液　型　非　特　異　的　で　あ　っ　た　の　で, 0　型

の　赤　血　球　を　用　い　た。

4.活　性　測　定　法

1)赤　血　球　凝　集　活　性　測　定　法

赤　血　球　へ　の　付　着　は　赤　血　球　凝　集　反　応　に　よ　り,

microtiter plate ( Corning Glass Works, USA )を　用　い　て　測　定

し　た。被　検　菌　を　最　大　濃　度　約1× 1010　cells/ml　に　調　整

し　た　菌　懸　濁　液　を　連　続　2　倍　希　釈　し,各　希　釈　菌　懸

濁　液　の　50　u¥　と1%　赤　血　球　浮　遊　液　の　50　u¥　を　混　合

し,室　温　で　2　時　間　静　置　し　た。判　定　は　肉　眼　的　に

凝　集　の　認　め　ら　れ　る　被　検　菌　の　最　大　希　釈　倍.数　を　そ

の　凝　集　価　と　し　て　表　し　た。

-6-



しア　ル　ギ　ニ　ン　感　受　性　赤　血　球　凝　集　素( A-HA )の

活　性　も,菌　懸　濁　液　と　同　様　に　測　定　し,そ　の　最　大

希　釈　倍　数　を　凝　集　価　と　し　て　表　し　た。

2)糖　お　よ　び　ア　ミ　ノ　酸　に　よ　る　赤　血　球　凝　集　の　阻　害

赤　血　球　凝　集　活　性　の　阻　害　実　験　は,各　阻　害　物　質

を　最　大　濃　度　50mM　と　な　る　よ　う　に　PBS　中　に　溶　解　し

た　後,連　続　2　倍　希　釈　を　行　い,そ　の　25　ul　と　凝　集

の　認　め　ら　れ　る　最　小　濃　度　の　4　倍　の　濃　度　の　菌　懸　濁

液　ま　た　は　A-HA　標　品　25　Ul　を　混　合　し, 37　℃ , 30　分

間　プ　レ　イ　ン　キ　ュ　ベ　-ト　し　た。　さ　ら　に　　50　ul　の

1%　赤　血　球　浮　遊　液　を　混　合　し　た　後,完　全　凝　集　阻

害　の　認　め　ら　れ　る　阻　害　物　質　の　最　小　濃　度　を　求　め　た。

阻　害　物　質　と　し　て　D一ガ　ラクト　-　ス(和　光　純　薬,

大　阪), D-ラクト　-　ス(片　山　化.学　工　業,大　阪　),

N-ア　セ　チ　ルID-　ガ　ラクト　サ　ミ　ン,しア　ル　ギ　こ　ン,

しビ　ス　チ　ジ　ン　お　よ　び　L-リ　ジ　ン(以　上,ナ　が　ラ　イ

デ　ス　ク,京　都)を　用　い　た。

5.　SDS-PAGE　に　よ　る　ゲ　ル　電　気　泳　動

sDS-PAGE　は　Laemmli　　の　方　法　に　従　い　　0.1%　ラ　ウリ

ル　硫　酸　ナトリ　ウ　ム( SDS )を　含　む10%　ポリ　アク
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リ　ル　ア　ミ　ド　ゲ　ル　を　支　持　体　と　し　て　行　い,濃　縮　用

に　は　3%　ゲ　ル　を　用　い　た。試　料　は1%　SDS　　5%　β　-

メ　ル　カ　プ　ト　エ　タ　ノ　ー　ル　を　含　む　試　料　用　緩　衝　液　に

洛　解　し,水　浴　中　で100　℃ , 30　分　間　の　加　熱　処　理　を

行　っ　た。　泳　動　後　の　ゲ　ル　は　銀　染.:負( 2D一銀　染　色　試

薬　「第　一」 ,第　一　化　学　薬　品,東　京)あ　る　い　は

ク　-　マ　シ　ー　ブ　リ　リ　ア　ン　ト　ブ　ル　ー(CBB) R-250 (ナ

カ　ラ　イ　テ　ス　ク)に　よ　る　染　色　を　行　っ　た。　ま　た,

標　準　タ　ン　パク　質　マ　ー　カ　ー　と　し　て　は, Mw-SDSキ　ッ

ト( Sigma, USA )を　使　用　し　た。

6. F.nucleatum　菌　体　か　ら　の　赤　血　球　凝　集　素　の　精　製

l)Tiypsin　処　理　外　膜　の　調　製・

A-HA　の　精　製　は　竹　本　34)の　方　法　に　準　じ　て　行　っ

た　　F.nucleatum ATCC 10953　株　の　菌　体　を　湿　重　量　0.1 g/ml

に　な　る　よ　う　に　PBS　中　に　懸　濁　し,超　音　波　破　砕　装

置(ト　ミ　ー　精　工,東　京)で　水　冷　下, 6　分　間　の　処

理　を　行　っ　た。　処　理　後,未　破　壊　菌　体　を　除　去　す　る

た　め　　450×　　　20　分　間　の　遠　心　を　行　っ　た　後,さ　ら

に　そ　の　上　清　を　4　℃ , 3、000×　g　で　20　分　間　遠　心　し,

得　ら　れ　た　沈　壇　を　pBS　で　3　回　遠　心　洗　浄　し'た。以

下,い　ず　れ　の　遠　心　操　作　に　お　い　て　も　得　ら　れ　た　沈
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直　は　pBS　で　3　回　遠　心　洗　浄　を　行　っ　た。尚 の

時　得　ら　れ　た　沈　通　を　細　胞　壁　画　分　と　し　た0

上　記　の　沈　漣　を　湿　重　量　0.1 /ml　に　な　る　よ　う　に

PBS　中　に　懸　濁　後　　Triton X-100 (和　光　純　薬)を　2%　に

な　る　よ　う　に　加　え, 37　℃　で　30　分潤　処　理　し, 4　℃

30,000×　g　で　20　分　間　遠　心　し　た。　さ　ら　に　得　ら　れ　た

沈　漣　を　湿　重　量　O.i g/ml　に　な　る　よ　う　に　PBS　中　に　懸

濁　L Trypsin ( Sigma )を1 mg/ml　と　な　る　よ　う　に　加

え・ 37　℃　で　30　分　間　処　理　し　た　O　次　に　Trypsin inhibitor

( sigma )を　Trypsin　と　等　力　価　に　な　る　よ　う　に　加　え,

37　℃ , 20　分　間　処　理　し　た　後, 4　℃　30,000不　g　で　20　分

間　遠　心　し　た。こ　の　よ　う　に　し　て　得　ら　れ　た　沈　漣　を

TlYpsin　処　理　外　膜　画　分(TOM)と　し　て　各　実　験　に　供　し,

同　標　品　よ　り　以　下　の　摘　出,精　製　を　行　っ　た。尚,

他　の　菌　株　も　同　様　に　処　理　し　て　得　た　標　品　を,各　菌

株　の　外　膜　画　分(TOM)と　し　て　用　い　た。

2)赤　血　球　凝　集　素　の　精　製

A-HA　を　しア　ル　ギ　こ　ン　ア　ガ　ロ　ー　ス( Sigma )を

用　い　た　ア　フ　イ　ニ　テ　ィ　ーク　ロ　マト　グ　ラ　フ.イ　一　に

よ　り　分　離　し　た。　ま　ず　TOM　を　20mM n-　オク　チ　ル　_
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β　-D一　チ　オ　グ　ル　コ　シ　ド(ナ　カ　ラ　イ　テ　ス　ク)お　よ

び10%　glycerol　を　含　む　pBS　に　懸　濁　さ　せ　　37　℃ , 30

分　間　の　抽　出　操　作　の　後, 4　℃　100,000×　g　で　60　分　間

超　遠　心　を　行　っ　た。　こ　の　超　遠　心　に　よ　っ　て　得　ら　れ

た　上　浦　を,同　緩　衝　液　で　平　衡　化・・`工　た　L-ア　ル　ギ　ニ

ン　ア　ガ　ロ　-　ス　カ　ラ　ム( 1.5×　5.7cm )に　添　加　し　た　O

添　加　後,こ　の　カ　ラ　ム　を　同　緩　衝　液　に　よ　り　十

分　洗　浄　し,さ　ら　にlM　塩　化　ナ　ト　リ　ウ　ム　を　含　む

同　緩　衝　液　で　カ　ラ　ム　を　洗　浄　し　た　後　IOOmM L-　ア　ル

ギ　ニ　ン　塩　酸　お　よ　び1M　塩　化　ナトリ　ウ　ム　含　む一　同

緩　衝　液　で　溶　出　を　行　っ　た。流　速　は　20　ml伽　で, 2

ml　ご　と　に　分　取　し　た。分　取　し　た　標　品　は,ス　ペク

ト　ラ　ポ　ア　4 (分　画　分　子　量1,000, Spec加m, USA )を　用

い　て　PBS　中　で　一　夜　透　析　し,タ　ン　パク　量　測　定,

赤　血　球　凝　集　活　性　の　測　定　お　よ　び　抗　体　作　製　の　試　料

に　用　い　た。

7.免　疫　血　清　の　調　製

1)抗　A-HA　抗　体　の　調　製

抗　A-HA　血　清　は　雄　の　ウ.サ　ギ(日　本　白.色　ラ　ビ

ット)　に　精　製　標　品　AIHA　を　Freund　の　ア　ジ　ュ　バ　ント
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DIFCO Laboratories, USA )　法　に　従　い　接　種　し　て　得　た　O

な　お,血　清　は　56　℃　30　分　間　の　加　熱　処　理　を　行　い,

補　体　活　性　を　不　活　化　さ　せ　た。

2)抗　A-HA　抗　体　の　免　疫　グ　ロ　ブリ　ン　分　画

一　般　的　に　租　免　疫　グ　ロ　ブリ　ン　分　画　を　得　る　方

法　35)と　し　て　用　い　ら　れ　て　い　る　イ　オ　ン　交　換ク　ロ

マ　ト　グ　ラ　フ　ィ　ー　に　よ　り　　pBS　で　平　衡　化　し　た

DEAE-Sephacel( Pharmacia, Sweden )のク　ロ　マト`ヵ　ラ　ム(1.0×

21cm)を　用　い,抗　A-HA　血　清　の　租　分　画　を　行　っ　た。

ま　ず,抗　A-HA　血　清　を　カ　ラ　ム　に　添　加　後,同　緩　衝

液　に　各　O.olM 0.05M　お　よ　び　0.2M　塩　化　ナトリ　ウ　ム

を　段　階　的　に　添　加　し　溶　出　さ　せ　た　0.分　取　し　た　各　フ

ラ　ク　シ　ョ　ン　は,ゲ　ル　渡　過　ま　た　は　ア　フ　イ　ニ　テ　ィ

ク　ロ　マト　グ　ラ　フ　ィ　ー　(ア　フ　イ　ゲ　ル　プ　ロ　テ　イ　ン

A MAPS丑　キ　ット　　Bio-Rad USA )　を　行　い,ア　ル　ブ

ミ　ン　と　分　離　し　た。こ　の　よ　う　に　し　て　得　た　画　分　を

そ　れ　ぞれ,抗A-HA IgG, IgA　お　よ　びIgM　画分　と　し　て,

実　験　に　用　い　た。

8・抗　A-HA　抗　体　を　用　い　た　Western blotting
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WesternblottingはKyhse-Andersonら36)の方法.に準じた.

すなわち試料をsDS-PAGE法を用いたゲル電気泳

動後,そのゲルをセミドライ平板型転写装置

(Nん1513,日本エイド一,東京)を用いニトロ

セルロース膜(schleicher&Schuell,USA)またはPVDF

膜(Bio-Rad)に180mV,60分間転写させた。次

に0.05%Tween20を含むPBS(PBS-Tw)で3回洗浄し,

さ,らに蒸留水で十分に洗浄後,一次抗体とし

てPBSで500倍希釈した抗A-HAウサギ血清を用

い,暗下,37℃室温で2時間反応させた。

PBS-Twで同様の洗浄後,4℃で一夜2%BSA

(Bovine,Sigma)を含む同緩衝液でBlockingを行った。

PBS-Twで再度洗浄後,二次抗体としてベル.*

キシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体(Org;
;anon

TeknikaCorp.,USA)のPBSによる1,000倍希釈液を用

い,37℃,2時間遮光し反応させ,同様にPBS-

Twで洗浄したO発色には,4-クロロ_1_ナフトー

ル(ナカライテスク)8mgのエタノール溶

解液0.5mlに50mMトリス(ヒドロキ・シメチ

ル)アミノメタン塩酸塩緩衝液(Tris-HCl,pH7.5)20
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ml　を　加　え,漣　過　し　た　後,過　酸　化　水　素　水　を　添　加

し　た　反　応　溶　液　を　用　い　た。

9.金　コ　ロ　イ　ド　免　疫　電　顕　法　に　よ　る　観　察

供.試　菌　へ　の　金　コ　ロ　イ　ド　標　識　37,38)は,各　菌　体

の　PBS　懸　濁　液　に　抗　A-HA　抗　体　を　ft　用　さ　せ　　450×　g,

20　分　間　の　遠　心　洗　浄　後,　再　度　pBS　に　懸　濁　し・ ,

Protein A-Gold 15nm( EY Laboratories, USA )　を　作　用　さ　せ　た。

同　様　に　遠　心　洗　浄　後　集　菌　し,さ　ら　に　蒸　留　水　で　洗

浄　し　た。　そ　の　蒸　留　水　に　よ　る　懸　濁　液　を　ホ　ル　ム　バ　ー

ル　膜　を　張　っ　た　シ　ー　ト　メ　ッ　シ　ュ　上　に　滴　下　し,シ　ー

ト　メ　ッ　シ　ュ　を　半　乾　燥　後, 3%　酢　酸　ウ　ラ　ニ　ル　染

色　を　施　し　た。　水　洗　乾　燥　後　JEM-100S(加　速　電　圧

80kV,日　本　電　子　社　製)　透　過　塑　電　子　顕　微　鏡　で　金　コ

ロ　イ　ド　粒　子　の　菌　体　表　層　で　の　存　在　を　観　察　し　た。

10. ELISA　接　に　よ　る　A-HA　抗　原　力　価　の　測　定

菌　体　表　層　の　A-HA　抗　原　量　は,抗　A-HA IgG　画　分　お

よ　び　ベ　ル　オ　キ　シ　ダ　ー　ゼ　標　識　ヤ　ギ　抗　ウ　サ　ギIgG

抗　体　を　用　い　た　EL王SA　間　接　法　39,40)に　よ　り　測　定　し　た。

す　な　わ　ち　　660nm　に　お　け　る　吸　光　度　0.5　の　菌　懸
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濁　液100　ul　を　　ELISA microtiter plate ( 96　ウ　ェ　ル,

Corning Glass Works )の　各　ウ　ェ　ル　に　加　え, 4　℃　で　一

夜　放　置　し,抗　原　を　吸　着　さ　せ　た。菌　体　の　ウ　ェ　ル

へ　の　吸　着　後,プ　レ　ート　を　pBS-Tw　で　3　回.洗　浄　し　た　O

次　に　　2%　BSA　( chicken egg, Sigma ) ㍉を　含　む　pBS　で　ブ

ロ　ッ　キ　ン　グ　後,　一　次　抗　体　に　ウ　サ　ギ　免　疫　抗　A-HA

IgG　画　分　を　用　い,そ　の　段　階　希　釈　系　列　を　PBS-Tw

1/50　か　ら1/102,400( 12　系　列)　ま　で　準　備　し,希　釈　液

を100　ul　ず　つ　ウ　ェ　ル　に　加　え　た。　プ　レ　ート　を　カ

バ　~　し, 37　℃　で　2　時　間　放　置　し　た　後　　PBS-Tw　で　3

回　洗　浄　し　た。　さ　ら　に　二　次　抗　体　と　し　て　PBS-Tw　で

調　製　し　た1,000　倍　希　釈　の　ベ　ル　オ　キ　シ　ダ　ー　ゼ　標　識

ヤ　ギ　抗　ウ　サ　ギIgG　抗　体　を　用　い,こ　れ　を100　ul　ず

つ　各　ウ　ユ　ル　に　加　え　た　o　プ　レ　ート　を　同　様　に　37

℃ , 2　時　間　放　置　後　洗　浄　し,基　質　に　o_フ　ェ　こ　レ　ン

ジ　ア　ミ　ン　(ナ　カ　ラ　イ　テ　スク)　を　用　い　たク　エ　ン

酸　-リ　ン　酸　緩　衝　液( pH　5.0 )の100 .ul　を　各　ウ　ェ

ル　に　分　注　し,室　温　で　遮　光　し　30　分　間　反　応　さ　せ　た

後,ウ　ェ,)V　の　吸　光　度　を　ELISA　マ　イク　ロ　ブ.レ　ート

リ　ー　ダ　ー( MPR A4i,東　ソ　ー,東　京)を　用　い　492nm
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で　測　定　し　た。　ま　た,抗　A-HA　抗　体　と　液　体　培　養　し

た　F.nucleatum　の18株　の　仝　菌　体　お　よ　び　TOM　あ　る　い　は

平　板　培　養　し　た　同　菌　株　の　仝　菌　体　と　の　反　応　量　は,

液　体　培　養　し　た　F.nucleatum ATCC 10953　株　の　仝　菌　体　の

ELISA microtiter plate　に　吸　着　し　た　試　酢　の　表　面　タ　ン　パ

ク　量　当　り　の　A-HA　反　応　量　を100　と　し　て　%　表　示　し,

こ　れ　を　A-HA　抗　原　力　価　と'し　た。

ll.タ　ン　パ　ク　量　の　測　定

タ　ン　パ　ク　量　の　測　定　は　BCA　タ　ン　パ　ク　定　量　用　試

莱( Pierce Chemical Company, USA )を　用　い　て　行　っ　た　O

標　準　試　薬　と　し　て,ウ　シ　血　清　alubumin ( Sigma )を　用

い　た。　ま　た　　microtiter late　に　吸　着　さ　せ　た　試　料　の　表

面　蛋　白　量　の　測　定　に　は　　CBB G-250 (ナ　カ　ラ　イ　テ

ス　ク)　を　用　い,標　準　タ　ン　パ　ク　と　し　て　　alubumin

chicken egg ( Sigma )を　用　い　た。

12・疎　水　性　な　ら　び　に　r　-　電　位　の　測　定

疎　水　性　の　測　定　は　Rosenberg　ら　41)の　方　法　に　準　じ

て　行　っ　た。細　菌　を　PBS　2　ml　に　660nm　で　吸　光　度　0.5

と　な　る　よ　う　に　懸　濁　さ　せ,そ　れ　に　500　ml　の。_ヘ　キ

サ　デ　カ　ン(片　山　化　学　工　業)を　加　え　て.1分　間
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vortex mixer　で　混　和　し　た　後,静　置　し　た。　油　粕　と　水

相　に　分　離　後,再　び　水　相　の　吸　光　度　を　測　定　し, n_

ヘ　キ　サ　デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率　を　求　め　た。

「1電　位　の潤　定　は,顕　微　鏡　電　気　泳動　法42)に

よ　り　　F. nucleatum　各　菌　体　お　よ　び　赤　血　球　の　E　一　電

位　を　測　定　し　た。　測　定　に　は　FACE　光　学　式　精　密　ゼ　-

タ　電　位　計　(協　和　界　面　科　学,東　京)　を　用　い　た。

菌　体　をlmMリ　ン　酸　塩　緩　衝　液(PH7.4)に　懸　濁　し,ゼ

-　タ　電　位　計　に　よ　り,光　学　顕　微　鏡　下　で　直　接　試　料

の　同　緩　衝　液　中　に　お　け　る　泳　動　速　度　を　測　定　し　た。

各　測　定　値　か　ら　一一　静　止　レ　ベ　ル・・で　の　泳　動　速　度　を

求　め,こ　れ　を　真　の　泳　動　速　度(u)と　し,以　下　に　示

す　電　気　泳　動　の　Smoluchowski　の　式　42)か　ら　各　試　料　の　r

-　電.位　を　算　出　し　た。

u　=　　　E f An　ヴ

e :誘　電　率,ワ:粘　性　定　数, ど :表　面　電　位∴

E :外　部　電　圧

13.検　定

赤　血　球　凝　集　力　価　と,抗　A-HA IgG　画　分　を　用　い

た　ELISA　に　よ　る　A-HA　抗　原　力　価, n_ヘ　キ　サ　デ　カ　ン
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へ　の　吸　着　率　お　よ　び　r　-　電　位　の　相　関　は　　spearman

の　順　位　相　関　係　数　を　用　い　て　分　析　し,危　険　率　5%

を　有　意　水　準　と　し　た。

結　蝣!Y-

1. F.nucleatum　各　菌　株　の　液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養

に　お　け　る　赤　血　球　凝　集　活　性　と　そ　の　特　性

1)・液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　各　菌

株　の　赤　血　球　凝　集　活　性

液　体　培　養　お　よ　び　寒　天　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum

ll　株　の　ヒ　ト　赤　血　球　に　対　す　る　凝　集　価　を　図1に

示　す。　凝　集　価　は　培　養　状　態　に　よ　っ　て　F-0　株　の　よ

う　に　大　幅　な　変　化　を　示　す　も　の　か　ら　　ATCC　25586　株

の　よ　う　に　両　者　間　に　変　化　を　示　さ　な　い　も　の　ま　で　菌

株　に　よ　っ　て　凝　集　能　に　差　が　認　め　ら　れ　た　が,今　回

使　用　し　た　ほ　と　ん　ど　の　菌　株　は,平　板　培　養　し　た　菌

体　の　方　が　液　体　培　養　し　た　菌　体　に　比　べ　て　高.い　赤　血

球　凝　集　力　価　を　示　し,・液　体　培　養　で　赤　血　球　凝　集　の
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み　ら　れ　な　か　っ　た　菌　株　に　も　平　板　培　養　で　凝　集　が　み

L、二　ii　/_・

ま　た,結　果　に　は　示　し　て　い　な　い　が,平　板　培　養

し　た　菌　を　液　体　培　地　に　接　種　し　再　培　養　し　た　時　の　赤

血　球　凝　集　価　は,液　体　培　養　の　み　の・・-力　価　と　同　様　で

あ　-..-　/二　n

2)・赤　血　球　凝　集　活　性　に　対　す　る　ア　ミ　ノ　酸　お　よ　び

糖　添　加　の　影　響

液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の　赤

血　球　へ　の　付　着　に　お　け　る　ア　ミ　ノ　酸　お　よ　び糖　添　加

に　よ　る　影　響　を　検　討　し　た(表1 ) 0

液　体・平　枚　ど　ち　ら　の　培　養　に　お　い　て　も　ATCC

IO953　株　の　赤　血　球　凝　集　活　性　は　0.78mM Lア　ル　ギ　ニ　ン

で　完　全　凝　集　阻　害　さ　れ　た　が,液　体　培　養　で　ATCC

25586　株　の　よ　う　に　N-ア　セ　チ　ル　ーD-ガ　ラクト　サ　ミ　ン　を

は　じ　め　D-ガ　ラクト　-　ス　を　含　む　糖　で　の　阻　害　が　認

め　ら　れ　た　も　の　や,液　体　培　養　の　F-0　株　の　よ　う　に

今　回　検　討　し　た　い　ず　れ　の　ア　ミ　ノ　酸　お　よ　び糖　で　も

凝集　阻審　さ　れ　な　か　っ　た　も　の　が,平板培養　で　は

しア　ル　ギ　ニ　ン　お　よ　びしリ　シ　ン　で　凝　集　阻　害　を　認　め
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た　　F-3, F-4　株　は　液　体　培　養　で　糖　の　み　に　阻　害　を　認

め　た　が,平　板　培　養　で　は　糖　に　よ　る　阻　害　に　加　え　ア

ミ　ノ　酸　で　も　阻　害　を　認　め　た　　F-ll, F-13　株　は　液　体

培　養　で　赤　血　球　凝　集　が　み　ら　れ　ず　平　板　で　培　養　す　る

と　凝　集　が　生　じ　た　が,こ　れ　ら　は・・しア　ル　ギ　こ　ン　お

よ　び　L-リ　シ　ン　で　若　干　阻　書　が　認　め　ら　れ　た。

F-7, F-8　株　の　よ　う　に　両　培　養　で　阻　害　物　質　に

感　受　性　に　変　化　の　な　い　菌　株　も　み　ら　れ　た0

尚,こ　の　ア　ミ　ノ　酸　お　よ　び　糖　に　よ　る　凝

fォ」

対　す

隻

活　性　の　変　化　は　赤　血　球　凝　集　活　性　変　化　と　同　様

逆　的　で　あ　っ　た。

i;h　-年

に　可

岳a

3)・両　培　養　の　各　薗　株　の　外　膜　画　分　の　SDS-PAGE　分　析

平　板　お　よ　び　液　体　培　養　し　た　F.nucleatum　各　菌　株　の

外　膜　画　分　を10%　ゲ　ル　に　よ　る　sDS-PAGE　に　よ　り　泳　動

し　た　後、銀　染　色　を　施　し　た　と　こ　ろ　ATCC 10953, F-0

株　な　ど(図　2 ) ,用　い　た　F.]】ucleatum　の　ほ　と　ん　ど　の

薗　株　に　お　い　て　新　た　な　バ　ンド　の　出　現　や　量的　な　変

化　が　み　ら　れ　た　o　ま　た,結　果　に　は　示　し　て　い　な　い

が,こ　の　バ　ンド　の　変化　はク　ー　マ　シ　ー　プ.リリ　ア

ントブル~染色によっても同様に検出された0-固
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2・抗　A-HA　抗　体　の　作　製　と　そ　の　赤　血　球　凝　集　へ　の　影

響

1). F.nucleatum ATCC 10953　株　の　菌　体　か　ら　の　赤　血　球　凝

集　素　( A-HA )　の　精　製

TOM　の　∫トオ　ク　チ　ル　ー　β　-D-チ　オ　グ・ル　コ　シ　ド　可　溶

性　画　分　の　しア　ル　ギ　ニ　ン　ア　フ　イ　ニ　テ　ィ　ーク　ロ　マ

ト　グ　ラ　ム　を　B] 3　に　示　す。 lM　塩　化　ナトリ　ウ　ム

で　カ　ラ　ム　の　不　純　物　を　洗　浄　し　た　後　IOOmM　の　しア

ル　ギ　こ　ン　で　溶　出　し　た　と　こ　ろ,吸　光　度　280nm　で　ピ　ー

ク　が　検　出　さ　れ　た。　ま　た,同　ピ　ーク　に　相　当　す　る

各　画　分　を　透　析　後,赤　血　球　凝　集　活　性　を　測　定　し　た

結　果,ピ　ーク　に　一　致　し　て　赤　血　球　凝　集　活　性　が　み

ら　れ　た　o　こ　の　赤　血　球　凝　集　活　性　を　示　す　画　分　を　精

製　標　品　( A-HA )　と　し　た。

A-HA　の　精　製　で　は　pronase-E　　　に　変　え　て　Trypsin　で

F.nucleatum　の　外　膜　を　処　理　し　て　行　っ　て　も,十　分　良　好

な　結　果　が　得　ら　れ　た。

2)・抗　A-HA　抗　体　を　用　い　た　sDS-PAGE　と　そ　の　Western

blotting

精　製　し　た　A-HA　を　ウ　サ　ギ　に　免　疫　し　て　得　た　血　清
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を　用　い　　F.nucleatum lO953　株　の　TOM　と　A-HA　の　SDS-PAGE

お　よ　び　Western blotting　に　よ　り　同　定　を　行　っ　た　結　果

移動　度　の　小　さ　い　位置　に　単　一の　バ　ンド　がみ　ら　れ

A-HA　特　異　的　に　抗　血　清　が　得　ら　れ　た(図　4 ) O　ま

た　A-HA　は　約　370K　の　高　分　子　量　で　h　っ　た。

3)・抗　A-HA　抗　体　の　免　疫　グ　ロ　ブリ　ン　分　画

A-HA　ウ　サ　ギ　免　疫　血　清　の　DEAE-Sephcel　を　用　い　た　イ

ム　ノ　グ　ロ　ブリ　ン　分　画　を,図　5　に　示　す。結　果　に

は　示　し　て　い　な　い　が,こ　れ　ら　各IgG, IgM　お　よ　び

lgA　画　分　の　Western blotting　で　はIgG　画　分　に　の　み　A-HA

と　交　差　が　み　ら　れ　た。

4)・赤　血　球凝　集　活　性　へ　の-免　疫　グ　ロ　ブリ　ン　の　影

as

液体培　養　し　た　F.nucleatum　の　赤　血　球　凝　集　へ　の　免

疫血清・イ　ム　ノ　グ　ロ　ブリ　ン　の　各　画分　に　よ　る　最

大　阻書希釈お　よ　びそ　の　時の　タ　ンパク　量濃度　を

表　2　に　示　す。

抗血清　お　よ　び抗A-HA IgG　画分　は　ATCC 10953　株

で特異　的　に　そ　の　赤血球凝集　を　阻害　し　た.。し　か

し　F-0　株　は　microtiter plate　上　で　肉　眼　的　に　高　濃　度　の
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抗　体　に　よ　り　阻　害　さ　れ　た　よ　う　に　み　ら　れ　た　が,そ

の　菌　体　と　抗　体　の　作　用　後　に　PBS　で　洗　浄　し　赤　血　球

と　作　用　さ　せ　た　場　合,赤　血　球　凝　集　は　阻　害　さ　れ　な

か　っ　た。

液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の　各

薗　株　の　赤　血　球　凝　集　活　怪　へ　の　抗備(抗　血　清,抗

A-HA IgG　画　分)　の　阻　害　結　果　を　表　3　に　示　す。

液　体　培　養　で　は,抗　血　清　に　よ　り　　ATCC 10953　お

よ　び　Fl0　株　の　計　2　株　に　阻　害　が　み　ら　れ,平　板　培

登　で　は　　F-1株.な　ど　計　7　株　に　阻　害　が　み　ら　れ　た　が

抗　A-HA IgG　画　分　に　よ　る　阻　書　は,液　体　培　養　で　ATCC

10953　株　の　み,平　板　培　養　で　は　　ATCC　25586　株　な　ど

計　5　株　に　み　ら　れ　た　o　ま　た,結　果　に　は　示　し　て　い

な　い　が　平　板　培　養・し　た　F.nucleatum　全18　株.中,抗　A-HA

IgG　画　分　に　よ　る　阻　害　を　受　け　た　も　の　は10　株　で,

こ　れ　ら10　株　は　抗　体　と　作　用　後,再　現　性　を　も　っ　て

赤　血　球　凝　集　が　特　異　的　に　阻　害　さ　れ　た。

3. ATCC 10953　株　由　来　の　しア　ル　ギ　こ　ン　感　受　性　赤　血

球　凝　集　素(A-HA)の　局　在　と　特　異　性

1)・液　体　培　養　の　外　膜　画　分　の　抗　A-HA　抗　体　を　用　い
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た　Western blotting　解　析

液　体　培　養　し　た　F.nucleatum　お　よ　び　他　の・歯　周　病　原

因　菌　の　外　腰　画　分(TOM)と　抗　血　清　と　の　反　応　の

Western blotting　の　結　果　を　図　6　に　示　す。

F.nucleatum　の　ATCC　25586 , F-7　株　な　ど　今　回　使　用　し

たF.nucleatum　の　菌　株　す　べ　て　に　お　い　て　ATCC 10953　株

と　同　様　に　　A-HA　に　相　当　す　る　約　370K　の　高　分　子　量

の　位　置　に　バ　ンド　が　認　め　ら　れ,ト0　株　で　は　分　子

量　約　35K　に　相　当　す　る　位　置　に　も　バ　ンド　が　認　め　ら

れ　た　が・他　の　歯　周　病　原　因　菌　4　種　8　菌　株　に　は　い

ず　れ　も　バ　ンド　は　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

2)・金　コ　ロ　イド　免　疫　電　子　顕　微　鏡　に　よ　る　F.nucleatum

菌　体　表　層　の　観　察

Western blotting　に　よ　り　反　応　が　認　め　ら　れ　た　F.nucleatum

の18　株　に　つ　い　て,菌体表層　で　の　A-HA　の　局　在　の

有無　を　調　べ　る　た　め　に,液体培養　し　た　仝菌体　に

抗A-HA　抗体　を　用　い　て,金　コ　ロ　イド免疫　電　顕　法

に　従　い処　理　し　た　後,ネ　ガ　テ　ィ　ブ染　色　を　施　し,

電　子顕　微　鏡　で　観　察　し　た(図　7 ) 0

F.nucleatum ATCC 10953, ATCC　25586　お　よ　び　F-0　株　の　菌
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体　表層　に　比　軟　的　均　一　に　コ　ロ　イド　金　粒　子が認　め

ら　れ　た　が　F.nuclealum　の　F-7, F-9, F-11株　な　ど　そ　の　他

の　計15　株　の　菌　体　表　層　に　は　コ　ロ　イド　金　粒　子　の

存　在　は　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

3)・両　培　養　の　菌　体　表　層　外　膜　の　ELISA　分　析　に　よ　る

A-HA　抗　原　力　価　の　比　較

F.nucleatum　の　菌　体　表　層　の　A-HA　の　量　的　要　因　を　検

討　す　る　た　め　に,仝　菌　体　お　よ　びTOM　の　A-HA　量　を

ELISA　法　を　用　い　て　測　定　し　た。

液体　培　養　し　た　F.nucleatum　の　仝　菌　体　お　よ　びTOM　と

抗A-HA　抗　体　と　の　反　応量　は,す　べ　て　の　菌　株　で　A_

HA　抗　原　力　価　が　全　菌　体　に　比　べ　TOM　で　増　加　し　て

い　た　o　ま　た・液　体　培　聾　し　た　ATCC　25586 , F-0　株

の仝菌体は凝集活性　を　示す　に　十分を抗原力　価

を　示　し　た(図　8 ) 0

液体　培　養　お　よ　び平　板　培養　し　た　各　仝　菌体　に　つ

い　て　の　抗A-HA　抗　体　と　の　反　応　量　の　比　較　を　図　9　に

示　す。

ATCC 10953,ト0　株　な　ど　液　体　培養,平　板培農　両　方

に,抗体　と　の　反応の認　め　ら　れ　た　菌　株　の　A-HA　抗
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原　力　価　は,液　体　培　養　と　比　べ　平　板　培　養　の　方　が　高

く　な　っ　た。　ま　た　　F-3, F-4　株　な　ど　の　よ　う　に　液　体

培　養　で　抗　原　力　価　が　0.1%　以　下　で　あ　っ　た　も　の　が,

平　板　培　養　し　た　場　合,ほ　と　ん　ど　に　お　い　て　30%　以

上　の　値　を　示　し　た。

さ　ら　に,液　体　お　よ　び　平　板　の　各　培　養　に　お　け　る

A-HA　抗　原　力　価　と　赤　血　球　凝　集　価　と　の　間　に　は　相　関

係　数　rs=0.704 (N=36)で,正　の　相　関　が　あ　っ　た (図1。)匝ヨ
4. F.1】ucleatum　菌　体　の　疎　水　性　お　よ　び　r　一　電　位

1)・菌　増　殖　中　の　菌　体　の　疎　水　性

液　体　培　養　し　た　F.nuclealum ATCC 10953　株　の　増　殖　曲　線

と　そ　の　菌　体　の　疎　水　性　の　変　化　を　図11に　示　す。

疎　水　怪　は　適　応　期　か　ら　徐　々　に　増　加　し,対　数　増

殖　期　に　お　い　て　最　も　高　く　な　り,静　止　期　以　降　急　速

に　減　少　し　た　o　下　降　期　に　達　す　る　と　疎　水　性　は　適　応

期　よ　り　減　少　し　た。

ま　た・各　増　殖　期　に　お　け　る　赤　血　球　凝　集　活　性　の

変　化(図12 )を　調　べ　る　と,赤　血　球　凝　集　力　価　は

対　数増殖期　よ　り　も　静止期後期　に　お　い　て.最　も　高

い　値　を　示　し　た。
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液　体　培　養　し　た　F.nucleatum　菌　体　の　疎　水　性　と　赤　血

球　凝　集　活　性　と　の　間　に　は　直　接　的　な　関　係　は　見　ら　れ

な　か　っ　た　(図11. 12 )　　尚,結　果　に　は　示　し　て

い　な　い　が　他　の　菌　株　に　お　い　て　も　同　様　の　傾　向　を　示

し''・- 。

2)・液　体　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　菌　体　の　疎　水　性

各　菌　株　の　疎　水　性　を　二　液　分　配　法　に　よ　る。_ヘ　キ

サ　デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率　に　よ　り　検　討　し　た　と　こ　ろ,

液　体　培　養　お　よ　び　平　赦　培　養　し　た　F.nucleatum　の　各　菌

体　の　n-ヘ　キ　サ　デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率　は　　ATCC 10953　株

の　よ　う　に,液　体　培　養　で　30%　　平　板　培　養　で　は　46%

と　増　加　し　て　い　る　も　の　や　　F-1株　の　よ　う　に　液　体

培　養　で　83%　　平　横　培　養　で　は　53%　と　減　少　し　て　い　る

も　の　も　あ　っ　た(図13 )が,こ　の　実　験　に　用　い　た

17　菌　株　中10　薗　株　で,平　板　培　養　で　の　n_ヘ　キ　サ　デ

カ　ン　へ　の　吸　着　率　が　増　加　し　た。

次　に・赤　血　球　凝　集　活　性　の　増　加　変・位　と　∩_ヘ　キ

サ　デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率　の　変　化　と　の　関　係　を　図14

に　示　す　o　凝　集　活　性　の　増　加　に　対　し　て　n-ヘ　キ　サ　デ

カ　ン　の　吸　着　率　は　増　減　両　方　見　ら　れ,相　関　係　数　は
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rs=-0.235 (N=34)で　全　く　相　関　は　み　ら　れ　な　か　っ　た。

3)・液　体　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　菌　体　と　ヒト　赤　血

j',k　<-'>　　　　"U. 、II:

直義

顕　微　鏡　電　気　泳　動　法　を　用　い　て　E　-　電　位　を　測　定

し　た　と　こ　ろ, 、い　ず　れ　の　培　養　に　お.け　る　薗　株　お　よ

び　赤　血　球　も　負　の　r　一　電　位　を　持　つ　こ　と　が　示　さ　れ

た(図15 ) 。液　体　培　養　と　比　較　し,平　板　培　養　し

た　F.nucleatum　の　菌　体　の　r　一　電　位　は　　F-4　株　を　除　い

た　ほ　と　ん　ど　の　菌　株　で,よ　り　負　の　電　荷　を　帯　び　て

いた。　　　　　　　　　　　　　　酎

ま　た, r　-　電　位　の　変　化　と　赤　血　球　凝　集　活　性　の

液　体培　養　か　ら　平　板　培　養　へ　の　増　加　変　位　と　の　関　係

は,相　関　係　数　rs=-0.063 (N-34)で　有　意　な　相　関　で　は　な

か　っ　た(図16 )　　し　か　し　な　が　ら,両　培　養　間　で

比　較　す　る　と・菌　体　表　層　の　負　の　電　荷　が　大　き　い　ほ

ど　赤-血球　凝　集　力　価　が　大　き　く　な　る　傾　向　に　あ　っ　た
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考　察

感　染　症　で　あ　る　歯　周　病　の　発　症　の　第　一　段　階　は,

細　菌　の　宿　主　へ　の　付　着　に　よ　っ　て　始　ま　る。　そ'の　中

で,生　育　環　境　に　適　し　た　細　菌　が　定　着　と　い　う　次　の

段　階　へ　進　み,歯　周　細　菌　叢　に　お　い　て　優　位　と　な　っ

て　増　殖　し,病　原　性　を　発　揮　す　る　よ　う　に　な　る。　こ

の　た　め,細　菌　に　よ　る　歯　周　病　発　症　機　序　を　探　る　に

は,そ　の　一　つ　と　し　て　細　菌　の　付　着　機　構　を　究　明　す

る　こ　と　が　重　要　で　あ　る。　著　者　は,歯　周　病　原　因　菌

の　一　つ　と　考　え　ら　れ　て　い　る　F.nucleatum　を　用　い　て,同

菌　の　赤　血　球　凝　集　素　に　対　す　る　抗　体　を　作　製　し,付

着　因　子　で　あ　る　赤　血　球　凝　集　素　の　局　在　お　よ　び　異　な

る　培　養　条　件　下　で　の　付　着　特　性　に　つ　い　て　免　疫　化　学

的　に　検　討　し　た。

現　在　ま　で,様　々　な　種　類　の　細　菌　と　細　胞　と　の　付

着　が　報　告　さ　れ　て　い　る。　ま　た,多　く　の　細　菌　に　つ

い　て　赤　血　球　凝　集　素　の　存　在　が　知　ら　れ　て　お　り,口

腔　内　細　菌　に　お　い　て　も　Eikenella corrodens　　　　　坤・ptococcus

sanguis　　, Bactemides(Porphyromonas) gingivalis　'^　な　ど　か　ら　赤

-28-



血　球,凝　集　素　が　抽　出,精　製　さ　れ　て　い　る。　ま　た

Fusobacterium nucleatum ATCC 10953殊　の　外　膜　か　ら　精　製　さ　れ

た　赤　血　球　凝　集　素　は,そ　の　凝　集　活　性　が　しア　ル　ギ

ニ　ン　に　よ　り　特　異　的　に　阻　害　さ　れ　る　こ　と　が　報　告　さ

れ　て　い　る　34,47)

一　方,最　近　で　は　p.gingivalis　に　お　い　て,　あ　る　特

定　の　標　準　薗　株　の　使　用　結　果　が　問　題　と　な　っ　て　お　り

48)　不　均　一　性　に　関　す　る　研　究　が広　く　展　開　さ　れ

て　お　り,特　定　薗　株　以　外　の　臨　床　分　離　株　な　ど,多

く　の　菌　株　に　つ　い　て　も　検　討　す　べ　き　だ　と　考　え　ら　れ

て　い　る　O　菌　種　菌　株　が　同　一　で　も　変　異　を　起　こ　し　た

菌　株　と　で　は,表　層　構　造　や　酵　素　活　性　な　ど　が　異　な

る　の　は　当　然　と　い　え　る。　し　か　も,た　と　え　薗　株　が

変　異　し　て　い　な　く　て　も　細　菌　の　培　養　に　用　い　る　培　地

組　成　や　浸　透　圧　に　よ　り,容　易　に　外　膜　タ　ン　パク　合

成　に　影　響　が　あ　ら　わ　れ　る　49)　こ　の　よ　う　な　細　菌

の　培　養　に　関　す　る　研　究　に　加　え　て,最　近　は　熱　処　理

に　よ　る　細　菌　細　胞　膜　の　特　殊　タ　ン　パク　合　成(heat

shock protein) )　薗　体　外　酵　素　の　変　化,ヘ　ミ・ン　や　ビ

タ　ミ　ン　K　の　培　地　へ　の　添　加　に　よ　る　変　化51)　気　圧,
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酸　素　の　影　響　5乙53)な　ど　に　よ　る　細　菌　の　性　状　変　化　が

注　目　さ　れ　て　い　る。　ま　た,培　地　に　含　ま　れ　る　各　成

分　の　細　菌　へ　の　影　響　を　明　ら　か　に　し　た　基　礎　培　地

chemically defined medium )　の　検　索　も　求　め　ら　れ　て　い

る　54,55)

今　回,著　者　は　F.nucleatum　を　対　象　と　し　て　液　体　培　養

お　よ　び　寒　天　平　板　培　養　と　い　っ　た　2　つ　の　異　な　る　条

件　で　培　養　を　お

違　い　を　生　ず　る

.ウ一

」

.-

I.-

な　い　　F.nucleatum　の　性　状　に　種　々　の

と　を　兄　い　出　し　た　　　F.nucleatum　　　の

赤　血　球　凝　集　活　性　は,液　体　培　養　に　比　べ　平　板　培　養

し　た　菌　体　で　有　意　に　高　く,そ　の　糖,ア　ミ　ノ　酸　に

よ　る　阻　害　感　受　性　は,多　く　が　ア　ミ　ノ　酸　感　受　性　に

変　化　す　る　こ　と　が　明　ら　か　と　な　っ　た。　ま　た,平　板

培　養　し　た　F.nucleatum　菌　体　を　液　体　培　養　に　戻　し,再　培

養　し　た　後　の　凝　集　活　怪　お　よ　び　糖,ア　ミ　ノ　酸　感　受

性　は,液　体　培　養　の　み　行　っ　た　場　合　と　同　様　で　あ　っ

た　こ　と　か　ら・そ　の　変　化　は　可　逆　的　で　あ　り　phenotypic

な　も　の　で　あ　る　こ　と　が　示　さ　れ　た。

細　菌　は　付　着・定　着　後　増　殖　す　る　際　に,そ　の　外

膜　タ　ン　パク　の　構　成　に　変　化　を　起　こ　す　と　報　告　26)
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さ　れ　て　い　る　が,著　者　の　行　っ　た　F.nucleatum　の　外　膜　画

分　の　SDS-PAGE　分　析　か　ら,平　板　培　養　を　行　う

よ　り　細　胞　壁　の　タ　ン　パク　に　変　化　を　起　こ　す

、7-

ヽ

''-

.■P!

と　に

と　が

示　さ　れ　た。　こ　れ　ら　の　こ　と　は,発　育　条　件　が　異　な

る　と,細　菌　の　持　つ　タ　ン　パク　合　成　や　代　謝　産　物　な

ど　の　様　々　な　生　理　活　性,細　胞　表　層　構　造　に　影　響　が

あ　ら　わ　れ　る　こ　と　を　裏　付　け　る　も　の　で　あ　る。

液　体　培　養　は　歯　周　ポ　ケ　ッ　ト　内　の　溶　出　液　中　の　浮

遊　状　態　を,寒　天　平　板　培　養　は　細　菌　の　付　着,定　着

状　態　の　発　育　環　境　モ　デ　ル　と　考　え　ら　れ　る　が,平　板

上　で　は　細　菌　が　直　接　ガ　ス　に　触　れ　な　い　ウ　エ　ッ　ト　の

状　態　で　培　養　し　て　お　り,酸　素　な　ど　の　影　響　は　な　い

も　の　と　思　わ　れ　る。平　板　培　養　で　赤　血　球　凝　集　活　性

が　増　加　し　た　の

着　状　態　で　増

F.nucleatum　の　付 着

は,液　体　培　養　と 違　っ　て　細　菌　が　付

殖　し　て　い　る　こ　と　で あ　り　,

定　着　に　よ　る　変　化　が　凝

こ　　の

集　活　性

に　影　響　を　及　ぼ　し　た　と　考　え　ら　れ　る。こ　の　こ　と　は,

歯　周　病　原　因　菌　の　培　養　は　実　際　の　発　育　環　境　に　出　来

る　限

て　い

り　近　い　条　件　で　行　う　こ　と　の　重　要　性　を　示　唆　し

る　。

こ　の　F.nucleatum　の　付　着 定　着　後　の　赤　血　球　凝　集



活　性　の　変　化　を　さ　ら　に　詳　し　く　調　べ　る　た　め　に, A_

HA　に　対　す　る　抗　体　を　作　製　し,検　討　し　た　　A-HA　の

精　製　で　は　Pronase-E　'に　変　え　て　Trypsin　で　F.nucleatum　の　外

膜　を　処　理　し　て　行　っ　て　も,十　分　良　好　な　結　果　が　得

ら　れ　た。　精　製　し　た　A-HA　の　分　子　量　は　SDS_PAGE　か　ら

約　370K　の　高　分　子　で　あ　り,今　ま　で　に　報　告　さ　れ

ATCC 10953　株　の　赤　血　球　凝　集　活　性　の　特　性　56)と　一　致

し　て　お　り,竹　本　34)の　分　粧　し　た　A-HA　と　同　一　の

も　の　で　あ　る　こ　と　が　示　さ　れ　た　　A-HA　が　Trypsin　に　耐

性　で　あ　る　こ　と　は,す　で　に　Ozaki　ら　, Dehazya　ら　57)

の　研　究　に　よ　り　明　ら　か　に　さ　れ　て　い　る　が,他　に　赤

血　球　凝　集　活　性　が　L-ア　ル　ギ　こ　ン　に　よ　っ　て　阻　害　さ

れ　る　も　の　と　し　て　は　実　験　に　供　試　し　た　p.gingivalis　　が

あ　り,こ　の　菌　に　は　Tlypsin　に　似　た　基　質　特　異　性　を　持

っ　た　強　い　プ　ロ　テ　ア　ー　ゼ　が　知　ら　れ　て　い　る　58,59)

P.gingivalis　と　F.nucleatum　が　共　凝　集　60,61)を　す　る　こ　と　か　ら

み　て　も・ま　た　Treponema denticola　2) , Bacteroides forsythus　63)

な　ど　の　他　の　歯　周　病　原　因　菌　も　Trypsin　様　酵　素　活　性

を　持　つ　も　の　が　あ　り,歯　周　細　菌　叢　に　お　い　て　共　存
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し,且　つ　付　着・定　着　の　場　を　確　保　す　る　た　め　に　は,

F.nucleatum　も　Trypsin　耐　性　の　付　着　因　子　を　持　ち　自　己　破

壊　か　ら　身　を　守　る　必　要　が　あ　る　O　翻　っ　て　F.nucleatum

は　Trypsin　耐　性　の　付　着　因　子　を　持　つ　こ　と　か　ら　歯　周

細　菌　叢　に　お　い　て　重　要　な　役　割　を　担　っ　て　い　る　と　考

え　ら　れ　る　o　ま　た　Gibbons　ら　64)　Naito　ら　65)は, p.

gingivalis　な　ど　の　細　菌　が　酵　素　活　性　を　有　す　る　の　は　楕

主　上　皮　細　胞　表　層　に　立　体　的　変　化　を　起　こ　し,細　菌

の　付　着　を　有　利　に　す　る　た　め　と　し　て　い　る。　し　か　し

,著　者　の　行　っ　た　研　究　で　は,強　い　酵　素　活　性　を　有

き　な　い　細　菌　で　も　　F.nucleatum　の　よ　う　に,細　菌　自　身

の　表　層　構　造　に　変　化　を　生　じ　さ　せ,宿　主　細　胞　へ　の

付　着　を　導　く　細　菌　が　存　在　す　る　こ　と　が　示　さ　れ　た。

A-HA　に　対　す　る　ウ　サ　ギ　抗　血　清　は, DEAE-Sephacel　カ

ラ　ム　を　用　い　た　分　画　の　内,抗　A-HA IgG　画　分　に　A-HA

の　赤　血　球　凝　集　阻　害　が　認　め　ら　れ　た。　ま　た,抗　A_

HA IgG　画　分　の　最　大　阻　害　希　釈　濃　度　か　ら.ウ　サ　ギ

血　清　中　に　高　力　価　の　抗　体　の　産　生　が　生　じ　た

示　さ　れ, A-HA　は　強　力　な　抗　原　物　質　で　あ　る

.ナ・

i,tR

、ゥ一

l■■

と　が

と　が

示　唆　さ　れ　た。最　近　で　は　　A-HA　の　よ　う　な　歯　周　病

原　因　菌　の　特　異　抗　原　に　対　す　る　血　清　中　の　抗　体　価　が
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歯　周　局　所　で　の　歯　周　病　原　因　菌　の　消　長　を　反　映　す　る

と　し　て　詳　細　に　研　究　さ　れ　て　い　る　66-68)　　こ　の　こ　と

は　A-HA　も　歯　周　病　患　者　の　F.nucleatum　の　感　染　を　間　接

的　に　調　べ　る　た　め　の　優　れ　た　マ　ー　カ　ー　に　な　り　う　る

こ　と　を　示　唆　し　て　い　る。

抗　A-HA　抗　体　は　平　榎　培　養　し　た　F.nucleatum　の　赤　血

球　凝　集　活　性　を　一　部　の　菌　株　で　阻　害　し　た0 `こ　れ　は

平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の　菌　体　表　層　に　A-HA　が　存

在　し　凝　集　活　性　を　増　加　ま　た　は　生　じ　さ　せ　た　と　考　え

ら　れ　る。　そ　こ　で　　A-HA　の　免　疫　学　的　怪　状　を　調　べ

る　た　め,作　製　し　た　同　抗　原　に　対　す　る　ウ　サ　ギ　抗　血

清　を　用　い　た　Westerr-　blotting　解　析　を　行　っ　た。　そ　の　結

果　　F.nucleatum ATCC 10953　株　を　は　じ　め,供　試　し　た　全

て　の　F.nucleatum　外　膜　画　分　と　反　応　し　　F.nucleatum　菌　株

間　に　お　い　て　共　通　抗　原　性　を　有　す　る　こ　と　が　示　さ　れ

た　O　し　か　し　な　が　ら　P.gingivalis , P.intermedia , P.asacchatvlytica

お　よ　び　C.ochracea　の　い　ず　れ　の　菌　体　の　外　膜　画　分　と　も

全　く　反　応　せ　ず　　F.nucleatum A-HA　抗　原　は　き　わ　め　て　種

特　異　性　の　高　い　こ　と　が　明　ら　か　に　さ　れ　た0

ま　た　　A-HA　に　対　す　る　金　コ　ロ　イ　ド　免　疫.電　顕　に

よ　る　観　察　か　ら,液　体　培　養　し　た18　株　の　jF.nucleatum
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の　う　ち　で　　ATCC 10953, ATCC　25586　お　よ　び　F-0　株　は　菌

体　表　層　に　コ　ロ　イ　ド　金　粒　子　の　存　在　が　認　め　ら　れ　た

が,他　の　F.nucleatum　の　菌　株　に　は　認　め　ら　れ　ず,こ　れ

ら15　株　は　外　膜　内　部　に　AヰIA　を　有　す　る　と　考　え　ら　れ

た。　し　か　し　　ATCC　25586　お　よ　び　Fl0,株　は　菌　体　表　層

に　A-HA　の　存　在　が　示　さ　れ　た　に　も　か　か　わ　ら　ず,赤

血　球　凝　集　反　応　に　お　い　て　ATCC 10953　株　の　よ　う　に　L-

ア　ル　ギ　ニ　ン　に　よ　っ　て　阻　害　を　受　け　な　か　っ　た。　こ

れ　は　A-HA　と　は　heterogeneous　な　抗　原　を　有　す　る　た　め　と

も　考　え　ら　れ　る　が,抗　A-HA　抗　体　に　よ　り　同　赤　血　球

凝　集　反　応　が　阻　害　さ　れ　な　か　っ　た　こ　と　か　ら,そ　の

可　能　性　は　低　い。　む　し　ろ　L-ア　ル　ギ　ニ　ン　以　外　の,

た　と　え　ば　D-ガ　ラ　ク　ト　-　ス　な　ど　を　認　識　す　る　因　子

が　優　位　な　立　場　で　付　着　に　関　与　し　て　い　る　か　ら　で　あ

ろ　う。　実　際　　F.nucleatum　に　は　複　数　の　赤　血　球　凝・集　因

子　の　存　在　が　示　唆　さ　れ　て　お　り　56,69,70)　さ　ら　に　は,

液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　菌　体　の

赤　血　球　凝　集　反　応　の　糖　や　ア　ミ　ノ　酸　に　よ　る　阻　害　変

化　が　菌　株　に　よ　り　異　な　り,発　育　環　境　に　伴　う　こ　れ

ら　の　変　化　か　ら,赤　血　球　凝　集　因　子　間　に　は.そ　の　括

-35-



性をコントロールする-・ii71)
capping"のような補助

機構の存在も考えられる。

次に,液体培養したF.nucleatumの仝菌体および

外膜画分のELISAにより,液体および平板培養

したF.nucleatumにおけるA-HAの局::在を量的要因

から検討を行った。その結果,液体培養した

F.nucleatumの仝菌体で抗A-HA抗体と反応が認め

られなかった薗株でも,外膜画分で反応が認

められたことから,A-HAは外膜内部にも存在

することが示された。また,液体培養で菌体

表層にA-HA抗原力価が認められなかった菌株

を平板培養すると,その菌体表層は抗A-HA抗

体と反応を示したことからA-HAはF.nucleatumの

外膜内部にも存在し,平板培養することによ

り菌体表層に移動すると考えられた。さらに,

液体培養および平板培養したF.nucleatumの菌体

表層のA-HA抗原力価の変化と赤血球凝集価と

の間に正の相関がみられたことからA-HAは

楕主に付着,定着後増殖する際の重要な因子

であることが示唆された。

~方,微生物は,その周囲に粒状のある種
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の化学成分の濃度勾配が生じると,その粒状

有機物表面に向かって走化性を示すという報

告もあり72,73)A-HA抗原のF.nucleatumの菌体表層

への出現は椙主への付着をより確固なものと

するためでなく,付着した楕主細胞からさら

に栄養摂取するための走化性に関与している

可能性も考えられる。また,細菌は抗原の調

整または感染部に十分な量の細菌細胞抗原を

与えることによって,会食能を受けないとい

う報告もある74,75)

細菌の付着には,菌齢表層の疎水性が密接

に関与しているという報告がある76,77).,
。Zennder

ら78)は培養の時期別に測定し,細胞表面は対

数期が静止期よりも疎水的であるという。今

回著者の研元でも液体培養したF.nucleatumの菌

体表層の疎水性は対数期において最も高く,

彼らの報告と一致していたが,疎水性と赤血

球凝集活性との間には関係はみられなかった。

また,Haapasaloら79)は同一菌株でも培養.条件を

変えて生育させると疎水性にある程度の差が
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生　じ,高　い　疎　水　性　を　示　す　蘭　株　は　常　に　高　い　傾　向

を　示　し　た　と　報　告　し　て　い　る。　本　研　究　で　も　液　体　培

養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の　菌　体　表　層　の

疎　水　性　は　す　べ　て　の　菌　株　で　差　が　生　じ,増　減　両　方

認　め　ら　れ　た　が,高　い　疎　水　性　を　示　す　菌　株　が　常　に

高　い　傾　向　を　示　す　と　は　限　ら　ず,か　な　ら　ず　L　も　一

致　す　る　も　の　で　は　な　か　っ　た。　し　か　も,疎　水　性　の

変　化　と　赤　血　球　凝　集　価　と　の　間　に　は　全　く　相　関　が　み

ら　れ　な　か　っ　た。

一　方,非　特　異　的　な　付　着　に　は　静　電　的　相　互　作　用

も　関　与　し　て　い　る　と　い　う′　報　告　が　あ　る　3,80)　　そ　こ

で　　F.nucleatum　の　各　菌　体　の　表　層　電　荷　の　指　標　と　し　て

r　-　電　位　を　測　定　し　た　と　こ　ろ,液　体　培　養　と　比　較

し　平　板　培　養　し　た　菌　体　の　r　-

菌　株　で　減　少　し　た　O　そ　の　r　-

電

vU

位　は　ほ　と　ん　ど　の

位　の　変　化　と　赤　血

球　凝　集　活　性　と　の　関　係　を　検　討　し　た　と　こ　ろ,有　意

な　相　関　は　み　ら　れ　な　か　っ　た　が,負　の　電　荷　が　大　き

い　ほ　ど　凝　集　力　価　が　大　き　く　な　る　傾　向　tこ　あ　っ　た。

F.nucleatum　の　菌　体　表　層　の　負　電　荷　の　増　加　に　も　か　か

わ　ら　ず　負　に　帯　電　し　た　赤　血　球　に　対　す　る　付.着　が　増

加　し　た　こ　と　か　ら　　F.nucleatum　は　付　着　に　関　し　て　障　壁
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と　な　っ　て　い　る　静　電　的　な　反　発　力　よ　り　も　強　く　働　く

付　着　因　子　を　有　し　て　お　り　　A-HA　は　強　力　な　付　着　因

子　の　一　つ　で　あ　る　こ　と　が　示　唆　さ　れ　た。

以　上　の　結　果　は,培　養　条　件　の　違　い　が　F.nucleatum　の

細　胞　壁　お　よ　び　表　層　構　造　に　変　化,を　起　こ　し,ヒト

細　胞　へ　の　付　着・定　着　に　影　響　を　及　ぼ　す　こ　と　を　明

ら　か　に　し　た　も　の　で　あ　る。特　に　しア　ル　ギ　こ　ン　感

受　性　の　付　着　因　子　　A-HA )は　　F.nucleatum　の　福　主　細

胞　に　対　す　る　付　着・定　着　に　重　要　な　役　割　を　果　た　し,

局　所　の　感　染　に　関　与　す　る　こ　と　が　示　さ　れ　た。
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総　括

歯　周　病　原　因　菌　の　一　つ　で　あ　る　F.nucleatum ATCC 10953

株　の.しア　ル　ギ　ニ　ン　感　受　性　赤　血　球　凝　集　素(A-HA)の

抗　体　を　作　製　し,異　な　る　培　養　条　件　下　で　の　F.nucleatum

の　付　着　特　性　と　A-HA 、の　局　在　に　つ　い　て　免　疫　化　学　的

に　検　討　し,以　下　の　結　果　を　得　た。

1) F.nucleatum　の　赤　血　球　凝　集　活　性　は,液　体　培　養　に　比

べ　平　板　培　養　し　た　菌　体　で　有　意　に　高　く＼　そ　の　糖,

ア　ミ　ノ　酸　に　よ　る　赤　血　球　凝　集　阻　害　活　性　も　両　者　で

異　な　る　こ　と　が　示　さ　れ　た。

2) F.nucleatum　の　外　膜　画　分　の　SDS-PAGE　分　析　か　ら,平　板

培　養　を　行　う

化　が　起　こ　る

と　に　よ　り　細　胞　壁　の　タ　ン　パク　に　変

と　が　示　さ　れ　た。

3)抗　A-HA　抗　体　を　用　い　た　western blotting　解　析　に　よ　り,

F.nucleatum ATCC IO953　株　以　外　の　同　種　菌　株　に　も　A-HA　の

存　在　が　認　め　ら　れ　た　が,他　の　歯　周　病　原　因　菌　の

P.gmgivalis , P.asacchaivlytica , P.intermedia　お　よ　び　C.ochracea　の　4

種　8　菌　株　に　は　認　め　ら　れ　な　か　っ　た。

4)金　コ　ロ　イド　免　疫　電　顕　法　に　よ　る　観　察　か　ら,液
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体　培　養　し　た　F.nucleatum　の　ATCC 10953 , ATCC　25586　お　よ

び　F-0　株　の　表　層　に　抗　A-HA　抗　体　と　の　反　応　が　み　ら

れ　た　が,そ　の　他　の15　菌　株　の　表　層　に　は　み　ら　れ　な

か　っ　た。

5)液　体　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.mi山eatum　の　仝　菌　体

お　よ　び　外　膜　画　分(TOM)の　ELISA　法　に　よ　る　分　析　か

ら　　A-HA　は　外　膜　内　部　に　も　存　在　し,液　体　培　養　で

菌　体　表　層　に　A-HA　が　認　め　ら　れ　な　か　っ　た　菌　株　に　も

平　板　培　養　す　る　こ　と　に　よ　り　認　め　ら　れ　た。こ　の　菌

体　表　層　の　抗　A-HA　抗　体　と　の　反　応　量　変　化　と　赤　血　球

凝　集　活　性　変　化　と　の　間　に　は　相　関　が　み　ら　れ　た。

6)液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の　凝

集　活　性　　A-HA　量　の　変　化　は,非　特　異　的　因　子　の　疎

水　性・静　電　的　相　互　作　用　と　直　接　的　な　相　関　関　係　は

み　ら　れ　な　か　っ　た。

以　上　の　結　果　　A-HA　は　F.nucleatum　種　特　異　性　の　高　い

こ　と　が　明　ら　か　と　な　っ　た。ま　た　　A-HA　は　F.nucleatum

が　宿　主　細　胞　に　付　着,定　着　後　増　殖　す　る　際　の　重　要

な　国　子　で　あ　り,局　所　の　感　染　に　関　与　す　る・こ　と　が

示　唆　さ　れ　た　o　さ　ら　に　F.nucleatum　の　付　着,定　着　に
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義　史　教　授　に　深　謝　い　た　し　ま　す。ま　た,本　研　究　の

遂　行,ま　と　め　お　よ　び　論　文　の　作　成　上,終　始　御　指

導,御　助　言　頂　い　た,本　学　歯　科　保　存　学　第　二　講　座

竹　本　俊　伸　助　手　な　ら　び　に　徳　島　大　学　歯　学　部　口　腔　細

菌　学　講　座　三　宅　洋　一　郎　教　授,本　学　口　腔　細　菌　学　講

座　菅　井　基　行　助　教　授　お　よ　び　小　松　揮　均　助　手　に　心　か

ら　感　謝　の　意　を　表　し　ま　す　o　さ　ら　に, e　-　電　位　の

測　定　に　あ　た　り　御　指　導,御　助　言　下　さ　っ　た・本　学　歯

科　保　存　学　第　-　講　座　新　谷　英　章　教　授　お　よ　び　佐　藤　尚
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毅　助　教　授,な　ら　び　に　電　子　顕　微　鏡　に　羊　る　観　察　に

あ　た　り　御　指　導,御　協　力　下　さ　っ　た　本　学　歯　科　保　存

学　第　二　講　座　小　川　哲　次　講　師　に　深　謝　い　た　し　ま　す。

最　後　隼　本　研　究　を　進　め　る　に　際　し,多　大　な　る　御　支

援　を　頂　い　た　本　学　歯　科　保　存　学　第　二　講　座　な　ら　び　に

・本　学　口　腔　細　菌　学　講　座　関　係　各　位　に　感　謝　い　た　し　ま

す
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嘉親酔渡

*　広　島　大　学　歯　学　部　歯　科　保　存　学　第　二　講　座

(主　任　　岡　本　　莫　教　授)

本　論　文　の　要

本　歯　科　保　存　学
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は,平　成　5　年　6　月　第　9　8　何　日

春　季　学　会,平　成　5　年1　0　月　第

3　5　回　歯　科　基　礎　医　学　会　総　会,平　成　5　年1　0　月

第　3　6　回　秋　季　日　本　歯　周　病　学　会　学　術　大　会,平　成

6　年　4　月　第　3　7　回　春　季　日　本　歯　周　病　学　会　学　術　大

会, '平　成　6　年　6　月　第　2　7　匝I　広　島　大　学　歯　学　会　総

会　に・お　い　て　発　表　し　た。
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表　1 液　体　培　養　( A )　お　よ　び　平　板　培　養　( B )

し　た　F.nucleatum　の　ヒ　ト　赤　血　球　凝　集　反　応　に　及

は　す　ア　ミ　ノ　酸　お　よ　び　糖　添　加　の　影　響

Liquid culture

Minimum inhibitory concentration ( mM 1

Inhibitor ATCC ATCC F-0 F-3　F-4　F-7　F-8　F-ll F-13
1 0953　　25586

し・arginine

L-histidine

トIysine

D-galactose

W-a cetyl -D-
gal actosamin e

I actose

0.78　>50　　>50　>50　>50　>50　　>50

50　　>50　　>50　>50　>50　>50　　>50

>50　　>50　　>50　>50　>50　>50　　>50

>50　　　25　　>50　12.5 12.5　6.25　>50

>50　　　6.25　>50　　6.25 12.5　3.13　>50

>50　　　12.5　>50　　6.25　3.13　6.25　>50

- ; No hemagglutination

Solid cu一ture

Minimum inhibitory concentration ( mM )

Inhibitor ATCC ATCC F-0 F-3　F-4　F-7　F-8　F-ll F-13
1 0953　　25586

し-argmine

L-histidin e

L-lysi ne

0-g alaclose

W-acetyl -D-

galactosamine

la ctose

0.78　50　　25　25　50　>50　>50　50　50

50　　>SO　>50　>50　>50　>50　>50　>50　>50

>50　　25　25　50　50　>50　>50　50　>50

>50　>50　>50　25　12.5 12.5　>50　>50　>50

>50　　>50　>50 12.5　25　　6.25>50　>50　>50

>50　>50　>50 12.5　6.25　6.25>50　>50　>50

El野寺果



衷　2 F.nuchatum　の　ヒ　ト　赤　血　球　凝　集　反　応　に　及　ぼ　す

免　疫　血　清　の　各　免　疫　グ　ロ　ブリ　ン　画　分　の

臣;蝣!'蝣

Maximum inhibitory di!山ion titer

F. nucleatum strain

Inhibitor ATCC10953 ATCC25586　F-0 F-7

antiA-HAserum　　640(0.120)　<1　　2(38.1)　<1

anti A-HA IgG fraction　60(0.020)　<1

anilA-HAIgAfraction 16(0.190)　N.D.

antiA-HAIgMfraction 1(0.950)　N.D.

normal rabbit serUm　1 6(4.41)　　<1

く1　　　<1

<1　　N.D.

く　　　　N.D.

2(35.3　く1

); mg!ml, <1 ; Noinhibition, N.D.; Notdone.

日韓sw、



^　　弓 液　体　培　養　( A )　お　よ　び　平　板　培　養　( B )

に　お　け　る　F.nucleatumの　赤　血　球　凝　集　反　応　に　及

ぼ　す　抗　A-HA抗　体(抗　血　清,抗　A-HA IgG画

分)　の　影　響

A
Liquid cu一ture

Maximum inhibitory dilution titer

Strain
Anti A-HA serum Anti A-HA IgG

ATCC 1 0953

ATCC25586

F-0

F-1

F12

F-7

2*

F-ll

F-13

640 (0.12)

く1

2

<1

<1

<1

a

60 (0.02)

<1

<1

<1

く1

a

<1

( ); mg/ml, <1 ; Noinhibition, -; Nohemagglutination.

So一id culture

Maximum inhibitory dilution titer

Strain
Anti A-HA serum nti A-HA IgG

ATCC 1 0953

ATCC25586

F-0

F-1

F-2

F17

F-8

F-ll

F-13

128 (0.60)

8

8

4

2

<1

く1

4

8

( ); mg/ml, <1 ; Noinhibition

I ) r畔/li音こ
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いォ; I 液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　に

よ　る　ヒ　ト　赤　血　球　凝　集　反　応

□ ;液　体　培　養　し　た　F.nucleatum

磨;平　板　培　養　し　た　F.nucleatum

田野孝索



S

66K-輸輸

45K　輸

36K一触

"�"* I .  I ,.

20.1K-*一軒繊　嶺-,8
ー■■■.

A
r「

a
ft

図　2 液　体　培　養　お　よ　び　平　板　培　養　し　た　F.nucleatum　の

外　膜　画　分　の　SDS-PAGE

S;標　準　タ　ン　パク　質　マ　ー　カ　ー　　A,B; ATCC

10953株　　C,D; ATCC25586株　　E,F; F-0株　　G,H;ト7,

A,C,E,G;液　体　培　養　し　た　F.nucleatum, B,D,F,H;平　板

培　養　し　た　F.nucleatum　　　車;矢　尻　は　バ　ン　ド　に

変　化　が　見　ら　れ　た　主　な　箇　所　の　一　部　を　示　す.

日野孝宕
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図　3 ト　リ　プ　シ　ン　処　理　外　膜　標　品　の　n_オ　ク　チ　ル

-/ヲ　ーD-チ　オ　ゲ　ル　コ　シ　ド　可　溶　性　画　分　の　L-ア

ル　ギ　こ　ン　ア　フ　イ　ニ　テ　ィ　ー　ク　ロ　マ　ト　グ　ラ

ム

A; lOmM PBS　+　20mM n-オ　ク　チ　ル　-β　-D-チ　オ　グ

ル　コ　シ　ド　　1M NaCl , B; lOmM PBS　+　20mM J1-

オ　ク　チ)V　β　-D-チ　オ　グ　ル　コ　シ　ド　　IOOmM L

ア　ル　ギ　こ　ン　塩　酸　塩　+ 1M NaCl　　囲:しア　ル

ギ　こ　ン　溶　出　画　分　の　透　析　後　の　赤　血　球　凝　集

活　性

田野孝/F.



A B C D E
蝣4

66K->ォ

45K--

36K-

24K-→

図　4 F.nudeatum ATCC 10953　株　の　TOM　お　よ　び　A-HA　の

SDS-PAGE　と　抗　A-HA　抗　体　を　用　い　た　Western blotting,

A;標　準　タ　ン　パク　質　マ　ー　カ　ー　　B; TOM　の

SDS-PAGE , C; A-HA　の　SDS-PAGE , D; TOM　の

Western blotting , E; A-HA　の　Western blotting ,　　車

矢　尻　は　A-HA　の　バ　ン　ド　の　位　置　を　示　す.

v'琴‡寺
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図　5 A-HAウ　サ　ギ　免　疫　血　清　の　DEAE-Sephacelの　免　疫　グ

ロ　ブ　リ　ン　分　画　の　溶　出　パ　タ　ー　ン.

A;　0.01M NaCl,

B;　0.05M NaCl,

C; 0.2M NaCl,

D; l.OM NaCl.

fn -王寺



A 01234567 1234567

66K-

45K-

36K--

20.1K-

SDS-PAGE Western blotting

B　。1234567812345678

66K

36K--

24K-

SDS PAGE Western blotting

[蝣・　・ミ 液　体　培　養　し　た　F.nucleatum　( A )　お　よ　び　他

の　歯　周　病　原　因　薗　( B )　の　各　菌　株　の　外　膜

画　分　の　SDS-PAGE　と　抗　A-HA　抗　体　を　用　い　た

Western blotting

U中l;i,;U主　一丁言言.・・、、:∴-1'.'!「こ　シこ二記縫J

(叫.メ ,」?



A 0 ,標　準　タ　ン　パク　貿　マ　ー　カ　ー　　　　　ATCC

10953株　　　　　ATCC 25586株　　　　　F-0株　　　　　F-7株

F-9株　　　　　F-ll株　　7　　F-13株,

C. ocliraceaCp-1株　　　　　p. asacchawlyticaATCC25260株, 3

P. gingivalis 38 1株　　　　　P. gingivalis Pg- 1株　　　　　p. gingivalis

pg-2株　　　　　p. intermedia ATCC2526 1株　　　　　P. intermedia Pi-1

8 ; P.intermediaPi-2株

車;矢　尻　は　反　応　の　見　ら　れ　た　バ　ン　ド　の　位　置　を　示

す.

L,1呼′舶ミ



図　7 液　体　培　養　し　た　F.nucleatumの　全　菌　体　の　ネ　ガ　テ

イ　ブ　染　色　に　よ　る　金　コ　ロ　イ　ド　免　疫　の　透　過

型　電　子　顕　微　鏡　像

A; ATCC10953株　　B; ATCC25586株　　C; F-0株　　D; F-7

株　　E; F-9t朱　　F; F-11株,バ　ー　1 /jni

田野孝5.
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F-2　F-3　F-4　F-ll F-12　F-13　F-14

Strain

蝣:　S 液　体　培　養　し　た　F.nucleatum　の　全　菌　体　お　よ　び

TOM　と　抗　A-HA　抗　体　と　の　ELISA　に　よ　る　抗　原

力　佃.

□　　F.nucleatumの　全　菌　体

囲　　F.nucleatumの　TOM

伊野斉穿,



i・蝣4　sォ 液　体　お　よ　び　平　板　両　培　養　に　お　け　る　F.nucleatum

の　全　菌　体　と　抗　A-HA抗　体　と　の　ELISA　に　よ　る

抗　原　力　価

□ ;液　体　培　養　し　た　F.nucleatum,

随;平　板　培　養　し　た　F.nucleatum,

圏|^^^^E*39泉
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・図　1　0 A-HA抗　原　力　佃　と　赤　血　球　凝　集　価　と　の　関

係
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図　1 1 F.nucleatumATCC10953株　の　増　殖　曲　線　と

デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率

実　線　- ;吸　着　率　曲　線
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図　1　2

0　　20　40　　60　　80　100 120　140

Time(hour)

F.nucleatumATCC10953株　の　増　殖　曲　線　と　赤

凝　集　活　性　の　推　移

実　線　- ;赤　血　球　凝　集　活　性　曲　線,

破　線　- ,増　殖　曲　線.
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図　1　3

ATCCATCC F-0 F-1　F-2　F-3　F-4　F-ll F-12　F-13　F-14
10953 25586

Strah

液　体　お　よ　び　平　板　両　培　養　に　お　け　る

F.nucleatum各　菌　株　の　n-ヘ　キ　サ　デ　カ　ン　へ　の

吸　着　率

□ ;液　体　培　養　し　た　F.nucleatum

国;平　板　培　養　し　た　F.nucleatum

日野孝索
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Hemagglutination titer

図　1　4 ∩-ヘ　キ　サ　デ　カ　ン　へ　の　吸　着　率　と　赤　血　球

凝　集　価　と　の　関　係
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ATCG ATCC
Strain

RBC I095325586　F-0 F-1　F-2　F-3　F-4　F-ll F-12　F-13　F-14
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図　i r> 液　体　お　よ　び　平　板　両　培　養　に　お　け　る

F.nucleatum　各　菌　株　と　ヒ　ト　赤　血　球　の

r　一電　位

□ ;液　体　培　養　し　た　F.nucleatum

団;平　板　培　養　し　た　F.nucleatum

田;ヒ　ト　赤　血　球(RBC)
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図　1　6 r　-電　位　と　赤　血　球　凝　集　価　と　の　関　係
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