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【緒言】

古細菌は真核生物とiも真正細菌とも異なる第 3の生物グループとして分類 され,ヒト

の腸や口腔内にも広く分布 している｡これまで,古細菌は病原微生物として,疾患に関

与することはないと考えられていた｡ところが近年,重度な歯周病変部ほど,検出され

る古細菌数の多いことが報告され,古細菌が歯周病の病態に関与 している事が示唆され

た (Leppet.al.,Proc.Natl.Acad.Sci.,2004)｡著者の研究グループは,この報告に基づき,

日本人歯周病患者における古細菌の分布状態を調べた｡その結果,日本人歯周病患者に

おいてもMethanobrevibacterorali_Sを主体とした古細菌が歯周ポケットの深い部位から高

頻度に検出されること,そしてM.oralisの菌体成分には,歯周病患者血清と反応する抗

原分子の存在することが明らかとなった (Yam abeetal.,FEMSMicrobiol.Lett.,2008)｡

シャベロニン (Cpn)は蛋白質の高次構造形成を補助する分子であり,グループⅠとグ

ループIIに大別される｡そのアミノ酸配列は同一グループ内では種を超えて保存されて

お り,細菌種はグル｢プ Ⅰを,古細菌種は主にグループ ⅠⅠを,そしてヒトはグループ Ⅰ

とⅠⅠの両Cpnを保有している｡細菌のCpnは本来の機能とは別に,抗原性が高く,ヒト･

グループICpnの交差反応抗原であることが知 られている｡ リウマチの様な自己免疫疾

患患者では,両Cpn分子に対する自己免疫応答が惹起されているが,グループICpnに

対する自己免疫応答は,細菌 cpnに対する交差反応によって惹起されると考えられてい

る｡ しかしながら,グループⅠICpnに対する自己免疫応答の発症機序に関する報告は殆

どない｡これはグループHcpnを保有している感染性微生物 (古細菌)の報告がなく,

感染症に起因する交差反応から,自己免疫応答の発症機序を説明することができなかっ

たためと推察できる｡そこで,本研究では,P､M oralisが歯周病の病原因子であり,その

cpn分子がヒト･グループ ⅠICpn(C(jT)の交差反応抗原であるという仮説を提唱し,

M dralisが保有するCbn分子を同定し,その抗原性について解析することを目的とした｡

【材料および方法】

1.供試菌 :M.OralisDSM 7256を, DSMZ (DeutscheSammlungYonMikroorganismenund

ZellkulturenGmbH,Braunsch心eig,Germany)から購入し,使用したo



2.Cpn遺伝子のクローニング :M.oralisのゲノム DNAを鋳型とし,PCR法ならびに

GenomeWalker法によってCpn遺伝子断片を増幅した｡増幅した遺伝子断片はTAク

ロ∵ニングベクターに組み込み,塩基配列を決定した｡なお,PCR のプライマーは

Cpn遺伝子の保存配列,ならびに近縁種古細菌の塩基配列をもとに,gro叩 Ⅰとgroup･ⅠI

Cpnのそれぞれに対して設計した｡

3･組み換え蛋白質 (rcpn)の精製 :PETDirectionalTOPO⑳ExpressionKit(Invi加gen)

ならびにNi-NTAFastStartKit (Qiagen)を用いてrCpnを構築し,精製した0

4.M.OralisCpnの抗原性の解析 :rcpnと歯周病患者血清 (Ig'G抗体)の反応性,rcpn
と抗ヒトCCT抗体との反応性,そしてM.oralisの全菌体抗原と抗ヒトCCT抗体との

反応を Westem blot法で調べたOなお,ヒトCCTは 8種類のサブユニット蛋白質

(ccT1-8)で構成されるが,本実験には抗ccTl,CCT3,ccT5,ccT6,ccTSポリ

クロナ-ル抗体を使用した｡

【結果】

1.M.oralisから2種類のgroupIICpn(Cpn-1,Cpn-2)遺伝子をクローニングし,塩基配

列を明らかにした｡Cpn-1ならびにCpn-2遺伝子は全長がそれぞれ 1,641bp(546アミ

ノ酸)と1,614bp(537アミノ酸)であり,両遺伝子ともにCpnに特異的なATPbinding

motifを含んでいたOまた,塩基配列から推測されるM.OralisCpnのアミノ酸配列は,

ヒト各ccTサブユニット蛋白質と28.8-40.0%の相同性を示したoM.oralisからgroup

ICpn遺伝子は検出されなかった｡

2.Cpn-1とCpn-2それぞれの組み換え蛋白質 (rcpnll,rCpn-2)を構築 ･精製し,歯周病

患者血清ならびに抗 ccT抗体との反応に使用した｡rCpn-1に対しては36名中30名

分の歯周病患者血清が反応性を示し,rCpn-2に対して時36人中,29名が反応性を示
した｡

3.rCpnと抗ヒトCCT抗体の反応性を調べた結果では,抗ヒトCCT3抗体,そして抗CCT8

抗体がrCpn-1に対して反応性を示した｡これに対してrCpn-2に対してはいずれの抗
体も反応性を示さなかった｡

4.M.oralis全菌体抗原と抗ヒトCCT抗体とめ反応性を調べた結果では,抗 cCTl,CCT3,

ccT6,ccT8抗体がM.bralisの分子量60kDa付近の抗原バンドに反応性を示した.

【考察】

古細菌が歯周病の病原因子のひとつであるかどうかについては議論の余地を残してい

るが,患者血清の反応から,歯周病患者は古細菌 (M oralis)のCpnに反応すもIgG抗

体を保有していることが明らかとなった.さらに,M oralisのCpnはヒトCpn(CCT)

と交差反応する可能性が示された.これらの結果は,歯周炎局所において,M.oralisに

対する免疫応答が惹起されていることを示唆するものであり,古細菌のCpnに対する免

疫応答は,その交差反応性からヒトCCTに対する自己免疫応答のトリガーとなる可能性

を示唆するものと考える｡

【結論】

M.oralisの保有する2種類のグループⅠICpn分子を同定した.M oralisのCpnは抗原
性の高い分子であり,ヒトCCTの交差反応抗原として,歯周局所に存在し,自己免疫応

答を誘導することで,歯周病の病態を修飾している可能性が示唆された｡



論 文 事 査 結 果 の 要 旨

古細菌は,細菌とも真核生物とも異なる第三のグループとして分類される微生物であり,

自然界そして動植物の生体内に広 く分布 している｡ しかしながら,これまでのところ病
原性を示す古細菌種の報告はない｡

歯周病は,歯肉縁下プラーク中に存在する複数の口腔微生物種の感染 (混合感染)
によって発症する炎症性疾患である.近年,歯周病の重度な病変部位から古細菌の一
種である●Methanobrevibacteroralisとその類縁菌種が,高頻度に検出されることが明ら
かとなり,古細菌が歯周病の病原因子であることが示唆されるようにならた｡これま
でに,古細菌がプラーク細菌叢の構成に影響を与えることや,歯周病患者が M.oralis
の菌体成分に免疫応答を起こしていることが報告されている｡
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ンニ (Cpn)は,蛋白質の合成や変性 した蛋白質の高次構造形成を補助す
60kDaの蛋白質であり,グループ ⅠとⅠⅠに分類される｡ Cpnのアミノ酸配

グループ内では種を超えて保存されてお り,細菌種はグループ Ⅰの Cpnを,
■トは両グループの Cpnを保有する｡細菌の Cpnは抗原性が高く,ヒ トCpnの交差

反応抗原 として自己免疫応答を誘導すると考えられている｡一方,古細菌はグループ
ⅠⅠの Cpnを保有するが,その抗原性は不明である｡

本研究では,古細菌 (M.oralis)のグループⅠICpnが抗原性をもち,ヒトのグルー
プⅠICpn(CCT)と交差反応することで自己免疫応答を誘導 し,歯周病や 自己免疫疾
患の病態を修飾するという仮説に基づいて,M.oralisからグループ IICpnを検出 ･同
定し,その抗原性 (交差反応性)について解析することを目的とした｡

申請論文は以下の研究結果を示すものであった｡

1)M.oralisから2種類のグループⅠICpn(Cpn-I,Cpn-2)を同定し,それ らの全塩
基配列を解析 した｡

2)M.oraliSの Cpnは,アミノ酸配列がヒトCCTと30-40%の相同性を示す分子で
あった｡

3)M.Ioralisの組み換えCpn(rcpn-1,rCpn12)を構築 ･精製 した｡rCpnは歯周病
患者血清と反応性を示 し, rCpn-1は CCTサブユニット3と8に交差反応性を示
した｡抗 CCTl,3,6,8抗体は分子量約60kDaのM.oralis抗原 と反応 したム

これらの結果から,･M.oralisが2種類のグループ ⅠICpn分子を保有 していること,
そしてM.oralisのCpnが抗原性をもつ分子であることが明らかとなった｡さらに,
M.oralisのCpnはヒトCCTの交差反応抗原 として歯周炎病変部に存在 し,歯周病 の
病態を修飾 している可能性が示唆された｡

以上のことから,本申請論文は博士 (歯学)の学位論文として価値があるものと判
断した｡
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