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歯周病はグラム陰性嫌気性梓菌を主体とした歯周病原細俺の脚 によって発症 ･進行すると考

ぇられているoところが分子生物学的手法の肺 劃こよって･痛憤に関与する微生物は従来考えら

れていた以上に多岐にわたることが明らかとなってきたO古棚 であるMethanobrevt'bacLOrOl･a/is

(M.orLllEs)は近草,歯周病-の関与が示唆されている微生物種の一つであり,これまでの研究

･から歯肉組下細欄 と共生あるいは桔抗関係を示 し･細菌叢に形轡を与えることが明らかとなっ

ている｡また古細掛 こは真正糾両には存在 しないグループⅡのシャベ ロ二ン (Cp(-)を抗原分子

として保有する取 さらにこの分子は,ヒトのグループⅠICpl-(ChapcronincontainingT-complex

polypep-ide:CCT)と相同性が師ことから,M･ora/isのCpnが交差反応抗原となり,自己免疫応答を蛸していることが示唆されているAグループICP11である熱ショックタンパク(HSP60)
の交差反応性と自己免疫応答-の関与については多くの知見があるo しか し,ヒトの CCTにつ

いては,自己抗原となることが報告されているにも関わらず,詳細な解析が行われていないO

今回,歯鯛 における古細菌感脚 CCTに対する自己免疫応答の誘導に繋がる可能性がある

と考え,卵 病患者ならびに自己免疫- 患者血清の CCTならびに･M oralisの Cpnに対する

応答性を解析 した｡

【方法と材料】

1,被晩甘ならびに血清の調離

郷 桝 全身疾患の無い･歯- 蛸 30人と自己免疫疾患を有する歯周病患者32人としたo

歯紬 の稚いボランティア18人を鮒 者附 し,静脈血から1hl]:IIIを潤 した0

2.ccTとMp ah･Sの Cpnのリコンビナン トタンパクの柿酢

ccTサブユニッ トCCT3,ccT4･CCT8･そ してM･oralL･SのCpnの遺伝子をPCR法にて増幅し･

pEU-EOトGST-TEV-MCSに組み込み･- 用プラスミドを構築 したoタンパクの発現にはコム

ギ腔卵 細胞タンパク合成技術を利用 し,精製にはグルタチオンセファロースによるアフェ

ニティークロマ トグラフィーを応用 した0

3.Dotbtot法によるCpnサブユニットに対する血清反応の解析

横臥 たリコンビナン トタンパク (CCT3･CCT4,ccT8,M･oralisのCpn),ならびに市販

のCCTl,CCT5,ccT6,およびヒトHSP60をニ トロセルロースメンブ レンに500nddotの濃度



でブロッティングし,血清反応に使用した｡血沼は1,000倍に希釈 し,各タンパクとの反応は

ベルオキシターゼ標識抗ヒトIgG抗体を用いて検出した0

4.Westernblot法による各 Cpnに対する血清反応の解析

CCT3,ccT4,CCT8.M o'･a/isのCp11,そしてヒトHSP60をSDS-PAGEにより分離し,PVDF

メンブレンに転写したo血晴反応はDotbJot法と同様に抗ヒトIgG抗体を用いて検出した

【結果】

1.DolbJot法において,歯Pi･J病患者はCCT4ならびにCCT8に対 して健常者群よりも強い反応性

を示したO自己免疫疾患患者はCCT3ならびにCCT8に対して強い反応性を示した｡

2.M ora/7-SのCpnと各CCTサブユニットに対するJrIl.情反応性の相Iiqは曲)剛丙患者肝で全体的に

正の相関を示 し,特にCCT3,ccT5,ccT6,ccT8は有意'題をもって相関が強かったC

3.WcsteFnb】ot法においては,歯周病旭二E･Jr'f-ならびに自己免疫疾瓜患者群は CCT4に対してaLt･iT打

者群よりも強い反応性を示した｡

4.M.oraJisのCpnに対 しては健常者群,患者群ともに強い反応性を示 したが,被験者群間にそ

の反応性の違いは無かった0

5.HSP60に対しては,患者群ならびに健常者群ともにほとんど反応性を示さなかった｡

【考察】

今回の結果から,CCT に対する自己免疫応答が肪導されてお り,その中でもサブユニット

ccT3,ccT4,そしてCCT8が自己抗体の標的となっていることが示唆された｡さらにこれまで

報告の多かった HSP60では今回用いた被験宥血浦においては,ほとんど血清反応が確認できな

かったことから,HSP60よりもCCTの方がより自己免疫応答を摘導しやすいことが考えられるO

一方で仮親と異なり,患者群,さらにM oraJL'Sが口腔内にほとんど生息していないと考えられる

健常者群の両群ともに,M oralL'SのCpnに対する反応性が非常に強く,群間の差がなかった｡こ

れは,M.u'･alL'SのCpnが口腔内以外の全身に分布する他の類似古細菌のCpnとのアミノ酸粕似性

が高く,特にM smL'lhL'i(A,i),･内古細菌)のCpnとは91%と高いアミノ酸相似性があるため,これ

らの相似古細菌が保有するCp11との交差反応の結果と考えられる｡

今田はM.oralisに対する抗 cpn抗体が,ヒトのCCTとの間で交差反応 しているかを直接的に

示せる結果はないo Lかし,M oralisのCpnに対する血消反応性と各 ccTサブユニットに対す

る｣Jl上清反応性の相関を解析 したところ,歯周病患者群においては正の相関があった｡これは,CCT

に対する自己抗体の産生にはM.oraLisの Cpnに対する抗体産生が関連 している可能性を示唆す

るものと考える｡

【結論】

酎司病患者ならびに自･己免疫疾患を有する歯周病息廿においては,HSP60よりもCCTがより

自己抗体を産生されやすいこと,またその中でもサブユニットCCT3,ccT4,そしてCCT8に対

する自己免疫応答が強く湧導されてお り,病健に関与していることが示唆 された.



学位論文審査結果の要旨

歯周病はグラム陰性嫌気性梓菌を主体とした歯周病原細菌の感染によって進行すると考えられて

きた｡古細菌であるMeLhanobrevibacteroralL'Sは近年,歯肉緑下のプラークから検出されことが報告

されるようになり.歯周病-の関与が示唆されている｡古細菌に旦真正細菌には存在 しないグルー

プⅡのシャベロニン(Cpn)を抗原分子として保有すること,さらにヒトのグループⅠICpn(Chaperonin

containingT-complexp'olypeptl'de:CCT)と柏同性が高いことから,M.oraIisの Cpnが交差反応抗原と

なり,自己免疫応答を誘導していることが示唆されている｡グループICpnである分子山が60kDa

の熱ショックタンパク 60(HSP60)の交差反応性と自己免疫応答-の関与については多くの知見が

ある｡ しかし,ヒトの CCTについては,自己抗原となることが報告されているにも関わらず,不明

な点が多い｡

今回,l'･li-(周病における古細菌感染が CCTに対する自己免疫応答の誘鞘に繋がる可能性があ

ると考え,歯周病患者ならびに自己免疫疾患患者血清の CCTならびに,M.oralisの Cpnに対
する応答性を解析 したO

研究結果は,以下の内容であった｡

1. ドットプロット法において,歯周嫡他者はCCT4ならびにCCT8に対 して健常者群よりも強い反

応性を示したC自己免疫疾患患者はCCT3ならびにCCT8に対 して強い反応性を示したC

2. ･̂(.oralisのCpnと各 ccTサブユニットに対する血晒反応性の相関は歯周病患者群で全体的に正
の相関を示し,特に CCT3,ccT5,ccT6,ccT8は有意差をもって相(淵が強かった｡

3.ウェスタンブロット法においては,歯周病患者群ならびに自己免疫疾患患者群はCCT4に対して

健常者群よりも強い反応性を示した｡

4.M.oralisの Cpllに対 しては健常者群,患者群ともに強い反応性を示 したが,被験者群間にその
反応性の違いは無かった0

5.HSP60に対しては,患者群ならびに健常者群ともにほとんど反応性を示さなかった｡

以上の結果から,CCTに対する自己免疫応答が誘導されており,その中でもサブユニットCCT3,

ccT4,CCT8が自己抗体の標的となっていることが示唆されたOさらにHSP60は今回の結果からは,

ほとんど血清反応が確偲できなかったことから,rJSP60よりもCCTがより自己免疫応答を詐称しや

すいと考えられるO今匝=ま 4̂.ora/isに対する抗cp11抗体が,ヒトのCCTとの間で交差反応 している

ことを直接的に示せる結果は示されていないDしかし,M.ol･alisのCpnに対するJrlL清反応性と各ccT

サブユニットに対する血清反応性の相関を解析 したところ,歯周病患者群においては正の相関が

あった｡これは,CCTに対する自己抗体の産生にはM.oralisのCpnに対する抗体産生が関連してい

る可他性が示唆される｡これらの新たな成果は,歯周病の病態とリスク因子の解明に寄与するもの

である｡

以上に基づき,審査委員会は本申請論文が博士 (歯学)の学位論文 として価値があるもの

と認める｡


