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1．はじめに

　周知のことであるが，踊蝕は，口腔内に生息

する細菌により，歯の硬組織が不可逆的に破壊

される疾患である。歯の最表層は，エナメル質

といわれる硬組織でできている。一般に，踊蝕

は，細菌が産生する酸により，このエナメル質

が脱灰することで始まるといわれる。無菌状態

の実験動物では，鶴蝕は発症せず細菌の関与は

間違いないと考えられる。

　口腔内に生息する細菌群の中で，ミュータン

ス連鎖球菌は，鶴蝕の主たる原因菌とされ，＆

耽‘αηs（c，e，　f型），＆sob吻μs（d，　g型），

＆c万cθτμs（a型），＆wα批s（b型），S∂oωηθ‘

（h型）などから成る1）（Table　1）。欧米や日本

などの先進諸国において，ヒトの鶴蝕病巣か

ら，最も多く分離されるのはS〃鋤αηsであり

大半を占めている。なかでもc型菌は，全分離

菌の70～100％を占めるといわれている。次い

で，＆sobガημsがヒトから見い出される。　a

型，b型は，主として，ラットやハムスター等

げっ歯類から分離されており，またh型はサル

Table　1．　Mutans　streptococci

　　　　　　　　　　　　　　GC　content
Species　　　Serotype　　Biotype
　　　　　　　　　　　　　　　　（％）

Scκcθオz6sa
S．豹αττzz∫　　　　　b

＆〃2τ∂αηs　　　　　c，e，　f

S」sobγ元ηz4s　　d，9

S．40ωηεクih

皿

n
I
W
W

42－44％

41－43％

36－38％

44－46％

41－42％

　　　fromルfic豹ob‘oL　Rθ加θωs　44：331－384，1980．

で見い出されている。しかし，エジプトなどで

は，a型，　b型も多く分離されているという報

告がある。これらの連鎖球菌は動物実験によ

り，強い鶴蝕誘発能を有することが証明されて

いる。このような状況から，S〃蹴αηs菌の特

にc型がヒトの蠕蝕にとって最も重要と考えら

れ，広く研究されている。

H．単クローン抗体によるミュータンス連鎖球

菌の分類2－4）

　ミュータンス連鎖球菌の分離には，mitis

salivalius（MS）培地が通常用いられる。コロ

＊岩手医科大学歯学会第25回総会（1999年12月4日）における特別講演
Biological　study　of＆η2μZαηs

－ especially　about　vaccine　against　dental　caries－

Hirohisa　KATO
Department　of　Pharmacology，　School　of　Dentistry，　Iwate　Medical　University　l－3－27，　Chuodori，

Morioka，020－8505，　Japan

岩手県盛岡市中央通1丁目3－27（〒020－8505） Z）¢ηL／∫ωατ¢」レZθ己　ση‘砂．　25：145－154，　2000



146 加藤裕久

Table　2．　Reactivity　of　Monoclonal　Antibody　S　3－9

HSl
E49

FAl

BHT
lngbritt

MT6R
OMZI76
MT615R
LM7
P4

　3．6±　0．7

　4．8±　1．1

　4．9±　0．6

　3．7±　0．9

　3．6±　0．6

　3．7±　2．6

　3，8±　0．1

　3．7±　1．5

100．0±　1．3

MT703
SE17

0MZ65
MT557
0MZ65
6715

KIR

MF25
BFe12

M4－49

3．7±0．3

4．0±0．1

3．2±0，1

3．8±0，1

4．7±0．6

4．9±2．2

3．1±0．5

5．8±1．1

3．0±1．0

（modified　from　l励c止乃η7η肌52：628－630，1986）

Table　3．　Inhibition　of　the　precipitin　reaction　between　strain　LM　7（type　e）antigen　and

　　　antibody　S　3－9

Inhibitor（1．75μmo1） ％Inhibition

Glucose　………・…・・……………・…・・・……

Rhamnose……・………・………………・・…

Galactose　…………・………………………

N・acetylglucosamine　……………・…一・・

α・methy1－D－glucopyranoside……………

β一methyl－D－glucopyranoside　……………

Melibiose（Ga1〈旦Glc）　…………一…

Maltose（Glc幽Glc）　・……・………－

Lactose（Gal鯉⇒Glc）…・…………・……・

Cellobiose（Glc旦4△Glc）　・…・…………・

・・・・・・・・…
　一・・・・・・・・・・・・・・・・…　一・・・・…　52．0±0．6

・・………………・………・………・……… 0．0

・・………………・……・…………・・……・・ 0．0

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 　　30．2±6．7

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 　7．5±5．4

……・…………・・……………… 100，0±2．3

…・………………………………・・……・・ 0．0

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 　3．5±1．3

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 　　1．8±4．6

…・…………・…・……………… 100．0±1．1

The　abbreviation　used　for　galactose　and　glucose　are　Gal　and　Glc，　respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（modified　from　l励c紘㎝物μπ52：628－630，1986．）

ニー上での形態等から推定がっき，通常，糖発

酵能など生化学的諸性状を調べ，その後抗血清

により血清型別が行われ，菌の同定が行われ

る。aからhまで8っの血清型があるのは前述

したが，これらの血清型は細胞壁多糖の構造に

基づいており，a型菌の特異多糖は主としてガ

ラクトース，グルコース，b型菌は主としてラ

ムノース，ガラクトース，c，　e，　f型菌はいずれ

もグルコース，ラムノース，d，　g，　h型菌は主

としてガラクトース，グルコースより成ると報

告されている。また，各種の型特異抗原に対す

る抗体の中には，試験管内の系で付着抑制を示

すものもあり，これら細胞壁多糖は付着と何ら

かの関わりがあることが知られている。

　以前筆者は，単クローン抗体を用いてミュー

タンス連鎖球菌の分類を試みたことがあるので

その一部をここで紹介する。単クローン抗体S

3－9が単離されたが，Table　2に示すように，

全菌体を用いたラジオイムノアッセイにより，

＆〃鋤αηsのe型特異的であることがわかっ

た。従来，タイピングには熱抽出多糖抗原（ラ

ンッランダル抗原，PBS中に懸濁し摂氏120度，

30分のオートクレープ抽出した抗原）を用い，

ゲル内沈降反応を利用しており，ラジオイムノ

アッセイに限らず，この旧法を用いても同様の

結果が得られる。従来の抗血清では全菌体を用

いたラジオイムノアッセイ，もしくは，酵素免

疫測定法では，アッセイ法が鋭敏であり，また
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全菌体を用いると余分な交叉反応が多く生じ結

果的に充分なタイピングが難しいことが知られ

ている。しかし，単クローン抗体では，抗体が

均一なため交叉反応などが少なく抽出の必要も

なく，簡便，迅速に測定できることが初めてわ

かった。

　次いで単クローン抗体の結合部位の推定をハ

プテン阻害実験により行ったところ，抗血清を

用いた従来のものより，明確な結果が得られる

ことが判明した（Table　3）。　e型の構成糖は，

主としてグルコースとラムノースであるが，単

糖としては，そのうちグルコースのみが阻害を

示した。βメチルグルコピラシドが特に強く阻

害することからβ結合のグルコースが抗原決

定基の一部をなすと考えられた。2糖体では，

β結合のグルコースダイマーのセロビオースが

強い阻害を示し，β結合のグルコースが結合部

位と考えられる。多糖抗原を認識する他の単ク

ローン抗体を用い解析した結果，同様に細胞壁

多糖の解析に単クローン抗体が有効であること

がわかった。抗血清と違い均一であることか

ら，結合部位など反応の解析が明確にできるこ

とがわかった。単クローン抗体としては，ここ

で示した以外にそれぞれa型，b型特異的なも

の，＆微Zαηs（c，e，　f型）とのみ反応するも

の，3sob励μs（d，　g型）とのみ反応するもの

などがとれた。

皿．踊蝕誘発の機構にっいて

　前述のように無菌ラットでは，スクロース含

有の踊蝕誘発飼料を与えても，蠕蝕発生が全く

ないことが知られている。ミュータンス連鎖球

菌が存在しないSPF（specific　pathogen　free）

動物でも，踊蝕が生じない。しかるにラットや

ハムスターにミュータンス連鎖球菌を感染さ

せ，適当な鶴蝕誘発飼料を与えると数ヵ月の短

期間のうちに鶴蝕を誘発することができる。他

の連鎖球菌や乳酸桿菌では，通常有意の蠕蝕発

生はみられない。

　ミュータンス連鎖球菌は，スクロースを基質

として非水溶性グルカンを産生する。この生成
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には，複数のグルコシルトランスフェラーゼが

関与していることが知られ，スクロースからグ

ルコース重合体のグルカンを合成する。非水溶

性グルカンは極めて強くガラス表面などに付着

する性質があり，歯の表面に強固に付着する。

他の口腔連鎖球菌もグルカンを産生するが，水

溶性であったり，付着能を示さなかったりであ

る。このように菌体が強固に付着し，食物中の

糖質を利用して，専ら酸を産生し歯面を脱灰す

ることが，踊蝕の基本的なパスウェイと考えら

れている。従ってミュータンス連鎖球菌の病原

因子としては，第一にグルコシルトランスフェ

ラーゼがあげられるが，後に述べるように筆者

らの研究により，最近スクロース非依存性の付

着因子（Ag　I／HもしくはPAc）があることが

わかってきた。

IV．踊蝕ワクチンについて5）

　天然痘，黄熱病などでは一度罹患すると，二

度かかることはなく，このような疾患の場合は

極めて有効なワクチンが期待され，事実これら

は，ワクチンで制圧されている。しかし，病原

体が明らかになっているものでも，有効なワク

チン開発が充分達成されていない場合も多くあ

り，例えばマラリア，デング出血熱，C型肝炎，

エイズなどがある。エイズでは，病原体である

ウィルスの変異が大きな問題となっているのは

周知の通りである。また一度罹患すると，二度

かかることはない天然痘と比べ，赤痢やマラリ

アでは，繰り返し何度も感染し，発病する。こ

のような場合ワクチンをどのように考えて開発

するか難しいところがあると思われる。

　ミュータンス連鎖球菌は常在菌であり，ま

た，口腔内という環境に存在するという特殊性

があり，通常のワクチンと異なる状況が存在す

る。一方で致死性の疾患でなく，そのためワク

チンとしても，通常以上に安全性の確認が必要

と考えられる。

　鶴蝕ワクチンとしては，予備的なレポートで

あるが，1969年Bowenがサルを用い全菌体を

用いたワクチンにより，踊蝕予防が可能である
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ことを報告している。次いでレーナーらにより

詳細な報告がなされた。その後ミュータンス連

鎖球菌の全菌体をワクチン用抗原とした動物実

験の成功例が多く報告されている。一方，全菌

体を用いた免疫では，人の心筋と交叉反応する

危険性が指摘され，これを機会に菌体の一部を

免疫源とするコンポーネントワクチンの開発が

盛んになった。成功例としては，菌体表層蛋白

質抗原（Ag　I／HもしくはPAc）やグルコシル

トランスフェラーゼなどがあげられる。

　また実験動物を用いて受動免疫による踊蝕予

防の試みがなされている。＆〃蹴αηs全菌体を

母親ラットに免疫すると，ミルク，血清中に

IgGを主体とする抗体が分泌され，その母親

ラットの母乳で育てると対照群に比べて離蝕発

生率が低下すること，またサルを用いた実験で

血清から抗体を精製して，別のサルに静注して

やると，やはり踊蝕の発生を抑制できたことが

報告されている。

　一方ヒトにおいても，蠕蝕抑制の可能性が実

験的に示されている。死菌体の経口投与で，＆

批茜αηsの定着抑制，またグルコシルトランス

フェラーゼの経口投与でも菌の定着抑制がある

ことが報告されている。踊蝕抑制に関しても報

告があり，小児245名を対象にした実験で，死菌

を経口投与することで，DMFSが42％減少す

ることが知られている。

　PAcを免疫原として，単クローン抗体

（MAb）をとり，同抗体を用いて，受動免疫を

行うやり方が，近年，レーナーら英国のグルー

プによってなされ注目されている6の。彼等は

菌体表層蛋白質抗原PAcに対するマウス

MAbを作製し，サル，ヒトを対象に受動免疫

原として用いた。充分な口腔内清掃をした後，

唾液で希釈されないように，歯形に合わせて作

製したシリコンラバー製の装置に抗体液を入

れ，歯肉上に5分間圧しあてて抗体を塗布す

る。結果としてレーナーらは，単クローン抗体

によるこのような処理がサルの踊蝕を著しく抑

制し，ヒトの口腔内における＆勿磁αη∫菌数も

顕著に抑制できることを報告している。サルの

ユ
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Fig．1．　Effect　of　local　passive　immunization　with

　　　MAb　on　the　caries　score（A）and　the
　　　proportion　（as　the　percentage）　of　S
　　　？η砿αηs　in　fissures　（B）　and　smooth

　　　surfaces　（C）　of　teeth　in　five　control

　　　animals（●）and　four　immunized　animals
　　　（○）．（modified　from∫ηプεcε∫m勿撚50：796

　　　－799，1985．）

口腔内に単クローン抗体を12回にわたり前述の

ように歯面に塗布し，実験開始より56週間踊蝕

の発生を観察した結果，顕著な抑制を報告して

いる。同時にサルロ腔内の＆〃砿αηs菌の菌数

の減少も確認している（Fig．1）。同じ単ク

ローン抗体を用いてヒトには，わずか3回歯面
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対して交叉反応をする可能性があることは，前

述したが，この菌体表層蛋白質抗原を用いた場

合も，その抗血清がヒト心筋組織と反応するこ

とがわかり，この抗原を直接能動免疫のワクチ

ン原として用いる場合，坑心筋抗体が産生さ

れ，副作用が起こる心配も指摘されていた。し

かしここで用いられた局所の受身免疫では，こ

のような副作用はないと思われる。同抗原は菌

体を効率よく排除する免疫原となることからワ

クチン原として注目され広く研究されている。

心筋との交叉反応を避けるための工夫としては

このような受動免疫だけでなく，最近では同抗

原のごく一部を使ったペプチドワクチンの開発

も試みられている。

α08

0．06

0．04

0．02

　0
卵゜ ］　婚二　認㎜
　　　81mplantation

Fig．2．　Proportion　of　implanted　streptomycin－
　　　resistant　S．御μ紘αη∫in　smooth　surface　and

　　　fissure　plaque　and　saliva．　MAb　to　Ag　I／II

　　　was　applied　to　the　teeth　of　four　subjects

　　　（口），and　sahne　was　given　to　four　other

　　　subjects　（■）．　（modified　from　抗≠εc止

　　　∫〃τ〃τz6π　55：1274－1278，1987．）

に塗布した後，実験開始の8日後＆〃鋤αηs菌

K2株（c型）を接種し，その後ヒトロ腔内で同

菌の菌数が顕著に減少することを見い出してい

る（Fig．2）。

　＆mμzαηs全菌で免疫した時，宿主の心筋に

V．菌体表層蛋白質PAcの解析5）

　筆者らは，ワクチン開発並びに前述の蛋白質

抗原PAcの更なる解析のため，同抗原の遺伝

子クローニングを試みた。筆者らのグループに

よって＆仇砿αηsMT8148株（c）型を用い，

PAcをコードとする遺伝子の全塩基配列が初

めて決定され，そのアミノ酸配列からPAc分

子の推定構造が考えられた（Fig．3）。

　PAcは，4695塩基対からなり，これは1565個

のアミノ酸残基からなる分子量17万773のポリ

ペプチドに対応する。アミノ末端側の38個のア

ミノ酸残基はシグナルペプチド領域と考えられ

ている。カルボキシル末端はこの蛋白質を細胞

表面にとどめておくための領域と考えられ，細

胞壁貫通領域（残基番号1490～1539），細胞膜貫

通領域（残基番号1540～1560）及び極性尾部

（残基番号1561～1565）と推定される。PAcに

は2箇所繰り返し構造を示す部位があり，それ

ぞれ，N末に近い方をAリピート，　C末に近い

方をPリピートとよぶ。Aリピートは約250個

のアミノ酸からなり，アラニンが全体の32％を

占めている。またこの領域を含むかなり広範囲

の部分はコンピューター解析により，α一ヘ

リックス構造をとっていると推定される。その

場合，この部分は直線的な単純な構造をしてい

るのではないかと考えられる。一方，Pリピー
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1000　　　　　　1200　　　　　　1400　　　　　　1600

　　　α一Helix

Signal

peptide Arepeat
hypervaria・

ble　region　prepeat Anchor

Alanine

32％

Proline

30％

Fig．3．　Putative　structure　of　PAc．

Table　4．　Biological　Roles　of　PAc

Strains Cell　bound　PAc Hydrophobicitア
　　（％）

agglutination

　by　saliva

Adhered　ce1］No．

　　（xlO6）

MT8148

PAcEm－2

PAcEm－3

GS－5

TK15

TKI8

十

十

十

27，2±2．1

1．2±1．0

3．3±0．7

12±0．7

46．1±2．2

32．2±3．1

十

十

十

3．58±0、69

0．91±0、08

0．85±0、11

1．49±0．17

6．44：ヒ1、31

6。42±1、08

トはプロリンが全アミノ酸の30％を占あてい

る。

　さらに同蛋白質の機能解析をするため，遺伝

子操作の技術を用い，当該蛋白質の欠失変異株

の作製を試みた。クローン化したpac遺伝子に

エリスロマイシン耐性遺伝子を挿入したものを

＆勿鋤η∫MT8148株に形質転換法で挿入し，

親株染色体上のpac遺伝子との間で相同組み

換えを起こさせることにより，pac変異体

PAcEm　2株およびPAcEm　3株の2株が作製

できた。また＆〃砿αηsGS5株は同菌種の標

準株の一っであるが，PAcを合成するものの同

　modified　from∫ηプεcL肋脱蹴58：289－296，1990．

蛋白質を細胞壁に保持結合しにくく，菌体外に

遊離する菌株である。後の解析により，PAc分

子のC末を欠損していることが判明している。

　これら菌株にっいて，ヒト唾液による菌体凝

集能，菌体疎水性，特に，全菌体の唾液被覆ハ

イドロキシアパタイトへの吸着能などについて

調べてみた（Table　4）。その結果親株MT8148

株に比べ，同蛋白質を欠失した変異株は2株と

も唾液被覆ハイドロキシァパタイトへの吸着能

が顕著に低下していた。PAcを細胞壁に保持，

結合しにくいGS　5株でも同様に唾液被覆ハイ

ドロキシアパタイトへの吸着能が低下してい
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た。TK15株，　TK18株はGS　5株にpac遺伝子

を導入して，細胞壁結合型のPAcを産生でき

るようにした株であるが，この2株では唾液被

覆ハイドロキシアパタイトへの吸着能は回復し

た。吸着能と平行して，菌体疎水性も変化した。

また，細胞壁結合型のPAcを産生できない欠

失株はすべて，唾液によって菌体が凝集しなく

なった。PAcは，ペリクル中の唾液成分との疎

水結合を介した歯面への吸着に関与していると

推察される。

　筆者はその後，別の分野に移ったため，この

分野の研究を中断したが，この種の研究はいろ

いろなグループにより深められ多くの結果が出

されている。結果を総合していうと，Aリピー

トを含む広い領域は，唾液と相互作用する活性

があること，Pリピートを含む領域には唾液と

相互作用する活性，唾液被覆ハイドロキシアパ

タイトへの吸着能を有することが示唆されてい

る。このように反復配列を持っ2っの領域は，

生物活性と関連する部位かもしれない。

　PAc様蛋白質は，抗血清による交叉反応など

から，ミュータンス連鎖球菌のうちb型を除くす

べての菌種に見い出されている。また他の口腔連

鎖球菌，例えば＆goγdo励では，　SSP　5とよば

れる類似の蛋白質があるほか，∫ゼ砲耽θ4輪，

＆owα応にも存在するといわれる。

VI．その後の解析8）

　再びPAcの解析をする機会があり，筆者ら

のグループは2，3の知見を得たので，ごく最

近の結果として紹介する。まず，唾液中のどの

ような成分とPAcが結合しているかというこ

とでいろいろ試みた結果，唾液中のリゾチーム

と結合することがわかった。アグルチニンと結

合することが他のグループにより報告されてお

り，PAcと結合する唾液成分は単独でないと考

えられる。

　また泉福らの報告によると，PAc残基N末

から数えて365－377（Aリピート中に存在，

Fig．4b）のペプチドを抗原として作製された

抗体は唾液とPAcの結合を阻害し，かっこの
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ペプチドが阻害抗体を産生する最小ペプチドで

あることがわかった。

　この抗体の阻害様式をさらに解析するため，

10個の単クローン抗体を作製した。ペプチドの

配列はTYEAALKQYEADLで13残基でこの
中にT細胞エピトープを有しているが，この

N末から，1残基ずっバリンもしくはグリシン

で置換したペプチドを数多く合成し，これらの

ペプチドを用い，単クローン抗体による抗原抗

体反応を阻害してみた。阻害パターンはほとん

ど同じで抗原決定基は，同ペプチドの2っのY

と少し弱いが，中英のLであることがわかっ

た。Fig．4は，　Aリピートであるが，この領域

は主に3つの長い繰り返し配列からなる。また

各繰り返し配列中に，下線で示したように，2

っの短い繰り返し配列がある。このような繰り

返し配列のため，365－377のペプチドと類似し

た配列が計10箇所あることがわかった（Fig．

4，網かけ部分）。10個の類似配列のすべてで，

2っのYと1っのLが保存されており，これ

ら10個のペプチドと各単クローン抗体との交叉

反応を調べると，抗体の何割かは，これら類似

配列とかなり強い交叉反応を示した。以上か

ら，この阻害抗体は，Aリピート中に散らばる

何個かの類似配列と結合し唾液とPAcの結合

を阻害するのではないかと考えられる。またこ

の領域はαラセンをなすと思われる領域で，α

ラセンモデルに従いアミノ酸残基を配置する

と，2っのYと1っのLがαラセンの片側に

集まり近接した位置に配置されることがわか

り，推測であるが，αラセン構造を支持する

データとなった。

W．TGFβに関する研究9・1°）

　前項までは，頗蝕に関する研究とその分野の

レビューであるが，それとは別に，TGFβ関連

の仕事があるので簡略に紹介する。TGFβは現

在，様々な活性を有するサイトカインというこ

とがわかり，個体発生の際，形態形成に関わっ

たり，また，生体では，骨基質中にも多く含ま

れ，骨形成に関わることが示唆されている。一
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（A）　The　sequence　of　the　A　region　of　the　PAc　molecule

pre　（194－218）

A1　　（Z19－3②0）

A2　　（3∈）1－382）

A3　　（383－464）

Post（465－48②）

ANAASKT「：・，．，・：’・二噛…　、．：・．

TNAAN　　l↓’：’：ii．ト：．；’…1：．：．：‘「…’：．…．：’議萎謙’：’ト：．

ANAANEA　　　’　　　≡

ANAANEA’
　　「．“ヨ．1、．1華‖41㌦i吊㌔「

．1

　AAV　K
…．KRV　EANAAAKAAYDTAVAANNAKNTEIAAANεE工RKRNATAKA‘：；：：二i：：1：」：：：：．’蒙楼”、．．

　　ARV　KANADAKATYEAAVAANNAKNAALTAENTAIK　RNENAKA
”． ARV　KANADAKAAYEAAVAANNAANAALTAENTAIKKRNADAKA．．1’．｛÷：：

i「：KRV　Ei

AAVKK

（B）　Sequences　homologous　to　thot　of　unit　peptide，　PAc　（365－377）

Sequence

．鴫EAKLAQ習QADL

A蓼QKALAArQAEL
　E￥ETKLA（～十QAEL

曝QAKLT刈QTEL
1膓『EAALKQ影EADL

畔QAKLTAソQTEL

斑AKLAK♀QADL

K￥QADLAK墾QKDL

K￥QKDLAD箪PVKL
DYPVKLKAYEDEQ

Amino　ocid　position

（pre：ZO1－213）

（A1：ZZ6－Z38）

（A1：283－295）

（A2：308－32②）

（A2：365－377）

（A3：39∈）－402）

（A3：447－459）

（454－466）

（461－473）

（post：468－480）

Homology（％）

69．Z

46．1

53．8

38．5

1②0

38．5

61．5

46．1

30．7

38．5

Fig，4．　A　region　of　PAc．（A）The　amino　acid　sequence　of　the　A　region　of　PAc．　A　l－3　denote　the　long

　　　　　repeating　sequences　in　the　A　region．　Both’pre’and’post’mean　the　incomplete　repeating　sequence

　　　　　around　A　1－3．　Underlined　sequences　represent　the　short　repeating　sequences　found　in　the　long

　　　　　repeating　sequences．　The　shaded　area　indicates　the　sequences　homologous　to　that　of　unit　peptide

　　　　　（PAc，365－377）or　unit　peptide　itself．　The　numbers　in　parentheses　indicate　the　amino　acid　position

　　　　　in　PAc．（B）Sequences　homologous　to　that　of　unit　peptide　in　the　A　region．　Two　tyrosine　residues

　　　　　in　unit　peptide　were　identified　as　core　B　cell　epitopes　of　the　antisera　raised　by　unit　peptide

　　　　　Corresponding　tyrosine　residues　are　shaded　in　the　homologous　sequences．　Each　sequence　is

　　　　　composed　of　two　short　repeats．（modified　from　Oπ～Z　Mゼcrob‘oZ．／mη2μηol．14：213－219，1999．）

Table　5．　Biological　Roles　of　PAc

Cell Treatment doubling　time（hr） Saturation　density

（104cells／we11）

A549

CHO－Kl

None
MP2

TGFβ1

BMP2＋TGFβ1

None

8－bromo－cAMP

2
8

∩
口

0
己1
13L7
32．4

15，3

19．8

1
8

8
0
0

6
431．5

29．8

64．2

39，8

Population　doubling　times　of　cells　were　calculated　over　a　48　h　period　corresponding　to　the　logarithmic

phase　of　growth，（modified　from　Oηco／ogyゆo〃s　5：1137－1140，1980．）

方，上皮系の細胞に対し強い増殖阻害作用を持

ち（Table　5），この作用は癌化とも関わりを持

つことが示唆されている。この増殖阻害機構が

不明であると一時話題になったことがあり筆者

らも解析した。

　TGFβはヒト由来肺癌細胞A549に作用させ

ると，強い増殖阻害作用を示すが，同時に細胞

が細長くなり線維芽細胞状となり扁平化するこ

とが観察された。cAMP誘導体をCHOKI細胞

等に作用させると同様の現象がみられ，同時に

癌細胞特有の表現形質が低下し，正常細胞に近

い状態となることが観察され，再分化とか，リ

バーストランスフォーメーションとか呼ばれて

いる。TGFβも類似のことがあるのではないか

と考え調べた。Table　5では，　TGFβによる増

殖阻害の様子を細胞数倍加時間で比較して表し
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Table　6，　Effects　of　the　members　of　TGFβsuper

　　　　family　on　the　anchorage　independent　cell

　　　　growth

Table　7．　Effects　of　cytokines　on　the　development

　　　　of　stress　fiber

Treatment Number　of　　　　　　　Inhibition（％）
　colony

Treatment　growth　inhibition　stress　fiber

None

Activin　A

BMP2

TGFβ1

TGFβ1＋BMP2

1012

561

154

30、5

7．5

0

44．6

84．8

97．0

99．3

None

activin　A

BMP2

TGFβ1

BMP2＋TGFβ1

control

十

十十

十十十

十

十十

十十十

（modified　from　OηcoZogy竹幼oγ彦s　5：1137－ll40，1980．）

た。CHOKI細胞に対するcAMP誘導体の増殖

阻害効果も比較のために合わせ示した。

　Table　6は軟寒天培地上での生育状況である

が，癌細胞は軟寒天培地上で生育するのに比

し，正常細胞は生育しない。TGFβを作用させ

るとコロニー形成は大きく阻害され，同じ

TGFβスーパーファミリーに属すBMP（骨形

成因子）でも弱いながら阻害がみられた。

TGFβとBMPを同時に加えると一番強い阻害

作用が観察できた。

　ストレスファイバーはアクチンの重合体で，

マイクロフィラメントとも呼ばれ，細胞の運動

性や形態形成と関係があると考えられている。

癌細胞では，ストレスファイバーは，あまり認

められず，一方，培養正常細胞では，よく発達

していることが報告されている。A549細胞に

TGFβを処理することでストレスファイバーの

増強がみられ，この点でも正常培養細胞の状態

に近いことが観察された。BMPとTGFβを共

存させるとさらなるストレスファイバーの増強

が観察され（Table　7），軟寒天培地上でコロ

ニー形成を阻害する程度とストレスファイバー

形成の程度がよく相関していた。

　その他，細胞の形態形成などに関与するとい

われる膜タンパク質のトロポミオシンの発現を

ウェスタンブロット法で観察したが，ここでも

TGFβ処理により正常細胞で認められるアイソ

タイプの発現パターンに近づくことがわかっ

た。結論として，TGFβにより，再分化と類似

の現象が起こり，その結果として，細胞増殖が

阻害されていると考えられた。
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