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要旨 

リポ多糖（Lipopolysaccharide；LPS）はグラム陰性菌の外膜に存在する、疎水

性のリピド A 部と親水性の多糖部分からなる両親媒性の物質である。LPS はエ

ンドトキシンとしての活性を有し、ヒトや動物など他の生物の細胞に作用する

と多彩な病原性示す。しかし LPS の構造や病原性は菌種間また株間によって違

いがあり、それらがいまだ解明されていない菌も多い。個々の菌および株の LPS

の構造や活性を調べるためには、それらの LPS を精製することが重要である。

現在まで LPS を精製する方法は数多く報告されているが、それらはコンタミネ

ーションが多い、回収率が低い、時間がかかる、特別な器械が必要などの欠点

がある。第１章では、非イオン性の界面活性剤である Triton X-114を用いた二相

分離法を応用して簡便で迅速に LPS を精製する方法を検討した。二相分離法と

は疎水性の違いで対象を分離する方法である。LPS に対して二相分離法を応用

した報告には、Aida らの報告がある。彼らは、LPS とタンパク質の混合溶液に

対して二相分離法を行ったところ、LPS は界面活性剤相へタンパク質は水相へ

それぞれ分離することを明らかにして、二相分離法がタンパク質溶液から LPS

を除去する方法として応用できると結論付けている。しかし、界面活性剤相に

LPS 以外の物質（核酸やタンパク質）が含まれるかどうかの詳しい記述はなか

った。そこで本研究では、界面活性剤相に効率よく LPS が回収できかつ核酸や

タンパク質などの不純物は界面活性剤相に含まれない条件を吟味し、他の精製

法と比較して二相分離法が LPS の精製に適用できるかどうか検討した。その結

果、LPS を界面活性剤相に回収するためには、二相分離法前に抽出 LPS を溶解

する水溶液の pH値が 5.5以下であることや二価陽イオンが存在しないことが重

要であることが判明した。水溶液の pH値が高い場合や高濃度の二価陽イオンが

存在する場合は水相からも LPSが検出された。さらに他の LPS精製法との LPS
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の回収率や精製率の比較では、二相分離法による LPSの精製は既存の LPS精製

法と同等の能力を示し、簡便で迅速な方法として有用であることが示された。 

第２章では二相分離法を用いることで高次構造が異なる LPS を分離できる可

能性について検討した。LPS の表面はリン酸基によって負に荷電して、二価陽

イオンとイオン結合する。このような二価陽イオンと結合した LPS は高次構造

が強化されて界面活性剤による解離に対して抵抗を示す。さらに二価陽イオン

が結合した LPS はそうでない LPS とは病原性が異なるという報告がある。LPS

に二価陽イオンが結合できるかどうかはリン酸基の構造に影響するため、リン

酸基が修飾されている場合は二価陽イオンと結合しにくく、その結果 LPS 自体

の病原性が変化する可能性がある第 1 章では特定濃度の二価陽イオン存在下で

は LPSが水相に存在した。これは水相の LPSが界面活性剤による解離に抵抗性

を示したためと考えられ、構造的に二価陽イオンで強化されていると推察され

る。このことから二価陽イオンが存在する条件で二相分離法を行うと、二価陽

イオンで強化された LPSとそうでない LPSを分離することが可能であるという

仮説を立てた。この仮説に基づいて歯周病原細菌である Aggrgatibacter 

actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans)に対して二相分離法を行い、二

価陽イオン存在下で Triton X-114に抵抗を示す水相の LPSが存在するのか、さ

らに水相の LPSの A. actinomycetemcomitansの株間での分布を培養時間毎に調べ

た。その結果、すべての株で両相の LPSが検出され、水相 LPSの検出には試適

濃度の二価陽イオンが必要であることが判明し、さらに株間で培養初期での検

出の有無に違いがありそれは血清型依存的であった。この結果 A. 

actinomycetemcomitans が構造の異なる二種類の LPS を産生している可能性が示

唆され、本研究は二相分離法が異なる高次構造をもつ LPS を分離する方法とな

ることを証明する研究の基礎となりうる可能性が示された。 
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第 1章：二相分離法を応用した簡便かつ迅速な LPSの精製 

 

1－1：序論 

 

LPS は両親媒性のリポ多糖でグラム陰性菌の外膜の主要な構成成分である

（36）。この分子は、親水性の多糖部分とリピド A とよばれる疎水性の脂質部

分からなり、多糖部分は血清学的抗原特異性を有する O 抗原多糖とコア多糖か

ら な り 、 コ ア 多 糖 部 分 は 2 ‐ ケ ト ‐ 3 ‐ デ オ キ シ オ ク ト ン 酸

（3-deoxy-D-manno-octulosonic acid；KDO）という LPSに特異的な酸性糖を介し

てリピド A部分と結合している（69）。LPSは toll-like receptorを介してマクロ

ファージに作用し腫瘍壊死因子やインターロイキンなど種々の炎症性サイトカ

インの分泌を促進する作用を持つ（33, 36, 68）。サイトカインの産生は細菌を

除去するための生体防御反応として行われるが、過剰になった場合は毒性が発

現しショック状態に陥る（エンドトキシンショック）。他にも汎発性血管内凝

固症候群、さらには多臓器不全といった極めて致死性の高い諸疾患を引き起こ

すことが知られている。このように LPS は広範囲に及ぶ病原性をもつ物質であ

り、その構造や作用の究明のためにはまず個々の菌が産生する LPS を精製する

必要がある。 

現在多くの研究室では、1965 年に Westphal が発表した温水フェノール法で

LPSの抽出が行われている（10, 12, 21, 46, 49, 66, 68）。しかしながらこの方法

で得られた LPS 抽出物は、タンパク質や核酸などの菌体由来の不純物が多く含

まれるため、超遠心(18)、核酸分解酵素、タンパク質分解酵素などの各種分解酵

素（ 25, 42）および疎水性クロマトグラフィー（ hydrophobic interaction 
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chromatography；HIC）（34）などを用いて不純物を除去する精製工程が必要に

なる。超遠心で精製された場合は、回収率や精製率が低いという問題点があり、

分解酵素を用いた方法は分解酵素自体が不純物として残るためにさらなる精製

が必要になるという問題点がある。HIC では高い回収率と精製率の LPS が得ら

れるが、精製に 12時間以上もの時間を要する。そこで本研究では、このような

問題点を解消する新たな LPSの精製法の開発を試みた。 

LPS は水溶液中では、疎水性のリピド A 部分を内側に向けたミセルなど膜状

の高次構造を構成する。ドデシル硫酸ナトリウム（sodium dodecyl sulfate；SDS）

やデオキシコール酸ナトリウム、Triton X類などの界面活性剤は、LPSの高次構

造を解離させる作用があり、LPS が含まれる混合物から LPS を分離することが

できる（32, 49）。なかでも非イオン性の界面活性剤である Triton X-114を用い

た二相分離法は、タンパク質などの生体分子から LPS を除去する目的で利用さ

れている（1, 5, 41, 64）。Triton X-114はある特定の温度（曇点；20℃）以上で

は界面活性剤のミセルの会合数が大きくなり、界面活性剤が水から分離して新

しい層（界面活性剤相）を形成する性質がある。Triton X-114にタンパク質など

の不純物と LPSを含む溶液を添加すると、Triton X-114が LPSの会合を解離さ

せる。LPSのモノマーはリピド A部分のアシル基と Triton X-114との間に疎水

性相互作用を形成し混合ミセルを形成する。さらに曇点以上に温度を上げると、

界面活性剤が水から分離し、遠心分離を経てサンプルチューブ中に二つの層を

形成する。この下層を界面活性剤相、上層を水相とよぶ。LPS は水相から界面

活性剤相へ移動し、タンパク質などの不純物は水相に残る。Aidaら（1）は、微

量なタンパク質から LPSを除去する目的で二相分離法を利用している。Aidaら

は二相分離法により、界面活性剤相にほぼ 100％の LPSを集めることが可能で、

水相には LPS を含まないタンパク質溶液を得られたと述べている。そして、こ
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の方法は手順が簡素で時間がかからず特別な試薬や器械を必要としないという

利点も挙げられる。 

このように、LPS の除去に関して二相分離法の水相に関する研究はあるが、

界面活性剤相に LPS 以外の物質（核酸、タンパク質など）が含まれるのかどう

かという研究はなされていない。以上のことから本研究の目的は、簡便かつ迅

速な LPS 精製法として二相分離法の界面活性剤相を利用できるか評価すること

とした。まず最初に、界面活性剤相への LPSの回収率を高める条件を検討した。

その後、二相分離法による LPS回収率と精製率を既存の LPS精製法である超遠

心法や HIC法と比較した。 
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1－2：材料と方法 

 

1. 供試菌 

本研究で用いた供試菌は Escherichia coli （E. coli） DH5α株で、九州大学大

学院歯学研究院口腔機能修復学講座歯周病学分野にて保存されていたものを使

用した。培地には modified trypticase soy broth （mTSB） agar（3% trypticase soy 

broth、0.3% yeast extract、5% heat-inactivated horse serum、1.5% agar）、あるいは

mTSB broth（3% trypticase soy broth、0.3% yeast extract）を用いて（67）、好気的

条件下、37℃で対数増殖期後期まで培養した。培養液は、遠心分離（4℃、6,700

×g、10分)後、生理食塩水で 2回洗浄して凍結乾燥し、乾燥菌体を回収した。 

 

2. 粗製 LPSの抽出 

粗製 LPS の抽出は温水フェノール法で行った（68）。乾燥菌体（10 g）を脱

イオン水 175 mlに懸濁し、68℃で撹拌した。次に予め 68℃に加熱した 90％フ

ェノール 175 mlを激しく撹拌しながら加え 15分間撹拌した。懸濁液を氷冷後

遠心（4℃、5,000×g、40分）して、上層（水相）および下層（フェノール相）

に分離した。上層を別な容器に移し、下層には新たに脱イオン水を 175 ml加え

て 68℃で 15分間撹拌し遠心した（4℃、5,000×g、40分）。この上層は前に得

られた上層とともに脱イオン水に対して透析を行ってフェノールを除去した。

透析はフェノール臭が消えるまで、3 lの脱イオン水を 1日に５回交換しながら

72時間行った。透析内液を凍結乾燥し、粗製 LPSを得た。 

 

3. 二相分離法による LPSの精製 

二相分離法は Aidaら（1）の方法に従って行った。Triton X-114（Sigma Chemical 
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Co., St. Louis, MO）が 1％ (v/v)となるように粗製 LPS溶液を混合した。サンプ

ルチューブを 5 分間氷冷した後、激しく撹拌した。37℃で 5 分間静置し、遠心

（37℃、20,000×g、1 分）にて上層（水相）および下層（界面活性剤相）に分

離した。水相は新しいチューブに移し、残存した界面活性剤相にはその 7 倍量

の脱イオン水を加えて混合した。その後のエタノール沈殿では、水相および希

釈された界面活性剤相に対してそれぞれ 1/5倍量の 5 M NaClと 2倍量の 95%エ

タノールを加え撹拌、-20℃にて１時間冷却後、遠心（4℃、20,000×g、15 分）

した。得られた沈殿物はドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気

泳動（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis；SDS-PAGE）に対

しては 100 µl 脱イオン水、そして LPS、RNAおよびタンパク質の定量に対して

は 1 ml 脱イオン水に溶解した。 

 

4. 超遠心法による LPSの精製 

粗製 LPS 10 mgを 10 ml 脱イオン水に溶解し、超遠心を行った（4℃、100,000

×g、4時間）（34）。得られた沈殿物は 1 ml 脱イオン水に溶解した。 

 

5. 疎水性クロマトグラフィー法による LPSの精製 

粗製 LPS 10 mg を 1 ml 脱イオン水に溶解し、疎水性クロマトグラフィー

（Macro-Prep t-Butyl HIC ）（Bio-rad, Hercules, CA）を行った（34）。12×1 cm I.D.

サイズのカラムを使用した。1 ml 粗製 LPS溶液（10 mg/ml）をカラムに流した

後、酢酸ナトリウム緩衝液とイソプロパノール（50：50（v/v））のリニアグラ

ジエント溶出で溶出した。LPS 画分は、SDS-PAGE および銀染色を用いて確認

した後、脱イオン水に対する透析および凍結乾燥を行った。得られた精製 LPS

は 1 ml 脱イオン水に溶解した。 
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6. 粗製 LPSの溶解処理 

抽出後の粗製 LPS を二相分離法に適用するために、以下 5 通りの溶解処理を

行った。 

（ⅰ）粗製 LPS溶液の pH値がその後の二相分離法における LPSの界面活性剤

相への回収率に影響を及ぼすかを検討するため、粗製 LPS 1 mg を pHの異なる

緩衝液 1 mlに溶解した後、二相分離法を行った。使用した緩衝液の種類を表 1

に示す。 

 

表 1．使用した緩衝液の種類および pH値 

緩衝液の種類 pH 

10 mM  酢酸ナトリウム緩衝液 3.5,  4.5,  5.5 

10 mM  Bis-Tris緩衝液 5.5,  6.5,  7.5 

10 mM  Tris-HCl緩衝液 7.5 

 

（ⅱ）粗製 LPS溶液中の陽イオンがその後の二相分離法における LPSの界面活

性剤相への回収率に影響を及ぼすかを検討するため、粗製 LPS 1 mg をエチレン

ジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid；EDTA）の添加の有無が異なる

2種類の緩衝液 1  mlに溶解した後、二相分離法を行った。使用した緩衝液の種

類を表 2に示す。 
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表 2．使用した緩衝液の種類および EDTA添加の有無 

緩衝液の種類 10 mM EDTA 

10 mM  Bis-Tris緩衝液  (pH 7.5) － 

10 mM  Tris-HCl緩衝液 (pH 7.5) － 

10 mM  Bis-Tris緩衝液  (pH 7.5) ＋ 

10 mM  Tris-HCl緩衝液 (pH 7.5) ＋ 

 

（ⅲ）粗製 LPS溶液中の二価陽イオンが、その後の二相分離法における LPSの

界面活性剤相への回収率に影響を及ぼすかを検討するため、粗製 LPS 1 mg を

種々の塩を添加した 10 mM  酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 4.5) 1 mlに溶解した

後、二相分離法を行った。使用した塩の種類を表 3に示す。 

 

表 3．添加した塩の種類および濃度 

添加した塩の種類 濃度（mM） 

NaCl 1, 10, 100 

KCl 1, 10, 100 

MgCl2 0.1, 1, 10  

CaCl2 0.01, 0.1, 1 

 

（ⅳ）二相分離法における LPS の界面活性剤相への回収量の限界を検討するた

め、粗製 LPS 0 ~ 500 mgを 10 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）1  mlに

溶解し、二相分離法を行った。 
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（ⅴ）二相分離法による LPS回収率と精製率を既存の LPS精製法である超遠心

法や HIC法と比較した。粗製 LPS 10 mg を 10 mM  酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 

4.5) 10 mlに溶解して二相分離法を行った後の界面活性剤相から LPSを回収し、

KDO、RNAおよびタンパク質量を測定した。 

 

7. LPSの検出および定量 

LPSの検出は 12.5%の分離ゲルを用いた SDS-PAGEおよび銀染色にて行った。

（65）。LPSの定量はチオバルビツール酸法にて KDOを計量して行った（38）。 

 

8. タンパク質および RNA濃度の計測 

タンパク質濃度の測定は、Bradford法で行った（6）。Protein Assay Dye Regent 

Concentrate（Bio-Rad，Hercules，CA）を使用し、吸光度 595 nmで測定した。ウ

シ血清アルブミン（bovine serum albumin; BSA）（Bio-Rad，Hercules，CA）を標

準タンパク質として使用した。RNA 濃度は、紫外線吸光度 260 nm で測定した

（66）。 

 

9. 統計解析 

各精製法によって得られた精製 LPSに含まれる KDO、RNAおよびタンパク

質回収率の比較は、スチューデントの t－検定によって統計学的有意差の有

無を検定した。
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1－3：結果 

 

１．粗製 LPS溶液の pH値が界面活性剤相への LPS回収に及ぼす影響 

LPS を界面活性剤相へ高率に回収する条件を決定するために、粗製 LPS を溶

解する水溶液の pH値を検討した。粗製 LPS 1 mgを pH 3.5から 7.5の緩衝液に

溶解させて二相分離法を行い、LPS が水相に残らず界面活性剤相に回収できる

pH値の条件を調べた。LPSの検出は SDS-PAGEおよび銀染色で行った。 

結果を図 1に示す。すべての界面活性剤相のサンプルには、pH値に関係なく

LPSを表すバンドが強く見られた（図 1, lanes 1-7）。水相のサンプルでは、粗製

LPSを溶解した緩衝液の pH値によって LPSの検出の有無に違いが見られた。pH 

5.5以下の酸性条件では、水相に LPSのバンドは認められなかった（図 1, lanes 

8-11）。しかし、pH 6.5－7.5の中性から塩基性のサンプルでは水相に LPSのバ

ンドが認められた（図 1, lanes 12-14）。これらの水相で確認された LPSのバン

ドにおいて pH値が関与し緩衝液の種類に関係がないことは、異なる種類の緩衝

液で同じ結果が得られたことで確認できた。つまり pH 5.5で水相に LPSが存在

しないことは、酢酸ナトリウム緩衝液および Bis-Tris 緩衝液で認められた（図

1, lane 10, 11）。また pH 7.5で水相に LPSが存在することは、Bis-Tris緩衝液お

よび Tris 緩衝液でみられた（図 1, lane 13, 14）。これらの結果は、粗製 LPS溶

液の pH 値が二相分離法における LPS の挙動に大きく影響することを示した。

つまり LPSを溶解する水溶液の pH値が酸性であることが、LPSを水相に残すこ

となく界面活性剤相に回収するために必要な条件であることを意味する。 

また、0 ~ 500 mg の様々な量の粗製 LPSを pH 4.5の酢酸ナトリウム緩衝液 1 

ml にそれぞれ溶解して、LPS の界面活性剤相への回収許容量を調べた。その結

果、粗製 LPS 5 mg/mlまでは水相に LPSが検出されなかったが、10 mg/ml以上
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では水相に LPSが残存していた（図２）。従って、1 mg/mlの粗製 LPS溶液は

二相分離法により十分に回収できると考え、この濃度を以降の実験で適用した。 
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図 1．粗製 LPS溶液の pH値が LPSの水相への残存に及ぼす影響 

粗製 LPSを、10 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 3.5、4.5、および 5.5）、10 mM 

Bis-Tris 緩衝液（pH 5.5、6.5、および 7.5）、10 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.5）

に溶解して 1 mg/mlとした。これらの LPS溶液を二相分離法により処理し、界

面活性剤相及び水相に含まれる LPSを SDS-PAGE後に銀染色で検出した。 
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図 2．粗製 LPS濃度と LPSの水相への残存 

5、10 mgの粗製 LPSを 1 ml 10 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に溶解し

て二相分離法を行った。水相に含まれる LPSを SDS-PAGE後に銀染色で検出し

た。 
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２．粗製 LPS溶液中の二価陽イオンが界面活性剤相への LPS回収に及ぼす影響 

LPS を界面活性剤相へ高率に回収するさらなる条件を決定するために、粗製

LPS溶液中の陽イオンの影響を調べた。粗製 LPS 1 mgを 10 mM EDTAを添加し

た 10 mM Bis-Tris緩衝液（pH 7.5）および 10 mM Tris緩衝液（pH 7.5）に溶解し、

二相分離法を行った。EDTAを添加しなかったサンプルをコントロールとした。

界面活性剤相および水相に含まれる LPSを SDS-PAGEおよび銀染色で検出した。 

結果を図 3 に示す。すべてのサンプルの界面活性剤相では、LPS のバンドが

認められた（図 3, lanes 1-4）。水相において、コントロールの 2種のサンプルは

ともに LPSのバンドが認められた（図 3, lanes 5, 6）。これは図 1の lane 13と

14 の結果と一致する。しかしながら、EDTA を添加したサンプルでは緩衝液の

種類に関係なく LPSのバンドが認められなかった（図 3, lanes 7, 8）。この結果

は、弱塩基性条件でも陽イオンを除去すると水相に LPS が残らないことを意味

する。このことから、粗製 LPS 溶液中の陽イオンが過多に存在することによっ

て LPSが水相に留まる可能性が示唆された。 

さらに二価陽イオンの二相分離法に対する影響を調べるために、NaCl、KCl、

MgCl2および CaCl2を添加した 10 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）1 mlに

粗製 LPS 1 mgを溶解して、二相分離法を行った。コントロールとして、塩を添

加していないサンプルを用いた。 

二相分離法後の水相の結果を図 4に示す。コントロールでは水相から LPS は

検出されなかった（図４, lane 1）。しかし、MgCl2および CaCl2を添加したサン

プルでは、一定濃度以上では水相に LPS が残ることが確認された（図４, lanes 

8-13）。一方、NaClおよび KCl を添加したサンプルは、塩濃度が高いサンプル

においても水相から LPSは検出されなかった（図４, lanes 2-7）。このことから

弱酸性条件下でも二価の陽イオンの量が多い場合は、LPS が水相に残存するこ
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とが確認され、界面活性剤相への LPSの回収率が減ることが示唆された。



17 
 

 

 

図 3．粗製 LPS溶液への EDTA添加が LPSの水相への残存に及ぼす影響 

粗製 LPSを 10 mM EDTAを含むあるいは含まない 10 mM Bis-Tris緩衝液（pH 

7.5）および 10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.5）に溶解して 1 mg/mlとしたサンプ

ルに二相分離法を行った。界面活性剤相および水相に含まれるLPSはSDS-PAGE

後に銀染色で検出した。 
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図 4．二価陽イオン添加が LPSの水相への残存に及ぼす影響 

粗製 LPS 1 mgをさまざまな濃度の NaCl、KCl、MgCl2、および CaCl2を含む

10 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に溶解して 1 mg/mlとし、二相分離法を

行った。水相に含まれる LPSを SDS-PAGE後に銀染色で検出した。C; 粗製 LPS

を塩を添加していない 10 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.5）に溶解して二相

分離法を行い、得られた水相をコントロールとした。 
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３．他の LPS精製法との比較 

二相分離法を用いて界面活性剤相から精製した LPS を、回収率と精製率に関

して超遠心法および HIC法で精製した LPSと比較した。二相分離法に適用する

サンプルとして、粗製 LPS 10 mgを 10 mM  酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 4.5) 10 

mlに溶解した。また、超遠心法に適用するサンプルとして粗製 LPS 10 mgを脱

イオン水 10 mlに溶解し、HIC法に適用するサンプルとして粗製 LPS 10 mgを脱

イオン水 1 mlに溶解した。そして、精製後の各 LPSサンプルに含まれる KDO、

RNAおよびタンパク質の量を測定し、粗製 LPSに含まれる KDO、RNAおよび

タンパク質の量に対するそれぞれの割合を求めた。KDOは LPSのコアの構成糖

のひとつであり、KDOを測定することによって LPS量の変化を評価した。 

その結果を表４に示す。温水フェノール法で抽出した粗製 LPS 10 mg（乾燥重

量）中の各成分は KDO 0.56 mg、RNA 7.48 mg、タンパク質 0.12 mgであった。

これら精製前の値と比較して、KDO の回収率は超遠心法が 28.6%で最も高く、

続いて二相分離法の 23.2%、HIC 法の 12.5%の順であったが有意差は無かった。

RNAの回収率は超遠心法が優位に多く、タンパク質の回収率は HIC法が優位に

少なかった。しかし、KDOの値を 10 mgに統一して換算すると、二相分離法後

の LPSサンプルには 4.62 mgの RNAおよび 1.62 mgのタンパク質が含まれるこ

とになる。同様に換算すると、超遠心法後の LPSサンプルには 6.88 mgの RNA

および 1.50 mgのタンパク質が含まれることになり、HIC後の LPSサンプルに

は 7.14 mgの RNAおよび 0.57 mgのタンパク質が含まれることになる。この結

果、二相分離法の RNA回収率は HIC法より有位に少なく、またタンパク質回収

量は三法間で有意差は認められなかった。したがって、二相分離法は他の精製

法と比較してほぼ同等に LPS以外の成分を除去できたといえる。 
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表 4. 二相分離法と他の LPS精製法との比較 

*Student’s t test P value <0.01 

 

a 精製前の重量は温水フェノール法で抽出した粗製 LPS 10 mg中の各成分の重

量である。 

b 収量は各精製法施行後の回収量の平均値を表す。 

c 回収率は精製前の重量に対する精製後の収量の割合を表す。 

d二相分離法で精製したサンプルの回収率との有意差を示す。 

 

精製前

の重量 

(mg)a 

LPS精製法 

二相分離法 

（n=5） 

超遠心法 

（n=3） 

HIC法 

（n=3） 

収量 

(mg)b 

回収率

(%)c 

±SD 

収量 

(mg)b 

 

回収率

(%)c 

±SD 

収量 

(mg)b 

回収率

(%)c 

±SD 

KDO 0.56 0.13 
23.2 
±11.1

0.16 
28.6 
±6.5 

0.07 
12.5 
±2.7 

RNA 7.48 0.06 
0.8 
±0.2 

0.11 
1.5*d 
±0.5 

0.05 
0.7 
±0.01

タンパク

質 
0.12 0.02 

18.1 
±8.4 

0.02 
20.7 
±19.1

0.00 
3.4*d 
±1.0 
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1－4：考察 

 

両親媒性の分子である LPSは critical aggregation concentration（CAC）以上の

濃度ではリピド A のアシル基の疎水性相互作用によって水溶液中で自己凝集し、

バイレイヤーやミセルなどの高次構造を形成する（3, 7, 15, 16, 40）。この濃度

未満では、LPS はモノマーとして存在する。このような疎水性相互作用によっ

て形成される LPS の高次構造は、界面活性剤が存在すると解離され、界面活性

剤を除去すると LPSは再び凝集する（11, 31, 48, 50, 55）。このことから疎水性

相互作用は LPS の高次構造形態に重要である。本実験では、充分な濃度の粗製

LPS を使用しており、水溶液中に溶解した LPS は自己凝集していると考えられ

る。二相分離法では、非イオン性の界面活性剤である Triton X-114が LPS分子

同士の会合を解離させ、リピド Aのアシル基と Triton X-114のアルキル基との

間の疎水性相互作用により混合ミセルを形成し、LPSは Triton X-114分子ととも

に水相から分離して界面活性剤相へ、親水性の菌体成分（核酸, タンパク質, 多

糖など）は水相にとどまることになる。 

しかし本実験では、粗製 LPSを溶解する水溶液が pH 6.5以上の場合（図 1）

や一定濃度以上の二価陽イオンを添加した場合（図 4）に、水相にも LPS が認

められた。これは水溶液中の LPSの高次構造が LPS分子の化学構造（リン酸基

の数や側鎖の形態）や周囲の環境（温度、pH、無機イオンの存在）によって変

化する（9, 17, 57）ということと関係があると考えられる。LPSの表面はリン酸

基によって負に荷電している。Coughlinら（9）によると、会合状態の LPSのリ

ン酸基の酸解離定数 pKa は二つあり、一つ目のプロトンが解離するときの pKa

は 1.0～3.5、二つ目のプロトンが解離するときの pKaは 6.0～9.5の範囲に存在す

る。この反応を化学式で表すと下式のようになる。 
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R-O-PO3 = H+ + R-O-PO3
-  (pKa = 1.0~3.5) …⑴ 

R-O-PO3
- = H+ + R-O-PO3

2-  (pKa = 6.0~9.5) …⑵ 

⑴のとき酸解離定数は次のように表され、 

Ka = [H+][ R-O-PO3
-]／[R-O-PO3] 

対数をとると 

pKa = －log Ka 

pKa = －log([H+][ R-O-PO3
-]／[R-O-PO3]) 

となり、pKaと pHは以下の式で表せる。 

pKa = pH－log([ R-O-PO3
-]／[R-O-PO3]) …⑶ 

同様に⑵のとき、pKaと pHは以下の式で表せる。 

pKa = pH－log([ R-O-PO3
2-]／[R-O-PO3

-]) …⑷ 

⑷より、pH=6.5以上では pKa = 6.0~9.5の範囲のいずれでもリン酸基は解離して

おり、また pH が高いほうが解離しているリン酸基の数がより多いことになる。

一方、酸性領域では解離しているリン酸基の数が少なくなる。負電荷のリン酸

基は水溶液中の陽イオンとイオン結合するため、解離しているリン酸基の数が

多いとそれだけイオン結合数は多くなる。特に二価陽イオンとのイオン結合で

は、二価陽イオンが隣り合う 2つの LPSを架橋するため LPS同士の会合が強化

される（9）。これらのことから、pH 6.5以上の中性から塩基性の水溶液では LPS

の会合が二価陽イオンによって強化され Triton X-114 による解離作用に抵抗し

て LPSが水相にとどまったと推察される。図 3でこの水相の LPSに EDTAを添

加して陽イオンを除去するとLPSが水相に残らなくなったことから、水相のLPS

は二価陽イオンを失った結果、LPS 同士の会合が疎水性相互作用のみの弱い結

合になって Triton X-114に解離されやすくなったと考えられる。これは Ca2＋や

Mg2＋を除去すると LPSの高分子が界面活性剤に解離されやすくなったという過
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去の報告と一致する（11, 60）。一方、酸性水溶液中の LPSは解離しているリン

酸基の数が少ないため、塩基性水溶液中の LPS よりもイオン結合の数が少なく

界面活性剤で容易に解離されると考えられ、その結果ほとんど全ての LPS が界

面活性剤相に回収できたと推察される。しかし、酸性条件で水相に LPS が存在

しない場合においても、二価陽イオンを添加すると水相に LPS が検出されるよ

うになった（図 4, lane 9, 10, 13）。一価の陽イオンの添加では水相の LPSは検出

されなかった（図 4, lane 2-7）ことから、陽イオンの中でも二価の陽イオンが存

在すると界面活性剤相への LPS の回収が阻害されると考えられる。以上のこと

から、二相分離法で LPSを界面活性剤相に回収する際には、粗製 LPSを溶解す

る水溶液の pH値や二価陽イオン濃度の影響を受けることが判明した。 

表４において、二相分離法は超遠心法や HIC法とほぼ同等の LPS精製能力を

示した。しかし、Muck ら（34）の報告によると HIC 法は LPS の精製法として

極めて優れており、LPS の回収率は 95％、精製率は 99％で RNA の残存率は測

定限界未満であり、我々が行った HIC 法の結果は Muck らの結果と一致しなか

った。本実験で抽出した粗製 LPS は約 70％の RNA 量を含んでいた。Westphal

ら（68）の行った温水フェノール法でも粗製 LPSには 50-60％の RNAと 40-50％

の LPS を含むという報告があり、本研究での粗製 LPS の結果とほぼ一致する。

故に、本研究で行った温水フェノール法による粗製 LPSの抽出は問題なく、HIC

法の実施過程の中で何らかの要素が LPS の低い回収率や精製率に影響したと考

えられる。HIC法の担体に関しては、Octyl Sepharose を用いた場合は LPSの回

収率や精製率が劣るため、Muckらは Butyl Sepharoseを用いていた（14, 34）。

彼らの考察では、担体の疎水性や ligand densityが HIC法の性能に影響すると述

べている。さらに LPS の疎水性の程度はアシル基の数や糖鎖の長さによって決

まるため株間で異なる。これらのことから、本実験で用いた Macro-Prep t-Butyl 
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HICは E. coli DH5α株由来の LPSには適切ではなかったと考えられる。HIC法

の LPS の精製能は高いと報告されているが、使用する菌株ごとに適切な担体を

選択するためのパイロットスタディが必要であると考えられる。さらに HIC 法

では、溶出後の LPS サンプルに対して透析と凍結乾燥処理が必要で、本研究で

はその処理に約２日を要した。過去の報告では HIC法の全過程に要する時間が、

透析と凍結乾燥処理を含めても 12時間とされている（34）。高性能な装置を用

いることができれば作業時間を短縮できたかもしれない。しかし、透析および

凍結乾燥処理以外にも、どの溶出画分に LPS が含まれるかを確認するために、

リムルス反応検査、KDO 測定、もしくは SDS-PAGE などの作業が必要になる。

さらに HIC 法と超遠心法はフラクションコレクターや凍結乾燥機、そして超遠

心機などの高価な機器が必要となる。一方、二相分離法に必要な機器は、イン

キュベーター、小型遠心分離機、製氷機などの実験室に通常供えられているも

のであり、全作業時間も 2 時間である。また、二相分離法の特長として、操作

が簡便で高価な試薬や酵素が必要でないことも挙げられるため、多種類の粗製

LPS サンプルに対しても処理可能である。これらのことから二相分離法は他の

精製法より簡便かつ迅速、さらに安価な LPS の精製法として有用であることが

示唆された。 
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第 2章：二相分離法を応用した A. actinomycetemcomitans LPSの高次

構造形成能の違いによる分類 

 

2－1：序論 

 

第 1章では非イオン性界面活性剤である Triton X-114と E. coli由来の LPSを

用いて、界面活性剤相に LPSを回収する二相分離法について検討した。しかし、

既に示されたように、二価陽イオンの存在下では水相に残存する LPS が確認さ

れた。過去の報告によると、LPS は水溶液中でアシル基の疎水性相互作用によ

って自己凝集し、さらに二価陽イオンの存在下では LPS 表面の負電荷と二価陽

イオンが架橋し合って強固な高次構造を形成する（41）。LPS の高次構造は界

面活性剤や EDTAによって解離される（41）が、二価陽イオンで強化された LPS

は界面活性剤による解離に対して抵抗を示したという報告がある（11, 52）。本

研究で使用した Triton X-114も LPSの高次構造を解離させる作用がある（41）

が、水相の LPS はこの解離作用を受けずに水相にとどまったと考えられる（図

４）。つまり、水相の LPS は二価陽イオンと結合して強化された高次構造をと

ったためと推察される。 

LPS 分子のコア多糖領域あるいはリピド A に存在するリン酸基は負に荷電し

ており、二価陽イオンとのイオン結合により高次構造の強化に貢献していると

考えられる。LPS のリン酸基はホスホエタノールアミンやアミノアラビノース

によって修飾され（41）、負の荷電を減弱あるいは消失する可能性がある。そ

して、サルモネラ菌では様々な生育環境（低 pH (29)、低Mg2+濃度 (13)など）に

応じて LPSのリン酸基修飾を制御する遺伝子（cptA, pmrC, pmrEなど）が活性化
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され、抗菌ペプチドに対する抵抗性を高めている（19, 63）。従って、本研究に

おいて二価陽イオン存在下で二相分離法の水相に残存した LPS は、負に荷電し

たリン酸基を持つ LPS が二価陽イオンにより強化された高次構造を形成し、

Triton X-114による解離に対して抵抗性を示した可能性がある。一方、界面活性

剤相へ移行した LPS はリン酸基が修飾されて負の荷電を失った LPS のため、

Triton X-114による解離を受けた可能性がある。二価陽イオンにより強化された

高次構造 LPSと二価陽イオンを含まない高次構造 LPSとでは病原性が異なると

いう報告がある（17，59）。二相分離法は二価陽イオンとイオン結合する LPS

群とそうでない LPS 群を分離できる可能性があり、高次構造の特性により病原

性が異なる LPS 群を分離する手法として有用となる可能性がある。しかし、二

相分離法で水相と界面活性剤相に分離された LPS群は、その両者の間で LPS分

子の化学構造が異なるものなのかは未だ確認されていない。 

A. actinomycetemcomitans はグラム陰性通性嫌気性桿菌で、歯周炎患者の口腔

内より分離同定される歯周病原菌のひとつである。特に侵襲性歯周炎の原因菌

であると考えられている（70）。近年、本菌種と細菌性心内膜炎や動脈疾患な

どの全身疾患との関連が報告されている（20, 43-45）。A. actinomycetemcomitans

の LPSに関しては、a-g型の 7種の血清型が報告されている。Lakioら（28）は

精製された A. actinomycetemcomitansの LPSの病原性が、同じ血清型内でも株間

で異なると報告している。LPSの病原性の本体はリピド Aであり、リピド Aの

構造は菌種間で異なるが同菌種間での差異は少ないと言われている（28）。A. 

actinomycetemcomitans においても、株間でのリピド A の化学構造は共通してい

ると報告されている（8, 24, 30, 45）。これらの所見から、Lakio らによる A. 

actinomycetemcomitans LPSの株間での病原性の違いは、リピド Aの構造の違い

とは別の原因の結果生じたと考えられる。そこで我々は、各株が産生する LPS
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の高次構造の強度の違いが病原性の相違に影響したのではないかと仮説を立て

た。そしてこの仮説を立証するために二相分離法を利用できると考え、第２章

にて基礎的実験を実施した。まず、 E. coli 由来 LPS と同様に A. 

actinomycetemcomitans由来のLPSが二価陽イオン存在下でTriton X-114に抵抗性

を示す LPSを水相に検出できるのかを確認した。さらに、水相に検出される LPS

が A. actinomycetemcomitansの中でどのように分布しているかを、各培養時間の

間あるいは各株の間で比較した。 
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2－2：材料と方法 

 

１． 供試菌 

本研究で用いた A. actinomycetemcomitans 計 16 株を表５に示す。各株は南カリ

フォルニア大学 Dr. Casey Chenより恵与された。使用した培地は、mTSB agar（3% 

trypticase soy broth、0.3% yeast extract、5% heat-inactivated horse serum、1.5% agar）

である（67）。各株の培養において、mTSB agar で 1次培養したものから直径 3 

mmの白金耳の 1／3程度の菌体を採取し、コンラージ棒を用いて 2次培養用の

プレート全体に播種した。培養は 5% CO2条件下にて 37℃、7時間から 6日間行

った。各培養時間毎に mTSB agar 表層に一様な菌層が存在するのを確認した後、

菌層を回収した。菌層の回収量は培養時間毎に 1／2プレート量とし、そのうち、

3／8プレート分は LPS extraction kitに付属の Lysis buffer 1 mlに懸濁して LPS抽

出に用い、1／8プレートは面積を二等分してそれぞれ 1 mlの生理食塩水に懸濁

して吸光度 590 nmで菌体濃度を測定した。
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表５ 使用菌株および血清型 

  株 血清型 特性 

ATCC29523 a 研究室保存株 

D7S a 臨床分離株 

D17S-1 a 臨床分離株 

D17P-1 a 臨床分離株 

JP2 b 研究室保存株 

Y4 b 研究室保存株 

D9S-1 b 臨床分離株 

D10P-1 b 臨床分離株 

D28S-1 b 臨床分離株 

D41S-1 b 臨床分離株 

D3P-1 c 臨床分離株 

D11S-1 c 臨床分離株 

D15S-1 c 臨床分離株 

D37P-1 c 臨床分離株 

D11P-1 f 臨床分離株 

D18P-1 f 臨床分離株 
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２． 粗製 LPSの抽出 

粗製 LPSの抽出は、LPS extraction kit （iNtRON Biotechnology, Seoul, Korea）

を用いてプロトコールに従って行った。得られた粗製 LPSは 10 mM Tris-HCl緩

衝液（pH 8.0）1 mlもしくは脱イオン水 1 mlに溶解した。 

 

３． 粗製 LPSの処理および二相分離法 

二相分離法における水相への LPS の残存に対する陽イオンの影響を調べるた

めに、以下の実験を行った。脱イオン水 1 mlに溶解した粗製 LPSサンプルを、

脱イオン水に対して 30 分間透析を行い、続けて表６に示した塩溶液に対して 1

時間透析を行った（MWCO=3,000）。その後、第 1 章の材料および方法と同様

に二相分離法を行い、界面活性剤相および水相をそれぞれ回収してエタノール

沈殿を行った。得られた沈殿物は、100 µl脱イオン水に溶解した。 

 

表６．使用した透析溶液の種類 

透析溶液の塩の種類 濃度（mM） 

NaCl 10-3,  10-2,  10-1,  1,  10 

KCl 10-3,  10-2,  10-1,  1,  10 

MgCl2 0.5,  1,  5,  10,  50 

CaCl2 0.5,  1,  5,  10,  50 

 

４． LPSの検出 

LPSの検出は 4–20% ポリアクリルアミドゲル（Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA）を用いて SDS-PAGEおよび銀染色を行った（65）。 
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 2－3：結果 

 

１．培養時間と水相 LPSの検出 

A. actinomycetemcomitansの培養時間の中で、二相分離法後の水相 LPSの検出

がどのように変化するかを調べた。まず、ATCC29523株を 6日目まで培養し、

増殖過程を調べた。ATCC29523株の増殖曲線を図 5に示す。使用したATCC29523

株は、培養開始から 1日目までが対数増殖期、1日目から 2日目が定常期、2日

目以降は死滅期であった。次に、ATCC29523株を 7, 14時間, 1, 2, 3および 6日

間培養して粗製LPS抽出した。それぞれの粗製LPSは 10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 

8.0）に溶解して二相分離法を行った。界面活性剤相および水相の LPSの検出は

SDS-PAGE後に銀染色で行った。 

界面活性剤相では、培養初期から 6 日目まですべてのサンプルで LPS のバン

ドが認められた（図 6, lanes 1-6）。一方、水相では培養日数によって LPSの検

出に違いが見られた。培養 1 日目までのサンプルでは LPS のバンドは弱く（図

6, lanes 7-9）、定常期以降のサンプルでは LPSのバンドが明確に認められた（図

6, lanes 10-12）。この結果から、ATCC29523株において水相 LPSの検出は培養

時期により異なることが観察された。特に、培養 6 日目には比較的多量の水相

LPSが検出された。 

また、この培養 6日目の水相の LPSに対して二相分離法を 3回繰り返して行

った。つまり、1回目の二相分離法で分離した水相を回収し、その溶液を直接 2

回目の二相分離法に適用した。同様の操作をもう一度行い、3回目の二相分離法

を実施した。その後、1回目から3回目までの水相サンプルをエタノール沈殿し、

SDS-PAGE後に銀染色で行った。 

その結果、いずれの水相中にも LPSが十分に検出され、1回目の水相 LPSの
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ほとんどが 2 回目以降の二相分離法により界面活性剤相へ移行していないこと

が確認された（図 7）。このことは培養 6 日目に多量に検出された水相 LPS が

Triton X-114に抵抗性を呈して水相に残存したことを示しており、界面活性剤相

への LPS回収処理能力をこえる高濃度の LPSが粗製 LPS溶液中に存在していた

可能性を否定した。 

 

 

図 5. ATCC29523株の増殖曲線 

ATCC29523株を 7, 14時間, 1, 2, 3, 4, 5および 6日間プレート上で培養し、一

定面積の菌層を回収して 1 ml生理食塩水に溶解して、吸光度 590 nmで細菌数を

測定した。 
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図 6．ATCC29523株の培養期間と二相分離法後の LPSの検出 

ATCC29523株を 7, 14時間, 1, 2, 3および 6日間プレート上で培養し、一定面

積の菌体を回収して LPSを抽出した。その後、粗製 LPSを 10 mM Tris-HCl緩

衝液（pH 8.0）に溶解し、二相分離法を行った。界面活性剤相および水相に含

まれる LPSは SDS-PAGE後に銀染色で検出した。 



34 
 

 

 
図 7. 水相に対して二相分離法を繰り返し行った場合の水相 LPSの検出 

6日間培養した ATCC29523株から LPSを抽出した後、10 mM Tris-HCl緩衝液

（pH 8.0） 1 mlに溶解し、水相に対して二相分離法を繰り返し行った。水相に

含まれる LPSを SDS-PAGEおよび銀染色で検出した。lane 1：1サイクル目、lane 

2：2サイクル目、lane 3：3サイクル目。 
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2．陽イオンの添加が水相 LPSの検出へ与える影響 

水相の LPS に対する陽イオンの関与を調べた。まず、6 日間培養した

ATCC29523株の粗製 LPSを 1 ml 脱イオン水に溶解し、30 分間脱イオン水に対

して透析を行った。続けて一価陽イオン（Na+、K+）溶液あるいは二価陽イオン

（Mg2+、Ca2+）溶液に対して透析を行い、二相分離法を行った。コントロールと

して陽イオンに対して透析していないサンプルを用いた。 

水相の結果を図８に示す。コントロールでは水相から LPS は検出されなかっ

た。NaClおよび KClに対して透析した場合は、すべての濃度のサンプルで水相

から LPSは検出されなかった（図８A）。一方、MgCl2および CaCl2に対して透

析した場合は、5 mMの濃度で最も水相に LPSが検出された（図８B）。このこ

とから、水相に確認される LPS は二価陽イオンを除去すると界面活性剤相に移

動し、再び添加すると水相に残存することが観察された。ATCC29523株におい

て二価陽イオンの存在は LPS が水相に残存するために必要であり、図６と図７

で確認された水相 LPSは二価陽イオンにて高次構造が強化され Triton X-114に

対して抵抗性を示していた可能性が示された。 



36 
 

 

 

図 8．陽イオン添加による水相の LPS残存量の変化 

6日間培養した ATCC29523株の粗製 LPSを 1 ml脱イオン水に溶解して 30分

間脱イオン水に対して透析を行い、続けて様々な濃度の一価陽イオン（Na+、K+）

溶液あるいは二価陽イオン（Mg2+、Ca2+）溶液に対して透析を行い、二相分離法

を行った。水相に含まれる LPSは、SDS-PAGE後に銀染色で検出した。 
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3. 株間における水相 LPSの検出の比較 

A. actinomycetemcomitansの株間で水相 LPSの検出に違いがあるかを調べるた

めに、まず JP2株（血清型 b）を ATCC29523株と同様に 6日目まで培養し、水

相 LPSの検出を試みた。JP2株 から粗製 LPSを抽出し、10 mM Tris-HCl緩衝液

（pH 8.0）に溶解して二相分離法を行った。界面活性剤相および水相の LPS の

検出は SDS-PAGEおよび銀染色で行った。 

その結果、界面活性剤相では ATCC29523株と同様に培養初期から 6日目まで

すべてのサンプルで LPSのバンドが認められた（図 9, lanes 1-6）。一方、水相

では ATCC29523 株とは異なり、培養初期から LPS のバンドが見られた（図 9, 

lanes 7-12）。これらのことから、株によって水相 LPSの検出開始時期が異なる

ことが判明した。 

次に表 5に示した 16株を用いて水相 LPSの検出時期の違いを調べた。これま

での ATCC29523株と JP2株の結果より培養時期が 1日目および 6日目のものか

ら粗製 LPSを抽出し、二相分離法後、SDS-PAGEおよび銀染色を行った（図 10）。 

その結果、界面活性剤相では培養 1 日目と 6 日目のいずれでもすべての株の

サンプルで LPS のバンドが見られた。一方、水相では培養 6 日目ではすべての

株のサンプルで LPSのバンドが見られたが、培養 1日目では血清型依存的に LPS

の検出に違いが見られた。つまり、血清型 aおよび cの株では ATCC29523株と

同様に LPSのバンドが見られなかったのに対し、血清型 bおよび fの株では LPS

のバンドが確認された。このことから、本実験で調べた 16株において水相 LPS

は血清型依存的に検出開始時期が異なることが示唆された。 
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図 9．JP2株の培養期間と二相分離法後の LPSの検出 

JP2株を 7, 14時間, 1, 2, 3および６日間プレート上で培養し、一定面積のコ

ロニーを回収して LPSを抽出した。その後、粗製 LPSを 10 mM Tris-HCl緩衝

液（pH 8.0）1 ml に溶解し二相分離法を行った。界面活性剤相および水相に含

まれる LPSは SDS-PAGE後に銀染色で検出した。 
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図 10．血清型による各層の LPS検出の比較 

血清型 a、b、cおよび fの計 16株を 1日および 6日間培養し、LPSを抽出し

た。その後粗製 LPSを 10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）1 ml に溶解し二相分

離法を行った。界面活性剤相および水相に含まれる LPS は SDS-PAGE 後に銀

染色で検出した。 
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2－4：考察 

本研究で調べた A. actinomycetemcomitansの LPSは、二相分離法によって形成

される界面活性剤相および水相の両相に存在した。そして、水相の LPS は二価

陽イオンを要求するものであった。二価陽イオンの結合部位は LPS 分子に内在

するリン酸基である（9, 37, 54）ため、リン酸基部分の構造の違いが、A. 

actinomycetemcomitans の LPS を水相と界面活性剤相に分離する因子となると考

えられる。つまり、LPS のリン酸基はホスホエタノールアミンやアミノアラビ

ノースによって修飾されることが知られている（41）。A. actinomycetemcomitans

において LPS のリン酸基の修飾に関する報告は今のところないが、本研究はそ

の可能性を示すものとなった。通常一つの菌株が産生する LPS は一種類である

ことが多いが、P. gingivalis W50株のように二種類の LPSを産生するという報告

もある（47）。本実験で検出した水相の LPSと界面活性剤相の LPSとの構造的

違いを確かめるためには、化学構造の解析を直接的に実施する必要がある。し

かし、水相 LPS だけが株間で検出開始時期が異なることも、 A. 

actinomycetemcomitans が化学構造の異なる二種類の LPS を産生していることを

示唆している。今後は、水相 LPSと界面活性剤相 LPSの化学構図の違いを解析

する必要がある。 

水相の LPS はその検出時期が血清型依存的であることが示唆された。Kaplan

ら（22）による A. actinomycetemcomitansの 16S rRNAを基にした系統発生的分

類では、血清型別に b, c型群とそれ以外の群に分けられ、b, c型以外の群は a, d

型群および e, f型群に分けられる。この 16S rRNAの分類と今回発見した水相と

界面活性剤相の LPS の血清型別の分類とは一致しなかった。しかし、A. 

actinomycetemcomitans の進化の過程で、水相 LPS の検出時期が異なる二群に分

かれていったものと考えられる。このことはそれら二群間で水相 LPS を司る遺
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伝子（群）に違いが生じたことを意味し、特定遺伝子の塩基配列の違いによる

複数の遺伝子型が存在する可能性を示す。今後、水相 LPS の発現パターンが異

なる A. actinomycetemcomitans株を、PCR等の分子生物学的な手法により簡便に

区別できるかもしれない。 

Lakioら（28）は、A. actinomycetemcomitansから精製した LPSの病原性が同じ

血清型でも株によって異なると報告している。この株間で活性の違いをもたら

す因子は不明であるとされているが、A. actinomycetemcomitansの LPSには血清

型の分類以外の分類がある可能性がある。本研究では LPS の高次構造の強度が

株間で異なるため病原性に違いをもたらしたのではないかとの仮説を立てたが、

現時点ではまだ立証できていない。Triton X-114による解離に対して抵抗性を示

した水相の LPS は高次構造の強度が高いと考えられるが、その検出時期は血清

型依存的で株依存的ではなかった。しかし、A. actinomycetemcomitans により産

生された全 LPS量の中で、水相 LPSがどの程度を占めるのかは株によって異な

るかもしれない。今後は、水相 LPSと界面活性剤相 LPSの定量化を試みる必要

があると考える。最終的には、水相 LPSと界面活性剤相 LPSをそれぞれ精製す

る方法を確立し、二価陽イオン存在下で高次構造を再現して両者間の病原性を

比較する予定である。 
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総括 

 

第 1章では Triton X-114を用いた二相分離法において、LPSを界面活性剤相に

回収するためには、粗製 LPS を溶解する水溶液の pH や二価陽イオンの条件が

重要であること、二相分離法が簡便かつ迅速な LPS 精製に利用できることを明

らかにした。 

 

第 2章では A. actinomycetemcomitansの複数の株を用いて水相に存在する LPS

の特徴を検討したところ、水相の LPS は試適濃度の二価陽イオンが必要でその

発現パターンが株間で異なることが判明し、水相の LPS は界面活性剤相の LPS

とは高次構造を決定づける分子化学構造や遺伝子に違いがある事を示唆した。 

 

以上のことから、粗製 LPS を溶解する緩衝液の条件を変えることで、二相分

離法を用いて LPS を効率よく精製できることや、LPS を高次構造形成能の違い

で分離できることが示唆された。 
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