
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

Production of Goat Milk Antibodies against Cell
Surface Protein Antigen-Glucosyltransferase
Fusion Protein of Streptococcus mutans

Kawagoe, Hiroko
Department of Plant Resources, Graduate School of Bioresource and Bioenvironmental Science,
Kyushu University

Oho, Takahiko
Department of Preventive Dentistry, Faculty of Dentistry, Kyushu University

Okano, Kaoru
University Farm, Faculty of Agriculture, Kyushu University

Nakano, Yutaka
University Farm, Faculty of Agriculture, Kyushu University

他

https://doi.org/10.5109/24400

出版情報：九州大学大学院農学研究院紀要. 45 (2), pp.495-507, 2001-02-28. Kyushu University
バージョン：
権利関係：



」．　Fac．　．agr．，　Kysshu　Univ．，　45　（2），　495一一一507　（2001）

Production　ef　Goat　Milk　Afttibodies　against　CeH　Surface
　　　　　　　Protein　Antigen－Glucosyltran＄ferase　Fusion

　　　　　　　　　　　　　Protein　of　Streptococcus　mutans

Hiroko　Kawagoe＊，　Takahiko　Ohot，　Kaoru　Okano＊，　Yutaka　Nakano＊，

　　Yoshitaka　One＊＊，　Yo＄hihiro’Shimazaki’，　Yoshihisa　Yamashita’，

　　Tosh叢Mko　Koga㌔Masataka　F櫨嚢ya搬a‡，　a獲《叢Nobo澱F噸ha欝a‡

＊　Departrftent　of　，Plant　Resources，　Graduate　School　of　Bioresouree　and　Bioenvironmenta｝　Science，　Kyushu

　　University，　Fukuoka　812－8581，’　Department　of　Preventive　Dentistry，　Faculty　of　Dentistry，　Kyushu

　University，　Fukuoka　812－8582，’University　Farm，　Faculty　of　Agriculture，　Kyushu　University，　Fukuoka

　　　　　　　　　　811－2307，　and　＊＊　Saga　University　Fanm　1841　Kuboizumi，　Saga　849－0903．　Japan

　　　　　　　　　　　　　　　（Receiveel　October　3！，　2000　and　aecepted　November　i　O，　2000）

　　　PassiVG漁搬雛嚢izaもi◎蓑is読嚢e登ec雛ve　wpayも◎峯）reve難も童ftfect圭OUS（蓬iseases圭嚢a難童獄a茎s　a嚢（i

humans．　Severa玉atもempもs　have　bee欝made給obtain　aぬbody　thaも重s　effecもive　against

StreptococczLS　mzLtans　using　animals．　ln　this　study，　we　immunized　pregnant　goats　with　a

protein　derived　from　S．　mzetans．　This　organism　produces　two　maj　or　colonization　．factors：　cell

surface　protein　antigen　（PAc）　and　glueosyltransferases　（GTFs）．　lnhibition　of　these　two　factors

is　predicted　to　provide　protection　against　dental　caries．　We　used　a　fusion　protein，　PAcA－GB，

which　fuses　the　sallva－binding　alartine－r，ich　region　（PAcA）　of　PAc　with　the　glucan　binding　（GB）

domain　of　GTF－1，　as　aR　lmiiiuRogen．　Noymal　mll］〈　samples　．£rom　goats　that　were　immunized

s殺bc毛誌a嚢e（）殺s玉y　a簑d　re一㎞嚢嚢」窯ed隻簸も（）圭y｝衰ph　R◎（ies　c◎嚢もa圭眠x晃highも主もers　of　a鼓蟹body　spec澁e

罫or　the鍛si◎鍛pr◎もe血．　W葺eR　co即a罫ed　w油aR曲odies　p羅雌綴fro搬装on㎞遠瞬z磁醜k，　the

goat　lgG　antibodies　purified　from　immunized　milk　inhibited　the　adhesioR　ef　S．　mutans　to

saliva－coated　hydroxyapatite　beads．　Total　glucan　sYnthesis　by　GTF－1　from　S．　mzetans　was

strongly　inhibited　by　goat　lgG　antibodies　purified　from　the　immunized　milk．

Key　Words：　Goat，　Milk，　StTeptococcus　mutans，　Dental　Caries，　Passive　linmunization

INTRODUCTION

　　　　Numerous　attempts　have　been　made　to　develop　immunological　methods　to　control

infectious　diseases　in　humans　and　animals．　（Yokoyama　et　al．　1992，　Peralta　et　al．　1994，

Ebina　et　aL，　1996，　Rosa　et　al．　1997）．　Active　mmunization　is　an　effective　way　to　induce

aRtibodies　iR　the　host，　bnt　sometiraes　the　aRtibodies　cross－react　with　host　tissues

（Moisseもθ編‘．1994）．　OR　the◎もhe漁a鴫pass韮ve㎞撒izatio嚢is　a　prae蓑ca1澱eもhod

usiRg　tailor－made　antibodies　preformed　outside　the　host．　ARtibodies　raised　in　aRimals

such　as　goats，　eows　and　hens　have　been　used　in　passive　immunization　experiments

（Michalek　et　al．　1987，　Miettinen　et　al．　1990，　Hamada　et　al．　！991）．

　　　Dental　caries　is　one　of　the　most　common　diseases　in　humans，　and　3卿tocooczLs

m2Ltans　has　been　implicated　as　the　primary　causative　organism　of　this　disease．　S．

S縫茎）P〈）rもe（董重縦峯）arもby〈｝ra｝誌s－i慧rAi（量s　of£）evelo茎）難e難もa王Scieftt童餐。　Research（C）11672◎51ぐr．0．）frora

the　Min圭sもry◎餓ducation，　Sc童e嚢ce，　SporもaRd　Cu至ture◎Uapa糞and　byもhe　Kyus難獄Universiもy

Interdisciplinary　Programs　in　Education　and　Projects　in　Research　Development　（T．　K．）
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496 豆㎞躍αgoθθ孟α置．

mzgta？zs　pessesses　a　190－kDa　surface　proteiR　aRtigen　（PAc）　aRd　glucosyltramsferases

（GTFs），　w短ch脚q◎nsideredも。　piay㎞Lpor薇就rdes㎞c◎1◎癒zlngも◎oもh　s耀f＆ces．　The

s圭獄嘘a繋eo慧s拠hib羅◎貧of　these　coloRizati◎R　facも◎rs　mighもp臨ec嬬eeth　fro瓢de髄al

ca践es．1嚢aprev沁us　s撫dy，　Y嚢　etαδ．（1997）coRstructed　a　fus沁繋pr◎もe鎗PAcA－GB嫌aも

fusesもhe　sahva－b血δ蟄g　alar㎞e－rich　regioR（PAcA）◎f　PAc　wi雛もhe　g撫ca簑b溢d鎗g（GB）

doma加of　GTF護．　Holsもe主n　cows㎞u癒zed「輌もh　the　fusion　prote加produced　a：縦もibodies

effective　against　the　protein　（ehe　et　ag．　1999）．　Further　experinrtents　are　necessa］ry　te

exarnine　the　most　effective　iinmurtization　route　for　aRtibody　production．　Goat　inilk　which

resembles　cow　mi］k，　is　a　rich　source　of　irnmunoglobuljin．　Goat　are　readlly　used　as　exper－

tmental　animals，　since　they　are　smaller　than　cows　and　their　gestation　is　shorter．

　　　In　this　study，　we　compared　the　abihty　of　several　inumunization　route　to　induce　high

titers　of　antibodies．　We　obtained　rnilk　containing　high　titers　of　irnmunoglobulins　against

PAcA－GB　by　subeutaneous　immunization　followed　by　inj　ection　imo　the　1ymph　nodes．　ln

addition，　we　examined　the　inhibitory　effects　of　immunoglobulin　G　（lgG）　antibodies

purified　from　tmunized　mlk　on　the　in　vitro　aclhesion　of　S．　mzetans　to　saliva－coated

hydroxyapatite　（S－HA）　and　the　effe　cts　on　glucan　syrtthesis　by　GTFs　from　the　organism．

MATERIALS　AND　METHODS
　　　Animals　anel　TTeatments．　Three　pregnant　Tokara　goats　were　used　as　test　animals．

The　goats　were　approximately　2　yr　old，　and　their　mean　BW　was　20　kg．　To　deternme　the

rao＄t　effective　way　to　induce　antibodies　iR　geat　milk，　three　immunizatioR　routes　were

cempared　（Figure　1）．　Geat　＃1　was　iramunized　and　re－irRftkuRized　with　subcutaReogs
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Fig．　1．　lmmurLization　sehedule．　Goat　＃1　received　3　subcutaneous　（SC）　injection　of　2．5　or　5．Omg

　　　　　　of　fusion　protein　PAcA－GB　before　delivery　and　was　re－imrrtunized　with　the　same

　　　　　　immunogen　subcutaneously　after　delivery．　Goat　＃2　was　immunized　subcutaneou＄ly　3

　　　　　　times　before　delivery　and　re－tmunized　by　injection　into　the　｝yinph　nodes　（LN）．　Goat

　　　　　　喜3was㎞醜zed盈toもhe　lymph嚢◎des　3もimes　bef◎re　delive】ry　a難d犯擁m蝋m銘ed　by

　　　　　　頭eCも沁簑1遮◎撫e　lymph途OdeS．？he　im搬u嚢Ogen　waS　emUISified　iR　ei綴er　Fre撒d’s

　　　　　　CO聯隻eもe　a（恥va滋（FCA）◎r　Freund’S蟄CO囎1eもe＆伽va飛（F至A）．
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海ee慧。難s、　G◎at寿2　was㎞ミ買珪zed　wa壕もh　s嚢bc登もa嚢ξ≧《〉疑＄h彗ec慧。τ毫s　akd．　re一㎞醜e〈藁搬も（｝

the　lymph　nodes．　Goat　＃3　was　imvauRized　aRd　re－immunized　into　the　lymph　nodes．

Approximately　9　weeks　prior　to　the　eal¢ulated　date　of　delivery，　the　geats　were　immunized

three　times　witk　eitker　2，5　or　5　mg　of　pretein　emulsified　IR　Freimd’s　eomplete　adjuvant　or

Freund’s　incomplete　adjuvaRt　（Difce　Laborateries，　Detrbit，　MI）．　llt　order　te　induce　high

levels　of　antibedies　in　Rorirtal　milk，　the　goats　were　re－immunized　with　2．5　mg　ef　the

pr◎te血e皿u至甑ed血FreUftd’S拠complete　a（恥va魏無もhe蟄anners　sh◎職in　Fig鷺re　1．
C◎蓑鋤○｝9◎a重；s≠≠4a：霞d＃5（慧d　R◎重；receive＆嚢y海3ecもi◎難s◎f㎞慧嚢．◎ge難．

　　　BacterZal　strains，　The　bacterial　strains　used　in　this　study　are　listed　in　Table　1．　The

media　used　were　2×TY　broth　（Laloi　et　al．　1996）　for　EscheTichia　coli　and　brain　heart

曲si◎嚢（BH1；D挽◎：しab◎rat◎ries）br◎th　fbr　8．窺騙α物s．

　　　P％麟｛｝｛擁寂｝鴛｛～プ書為8舞s客。％鈴roSein」PAcA一（≡i露．｛丁蓑e撫§i〈）嚢峯）r◎tekR　PAeA－GB照s

pu㎡ied　accor（並㎎to　the　me癒◎d　described　pre磁ously（￥u　et　al．1997）．　Briefiy，　E．　ool客

XL　I－Blue　harboring　the　plasmid　expressing　the　PAcA－GB’　was　incubated　in　2　×　TY　broth．

The　c磁s　were　harvested　bアcentr漁g濾oR　aRd◎葺e－step　Puri伽a犠◎R◎fもhe　f雛si◎鍛

proteiiaLs　wjith　a　QiageR　kit　was　performed　usiRg　a　Ni－Aitriloacetic　acid　resin　coiikmR

acc◎rd颪9も。　the　mariufacturer’s　d鋤ecもi◎嚢s（Qiagen王資。．，　Chaもw（）r撫，　CA）．　The　p殺r澁ed

fusioxx　pretein　was　analyzed　by　socliurlt　dodecyl　sulfate－polyacrylamide　gel　e｝ectrephoresis

（SDS－PAG恥負）11◎v陀d　bン㎞糠◎b1◎もも血9．

　　　Prepaaration　of　rPAc．　Recombinant　PAc　（rPAe）　was　purified　from　the　supernatants

of　8．物襯s　TK18　c撮tures　by　a㎜伽㎜s曲te　precipitation　and　chromatography　on

DEAE－cellulose　aftd　subsequeRt　gel　rutratioR　oR　Sepharose　CIr6B　（Pharmacia，　Uppsala，

SwedeR）　（Kgga　es　esg．　199g）．

　　　Preparation　of　GTFs．　Cell－free　and　cell－asSoeiated　GTFs　were　prepared　as

described　by　Hamada　et　at．　（1989）．　ln　brief，　S．　mutans　strains　were　grown　in　BHI　broth

for　18h就37℃．　Celレ翫ss◎ci就ed　GTF　was　exもrac舵d　fr◎瓢．　wh◎艶cells◎f　3．飛編｛鵬3

Ta魏e　L貸船誠§郵ia至就rains　llsed　in　th圭s　s搬dン
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MT8148　by　treatment　with　8　M　urea　at　25”C　for　i　h．　The　extract　was　separated　by

centrifugatioR　and　dialyzed　against　100　mM　potassium　phosphate　buffer　（KPB；　pH6．0），

aRd　the　superuataRt　was　used　as　the　ced－asseeiated　GTF　preparatioR．　Cell－free　G’］］F　was

prepared　from　the　supernatants　of　S，　mzetans　MT8148　’cukures．　To　examirte　the　effects

of　aRtiboClies　oR　each　GTF　cf　S．　mzLtesns，　tramsforraakts　prodgcing　a　single　species　of　GTF

were　used　（Yu　et　al．　1997）．　GTF－1　and　GTF－SI　were　extracted　from　whole　cells　of　the

transformants　UA130B“　aRd　UA130C“　by　treatment　with　8　M　urea　at　25　eC　for　l　h．　GTF－S

was　prepared　from　cniture　supernatants　of　the　transformant　UA130D“．

　　　PzLnficαtion（～プgoαt忽σα？z励。吻．　Colostrum　and　normal　milk，　from　which　the

creara　had　beeR　reracved　by　ceRtrifugatioR　at　4“C　（12，00e　X　g　fer　15raik），　were

pasteurized　at　650C　for　30　mn．　The　mjlk　was　adjusted　to　pH　4・．6　with　370／o　HCI，　and　the

case重n　was　separated　from　the　whey　by　ce鍛tr血gatiGn　at　4℃（12，000×gl　for　15m血）．　The

pH　of　the　whey　was　adjusted　to　7．0　with　i　M　NaOH．　Mllk　immunoglobulirts－were　con－

centrated　by　precipitation　with　500／o　saturated　ammonium　sulfate　and　dialyzed　against

phgsphate－buffered　saline　（PBS；　pH　7．0）．　For　arunity　chrovaatography，　一the　dia｝yzed

immunoglobulm　concentrate　was　applied　to　HiTrap　Protein　G　column　（5　mL）　（Pharmacia）

equ丑ibrated　with　PBS。　The　co1㎜was　wash6d　extensive｝y　wi撫PBS，　an．d　IgG　antib◎dy

was　eluted　with　O．1　M　glycine－HCI　buffer　（pN　2．7）．　The　fractions　eontaitmg　lgG　aRtibody．

were　identi負ed　by㎞munoblotting　with　alka㎞e　phosphatase－co巾gated　rabbit．　anti－goat

IgG　aRtibody　（heavy　and　ljght　ehain＄）　（Zyraed　Laberatcries，　South　San　Francisce，　CA．），

collected，　and　used　as　lgG　antibody．

　　　泓五＆4．F◎rもhe　e嚢zyme一㎞k¢（i　i】mmlirt◎s◎rbent　a、ssay（猛L1SA），96－we11．盃cr◎癒er

plates　were　co就ed　with　lOOμL　of　rPAc　or　GTFLI（5μg／mL）in　5◎mM　carbonate一」bicar一・

bonate　buffer　（PH　9，6）．　After　overnight　incubation　at　4　eC，　the　plates　were　washed　with

PBS　ceRtakriing　O．e50／o　（voYvo｝）　’］］weeft　20　（PBST）　and　bloeked　with　PBST　cektamii｝g　1“／g

（wt／vol）　bovine　serum　albimiin．　After　the　plates　were　washed　three　tirnes　with　PBST，

twefold　seriz｛1　dintioRs　ef　goat　milk　were　added　（iOOptL　per　well）　aRd　the　plates　were

iRcubated　for　1．5h　at　37“C．　The　bouftd　antibedies　were　detected　with　alka｝ine　phes－

phatase－conjugated　rabbit　anti－goat　lgG　antibody　（heavy　and　light　chains）　（Zymed

Labcr3tories）　fe｝lewed　by　the　additiog　of　p－nitrophenylpho＄phate　substrate　so｝gtiek

（i　mgfmL）．　After　a　30－min　ineubation　at　37“C，　the　absorbance　at　405nm　（A405）　was

measured　with　a　micr◎plate　reader（Bi◎一Rad　Labor就（）ries，　Ric㎞◎Rd，　CA）．　The　ELISA

antibody　titer　was　expressed　as　the　reciproca｝　of　the　highest　dilutioR　giving　aR　A4e5　of　O．l

above　the　conjugated　control　（no　sample　added）　after　a　30－min　incubation　with　the

subsもraもe．

　　　3D8一朗（］E　and　immze励lot吻．　SDS－PAGE　was　perfo㎜ed　in　7．5％polyaclyl－

amide　gels　by　the　method　of　Laemmii　（1970）．　rPAc　and　GTFs　were　subjected　to

SDS－PAGE’aRd　electrepheretically　trak＄ferred　to　a　nitroceXniose　raerabrafte　accordmg　to

the　method　of　Burnette　（1981）．　After　blocking　with　10／o　bovine　serum　albumin　in

’1）ris－buffered　sa｝iRe　（20mM　Tris－HC｝，　15Q　nriM　NaCl，　pH　7．5）　p｝us　10／e　Triten　X－IOe

（TBS－Triton），　the　rflembrane　was　treated　with　pu’rMed　goat　lgG　ai｝tibodies．　After

was㎞g輌th　TBS－Triton，　the　antibodies　bound　to　prote血s　i㎜ob撮zed　on　the　membrane

were　deもected　with　a至kali鍛e　phospha捻se－co巧“gaもe（叢rabbiもa滋i－9◎a宅IgG　a難もib◎dy

（Zymed　Laboratories）．

　　　Aahesion　of　S．　mzLtans　cetgs　to　S－HA．　Ultstimulated　whole　saiiva　was　coliected　from
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ahealthy　donor　tn　an　ice－chi皿ed　tube　and　clart置ed　by　centr血1gation．　The　same　source

was　used　for　all　experiments．　Spheroidal　hydroxyapatite　beads　（5　mg）　（BDH，　Poole，

England）　were　incubated　with　200zeL　of　clarified　saliva　for　1　h　at　37”C，　and　washed　three

times　with　buffered　KCI　（Koga　et　al．　1990）．　S．　mzetesn＄　MT8148　was　grown　at　37eC　for

18h　in　B｝II　broth，　and　BCECF－AM　［2’，7’一bis（2－carboxyethy｝）一5（6）一carboxyfiuoresceiR

acetoxymethyl　ester］　was　added　to　the　bacteria｝　culture　to　a　fina｝　conceRtration　of　IOptM

a漁d重ncubated　for　addiも叢◎na｝30　m血．　BGECF一三abeled　bacもeria（4×叢◎りwere　a簸◎wedも◎

teact　wtth　S－HA　beads　（5　rag）　in．200zeL　cf　be［ffered　KCI．　After　incubatieR　at　37eC　for　3　h，

嶽ebeads　were輝ashedもhree　tim¢s．w誌h　b羅£艶red　KCI　aRd　the畳uoyesce鼓ce　associaもe（i

with　the　S－HA　beads　was　determined　wtth　a　Spectramax　GemlRi　micrcplate　reader

（Molecular　Devices，　Sumyvale，　CA）．　The　number　of－baeteria　adsorbed　was　determined

from　the　calculated　specific　fluorescence　intensity　of　the　bacteria．　To　evaluate　the

inhibitory　effects　of　antibodies　on　the　adherence　of　S．　m2etans　cells　to　S－HA　beads，

BCECF－labeled　bacteria　（4×107）　were　allowed　to　react　with　S－HA　beads　（5mg）　in

200μLof　buffered　KCI　conta血tng　various　a血ou皿ts　of　IgG　antibodies　at　37℃for　3　h．

　　　GTii’　assag．　The　tota｝　amount　of　glucaR　synthesized　by　GTF　was　measured．　The

standard　reaetion　inixture　contairwhg　l　e／o　sucrose　（wtfvol）　and　GTF　preparatioB　（2．5zeg　of

protein）　tR　a　total　volume　of　50　zgL　of　KPB　（p｝1　6．0）　was　incubated　at　370C　for　3　h．　After

重縦cubati鱗75μL◎H◎0％etha嚢◎1　wαe　addedも。　the麺x織e，　a磁sy凱hesized　g1慧caa　was

precipitated　at　一30　eC　for　30　gwt．　The　precipitated　g｝ucaR　was　separated　by　centrifugatlgft

arid　washed　three　twtes　with　60“／e　ethaRgl．　’］］he　precipitates　were　suspeftded　in　502sL　of

KPB　（pH　6．0）　and　the　total　amoimt　of　glllcaR　was　determmed　by　the　phenol－sulfuric　acid

method　using　glucose　as　a　standard　（Dubois　et　al．，　1956）．　To　examine　the　mhibitory

effects　of　antibodies　on　the　glucan　synthesis　catalyzed　by　GTF，　various　amounts　of　lgG

antibodies　were　added　to　the　reaction］血ixtures．

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　．4？z言必α吻鵡θr伽milk．王mmu癒zati◎n　wi魚もhe　PAcA－GB　fusior峯pr◎te血raised　the

immanoglobulm　antibody　titers　in　colostrum　and　normal　mik．　The　time　course　for　the

aRtibcdy　titer＄　is　shgwn　in　Figgre　2A，　B　3Rd　C．　Very　lragh　titers　against　rPAc　and　GTF－I

were　detected　iR　ce｝ostryim，　bnt　these　titer＄　decreased　rapidly．　ln　order　to　raise　the

a勲b◎dy　titers　in　R◎r蟄a1㎞匪k，もhe　goats　wereでe一㎞u醜ed藏h　the　fus沁n　pr◎tein短

di£fereRt　ways　on　day　14　after　delivery．　The　antibody　titers　subsequently　increased　iR　the

milk　from　goats　＃1　and　2．　Milk　from　goat　＃2，　which　was　re－imrrtunized　into　the　1ymph

nodes，　contained　higher　titers　of　antibody　than　rnilk　from　goat　＃1．　ln　goat　＃2，　the　high

antibody　titers　persisted　for　about　50　days．　The　antibody　titers血the　milk　of　goat＃3　did

not血crease．　On　the　other　hand，　the　antibody　titers　were　ve取low血the　colostr㎜and

normal　mill〈　from　nommunized　goats　＃4　and　＃5　（data　not　shown）．

　　　Ruraiwant　milk　has　beeR　used　as　a　means　of　passive　imrauRizatioft　iR　preventive

measures　targeting　several　pathogens　（Pasieka　et　ag．　1976，　Murosaki　et　al．　1991，　lshida　et－

a9．1992，　Takahas垣et　al、1992）．　The　r◎uもe◎f㎞醜z就ion　of　a、　com盈ercia翌y　aya昼able

E．　cogi　」5　bacterin　has　beeR　iRvestigated　（［1］omita　et　ag．　1998）L　Cows　were　tmrinized

Whh　E．　c◎認」5血the　neck　orまn癒e　vic圭nity　ofもhe　suprama㎜a夏y　ly箪ph　n◎des，　a嚢d　the

antibedy　£iters　gf　cows　imraunized　iR　either　lecatieR　were　stm1’｝ar　in　magnitude　aRd
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Fig．　2．　ELISA　titers　of　goat　milk　immunoglobulins　to　rPAc　and　GTF－1．

　　　　　　Goat　＃1　was　immiunized　and　re－imrnunized　subcutaneouly　（A）．

　　　　　　Goat　＃2　was　immunized　subcutaneously　and　re－imrnunized　irtto

　　　　　　the　lymph　nodes　（B）．　Goat　＃3　was　immunized　and　re－immu－

　　　　　　nized　into　the　1ymph　nodes　（C）．　The　titers　are　expressed　as　the

　　　　　　reciprocal　of　the　highest　dilution　giving　an　A405　of　O．1　above

　　　　　　the　conjugated　control　（no　sample　added）　after　a　30－min　of

　　　　　　㎞cubation　with　the　substrate．　Symbols：一■ト，　iminunoglobu！in

　　　　　　titers　to　rPAc；一ロー，㎞munoglobu1血titers　to　GTF－1．

duration．　However，　Nickerson　et　al．　（1993）　demonstrated　that　iminunizing　of　cows　with

Stmphytococczts　azerezes　bacterin　in　the　area　of　the　supramammary　lymph　nodes　or　by

血tramuscular　i㎜u血zation　e血anced　the　local　i㎜une　response　in　the　ma㎜ary　gland．

Immunization　via　supramammary　lymph　nodes血creased　the　number　of　cells　producing

antibody　in　mairwnary　tissue．　Sirnilarly，　a　pilot　study　employmg　JeVACTM　suggested　that

㎞皿ization血the　area　of　the　supramamrnary　1）irnph　nodes　mitiated　a　greater　tmune

response　than　subcutaneous　or　intramuscular　immunization　（Nickerson，　1995）．　ln　this

study，　subcutaneous　immunization　followed　by　re－irnmunization　into　1ymph　nodes　was

most　effe　ctive　in　inducing　high　titers　of　antibody　in　normal　milk．　A　similar　mechanism

might　operate　after　re－imrnunization　into　lymph　nodes．

　　　f）repαγαt乞on，（～プgoα孟IgGα？z励。伽θ5．　For　subsequent　i：nhibition　experiments，　IgG

antibodies血om　i㎜unized（＃2）and　noni㎜unized（＃4）血lk　were　pu面ed　by　a伽ty

chromatography．　They　were　used　as　lgG　antibodies　against　PAcA－GB　and　control　lgG，
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respectively．　The　specificitie＄　of　the　lgG　a［Rtibedies　were　examiried　by　tmwaoblotting．

The　lgG　antibedies　purified　from　iiimiunized　mik　reacted　with　rPAc　and　GTF一一1　（Figure　3，

lanes　2　and　4），　while　thd　IgG　antibodies　purified　from　nonimmunized　mlk　did　not　react

with　antigens　（Figure　3，　lanes　1　and　3）．

　　　In　ruminants，　including　goats，　lgG　is　the　predominant　immunoglobulin　class　in

colostrum　and　normal　milk　（Askonas　et　al．　1954，　Lascelles　1979，　Larson　et　al．　1980），

while　iminunoglobulin　M　（Hammer　et　al　1968）　and　immunoglobulin　A　（lgA）　（Butler　1971，

Mach　and　Pahud　1971）are　present　in　colostr㎜．　IgA　is　most　abundant血most　other

external　secretions，　including　sa｝ivary，　lacrimal，　nasal，　and　gastrointestinal　secretions．

Immrmog｝obulins，　mostly　lgG，　are　either　traRsported　frorlt　the　blood　to　the　eolostrum　er

s：照もhesized　loca至1y　byもhe懸am：mary　gland（Mic慧sa数et　a9．王976）。至gG　a魏ib◎dies　were

もhere負）re　pur燈ed食（）搬goat　mi建〔and　wefe嚢sed負）r　o嚢ぞ熱hib誌i◎R　experi澱e丑もs。

　　　1箆ん功霧¢o％（～プわαo孟θ短α’lesCihesio7z　to　3一磁．　The　e：ffect　of　nor艶al　m翅k至gG　antibodies

oR　the　adhesion　of　S．　mzetans　MT8148　cells　to　S－HA　beads　was　examiRed．　The　lgG

antibodies　against　PAcA－GB　strongly　inhibited　the　adhesion　of　S．　mzLtans　cells　in　a

1 3 4

ZIZ　一
一te

雛’

116　一

F二’9

76　一
．し｝を蹴二げ閥幽．

53　一

｝残暮。3．　「rhe　s墨）ecif重city（）f　g◎aもm糠lk　1琴G　a数纏bodies　agaiRst

　　　　　　PAcA－GB．　Purified　aRtigen　samp｝e＄　（12ig　each）　were

　　　　　　suspended油l　SDS－PAGE　red嚢。魂b｛1描er（1％SDS，玉％

　　　　　　2－mercaptoethanol）　and　heated　at　1000C　for　3　min．

　　　　　　The　samples　were　subjected　to　SDS－PAGE　（7．50／o

　　　　　　polyacrylamide）　and　then　electrophoretically　trans－

　　　　　　ferred　to　nitrocellulose　membranes．　The　membranes

　　　　　　were　reacted　with　goat　lgG　antibody　purified　from　the

　　　　　　mlk　of　nommunized　goat　＃4　（lanes　1　and　3）　and　lgG

　　　　　　antibody　purified　from　the　milk　of　immunized　goat　＃2

　　　　　　（lanes　2　and　4）．　Lanes：　1　and　2，　rPAc；　3　and　4，　GTF－1．
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dose－dependent　manRer，　but　the　degree　of　inhibition　by　the　lgG　purified　from

nonirrtrauRized　milk　was　low　（Flgure　4）．　Adsorptiell　efthe　ergaRism　to　ak　acquired

pellicle　formed　oR　the　tooth　surface　is　thoughtto　mitiate　colonizatioR　of　the　tooth　surface

by　S．　mzetans　（Koga　et　al．’199e）．　PAc　is　one　of　the　factors　that　rnediate　binding　of　the

organism　to　the　tooth　surface．　Nakai　et　ag．　（1993）　used　several　truncated　PAc　fragments

to　show　that　the　A　region　is　the　f㎜ctional　domain　for　PAc　binding．　IgG　antibodies　aga血st

PAcA－GB　mbbited　the　adhesion　of　the　organism，　which　sugge＄ts　that　inactivation　of　the

functiona｝　domain　of　PAc　might　prevent　dental　earies．

　　　加漉わ嚇¢o？zQプGTII7Ts．　Glucan　synthesiS　by　ce11－associated．and　celレfree　GTF

preparations　from　S．　mzetans　MT8148　was　investigated．　Although　the　difference　was　not

slgnificant，　the　additioR　of　lgG　aRtibodies　against　PAcA－GB　inhibited　glucan　syRthsis　to　a

larger　extent　than　the　addition　of　lgG　antibodies　from　nonimmixnized　milk　（Figure　5A　and

B）．　Further　experimeRts　were　perforrced　with　three　forras　cf　GTF　prepared　frora

transformants　UA130B’，　UA130C’，　and　UA130D“：　each　express　a　single　type　of　GTF

（GTF－1，　GTF－Sl，　aRd　GTF－S，　respectively）．　［rhe　lgG　aRtibedies　agaikst　PAcA－6｝B

marke（丑y血hibited　glucan　synthesis　by　GTF－1（T＆ble　2）．
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F童9．4．　1門門もi◎R◎£adぬesi◎嚢◎f　3．　m2ttansも。　S－HA　beads　by　goat　IgG

　　　　　　antibodies．　BCECF－labeled　3．　mzLtαns　MT8148　cels（4×エ07）

　　　　　　wer6認◎wedも◎reacもw淵薮δ獄g　o£S一｝至A　beads　w1癒vari◎us

　　　　　　amounts　of　lgG　antibodies　purified　from　the　milk　of　either

　　　　　　㎞u彪ed　goaも＃2‘（．）◎r鷺。舳u1髭e（i　g◎aも＃4（一〇一）．　The

　　　　　　values　are　reported　as　the　means±　staRdard　deviations　of

　　　　　　tuplicate　assays．　The　experixnents　were　performed　three　times，

　　　　　　Emd　similar　results　were　obtained　in　each　experiment．　Single

　　　　　　asterisk，　P〈g．05；　doub｝e　asterisk，　P〈O．Ol；　triple　asterisk，　P〈

　　　　　　g．eel　compared　with　coRtro｝．
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Fig．　5．　Effeets　ef　gQat　lgG　antibodies　on　gluaan　synthesis　by　erude　GTF

　　　　　　　preparations　from　S．　mzetans　MT8148．　（A）　Cell－associated

　　　　　　　GTF，　（B）　cell－free　GTF．　The　reaction　mixture　consisted　of　l　e／o

　　　　　　　（wt／vol）　sucrose，　crude　GTF　preparatioR　（2．5zeg　of　protein），

　　　　　　　a嚢dgoadgG　antib◎dies　purif量ed　fr◎盤綴e澱i王k◎f　e漁er

　　　　　　　㎞殺鍛童zed　9◎at寿2（司■ト）or鼓◎筑i懸醜zed　9◎aも≠S4（一〇一）墨濃a

　　　　　　　も◎tai　vo｝ume◎f　5（｝2sL　of　O。1ノげKP】B（pH　6，0）．　餓er重糠cubaもi◎数

　　　　　　　for　3　h　at　37eC，　the　tota｝　glucan　synthesized　was　measured．

　　　　　　　Values　are　reported　as　the　means±standard　deviations　of

　　　　　　　triplicate　assays．　The　experiments　were　performed　three　time＄，

　　　　　　　and　s繍1ar　resu1もs　were◎bta拠ed魚each　expα重me鍛も．
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Ta簸¢2．王商滅◎ry　e伽。もs　of　g◎aも夏gG　anもibodies◎n　glucan　sy癒hesis　caもalyzed　by　3．％編覗3

　　　　　　　GTFsa

Glucan　synthesis　（ptg）b

Antibody
Cell－associated　GTF

　　from　UAI30B’

　　　　（GTF一二）

Cell－assoeiated　GTF

　　from　UA　I　30C’

　　　　（GTF－SI）

Cell－free　GTF

from　UA130D’
　　（GTF－S）

C◎魏ro玉

Immunizedc

Nommunizedd

9．6±g．g7

39±O．05＊＊

8．4±O．04

　95±g．g9

8．4±O．02

10．7±0ユ2

　92±g．e2

8．3±O．le

10．3±O．05

aEach　GTF　preparation　（2．52tg　of　protein）　was　aHowed　to　react　with　10／o　（wt／vol）　sucrose　in

　the　absence　（eontrol）　or　presence　oC　purified　goat　milk　lgG　antibodies　（250ztg）　in　a　total

　volame　ef　5026L　of　O．｝　M　KPB　（pH　6．0）　at　370C　for　3　h．

b　Total　91ucan　syRthesized　by　eaeh　GTF　was戯er憾ed　b￥繊e　p姦e嚢◎王一s登至fur圭。　ac羅assay．

　V畿1稜es　are　re茎）orもed　asもhe難ea識s±：sもaRdard　devi髄圭。嚢s◎fもriPlicaもe　assays．　’rhe　ex茎）eri一

難e就swere　per嬢medもhree伽・es，　and　smiar　resnks　were◎btained　in　each　experimeRt。

　Double　asterisk，　P〈e．Ol　compared　with　eontrol．

cIgG　antibodies　were　purified　from　the　milk　of　immunized　goat　＃2．

d　lgG　antibodies　were　purified　from　the　mi｝k　of　nommunized　goat　＃4．

　　　S．　mzetans　produces　both　water－soluble　aRd　water－inso｝uble　glucaR　frorft　sucrose　by

the　combined　action　of　three　forms　of　GTF　（GTF－1，　GTF－SI，　and　GTF－S）　（Kurarrtitsu　et

ag．　1995）．　The　synthesis　of　water－insolub｝e　glucan　a｝lows　S．　mzLtans　to　tenaciously

adhere　to　tooth　surfaces　and　accumulate．　GTF－1　and　GTF－SI，　which　prirrtarlly　synthesize

Water－iRSOlUble　9｝UCan　fr◎m．　S慧Cr◎Se，　are　ma麗y　aSS◎Ci就ed　with　the　baCterial　Ce1｝SUr魚Ce

（Hamada　es　aL．　1989）．　Ok　the　ether　haRd，　GTF－S　is　re｝eased　frgiri　tke　cell　sgrface　and

synthesizes　water－so｝ub｝e　glucan．　Alkhree　S．　m2ttans　GTFs　possess　two　fuRctioRal

domains：　a　suerose－bincling　（SB）　domain　in　the　N－termiRal　half　of　the　GTF　molecules　aRd

arepeated　glucan－b血dtng（GB）domain　in　the　C　termini　of　the　enzymes（Kuramitsu　et　a9．

1995）．　The　fusion　protein　PAcA－GB　used　as　art　irnmunogen　in　this　study　was　constructed

w誌h甑eAfrag】鍛enも（）罫PAc　and魚e　GB　doma魚。£GTF一至．　Purl血e（HgG　an垣bod韮es　againsも

：PAcArGB　l㎞hibiもed　gl暴can　sy拡hesis　by　GTF一王．　T］睡s　suggesもs撫aも㎞unized　m丑k癒ght

be　effective　for　eoiitro］！ir｛g　deRtal　caries．
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