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序論

細菌の細胞壁は、細菌の形態と大きさを保持し、細胞質を保護する役割を担っており、グラム

陽性菌の細胞壁は大部分がペプチドグリカンとよばれる網目状の構造物によって構成されている。

一般に黄色ブドウ球菌のペプチドグリカンは、 iV-acetyl'-glucosamineと.W-acetylmuramic acidが、交

互にβ-1,4グリコシド結合したグリカン鎖を形成し、 JV-acetylmuramic acidにL-alanyトD-glutamyl-

L-lysyトD-alanineのテトラペプチドがアミド結合しているoさらに、そのテトラペプチドのL-lysine

のアミノ基と、隣り合うテトラペプチドのD-alanineのカルポキシル基末端との間をglycine

pentapeptideが、ペプチド結合して架橋しており(図A)、その架橋度は90%程度である。

Staphylococcus simulans bv. Staphylolyticusが産生するIysostaphinは、 glycine 5量体よりなる架橋構

造を切断するglycylglydne endopeptidaseとして知られており[32, 65, 66]、ブドウ球菌の分子生物

学に欠くことのできない試薬として用いられている。

また、黄色ブドウ球菌はヒトの鼻腔や口腔に常在し、化膿性疾患の最も重要な起炎菌であり、
′

近年ペニシリン系抗生物質に対して耐性を示す黄色ブドウ球菌(methicillin-resistant Staphylococcus

aureus : MRSA)が院内感染の原因菌として臨床的に大きな問題となっている。 MRSAに対する対

策として、ハンコマイシン等のMRSAにも有効な抗生物質が使われているoまた、近年Iysostaphin

もMRSA感染症の治療薬に利用できるのではないかと研究が進められている。このような酵素は

黄色ブドウ球菌の細胞壁の生理学を理解する上で欠かせないと同時に、細菌の代謝を阻害する事

で殺菌する従来の抗生物質とは異なり、直接的に細菌を溶解する事で殺菌する次世代の細菌性の

抗菌物質としての可能性もあり、このような酵素についての研究は重要であると考えられる。

Staphylococcus capitis EPKlはIysostaphinと類似した溶菌酵素Alふ1を産生する事が報告され

ているL82]c Lかしその酵素の特異性や、なぜ産生株自身は溶菌しないのかについてはよく理解

されていない0本研究ではEPKlの培養上清からS. aureus溶菌活性を指標にして黄色ブドウ球菌

溶解酵素ALE-1を精製し、その性状について検討したoまた、その酵素による溶菌に対して耐性

を担う遺伝子を同定、 ′その機能について検討を行った。
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本論

第1章　溶菌酵素ALE-1の精製及び性状とale-1遺伝子のクローニング

および塩基配列の決定

第1節　概要

多くの細菌種はstaphylococcus属を特異的に溶解するペプチドグリカン加水分解酵素を産生す

るoこれらの酵素の生理学的機能の多くは明らかにされていないo lysostaphinはstaphylococcus

simulans biovar staphylolyticusが産生する分子量25,000 Daの溶菌酵素で、 S. aureusのペプチドグリ

カンの架橋部分のglycylg】ycmeの結合を加水分解することが知られている。本研究では

Staphylococcus capitis EPKlが菌体外に産生する新規の溶菌酵素ALE-1を、 EPKlの培養上清から

S. aureus菌体に対する溶菌活性を指標に精製し、その性状について検討した。また、 ALE-1をコ

ードする遺伝子ale-1をクローニングし、その塩基配列の決定を行った。

ALE-1の溶菌活性の至適pHは7から9であり、 S. aureusペプチドグリカン加水分解産物を

DNFB処理して得られたDNP化産物の分析から、 N末端アミノ酸、 C末端アミノ酸ともにDNP

glycineを検出し、 ALE-1はglycy1glycine endopeptidaseであることが明らかとなった。また、 AI且

1に対する抗血清はIysostaphinと交差反応を示した　S. aureus FDA209Pあるいは∫. capitis EPKl

を基質としてALE-1の溶菌活性を検討したところ、 ALE-1はS. aureus菌体を濃度依存的に溶解し

たが、 S. capitis菌体では、わずかにしか溶菌活性を示さなかった。様々な阻害剤を用いてS. aureus

溶菌活性に対する影響を検討したところ、 0-phenanthroline、 iodoacetic acid、 diethylpyrocarbonateお

よびCu2は溶菌活性を阻害した。このことから、溶菌活性にhistidine残基が重要な役割を果たし

ていると考えられた。 ALE-1遺伝子の塩基配列から、 ale-1は362個のアミノ酸残基からなるタン

パク質をコードすることが推測された。 N末端アミノ酸配列はSTKVDAPKVEで、 ALE-1は39.3

kDaの前駆体として合成され35位のalanineの後ろでプロセスされ、 35.6 kDaの成熟型ALE_1と

して産生されることが明らかとなったo成熟型ALL1の構造はIysostaphinの前駆体と非常に類似

していたo ALE-1の1次構造はN末端に13個のアミノ酸からなる6回の繰り返し配列があり、 C

末端領域を含む活性部位につながるIysostaphinと異なり、 Aば-1は液体培養上清中でN末端繰

り返し配列部位ではプロセッシングを受けないが、アミノ酸配列の相同性検索から、 ALE-1は構

造的、機能的にIysostaphinと非常に類似したプロテアーゼファミリーの一つであることが示唆さ

れた。
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第2節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養条件

菌株はstaphylococcus capitis EPKl [82]、 Staphylococcus aureus FDA209P、 Escherichia coli JM109

[97]とE. co/J XLl-Blue [7]を使用した。 S. capitis EPKl、 S. aureus FDA209PはTrypticase soy broth

(TSB, Becton and Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA)を用いて、 E. coll JMIO9

と　E. coli XLl-BlueはLuria-Bertani (LB) broth (yeast extract 5 g, polypeptone 10 g, NaCl 10 g per liter

(pH7.2))を用いて37-Cで振とう培養を行った。また、菌株は必要に応じてampicillin (50(xg/ml)

を添加した培地で培養を行った。

第2項　Al且lの精製方法

S. capitisEPKlをTSBで定常期に達するまで37-Cで18時間培養した。その後、遠心(10,000x^,

30 min, 4-C)し、上清をメンプレンフィルター(pore size, 0.22 ¥xm; Nihon Millipore Kogyo K.K.,

≠nezawa, Japan)でろ過し、 80 %飽和硫酸アンモニウム沈澱によって濃縮上清画分(CCF画分)

を得た　CCF画分を10mMリン酸バッファー(pH7.0) (バッファー1)で透析し、バッファー1

で平衡化したTSKgel Blue-5PW (Tosoh, Tokyo, Japan)カラムに添加、バッファー1で洗浄後、 1

ml/minのバッファー1から1 M NaCl含有バッファー1のリニアグラデイエント溶出を高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)を用いて行った。得られた活性画分(活性測定については後述)を

4。C、バッファー1で透析し、バッファー1で平衡化したTSKgelHAIOOO (Tosoh)カラムに添加、

バッファー1で洗浄後、 1 ml/minのバッファー1から0.5Mリン酸バッファー(pH7.0)へのリ

ニアグラデイエント溶出をした。得られた活性画分を4℃、バッファー1で透析し、 7倍量の冷

アセトンを加え、 -20-Cで30分静置後、遠心(12,000 x g, 30min, 4-C)し、沈澱を乾燥させた。得

られた沈殿物を0.1 M Na2SO4含有0.1 Mリン酸バッファー(pH 7.0) (バッファー2)で溶解し、

TSKgel G3000SWxlに添加、 0.5 ml/minのバッファー2で溶出した。得られた活性画分を4oC、バ

ッファー1で透析した。精製した酵素の純度はTSKgel phenyl 5PW逆相カラムを用いてH,0-

CH,CN-5%トリフルオロ酢酸の比率が90: 10: 1のバッファーAから40:60:1のバッファーB

の30分のリニアグラデイエント溶出を用いて分析した。

第3項　抗ALE-1血清の作製
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精製したALE-1 (500帽)を等量のFreund's complete adjuvant (Difco Laboratories, Detroit, MI,

USA)と混合しエマルジョン化した後、日本白色ウサギ(体重2kg)の皮下に注射した。 2週間

後および4週間後に100 ngの精製したALE-1を等量のリン酸緩衝生理食塩水(PBS) (Na2HPO4

12H20 3.2g, KH2PO4 0.14 g, NaCl 8.0 g, KCI 0.2 g per liter)と混合し再度注射したO抗血清は最初の

注射から5週間後に採取した。

第4項　ZymographyおよびウェスタンブロッテイングによるAI且1の検出法

SDS-PAGEはLaemmliの方法[42]に従い、 10 %のポリアクリルアミドゲルを使用したOタン

パク質は銀染色試薬(Daiichikagaku, Tokyo, Japan)を用いて検出した　SDS-PAGEを用いた

ZymographyはS. aureus FDA209P加熱処理菌体を0.5 nag/mlになるように分離ゲルに封入し電気泳

動をおこない、その後ゲルを十分量の精製水を用い室温で30分間緩やかに洗浄後、 0.1 Mリン酸

バッファー(pH 6.8)で37-Cでインキュぺ-トした[52].溶菌活性はimmunoviewer MU (j。。k。。

Sangyo Co. Ltd., Tokyo, Japan)で透明なバンドとして検出したoウエスタンプロッテイングはミニ

トランスプロット(Bic-Rad Laboratries, Richmond, CA, USA)を用いて行い、 1次抗体として2,000

倍希釈の抗ALE-1血清を、 2次抗体としてperoxidase標識ヤギ抗ウサギIgG抗体(Amersham Life

Science, Buckinghamshire, United Kingdom)を用い、 37。Cで1時間反応後、 Renaissance 4CN plus

(DupontNEN, Boston, MA, USA)を用いてバンドを検出した。タンパク質濃度はBCAprotein assay

reagent (pierce, Rockfori, IL, USA)を使用して決定した[71],

第5項　Al五一1の溶菌活性の測定

通常の溶菌酵素活性を測定する場合は、基質として5. aureus FDA209PのSDS加熱処理菌体を

使用した。いくつかの実験ではS. aureus FDA209Pの生菌、 S. capitis EKPlのSDS加熱処理菌体、

あるいはその生菌を使用した　SDS加熱処理菌体の作製法は、被検菌をTSB中で一晩37-Cで培

養した培養液を遠心(9,000 x g, 10 min, 4-C)し、得られた菌体をpBSで洗浄後、 4 % SDSで懸濁

し、 1時間沸騰水の中に静置後、 pBSで6回洗浄し、 SDSを可及的に除き、測定に使用したO活

性の測定は、菌体をO.lMTris-HClバッファー(pH8.5)に1mg/mlになるように懸濁し、その2ml

にサンプルを加え37-Cでインキュペートした。経時的に濁度の減少を吸光光度計、 595 nmの波長

で測定した[78]。 1時間に吸光度を0.25から0.125に減少させるタンパク質量を1ユニットとし

た。

第6項　ペプチドグリカンの精製方法
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S. aureusのペプチドグリカンの精製はMaidhofらの方法[47]に準じて行った。被検菌をTSBl

lで一晩培養し、遠心(9,000xg,10min,4-C)後、得られた菌体をpBSで洗浄、 4%SDS30mlに

懸濁し、 100-Cで30分加熱した後、遠心(9,000 x g, 10 min, 4。C)した。菌体を精製水で6回洗浄

後、 3倍量のPBSに懸濁し、 glassbeads (6 g/10 ml)を加え、 cell homogenizer (B. Braun Bi。thech. Int..

Melsungen, Germany)でoutputlevel 4で30秒間、 4回で菌体を破砕した.その後、遠心(2,000xg,

15 min, 4-C)し、得られた上清にDNase (最終濃度10 M-g /ml)、 MgCl2 (最終濃度20 mM)を加

え、室温で2時間静置した後、トリプシン(最終濃度100 jig/ml)、 CaCl2 (最終濃度10 mM)を

加え30-Cで17時間静置した。最終濃度1 %になるようsDSを加え、室温で15分間静置後、超遠

心(24,000xg,60min,18-C)し、沈査を3mlの精製水で2回洗浄後、 3mlの8MLiClで洗浄したo

さらに3m】の100mMEDTA (pH8.0)で1臥精製水で2回洗浄後、・アセトンで洗浄、得られた

ペプチドダリカンを凍結乾燥して実験に用いた。

第7項　Al£11によるペプチドグリカン切断部位の決定

精製したALE-1を用いてペプチドグリカン切断部位の決定をおこなった.精製したペプチドグ

リカンを0.1Mリン酸バッファー(pH 7.0)で5 mg/mlになるように懸濁し、精製したALE-1を加

え全量を4mlとして37-Cでインキュベ-トした。経時的に濁度の変化を測定し、懸濁液を採取し、

還元糖及び遊離アミノ基の測定を行った。還元法はpark-Jh。ns。nの変法[86]で、遊離アミノ基

は2,4-ジニトロフルオロベンゼン(dnfb)を用いたGhuysenの方法[18]によって求めた。ヒド

ラジン分解は乾燥させた検体を無水ヒドラジンと共に100。Cで6時間インキュベートすることに

より行った　2,4-ジニトロフェニル(DNP)アミノ酸は薄層クロマトグラフィーにより分析した。

まず室温で〝-ブタノールー1 %アンモニアで2.5時間展開し、その後乾燥させ、 4・Cでクロロホル

ムーメタノールー酢酸(85:14:1 (vol/Vol/vol))で45分間展開した。

第8項　Alふ1の溶菌酵素活性に及ぼす様々な物質の影響

ALE-1の溶菌酵素活性に及ぼすpHの影響を検討するために、溶菌活性の測定を種々のバッフ

ァー(0.1 M Tris-maleate (pH 4.74)、 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)、 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)、 0.025 M

diethanolamine-HCl (pH 9.5)、 0.025 M diethanolamin-HCl (pH 10.5))を用いて行った　ALE_1の溶

菌酵素活性に及ぼす阻害剤の影響を検討するために、精製したALE-1をそれぞれの阻害剤と共に

室温で10分間インキュぺ-トし、その後0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)バッファー中のSDS加熱処理

菌体の懸滞液に加え、濁度の変化を測定したoそれぞれの阻害剤の最終濃度はphosphoraraidon 20
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tLM、 0-phenanthroline 10 mM、 EDTA IO mM、 phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) lm M、 benzamidine

12.8 mM、 dithiothreit01 10 mM、 iodoacetic acid 0.1 mM、そしてdiethylpyrocarbonate 5 mMとした。

die也ylpyrocarbonateの影響は0.1 Mリン酸バッファー(pH8.5)中で検討した。

第9項　タンパク質分解能の測定

ALE-1によるpentaglydne分解能をjS-casein (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, USA)、 elastin-Congo

red (Sigma)、 pentaglycine (Sigma)を用いて検討した[35, 54]。カゼイン分解活性を検討するた

め、 10 ¥x¥のβ-casein液(l mg/ml in 25 mM ethanolamine-HClバッファー(pH 9.5))をALE-1ある

いはIysostaphinと共に37-Cで1時間インキュベ-トした。その後、混合液の一部を12 %のポリア

クリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEを行い、ゲルをクーマシープルー染色液で染色した。エラ

スチン分解活性を検討するため、 elastin-Congo redの懸濁液(4.6 mg/ml in 50 mM Tris-HCl, 0.5 mM

CaCl2 (pH 7.5))に様々な濃度のAT.F.-1あるいはIysostaphinを加え、 37℃で2時間インキュベ-

下したoその後遠心(9,000x^, 10min)し、上清の吸光度を495nmの波長で測定した。 pentaglycine

の加水分解能は薄層クロマトグラフィーを用いて測定した[35]。 pentaglydneを4 mMになるよ

うに20mMTris-HCl (pH8.5)に溶解し、 50p‖こ1.5帽のAu-1あるいはIysostaphinを加え、 37-C

で5時間インキュベ-トした。その後、 5 nlをPESILG (0.25 mm;Whatman Ltd., Kent, England)

の薄層クロマトグラフィーを用い、ブクノールー酢酸-精製水(4:1:1)で展開し、 20%ニン

ヒドリン/エタノールを吹き付け80-Cに熟して発色させた。

第10項　N末端アミノ酸配列の決定

精製したALE-1のアミノ末端のアミノ酸配列を決定するために、 N末端アミノ酸シークエンス

を行った。約33 Hgの精製したALE-1タンパク質をアセトンを用いて沈澱濃縮し、 SDS-PAGEで

分離し、 0.02 % SDS含有30 mM Tris-borateバッファー(pH 8.5)でTrans-Blot membrane

(polyvinylidene difluoride membrane; Bio-Rad)に転写した[48],転写した膜を0.1 %クーマシー

ブルーで染色し、 50 %メタノールで脱色、バンドを切り出し精製水で洗浄した。これをサンプル

とし、 Shimazu Gas Phase Protein Sequencer PSQ-1 (Shimazu, Kyoto, Japan)でN末端シークエンス

を決定したo N末端10残基の相同性検索はBLAST network service(National Center for Biotechnology

Information)を使用した。

第11項　ALE-1の亜鉛含有量の測定

ー71



精製したAI且1の亜鉛含量をZeeman-effect原子吸光光度計(Hitachi 170-70; Nissei Sangyo, Co.,

Tokyo, Japan)で測定した。サンプルは硝酸で洗浄したプラスチックチューブにてMillirQ-water

(Millipore)を用いて作製した。 3回の測定結果を平均して含有量を決定した。

第12項　5.capitisEPKlのDNA調整

S. capitis EPKlの染色体DNA及びプラスミドDNAの抽出は通法に準じて行った[63],すなわ

ち100 mlのTSBで対数増殖期まで培養したS. capitis EPKlを遠心(9,000 x g, 10mm, 4-C)し、得

られた菌体を20mlのCSバッファー(100 mMTris-HCl (pH7.5) , 150 mMNaCl, 10mM EDTA)

で洗浄し、 5 mlのCSバッファーに懸濁、 Iysostaphinを60 jxg/mlになるように添加し、 37。Cで1

時間インキュベ-上した。その後さらにproteinaseK (最終濃度0.1mg/ml)、 SDS (最終濃度0.1 %)

を加え50-C、 120分間インキュベ-トした。次に等量の50 mM Tris-HCI (pH 8.0)バッファー飽

和フェノールで3回水屑を抽出し、そこに2倍量の冷エタノールを加え遠心して得られた沈殿物

を70%エタノールで洗浄後、 TEバッファー(10mMTris-HCl (pH8.0) , 1mMEDTA)に溶解し

て実験に用いた。

第13項　ale-1遺伝子のクローニング

遺伝子ライブラリーの作製

S. capitisEPKlのDNAを制限酵素Hindi!!で部分消化後、 0.7 %アガロースゲル電気泳動を行い、

5-8 kbpのDNA断片をGene-clean Kit II (BIO 101, CA, USA)を用いてアガロースゲルから抽出し

たo制限酵素Hindlllで消化後shrimp alkaline pho甲hatase (Roche, Mannheim, Germany)処理した

クローニングベクターpUC19に回収したDNA断片を加え、 T4 ligase (Toyobo Co., Ltd., Osaka,

Japan)を用いて16-Cで一晩インキュベ-下し、ライゲ-シヨンを行った。その後1/10倍量の3M

酢酸ナトリウム(pH4.8)と2.5倍量の冷エタノールを加え、 -80-Cで15分静置した後、遠心(12,000

x g, 10min, 4-C)することでエタノール沈澱を行い、 70 %エタノールで洗浄後乾燥させ、 TEバッ

ファーに溶解した。得られたライゲ-シヨンサンプル4両こE. coliJMIO9のコンビテントセル40|xl

を混合し、 129 Q 、 2.0 kVの条件でElectro cell manipulator 600 (BTX Electroporation system, BTX Incり

San Diego, Calif., USA)を用いてエレクトロトランスフォーメーションを行った。直後にLB broth

を加え1時間37-Cで静置し、その後ampicillin (50 [xg /ml)含有L,B寒天培地にまき、一晩37-Cで

培養後、 IacZを発現しないことで白色になったコロニーを選択した。

溶菌活性の検出
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溶菌活性を発現するコロニーを選択するため、得られたE. coliクローンを5. aureus FDA209P加

熱処理菌体(0.5 mg/ml)、リゾチーム(4 mg/ml)、イソプロピ)レβ-D-l-チオガラクトビラノシド

(IPTG) (1 mM)含有1.5 % TSB寒天培地にまいた　37-Cで二晩培養後、コロニーの周囲に透明

な溶菌斑ができているものを選択した[9, 23, 58, 80]。選択した形質転換株をIPTG添加LB培地

で対数増殖期後期まで培養し、遠心(9,000 x g, 10min, 4。C)後、 10mM PBS (pH7.0)で懸濁し

超音波破砕した。得られた細胞抽出画牙の溶菌活性パターンはZymographyによって検出した[52],

プラスミド抽出法(煮沸法)

少量のプラスミドDNAを抽出するために煮沸法を行った。 LB寒天培地で37-C一晩培養した菌

を白金耳でかきとり、頂STバッファー(8%スクロース,0.5%トリトンX-100,50mMEDTA(pH

8.0) , 10mMTris-HCl (pH 8.0))に懸濁し、 8 plのリゾチーム(10 mg/ml)を加え撹拝、沸騰水浴

中で40秒間処理した後、遠心(12,000xg, 10min, 4-C)し、上清に40 m.1の10.5M酢酸アンモニ

ウムと165 [*1イソプロパノールを加え、 -80-Cで15分静置、遠心(12,000 x g, 10 min, 4-C)後、

得られた沈殿を70%エタノールで洗浄後、乾燥させ、 30^1のTEバッファーに溶解した。

サザンハイプリグイゼ-シヨンおよびPCR反応

DNAを適当な制限酵素で消化後アガロースゲル電気泳動を行い、変性バッファー(1.5 M NaCl,

0.5MNaOH)で10分間、20分間と2回振とうさせた後、中和バッファー(l.5MNaCl,0.5 MTris-HCl

(pH7.5))で10分間、20分間の2回振とうした。その後、 10xSSC(1.5MNaCl,0.15Ms。dium citrate

(pH 7.0))存在下でHybond-N Nylon membrane (Amersham Pharmacia)へDNAの転写を行った。

DNAを転写した膜を5 x SSCを用い5分間室温で洗浄後、 Uvクロスリンカー(CL-1000

ULTRAVIOLET Cross Linker: Funakoshi, Tokyo, Japan)で処理した。プローブの標識とハイプリグイ

ゼ-シヨンはECL nucleic acid labelling and detection syst由n (Amersham)を用い、化学発色により

バンドを検出した。検出にはFuji RX-U film (Fuji Film Co., Tokyo, Japan)を使用した。プローブ

としそALE-1のN末端が欠損したDNA断片をTag DNA polymerase (T。y。b。)を用いたpcR反応

により増幅、作製した。プライマーとして、 5'-GGGGATCCGCTGCTCAATCT-3'と　5,_

GGGAAITCCCCTTCGTGTTG-3'を用いた。

コロニーハイプリグイゼーシヨン

得られた形質転換体のコロキーを50 ng/mlのampicillin含有IB寒天培地にプロットし37-Cで

一晩培養し、得られたコロニーの上にHybond-N Nylon membrane (Amersham)を3分間置き、菌

体を膜に転写した。その後変性バッファーで5分間、中和バッファーで10分間、膜を放置し、 5Ⅹ

SSCで洗浄後、 Uvクロスリンカー(Funakoshi)で処理したoプローブの標識とハイブリダイゼ
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ーシヨン以後はサザンハイブリダイゼ-ションと同様に行った。

第14項　ale-1遺伝子の塩基配列の決定

プラスミドの精製はplasmid miniprep kit (Bio-Rad)を用いて行った。塩基配列の決定を行うた

めに部分欠失変異株の作製をTAKARA Kilo-Sequence Deletion Kit (Takara, Tokyo, Japan)を用いて

以下の方法で行った[24].

10帽のプラスミドを3'末端突出、 5'末端突出の適当な制限酵素で消化後、等量のフェノール-

クロロホルムを加え遠心(12,000 x g, 10 min, 4-C)し、上浦をェタノール沈澱し、得られた沈澱を

70%エタノールで洗浄後、乾燥した。その後100nlのExoIIIbufferで溶解し、 1plのExonuclease

in (i8ou/ni)を加え37-Cでインキュベート、 1分毎に10nlずつ1001*1のMBbufferに移し、 65。C

で5分間処理し酵素を失活させた。その後2 nlのMung Bean Nuclease (25 U/(al)を加え37-Cで60

分間反応後、等量のフェノールークロロホルムを加え遠心(12,000 x g, 10 min, 4℃)し、上清をェ

タノール沈澱し、得られた沈澱を70%エタノールで洗浄後、乾燥した。得られたDNA断片を50

ド1のklenow bufferで溶解し、 1ド1のklenow fragment (2 U,/pl)を加え37。Cで15分間反応後、エタ

ノール沈澱し、得られた沈澱を70%エタノールで洗浄後、乾燥した。得られたDNA断片をIigase

(TAKARA)を用い、 16-Cで一晩インキュペ-下し、ライグーシヨンサンプルを3,末端突出の制

限酵素で消化後、第13項の方法でE. coli JMIO9に形質転換した。得られた形質転換株のプラスミ

ドを煮沸法で抽出し、適当な制限酵素で消化後、 1 %アガロース電気泳動を行い、挿入断片の適

当な長さの部分欠失変異株をスクリーニングした。

選択した部分欠失変異株からプラスミドをplasmid miniprep kit (Bio-Rad)を用いて抽出した。

得られたプラスミドを鋳型としてT7 DNA polymerase (Pharmacia, Tokyo, Japan)を用いたdideoxy

chain-termination method [64]とAuto-Read sequencing Kit (Pharmacia)を用いて塩基配列の決定を

行ったo反応にはpUC19のIacZ領域のマルチクローニングサイトの両端にアニールするCy5標

識　した　universal primer　5'-CGACGTTGTiゝAAACGACGGCCAGT-3'と　reverse primer　5'-

CAGGAAACAGCTATGAC-3'を用いた。泳動にはAIJred DNA sequencer (Amersham pharmacia

biotech)を使用した。塩基配列決定、解析はALF win�"Sequence Analyser (Amersham)、 GENE WORKS

2.5.1 (intelliGenetics, CA, USA)を用いた。

第3節　結果

第1項　ALE-1の精製
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S. aureusの産生するN-acethylmuramyl-L-alanine amidase [79]とendo-fi -JV-acethylglucosaminidase

[78, 79]、 S. simulans bv. staphylolytkusの産生するglycylglycine endopeptidase (lysostaphin) [77]、

B. subtilisの産生するJV-acethylmuramyl-Lalanine amidase [72]等の溶菌酵素の精製には色素親和

性カラムクロマトグラフィー担体が使用されているoそこで本研究でもS. capitis EPKlの溶菌酵

素を精製するために第一段階としてトリアジン系色素Cibacron blue affinity gel高速液体クロマト

グラフィーを用いたところ、 CCF画分中の活性画分がTSKgel Blue-5PWカラムに結合した。この

活性画分はバッファー中の塩濃度を上げることによって溶出したo次にこの活性画分をTSKgel

HAIOOOを用いてノリドロキシアパタイトHPLCにかけたところ、活性はカラムに結合し、リン

酸バッファーの濃度を上げることによって溶出したoさらに、溶出画分をTSKgel G3000SWxlカ

ラムを用いて、ゲル滝過HPLCにかけたところ、単一ピークとして溶出できた(図1-1).精製し

た酵素の純度を逆相HPLCによって分析した結果、単一ピークとして示された(データ示さず)。

精製サンプルをSDS-PAGE後、銀染色したところ、分子量48 kDaの単一バンドとして認められた

(図ト2a)cまた、等電点アガロースゲル電気泳動の結果、その酵素の等電点は9.0であった。精

製された酵素のN末端アミノ酸配列はSTKVDAPKVEで、 Iysostaphinをはじめ既知のタンバク質

との相同性は認められなかったoそこでこのタンパク質を新規溶菌酵素ALLlと名付けた。 ∫.

aureus菌体を封入したポリアクリルアミドゲルによるZymogramで、 ALE-1に相当する位置に単

~の溶菌活性バンドを認めた(図1-2b),また、 AI且1に対する抗血清によるウエスタンブロッ

テイングでは、 ccF、精製した酵素で、 48 kDaに単一バンドが認められ、S. simulans bv. staphylolyticus

の産生するIysostaphinと交差反応を示した(図l-2c)<精製をまとめたものを表1_1に示した。 4

つの段階を経ることによって、 TSKgel G3000SWxlカラムに示したように、 Purification f。Idが350

倍で、回収率が32.7%と、高い割合で精製され、 31培養から156ngの酵素が精製できた。

第2項　ALE-1によるペプチドグリカン切断部位の検討

S. aureus FDA209PあるいはS. capitis EPKlを基質としてALE-1の溶菌活性を検討したところ、

A岨1は生菌およびSDS加熱処理したS. aureits菌体を濃度依存的に溶解したが、 S. capitis菌体

では生菌およびSDS加熱処理菌体両方とも、わずかにしか溶菌活性を示さなかった(図1-3)cぶ.

aureusの細胞壁に精製したALE-1を反応させたときの濁度と遊離アミノ酸および還元糖の変化を

経時的に計Brlした。濁度が減少すると共に遊離アミノ酸が増加した(図l-4)cこのことより、 ALE-1

はamidaseかあるいはendopeptidaseであると考えられた。さらにALE-1によるS. aureusペプチ

ドグリカンの溶解反応中に生じたN末端アミノ酸を決定するため、反応液の上浦をDNFB化した

後加水分解し、薄層クロマトグラフィーで分析した結果2,4-dinitrophenol-glycineを認めた。 C未
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端アミノ酸をヒドラジン分解し分析すると同様に2,4-dinitrophenol-glycineを認めた。これらのこ

とからALE-1はglycylglycine endopeptidaseであると示唆された。

第3項　ALE-1の亜鉛含有量

lysostaphinは1分子中に1亜鉛原子を含有するzinc enzymeとして報告されている[92]o ALE-

1はIysostaphinに抗原性や機能が似ているため、 ALE-1も亜鉛原子を含有するか否かを検討したo

Zeeman-effect原子吸光光度計で測定した結果、 Al且1は1 molのタンパク質あたり、 0.94 molの

亜鉛を含有する事が明らかとなった(データ示さず)0

第4項　溶菌酵素ALE-1の性状

pH 4.74からpH 10.5のバッファー中で溶菌活性を測定した結果、 ALE-1の至適pHは7から9

の間でありIysostaphinのそれとは異なっていた　SDS加熱処理したS. aureus FDA209P菌体を基

質としたときのALE-1、Iysostaphinの溶菌活性におよぼす様々な阻害剤の影響を検討した(表1-2)

0-phenanthroline、 iodoacetic acidおよびdiethylpyrocarbonateがALE-1の活性を阻害し、他の

senneproteaseおよびthiolprotease inhibitorは影響を及ぼさなかった。 Iysostaphinについても同様の

結果が得られた10 mMのCu2◆はAI且1の活性を完全に阻害し、またIysostaphinの活性も部分

的(39 %)に阻害した。一方、 10 mMのFe2十ではIysostaphinの活性は阻害したが、 ALE-1の活性

は阻害しなかった　zn^は5 mM以上の濃度では沈澱するために測定は不可能だった華、 1 mM

でわずかにALE-1とIysostaphinの活性に影響を及ぼした　Na+とN町はALE-1の活性を増強し

たが、 Iysostaphinには影響しなかった。さらにPseudomonas aeruginosaの産生する溶菌酵素の基質

であるy?-casein、 elastin、 pentaglycineがALE-1の基質になり得るか否かを検討した　ALE-1ある

いはIysostaphin 65 ng/mlまで、 i-caseinを加水分解することでできるマイナーバンドは検出されず、

基質として用いたβ-caseinのバンドの減少も見られなかった。組成の3分の1がglycineで占めら

れるelastinについてもelastin-Congo redを用いてALE-1とIysostaphinの活性を検討した。 200 ng/ml

のAlふ1あるいはIysostaphinをelastin-Congo redと2時間以上反応させた上清のCongo-redの濃

度の増加は見られなかった　0.2 ^mo]のpe叫glycineを基質とし1・5帽-の酵素を5時間作用させて

も、ニンヒドリン反応したスポットはpentaglycineの位置にみられ、ほんのわずかの量しかtriglycine、

tetraglycineの位置に見られなかった。このことからALE-1、 Iysostaphinはpentaglycineを加水分解

しないと考えられた。

第5項　ale-1遺伝子のクローニング
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S. capitis EPKl株の遺伝子ライブラリーはpUC19を用いて作製し、 S. aureus FDA209Pの加熱処

理菌体を含有したアガロースプレートにおける大腸菌形質転換株のブドウ球菌溶菌活性を指標に

して、酵素をコードしている遺伝子をクローニングした　800の形質転換株を2日間インキュベ

ー上したところ、 6個のコロニーが溶菌斑を形成した　S. aureus FDA209Pの加熱処理菌体を含有

したゲルを用いたZymographyでこれら6個のクローンの溶菌活性を検討したところ、すべての

クローンの抽出画分で溶菌バンドが検出されたoさらに、ウエスタンブロッテイング解析でもす

べてのクローン抽出画分の溶菌バンドに相当する位置のバンドがALL1に対する抗血清と反応し

たoそれらの形質転換株はいずれも2 kbpのHindia断片を持っていた去そのうちの一つのプラス

ミドをpTFlとした(図1-5).溶菌活性を示す最小のDNA領域を決定するために、 HindUl断片

の部分欠失変異株を作製し、 pUC19にクローニングしたo pTFll、 pTF12とpTF15を持った菌株

が溶菌活性を示した(図l-5)c一方pTF13、 pTF14とpTF16を持った菌株は溶菌活性を示さなか

った(図1-5)c　溶菌活性を発現するDNA断片をシークエンスした結果、その断片には不完全な

open reading frame (ORF)が含まれていたOそのORFはN末端が欠けていたので、 pTFlのHindUI

断片をプローブとしてS. capitis EPKlのDNAを再度スクリーニングし、 6 kbpのEcoRI断片を単

離したoこのEcoRI断片をpUC19にクローニングL pTF2とした　pTFlのHindEl断片をプロー

ブとして6 kbpのEcoRI断片のHindi消化したものをスクリーニングし、 3.5 kbpのHindi断片を

単離、 pUC19にグローニングL pTT3としたpTF2、 pTF3クローンは両方とも溶菌活性を発現し

た　pTF3の肋cII断片のExom部分欠失変異を両方向から行ったO溶薗活性の発現と制限酵素地

図から3.5kbpのHincII断片に完全なoRFが含まれている事が示唆された。

第6項　ale-1遺伝子の塩基配列決定と推定アミノ酸配列

クローニングしたALE-1のORFを含んだDNA断片を用いたDNA塩基配列の決定により、 362

個のアミノ酸残基からなるタンパク質をコードするORFが明らかとなった　ORFの位置を図1-

5に、 oRF全体を含む1,540 bpの塩基配列と、推定アミノ酸配列を図116に示した　AGGAGGT

のShine-Dalgamo配列が推定開始コドンの9塩基上流に見られた　ORFの上流にはプロモーター

と推定される領域が見られた　TTGATA (160から165)∵配列とTACATA (183から188)配列は

それぞれ大腸菌で-35と110のプロモーターとして機能すると考えられた。終止コドンの下流

1,337から1,379、 1,392から1,432に2つのループ構造をなすrh.非依存性推定ターミネーターが

存在していた。 GC含量は35.1%であった。

推定アミノ酸配列の36位から45位の配列は、精製したAI且1から決定されたN末端アミノ酸

配列と一致した　ATGコドンから始まるアミノ酸配列に臥ALE-1の決定されたN末端配列の前
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に35残基のアミノ酸があり、 ALE-1がS. capitis EPKlの細胞外に分泌されるタンパク質である事

から、シグナル配列であると考えられた　362個のアミノ酸残基からなるタンパク質をコードす

るORFの推定分子量は39,306 Daで、推定シグナル配列が切断されると35,596 Daになると推測

されたOすべてのアミノ酸配列から推定される等電点(pi)は9.61で、シグナル配列が切断され

るとpIは9.62になると考えられ、精製されたAu三11の等電点と一致した。

AI且1のN末端には32位から始まり111位まで13個のアミノ酸からなる6回の繰り返し構造

を持っており、繰り返し構造の2つ目から6つ目まで完全に保存されており、最初の繰り返し構

造では、 N末端側の5つが異なるアミノ酸であった(図1-6)0

タンパク質相同性検索より、 ALE-1はS. simulans bv. staphylolyticus [14, 21]の産生する

glycylglycine endopeptidaseであるIysostaphinと50 %の同一性がある事が明らかとなったoこれら

の酵素は構造的にも類似しており、 ALE-1の繰り返し構造(Glu-32からGln-Ill)とIysostaphin

の繰り返し構造(Glu-33からThe-222)はアミノ酸レベルで23 %の同一性を示した。一方、 ALE-

1の199から362の推定活性ドメイ.ンの同一性はアミノ酸レベルで83 %であった(図1-7),

lysostaphinはN末端繰り返し構造がプロセッシングを受け、成熟型が溶菌活性を示すと言われて

いるo成熟型Iysostaphin (Ala-119からLys-362)のN末端アミノ酸に相当するAla-119からのN

末端繰り返し構造を欠失したAT.F.-1に相当するDNA断片をpcR反応で作製、 pUC19にクローニ

ングしたものをpTF4とした。 pTF4をもった大腸菌株の抽出画分は低い分子量の溶菌バンドを示

した(データ示さず)。

ALE-1の198から　233位の領域のアミノ酸の相同性は、 Lysobacter enり桝ogenes舟Iytic

metalloendopeptidase [96]、 Achromobacter lyticusj5-1ytic protease [44J、 p. aeruginosa LasA [35, 69]N

K coli OiSU [34]、 Haemophilus influenzaeBIO409 [17]、 Vibrio cholerae TagE [40]、 H. somnus LppB

[86]、 H. influenzae NlpD [17]、 P. aeruginosa NlpD [84]、 Salmonellaりtphimurvum NlpD [593^ Yersinia

enterocolitica NlpD [30J、 E. coli NlpD [29, 41]、 P. putida NlpD、 Synecococcus elongates Orflにも見

られた(図1-8).アミノ酸配列において、 ALE-1のGly-160、 Try-198、 ffis-200、 Val-212、 Gly-225

と捕s-233が16個のすべてのタンパク質の配列で保存されていた　ALE-1のアミノ酸配列と高く

渠似した領域はS.aureusamidase [94JのC末端アミノ酸配列にも見られた。

Iysostaphinは42 kDaのタンパク質として産生、分泌され、後に培養上浦中でプロセッシングを

受け25 kDaの成熟型酵素となると報告されている[23, 58]c　また、そのプロセッシングは主に定

常期で起こると言われている[58]cそこで様々な増殖期のS. capitis EPKlの培養上清について

Zymographyと抗ALE-1抗体を用いたウエスタンプロッテイ・ングを行った。その結果、すべての

増殖期において、 ALE-1由来の一つのバンドだけを認めた(データ示さず)。このことからALE-1

は液体培養上清中ではプロセッシングを受けない事が示唆された。
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第7項　Alふ1はプラスミドにコードされている

lysostaphinは大プラスミドにコードされていると報告されている[21, 22]。 ale-1遺伝子もプラ

スミドにコードされているか否か検討した　pTFlのHindUI断片をプローブとして用いたサザン

プロット解析より、その遺伝子が大プラスミドにコードされる事奉呈示唆された(データ示さず)。 5".

capiぬEPKlをethidium bromideで42-Cで処理したプラスミド脱落株はALE-1を産生しなくなっ

たoこの株で同様にサザンプロット解析を行うと、 HindUl断片とハイブリダイゼ-シヨンするプ

ラスミドDNAのバンドが消失していた(データ示さず)。この事からもale-1遺伝子はプラスミ

ドにコードされることが示唆された。

第4節　考察ならびに小括

本章では∫. capitis EPKlが産生するglycylclycine endopept油seであるALE-1の精製、塩基配列

決定および性状について述べたo ALE-1と】ysostaphinは両酵素ともS. aureusのペプチドグリカン

のjlycylglydne部分を加水分解する溶菌活性を示したoしかし、 pentaglycineやjS-caseinなどを含

む広い基質特異性を持つ他の溶菌酵素LasAやLasD [35,54]と違い、これらの酵素はj8-casein、

elastin、 pentaglycineを基質として認識しなかった。

S. capitis EPKlのale-1遺伝子はN末端にシグナル配列を持ち、その下流に13個のアミノ酸か

らなる6回の繰り返し構造を持つ、分子量39,306 Daの前駆体酵素をコードしていた。成熟型ALE-1

の推定分子量は35.6 kDaであるが、 SDS-PAGEで48 kDaの位置に検出されるのは、 N末端側の

glutamic acidに富んだ繰り返し配列があるためにsDSとの結合が弱まり、 SDS-PAGEでの泳動度

が小さくなるためと考えられたoこのことは、 N末端繰り返し配列を欠失したALE-1がsDS-PAGE

で28 kDaの位置に検出され、これはアミノ酸配列から推定される分子量26.7 kDaと一致する事か

らも支持された。

成熟型ALE-1の構造はIysostaphinの前駆体と非常に類似していた(図1-7)。どちらもN末端側

に繰り返し構造を持ち、 C末端側で活性部位につながるo lysostaphinと異なり、 ALE-1は培地中

でN末端繰り返し構造のプロセッシングを受けず、 A岨1とprolysostaphinのN末端繰り返し構

造は繰り返しの回数が異なっているが、図1-9に示したように、どちらの2次元構造も13個のア

ミノ酸からなるα-helix構造をとっており、その構造を形成している極性と非極性アミノ酸は、非

常によく似た周期的な極性アミノ酸のクラスターを作っていることが明らかとなった。本研究で

按ALE-1が産生株の細胞表層にあり、また3 M LiCl処理で抽出することができる事を発見した。

この事から、 A岨1は産生株の細胞表層とイオン結合していると示唆された。また、 ALE-1と
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prolysostaphinのN末端繰り返し領域は細胞表層のリガンドとの結合に関与し、酵素が分泌された

後、細菌の細胞表層に貯留するために必要である可能性が考えられた(データ示さず)0

ALE-1とIysostaphinの活性がともにdiethylpyrocarbonateあるいはiodoacetic acidで阻害された事

から、 Iysostaphin同様、 ALE-1の溶菌活性にhistidineが重要な役割を果たしていると考えられたo

lysostaphinとのアミノ酸配列の比較から、 124、 150、 194、 200、 231、 233そして327位の7つの

histidine残基が保存されている事が明らかとなった124、 194、 200、 231そして233位のhistidine

はユysostaphinの推定される活性領域に存在しており[94]、さらに200と233位のhistidineは16

個のタンパク質の38アミノ酸からなる高く保存された領域に,あり、すべてのタンパク質で保存さ

れていた(図1-8)。様々なタンパク質中のhistidine残基は亜鉛の結合部位であり、溶菌活性に重

要であると報告されている[11, 27, 92]c　高く保存された38アミノ酸領域を持つタンパク質の中

でALE-1、 Iysostaphin [32, 93]およびLasA [35]はendopeptidaseであり、溶菌活性を示す。 Iysostaphin

は1分子中に1つの亜鉛原子を含有する事が報告されている[91]c原子吸光光度計で測定した結

果、 ALE-1も亜鉛原子を含有する事が示唆された　LasAはmetalloenzymeであると言われている

[54].高く保存されている38アミノ酸領域を持つ16個のタンパク質のうち、 7個がグラム陰性

細菌のNlpD/LppB領域に含まれている。しかし、これらNIpD/LppBの生理学的機能は明らかにな

っていない。大腸菌内でNlpDを過剰発現させると大腸菌の形態が樽型になり最終的に溶菌を起

こす事から、 NlpDも細胞壁溶解機能を有するかもしれないと考えられた[41]cこれらの事から、

保存されたモチーフTyr-X-His-Xn-Vaトxi2/2。-Gly-X5.6-fLsを持つタンパク質は新規の細菌亜鉛プロ

テアーゼファミリーを作っていることが示唆された。

小括

1. StaphylococcuscapitisEPKlの上浦からS. aureusを選択的に溶解する溶菌酵素AI且・1を精製し

た。

2. SDS-PAGEにおける泳動度からALE-1は48kDaのタンパク質で、等電点は9.0、至適pHは7-9

であった。

3. S. aureusペプチドグリカン加水分解産物の分析から、 ALE-1はglycylglycineendopeptidaseであ

ることが明らかとなった。

4. ALE-1に対する抗血清はIysostaphinを認識した0

5. Al且1の溶菌活性にはhistidine残基が重要であることが明らかとなった。

6. DNA塩基配列の決定よりALE-1は362個のアミノ酸残基からなり、 39.3kDaの前駆体として

合成され35位のalanineの後ろでプロセスされ、 35.6 kDaの成熟型ALE-1として産生される

ことが明らかとなった。
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7. AULlはN末端側に13個のアミノ酸からなる6回の繰り返し構造を持っており、 C末端側で

活性ドメインと結合している、構造臥機能的にIysostaphinに類似した酵素である事が明ら

かとなった。

!. ale-1遺伝子はS. capitisEPKlの持つプラスミド上に存在することが示唆された。
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'
4

哨
樹
4
-
^
c
堂
樹
華
麗
圃
饗
蛸
壷
i
。
聖
義
勝
(
0
4
卜
H
d
)
-
,
卜
吾
へ
番
人
「
i
V
I
V
O
撫
舶
D
B
N
w
r
o
-
(
^
n
噴
:
r
x
M
S
O
O
o
e
o
p
s
^
s
x
P
H
/
i
m
o
e
P
痩

捕
)
-
<
n
照
り
竃
_
卜
q
o
i
d
H
禦
饗
ミ
.
6
対
重
囲
S
}
悪
;
j
£
心
酔
曾
<
?
o
o
o
t
v
h
p
s
:
h
s
i
(
=
サ
)
-
-
j
.
<
^
y
細
見
製
㌣
エ
<
I
y
恥
巾
/
/
<
&
%
O
O
T
心
負
%
0
楚
E
[
㌣
奄
O
C

曾
q
奄
0
ノ
J
E
y
樹
(
O
'
L
H
d
)
-
ト
c
&
て
顧
<
f
i
j
m
s
'
o
r
p
i
悪
E
t
.
対
(
〇
'
卜
H
d
)
　
ト
」
&
て
髄
<
f
i
J
*
i
o
'
O
J
i
覚
　
　
(
^
1
周
り
5
0
0
0
1
V
H
P
^
S
1
-
X
H
/
¥
m
0
9

2
-
f
f
l
J
s
甘
)
-
3
「
J
I
Z
U
W
i
"
1
買
‥
)
7
'
_
 
-
U
-
こ
4
*
/
,
<
-
小
-
A
-
n
*
[
T
、
′
y
H
W
T
,
昌
~
/
U
9
c
i
-
r
い
Z
L
J
る
A
V
I
S
-
1
'
一
I
H
 
P
叫
5
)
S
.
I
.
(
4
)
-
^
y
i
-
,
r
i
:
¥
'
,
ニ
t
t
1
3
-
エ
バ
H
.
1
-
4
-

小
O
Q
)
%
0
0
芯
怠
o
A
O
賛
a
a
.
奄
O
E
曾
q
査
0
ノ
J
B
t
樹
(
O
J
卜
H
d
)
-
i
卜
ヽ
ご
ヽ
患
八
へ
l
∑
T
O
O
撫
S
D
*
N
W
I
?
)
登
l
樹
(
0
.
ト
H
d
)
-
L
L
卜
至
ア
ヽ
髄
<
f
i
W
I
O
'
O

輔
1
磐
　
　
(
3
1
慮
り
5
A
V
d
s
-
^
i
e
¥
&
出
S
1
-
i
R
/
P
"
0
9
i
癖
珊
)
-
^
c
-
鹿
聖
F
t
嚢
q
腰
?
竃
小
」
」
f
y
m
j
p
a
n
j
q
u
。
j
。
e
q
r
)
対
(
重
囲
』
U
U
)
重
囲
饗
T
塞
蝶
(
C
)

M
l
&
c
o
W
-
M
)
辻
S
S
r
・
r
)
.
;
>
t
I
J
〓
薫
W
i
t
A
　
′
O
l
d
I
I
エ
>
6
¥
{
ト
、
小
舟
c
l
:
¥
>
′
「
　
′
,
)
i
(
≡
・
W
U
i
避
w
日
#
八
.
<
ト
(
I
.
-
　
1
-
1
I
旦

(
u
!
∈
)
の
∈
!
1

0

8

　

　

0

2

　

　

0

1

-

o
e
　
　
0
2

0

寸

　

O

C

 

O

N

 

O

L

 

0

luu 08己Ie eoueqJosqv

-18-



b c

1　2　3　4

97K-

66K-

43K-

1 2　3

図112　溶菌酵素の銀染色、 Zymography、ウェスタンプロットによる検討

(a)様々な精製過程における活性画分について10%ポリアクリルアミドゲルでSDS-PAGE

後、銀染色した。レーン1, S. capかis EPKlのCCF画分; 2, TSKgel Blue-5PWの溶出画分; 3,

TSKgel HAIOOOから溶出した活性画分; 4, TSKgel G3000SWxLから溶出した精製酵素(b) S.

aureus FDA209P加熱処理菌体を封入した12 %ポリアクリルアミドゲルを用いたZymography

にて、精製酵素の溶菌活性を検出した(c) cCF画分、精製酵素、 Iysostaphinを精製酵素に

対する抗Aは-1血清を削、、ウエスタンプロットを行ったoレーン1, S. capitisEPKlのCCF

画分; 2,精製酵素(0.9 (ig) ; 3, 】ysostaphin (5 |Ag)　精製酵素、阜コ, lysostaphin

衰111溶菌酵素の精製効率

Sample
Protein Sp activity Purification Yield

(M9)　　(u /Mg)　　(fold)

CCF

Blue-5PW

HAI 000

G300 0SWX[_

153,1 20　　　0.001

496　　　　0.25

1 72　　　　0.32

1 56　　　　0.35

100

250　　　　75. 1

320　　　　32.8

32.7
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表1-2　ALE-1およびIysostaphinの溶菌活性に及ぼす様々な因子の影響

Modulator
Conen

(mM)

Remaining staphylolytic

activity (%)

ALE- 1　lysostaphin

None

1 ,1 0-phenanthroHne

EDTA

Phosphoramidon

Phenylmethansu lfony間uoride

Benzamidine

Dithiothreitol

lodoacetic acid

D iethyl pyrocarbon ate
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ATGAAGTTTA CAGCGGAGGG AGAAGGATTT GAACCAACGC AAGCATAAGC TTCTAATTAA

TACATAGTAT TAATTTCCCT TAAACCAGAC TTGGGTATCC CTCCAATATT TAATTACTAT

AAAATAATAT CTTATCTTAA ATAAAATGTA AAGATTTTGT TGATATTTCA AAATATAAAT

135

TATACATATT

-10

TTATGGATAC

M D T

TTTTAGTTGG

L V G

ATGCACCAAA

AGTTATATGT

AAATAGAAAA

N R K

ATCAGTATTT

S V F

AGTAGAGCAA

TATTATAACT

TTCACTTTAG

F T L V

TTAACCGTAA

L T V蝣　N

GAAGCACCAG

AATGTATTTT AAATATTAGG AGGTTTAAAT

SD

TAAAATCTTT GTCAATTGGA TTAGGAACTT

K S L S I G L G T F

ATGATGAAGC TTCTGCATCG ACAAAAGTTG

CAAAAGCTGA TGCACCAAAA GTAGAGCAAG

AAGCACCAGC AAAAGCTGAT GCACCAAAAG TAGAGCAAGA

CACCAAAAGT AGAGCAAGAA GCACCAGCAA AAGTTGATGC

AGCACCAGCA AAAGTTGATG

ACCAAAAGTA GAACAAGAAG

CACCAGCAAA AGCTGATGCA CCAAAAGでAG AACAAAAGAG

CTCAATCTAA

Q S N

CGTATCCTTT

Y P L

GAACACCAGで

T P V

GTGGAGGAAA

G G N

ATTTAAGTAA

L S X

GGTCTGGTAG

S G S

CATTCTCAAA

F S N

GTAATAGTAC

N S T

ATAAATCTGA

X S 冗

CATTTAGAAG

F R S

AAGTTATGAA

V A K

TATATTTACC

Y L P

CAATCAAGTG

エ　　K

AACTCAACAC

TCATTCGGCT

H S A

AGGAATTAAT

G I N

AAGAGCAATT

R A I

TGAAATAGGA

E　　工　　G

ATTCAATGTT

F N V

TACAGGATAT

T G r

TAATACAGCA

N T A

ATCTTCATCA

S S S

ATCTGCCAGT

i^a　　喝

TATGCCTCAG

n P Q

ACAAGATGGT

Q D G

AGTTAGAACT

V R T

ATTTATACAT

AGTTGGTTAA

S W L N

GGCGGAAATC

N H

TCAGATGGTA

S D G K

CTTGTTGAAA

L V E N

AAAGTTGGTG

K V G D

TCTACAGCAC

S T A　　-P

CAAGATCCTA

Q D

AATAATAATG

N N N

TTTACAGCTA

F T A N

TCAGGTGTTT

S G V L

CATGTATGGG

H V W V

TGGAATGAAA

W N

AATATATACA

K R

ACAATTACAA

N Y K

ACTATGGCGT

Y G V

AAATAGTCGA

ェ　　V E

ATGATGGTGT

D G V

ACAGAGTTAA

R V K

CGCATTTACA

H L H

TGCCATTTCT

P F L

GTTATAAAAC

Y K T

ACACAGATAT

T D I

TAAGAAAAGG

R X G

TTGGTTATAA

g y n

GTACAGGAGA

T G E

ATCACTAC

GAAGGGACAA AC TGAAAT

AACTTTTGTA

T F V

GAAAGGTTAT

K G Y

TGATTTCTTT

D F F

AGCTGGATGG

A G W

TCATAGACAA

H R Q

AGCTGGACAA

A G Q

TTTTCAAAGA

Q R

AAAATCAGCG

K S A

TAATAAATAT

N K Y

TATTACAAGA

I T R

TTTAACTATT

L T I

TACAAATAGT

T N S

ATTAGGACCA

L G P

R E A A

GGTTATGGTC

G Y G P

ATGAATGTAG

M N V

ACAAATTATG

T N Y G

TGGTATATGC

w y m h

ATTATTGGTT

エ　　エ　　G W

ATGACCAATT

M T N　蝣　S

GGCTATGGAA

G Y G

GGAACATTAT

G T L y

TTAACAGGAC

L T G P

AAATATGATG

K Y D E

GGAAAAAGAG

G K R V

ITATGGGGAA

L W G T

TAAC TAATTATGTC

GTTT GTCCCTTTGT GTTTGGATTA

60

120

180

240

300

20

360

5!1

420

60

480

80

540

100

600
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160
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TCGATTATTC ATATTTTATA CATACCCTTA ACCACGCGTT TTCATGCATT mCATTCACA　1500

GAAGTTTTGT ATCTTTATTC AGTTCGCAAG CGTCTAAAAA ATAGATATTA　　　　　　　　1550

図1-6　S. capitisEPKl ale-1遺伝子の塩基配列および推定アミノ酸配列

-35, -10,推定プロモーター領域; SD, Shine-Dalgarno配列(推定リボソーム結合サイト) ; +ト,

ループ構造をとる配列;国, 6回の繰り返し配列。太い下線部分は精製ALE-1のN末端アミノ酸
配列の決定で得られた配列に相当した。
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Lys°staphin S. simulans bv staphylolyticus

6 repeats

ALE-1

preprolysostaphn n

preALE

preprolysostaphi n

preALE

preprolysostaphi n

preALE

preprolysostapm n

preALE

preprolysostapm n

preALE

p rep rolysostaphi n

preALE

prepro Lysostapm n

preALE

preprolysostaphi n

preALE

preprolysostaphi n

preALE

preprolysostaphi n

preALE

5. cap肋EPKl

∇
LKKTKNNYYT T

MDTNRKFTLV K

S NMDVSKKVAE

△

VETSKPPVEN TAEVETSKAP VENTAEVETS KAPVENTAEV ETSKAPVENT

AEVETSKAPV ENTAEVETSK APVENTAEVE TSKAPVENTA

言∴蝣i
・i二51

150
貯

Q
_
L
U

I
-
<

加
9

f
e
&

1
1
1
-
1
!
"
1

▼∴　∴

囲画題壇酔

m 脱 m ii軒唇軒皐 輿 軸
那 弼 ;k&s#…;…一 蝣-.蝣蝣Aft 」S

匹■圏買蝣*B'

,1B'言`

圏厩国輝惜胡迫敵
T

 

N層艦国政

国風融柏は棚田

0　4

gnu

図1-7　ALE-1とIysostaphinのアミノ酸配列の相同性

ALE-1とIysostaphinは13個のアミノ酸からなる繰り返し配列の数が違うが、それ以外は非常に類

似したアミノ酸配列をとっていた。国ヨ,同一アミノ酸;轟,類似アミノ酸; ▽,preprolysostaphin

のシグナルペプチド切断部位; △, ALE-1のシグナルペプチド切断部位; ▼, prolysostaphinのプロ
セッシングの切断部位; ●,保存されたhistidine残基
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A.I. protease

L. e. metolloprotease
I(】sA

preprolysostaphin
preALE

E. c. orfU

且HKIBE

tagE

E. coli Nlpd

H. influenza Nlpd

S. typhx Nlpd

H. somnus ippB

Y. enterocolitica Nlpd

P. nerugmosa Nlpd

P. putida Nlpd
S. e. orfl

Consensus

A.I. protease

L. e roetalloprotease

l(】sA

preprolysostaphin

preALE

E. c. orfU

HIO409

tagE

E. coli Nlpd

H. influenza Nlpd

S. typhi Nlpd

H. somnus ippB

Y. enterocolitica Nlpd

P. aeruginosa Nlpd

P. putida Nlpd
S. e. orfl

Consensus

A.I. protease

L. e metalloproteclse

l.qsA

preprolysostaphin

preALE
E. c. orfU

H 10409

t(】gE

E. coli Nlpd

H. influenza Nlpd

S. typhi Nlpd

H. somnus ippB

Y. enterocolitica Nlpd

P. aeruginosa Nlpd

P- puttda Nlpd
S. e. orfl

Consensus

S. aureus amid(】se

preprolysostaphin
p「eALE

Consensus

S. aureus amidase

p reprolysostaphin

preALE

Consensus

S. aureus amidase

preprolysostaphin

preALE

Consensus
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図1-8　ALE-1アミノ酸配列の他のタンパク質との相同性

ALE-1の~部分は他のタンパク質と相同性を示したo口,保存されたアミノ酸略語:A. 1.pr。tease, β-lytic

metalloprotease from A. lyticus; L. e. metalloprotease, β -lytic metalloprotease from L. enzymogenes; lasA, LasA

from P- aer,〝ginosa; preprolysostaphin, lysostaphin precursor: HIO409, H. influenzae hypothetical protein; E. c. orfU,

E. coli orfU; tagE, V. cholerae ToxR-activated gene, tagE; Nlpd of E. coli, H.influenzae, S.如・hi, H. somnus, Y.

enterocolitica, P- aeruginosa, P. putida; S. e- orfl, 5. elongatus orfl, 5. aureus amidase, 5. aureus iV-acethylmuramyl-

L-alanme amidase encoded in lytA
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ALE-1 repeat

図1-9　ALE-1とprolysostaphinの繰り返し配列の2次元α-helical構造

ALE-1 (32位から111位)とprolysostaphin (40位から130位)の80アミノ酸からなる

繰り返し構造のα-helixをとる2次元構造を示した。対角の線は右側と左側を繋ぎ、

α-helixの360-の回転を表す(100つ1残基) 。アミノ酸の円の大きさは疎水性に基

づいて示してある。 e,極性アミノ酸;O,極性アミノ酸のクラスター
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第2章　ALE-1の機能解析

第1節　概要

第1章で精製した溶菌酵素ALE-1を構成する各部位の機能について検討を行った.

ALE-1はN末端側に13個のアミノ酸からなる6回の繰り返し構造を、 C末端側に活性ドメイ

ンを持っている(図2-1A)c両者に挟まれた活性部位を含む領域に亜鉛プロテアーゼを含む18価

のタンパク質でよく保存された38アミノ酸配列が存在するo中でもTyr-X-His-Xll-Val-X12/20-

Gly-X5-6-His配列は18個のタンパク質に共通したモチーフとして存在する(図2-lB)。 AI且1の

溶菌活性はdiethyl pyrocarbonate、 iodoacetic acidによって阻害されることからhistidine及びtyrosme

が活性に関与すると考えられるo N末端繰り返し配列を除いたALE-1分子(△N-term ALE-1)中

には、亜鉛の結合サイトになり得るアミノ酸であるhistidineが7個、 tyrosuieが1個存在するoそ

こで、どのhistidineあるいはtyrosineが活性に関与するのかを明らかにするためPCR-Mutagenesis

法を用い、これらのアミノ酸を一つずつalanineに置き換え、変異酵素畢作製した。これらのHis-tag

融合タンパク質を大腸菌で発現、精製した後、 Zymography、濁度法による溶菌活性測定、 S. aureus

菌体への結合能、 cDスペクトルを測定したoその結果38アミノ酸配列に存在する150、 200、 231、

233位のhistidineをalanineに置換したものの溶菌活性が消失した。しかしどの変異酵素もS. aureus

菌体への結合能には変化がなく、 cDスペクトルにも大きな変化が見られなかった。これらのこと

より、 150、 200、 231、 233位のhistidineがALE-1の溶菌活性に重要であることが明らかとなった。

ALE-1はN末端繰り返し領域、中心部分の活性領域及びC末端92アミノ酸配列の大きく3つ

の領域に分けられる(図2-1A)o C末端92残基のアミノ酸配列(92AA)はIysostaphinやamidase

のC末端に存在する細胞壁選択的結合部位と相同性の高い、基質細胞への標的ドメインと考えら

たoまた、 ALE-1のN末端繰り返し構造はIysostaphin [23, 58]のそれと、予想される2次元構造

も類似しており、細胞表層のリガンドとの結合に関与している可能性が考えられた。これら各領

域の機能について検討するため、 His-tagをつけた様々な組み換えAl且1を作製した。これらのタ

ンパク質を大腸菌で発現、精製し、菌体への結合能、溶菌活性、 ①スペクトルを測定した。その

結果92AAを欠いたALE-1はN末端の繰り返し配列の有無に関わらず、溶菌活性は著しく減少し

たが完全に消失はしなかったoまた、 92AAの欠矢に伴うcDスペクトルの大きな変化は認められ

なかったo以上のことから、 A払1が作用する時には92AAは必要条件ではないが、より効率良

く溶菌活性を発揮するのに必要であることが示唆された。
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第2節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養条件

菌株はS. aureus FDA209P、 E. coli XLl-Blue [7]、 E. coli M15 (pREP4) (QIAGEN, Tokyo, Japan)

を使用した(表2-1)。 S. aureusはTrypticase soy broth (TSB, Becton and Dickinson Microbiology

systems)を用いて、 E. coliはLuria-Bertani (LB) broth (yeast extract 5 g, polypeptone log, NaC1 10g

perliter (pH7.2))を用いて37-Cで振とう培養を行った。また、菌株は必要に応じてampicillin (100

Hg/ml)、 kanamycin (25 jxg/ml)を添加した培地で培養を行った。

第2項　ale-1遺伝子のPCR-Mutagenesis

ALE-1のN末端繰り返し配列を除いたale-1遺伝子(△N-termALE-1)を含むDNA断片をS. capitis

EPKlのDNAを鋳型としてExpand�"HighFidelityPCR System (Roche)を酌、たpCR反応により

増幅、 PGEM-T Easy Vector System (Promega Co., Madison, WI, USA)を用いてTAクローニングを

行った。プライマーとしてALEUとALERを用いた。使用したプライマーの配列は表212に示す。

PGEM-T Easy vectorにクローニングしたDNA断片を、プライマーに組み込んだ配列を認識する制

限酵素で消化し、 Gene-clean in Kit (BIO 101)を用いて切り出し、 pQE30 expression vector (QIAGEN)

のHis-Tag配列の下流に読み枠を合わせて組み込んだ　pCR-Mutagenesis [31]は、それぞれの

histidineあるいはtyrosineをコードするDNA配列にalanineの配列をもったプライマーを重複して

アニールさせる方法で変異を導入した(図2-2)c　まず、それぞれの変異DNA断片を作製するた

めに、 △N-term ALE-1が組み込まれたpQE30プラスミドを鋳型に2回のPCR反応を行った。即

ち一方のプライマーセットは鋳型プラスミドのale-1遺伝子の上流のベクター部分の相補鎖にアテ

ールするpQE-UV (プライマー1)と変異部分のreverseプライマー(プライマー2)を、他方の

プライマーセットはムIe-1遺伝子の下流のベクター部分にアニールするpQE-RV (プライマー4)

と変異部分のreverseプライマーと相補的なuniverseプライマー(プライマー3)をそれぞれ用い

た。その後、得られた変異を含んだ部分的なale-1遺伝子断片をGene-clean ID Kit (BIO 101)を用

いてアガロースゲルから切り出し、次のPCR反応の鋳型として用いた。 2回目のPCR反応はプラ

イマーpQE-UVとpQE-RV存在下で行った。 2つの変異を含んだ部分的なaわ-1遺伝子断片が重複

する領域でアニールし、それぞれが最初のプライマーとして働き、完全な変異ale-1遺伝子ができ、

次にそれを鋳型としてpQE-UVとpQE-RVで増幅した。得られた変異aZe-1遺伝子断片は野生型の
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ale-1遺伝子断片と同様にしてpQE30に組み込んだ。それぞれの変異ale-1遺伝子は第1章、第2

節、第13項に準じてThermo sequence fluorescent labeled primer cycle sequencing kit (Amersham

pharmaciabiotech)を用い、 Cy5標識pQE-UV、 PQE-RVプライマーで、その塩基配列を確認した。

また、得られたプラスミドは第1章、第2節、第13項の方法により、 E. coliM15 (pREP4)に形

質転換した。

第3項　各部位を含んだ組み換えA工五一1の作製

シグナル配列を除くすべての領域を含んだALE-1 (full ALE-1)、 C末端92アミノ酸配列を除い

たAl且-1 (△C-ten- AI且1)、 N末端繰り返し配列を除いたALE-1 (△N-term ALE-1)、 N末端、 C

末端両方の領域を除いたALE-1 (AN,C-term ALE-1)、 C末端92アミノ酸のみ(92AA)、それぞれ

のHis-Tag融合タンパク質を作製するために、表212に示したプライマーを用いて第2項の方法

によりそれぞれの大きさのale-1遺伝子をpcR反応で増幅、 pQE30に組み込み、 E. coli M15

(pREP4)に形質転換した。

第4項　His-tag組み換えタンパク質の精製法

それぞれのプラスミドを形質転換したE. coli M15(pREP4)をLB broth 500mlで37。CでOD66。=0.5

になるまで振とう培養L His-tag組み換えタンパク質を発現させるためにIPTGを1 mMになるよ

うに添加し、 4時間培養した。その後遠心(9,000xg,10min,4-C)し、菌体を溶解バッファーB (8

M尿素0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, pH 8.0) 10 mlで懸濁、室温で30分間振とうした後、

Ultrasonic disrupter (TOMYSEIKO,Tokyo)で菌体を破砕した。遠心(25,000xg, 40min, 4-C)後、

上清にNi-NTAAgarose (QIAGEN)を加え、室温で30分間振とうして結合させた後、 Ni-NTAAgarose

を5倍量の洗浄バッファーC (8M尿素0.1 MNaH2PO4 0.01 MTris-HCl, pH6.3)で洗浄した。結

合したHis-tag組み換えタンパク質の溶出は溶出バッファーE (8 M尿素, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M

Tris-HCl, pH4.5)で行った。得られた溶出画分は4 M尿素含有0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)

で透析し、その後段階的に尿素の濃度を落としていった0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)で透析

し、最終的に尿素を除いて実験に用いた。

第5項　溶菌酵素活性の測定

得られたAN-term ALE-1、または様々な変異型ALE-1の溶菌活性をzymography [52]と濁度法

によって測定した。 Zymogaphyは第1章、第2節、第4項に準じて行った。濁度法は基質として
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S.a〟reusFDA209PcellのSDS加熱処理菌体を用いて、第1章、第2節、第5項に準じて行った。

第6項　結合能の測定

基質としてSDS加熱処理菌体を用いた　S.aureusFDA209Pを4 %SDSで100-C、 1時間処理し、

その後菌体をpBSで6回洗浄した。得られたSDS加熱処理菌体を0.1 Miodoacetic acid含有0.1 Mリ

ン酸バッファー(pH 6.8)でOD,g,-l.0になるように懸濁し、その100 ¥xlに組み換えタンパク質を

加え、 4oCで1時間インキュぺ-下した。その後、菌体を0.1 M iodoacetic acid含有0.1 Mリン酸

バッファーで3回洗浄し、 4 % SDSで菌体に結合した組み換えタンパク質を溶出、 15 %ポリアク

リルアミドゲルに添加後SDS-PAGEを行い、クーマシープルー染色した。結合した組み換えタン

パク質の定量はイメージスキャナーを用いてコンピューターにゲルの像を取り込み、 NIH image

1.52で数値化した。

第7項　トリプシン消化に対する感受性

それぞれの組み換えタンパク質を20 mM Tris-HCl (pH 8.0)中で0.05帽のトリプシン(Nak;arai

tesque, Kyoto, Japan)と37-Cで30分間インキュベ-トした。その後12 %ポリアクリルアミドゲル

を用いてSDS-PAGEで分離した。

第8項　cDスぺクトロメトリー

第4項の方法で精製した組み換えタンパク質のCDスペクトルを円偏光二色性分散計J-600

(Nihonbunko, Tokyo, Japan)を用いて測定した。

第9項　亜鉛およびマグネシウム含量の測定

第4項の方法で精製した組み換えタンパク質を硝酸および硫酸で如熱分解した後、希硝酸で溶

解して定量用とした。その溶液についてシーケンシャル型ICP発光分光分析装置SPS4000 (Seiko

Instruments, Tokyo, Japan)でICP発光分光分析法を用い亜鉛およびマグネシウムを測定し、試料中

の含有量(fxg/ml)および1分子当たりの金属イオンの数を求めた。

第3節　結果
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第1項　AN-termAL£11の過剰発現

前駆体Iysostaphinは培養上浦中に分泌される時、 N末端繰り返し領域がプロセッシングを受け、

成熟型Iysostaphinとなる[23, 51, 58, 88]。前駆体IysostaphinのN末端繰り返し領域は溶菌活性に

は必須ではないと報告されている[23]。 Iysostaphinと異なり、 AI且1は培養上浦中でプロセッシ

ングを受けないoしかしながら、精製したALL1を4oCで3日間保存しておくと、タンパク質の

プロセッシングが起こり、 SDS-PAGEでラダーなタンパク質バンドが観察された(図2-3)o

Zymogramによる解析より、 27 kDaのタンパク質バンドが強い溶菌活性を持つ事が明らかとなっ

たoこのバンドをTrans-Blot膜に転写後切り出し、 Gas Phase Protein SequencerでN末端アミノ酸

配列を決定したoアミノ酸シークエンスはF-V-R-E-A-A-Q-Sで、 ALE-1の115位のphenylalanine

(F)からの配列と一致したoN末端アミノ酸配列と推定分子量から、 27kDaのタンパク質はALL1

のN末端繰り返し領域がプロセスされたものだということが分かった。このプロセッシングがオ

ートプロセッシングなのか、混在した他の酵素の働きなのかは依然明らかではないが、 Au-1の

N末端繰り返し領域は溶菌活性には必須ではない事が分かった。

そこでN末端繰り返し配列を除いたALE-1 (F115-K362)をコードするDNA断片をpcR反応

で増幅、 pQE30ベクターの6xHis-tag配列の下流に読み枠を合わせてクローニングしたIPTGで

誘導後、分子量約30kDaの溶菌酵素を発現、 NLNTAAgaroseで精製し、 △N-termALJElとした。

第2項　△N-termALE-1のPCR-Mutagenesis

AuL1は124、 150、 195、 200、 231、 233、 327位にIysostaphinにも保存されている7つのhistidine

を持っている(図2-1B) [23, 58]cさらに200、 233位のhistidine、 198位のtyrosmeはALE-1の

推定活性領域に存在し、相同性の高い38アミノ酸配列を含む18個のタンパク質でも保存されて

午、た(図2-lB)cそこでこれらのうち、どのアミノ酸が溶菌活性に重要であるのかを検討するた

めに、 △N-teふALE-1の124、 150、 195、 200、 231、 233、 327位のhistidine、 198位のtyrosineを

PCR-Mutagenesisによってそれぞれalanineに置き換えた変異酵素を作製した。図2-1Bに示したよ

うに、 ALE-1の150位のhistidineはp. aeruginosaのLasAではglutamine、いくつかの菌種のNlpD

ではasparagineとなっていたoまた、ALE-1の231位のhistidineはいくつかの菌種のNlpDではIysine

あるいはargmineであったoこのことから、 △N-term A旺1の150位のhistidineはglutamineある

いはasparagme、 231位のhistidineはIysineあるいはargimneにも変換した。

第3項　様々な大きさのALE-1のHis-tag組み換えタンパク質
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ALE-1やIysostaphinのC末端額域は5. aureusのamidase LytAと相同性がある[94],この領域

は細胞壁結合領域と考えられている[94J。 Schneewindら[3]はこの配列がIysostaphinのS. aureus

への選択的結合に関与すると報告している。また、 ALE-1のN末端繰り返し構造は、 Iysostaphin

のそれとは回数が異なっているが、どちらの繰り返し配列もα-helix構造をとる13個のアミノ酸

からなっており、細胞表層のリガンドとの結合に関与し、酵素が分泌された後、細菌の細胞表層

に貯留するために必要であると考えらる。そこで、シグナルペプチドを除いたすべての領域のfull

ALE-1と、 ALE-1からC末端領域を欠損させたAC-term ALE-1、 ALE-1からN末端繰り返し領域

を欠損したAN-term ALE-1、 AN-term AI月11からC末端領域を欠損させた△N,C-tenn ALE-1、そし

てATF.-1のC末端領域の92残基のアミノ酸からなる92AA、それぞれのHis-tag組み換えタンパ

ク質を作製した。

第4項　野生型AN-termALE-1と様々な変異型△N-termAI且1のトリプシン消化

△N-term ALE-1のhistidineやtyrosmeのalanineへの変換が構造に変化を与えるかどうかを検討

するために、野生型△N-term ALE-1と様々な変異型△N-term ALE-1をトリプシンで37。C 30分間

処理した。野生型△N-term AI且-1と変異型△N-term ALE-1では、その消化パターンに変化は見ら

れなかった(データ示さず)o

第5項　野生型AN-termALJ三一1と様々な変異型△N-termALE-1の溶菌活性

△N-term ALE-1のアミノ酸置換による溶菌活性への影響を見るために、野生型AN-term ALE-1

と様々な変異型AN-termALE-1についてZymographyと濁度法により検討した。その結果、 150、 200、

231、 233位のhistidineをalanineに置換したものの歯菌活性が消失した(図2-4)。 150位をglutamine

あるいはasparagine、 231位をIysineあるいはargimneに置換したものも同様の結果を示した(デ

ータ示さず)0

第6項　野生型AN-termAI且1と様々な変異型AN-termALE-1のS. aureus菌体への結合能

AN-term ALE-1のhistidineやtyrosineの変換が酵素のS. aureus菌体への親和性に影響を及ぼす

か否かを決定するために、野生型AN-term ALE-1と様々な変異型△N-term ALE-1のS. aureus

FDA209P菌体への結合能を検討した(図2-5)。湿重量2 mg S. aureus FDA209P SDS加熱処理菌

体と飽和しない量(25 x 10-"mol)のそれぞれのタンパク質をインキュぺ-トした。その結果、ど
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の変異酵素もS・ aureusSDS加熱処理菌体への結合能には変化は見られなかった。

第7項　野生型AN-termALE-1と様々な変異型AN-termALE-1のCDスぺクトロメトリー

△N-term ALE-1のアミノ酸置換により、いくつかの変異酵素はその活性を消失した。この活性

への影響がそれぞれ-つのhistidineあるいはtyrosineを変換した事による3次元構造の変化によ

るものなのか否かを検討するため、野生型△N-term ALE-1と様々な変異型AN-term ALL1の円偏

光二色性を測定したOどのCDスペクトルも同様の結果となり、 AN-term ALE-1のアミノ酸置換

による3次元構造の変化は起こらないと考えられた(図2-6)。

第8項　野生型△N-termALE-1と様々な変異型△N-termALE-1の亜鉛およびマグネシウム含量

lysostaphinは1分子中に1molの亜鉛原子を含有するzincenzymeとして報告されている　ALE-1

についても亜鉛を含有する事が明らかとなっているoそこで、 △N-term AULlの含有する重金属

(zh、 Mn、 Fe、 Co、 Mg、 α、 Ni、 Cu)の元素定量分析を行ったoその結果、野生型AN-teimAI且1

で亜鉛およびマグネシウムを合計1 mo]含有している事が明らかとなった。亜鉛の結合サイトと

考えられているhistidine、 tyrosineをそれぞれalanineに変換した様々な変異型△N-term ALE-1につ

いてもこれらの金属イオンの含量を測定したところ、変異型△N-term ALE-1では必ずしも亜鉛と

マグネシウムの合計は1 mo】にはなっておらず、その溶菌活性と亜鉛、マグネシウムの含量には

関連性は見られなかった(表2-3)0

第9項　様々な組み換えALE-1のS.aureus菌体への結合飽和曲線

ALE-1が活性を発揮するためにS. aureus菌体を認識し、結合するのに、 ALE-1の各領域がどの

ような役割を果たしているのかを明らかにするため、 fullALE-1、 AC-termALE-1、 AN-termAは1、

AN.C-tenn ALE-1、そして92AA、それぞれのタンパク質について湿重量1 mgのS. aureus SDS加

熱処理菌体に対する結合実験を行い、その飽和曲線を求めた(図2-7)。 full ALE-1は18 x lO一m。]

で、 △C-termALE-1は10x lOnmolで、 △N-termA岨1は25 x lO-"molで湿重量1 mgのS. aureus SDS

加熱処理菌体に対する結合が飽和する事が明らかとなったo　△N,C-teim ALE-1についてはその飽

和曲線から2種類の結合様式がある事が考えられ、最終的に約43 x lOUmolで飽和した　92AA

では他の組み換えタンパク質とは比較にならない位結合能は高く、 85x l0umolで飽和した。

第10項　様々な組み換えALE-1のS.aureus菌体への結合能
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さらにS. aureus菌体へのAI且1の結合様式を解析するため、湿重量1 mgのS. aureus SDS加熱

処理菌体に対して20 x If)-6Mのそれぞれの組み換えタンパク質を用いて結合能を比較した(図21

8)。 N末端繰り返し配列を欠失したAN-term AI五一1の方がfull ALE-1より、 AN,C-teim ALE-1の方

がAC-teim ALE-1より結合能が高く、また、 C末端92アミノ酸があるfull ALE-1の方が△C-term

ALE-1より、 △N-termALE-1の方が△N,C-termALE-1より結合能が高い事が明らかとなった　92AA

のみでは他の組み換えタンパク質よりもかなり結合能が高かった。

第11項　様々な組み換えALE-1のCDスぺクトロメトリー

様々な組み換えALE-1のS. aureus菌体へ結合能の違いが3次元構造の違いによるものか否か

を検討するために、それぞれの組み換えタンパク質について円偏光二色性を測定した。その結果、

C末端92AAの有無はALE-1の3次元構造に影響を与えない事が明らかとなった(図2-9)c

第12項　様々な組み換えALE-1の溶菌活性

N末端あるいはC末端を欠失した組み換えALE-1のS. aureus菌体への結合能の違いが、その

溶菌活性に与える影響を検討するため、 ful】 ALE-1、 △C-term Al五一1、 AN-term ALE-1そしてAN,C-

term Al且1の92AAを前処理したS. aureus SDS加熱処理菌体あるいは92AAを前処理していない

S. aureus sDS加熱処理菌体を基質とした時の溶菌活性を測定した(図2-10)。 92AAを前処理して

いないS. aureus SDS加熱処理菌体を基質とした場合、 full ALE-1と△N-term ALふ1は同等の溶菌

活性を示した。また、 AC-term ALE-1とAN,C-tenn Al且1はC末端92AAを持つ組み換えALE-1

の約20 %の港菌活性しか示さなかった。さらに92AAを前処理したS. aureus sDS加熱処理菌体を

基質とした場合、 AC-teim ALE-1とAN,C-term ALE-1の溶菌活性は阻害されなかったが、 full ALE-

1とAN-term AT P.-1の溶菌活性は約30-60 %まで阻害された。

第4節　考察ならびに小括

H150A、 H200A、 H231A、 H233Aの変異型AN-term ALE-1はZymographyと濁度法の両溶菌活性

測定方法で溶菌活性の消失を認めた(図2-4)。この結果からAN-term ALE-1に存在する7つの

histidineのうち150、 200、 231、 233位のhistidineが溶菌活性に必須であることが明らかとなった。

しかしながらこれらの変異型△N-teim ALE-1の基質細胞への結合能は野生型△N-term Al且1と向
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様であった(図2-5)。 200、 231、 233位のhistidineは図118に示す18個のタンパク質で高く保存

されている38アミノ酸配列に含まれる(図2-lB)。 18個のタンパク質に属するLasA、 Iysostaphin、

ALE-1はendopeptidaseであり溶菌活性を発揮する[32, 35, 93]。 LytMは38アミノ酸配列を持っ

た新規溶菌酵素である[57],また、 2個のmetalloproteaseも含まれている[44]。一方、 18個の

タンパク質に属する7個はNlpD/LppBのリポタンパク質ファミリーに属していた　NlpD/軸pBに

おいて、 231位のhistidineに相当するアミノ酸はargmineあるいはIysineであった(図2-lB)。 231

位のhistidineを他のプラスに帯電したアミノ酸、 arginineあるいはIysineに変換した変異型AN-term

AIL-1も溶菌活性を失っており、 ALE-1の231位にはhistidineが必須であることが示唆された0

一方、 ALE-1の150位のhistidineはLasAではglutamine、 NlpD/LppBではasparagmeであった(図

2-lB)。 150位のhistidineを、 alanineあるいは他の極性アミノ酸glutamineあるいはasparagineに変

換した変異型△N-term Alふ1の溶菌活性が消失した事から、 ALE-1の活性には150位のhistidine

もまた重要である事が示唆された124、 194、 327位のhistidineはALE-1の溶菌活性には必須で

はなかった。つまり、 △N-term A工且1の150、 200、 231そして233位のhistidineが溶菌活性に重

要で、そのうち200、 231、 233位のhistidineは保存された38アミ.ノ酸配列に位置しており、 3個

のendopeptidase、 ALE-1、 Iysostaphin [32, 93J、 LasA [35]とA. lyticusとL. en甲柁ogenesの2つの

metalloprotease [44, 96]のすべてで保存されていた。この事からこれらのアミノ酸はこれらのタ

ンパク質の活性に重要な役割を果たしていると考えられた。よた、これら変異型△N-term ALE-1

のCDスペクトルは野生型△N-term ALE-1と同様のスペクトルを示した事から(図2-6)、変異型

△N-term ALE-1の溶菌活性の変化は3次元構造の変化によるものではない事が示唆された。さら

に、野生型AN-term ALE-1と変異型AN-term ALE-1の亜鉛およびマグネシウム含量を検討したと

ころ、野生型△N-term Al五一1では1 molあたり亜鉛とマグネシウムの合計が約1 molになっていた

が、どの変異型AN-term ALE-1も1 molあたり_亜鉛とマグネシウムの合計は1 molよりも低く、ま

た、溶薗活性の有無とは全く相関のない結果となった(表2-3)c　この事からALE-1 1 molには亜

鉛あるいはマグネシウムが1 mol結合しているが、溶菌活性にはこれらの金属イオンは必須では

ない事が示唆された。

Schneewindらは, lysostaphinのC末端92アミノ酸配列が細胞基質への特異的結合に働いている

と報告しているL3]ォこの領域はA工且1、 Iysostaphin、 LytA JV-acetylmuramyl-L-alaine amidaseに保

存されている(図1-8)。 LasAやL. enzymogenesやA. lyticusの産生する即ytic metalloproteaseは保

存された38アミノ酸配列を持つタンバク質ファミリーに属し、高い溶菌酵素活性を持つが、これ

らはC末端に92アミノ酸配列を持たない[35, 44, 69, 96]cこれらの酵素はl-caseinやelastin、

pentaglycmeのようなglycineに富んだペプチド[35]、そして他のグラム陽性細菌にも活性を持ち

[44]、広い基質特異性を持つo一方、 ALL1やIysostaphinはS. aureus菌体のpentaglycineからな

る架橋構造を特異的に認識する。 92アミノ酸配列は酵素がS. aureusの細胞壁を認識するのに重
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要ではあるが、溶菌活性自体には重要ではないと考えられる。様々な領域を持った組み換えALE-1

のS. aureus菌体に対する結合飽和曲線および結合親和性の検討から、 92AA領域を持つものは持

たないものに比べ、より　5. aureus菌体へ結合しており、逆にN末端繰り返し配列を持つものは

持たないものに比べ、 S. aureus菌体への結合能は減少している事が明らかとなった(図2-7, 8)c

92AAを前処理したS. aureus SDS加熱処理菌体を基質とした場合、 92AAを持たない組み換えAl五一1

の溶菌活性は阻害されなかったが、 92AAを持つ組み換えALE-1の溶菌活性は阻害された(図2-

10)cこれは92AAを持った組み換えAl且1による活性のうち、 92AAを介して菌体に結合して発

揮される活性が、その結合部位をマスクされる事によって結合できなくなり活性を発揮できなか

ったためと考えられる。一方、 92AAを持たない組み換えALE-1は92AAでその結合部位をマス

クされても、これらの酵素の菌体への結合には影響しないと考えられた。また、菌体の92AAの

結合部位をマスクすると、 AN-term ALEl1は中心領域のみで菌体に結合し活性を発揮するが、 full

ALE-1はN末端繰り返し配列を持つために中心領域での菌体への結合が討まるため、 full ALE-1

の方がAN-termALE-1よりもより強く92AA結合部位のマスクによる阻害を受けたと考えられた。

以上の事から、 ALE-1が活性を発揮するためには92AA配列がALE-1の分子内に存在することが

必要ではあるが、 92AAを介した菌体への結合が必ずしも必要ではないことが示唆された。

小括

1. Alふ1の溶菌活性には150、 200、 231そして233位のhistidineが重要で、そのうち200、 231、

233位のhistidineが高く保存された38アミノ酸配列に位置していた。

2.変異型AN-term ALE-1の活性の消失は、その3次元構造の変化や金属イオンの含量の変化に

よるものではないことが示唆された。

3. ALE-1のN末端繰り返し配列は酵素のS. aureusの細胞壁への結合を弱めていた。

4. Al五一1のC末端92アミノ酸配列は酵素がS. aureusの細胞壁を認識するのに重要ではあるが、

溶菌活性自体には必要ではないと考えられた。

5. AL五一1がS. aureus菌体を溶解する時には92アミノ酸配列は必要条件ではないが、より効率良

く溶菌活性を発揮するのに必要であることが示唆された。
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表2-1使用した菌株およびプラスミド

strain Relevant characteristics Source or
reference

S. aureus

FDA209P

E coli

XLl -Blue

M-15 pREP4

TF578

T F605

T F606

TF608

TF607

TF583

TF609

TF585

TF564

TF565

TF566

TF567

T F568

ATCC 6538

redendAlgyrA96thi-1hsdRl

[FpraABiaclqZM15Tnl。完upt44relAllac

t)]'_s__-Nal.Str,月if,Thi,Lac,Ara,Gal,Mtl,F,月ecA,Uvr,Lon

M-15pTF570

M-15pTF595

M・15pTF596

M-15pTF598

M-15pTF597

M-15DTF575

M-15pTF600

M-15pTF577

M-15pTF559

M-15pTF560

M-15pTF561

M-15pTF562

M-15pTF563

Bullock et a.

QIAGEN

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Plasmids Vecto Cloning site Relevant properties
Referen ce

or source

PGEM-T Easy

PQE -30

pTF570　　pQE-30　eamHI/H/ndlll

pTF595　　pQE-30　BamHI/Psfl

pTF596　　pQE-30　BamH¥/Pstt

pTF598　　pQE-30　BamH¥/Pstt

pTF597　　pQE-30　BamHI/Psfl

pTF575　　pQE-30　SamHI/H/ndlll

pTF600　　pQE-30　BamH¥/Pst¥

pTF577　　pQE-30　BamHI/H/nd‖

pTF559　　pQE-30　BamHI/SacI

pTF560　　pQE-30　BamHI/H/nd川

pTF561　pQE-30　BamH¥/Sac¥

pTF562　　pQE-30　SamHI/W/ndH

pTF563　　pQE-30　Bam川/Sad

」 con cloning vector for PCR products

J coli expression vector

0.8kbp BamHl-HindH fragment containing H1 24A △N-term ALE-1

0.9kbp BamH¥-Pstl fragment containing H1 50A △N-term ALE-1

0.9kbp BamH¥-Pst¥ fragment containing H194A △N-tetm ALE-1

0.9kbp BamHトPst¥ fragment containing Y1 98A △N-term ALE-1

0.9kbp BamH¥-Pst¥ fragment containing H200A △N-term ALE-1

0.8kbp BamHl-Hind川fragment oontaining H231A △N-term ALE-1

0.9kbp BamH¥-Pst¥ fragment containing H233A △N-term ALE-1

0.8kbp BamHI-H/nd川fragment containing H327A △N-term ALE-1

1.1kbp BamH¥Sac¥ fragment containing fuII ALE-1

0.7kbp BamHI-H/ndlll fragment containing △C-term ALE-1

0.9kbp BamHl-Sacl fragment containing △N-term ALE-1

0.48kbp Sa/77HI -H/nd川fragment containing △N,C-term ALE-1

0.42kbp SamHI -Sacl fragment containing 92AA

Promega

Q AGEN

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study
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表2-2　使用したプライマー

Gene Primer Sequence (5'to 31)　　　　　　　　　　　　Positions

H124A

H150A

H150N

H150Q

H1 94A

Y1 98A

H200A

H231A

H231 K

H231 R

H233A

H32 7A

full ALE-1

△C-term ALE-1

AN-term ALE-1

△N,C-term ALE-1

92AA

ALEU

ALER

PQEUV

PQERV

ALEMHl-UV

ALEMHl-RV

ALEMH2-UV

ALEMH2-RV

ALEMH2N-UV

ALEMH2N-RV

ALEMH2Q-UV

ALEMH2Q-RV

ALEMH3-UV

ALEMH3-RV

ALEMY8-UV

ALEMY8-RV

ALEMH4-UV

ALEMH4-RV

ALEM H5-UV

ALEMH5-RV

ALEMH5K-UV

ALEMH5K-RV

ALEMH5R-UV

ALEMH5R-RV

ALEMH6-UV

ALEMH6-RV

ALEMH7-UV

ALEMH7_RV

ALEU3

ALEL4

ALEU3

ALELY

ALEU4

ALEL4

ALEU4

ALELY

ALEU5

ALEL4

AG G G ATC CTTT GTAAGAGAAG

G G GAATT CAT G G GTAGT GATA

CGGATAACAATTT CACACAG

GTT CTGAG GT CATTACT G G

CT CAAT CTAAT G CTT C G G CTAGTT G GTTAA

CAACTAG CCG AAG CATTAGATT GAG

T G G CG GAAAT G CTTATG G C GTT GATTT CTT

ACG CCATAAG CATTT C C G C CATTAA

TG G C G GAAATAACTATG G C GTTGATTTCTT

ACG CCATAGTTATTT CC GCCATTAA

T G GCG GAAATCAATATG G CGTTGATTT CTT

ACG CCATATT GATTT CCG C CATTAA

T GAT G GT GTT GCTAGACAAT G GTATATG

ACCATT GT CTAGCAACACCATCATT

AGACAAT G G G CTAT GCATTTAAGTAA

AT GCATAG CCCATT GT CTA

AT G GTATAT G G CTTTAAGTAんATT CAAT GT

TACTTAAAG CCATATAC CATT GTCT

CTACA G CACCG G CTTTACATTTTCAAA

GAAAAT GTAAAG CC G GTG CTGTAG C

CTACAG CACCGAAATTACATrTT CAAA

GAAAAT GTAATTT C G GT G CTGTAGAATATC

CTACAG CACCG CGTTTACATTTTCAAA

GAAAAT GTAAACGCG GT G CT GTAGAATATC

ACCGCATTTAG CTTTTCAAAGAATGAC C

TT GAAAAG CTAAAT G CG GT GCT GTA

AAACAAGAT G GTG CT GTAT G G GTTG GTTATA

ACCCATACAGCAC CAT CTTGTTTCA

AG CTT CTG GATCCACAAAAG

TT CT G CAGTAT G G GTAGTGATA

AGCTT CT G GAT CCACAAAAG

AAGCTT CTAATAACCATTATTATTT GAT

CG CCT CGAGTTTGTAAGAGAAGCT

TT CT G CA GTAT G G GTAG TGATA

CG C CT C GAGTTTGTAAGAGAAG CT

AAGCTT CTAATAACCATTATTATTT GAT

AT G GAT CCTATAAAACTAATAAA

TT CT G CAGTAT G G G TAGTGATA

577-597

1 352-1 372

600 -630

600-625

679-709

6 76 -700

679-709

676-700

679-709

676-700

81 2-839

81 0-834

825-850

824 -842

830-859

825-849

922-948

921 -945

922-948

91 6-945

922-948

91 6-945

929-956

923-947

1 209-1 239

1207-1 231

339-359

1 452-1 474

339-359

1 036-1 064

575-599

1 452-1 474

575-599

1 036-1 064

1 037-1 060

1 452-1 474
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restriction.

vectorenzymesiteinsert豊iction

mesite

I ^^^^^^^^^^^^^^^^^^K -J

==コ　　　　　　-

i i

(step! )

(step2-1 )

(ste p2 -2)

(ste p3)

(ste p4)

◆　PCRl

^　Denaturation

◆　Annealing

Extensi。n

◆　PCR2

T l
.

-
M u t a t io n

図2-2　PCR-Mutagenesis

▼▲,変異部位を示す。変異部分のプライマーとベクターのプライマーを用いて行った。
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図2-4　変異型△N-termALE-1の溶菌活性

それぞれの変異型△N-term ALE-1について、 S. aureus FDA209Pを封入した15%ポリ

アクリルアミドゲルを用いたZymography (A)と濁度法(B)で野生型の溶菌活性と

比較した。
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図2-5　変異型△N-termALE-1の結合能

それぞれの変異型△N-term ALE-1について、 S. aureus FDA209P SDS加熱処理菌体を用い

て結合実験を行い、野生型の結合能と比較した。 S. aureus EDA209P SDS加熱処理菌体を

0.1Miodoaceticacid含有0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)に懸濁し、精製したそれぞれ

の組み換えALE-1を25 x 10 mol加えて4℃で1時間インキュぺ-トし、 4 % SDSによる溶

出画分を数値化した。

表2-3　野生型△N-term ALE-1と変異型△N-term ALE-1の

亜鉛およびマグネシウム含量

metal ion content in 1 mol ALE (mol)

activity Zn M g

W‖d type

H1 24A

H1 50A

H194A

Y1 98A

H 200A

H231A

H233A

H327A

0.37　　　　　0.64

0.35　　　　　0.28

0.05　　　　　0."

0.14　　　　　0.14

0.12　　　　　0.ll

0.11　　　　0.ll

0.11　　　　0.12

0.06　　　　　0.17

0.10　　　　　0.13

*それぞれの野生型、変異型△N-tenn AIふ1について、精製組み換

えALE-1の亜鉛とマグネシウムの元素定量分析を行った。
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それぞれの変異型△N-termAlふ1について、精製タンパク質を用いてCDスペクトルを測定した。
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図2-7　様々な組み換えALE-1のS. aureus菌体への結合飽和曲線

様々な領域を含んだ組み換えALE-1について、且aureus FDA209P SDS加熱処理菌体を用いて結

合実験を行い、その飽和曲線を決定した　S. aureus FDA209P SDS加熱処理菌体を0.1Mヨード

酢酸含有0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)に懸濁し、精製したそれぞれの組み換えALE-1を各

量加えて4oCで1時間インキュべ-下し、 4 % SDSによる溶出画分を数値化したo・,full ALE-1;

▲, △C-term ALE-1; ◆, △N-terni ALE-1; I　△N,C-term ALE-1; ▼, 92AA
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図2-8　様々な組み換えALE-1のS. aureus菌体への結合能

様々な領域を含んだ組み換えAl五llについて、 5. aureus FDA209P SDS加熱処理

菌体を用いて結合実験を行い、結合能を検討した　S. aureusFDA209P SDS加熱

処理菌体を0.1Mヨード酢酸含有0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)に懸濁し、

精製したそれぞれの組み換えALE-1を20 x 10-6Mになるよう加えて4。Cで1時間イ

ンキュベ-トし、 4%SDSによる溶出画分を数値化した。
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第3章　ALE-1の細胞壁選択的結合部位の機能と構造

第1節　概要

第2章で述べたようにALE-1のC末端92残基のアミノ酸配列(92AA)は細胞壁選択的結合部

位と考えられている　92AAはIysostaphinのC末端額域の92アミノ酸と84%の相同性がある(図

3-1) [3, 32, 47, 75]。この92AAの機能についてさらに詳しく検討するため、 92AAを用い様々な

菌体への結合実験を行ったoその結果、 92AAはBacillus subtilis*. Micrococcus luteus、 Streptococcus

mutatis等の菌体には結合せず、 S. aureus菌体に特異的に結合することが分かったOまた、 S. aureus

ペプチドグリカンの架橋構造の5つのg】ycmeのうち2つをsenneに置換しても92AAの結合に変

化はなかった。さらに架橋構造のアミノ酸の数が減少した変異株では結合は大きく減少した。こ

れらのことより、 92AAはStaphylococcus属のペプチドグリカンを特異的に認識し、強固に結合す

ることが明らかとなり、その結合には架橋構造に関わる5つのアミノ酸の存在が重要であると考

えられた。そこで、さらに92AAのS. aureusペプチドグリカンへの分子レベルでの結合様式なら

びに基質特異性を解明するために、 FLAG-Tagをつけた92AAを作製、大腸菌で発現、精製し、

結晶構造解析を行った。その結果、 92AAはSrc-homology 3 (SH3) subdomains [95]の構造と似

ていることが明らかとなった。また、 sH3 domainに高く保存されているアミノ酸を変異させた

His-tag 92AA変異タンパク質を大腸菌で発現、精製し、 S. aureus菌体への結合実験を行った。そ

の結果、変異タンパク質の結合能に変化は見られなかった。このことから92AAにはSIC domain

とは違った基質特異性があることが示唆された。さらにS. aureusの精製ペプチドグリカンを用い

たHPLCを用いたペプチドグリカン分析法の92AA結合性の検討から、 92AAの結合基質は一定

の長さのあるグリカン鎖に5つのアミノ酸からなる架橋構造が必要であることが示唆された。

第2節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養条件

実験に用.いた菌株およびプラスミドは表3-1に示した。その他にS. mutans、 B. subtilis、 M. luteuss

Bacillus megaterium、 Lactobacillus plantarium、 Micrococcus lysodeikticusを使用した　S. capiぬ、
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S. aureusはTrypticase soy broth (TSB, Becton and Dickinson Microbiology Systems)を用いて、 E. coli

はLuria-Bertani (LB) broth、あるいはM9 medium (Na2HPO4・12H20 17.6 g, KH2PO4 3 g, NIもCl l g,

NaCl 0.5 g, 1 Mglucose 22ml, 1 M MgSO4・7H2O 1 ml, 0-5 %也iamine 0.1 ml perliter)を用いて、そ

の他の菌株はBrain heart infusion broth (BHI, Becton and Dickinson)を用いて37-Cで振とう培養を

行った。また、菌株は必要に応じてampicillin (100 ^g/ml)、 chloramphenicol (30 ¥ig/ml)、 kanamycin

(25ドg/ml)、 erythromycin (30 j^g/ml)、 tetracycline (3帽/ml)を添加した培地で培養を行ったo

第2項　5. aureus FDA209P菌体への92AAの結合実験

92AAの結合実験の基質として4種類の処理をしたS. aureus FDA209P菌体を用いたO生菌は培

養したS. aureus FDA209Pを3回精製水で洗浄後用いた。加熱処理菌体はS. aureus FDA209PをpBS

で100-C、 1時間処理後、 3回精製水で洗浄後用いた　SDS加熱処理菌体はS. aureus FDA209Pを

4 % SDSで100-C、 1時間処理し、その後菌体を精製水で6回洗浄後用いた。トリプシン処理菌体

はsDS加熱処理菌体をトリプシン100 (xg/ml、 10m M CaCl2、 10 m MTris-HCl (pH 8.0)の条件下

で37℃一晩処理後、 3回0.5 mM PMSF含有精製水で洗浄後用いた。菌体を0.1 Mリン酸バッファ

ー(pH 6.8)でOD,g,=1.0になるように懸濁し、その100両こ92AAを加え、 4oCで1時間インキ

ュベ-トした。その後、 0.1 Mリン酸バッファーで3回洗浄し、 4 % SDSで菌体に結合した92AA

を溶出、 15%ポリアクリルアミドゲルに添加後SDS-PAGEを行い、クーマシープル「染色した。

結合した92AAの計量はイメージスキャナーを用いてコンピューターにゲルの像を取り込み、 Nm

image 1.52で数値化したo

第3項　様々な菌体への92AAの結合実験

92AAの結合実験の基質としてS. aureus、 5. capi血、 B. megaterium、 L. plantarium、 M. 1ysodeikticus

のペプチドグリカン、あるいは5. aureus、 5. capitis、 S. mutatis、 B.subtilis、 M. luteusのSDS加熱処

理菌体を用いた.ペプチドグリカンは第1章、第2節、第6項に準じて精製した　SDS加熱処理

菌体、および結合実験は第2項の方法で行った。-

第4項　92AAの5. aureusFDA209P菌体からの解離実験

S. aureus FDA209PのSDS加熱処理菌体を0.1 Mリン酸バッファー(pH 6.8)でOD595-1.0にな

るように懸濁し、その100 |ilに92AAを加え、 4oCで1時間インキュぺ-トした0 8 M塩酸グア

ニジン、 8M尿素、 3MLiClあるいは1%トリトンX-100で3回洗浄後、 0.1Mリン酸バッファ
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-で3回洗浄し、 4 % SDSで菌体に結合した組み換えタンパク質を溶出、 15 %ポリアクリルアミ

ドゲルに添加後SDS-PAGEを行い、クーマシーブルー染色した。結合した組み換えタンパク質の

計量はイメージスキャナーを用いてコンピューターにゲルの像を取り込み、 NIH image 1.52で数

値化した。

第5項　92AAのS. aureus FDA209P菌体への結合に及ぼす様々な物質の影響

92AAの結合能に及ぼす物質の影響を検討するために、それぞれの物質存在下で結合実験を第2

項の方法に準じて行ったOそれぞれの物質およびその最終濃度は、 1 mM pentaglycine、 1 mM

tetraglycine、 1 % glucose、 1 % N-acethylglucosamine (GlcNAc)、 1 % N-acethylmuramic acid (MurNAc)、

1%ツイ-ン80、 1%トリトンⅩ-100、 1%ノニデットp-40、 1%ツイ-ン20、 0.1%SDS、 1M

NaCl、 5MNaCl、 4M尿素、 5M尿素、 7M尿素、 4M塩酸グアニジン(Gdn-HCl)、 6MGdn-HCl、

90 % (NH4)2SO4、 50mMEDTA、 1 %mercaptoethan01、精製水である。

また92AAの結合能に及ぼすpHの影響を検討するために種々のバッファー(0.1 M Tris-maleate

(pH4.74)、 0.1 M Tris-HCl (pH7.0)、 O.l MTris-HC】 (pH 8.5)、 0.025 M diethanolamine-HCl (pH 9.5)、

0.025 M diethanolamin-HCl (pH 10.5))を用いて菌体とインキュペ-トし、第2項の方法に準じて

行った。

第6項　GST-pentaglycineと92AAの結合実験

92AAがpentaglycineのみを認識するのか否かを検討するため、 pentaglycineのglutathione S-

transferase (GST)融合タンパク質を作製、精製し、 92AAとの結合実験に用いた。 pentaglycineは

Expand�"I五gh Fidelity PCR System(Roche, Mannheim)を用いたpcR反応により増幅、 PGEM-TEasy

Vector System (Promega Co.)を用いてTAクローニングを行った。使用したプライマーの配列は

表3-1に示す　pGEM-T Easy vectorにクローニングされたDNA断片を、プライマーに組み込んだ

配列を認識する制限酵素で消化し、 Gene-clean inKit (BIO 101)を用いて切り出し、 PGEX 4T-3 GST

fusion vector (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)のGST配列の下流に読み枠を合わせて組み込

んだO得られたプラスミドは第1章、第2節、第13項の方法により、 E. coliBL21に形質転換し

た。 GST-pentaglycineはGST Gene Fusion System (Pharmacia Biotech)のプロトコールに準じて

glutathione sepharose 4Bに吸着させ、還元型glutathioneで溶出、精製を行った。

結合実験としてPBS中でGST-pentaglycineと92AAを4oC、 1時間インキュぺ-下した後、その

混合液をglutathione sepharose 4Bに通し、素通り画分と10 mM還元型g】utathioneでの溶出画分に

ついて15 %ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE後、クーマシーブルー染色で結合量を
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検討した。また、あらかじめglutathione sepharose 4Bに結合させたGST-pentaglycineに92AAを加

え、 pBS中で4oC、 1時間インキュぺ-下した後、同様の方法で検討を行ったoコントロールとし

て、 GSTのみを用いた。

第7項　92AA結合部位のRP-HPLC解析

第1章、第2節、第6項で精製したペプチドグリカン(1.3mg)を4mM MgCl2含有0.1 Mリン

酸バッファー(pH6.8) 300両こ懸濁し、最終濃度がmutanolysin 1.4mg/ml、あるいは精製したHis-tag

△N-teim ALE-1 140 jxg/mlになるように添加し、 37。Cで一晩振とうし可溶化したoその後His-tag

92AAを添加、 4-C 1時間インキュペ-下し、 Ni-NTA Agaroseを加え、素通り画分を回収したo素

通り画分を20 %リン酸でpH 4.0に調整後、 95-Cで5分加熱して酵素を失活させ、 1.5 Mホウ酸ナ

トリウムバッファー(pH9.0)でpH7.5に調整後、水素化ホウ酸ナトリウム10mgを添加し、室

温で15分間反応させた。さらに過剰の還元剤を中和するために20 %リン酸を加えpH 4.0に調整

後、 4 N NaOHでpH 12.0に調整し、 37。Cで1・5時間反応させたoその後4 N HClでpH 2.5に調整

し、遠心(10,000x」,5min,4-C)し上浦をフィルター(0.22岬)で滝過し、サンプルとしたo

調整したサンプルを逆相カラム(Hypersil ODS 5 ¥xm, 4.6 x 250 mm, Supelco Inc.. Si即a, USA)杏

用いて5 % (v。l/v。l)メタノール含有50 mMリン酸バッファ- (pH2.5)から30 % (vol/vol)メ

タノール含有50mMリン酸バッファー(pH 2.8)になるように、 210分間のリニアグラデイエン

トを行い、 UV2鵬皿でモニタリングしたoカラムの温度は45。Cで流速は0.5ml/minで行ったo

第8項　FLAG-tag92AAの作製、精製

92AAの結晶化を行うため、 92AAのFLAG融合タンパク質を作製、精製したO

プライマーALEU6とAuL2を用い、 92AAをS. capitis EPKlのDNAを鋳型として第6項の方法

に準じてPCR反応により増幅、 PGEM-T Easy vectorにクローニング後、 HindUI、 EcoRIでDNA

断片を単離し、 PFLAG MAC expression vector (Sigma)のFLAG-Tag配列の下流に読み枠を合わせ

て組み込んだ。得られたプラスミドは第1章、第2節、第13項の方法により、 E. coliBL21に形

質転換した。

E. c。Ii BL21の形質転換株をM9 medium 3 1で37℃でOD66。-0.5になるまで振とう培養L selen0-

methionine FLAG-tag組み換えタンパク質を発現させるために、 seleno-(L)-methionin (Se-Met) 150 mg、

Iysine hydrochloride 300 mg、 threonine 300 mg、 phenylalanine 300 mg、 Ieucine 150 mg、 isoleucme 150 mg、

valine 150 mgを加え37-Cで15分間振とう後、 IPTGを1 mMになるように添加し、 13時間培養し

た。その後遠心(9,000xg,10rain,4-C)し、菌体を抽出用バッファーA (50mMTris-HCl (pH8.0) ,
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5 mMEDTA, 50 jxg/ml sodium azide) 30mlと抽出用バッファーC (0.1 M CaCl2, 0.1 M MgCl2, 1 mM

PMSF, 20 mM DTT)で懸濁、 Ultrasonic disrupter (TOMY SEIKO, Tokyo, Japan)で菌体を破砕した。

遠心(25,000 xg, 40min, 4-C)後、上清にS. aureus FDA209PSDS加熱処理菌体を加え、 4oCで1時

間インキュぺ-トした後、 0.1Mリン酸バッファー(pH…)で6回洗浄したo結合したFLAG-tag

92AAの溶出は8M尿素含有0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)で行ったO得られた溶出画分は4M

尿素含有0.1 Mリン酸バッファー(pH 6.8)で透析し、その後段階的に尿素の濃度を落としてい

った0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)で透析し、最終的に尿素を除いて結晶化に用いた。

第9項　FLAG-tag92AAの結晶化

FLAG-tag 92AAは蒸気拡散法で結晶化したo結晶構造はSe-Met誘導体を用いた多波長異常分散

法およびNativeタンパク質を用いた分子置換法で決定した。

第10項　S. aureusFDA209P菌体への変異型92AAの結合実験

第2章、第2節、第2項に準じてHis-tag 92AAのPCR-Mutagenesisを行った。 pcR反応の鋳型

として92AAをコードしたDNA断片を組み込んだpQE30プラスミドを用い、使用したプライマ

ーは表3-1に示す。得られたプラスミドは第1章、第2節、第13項の方法により、 E. c。IiM15

(pREP4)に形質転換した。

それぞれの変異型92AAは第2章、第2節、第4項の方法で精製した。得られた変異型92AA

とS. aureus sDS加熱処理菌体を用いて第2項の方法で結合実験を行った。

第3節　結果

第1項　様々な処理菌体への92AAの結合能

His-tag組み換え92AAの様々な処理をしたS. aureus FDA209P菌体への結合能を検討した(図

3-2)0 92AAの結合能は、 sDS加熱処理した菌体より、トリプシン処理した菌体への方がわずかだ

が高い結合能を示し、加熱処理しただけの菌体へはsDS加熱処理菌体より結合能は低かった。ま

た、 92AAは生菌にはsDS加熱処理した菌体の約20%しか結合しなかった。

第2項　様々なペプチドグリカンヘの92AAの結合能
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様々な菌株のペプチドグリカンを精製し、それを基質として92AAの結合能を検討した(図3-3)c

92AAはS. aure甲s 209P、 S. aureus RN4220のEprの形質転換株TF5311 (第4章参照)、コントロー

ルとしてpGC2のみを保持したRN4220株TF5303、 S. capitis EPKl、 EPK2 (EPKlプラスミド脱

落株、第4章参照)のペプチドグリカンへは同等の結合能が見られたo一方、 B. megaterium、 L.

plantarum、 M. 1ysodeikticusのペプチドグリカンには結合しなかった0

第3項　92AAのS. aureus FDA209P菌体への結合強度

92AAのS. aureus菌体への結合様式の強度について検討するため、 chaotropic agentや塩、界面

活性剤等を用いて解離実験を行った(表3-2)0 1 %トリトンX-100では4 % SDSによって解離す

る92AAの16.2 %しか解離しなかった。一方、 8 M塩酸グアニジン、 8 M尿素、 3 M LiClではそ

れぞれ4%SDSでの解離する92AAの85.7 %、 77.9 %、 60.7%が解離した。

第4項　92AAの5. aureus FDA209P菌体への結合に及ぼす様々な物質の影響

92AAとS. aureus菌体を様々な条件下でインキュベートし、結合能について調べた(表3-3)0

92AAのS. aureus菌体への結合は1 mMのpentaglycineやtetraglycmeでは全く阻害されなかった。

また、 1 %の糖類や界面活性剤でも結合は阻害されなかった0 -方、 NaClは結合能には影響しな

いが、尿素、塩酸グアニジンともに4 Mから結合を阻害した。 pHの影響を見たところ、 pH 10.5

の条件下でもっとも強く結合した。

第5項　様々なsDS加熱処理菌体への92AAの結合能

92AAおよび△N-termALE-1の結合親和性を様々なsDS加熱処理菌体を用いて検討した(図3-4)c

92AAはS. aureus菌体に比べ、 S. mutans、 B. subtilis、 M. luteus菌体にはわずかしか結合しなかっ

たEpr (第4章参照)を発現する株5. capitisEPKlおよびTF5311と、 Eprを発現しない株S.capitis

EPK2およびTF5303には92AAは同等に結合した。また、 femAB遺伝子を欠失した株BB1221 [47]

はその親株BB270に比べ、 92AAの結合は減少していた　femA遺伝子欠失株BB742 [4]はその

親株BB705と同等の92AAの結合を示したが、 femB遺伝子欠失株BB841 [25]はその親株に比

べ92AAの結合親和性は減少していた。 AN-terai ALE-1についても92AAと同様の結果が得られ

た。
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第6項　S. an柁〟sFDA209P菌体あるいはBB1221菌体に対する△N-teimALE-1と

△ N,C-term ALE-1の結合能

C末端92AAが欠失している事で、 S. aureus FDA209P菌体あるいはBB1221 [47]菌体に対す

るALE-1の結合にどのような影響を与えるかを、それぞれのSDS加熱処理菌体を用いて検討した

(図3-5)。 209P菌体では△N-tenn ALE-1の結合に比べ、 AN,C-term ALE-1の結合能は減少してい

た。また、 BB1221菌体では△N-termALE-1の結合能は209P菌体でのそれより小さく、 △N,C-term

ALE-1と同程度の結合能しか示さなかった。

第7項　GST-pentaglycineへの92AAの結合能

92AAはS. aureus菌体を特異的に認識し結合するため、 S. aureusのペプチドグリカンに特徴的

な構造であるpentaglycineからなる架橋構造のみを認識しているのか否かを検討するために、

glutathione S-transferase (GST)をつけたpentaglycineを作製、大腸菌で発現精製し、 GSTのみをコ

ントロールとして、 92AAとの結合実験を行った(データ示さず)。精製GST-pentaglycineと92AA

をインキュペ-トした後、 glutathione sepharose 4Bに通した素通り画分に加えた全ての92AAが検

出され、溶出画分には検出されなかったことから、 GST-pentaglycineに92AAは結合しないことが

明らかとなった。

第8項　92AA結合部位のRP-I廿LC解析

S. aureus 209PペプチドグリカンをmutanolysinあるいはIysostaphinで消化後、可溶化画分に

His-tag 92AAを加えインキュベ-トし、その後Ni-NTA Agaroseに通した素通りをRP-HPLCで解

析し、 His-tag 92AAを加えないコントロールとの溶出プロファイルの違いを見た。ペプチドグリ

カンをmutano】ysmで消化した後の産物はpentaglycineで架橋されたMurNAcとGlcNAcが一つの

単位となる様々な長さを持ったmuropeptideの混在したものになる。また、 Iysostaphinで消化した

後の産物はグリカン鎖が連なり、 pentaglycineの架橋部分で切断されたmuropeptideの混在したも

のになる。これらにHis-tag 92AAを加え、インキュベ-ト後、 Ni-NTA Agaroseを通した素通りの

RP-HPLC溶出プロファイルはコントロールとの間に違いが見られなかった(データ示さず)0

第9項　FLAG-tag 92AASe-Met誘導体の結晶化

92AAのペプチドグリカンへの分子レベルでの結合様式ならびに基質特異性を解明するため、
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92AAのX線結晶構造解析を行った　FLAG-tagを付けた92AAを大腸菌でseleno methi。nine存在

下で発現させ、 FLAG-tag 92AA Se-Met誘導体を精製、結晶化に用いた。多波長異常分散法での分

解能は1.75Åであり、空間群1432、格子定数a-b-c=105Aの結晶を得た(図3-6)cまた、分子置

換法での分解能は1.80Åであり、空間群P212121、格子定数a=45.119Å、 b=58.512Å、 c=85.081Å

の2つの偽対称な結晶を得た。 2量体での結晶は一つの92AA分子のFLAG-tag部分がもう一つ

の92AA分子の溝になった部分に結合しており、またその92AA分子のtagが次の92AA分子の溝

に結合していたoまた、構造解析の結果、 92AAは8つのβ-strandといくつかのIoopからなる小

さい球形タンパク質の一つのdomainであった0 7つのβ-strandとそれらの問に隣接するIoopが構

造的にSrc-homology 3 (SH3) subdomains [50, 95]と似たdomain畢形作っていることが明らかと

なったoまた、 2つのβsheetが急なカーブを描き、全体の構造はopen^-barrelをとっていた　92AA

はアミノ酸配列レベルではsH3ファミリーと20 %の相同性しかないが、全体の3次元構造から相

同性検索すると、様々な機能を持った多くの異なるタンパク質のSIやsubd。mainと高い相同性が

あることが明らかとなった。

第10項　S. aureusFDA209P菌体への変異型92AAの結合能

92AAアミノ酸配列の中でS. aureus菌体への結合に重要なアミノ酸を兄い出す事で、細胞壁と

の結合部位を特定することができるのではないかと考えられた。そこで92AA領域を持つペプチ

ドグリカン加水分解酵素ファミリーとSH3 domainで高く保存されている、ペプチドとの結合部位

に存在するアミノ酸である343位のpralineと358位のtryptophanをそれぞれalanineに置き換えた

His-tag変異型92AAを作製、精製し、 S. aureus FDA209P SDS加熱埠理菌体との結合実験を行った

(図3-7A)c　どちらの変異型.92AAも野生型と同様の結合能を示した。

92AAとペプチドグリカンの結合様式が92AAのFLAG-tag部分での結合様式に似ているとの仮

説の下で、 92AA配列内のFLAG-tagと結合しているアミノ酸のmutagenesisを行った。 2量体の接

着面では、 FLAG-tag部分と、 294位のisoleucineおよび292位のasparagineの主鎖、同様に296位

のarginineの側鎖とで3つの水素結合が存在しているoこのうち296位のarginineをasparagmeや

alaineに置き換えると、その結合は大きく変わると考えられた。また、 292位のasparagine、 293

位のisoleucine、 294位のisoleucineを長い側鎖を持つアミノ酸(tryptophan、 phenylalanine、 tyr。sine)

に置き換えると、溝を作っている構造が変化し、 92AAのペプチドへの結合能に影響を与えるだ

ろうと考えられたので、 92AAの292位のasparagine、 293位のisoleucine、 294位のis。Ieucineをそ

れぞれtryptophanに、 296位のargimneをalaineに置き換えた変異型92AAを作製、精製し、 5. aureus

FDA209P SDS加熱処理菌体との結合実験を行った(図3-7B)c　どの変異型92AAも野生型と同様

の結合能を示し、アミノ酸を置き換えた事による結合能の変化は見られなかった。
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第4節　考察ならびに小括

AI且1のC末端領域にはIysostaphinのC末端に存在する細胞壁選択的結合部位[3, 75]と相同

性の高い92残基からなるアミノ酸配列が存在する掴3-1).この92残基のアミノ酸配列(92AA)

の機能について詳しく検討するため、 His-tagをつけた92AAを大腸菌で発現、精製し、 S. aureus

菌体への結合実験を行った　S.aureus209P菌体を基質としたところ、生菌にはほとんど結合せず、

加熱死菌やsDS加熱処理菌体、あるいはsDS加熱処理菌をト.リブシン処理したものには強固に

結合した(図3-2)ォ様々な処理の段階を重ねる程、 92AAの結合能が増加していくのは、細胞壁

に結合している】ipoteichoic acid [5, 10, 16, 26, 28]やteichoic acid [19, 90]等の様々な構造物等が

それぞれの処理により除かれ、 92AAが結合しやすくなるためと考えられた。つまり、 92AAはS.

aureus 209Pのペプチドグリカンを認識していると考えられた.また、 S. aureus RN4220にプラス

ミドでEpr (第4章参照)を形質転換することで架橋構造のglycineの含量が減少し、 senneの含

量が増加した株TF5311、コントロールとしてpGC2のみを保持したRN4220株TF5303、そしてS.

capitis EPKlと、 EPKlからale-1、 epr遺伝子をコードするプラスミドを脱落させた株EPK2のそ

れぞれのペプチドグリカンおよびSDS加熱処理菌体に対して92AA杖s. aureus 209Pに対するの

と同等の結合能を示した(図3-3,　つまりS. aureusのペプチドグリカンの架橋構造の5つの

glycineのうち2つをsenneに置換しても、 92AAの結合に変化はないことが示された。一方、 92AA

はB. megaterium、 L.plantarum、 M. 1ysodeikticusのペプチドグリカンには結合せず、また、 B. subtilis、

M. luteus、 S. mutansのSDS加熱処理菌体にも結合しなかった。さらにS. aureusのFemAmutant (架

橋構造の2,3番目のglycine欠失株) [4]には親株と同程度に結合したが、 FemB mutant (架橋構

造の4,5番目のglycine欠失株) [25]ではわずかに結合が減少し、 FemABmutant(架橋構造の2,3,4,5

番目のglycine欠失株) [74]では結合は大きく減少した(図3-4)。これらのことより、 92AAは

Staphylococcus属のペプチドグリカンを特異的に認識し強固に結合することが明らかとなり、その

結合には5つのアミノ酸からなる架橋構造を含む領域が重要であると考えられた。様々なsDS加

熱処理菌体への結合親和性について、 92AAとAN-term AI且1は同じ挙動を示したことから、 △N_

termALE-1の菌体への結合は92AAに依存していると考えられた。

また、 92AAがglycineのみを認識するか否かを明らかにするため、 GST-pentaglycineを基質に用

い結合実験を行ったが92AAはpentaglycineには結合しなかったoまた、 S. aureus菌体への結合も

pentaglycineでは阻害を受けなかったoこのことより、 92AAはpentaglydneのみは認識しないこ

とが明らかとなった　S. aureus FDA209P菌体あるいはBB1221 {femAB遺伝子変異株)菌体に対

する△N-term ALE-1とAN,C-term ALE-1の結合実験を行ったところ(図3-5)、 209P菌体ではこゐ
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2つの組み換えALE-1の結合能の差に、 92AAが欠失している分だけAN,C-term Alふ1の結合能

が減少している結果が見られたが、 BB1221菌体ではpentaglycineの架橋構造が著しく失われてい

るので、 92AAによる結合が起こらず、 92AAの有無ではそれぞれの結合能に差は見られず、 209P

菌体でAN,C-term ALE-1が示した結合能と同程度の結合能を△N-tenn ALE-1も示した。この事か

らも92AAが結合するためにはglycineとは限らないが、 5つのアミノ酸からなる架橋構造が大切

だと考えられた。また、ここでは示していないが、 92AAでS. aureus菌体を飽和させた後、 full

Al五一1あるいはAN-termALE-1を加えても結合した92AAの置き換わりは起こらなかった　92AA

の結合は不可逆的でAU三11の他の領域でも細胞に結合する事ができると考えられた。

SH3 subdomainは約60のアミノ酸からなる一つのタンパク質domainで、調節因子として働く

細胞内の様々なタンパク質に広く存在する[50, 95]。 SH3 subdomainはシグナル伝達経路や膜と

細胞骨格の構造の中で、中心部の保存された結合モチーフであるPXP配列を持つprolineに富ん

だリガンド[55]を認識する事によって、タンパク質一タンパク質の相互作用を弓ほ起こす　92AA

のX線結晶構造解析の結果、 92AAはsrc-homology 3 (SI召) subdomainsと高い相同性があること

が明らかとなった。また、様々な変異型92AAを用いて結合実験を行ったが、どの変異型92AA

も野生型と同様の結合能を示し、 343位のproline、 358位のtryptophan、 292位のasparagine、 293

位のisoleucine、 294位のisoleucineそして296位のargimneの一つずつのアミノ酸の変異では、

92AAの結合能の変化は見られなかった(図3-7A, B)。 92AAと5. aureus菌体の結合は全体として

の結合能が強いと考えられ、 -アミノ酸の置換ではその結合能の低下をきたさず、そのため特定

の部位のアミノ酸の結合に及ぼす影響が評価できなかったと考えらる0

92AAによる5. aureusペプチドグリカンの結合部位のRP-HPLC解析の結果、 5. aureus 209Pペ

プチドグリカンのmutanolysinによる消化産物も、 】ysostaphinによる消化産物についても、 92AA

を結合させる事によるピークの消失が見られなかったため、 pentaglycineの架橋構造があったとし

てもMurNAcとGlcNAcからなる一つのユニットで、長いグリカン鎖がないものには92AAは結

合せず、また架橋構造を持たないグリカン鎖にも92AAは結合する事ができないと考えられたO

以上のことから、 92AAの5. aureusペプチドグリカンへの結合には一定の長さのグリカン鎖を含

んだ5つのアミノ酸からなる架橋を持った構造が必要である車が示唆された。

小括

1. ALE-1の細胞壁選択的結合部位92AAはStaphylococcus属のペプチドグリカンを特異的に認

識し強固に結合することが明らかとなった。

2. 92AAの結合には5つのアミノ酸からなる架橋を含むグリカン鎖を持った構造が重要であると

考えられた。
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3. 92AAのX線結晶構造解析より、 ALE-1の細胞壁選択的結合部位はSrc-homology 3 (SH3)

subdomainsと構造が類似している事が明らかとなったo

-59-



-
l
^
%
策
(
X
}
I
}
U
3
p
i
)
墾
匿
等
6
9
%
寸
8
.
志
心
¥
細
山
母
箭
亜
麗
富
富
輿
聯
瑠
寒
空
監
紅
髄
ヽ
〃
<
L
Z
6
寄
塞
O
(
2
)
u
i
q
d
i
n
s
o
冬
空
-
昭
司

壁
匿
@
^
ゥ
W
Z
6
祥
瑞
3
(
2
)
U
t
q
d
B
;
s
o
s
X
[
翌
日
i
v
 
T
-
e
亙

s
n
s
u
a
s
u
o
U

L
!
-
班
■
可

u
i
u
d
o
^
s
o
胡
^
1

s
n
s
u
e
s
u
o
U

L!-岬■Eq

u
i
u
d
D
i
s
o
s
A
i

(
p
u
e
-
i
.
卜
則
>
)
　
く
く
N
6

〓
工
　
　
〓
>
〓

〓

　

　

工

N
 
T
u
」
く

O
L
∈
e
p
u
e
i
9

7
U
フ
　
　
　
　
r
o
-
^
-

c
o
c
o
 
o
c
o
c
o

(
も
　
　
　
　
O
C
X
)
-
ア

_

L

　

　

　

　

　

　

_

1

▼

U

l

 

t

o

0

 

h

r

I

I

B

M

 

I

I

①

O

W

2

6



表3-1使用した菌株、プラスミドおよびプライマー

Strain Relevant c haracteristics Sou rce or

reference

S. aureus

FDA2 09P

E. coli

XLl-B ue

BL21 (DE3)

M-15 pREP4

TF48 1

TF670

TF568

TF675

TF676

TF681

TF682

TF683

TF684

reel endAt gyrA96肋・i-1 hsdR17supE44 relAl lac

[F'proAB lac I ZM15 Tnl叩et )I
F ompThsdSB (r MJ gal dcm met (DE3)

S   S   S　　-　　-　　+　　4.　.  .　　+　　+　　+

Nat, Str, F肝, 77)/, Lac′Ara , Qal , Mtl, F, RecA , Uvr , Lon

BL21 (DE3) pTF479

BL21 (DE3) pTF668

M-15 pTF563

M-15 pTF673

M-15 pTF674

M-15 pTF681

M-1 5 pTF682

M-15 pTF683

M-15 pTF684

Bullock et al.

N ovag<≧ ∩

QIAGEN

This study

This study

This study

This study

This stiUdy

This study

This study

This study

This study

Plasmi ds Vector C l oning site Relevant prope rties
Reぬrenee

or source

PGEM-T Easy

pFUlG MAC

pG EX4T-3

PQE-30

pTF479　　pFLAG MAC SamHI/EcoRI

pTF668　　pG EX4T EcoR I/Bam川

pTF563　　　pQ E-30　　SamH I/SacI

pTF673　　　pQE-30　　BamH I/S acI

pTF674　　　pQ E-30　　SamH I/S acI

DTF681　　　pQE-30　　BamH I/S acI

pTF682　　　pQE-30　　BamH I/SacI

pTF683　　　pQE-30　　BamH I/SacI

pTF684　　　pQE-30　　BamH I/Sael

E coll cloning vector for PCR products

E. coli expression vector

E. coli expression vector

E. coll expression vector

0.33kbp BamHトEcoRI fragment containing 92AA

0.35kbp fccoRI-BamHI fragment containing pentag吋cine

0.42kbp SamH I-SacI fragment containing 92AA

0.33kbp BamH I-Sacl fragment containing P343A 92AA

0.33kbp BamH I-Sacl fragment containing W358A 92AA

0.33kbp Bam川-Sacl fragment containing D292W 92AA

0.33kbp BamH I-Sacl fragment containing I293W 92AA

0.33kbp SamH I-SacI fragment containing I294W 92AA

0-33kbp BamH ¥-Sac¥ fragment containing R296A 92AA

Promega

SIGMA

Pharmacia Biotech

Q IAG EN

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Gene Primer Sequence (5'to 31)　　　　　　　　　　　　　　　Positions

FLAG -tag 92AA

pen tag lycin e

92AA

P343A

W358A

D292W

293W

I294W

R296A

pQ EUV CG GATAACAATTTCACACAG

PQERV GTTCTGAG GTCATTACTG G

ALEU 6　　　　　　　　　ATAAG CTTTATAAAACTAATAA

ALEL2　　　　　　　　　G GGAATTCATG G GTAGTGATA

pG EX-Gly5-ALE G GG GATCCG GAG GAGC〕 AGQAG QATGATTTATACATAA

ALEL6　　　　　　　　G G GAATTCTGATG G GGAAGTTATTCTA

ALEU 5　　　　　　　〝「G G ATCCTATAAAACTAATAAA

ALEL4　　　　　　　　TCTGCAGTATG GGTAGTGATA

ALE P343A- u GTATATTTAG CAGTTAGAACTTGGAAT

凡E P343A-r AGTTCTAACTG CTAAATATACTCTTTT

ALE W358A-u AC CATTAG C GGC〕 AACMTCAAG

凡E W358A- r GATTGTTCCCGCTAATGGTCCTAATTC

ALE D2 92W・　　　　AG CTAACACATG GATTATTACAAGATTA

ALE D2 92Wィ　　　　　TTGTAATAATCCATGTG TTAG CTGTAAA

ALE l2 93W-U TAACACAGATTGGATTACAAGATTAACA

ALE l293Wイ　　　　　　ATCTTGTAATCCAATCTGTG TTAG CTGT

ALE l2 94W-u CAGAG ATATTTGGACAAGATTAACAQ G

ALE 12 94W-r TTAATCTTGTCCAyへATATCTGTGTTAG C

ALE R296A- u TATTATTACAG CATTAACAG GAC CATTT

ALE R2 96A- r GGTCCTGTTAATG CTGTAATAATATCTGT

1 047-1069

1352-1 373

1037-1060

1452-1474

1260-1287

1254-1281

1307-1329

1 299-1326

1160-1 188

1101-1129

1109-1 137

1 104-1132

1112-1139

1107-1135

1118-1146

1113-1142
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Viable Heat SDS Trypsin

図3-2　5. aureus菌体への92AAの結合能

様々な処理をしたS. aureus FDA209P菌体を用いて結合実験を行い、 92AA

の結合親和性を検討した　S. aureus FDA209P菌体を0.1 Mリン酸バッフ

ァー(pH 6.8)に懸濁し、 92AAを加えて4oCで1時間インキュベ-トし、

4 % SDSによる溶出画分を数値化した　Viable, viable cell; Heat, heat treated

cell; SDS, SDS-heat treated cell; Trypsm, trypsin treated SDS cell

1　2　3　4　5　6　7　8

92AA　　>

図3-3　様々な菌体への92AAの結合能

様々な菌体の精製ペプチドグリカンを用いて92AAの結合実験を行い、その結

合親和性を検討した。ペプチドグリカンを0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)
に懸濁し、 92AAを加えて4oCで1時間インキュぺ-ト後、 4 % SDSによる溶出

画分をSDS-PAGE後、クーマシー染色した。レーン1, 5. aureus FDA209P; 2,

TF5303 (∫. 〃〟Ⅳ〟J RN4220 (pGC2) ) ; 3, TF5311 (∫. α〟Ⅳ叩RN4220 (epr) ) ; 4,

S. capitis EPKl; 5, 5. capitis EPK2 (cured of the plasmid carrying epr gene) ; 6, B.

megaterium; 1, L. plantarum; 8, M. 1ysodeikticus
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表3-2　S. aureus FDA209P菌体への92AAの結合親和性

Supplement　　　　　% of ^leased 92AA
bound to 209Pce

Control (4% SDS)

8M Guanidine Hydrochroride

8M Urea

3M LiCI

1% Triton X-100

100

85.7 (±11.3)

77.9 (±7.6)

60.7 (±17.3)

16.2 (±17.6)

表3-3　92AAのS. aureus菌体への結合に及ぼす影響

Supplement or adjustment in pH　　　% oif 92AA bound to 209Pcell

Contro一

Peptides

"I mM Pentaglycine

l mM Tetraglyclne

Carbohyd rates

1% glucose

l% GlcNAc

1% MurNAc

D eterg en ts

1% Tween 80

1% Triton X-100

1% Nonidet P-40

1% Tween 20

0.1% SDS

Chaotropic agents or salts

IM NaCI

5M NaCI

4M urea

5M urea

7M urea

4M Gdn-HCI

6M Gdn-HCI

90% NH4)2SO4

Other supp一ements

50mM EDTA

1 % 8-mercaptoethanol

Dist間ed water

Adjustment to pH:

10.5

9.5

8.5

7

4.74

7　2　19　0　9
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*様々な条件下にて、 S. aureus FDA209P SDS加熱処理菌体と92AAの結合実験

を行い、 92AAの菌体への結合に及ぼす影響を検討した。 S. aureus FDA209P

SDS加熱処理菌体を様々な物質を加えた0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)

に懸濁し、 92AAを加えて4oCで1時間インキュベ-トし、 4 %声DSによる溶

出画分を数値化し、 0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)のみで結合したタン
パク質量を100%としたときの割合を求めた。

Gdn-HCl ,塩酸グア二ジン
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図3-4　様々な菌体に対する92AAおよびALE二1の結合能

様々な菌のSDS加熱処理菌体を基質として92AAおよび△N-term ALE-1の結合能を検討

した　SDS加熱処理菌体を0.1Mヨード酢酸含有0.1Mリン酸バッファー(pH6.8)

に懸濁し、精製したそれぞれの変異型AI且1を加えて4oCで1時間インキュペ-トし、 4

%SDSによる溶出画分を数値化した　(A) ,92AA; (B) ,△N-termALE-1
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図3-5　ALE-1の菌体への結合を担う92AAの役割

S. aureus FDA209菌体とBB1221 (A/e〝由月)菌体のSDS加熱処理菌体を基質として△

N-term Al且1および△N,C-term ALE-1の結合能を比較する事で、 92AAの結合につい

て検討を行った。それぞれのSDS加熱処理菌体を0.1 Mヨード酢酸含有0.1Mリン酸

バッファー(pH 6.8)に懸涛し、精製したそれぞれの変異型ALE-1を加えて4oCで1時

間インキュベ-トし、　SDSによる溶出画分を数値化した。固,△N-termALE-1;
ロ, △N,C-term A岨1

図3-6　92AAの3次元構造

92AAの結晶化を行った。 6-barre備造を持ち、晴乳類の多くのタンノ七ク質内に存在するSH3
(Src-homology 3) subdomainと相同性が見られた。
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図3-7　変異型92AAの結合能

それぞれの変異型92AAについて、 5. aureus FDA209P SDS加熱処理菌体を用いて結合実

験を行い、野生型の結合能と比較した　S. aureus FDA209P SDS加熱処理菌体を0.1Mリ

ン酸バッファー(pH6.8)に懸濁し、精製したそれぞれの変異型92AAを2.5, 5, 10 |ig加
えて4oCで1時間インキュベ-トし、 4%SDSによる溶出画分を数値化した。
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第4章　ALE-1に対する_耐性を担うcpT遺伝子のクローニング、塩基配列の

決定およびEprの機能解析

第1節　概要

第1章で述べたように、 Staphylococcus capitis EPKlは菌体外にglycylglycine endopeptidase AI五一

1を産生する　ALE-1はS. simulans bv. Staphylolyticusの産生するIysostaphin [65]と非常に類似

していたoまた、 Iysostaphinをコードする遺伝子Issと同様、 ale-1遺伝子も5. capitis EPKlの大プ

ラスミド上にコードされていた　S. simulans bv. staphylolyticusは自身が産生するIysostaphinによ

る溶菌に対して耐性を示し[60]、その耐性は細胞壁ペプチドグリカン架橋部分のアミノ酸のglycine

含量を減少させ、 senne含量を増加させることによることが報告されている[14, 60]c　このペプ

チドグリカンの修飾を担う遺伝子はIifと呼ばれ、 Iss遺伝子と共に大プラスミドpACKl上にコー

ドされる[21, 22]c LかL Iif遺伝子の詳細についてはまだよく分かっていない。 S. capitis EPKl

はIysostaphin、 ALE-1による溶菌に対して耐性を示すことを見出している。そこで本研究では∫.

capitis EPKlもS.simulans bv. staphylolyticusと同様の方法で、自身の産生するALE-1に対して耐

性を示しているのか否かを調べた。

S. capiぬ　EPKlはAl五-1に対する耐性遺伝子epr (endopeptidase resistance)を発現することを

明らかにし、その遺伝子を同定した。 epr遺伝子はALE-1構造遺伝子ale-1の322 bp上流に位置

し、逆方向に転写されていた。また、そのDNA塩基配列より、 epr遺伝子は413アミノ酸からな

るタンパク質をコードしており、推定分子量は48,990 Da、予想される等電点は9.93であった。

相同性検索より、 Eprはペプチドグリカンのpentaglycineよりなる架橋形成におけるGly-tRNAか

らglycineの転移に関わるfe〝d遺伝子およびfemB遺伝子の産物FemA (36 %)、 FemB (33 %)と

相同性が認められた。 epr遺伝子のみを持つプラスミドのブドウ球菌形質転換株はIysostaphinに

耐性を示し、この株のペプチドグリカンアミノ酸組成分析の結果、ペプチドグリカンはモル比で

glycineが低下し、 senneが増加していた。同様に5. capitis EPKlでもペプチドグリカンアミノ酸組

成中にsenneが存在した。これらのことから、 Eprの過剰発現によりペプチドグリカンのglycine 5

量体よりなる架橋構造からglycineが1-2分子欠落し、代わりにsenneが挿入されたと考えられ

た。すなわちEprは架橋形成におけるSer-tRNAの転移に関わるFemA/B様の因子[13, 25, 38, 47,

74]と考えられた。 S. capitis EPKlは自らが産生するglycylglycine endopeptidaseから身を守るた

め、 Eprを発現させて架橋にsenneを入れていることが強く示唆された。
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第2節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養条件

実験に用いた菌株およびプラスミドは表411、 4-2に示した。その他にstaphylococcus hominis

CCM27327、 Staphylococcus delphini DSM2077 17、 Staphylococcus kloosii DSM206767、 Staphylococcus

schleiferi N880033 、 Staphylococcus caprae CCM35737 、 Staphylococcus arlettae DSM206727 、

Staphylococcus chromogenes CCM33877 、 Staphylococcus hycus CCM23687およびStaphylococcus

equorum DSM206747 ( Jean Frenecy ) 、 Staphylococcus capitis ATCC29663 、 Staphylococcns cohni

ATCC29994 、 Staphyb・cocc比! haemolyticus ATCC29970 、 Staphylococcus intermedius ATCC29663 、

Staphylococcus saccharolyticus ATCC14953 、 Staphylococcus simulans ATCC27848 、 Staphylococcus

warneri ATCC27836、 Staphylococcus可′losus ATCC27971、 Staphylococcus lugdenensis ATCC438097

およびStaphylococcus felis ATCC491687 (American Type Culture Collection)を使用した。

Staphylococcus属はTrypticase soy broth (TSB, Becton and Dickinson Microbiology Systems)を用いて、

E. coli [7]はLuria-B去rtani (LB) broth (yeast extract 5 g, p。Iypept。ne 10 g, NaCl 10 per liter (pH 7.2) )

を用いて37。Cで振とう培養を行った。また、菌株は必要に応じてampicillin (50 ng/ml)、

chloramphenicol (30 ng/ml)を添加した培地で培養を行った。

第2項　5.capitisEPKlからの大プラスミド脱落方法

TSBで一晩培養した5. capitis EPKlを10 ¥xM ethidium bromideを含むTSBに接種し42-Cで24時

間培養後、 TSB寒天培地にまき、 37。Cで一晩培養後、得られたコロニーをS. aureus FDA209P加熱

処理菌体(0.5mg/ml)、リゾチーム(4mg/ml)、 IPTG (lmM)含有1.5%TSB寒天培地にまいた。

37-Cで二晩培養後、コロニーの周囲に透明な溶菌斑ができていないものを選択した。

第3項　エンドぺプチダーゼに対する耐性度の測定

被験菌のエンドぺプチダーゼに対する耐性度を決定するた捌こ、 microtiter plate (Becton Dickinson

and Co.)を用い、 500 [xg/mlから0.05 (Ag/ml濃度の2倍系列希釈のALE-1あるいはIysostaphinを

加えたTSB (150 ¥xl)に、対数増殖期までTSBで培養した被験菌を最終濃度106 cells/mlとなるよ

うに接種し、 37-Cで16時間静置培養後に増殖が完全に阻害された最低濃度を最少発育阻止濃度
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MIC (minimum inhibitory concentration)とした[37]e

第4項　メチシリン、ハンコマイシン感受性試験

被験菌のメチシリン、ハンコマイシンに対する感受性について検討するため、微量液体希釈法

を用いてMICを測定した　microtiter plate (Becton Dickinson and Co.)を用い、 1,024ドdml濃度

より2倍系列希釈のメチシリンあるいはハンコマイシンを加えたTSB (150 ¥xl)に、対数増殖期

までTSBで培養した被験菌を最終濃度106 cells/mlとなるように接種し、 37-Cで24時間静置培養

後に増殖が完全に阻害された最低濃度をMICとした。また、より正確に感受性レベルを検討する

ために、ポピュレーション解析を行った。種々の濃度(0.5から1,024けg/ml)のメチシリンを含

むTSB寒天培地に、 TSBで一晩培養した被験菌を109f:囲接種し、 37-Cで48時間培養後、コロニ

ー数を測定した。

第5項　epr遺伝子の塩基配列の決定

第1章、第2節、第14項に準じて部分欠失変異株を作製、塩基配列の決定を行った。

第6項　コアグラーゼ陰性ブドウ球菌属でのepr遺伝子の検出

コアグラ-ゼ陰性ブドウ球菌属のDNAは第1章、第2節、第12項に準じて調整したO.その際、

細胞を溶解するためにIysostaphinのみでなく、 Iysostaphin (120 ng/ml)と共にmutanolysin (60 ng/ml)

を用いた。サザンハイブリダイゼ-ションは第1章、第2節、第13項に準じて行い、プローブの

標識とハイブリダイゼーシヨンはECL nucleic acid labelling and detection system (Amersham Life

Science)を用い、化学発色によりバンドを検出したO検出にはFuji RX-U film (Fuji Film Co.)杏

使用したoプローブとしてEprのみが含まれたDNA断片をExpand�"High Fidelity PCR System

(Roche)を用いたpCR反応により増幅、精製して用いたo　プライマーとして、 5,_

TCCAATTATCCAAAACTGA-3 'と5 '-TnTGTAAATAAACCCTCTAA-3 'を用いた。

第7項　epr遺伝子の形質転換および形質導入

Eprの形質をS. aureusで検討するため、推定プロモーター領域を含んだepr遺伝子全体を含む

DNA頒域をExpand�"High Fidelity PCR System (Roche)を用いたPCR反応で増幅し、 Original TA

Cloning kit (invitrogen Co., San Diego, Calif., USA)を用いてpCR2.1ベクターに組み込んだ。プラ

-69-



イマ-として5'-AAAnTAAACCTCCTAATA-3'と5'-GCCAGCTTGTTGGGATACTC-3'を用いた。

クローン化されたDNA断片を塩基配列の決定法によって確認後、 EcoRlで消化後切り出し、シャ

トルベクターpGC2 [70]にクローン化した。

epr遺伝子をコードしたpTFS6をS. aureus RN4220に形質転換した　0.1 (igのプラスミドDNA

とS. aureus RN4220のコンビテントセル40 nlを混合し、 25 (xF、 2.2 kVの条件でElectro cell

manipulator 600 (BTX Electroporation system, BTX Inc., San Diego, Calif., USA)を用いてエレクトロ

トランスフォーメーションを行った.直後に1.1 Mスクロース含有TSBを加え1時間37-Cで静置

し、その後chloramphenicol (30 (j.g/ml)含有TSB寒天培地にまき、一晩37-Cで培養後得られたコ

ロニーを選択した。

epr遺伝子をコ-ドしたpTFS6を形質導入によりS. aureus RN4220からS. aureus COL、 BB270、

BB308およびUT-34-2に移した[2]。 S. aureus RN4220の得られた形質転換株をchloramphenico1 30

pg血l含有TSBで一癖培養し、培養液10 mlを遠心(9,000 x g, 10 min, 4-C)した後、 1 mlのTSB

で懸濁した。その菌液100 nl、 bacteriophage 80α [73]50い1とphage top agar(casamino acid 3.0 g, yeast

extract 3.0 g, NaCl 5.9 g, agar5.0g per liter)を混合し、あらかじめ作製しておいたphage bottom agar

(casamino acid 3.0 g, yeast extract 3.0g , Nad 5.9 g, agar 15.0 g per liter)上に播き、 37-Cで24時間培

養した。その後phagetop agarのみをかきとり、2 mlのphagebuffer(0J M MgSO4 10.Oml, 0.4 M CaCl2

10.0 ml, 2.5 M Tris-HCl (pH7.8) 20.0 ml, Nad 5.9 g, gelatin 1.0 g per liter)を加え1時間4oCで静置

後遠心(9,000xg, 10min,4℃)し、上清を0.2岬1のセルロースメンブレンで滝過した溶液をphage

lysateとした　TSBで一晩培養したS. aureus COL、 BB270、 B】〕308およびUT-34-2の培養液をそ

れぞれ10ml遠心(9,000xg, 10min,4。C)した後、 1 mlのTSBで懸濁し、その菌液100¥x¥と作製

したphage lysate 60 jixlとphage buffer 100 ¥xlを混合し、37-Cで20分間振とうさせた後、0.3 GLtop agar

(casamino acid 3.0 g, yeast extract 3.0 g, NaCl 5.9 g, 60 % sodium lactate 3.3 ml, glycerol 2.0 ml,

trisodium citrate dihydrate 0.5 g, agar 7.5 g per liter) 3 mlを加え、あらかじめ作製しておいた0.3 GL

bottom agar (casamino acid 3.0 g, yeast extract 3.0 g, NaC1 5.9 g, 60 % sodium lactate 3.3 ml, glycerol 2.0

ml, trisodium citrate dihydrate 0.5 g, agar 15.0 g per liter) (下層にchloramphenicol 30 (xg/ml含有0.3 GL

bottom agar 10 ml、上層に薬剤非含有0.3 GLbottom agar 20 ml)に播き、 37-Cで48時間培養した。

得られたコロニーをchloramphenicol 30 (xg/ml含有TSB寒天培地に播き、生えてきたコロニーを採

取した。

第8項　溶菌酵素感受性試験

被験菌の溶菌酵素に対する感受性を菌体懸濁液の濁度の減少と、 Zymographyを用いて測定した。

濁度の減少は、第1章、第2節、第5項の方法に準じて、被験菌のエンドぺプチダーゼに対す
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る感受性を測定した。

Zymography [36, 52]には溶菌酵素としてIysostaphin、 51 kDa GL (endoこβ-N-acethylglucosaminidase) 、

62 kDa AM UV-acethylmuramyl-L-alanine amidase)を用いた。これらの溶菌酵素を2倍系列希釈し

たサンプルに等量の2xlysingバッファー(l.5MTris-HClバッファー(pH6.8) 1.25ml, 10%SDS

2 ml, 2-mercaptoethan01 0.5 ml, glycerol 2 ml, H20 3.25 ml, 0.1 % bromophenol blue 1 ml)を加えたもの

をSDS-PAGE用サンプルとし、分離ゲル中に加熱処理した菌体を0.5 mg/mlで含むポリアクリル

アミドゲルを作製し、サンプルを添加、 SDS-PAGEを行ったo lysostaphin、 62 kDa AMの活性の

検出には15 %ポリアクリルアミドゲルを、 51 kDa GLの活性の検出には7.5 %ポリアクリルアミ

ドゲルを使用した。泳動後、ゲルを十分量の精製水で室温で30分間緩やかに振とうしてSDSを

除去し、 0.1 Mリン酸バッファー(pH6.8)で37。C、 12時間緩やかに振とうした。溶菌活性は

immunoviewer MUで透明なバンドとして検出でき、検出することのできる最少の溶菌酵素量を

Minimal Bacteriolyticenzyme Dose (MBD) [52]として判定した。

第9項　epr遺伝子の試験管内転写、翻訳

epr遺伝子がのったプラスミドDNAを鋳型に試験管内データンパク質を合成させるために、

EXPRE3号S35S protein labelling mix (Amersham Life Science)と共にLinked T7 transcription-translation

system (AmershamLifeScience)を使用し、そのプロトコールにそって行った。

第10項　ペプチドグリカンのアミノ酸分析

被験菌のペプチドグリカンを第1章、第2節、第6項に準じて精製した。得られたペプチドグ

リカンを6 N HClで100。C 15時間、加水分解したペプチドグリカンサンプルをL-8500 amin。 acid

analyzer (Hitachi,Ltd.,Tokyo,Japan)を用い、ニンヒドリン法で計測した。

第3節　結果

第1項　epr遺伝子のクローニング

S. simulans bv. staphylolyticusは】yspstaphinによる溶菌に対して耐性であり、その耐性を担うIlf

遺伝子はIysostaphinをコードするIss遺伝子の非常に近傍にあり、どちらも8.4 kbpのプラスミド

pACKl上にコードされている事が報告されている[14]。 S. capitis EPKlとEPKlからプラスミ
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ドを脱落させた株EPK2でALE-1による溶菌に対する感受性を見たところ、 EPKlは、 Al且1に

よる溶菌に対して耐性を示したが、 EPK2はALE-1によって溶菌した(図4-1)。 S. capitis EPKl

もS. simulansと類似した遺伝子の構造を持つことで自らの産物であるALE-1から自身を守ってい

るのではないかと考えられたO S. capitis EPKlより得たale-1遺伝子を含む3.5 kbpのHindi断片

をpUC19にクローニングしたpTF3を用い、このDNA断片にepr遺伝子が含まれていないか否か

を検討したoまずpTF3の3.5 kbpのHindi断片をシャトルベクターであるpGOのHindiサイト

にクローニングL pTFS3とした　pTFS3をS. aureus RN4220に形質転換し、 chloramphenico】耐性

の形質転換株を選択しTF2とした。コントロールとして同様にしてpGC2を保持するRN4220株

を得、 TFlとしたo微量液体希釈法を用い、 TFl、 TF2のIysostaphinのMICを漸定したO表4-1

に示したように、 TT2のMICは50 ng/mlと、 TFlの0.2帽血1よりもIysostaphinに対してより耐

性になっていた　TF2をS. aureus FDA209P加熱処理菌体を含有する寒天平板上で37-C、 24時間

培養すると、 TF2はS. aureusを溶解するためにコロニー周囲に溶菌斑を呈したo一方、 TFlには

溶菌斑はみられなかった。このことから、 mはALE-1を産生し、菌体外に分泌していることが

示された。また、 pGC2にale-1遺伝子のみをクローニングし、 S. aureusに形質転換しALE-1を発

現させようと試みたが不可能だったoこの結果はmがglycylglycine endopeptidaseに耐性になっ

ている事を示唆している。図4-2に3.5 kbp Hindi断片の制限酵素地図を示したOエンドぺプチダ

ーゼに耐性化するのに必要な最小のDNA配列を決定するために、 3.5 kbp Hindi断片からサブク

ローニングしたDNA断片を同様にしてRN4220に形質転換した。 3.5 kbp H,わcII断片を部分欠失

変異させた、 3・2、 2・5、 2.3 kbpの肋cil-EcoRI断片、 2.2 kbpのHincll-H血dm断片をpGC2にクロ

ーニングして、それぞれpTFS31、 pTFS32、 pTFS33、 pTFS34とした。これらプラスミドをRN4220

に形質転換し、得られた株をそれぞれTF3、 TF4、 TF5、 TF6としたo mとTF4はIysostaphinの

MICからエンドぺプチダーゼ耐性になっている事が明らかとなったが、 TF5とTF6は耐性にはな

っていなかった(表411、図4-2)。エンドぺプチダーゼ耐性を発現するDNA断片の塩基配列を決

定したO得られた塩基配列から、同じ方向ではあるが、読み枠の違う2つのopen reading frame(ORF)、

oqlとoTPの存在が明らかとなったale-1 ORFは047と逆方向にあった。これらの事から、2.2kbp

Hindlll-Hincll DNA断片がェンドぺプチダーゼ耐性の表現形に必要で、 042は必要でない事が示唆

されたo pT円2の挿入断片からの1.7 kbp EcoRl-Nhel断片をpGC2にサブクローニングしたものを

pTFS5とした　pTFS5をRN4220に形質転換して得られた株をTF7としたIysostaphinのMICを

測定したところ、 TF7はエンドぺプチダーゼに対して高度耐性を示した(表4-1),そこでorfl全

体と、その推定プロモーター領域の上流のDNA領域を含むDNA断片を増幅するためのプライマ

ーセットを合成し、 pCR反応を行い、得られたDNA断片をE. coli XLl-BlueでpCR2.1にクロー

ニング、その後pGαにサブクローニングし、得られたプラスミドをpTFS6としたo pTFS6を

RN4220に形質転換した株をTF8とした　TF8のIysostaphinに対するMICを湘定したところ、 TF8
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はAR-1同様、 Iysostaphinに対して高度耐性を示した(表4-1)。そこで、このorflをep,

(endopeptidase resistance)と名付けた。

第2項　epr遺伝子の塩基配列

図413にpTFS32の2.5 kbp DNA断片の塩基配列を示した　epr遺伝子はALE-1構造遺伝子ale-1

の322 bp上流に位置し、逆方向に転写される事が明らかとなったoまた、響,遺伝子は426位の

ATGコドンから始まり、 1665位のTGAコドンで終わっていた。 Shine-Dalgamo配列(AAAGTCG)

が推定開始コドンの8塩基上流にみられたo推定されるプロモーター配列がepr ORFの上流に存

在し、 TTTCACA (194から199位)とTATTATT (217から223位)がそれぞれI35と_10のプロ

モーター領域と考えられた。 epr遺伝子とale-1遺伝子の間の領域には2つの回転対称配列が存在

していた　epr遺伝子領域の下流にはチミンに富んだループ構造があり、 rh.非依存性クーミネー

ション領域と考えられた　epr遺伝子は413アミノ酸からなるタンパク質をコードしており、推定

分子量は48,990で、予想される等電点は9.93であったo試験管内でのpTFS6を用いた発現実験

では、コントロールとしてのpGOでは観察されなかった分子量46,000のタンパク質が合成され

たoこれは甲rにコードされているタンパク質の分子量と一致した(データ示さず)o

eprの塩基配列から推定されるアミノ酸配列をBLASTおよびFASTA network seach service

(DDBJ)を用いた相同性検索より、 EprはS. simulansのg】ycylglycine endopeptidase耐性化を担

う遺伝子産物であるLifと70 %の高い相同性があり、また、ペプチドグリカンのpentagly血eか

らなる架橋形成においてGly-tRNAの転移に関わるfemA遺伝子および葬mB遺伝子の産物であるS.

aureusのFemAと36%、 FemBと33 %の相同性が認められた(表4-3)c

第3項　epr発現、非発現時の細胞壁のアミノ酸組成

epr遺伝子が発現する事によって、ペプチドグリカンの構造に変化をもたらすかどうかを明らか

にするために、 S. caplぬEPKl、 ale-1遺伝子がコードされているプラスミド脱落株S. capitisEPK2、

S. aureus TFl、 S. aureus TF8のペプチドグリカンを精製し、アミノ酸組成の分析を行った。その結

果、図4-4に示すように、 EPKlに比してEPK2ではモル比でsenneが減少し、 glycineが増加して

いたoまた、 TF8はTFlに比べglycineが少なくsenneが多く存在していた。

第4項　epr発現による溶菌酵素感受性の影響

TF8におけるIysostaphin耐性の表現形や、ペプチドグリカンのアミノ酸組成の変化から、 ep,が
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発現する事によってS. aureusのペプチドグリカンの架橋部分のアミノ酸組成がかわるのではない

かと示唆された。甲γの過剰発現がペプチドグリカンに及ぼす影響を明らかにするために、加熱処

理した被験菌を基質としたZymography [52]によって、 Iysostaphin、 62 kDa amidase、 51 kDa

glucosaminidaseに対する感受性を測定する事で、さらに細胞壁の構造を解析した。これらの酵素

はそれぞれ、 S. aureusのペプチドグリカンのglycineとglycineの間[33]、 GlcNAcとMurNAcの

間[78]、 MurNAcとalanineの間[79]の結合を切断する。分析の結果、 TF8をZymographyの基

質として用いた時、 IysostaphinのMBD値はTFlを基質とした時の8倍と高くなっていた(表4-4),

一方、 TF8の62kDaAM、 51kDaGLに対するMBD値はTFlのそれと同じであった(表4-4)c

第5項　epr遺伝子の検出

epr遺伝子の相同性検索よりS. capitis EPKlはfe〝d/B遺伝子と密接に関係した遺伝子を持つ事

が明らかとなった。 femA遺伝子、あるいはfemB遺伝子を不活化したS. aureusはIysostaphin耐性

を示し、架橋部分のglycine含量の減少がみられた[4, 25, 38, 74]。一方、 S.capitisEPKlおよびepr

遺伝子を含んだプラスミドを持つ5. aureusはglycine含量が減少し、 senne含量が増加していた。

この結果から、 epr遺伝子とfemAIB遺伝子は同じ遺伝子ファミリーに属するが、機能としては異

なる事が示唆された。 Iysostaphin耐性の表現形はコアグラーゼ陰性ブドウ球菌属[101]に広くみ

られ、それはペプチドグリカンの架橋構造のglycine残基のsenneへの置き換わりによるものであ

る事が示唆されていた[67, 100]cそ'=で、本研究ではS. aureusとコアグラ-ゼ陰性ブドウ球菌

属を含む様々のStaphy】ococcus属からのDNAをサザンハイブリダイゼ-ションでスクリーニング

した。プローブとして、 epr遺伝子の一部を含んだDNA断片をpcR反応で増幅して使用した。図

415に示すように、プローブは5. capitis EPKlの8.3 kbp EcoRl断片と、他のコアグラーゼ陰性ブ

ドウ球菌属の同じ大きさの断片に反応した。いくつかの株で反応するDNA断片の大きさの多様

性が見られた　ale-1遺伝子とepr遺伝子のコードされたプラスミドを脱落させたS. capitis EPK2

では83 kbpEcoRlのバンドは消失している事から、 epr遺伝子はプラスミド上のみにコードされ

ている事が示唆された。興味深いことに、プローブはjTe〝d/B遺伝子領域を含んだDNA断片には

ハイブリダイズしなかったにも関わらず、 S. aureusで5. capitis EPKlの8.3 kbp EcoRl断片と同じ

大きさのバンドが認められた。

第6項　S.aureusのメチシリン、ハンコマイシンの感受性に及ぼすEprの過剰発現の影響

jTemA遺伝子およびfemB遺伝子はメチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)のメチシリン耐性

に必須の遺伝子である[4Lトランスポゾンによるfe〝止あるいはfemB遺伝子の変異株はメチシ
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リン感受性S. aureus (methicillin-sensitive S. aureus : MSSA)およびMRSAのメチシリンに対する

感受性を増加させる[4, 25, 47]c　これら変異株はIysostaphinに対して耐性化し、ペプチドグリカ

ン架橋構造のglycine含量が減少し、わずかにsenne含量が増加した[25, 47]。一方、グリコペプ

チド系抗生剤への耐性が増加したS. haemolyticusはペプチドグリカンの側鎖のglycineの代わりに

senneが付加されていたことが報告されている[6]。 epr遺伝子は5. aureusのペプチドグリカンの

アミノ酸組成に同様の変化をもたらす事から、 epr遺伝子がS. aureusのメチシリン、ハンコマイ

シンへの感受性に影響を与えるのではないかと考えられた.そこでMRSAであるCOL[3軸こpGC2、

pTFS6を形質導入し、得られた株をTF9、 TFIOとし、これらの株とMSSA (TFlおよびTF8)に

ついてメチシリンとハンコマイシンの感受性を測定した。 epr遺伝子保有株と非保有株の問でメチ

シリンとハンコマイシンの感受性には違いが見られなかった(表4-1)。また、 epγ遺伝子がFemA、

FemBを不活化させたMRSA変異株のメチシリン耐性の形質を戻すことができるか否かを検討し

た　MRSA株であるBB270、そのfentAおよび庫mB遺伝子の変異株であるBB308とUT-34-2に

pGC2あるいはpTFS6を導入した。これらの形質導入株についてIysostaphinとメチシリンの感受

性を測定した(表4-1)o femA遺伝子とfemB遺伝子変異株臥親株であるBB270よりIysostaphin

に対してより耐性になっていたが、その耐性レベルは多数複製するプラスミドであるpGC2にコ

ードされたepr遺伝子を持つS. aureusの耐性レベルよりもかなり低かった　epr遺伝子を持った

fe〝d遺伝子変異株はIysostaphinに対して高度に耐性になり、 TF13にくらベメチシリンに対する

耐性は一部回復していたOこの影響が48時間インキュペ-ト後にみられたのは、形質導入株の発

育速度が比較的遅いからであろうと考えられた。一方、 epr遺伝子を持ったfemB遺伝子変異株は

Iysostaphinに対して高度耐性になったが、メチシリンには感受性であった。

第4節　考察ならびに小括

細胞壁ペプチドグリカンがペプチドグリカン加水分解酵素に対して耐性を示すのにはいくつか

の機能が考えられてきた。例として、ペプチドグリカンのアミノ糖の0-アセチル化や脱アセチル

化があり、そのことで細胞はリゾチームや他のペプチドグリカン加水分解酵素に耐性になる[1,8,

15, 20, 46, 62, 83]cまた、 Iipoteichoic acid [5, 10, 16, 26, 28]やteichoic acid [19, 90]、 teichuronic acid

[61]はペプチドグリカン加水分解酵素と相互作用することによりペプチドグリカンを加水分解

酵素から守る阻害剤の役割をしていると考えられている。 S. simulans bv. staphylolyticusではペプチ

ドグリカンの架橋部分のアミノ酸組成を変える事により、自身の産生するIysostaphinに耐性にな

っており[14,60]、それはzif遺伝子によるものだということが分かっている[14]。本研究ではS.

capitis EPKlもペプチドグリカンの架橋部分のアミノ酸組成を変える事により、白身の産生する
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ALE-1に耐性になっていることを示した　ALE-1とは異なるペプチドグリカン上の結合部位を切

断する溶菌酵素に対する細胞の感受性はepr遺伝子の存在により影響を受けなかった事から、こ

の耐性機構はglycylglycme endopeptidaseに特異的である事が明らかとなった(表4-4)c

S. capitis EPKlのepr遺伝子の推定アミノ酸配列のタンパク質相同性検索の結果、 5. aureusの

jTe〝止/B遺伝子と相同性があることが分かった。アミノ酸配列で相同性があっても、その機能は逆

であった。多数複製するプラスミドにコードされたepr遺伝子を持ったStaphylococcus株はそのペ

プチドグリカン架橋構造のsenne含量が増加し、 glycine含量が減少していた。一方、 femA、 femB

遺伝子を不活化したS. aureus株ではペプチドグリカン架橋構造のglycine含量が減少していた[4, 25,

38, 47, 74]O S. aureusではpentaglycine側鎖はGly-tRNAが直接Iipid-linked pentapeptideのL-lysine

のE-アミノグループに結合してglycineが付加され形成されると考えられている[33, 49, 87]。こ

の過程はリボソームを必要とせず、 C末端にアミノ酸が付加されていく通常のタンパク質合成と

は区別されるO S. epidermidisでは架橋構造にglycineとL-serineを含んでおり、最初にL-lysineの

e-アミノグループに結合するのはglycineである[89]。 2つはそれぞれGly-tRNAとSer-tRNAか

ら転位する[55, 89]。 femA遺伝子変異株のペプチドグリカン構造の分析から、一つのglycineに

置き換わったムロペプチドの蓄積と、架橋構造の2番目あるいは4番目がsenneに置き換わった

ムロペプチドの蓄積が見られた[I3]cこの事から、femA遺伝子変異株では架橋構造の最初のglycine

残基が付加された後、合成の阻害が起こっている事が示唆された。さらなる研究で、ペプチドグ

リカン前駆体のpentaglycineからなる架橋構造において、 JTe〝ul遺伝子は2、 3番目のglycineの付

加、 femB遺伝子は4、 5番目のglycineの付加を担っていることが示唆された[38, 74]。本研究の

結果から、 jTe仇A/B遺伝子とepr遺伝子の遺伝子産物はペプチドグリカン前駆体にアミノ酸を付加

するタンパク質ファミリーに属し、また、 epr遺伝子はpentapeptideにsenneを付加することが示

唆された(図4-6)。

サザンハイプリグイゼ-シヨンの結果より、調べたほとんどのコアグラ-ゼ陰性ブドウ球菌属

がepr遺伝子配列、あるいはそれによく似た遺伝子配列を持つ事が明らかとなった。また、S. aureus

もep,遺伝子とハイブリダイズするDNA断片を持っていた。同じ条件下でepr遺伝子はjTe〝止/B

遺伝子を含むDNA断片とハイブリダイズしなかったので、 S. aureusでハイブリダイズしたDNA

断片にはJTe〝止/B遺伝子は含まれない(図4-5)。 femA遺伝子のトランスポゾン変異株は架橋構造

においてglycine含量が減少すると共に、わずかにsenne含量が増加する[13].いくつかのS. aureus

では架橋構造にsenneが存在している事が報告されている[68]。 S. aureusはepr様の遺伝子を持

っており、その発現は通常の発育条件下では抑制されていると考えられた。

MRSAのfemA、 femB遺伝子変異株とは遠い、 epr遺伝子を持ったMRSAのメチシリンに対する

耐性は低くならなかった(表4-1)cまた、 epr遺伝子を持ったS. aureus RN4220もハンコマイシン

のMICに影響を及ぼさなかった。このことから、アミノ酸組成の変化はメチシリン、ハンコマイ
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シンに対するS. aureusの感受性の変化には直接影響を与えないことが示唆されたfemAおよび

femB遺伝子変異株のglycineおよびsenne含量の合計は親株のそれよりかなり少なかった[13, 25, 38,

47, 74]c一方、 Epr発現S. aureusのglycineおよびsenneの合計含量は一定で、 glutamic acid 1 mol

あたり約5 molあった(図4-4)cこの結果から、架橋構造が短くなる事がMRSAのメチシリンに

対する感受性の低下に重要な因子であり、ペプチドグリカンの架橋率および細胞壁の代謝に影響

を及ぼすと考えられるo fe舶およびfemB遺伝子変異株にEprの形質を移した結果から、 epr遺伝

子はメチシリン耐性において、 femA遺伝子と機能的に関連があると示唆された(表4-1)=

小括

1. S. capitis EPKlが持つglycylglycine endopeptidase耐性遺伝子eprはAT.F.-1構造遺伝子ale-1の

322 bp上流に位置し、逆方向に転写される413アミノ酸からなるタンパク質をコードしてお

り、そのタンパク質の推定分子量は48,990、予想される等電点は9.93であった。

2・相同性検索の結果、 Eprはペプチドグリカンのpentaglycineよりなる架橋形成においてglycine

の転移に関わるfetnA遺伝子およびfemB遺伝子の産物FemA (36 %)、 FemB (33 %)と相同

性が認められた。

3. Eprは架橋形成におけるSer-tRNAの転移に関わるFemA/B様の因子と考えられた。

4. S. capitis EPKlは自らが産生するglycylglycine endopeptidase ALE-1から身を守るため、 Eprを

発現させて架橋にsenne残基を入れていることが強く示唆された。

5. epr遺伝子はS. capitis EPKlの保有するale-1遺伝子をコードするプラスミド上にのみ存在し

MSfJP

6. epr遺伝子はメチシリン耐性において、 JTe舶遺伝子と機能的に関連があると示唆された。

7・コアグラ-ゼ陰性ブドウ球菌属の多くにepr遺伝子配列、あるいはそれによく似た遺伝子配列

が存在することが明らかとなった。

8. MRSAにEprを過剰発現させたとき、メチシリンとハンコマイシンに対す感受性に変化はみ

られず、ペプチドグリカンの架橋構造のアミノ酸組成の変化は、 S. aereusのメチシリンある

いはハンコマイシンに対する感受性の変化には直接関与していないと考えられた。
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表411使用した菌株

Relevant characteristics
Source or

relerence ALE-1 1ysostaphin DMPPC VCM

S. aureus

R N4220

cOL

BB270

B B308

UT-34 -2

TFI

TF2

TF3

TF4

TF5

TF6

TF7

TF8

TF9

TFIO

TFll

TF12

TF13

TF14

TF15

TF16

S. capitis

EPKI

EPK2

E. co″

XLl -Blue

8325-4 r`

COL mec

NCTC8325 mec

NCTC8325 mec (femA: :TnS51)

NCTC8325 mec (femB::Tn557)

RN4220 pGC2

RN4220 pTFS3

RN4220 pTFS31

RN4220 pTFS32

RN4220 pTFS33

RN4220 pTFS34

RN4220 pTFS5

RN4220 pTFS6

COL pGC2

COL pTFS6

NCTC8325 mec pGC2

NCTC8325 mec pTFS6

NCTC8325 mec {femA:JnSSl) pGC2

NCTC8325 mec (femA: :Tn551) pTFS6

NCTC8325 mec (fem&vlr¥551) pGC2

NCTC8325 mec (femB::Tn557) pTFS6

ale-1

Cured of a由-1-encoding plasmid

reel endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
fPproAB lac rZM15TnlO什>t)]

R. Novick 100

A. Tomasz

B. Berger-Bachi　-

B. Berger-Bachi

B. Berger-Bachi　-

This study 1 00

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study　　　>500

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

H. Suginaka　　>500

This study 100

Bullock et al.

0.2　　　　く0.5　　　　　0.5

0.1　1 ,024

0.8　　　512 (512)　-

3.2　　　　4 (32)

6.4　　　　　4 16

0.2

50

100

100

ME

O.2

>500

>500　　　　　　　0.5

0.8　　　512

100　　　　　512

0.4　　　512 (1 ,024)

100　　　　512 (1,024)

3.2　　　　4 (32)

100　　　　16 (512)

0.8　　　　4 (16)

100　　　　　4 (4)

[・:・

0.4

一

1

1

1

1

1

1

1

1

1

DMPPC,メチシリン;VCM,/1ンコマイシン; -,検討していない

( )のMICは48時間インキュベーション後に求めたO

表4-2　使用したプラスミド
Reference

Plasmid vector Cloning site Relevantproperties orsource

pUC19　　　　　　　　　　　　　　」 con cloning vector

DCR2.1　　　　　　　　　　　　　　」 con cloning vector for PCR products

pGC2　　　　　　　　　　　　　　　S. aureus-E.coli shuttle vector

pTF3　　　pUC19　Hinctt　　　　3.5kbp Mncll fragment of EPKI DNA containing ate-1

pTFS3　　pGC2　　HincW　　　　3.5kbp H/ncll fragment of pT F3

pTFS31　pGC2　　H/ncll/EcoRI　3.2kbp H/ncll-EcoRI fragment of pTF31 (3'deietion fragment

of pTF3 H/ncll insert)

pTFS32　　pGC2　　Hinc¥¥/EcoR¥　2.5kbp Hinci¥-EcoR¥ fragment of pTF32 <3'deletion fragment

of pTF3 Hinc旧nsert)

pTFS33　　pGC2　　Hincll/EcoB1　2.3kbp Hinc¥¥-EcoH¥ fragment of pTF33 (31 deletion fragment

of pTF3 H/ncll insert)

pTFS34　　pGC2　　MinelI/HindH　2.2kbp HincU-Hind= fragment of pTF3 insert

pTFS5　　pGC2　　Nhe¥/EcoR¥　1.7kbp Nhe¥-EcoR¥ fragment of pTF32 insert

pTFS6　　pGC2　　EcoRI 1.65kbp PCR product

J. Messing

Invitrogen

P. R. Stewart

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

PBBB pSP64　Pst¥　　　　10.5kbp Pst¥ fragment of BB270 chromosome containing触-魂B B. Berge卜Bachi
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図4-1 S. capitis EPKlおよびEPK2のALE-1-の感受性

濁度の減少によりそれぞれの菌体に対する精製ALE-1の溶菌活性を測定し

た　>, 5. capおおEPKlの対数増殖期; ▲, 5. capitis EPKlの定常期; ○, EPKl

からのプラスミド脱落株S. capitis EPK2の対数増殖期; △, S. capitis EPK2

の定常期の加熱処理菌体を使用し、精製したALE-1と共に2 m1 0.1 M Tris-

HCl (pH8.5)中でインキュぺ-トした。
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Jfindlll
cAGAAもcTTCATCATTTACGGTTAAAAATACTGATCCAACTAAAAAAGHCCTAATCCAATTGACAAAGATTTTACTAAAGTGAAmmC

S A E D S V L L T F

TATTTGTATCCATAAATTTAAACC℡CCTAATATTTAAAATACATTAGTTATAATAACATATAACTAATATGTATAATTTATATTTTGAAA

R I T D H　一+-ale-l

TATCAACAAAA℡CTTTACATTTTATTTAAGATAAGATATTATTTTATAGTAATTAAA℡ATTGGAGGGATACCCAAGTCTGGTTTAAGGGA

ffiiidlll

Am…警ATG軍門AATTAGAAPCTTATGCTTGCGCATTGGTTCAAATCCTTCTCCCTCCGCTGTAAACTTCATTATTAAACCAAGC

ATTAAAATGCTTGGTCTTTTmCTGCATATGTTGCTATATTATTCTCTTA率叫TGTCCTATGAAAmTG℡CeAAmATCCAAAA
orf-1 (epr)

CTGAAm℡CAAAATTTTGTAAACAGTCATTTTTCTCACTATACTCAATCAAATCAACATTTCGATTATCGAAATAAATTTCAAAATGACG

F Q N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　Q S N Q H F D Y R lj K F Q

TTCATTTAGTTGGCGTTAAAGATAATGTAGGAACAGTCAでTGCAGCATGTTTATTAACAGAAGCCCAAGCTCTAAAAGTTTTTAAATACT

L V G V　　　　　　湖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K Y

TTTATACTCATCGl:ggccctgttttAGACTTTAAAAACTTTGAATTAGTGAGATTTTTTTATAAAAATTTAACTAGATATCTTAAAAAAA

R G P V L D F K H F F Y K T R Y I K K N

ATCGTGGTTTATTTGTでTTAACAGA℡CCTTATACTTTAGAAAATATAAGAAATGCACAAGGTGAGATATTAACAAGCTATGATAATAGAC

F V L T D P Y T L Z A 0 E I L

CTCTGATTAAAACTT℡GAAAAATATAGGGTATAAACATCAAGGTTATTCCATAGGTTATTCTCAAACGAGTCAAATCAGATGGCTGTCTG

K N 1 X O I R W L S V

TCでTAcATTTAAATAATAAAAATACAGATATGCTTTTATCCGAAATGGAT℡ATCAAACAAGAAGAAATATTAAAAAAACATATGAAATGA

H T D 班 L L B M D Y Q T R R KI K K T Y E H H

ATGでTCAAGTGAGAACTTTATCTATTGAAGAAACATCTAGATTTT℡CAAATTATTTAAAATGGCAGAAGAAAAACATGGATTTAAATTTA

Q V R I L S E T F P K I F K 班 E E K B G F K F R

GAAATCAAGATTATTTTGAAAAAATGCAAAAAA℡ATATAATGACAATAGTATGTTAAAACTCGCATATATCAATTTATCCGATmATTAG

y p H Q K I V D N M L I L S D L L E

AAAAACAAAATAATAAAATAACTCAATTAAACAAACAAでACGAAGAAATAATAAACGCATTAAAAGCAAATCCTAATTCGAAAAAAAATA

K Q　甘　甘　k i t g i u Q Y E y E A　　　　　甘　S K K N K

AAAATAAGGC℡AATCAAATTAATCAACAAATTAGTGCACAAAACAGAAAAATAAATGAAACAAAAGAATTAATCAAAACAGATGGCAAAA

甘　X A N Q I Q Q S A Q H　　　　　　　　　　君　T K I I I K T D G K

TAATTGATTTAGCTGCAGCTTTCTATATATATAACAATGACGAAGTTTATTATCTTTCAAGTGGATCAAATCCCAAATACAATG〔TTATA

D L A A A F Y I Y S N Y L S S G S　甘　P K Y S A T M

TGGGAGCCTATCGTTTACAGTGGGAAATGATTAAATTTGCTAAACAGAATAACATTCCでAGATATAATTTTTATGGTATTACTGGAGATT

G A Y R I Q W　　　打　I X F ft K　　　　　　　　エ　　　　E Y N F Y G I T G D

TTAGTGAAACAGCCGAAGATTATGGTGTTCAAAGA℡TTAAAGAAGGATTTAATGCTTATGTTGAAGAATATATAGGAGATTTTATTAAAC

E T A　】…　D Y G V Q E F K E R A Y V E E Y I G　】D F I K

CTCTTAGACCCTTTATTTACAAAATATACACTCTAC℡AAAAAGATGATTTTTTATATAGTGGCTATCAATTAGCCACTATTTTTTCGCCA

R P F I Y K I Y T L I K R jTjfoeIて-　　　ト
些AAA望tacataaggggcttggggagtatcccaacaagctggcacgtctgccacgtgagtggctjilgcaaagccaatgcttgccaaacca

CTTAACGAC℡TGA℡G&ATTでTACTT℡ATCCTATAAAGTAAAATGTAAGAAAGGCGTTATCTTTCGAAGAAAGCGTGGTGGGAATAATGAG

orf-2
一=

H S

l"TTTCGTGT

E Q　甘　℡　F V A H K B R K E K Q I S F R

GAGCGAATCCGAATATTTAAAGTTGAAACAATCAGCTGAAACTTTAAATATGAGTGTGCCTGCGT℡CGTTAAGAAAAAAGCACAAGGCGC

L K L K Q

CCGATTGGTCGCACCCAAATTGGATCAAGeAhCGCGACAATeGcTAGCGAAAGATTTGAGTATGTTGGGCGCAAATGCCAATCAGATTGC

R L V A M I I A H Q I A

GAAATATTGCAACCAACATCAACACGAAGCACCGAACTATGAAGCATTAGAACGCAATA℡CAG℡GAATTACGTGAAAGGCTTGATGAGGT

X Y C　甘　Q B Q H E A P t)　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　】弓　L R E E I D E V

ATGGAAAACACTAAAGGAACAATGATTGTAAGTGCAATATTATTAGTTGT℡℡GTTTAGCAATTGCCAGTTTTTTAATTTTCCATGAACAA

W X T I K E Q
亡.1　　-.

、 CAAATTTTTCCAAG℡TTGATTTTTTTAGGATTAGC℡TTTATTGATGGCACTAAATTTTATTTGTCTTATCAAAAATTGAAAGAACGTGftT

識U山MJd臣とh汁frWiMH由CWJ山山田El崇で吏韻丸EGきixm由と田U>池内>EIとBj山夏MiW由内田El山内U山出h山讃サ;サ;サ;ォ知冗山対>筆陣山山東坦>:サ*W印宜iJm編由両

AAATTGTGATGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCG

90

180

'Ml!

360

450

540

530

720

810

900

900

1080

1170

1260

1350

1440

1530

1620

1710

1300

1890

1980

2070

2160

2250

2340

2430

2520

2558

図4-3　5. capitisEPKl epr遺伝子の塩基配列および推定アミノ酸配列

下線, -35と-10の推定プロモーター領域　　Shine-Dalgarno配列(推定リボソーム結合部位)
車+,ループ構造をとる配列。
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表4-3　Eprのuf、 FemA、 FemBとの相同性

Similarity

S. simulans Lif

S. aureus FemA

>. aureus FemB

S. simulans FemA

S. simulans FemB

S. epidermidis FemA

S. epidermidis FemB

70% (291aa)

36% (162aa)

33% (149aa)

38% (161aa)

33% (149aa)

39% (164aa)

35% (153aa)

表414　加熱処理菌体のさまざまな溶菌酵素に対する感受性

Minimal Bacteriolytic Dose

(MBD) (ng)

lysostaphin　62kDaAM　51 kDaGL
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図4-4　ペプチドグリカンのアミノ酸組成
S. capitis EPKl (EPKl) 、 EPKlのep'プラスミド脱落株(EPK2) 、 S. aureus RN4220

(TFl) 、 S. aureus RN4220のeprプラスミド保有株(TF8)のそれぞれのペプチドグリ

カンのアミノ酸組成を測定した。 glutamic acid (Glu)を1とした時のモル比で含有量を

表したo Gly, glydne; Ser, serine; Ala, alanine; Lys, lysine; Glu, glutamic acid; Mur, muramic

acid; Glc, glucosamine

図4-5　様々なstaphylococcus属のDNAへのepr断片のサザンハイプリグイ
ゼ-シヨン解析

Eco RIで消化した染色体DNAあるいはPstlで消化したプラスミドを0.7　アガロースゲルで分離後、サ

ザンプロットを行ったoレーン: 1, S. capitis EPKl; 2, S- cap抽EPK2; 3, S. epidermidis M-5-1; 4, 5.

saprophyticus BCLl; 5, 5. capitis ATCC 27840; 6, 5. cohnii ATCC 29994; 7, 5. haemolyticus ATCC 29970; 8, 5.

intermediusATCC 29663; 9, 5. saccharolyticus ATCC 14953; 10, 5. simulans ATCC 27848; ll, 5. wameri ATCC

27836; 12, 5.サIosus ATCC 27971; 13, 5. hominis CCM 27327; 4, 5. lugdenensis ATCC 438097; 15, 5. delphini

DSM 207717; 16, S. kloosii DSM 206767; 17, 5. schle酵ri N 880033; 18, S. caprae CCN 35737; 19, S. arlettae

DSM 206727; 20, S. chromogenes CCM 33877; 21, 5. hycus CCM 23687; 22, 5. equorum DSM 206747; 23, 5-

felts ATCC 491687; 24, S. aureus FDA209P; 25, 5. aureus RN4220; 26, plasmid pBBB13 containingfemAB
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第5章　S.aureusのcpr遺伝子と相同性のあるeprh遺伝子のクローニング、

塩基配列の決定および機能解析

第1節　概要

第4章で述べたように、 EprをコードするDNA断片をプローブとしたサザンハイプリグイゼ-

シヨンの結果より、 S. aureus [4, 25, 47]もepr遺伝子とハイブリダイズするDNA断片を持って

いることを兄い出した。同じ条件下でepr遺伝子はfemAIB遺伝子を含むDNA断片とハイプリグ

イズしなかったので、 S. aureusでハイブリダイズしたDNA断片にはfemA/B遺伝子は含まれない

(図4-5.そこでS. aureus RN450の染色体DNAライブラリーからepr/lif遺伝子と相同性のある

遺伝子をクローニングし、 eprhと名付けた。 epr/Iif遺伝子の解析から、甲rh遺伝子も細胞壁ペプ

チドグリカンの架橋構造へglycine以外のsenneあるいは他のアミノ酸を転移するのに関わると考

えられたが、 S. aureusでeprh遺伝子を過剰発現させてもIysostaphinへの耐性は増加しなかった。

また、甲rh遺伝子のCampbell型挿入変異もIysostaphinの感受性に影響を及ぼさなかった。これら

の事から、 eprh遺伝子はS. aureusの増殖には必須ではない遺伝子である事が示唆された。

第2節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養条件

実験に用いた菌株およびプラスミドは表5-1に示した。 Staphylococcus属はTrypticase soy broth

(TSB, Becton and Dickinson Microbiology Systems)を用いて、 E. coliはLuria-Bertani (LB) broth

(yeast extract 5 g, polypeptone 10 g, NaCl 10 g per liter (pH 7.2))を酌、て37-Cで振とう培養を行っ

たoまた、菌株は必要に応じてampicillin(50 fig/ml)、 chloramphenicol (30 (xg/ml)、 tetracycline (3 jag/ml)、

spectinomycin (50 jig/ml)を添加した培地で培養を行った。

第2項　エンドぺプチダーゼに対する耐性度の測定

被験菌のエンドぺプチダーゼに対する耐性度のレベルを決定するために、第4章、第2節、第

-85-



3項に準じてMICを測定した。

第3項　eprh遺伝子のクローニングおよび塩基配列の決定

第1章、第2節、第13、 14項に準じて、 epr遺伝子断片をプローブに用い、 eprhをコードした

遺伝子断片をクローニング、部分欠失変異株を作製、プラスミドを抽出し、塩基配列決定を行っ

た。

第4項　eprh遺伝子の試験管内転写、翻訳

eprh遺伝子がコードされたプラスミドDNAを鋳型に試験管内でタンパク質を合成させるため

に、第4章、第2節、第9項に準じて試験管内転写こ翻訳を行った。

第5項　ノーザンブロッテイング

第6章、第2節、第3項に準じてeprhDNA断片をプローブとし、ノーザンブロッテイングを

行った。

第6項　eprh遺伝子の形質転換

Ep血の過剰発現をS・ aureusで検討するため、クローン化されたeprh DNA断片をシャトルベク

ターpGC2 [25]にクローン化した。

S.aureusへの形質転換は第4章、第2節、第7項に準じて行った0

第7項　Campbell型挿入変異

eprh遺伝子の欠尖のた`めにeprh遺伝子を鋳型に作製した488 bpのPCR産物をpcL52.1 [45]

のEcoRIサイトに組み込み、 Campbell型挿入変異を行った。 pCL52.1にクローニングしたプラス

ミドpTF393をS. aureus RN4220に形質転換し、 30-Cでtetracycline (3ド蝣g/inl)含有TSA寒天培地

で得られた株をTF5331とした　30-Cで一晩培養した形質転換株をtetracycline (3帽血1)含有TSB

液体培地に移し、 42-Cで16時間培養した。プラスミドの複製は42-Cで阻害されるため、目的遺

伝子領域にCampbell型挿入変異したものだけが選択される　42-Cで培養後の培養液をtetracycline

(3卜g/ml)含有TSA寒天培地に播き、得られたコロニーを選択した。このクローンについて、日
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的遺伝子がプラスミドの挿入によって破壊されているかどうかをサザンハイプリダイゼーシヨン

によって確認した。得られたeprh遺伝子欠失株をTF5333とした。

第8項　epr-eprhキメラ遺伝子の作製

eprh遺伝子のプロモーター領域をS. capitis EPKlのepr遺伝子のプロモーター領域に置き換え

るため、 2回のPCR反応(PCRl、 PCR2)を行った。まず、 1回目のPCR反応は2つのプライマ

ーセットを用いた0 1つはforwardプライマーとしてS. capitis epγ遺伝子の上流の配列のnonsense

側のDNA配列の相補鎖であるEPR-PU2 (5'-AAAnTAAACCTCCTAATA-3')と、 reverseプライ

マーとしてEprのMKFの3つのN末端アミノ酸をコードする配列の相補鎖であるEPR-PL4 (5'-

CTTAAAGTTGAAAATTTCATAGGACACCGA-3')のプライマーセットで、もう1つはforwardプ

ライマーとしてEPR-PL4の相補鎖であるOEPRU-04 (5'-ArGAAArnTCAACTTTAAGTG-3')と、

reverseプライマーとしてS. aureus eprh遺伝子の下流のsense側のDNA配列の相補鎖である

OEPRL03 (5'-gtgtgcccagtataacttaa-3')のプライマーセットでPCR反応を行った　pCRl後、プロ

モーター領域と最初の3アミノ酸をコードする配列を含むS. capitisepr遺伝子の一部分と、S. aureus

eprh遺伝子の一部分を単離し、 2回目のPCR反応の鋳型とした0　2回目のPCR反応はプライマ

ーとしてEPR-PU2とOEPRL-03を加えた。 2つの部分的なDNA断片は重複する配列でアニール

し、最初のプライマーとして働き、断片を完全な長さの2本鎖DNAとする。その断片を鋳型と

し、 EPR-PU2とOEPRL-03によって完全なキメラのDNA断片が増幅された。増幅されたDNA断

片はpGEM-TEasyにクローン化し、塩基配列でキメラ遺伝子ができている事を確認した。

第9項　ペプチドグリカンのアミノ酸分析

被験菌のペプチドグリカンを第1章、第2節、第5項に準じて精製した。得られたペプチドグ

リカンを6 N HClで100。C 15時間、加水分解したペプチドグリカンサンプルをL-8500 amin。 acid

analyzer (Hitachi)を用い、ニンヒドリン法で計測した。

第3節　結果

第1項　S.aureuseprh遺伝子のクローニング

S. capitis EPKlのepr遺伝子領域に特異的な配列のプライマーを作製し、 S. aureusRN450のDNA
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を鋳型として　PCR反応を行った　SFl (5'-CATGTTTATTAACAGAAGCCC-3')と　sRI (5'-

AAATCCATGTTTTTCTTCTGCC-3')をプライマーとして用い、 PCR反応を行ったところ、予想さ

れた大きさ(488 bp)と同等の約0.5 kbの断片のみを得たo得られたDNA断片をpGEM/T Easy

にクローニングしシークェンスしたところ、 epr-homologous gene (eprh)が増幅される事が明らか

となった。そこでクローニングしたDNA断片を単離し、プローブとして用い、いくつかの制限

酵素で消化したS. aureus RN450のDNA断片についてサザンハイブリダイゼ-シヨンを行った。

その結果、約4・2 kbのHindi断片が認識されたため、これをpUC18にクローニングL pTF398と

した。

第2項　eprh遺伝子の塩基配列

4.2 kb DNA断片の塩基配列の決定をした結果、 4つのopen reading frame (ORF)があり、ひと

つは不完全である事が明らかとなった(図5-1, 5-2)。 Eprhをコードする額域は1,735番目のATG

コドンからスタートし、 2,979番目のTjuコドンで終わっている事が分かった　Eprhは414アミ

ノ酸からなる分子量49 kDaのタンパク質であることが示唆された　AGGCAGGのShine-Dalgarno

(sD)配列が開始コドンの11塩基上流に見られた。 Ep血の推定アミノ酸配列をBLASTやFASTA

network seach servise (DDBJ)で相同性検索を行ったところ、 S. capitis EPKlのEprや5. simulansbv.

staphylolyticusのLifのアミノ酸配列と高い相同性(>50 % identities)があり、いくつかの

Staphylococcus属のFemAやFemBのアミノ酸配列とも30から40 %の相同性がある事が明らかと

なった(表5-2)。 ORF2はEprhのすぐ上流に位置し、 556番目のATGコドンから始まり、 1,707

番目のTAAコドンで終わっていた。 sD配列は開始コドンの10 bp上流に見られ、推定プロモー

ター頚城は135、 -10がそれぞれAAGACA (471-4786)、 TACAAT (496-501)の配列と考えられた。

また、 ORF2は383アミノ酸から成る43.1 kDaのタンパク質と推定された。アミノ酸相同性検索

からJV-acetylmuramyl-L-alanine amidase LytAと相同性が見られ、その組み換えタンパク質は溶菌活

性を示したため(データ示さず)、 LytNと名付けた。 lyが遺伝子の上流には不完全なoRFがあり、

部分的な120アミノ酸配列はE. coli sucD遺伝子産物であるsuccinyl-CoA synthetase alpha chainと

相同性があったため、 oqlをsucと名付けた。さらにeprhの下流にあるo坤は801 bpからなり、

267アミノ酸をコードし、推定分子量は31 kDaと示唆された。アミノ酸配列はHaemophilus叫Iuenzae

のDNAprocessing chainA (dprA)と相同性が見られた.

第3項　eprh遺伝子の転写活性

eprh遺伝子産物を認識するために、 in-vitro transcription-translation実験をDNA断片がクローン
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化されているpTF398、 pTF441を用いて行った　eprh遺伝子の開始コドンから上流、約250 bpを

含んだDNA断片をpcR反応で作製し、 PGEM-T Easyに組み込んだ　43 kDaのeprh遺伝子によっ

て発現されたタンパク質が確認された(データ示さず)。さらに、ノーザンプロット解析を行った。

S. aureus RN450から抽出したtotal RNAにeprh遺伝子の相補鎖オリゴヌクレオチドを用いてハイ

ブリダイゼ-ション実験を行ったが、ハイブリダイズするバンドは検出されなかった(データ示

さず)0

第4項　エンドぺプチダーゼに対する耐性

eprh遺伝子やミ過剰に発現する事によって、エンドぺプチダーゼに対して耐性化するか否かを明

らかにするために、 4.2 kb Hindi断片をpGC2にサブクローン化(pTF445)後、そのプラスミド

をS. aureus RN4220に形質転換した株TF5336を作製した　TF5336とTFl (pGC2のみを保有した

RN4220)のIysostaphinのMICはそれぞれo・4と0.2 |ag/mlであった(表5-1),さらにeprh DNA

断片をpcR反応で増幅し、 pGQにサブクローン化しpTF447を作製したo pTF447をRN4220に

形質転換した株をTF5338とした　TF5338のIysostaphinのMICは0.8 ng/mlであった(表5-1)c

これらのことから、甲rh遺伝子は非常に軌、エンドぺプチダーゼ耐性を発現する事を示した　TFl

とTF5338のペプチドグリカンを精製し、アミノ酸組成の分析を行ったoその結果、 TFlとTF5338

にはそのアミノ酸組成に違いは見られなかった(データ示さず)0第4章で示したように、 ep,遺

伝子をコードするpTFS6を保有するS. aureusはエンドぺプチダーゼに高い耐性を示した(MIC>100

fxg/ml)。そこでS. aureusで甲rh遺伝子をepr遺伝子のプロモーターを用いて発現を試みたEpr

とEprhの最初の3アミノ酸は保存されていたため、 Eprのプロモーター頒域から3つのN末端ア

ミノ酸MKFまでのDNA配列の下流に1,735番目のalanineから読み枠を合わせ、甲rh遺伝子をつ

けたキメラDNA断片をpGOに組み込みpTF459を作製したoこのプラスミドのRN4220の形質

転換株をTF5341としたoこのTF5341のIysostaphinのMICは0.8 ng/mlであった(表5-1)0

第4節　考察ならびに小括

本章ではS. aureusがepr/lif様の遺伝子eprhを持っている事を明らかにした　eprh遺伝子のコー

ドする推定アミノ酸配列の相同性検索より、 Ep血はRmA,B (30-40%)よりもEpr、 Lif (>50%)

に相同性があった(表5-2)。 eprllif遺伝子の解析よりeprh遺伝子もペプチドグリカンの架橋部分

にglycine以外のsenneあるいは他のアミノ酸を転移するのに関与していると考えられた。しかし、

eprh遺伝子を含むプラスミドを保有したS. aureus株はIysostaphinの消化による溶解に耐性化しな
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かったO S. capitis EPKl epr遺伝子のプロモーターのコントロール下にeprh遺伝子をおいて過剰発

現をさせても同様の結果が得られた。こられらの結果から、 Eprhの細菌内での過剰発現はペプチ

ドグリカンの架橋部分のglycine含量には影響しない事が示唆された。 eprh遺伝子変異株の解析か

ら、この遺伝子はS.aureusの成長には必須ではない事が示された。ノーザンプロット解析からも、

eprh遺伝子は通常の培養条件下でのS. aureusでは機能していない事が示唆された　eprh遺伝子は

femA!B遺伝子の機能を補う補足的な機能を果たしている可能性も考えられたo

小括

1. S. aureusがepr/lif様の遺伝子を持っている事を明らかにした0

2. S. aureusのeprllif様の遺伝子eprhをクローニング、塩基配列を決定し、その遺伝子産物Eprh

は414アミノ酸からなる分子量49kDaのタンパク質であることが示唆された。

3・相同性検索の結果、 EprhはS. capitis EPKlのEprや5. simulans bv. staphylolyiticusのLifと50 %

以上の高い相同性があり、いくつかのStaphylococcus属のFemAやFemBのアミノ酸配列と

も30から40%の相同性がある事が明らかとなった。

4. S.aureusでのEprhの過剰発現株、遺伝子変異株の解析およびノーザンプロット解析より、 Eprh

の発現は通常の発育条件下では抑制されていることが示唆された。
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表5-1使用した菌株、プラスミド

Strain Relevant characteristics Source or reference MIC to lysostaphin (ng/ml)

S. aureus

RN4220

T F5336

TF5338

TF5341

TF5333

TFI

TF8

E. coii

XL1-B一ue

TF39 8

NTCT8315-4 r

RN4220 pTF445

RN4220 pTF447

RN4220 pTF459

RN4220 eprf7: :pTF393

RN4220 pGC2

RN4220 pTFS6

red endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl

lac [FproAB Iac /加15TnlO (Tet)】
r

XLi -Blue pTF398

R. Novick

This study

This study

This study

This stiUdy

This study

2　4　80　0　0

This study　　　　　　　>500

Bullock et al.

This study

PlasmidsVectorCloningsiteRelevantpropertiesReference
rrorsource

pUC18

PGEM-T Easy

pGC2

pCL52. 1

pTF393　　DCL52. 1

pTF398　　pUC18

E coli cloning vector

E co″ c一oning vector for PCR products

S. aureus-E. coli shuttle vector

S. aureus-E. oo・Ii shuttle vector

EcoRl 0.49kbp PCR product containing internal fragment of eprh

HincII　　4.2kbp HincW fragment

pTF441　pGEM-T Easy EcoRI 1.8kbp PCRproductcontaining eprh

PTF445　pGC2　　　　Hinc1　4.2kbp HincW fragment

PTF447　pGC2　　　　EcoR1　1.8kbp EcoR- fragment of pTF441

Yanisch-Perron et al.

Promega

S. Skinner

C. Lee

This study

This study

This study

This study

This study

PTF459　pQC2　　　EeoRI 1.8kbp JcoRHragment containing chimera gene of eprand eprh This study

pTFS6　　pGC2　　　　EcoRI 1 ,65kbp PCR product containing epr This study

表5-2　EprhのEpr様遺伝子産物との相同性

Percent identity

Epr LifSs FemASa FemBSe FemASe FemBSs FemASsa FemASh FemA

Eprh　58　56　　31　　　37　　　　34　　　　36　　　　35　　　　34　　　30

Ss, S. simulans bv. staphylolyticus; Sa, S. aureus BB270; Se, 5. epidermiゐ; Ssa, 5. saprophyticus; Sh, 5. hominis
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suc(orfl)　　lytN (orf2) eprh (orf3)

図5-1 orfl、 Iy紺、 eprh、 orf4の遺伝子構成

矢印がそれぞれのORFとその転写の方向を示す。

CTCAACGGAACAAACTTTATTGAT^ i 1 1 l AAAA'GCATTG岨ITGAAGATiGACGAAACGAAA

6CA&TTGTTATQYrTGGTiGJIMTiCcGTGCTACMCT…伽AGCAGCTGAATGGATT

sUc(orfl) M I G E I G G T A E E ど A A EォI

AAAGCGAATATGAOWMCOKTTCWCGtrnATCKTGGAMACAGCACCTCCTGGA

X A I-　H T K P V V G F　羊　C O O T A P P C

AMCCTAT'CGGAU汀GCrGGiTGCAATCAnTiO焔Tα汀仙AGCTACTSCTOW6A6AM

I I S G G K C T A E　【　K

ATTAAAACA"TTAAATAGTTGTGGTGTGAAAAGはccC鵬ICCTTCA'GALu†TGCTTCA
S E I 0 S

ACATTMTTGAAGCrGCTAAAGAACCA'GifiTATnATGAATCATTATTAAiClGTTAATAAA

T L I E A O K E A G I Y E S L I T V N K

TAAAGTTAAAA'(ATOTATAAATiG.CTATAGCRATTCCATACTTTATAAAAGTATC&GAA

4TCcKTATTT'cTCGTGCGATGAATnTACTAIC…CAlTATTTTG仙AGACA■m

AATTATTTTACCTCCTMAaT*CくTn甘r…IACAAAGAAAATTTTAATTAAAATATATA

G;CGCACTATCTTATAATCnTGTATATTATTtTAA'(也(汀mCATCATGAATAAAiCAA

lytNpr喝　H F V Y Y C H.E C FI=k Q
(舶」TMAiGiTACGtTATTGhqT…IACTTAGraTTSWHTTTTCTCMTTTOWTA
Q S K V R Y S I R K V S I G I L S I S I

GiGTATiも日日l GGCATTGGCTATCTCGMUJM帖aTATCCAGATGAMnWJAATくT

G M F L A L G M S D E I D K　5

AAAtATTTTAluAGAG-GGTATGAGC棚〝TCTATTC60GJWATa鳩iAGTTAAATGCTAAT

K D F T R G Y E Q H V F A K S E L II A B

AAAAATACCAlCA…GACAl雌TAAAAAATGAAGGT6CTc`∩仙ACATCCGA仙AGT

K N T T K D K I K U E C A V K T S

TTAOACTT*GAO仙岨TCAGoutrrriC鵬tSAAOTGiAAATTAATiCMGATATAAAG

L K L D N K S A I S　打　G N E I N Q D I K

ATTTGMIATACTCCU仙(T鵬CAAGGTAftCAftTCTAGTTATTAATAACAATGAA
王　　　　　T F K N S S 0 G ft L V I M　村　仲　E

mACTaAMAAATTAAAATTGi洲コTGGAAGCTCAAAA'lrrcTAATiCAGAA仙岨CG

L T K E I K I A N L-E A Q N S H Q K K T

JU汀蜘clraaAサTAATTォCTTTwra�"cA<nTra'GiAGAAGCTOぐし岬CACAA

C Y Y S F R E A P K T Q

D T L S A I A L K Y K T T

CTTTC〟ATATTCAAAATAGUATAATATAi伽rくCTAftTTTARTATTTATTGGTUA

V S N I 0 N T N　≠ I A II P N L　エ　F I (. Q

OAATTM/utCTGCCAATOICACC:attagtaォ誠ACCAAAACOUi朋A(ACTCTCTTCAAAT

K L K V P M T P i V E

AATAAAAUMTAGT.似.TA6CACTサOSTTAMTTATTT(サAAOOnTAtAGMTA6AiGGA

S S T L H Y L K T L E N R G

TGGGATTTCGACMTflCTTATCGATfiGCAATCTTTCGATTTAGTTAATGTATATT'GGAAT

ォ　O F O　ォ　S Y G　サ　O C F D L V　サ　V Y　サ　H

CATCTTTATWTICAlTCMTTAAMOGMATG糾iCTAAAGATATACCATATCCA/叫TAAT

H L Y G H G L K G Y　く; a k d i p y a h n

TTTAATMfreMGCTAAAOTTATCA〔MCAOKWn汀(〟岨6(TUACCT(;GG払C

F H S t a K I Y H d T P T F K A E P G D

TTAGiTGd i 1 1 fり1.TOGAAGATTTGCTCtftGiSATATGt汀CATAォCCTATTCTCTTAMT

I Y V F S C R F C, C　6　Y C, H T A I V L H

CGTOTTATGATWAMATrAATGMCTTC仙iCTTTMATO秘仏(TGiGMTAATGGT

G D Y D G K L H K F Q S L D Q　町　W ～ N G

GGAl1GCCTMUO仙GGTTGCACATOAACTTCTTICATAATTATGAAAAT'GiATATGATT

C W U K A E V A H K V V l1 〃　Y E N 0 M I

TTTATrAGACCATTTAAAMAGCATAATTTMATC棚GGCAcGACATTGAAATAT&AAA

fiォp f k k a eprh(on3)n k

TnTCMCTrrMCTtMGAACAATTTACCAAaACACC照AKACITCAAACATTAT
F S T L S E E　【　F T N Y T K K H F K H Y

ACGOVt汀CTATAGAATTATATAATTATAGAAATflAAftT舶iTCAT仙iGCACATATTGTG

T O S I E L Y N Y R N K I N H E A H I V

GMCTOUKAATIGaTAAAMTGAWnTATACCTGCATCTTTATTAACaOUK仏MMTT

I V I I D I l　(　V I 1 1 C L I T E a R I

TTTWATTCTAU仰汀aAaCTCATAOUKTCaTTACTTMTTATTTCGATGCT
F K f Y K Y F Y S H K G Iこ　D A
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TTTATTCTTCTTGATiCCATATTTAATAI払GAATTTAAGACATtGU岨AT(SGTAGGATAftTA

F I L V D P Y L　エ　E N L R D A N G R I I

AAGAATTATAATAATTCAGTGATAGTAAAicA.TGCTAGGGAAAATTiGfiGTATCTiCfATCAA

K　村　Y N H S V I V K M L G K I G Y L B Q

GCTTATACMCAIG;gatattcaaataaaaiGTCAAATT*GGT61誠TTT口rCTATTCGATTTA

G Y T T G Y S　バ　K S Q I R W I S V L D L

〟AGATM*仏TGAGAATCML 1 1 1 l AAAA'GMATGU的TACC仙OAGAACAAATATA

K D K D E U O L L K E M 【 Y Q T I8 It　ォI

AAAAAGAiCTATTGA'GATTG.GTGTTAAGGTTGAflGATTrATCTATT即AGA脚ATCGA
K K T I E I G V K V　【　D L S I E E T N R

TrrTATAAATTmCAAAT&GCT即IAGAAAAACATGi. i l ‖ CATTTCATGAAHGiAAGAT

F Y K I F Q M A　【　E K H C F H F M N E O

TATTTTAAAC6A,ATG.CAAGAAATATATAAAGATAAGCCMTGTTAAftGflTAGCTTGTflTA

Y F K R M Q E I Y Iく　D K A M L K I A C I

MTCTlAATGAATAT&ALAGATAAATTAAAAATAOWTTATT'GAAAATICGAAMTGAMTG

N L M E V Q D K L K　王　Q I L K I E: I) E M

ATGACTcTGAACAGAGCATTAAATGAM岨JCCAAAITC1潮岬TAAATCAAAATTA

M T V H R A L H　【　N P N ～

AATCAGTTAAATATGCAA"1TATCTACTATTy肌TAATAGAATTACTMftACCGAAGAAm

N Q L N M Q L S S I N H R I S K T E ど L

ATATTTGAACATGGA'CCTW M I GGATTTJWCrcCTくicnrATTTATiAlTGTACTCATGAT

I F t: D G C T D D

GAACIT…(TATCMCTGGATCAA灯TCCGAAATATMTCAGTATATGGGTiGCATAT

【　V Y Y L S S c C A Y

CATCTACAATGGCATATGATAAAATATGtA舶ATCACATMTATTAATAGGWAATTTT

H L Q　ォ　H M I K Y A K S H U I N　サ　Y N F

TATGCAATAACAGGCCTCnTAGTAATGA'GGCGGATGATTTTGCTCiTCAACAAnTAAA

Y G I T G V F S N E A D D F G 1 1 ( 1 1

AAォォrnTTAOTGCMAT<GiTTOWCMTTAATTi駈TGATTTCATCAAAOCMTMGACCA

K G F N A H V E E L I G D F I K P V R P

ATTCTATATAAATTTCC…ACTTATTTATfiASCTTTflATTATAAflCTATCTTGCAJUnT

I L Y K F A　く　L　工　Y A V

GAAftTTTTAAATTCTmC(AACATACmTCAl　　　〟HGTCAGTA ‖ 1 1 i /ktcctta

AAATAACATTAtAJCGAUATt* 1 1 M I GTATTAGAAATCTAAAAC脚岨TAGAATATGA

TTTrOTAT6ATTォAAMflGO>CTTGATTTATT6ATrAサAiCTA I ‖ l l ttTTAACTTATA

口MGCACSCrrTTCGACTMACMSTTCATCAft芯町cccATATCCTMTCTMT
TMAGAG仏GGGAAGl…A.GATAtTTATTTATGTi伽TGGGTGAATAGGGAAGAAAA
K E-　【　C R K K D S Y L C E　坤　V H　ォ　E 」　サ

TnTCATTTATrMCTAMTAaATtCTTnATAAAACTTtATCATMCCATATTATTM

v H L L R K Y Y A F I K L D H N
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図5-2　S. aureusRN450 eprh遺伝子の塩基配列および推定アミノ酸配列
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第6章　ale・)遺伝子とepr遺伝子のプロモーター解析

第1節　概要

これまでにstaphylococcus capitis EPKlは菌体外に黄色ブドウ球菌ペプチドグリカンの

pentaglycine架橋を切断するglycylglycine endopeptidase ALE-1を産生し、 EPKl自身はALE-1に

対する耐性遺伝子epr (endopeptidase resistance)を発現し、ペプチドグリカンのglycine 5量体に1

-2分子senneを置換することでALE-1に耐性になることを明らかにした。 epr遺伝子はale-1

遷伝子の322 bp上流に位置し、 ale-1遺伝子と逆方向に転写され、両方のプロモーター領域は非

常に近接していると考えられる(図6-1)cそこで本研究ではepr遺伝子とale-1遺伝子の転写活性

とプロモーター帯域の解析を行ったQ最初にプライマーエクステンションを行い、それぞれの転

写師台点を決定した。 S. capitis EPKlの各増殖期よりRNAを抽出、泳動後、ノーザンブロッテイ

ングを行い、それぞれepr遺伝子断片、 ale-1遺伝子断片をプローブとして検出した.また、プロ

モーターと推定される領域をプロモーターの欠失したxylE遺伝子の上流にクローニングし、 XylE

活性を指標として転写活性を測定した。これらの結果、 ale-1遺伝子の転写活性は定常期において

最も強く、それ以降は減少していた。しかし、 epr遺伝子については初期対数増殖期から定常期に

かけてほぼ同程度に転写されており、 ale-1遺伝子と比較するとかなり転写活性は討かった。この

ことから、 ALE-1は初期対数増殖期から産生され、定常期に入るにつれて産生量が増加するが、 Epr

は増殖期には関係なく、常に一定して発現していることが明らかとなった。また、両方のプロモ

ーター領域に含まれる回転対称構造CAAAArC配列を欠失した領域をクローニングしたものでは、

ale-1遺伝子、甲r遺伝子の両方向でXylE滑性が消失していたことから、 ale-1遺伝子とepr遺伝子

のプロモーター活性にはCAAAATC配列の回転対称構造が必須であることが明らかとなった。

第1節　材料および方法

第1項　使用菌株および培養方法

実験に用いた菌株、プラスミドおよびプライマーは表611に示した　S. aureusはTrypticase soy

broth (TSB, Becton and Dickinson Microbiology Systems)を用いて、 E. coliはLuria-Bertani (LB) broth
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畢用いて37-Cで振とう培養を行った。また、菌株は必要に応じてampicilユin (100卜g/ml)、

chloramphenicol (lO ^g/ml)を添加した培地で培養を行った。

第2項　プライマーエクステンション

ale-1、 epr遺伝子のそれぞれの転写開始点を決定するため、 AMV reverse transcriptase primer

extention system (Promega, Madison,WI, USA)に従ってプライマーエクステンション法を行った。

プライマーのRI標識

表6-1に示すオリゴヌクレオチドプライマーPPRMEX-EPR、 PPRMEX-AlEを作製し、プライマ

ー(lOpmol) 2 (xl、 T4PNKIOxbufferlけ1、 [γ-32p] ATP (3000Ci/mmol) 3 ¥il、 T4polynucleotide

kinase (10 U/ml) 1 ¥ilを混合し、 nuclease free waterを加え、全量を10汁1とし、 37。Cで10分間反

応後、 90。Cで2分間処理し酵素を失活させ90 |j,lのnuclease free waterを加えた。

プライマーエクステンション

5. capitisEPKlをODs6。-1.0になるまで振とう培養後、遠心(9,000xg, 10min,4-C)し、 FastRNA

kit (BIOIOl)を用いてRNAを抽出した　RNA5M.1 (100ng)に[γ-32P] ATP標識プライマーlpl

(100 fmol)、 2 x AMV primer extention buffer 5 yd加え、 58-Cで20分間反応させアニーリングを行

った。 10分間室温で静置した後、 9 p】のアニーリング反応液と9 y.1のreverse transcriptase extention

mix buffer (2 x AMV primer extention buffer 5 (xl, 40 mM sodium pyrophosphate 1.4 ¥xl, AMV逆転者酵

素1 ¥xl, nuclease free water 3.2 ¥x¥)を混合し、 42-Cで30分間反応させ、 20 ¥x¥のIoading dyeを加え

サンフD)レとした。

塩基配列決定

RI標識したdCTPを用いてpTF311を鋳型とし、 [γ-32P] ATP標識プライマーを用いて塩基配

列決定を行った。プラスミドpTF311 10ng/100ド1nucleasefreewaterに1/10量の2MNaOHと2mM

EDTAを加え、 37。C、 30分間で変性させ、その後エタノール沈澱し、得られた沈澱を70 %エタノ

ールで洗浄した。乾燥後、 DNAを7 plのnucleasefree waterで溶解した。反応はSequenaseVersion

2.0 labelled dCTPkit (Amersham Life Science)に従って行った.変性させたDNA 7 (xlにreaction buffer

2 ¥il、プライマー(100 pmol/nl) 1 ¥i¥を加え、 65-C 2分間でアニーリングし、室温で静置、 35。C以

下に戻した。遠心(9,000xg,10min,4-C)後、沈澱に0.1MDTTlけ1、 5倍希釈したIabellingmix2

い1、 [ α-35S] dCTP (1,250 Ci/mmol) 0.5 [xl、 5倍希釈したsequenase polymerase 2い1、 MM buffer 1 yd

を加えてIabelling reaction溶液を作製、その3.5 ¥i¥ Iこ2.5ト1のtermination mixture (A,C,G,T)を混
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合し、 37。C 5分間でタ-ミネーション反応を行い、 4(11のstopsolutionを加えた。

電気泳動とオートラジオグラフィー

RNAサンプルは90-Cで10分間、塩基配列決定用のサンプルは75-Cで2分間処理後、 8 %ポリ

アクリルアミドゲルにそれぞれ5 pl、 3 pl添加し、 1,500 Vで2時間から2時間30分間電気泳動

した。泳動後、ゲル浸漬溶液(酢酸100 ml,メタノール100 ml per liter)中でゲルをガラス板よ

りはずし滝紙に移し、乾燥後、 Fuji imaging plate (Fuji Film)に感光し、 BAS2000 (Fuji Film)で

バンドの検出を行った。

第3項　ノーザンブロッテイング

S. capitis EPKlの対数増殖期初期から定常期までの各増殖期まで培養した菌体からFast RNA kit

(BIOIOl)を用いてRNAを抽出した。抽出したRNA 10 ^ig/4.5け1 DEPC water (diethyl pyrocarbonate

(Sigma) 1 ml per liter)に5 x GRUB(10 x gel running buffer(10 x GRUB) : 0.1 M MOPS, 40 mM sodium

acetate, 5 mM EDTA (pH 8・0)) 2ド1、 formaldehyde 3.5 (il、 80 % formamide (DEPC water dilution) 10卜1

と5 x dye (50 % glycerol, 1 mM EDTA, 0.4 % bromophenol blue, 0.4 % xylene cyanol) 2ド1を混合し、

65℃で15分間処理してRNAを変性させた後、 1 %アガロースーホルネアルデヒドゲル(agarosege]

0.3 g, DEPCwater 22 ml, 10 x GRUB 3 ml, formaldehyde 5 ml)に添加し、 45 Vで3時間電気泳動し

た。その後、ゲルを変性バッファー(NaC】 175.5 g, NaOH 16gperliter)で30`分間2回振とうし、

転写バッファー(Nad 175.5 g, NaOH 0.32 g, sarkosyl 0.63 gper liter)で15分間振とうした　Turbo

Blotter (Schleicher&Schuell, Dassel, Germany)を用いてニトロセルロース膜に転写し、膜を0.2 Mリ

ン酸バッファー(pH6.8)で5分間洗浄後、 80-Cで90分間ぺ-キングした。ハイブリダイゼ-シ

ヨンはプローブとしてそれぞれale-1、 epr領域のPCR断片を削、てECL nucleic acid labelling and

detection system (Amersham Life Science)により蛍光標識法でバンドを検出した。

第4項　プロモーター転写活性の測定

サIE遺伝子はcatecholを分解し、発色させる酵素であるcatechol 2,3-dideoxygenaseをコードし

ているo Zukowskiらの方法に従い、プロモーター欠失叫E遺伝子をコードするベクターpsL24

を用いてcatechol 2,3-dideoxygenase assayによるプロモータ一括怪の測定を行った[99],

ale-1遺伝子方向、 epr遺伝子方向のそれぞれの推定プロモーター領域を鋳型としてプラスミド

pTm11を用いてPCR反応により増幅、第2章、第2節、第3項に準じてpSL24のプロモーター

欠失叫E遺伝子の上流にあるマルチクローニングサイトに組み込んだ。使用したプライマーの
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配列は表6-1に示す。両方のプロモーター領域に含まれる回転対称構造CAAAATC配列を欠失し

たDNA断片は第2章、第2節、第2項のPCR-Mutagenesisの方法を応用して作製、pSL24に組み

込んだoこれらの得られたプラ云ミドを第4章、第2節、第7項の方法でS.aureusRN4220に形

質転換した。

25mlのTSBでOD66。=1.0まで培養したRN4220形質転換株を遠心(9,000xg,10min,4-C)し、

5mlの20mMKPO,バッファー(pH7.5)(100mMKPO4バッファー:K2肝041.2g,KH2PO40.45g

perlOOml)で洗浄後、菌体を1mlのAPELバッファー(pH7.5)(100mMKPO4バッファー(pH

7.5),20mMEDTA,10%アセトン,30帽/mllysostaphin)に懸濁し、37。Cで20分インキュベ-ド

したOその後遠心(12,000xg,20min,4℃)し、得られた上清をサンプルとして用いた2.75ml

の100mMKPCLバッファーに0.25mlのサンプルを加え、1.2ト11のcatecholを添加後37-Cでイン

キュベ-ト、1分間隔で経時的に吸光光度計でOD37;
'5nmの呈色を測定した。1分間に12OD,の

増加を示すプロモーター活性を1ユニットとした。

第3節　結果

第1項　ale-1、 epr遺伝子の転写開始点

ale-1遺伝子とepr遺伝子の翻訳開始点は322 bp Lか離れておらず、お互い逆方向に転写されて

おり、両方のプロモーター額域は非常に近接していると考えられる。そこでプライマーエクステ

ンション解析を行い、それぞれの転写開始点を決定した(図6-2)。 ale-1遺伝子の転写開始点はス

タートコドンの29 bp上流のグアニンで、 epr遺伝子の転写開始点はスタートコドンの182 bp上流

のグアニンである事が明らかとなった。

第2項　ale-1、甲r遺伝子の各増殖期の転写量

ale-1、 epr遺伝子の各増殖期の転写量について検討するため、 S. capitis EPKlの対数増殖期初期

から定常期後期にかけて、各増殖期よりRNAを抽出し、一定量を電気泳動後、ノーザンブロッテ

イングを行い、それぞれale-1、 epr遺伝子を含むDNA断片をプローブとして検出した(図6-3)。

その結果、 ale-1遺伝子のmRNA′量は定常期において最も多く、それ以降は減少していた。一方、

epr遺伝子のmRNA量は対数増殖期初期から定常期にかけて量の変化はなく、 ale-1遺伝子と比較

すると非常に少ない事が明らかとなった。このことから、 AI且1は対数増殖期初期から産生され、

定常期に入るにつれ産生量が増加するが、 Eprは増殖期には関係なく、常に一定して発現してい
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ることが明らかとなった。

第3項　ale-1、 epr遺伝子のプロモーター転写活性

図6-4にale-1遺伝子とepγ遺伝子のプロモーター領域の塩基配列を示した。それぞれの矢印が

翻訳される方向を表すoそれぞれの開始コドンの7残基上流にsD配列が見られるO両方の推定

プロモーター配列は非常に近接しており、その領域にそれぞれ隣接して回転対称構造を形成しう

る配列が存在した　ale-1、 epr遺伝子のプロモーター転写活性を測定するため、プロモーターの欠

失した叫E遺伝子をコードしたベクターpsL24を用い、叫E遺伝子の上流にプロモーターと推定

される領域をクローニングし、 XylE活性を指標として転写活性を測定した。

ale-1、epr遺伝子のそれぞれの開始コドンに挟まれた広い領域を含むDNA断片(ale-1 : ale-1 xyl-a,

epr : epr xyl-c) (図6-5)をクローニングし、培養温度と培地中に加えるNaClの濃度を変化させて

XylE活性を検討した(図6-6)cその結果、 30-Cで0.75 M NaCl存在下で培養した時がもっとも強

いXylE活性が得られたため、この条件下で以下の実験を行った　s.　　形質転換株の各増殖期

でのale-1 xyl-a、 epr xyl-c DNA断片を組み込んだ時のale-1、 epr遺伝子のプロモーター転写活性

を検討した(図6-7)。 ale-1遺伝子とepr遺伝子では活性の強さは異なっていたが、どちらも対

数増殖期でのXylEの活性の傾きが最も大きくなっていることが分かったoまた、 a】e-1 xyl-a、 epr

xyl-c DNA断片、さらにそれぞれ自身の推定プロモーター配列と上流の回転対称構造の中央の配

列を含んだ領域{ale-1 : ale-1 xyl-b, epr : epr xyl-d)、 ale-1 xyl-aあるいはepr xyl-cの領域から回転対

称構造の中央のCAAAATC配列を欠失した領域(ale-1 : ale-1 xyl-a', epr : epr xyl-c')をそれぞれク

ローニングした時のXylE活性を測定した(図6-5),プロモーター領域の広い範囲を組み込んだ

ものより、そのもののプロモーター領域のみを含んだものの活性が若干強くなっており、回転対

称構造の中央の配列の欠失したものはdle-1遺伝子では3.245 mU/mgから0.730 mU/mgに、 epr遺

伝子では2.055mU血gから0.181mU,血gまでかなり活性が落ちていた。

第4節　考察ならびに小括

ALE-1とIysostaphinはそれぞれS. capitis EPKlとS. simulansが産生するpentaglycine架橋構造

を消化するglycylglycine endopeptidaseであり、これらの産生株はペプチドグリカンのglycine 5量

体架橋に1-2分子senneを置換する事で、自らが産生するglycylglycine endopeptidaseによるペプ

チドグT)カンの自己消化を防いでいることが明らかにされている[14, 22, 65, 66]0 5. capitis EPKl

ではEprがALE-1に対する耐性化を担うことが明らかとなっているoこの耐性遺伝子ep,杖ale-1
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遺伝子の322 bp上流に逆方向にコードされていることが明らかとなっており、 S. simulansも同様

にIysostaphinに対する耐性遺伝子IlfがIssとは逆方向にコードされていることが報告されている

[14, 22]。またeprは材と70 %の相同性を持っている(図6-1)。このようにALE-1とEprは近

接した領域に逆方向でコードされていることから、これらの発現にはなんらかの制御機構がある

のではないかと考えられた。そこでAL正一1とEprの発現の相互関係を明らかにするためにこれら

のプロモーター解析を行った。その結果、 ale-1遺伝子の転写活性は定常期において最も強く、そ

れ以降は減少していたo　しかし、 epr遺伝子については初期対数増殖期から定常期にかけてほぼ同

程度に転写されておりale-1遺伝子と比較するとかなり転写活性は強かった。このことから、 Epr

が増殖期には関係なく常に一定して発現しており、耐性化しながらALE-1が初期対数増殖期から

産生され、定常期に入るにつれて産生量が増加することが明らかとなった。また、両方のプロモ

ーター領域に含まれる回転対称構造CAAAATC配列を欠失した領域をpSL24にクローニングした

ものでは、 ak-1、 epr遺伝子の両方向でXylE活性が消失していたことから、 ale-1、 epr遺伝子の

のプロモーター活性にはCAAAATC配列の回転対称構造が必須であることが明らかとなった。こ

のことからALE-1とEprの発現は同じモチーフを必要としていることが示唆された0

小括

1. ale-1遺伝子の転写活性は定常期において最も強く、以降は減少していた0

2. epr遺伝子は対数増殖期初期から定常期にかけてほぼ同程度に転写されており、 ale-1遺伝子

と比較するとかなり転写括性は弱かった。

3. Eprは増殖期には関係なく常に一定して発現しており、耐性化しながらAI且1が対数増殖期

初期から産生され、定常期に増加することが明らかとなった。

4. ale-1、 epr遺伝子の両方のプロモーター領域に含まれる回転対称構造CAAAATC配列が両方向

のプロモーター活性に必須である事が明らかとなり、 ALE-1とEprの発現は同じモチーフを

必要としていることが示唆された。
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表6-1使用した菌株、プラスミドおよびプライマー

Strai n Relevant ch aracteri stics
Source or

referen ce

S. aureus

FDA209 P

RN4220

TF53 42

TF5343

TF5346

TF5347

TF5348

TF5349

E co″

XL1-Blue

ATCC 6538

NTCT8315・4 r

RN4220 pTF466

RN4220 pTF467

RN4220 pTF474

RN4220 pTF472

RN4220 pTF475

HN4220 pTF476

red endAl gyrA96的ii-1 hsdR17 supE44 relAi lac

(Pp/朗Blac lZMiSlnW汀et)I

R. Novick

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Bullock et al.

Plasmids Vector Cloning site Relevant properties
Referen ce

or source

pSL24

pUC19

p~F31 1

DT F466

pTF467

pTF472

pTF474

pTF475

pTF476

pUC1 9　　HincU

pS L24　　EcoR ¥jXba ¥

pSL24　　EcoR ¥/Xba¥

蝪SL24　　EcoR I/Xbal

PSI_24　　FcoRI/Xbal

p S L24　　EcoR I/Xba l

pS L24　　EcoR暮IXba ¥

S. aureus-E. coli promoterless xy/E expression vector

t. con cloning vector

3.5kbp Hindi fragment containing ale-1 and epr gene

0.34kbp BcoHl-Xba¥ fragment containing ale-1 xyl-a

0.34kbp EcoHl-Xba¥ fragment containing epr xyl・c

0.27kbp EcoRl-Xba¥ fragment containing epr xyトd

0.13kbp JcoRI-Xfcal †ragment containing ale-1 xyl-b

0.34kbp fceoRI-Xbal fragment containing ale-1 xyトal

0.34kbp EcoR¥-Xba¥ fragment containing epr xyトC'

C. Lee

yanisch-Perron et al.

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Gene Primer Sequence (5'to 3')　　　　　　　　　　　　　　Positions

ale-1 xyトa

epr xyトc

ale-1 xyl-b

epr xyl-d

d eleti on

PPRMEX-ALE

PPRMEX-EPR

ale-xyト1

ale-xyト3

e pr-xyト2

e pトxyl -4

ale-xyト1

ale-xy I-5

e pトXyト2

e pトXyト6

OTS

OTE

GTGAATTTTCTATTTGTATC CATAA

AG CTTCTAATTAATACATA GTATTA

ATTTCTAGACATAAATTTAAACCT C

GACGAATTCCATAG GACACC GACTT

GACT CTAGACATAG GACACCCGACTT

ATTGAATTCCATAAATTTAAACCT C

ATTTCTAGACATAAATl「TAAACCT C

TCTTAT CTT GAATT CAAT GTAAAG

GACT CTAGACATAG GA CAC CCGACTT

TTAGAATTCGAAATATCAACAAAAT

ATAAAATGTAAATT GATATTTCAAAATATAAAT

TAT CAATTTACATTTTATTTAAGATAAGAT

29-52

22ト245

39-63

358-383

3 58 -384

39-63

39-63

140-164

358-384

115-140

msm



m c l 工 H i n d i

S S P エ

I H i n d i 工 N h e

■ ■ ■ ■

70% identity

図6-1 ale-1とeprの遺伝子構成
矢印がそれぞれのORFとその転写の方向を示す　S. capitisのeprとS. sim甲IansのIif
は70 %の相同性があった。

A C G T

1

l始～ epr

図6-2　ale-1とeprの転写開始点

ale-1、 eprの転写開始点を決定するため、プライマーエクステンションを行った。
★が転写開始点の塩基を示す。
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図6-6　ale-1、 eprのプロモータ-転写活性に及ぼす温度と塩濃度の影響

ale-1、 eprのプロモーター転写活性を測定するため、プロモーターの欠失したxylE遺伝

子をコードしたベクターpSL24を用い、 XylE活性を指標として転写活性を測定した。

ale-1、 epr遺伝子のそれぞれの推定プロモーター穣域を含むDNA断片{ale-1 : ale-1 xyl-a,

epr : epr xyl-c)をクローニングし、培養温度(A)と培地中に加えるNaClの濃度(B)

を変化させてXylE活性を検討した　I,ale-1xyトa; ○,eprxyl-c
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図6-7　各増殖期におけるale-1とeprの転写活性

各増殖期でのale-1、 eprのプロモーター転写活性の変化を検討するために、それぞれ

のXylE活性を30-C、 0.75 M NaCl存在下の培養条件で測定した　　ale-1 xyl-a OD660

▲, epr xyl-c OD660; ○, ale-1 xyl-a XylE activity; △, epr xly-c XylE activity
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総括

本研究ではstaphylococcus capitis EPKlの産生する溶菌酵素ALE-1を精製し、その性状、機能に

ついて解析を行ったoまたALE-1に対して耐性を担う因子を同定し、その耐性機序について解析

を行った。

S- capitis EPKlの培養上清から精製したALE-1はglycylglycine endopeptidaseであることが明ら

かとなった　ALE-1をコードする遺伝子ale-1の解析結果から、 AIR-1は362個のアミノ酸残基

からなり、 39.3 kDaの前駆体として合成された後、 35位のalanineの後ろでプロセスされ35.6 kDa

の成熟型ALE-1として産生されることが明らかとなったOまた、 ALE-1はN末端に13個のアミ

ノ酸からなる6回の繰り返し構造を持ち、 C末端で活性ドメインと結合しており、構造的、機能

的にIysostaphinと非常に類似していた　ALE-1はその性状から金属プロテアーゼと考えられ、そ

の酵素活性には亜鉛の結合部位と考えられる150、 200、 231そして233位のhistidineが重要であ

ったoしかしながら、これらアミノ酸の変異による活性の消失はタンパク自体の3次元構造の変

化や亜鉛含量の変化によるものではない事が示唆された。このことからALE-1は金属プロテアー

ゼと考えられるが、その溶菌活性には亜鉛は必須ではないと示唆された。さらにALE-1のC末端

に存在する細胞壁選択的結合部位92アミノ酸配列(92AA)はstaphylococcus属のペプチドグリ

カンを特異的に認識し強固に結合することから、酵素がS. aureusの細胞壁を認識する基質特異性

に重要な役割を果たしていると示唆された　92AAの結合には5つのアミノ酸からなる架橋を含

むグリカン鎖を持った構造が重要であると考えられ、そのⅩ線結晶構造解析より、 Src-homology3

(sH3) subdomainsの構造と類似している事が明らかとなった　92AAの基質特異性は一般的な

SH3 domainとは異なる事が分かっており、 92AAが特異的に認識する標的構造の決定にはさらな

る研究が必要と考えられる。

S. capiぬEPKlが持つglycylglycine endopeptidase耐性遺伝子eprはALE-1構造遺伝子ale-1の322

bp上流に位置し、逆方向に転写される413アミノ酸からなるタンパクをコードしており、 ale-1

遺伝子と共にS. capitis EPKlの持つプラスミド上に存在することが明らかとなった。アミノ酸配

列の相同性検索の結果、 Eprはペプチドグリカンのpentaglycineからなる架橋形成においてGly-

tRNAからglycineの転移に関わる遺伝子fe〝dおよびfemBの産物FemA (36%)、 FemB (33%)

と相同性が認められた　Eprは架橋形成におけるSer-tRNAの転移に関わるFemA/B棟の因子と考

えられ、 S. capitisEPKlは自らが産生するglycylglycine endopeptidase ATP-1から身を守るため、 Epr

を発現させて架橋にsenneを入れていることが強く示唆された(図B)oまた、 MR白AにEprを

過剰発現させたとき、メチシリンとハンコマイシンに対する感受性に変化はみられず、ペプチド

グリカンの架橋構造のアミノ酸組成の変化は、 S. aereusのメチシリンあるいはハンコマイシンに

対する感受性の変化には直接関与していないと考えられた。
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さらにS. aureusがepr/lif様の遺伝子eprhを持っている事を明らかにした。相同性検索の結果よ

り、 eprh遺伝子のコードする推定アミノ酸配列はFemA,B (30-40%)よりもEpr、 Lif (>50%)に

相同性があった　eprllif遺伝子の解析よりeprh遺伝子もペプチドグリカンの架橋部分にglycine以

外のsenneあるいは他のアミノ酸を転移するのに関与していると考えられたが、 eprh遺伝子をコ

ードしたプラスミドを保有したS. aureus RN4220株はIysostaphinに耐性化せず、ペプチドグリカ

ンのアミノ酸租成にも変化は見られなかったoまた、 eprh遺伝子変異株の解析およびノーザンプ

ロット解析から、 eprh慮伝子の発現は通常の発育条件下では抑制されており、機能していない事

が示唆された。

ale-1遺伝子、 epr遺伝子のプロモーター解析から、 ALE-1は対数増殖期初期から産生され、定

常期に産生量は増加するが、 Eprは増殖期には関係なく常に一定して発現していることが明らか

となった　ale-1、 epr遺伝子の両方のプロモーター頒域に含まれる回転対称構造CAAAATC配列

が両方向のプロモーター活性に必須であり、この構造を共有していたことから、 ALE-1とEprの

発現は同じモチーフを必要としていることが示唆された。
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