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黄色ブドウ球菌は種々の化膿性疾患、腸炎、食中毒等を引き起こす病原性細菌の一つである。

また、院内感染原因菌として特にメチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)は時として治療を困

難なものにする。近年、 MRSAの有効な治療薬の一つであるハンコマイシンなどのグリコペプ

チド系の抗生剤にも低感受性あるいは耐性を示す菌の出現が報告されている。

本研究ではMRSAのβ-ラクタム剤およびグリコペプチド系剤の低感受性機序の解明を目的

としてペプチドグリカンの主要構成成分である糖の代謝系と薬剤感受性との関連性について

検討を行った。
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「黄色ブドウ球菌の糖代謝系の薬剤感受性に及ぼす影響についての研究」

研究成果

(1) GlmSリボザイムの解析

黄色ブドウ球菌の細胞壁主要成分であるペプチドグリカンは細胞内に取り込まれた糖を出発材料と

して種々の過程を経て合成される(図1)。その中でGlmSは菌体内に取り込んだ種々の糖を解糖系と

ペプチドグリカン合成系に分配するkey moduleである(図2).特に、黄色ブドウ球菌の場合NagB

の活性が非常に弱いため(Komatsuzawa et al. Mol. Microbiol.`2004, 53: 1221-1231)、糖の分配はこ

のGlmSのみで行われていると考える。また、以前の研究によりglmS欠損株においてはN-アセチル

グルコサミンなどのアミノ糖非存在化では生育できないこと、メチシリンやハンコマイシンの感受性

が大幅に増大することを報告している。そこで、本研究ではGlmSの転写調節について中心に検討を

行った。

1)リポーターシステムによる解析

以前の研究によりGlmSの発現はN-アセチルグルコサミンにより減少することを見出していたため

(Komatsuzawa et al. Mol. Microbiol. 2004, 53: 1221-1231) 、 glmSorf上流域のどの部分までが転写

調節に関与しているかXylEをレポータータンパクとしてカテコール分解活性について検討を行った。

方法:

pCL15ベクターを用いプロモーター活性を検討した。方法は小松津らの方法に準じて行った

(Komatsuzawa et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1999, 43:2121-2125)c　プロモーター領域を

欠損したxylEの上流に種々のDNAフラグメントを挿入したプラスミドを作製した。得られたプラス

ミドをS. aureusRN4220に導入した株を作製したO対数増殖期後期まで菌を培養後,菌をIysostaphin

により破壊し遠心後の上清画分を粗酵素画分として使用した。カテコール分解活性を指標としてプロ

モーター活性を測定した。

結果:

結果を図3に示す。種々のtruncatedDNAfragmentを用いた結果、プロモーター領域はglmS orfの

400bp以上上流域に存在することが明らかになった。また、 N一アセチルグルコサミン(50mM)添加

により転写活性が減少するにはorf上流180 bpから300 bpの額域が必要であることが示されたo N-

アセチルグルコサミン非添加時においても、 180から300bp上流域の欠損によりプロモーター活性は

上昇したことから, intactな状態ではプロモーター活性は抑制されていることが考えられた。

また、プロモーターを黄色ブドウ球菌の細胞壁合成系に関与する因子であるEmt遺伝子のプロモー

ターを用い、 N-アセチルグルコサミン添加による転写調節に関与する遺伝子領域を組込んだ系でも

N-アセチルグルコサミン添加によりプロモーター活性は減少した。

2) glmSリボザイムの推定構造

Bucillus sutilisでglmSのN-アセチルグルコサミンによる転写活性の抑制はDNA結合タンパク等

のトランスに働く因子によるものではなくglmS-mRNAレベルでの調節がなされていることが報告さ

れた(Winkleret al. Nature. 2004, 428: 281-286)c　そこで、黄色ブドウ球菌のglmS遺伝子上額域に

ついて塩基配列での相同性解析を行った結果、 B. subtilisと同様に黄色ブドウ球菌もリボザイムコア
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額域を有していることが明らかになった(図4)。また、グルコサミン6リン酸による予想されるリボ

ザイム活性を図4右に示す。リボザイムコア部分にグルコサミン6リン酸が結合することで

glmS-mRNAの5'末端部分がselfcleavageを起こすことで転写活性が抑制される。

3)定量性PCRを用いたリボザイム活性の検出

方法:

図4に示すリボザイム活性を実際に黄色ブドウ球菌が示すかどうかについて検討するため、図5に

示すようにプライマーを設計し、 Real-Time PCRを行った。予想されるcleavage siteを挟むような

形で2つのプライマーセット(glmS-50 + glmS-29, glmS-28 + glmS-29)を作製し、併せてglmSorf

内に一つのプライマーセット(SA1959-F+SA1959-R)を作製した。それぞれのプライマーセットを

用いて、 glmS遺伝子を含むプラスミドDNAの1 0倍系列希釈液を鋳型に定量性PCRを行い、定量

性の確認を行った。定量性の確認が得られたため本実験を行った　Overnight cultureを少量新しい

N-アセチルグルコサミン添加(50 mM)および非添加のTrypticase SoyBrothに接種し対数増殖期後

期まで培養後,全RNAを抽出した　cDNAを合成し、それを鋳型として定量性PCRを行った。

また、もう-つの実験として対数増殖期中期まで培養した菌液にN-7セチルグルコサミンを添加し

経時的に菌を回収し、 RNAを抽出し同様の実験を行った。

結果:

S. aureus COL株およびBB270株について検討した結果を図5に示す。いずれの株においてもN-

アセチルグルコサミン添加培地で培養した場合、glmS-50とglmS-29のプライマーセットによるPCR

産物は大幅に減少した。また、 glmS28とglmS29のプライマーセットによる産物も減少した。

経時的変化の結果を図6に示す。 N-アセチルグルコサミン添加5分後から急激にリボザイム切断活

性が認められた。また、プライマーセットのglmS28+glmS-29による産物も急激な減少傾向を示した

ことから、切断活性外にもglmS一皿RNAそのものも著しい分解を受けていることが考えられた。また、

ウェスタン解析によりGlmSタンパクの発現量もN-アセチルグルコサミン添加3 0分後から著名な減

少を示した。

4)変異株を用いた解析

これまでの研究成果により、 N・アセチルグルコサミン添加による糖の分配がGlmSの転写量により

調節されていることが明らかになったため、 glmSリボザイムの変異体を作製LglmS転写調節の異常

による薬剤感受性-の影響について検討した。

方法:

IPTGによるタンパク発現調節可能なプラスミドpCL15を用い、種々の変異glmS遺伝子を挿入した

プラスミドを作製した(図7).その後、プラスミドをS.aureusRN4220に導入した株を得たOまた、

バクテリオファージ80αを用いた形質導入により、それぞれのプラスミドをBB270株に移入した。

得られた株を用いて、ウェスタン解析によるGlmSの発現量について検討を行い,併せてオキサシリ

ンの最小発育阻止濃度(MIC)を測定した。

: ! .

リボザイムコアを取り除いたglmSはN-アセチルグルコサミン添加した場合でもタンパクの発現抑

制は認められず恒常的な発現性を示した(図8)O切断部位を置換したglmSでもN・アセチルグルコサ

ミン添加による発現抑制が著名には認められなかった。



オキサシリン感受性については、特にリボザイムコア領域を欠失させた株では大幅なMIC値の低下

が認められた(表-1)。しかし、切断部位を置換した株ではMICの変動は著名には認められなかった。

(2) PTS変異株の解析

細菌は細胞外に存在する種々の糖を取り込み、エネルギー代謝や細胞壁ペプチドグリカン合成などに

利用している.糖の取り込みには糖をリン酸化し細胞内に取り込むシステム(phosphotransferase

system: PTS)とPTSシステムを利用しない(non-PTS)と2つあるが主要なものはPTSである。

pTSは特異性が高く個々の糖により異なるPTSが存在する。黄色ブドウ球菌のゲノム解析の結果によ

り推定されるPTSを表2に示す。グルコース、フルクト-スなど多種のPTSの存在が考えられる。

そこで本研究では実際にどのPTSがどの糖を特異的に取り込むかを同定し、また種々のPTS欠損株

を作製し糖の取込み阻害による抗菌剤の感受性の変化について明らかにする。

1 ) PTS欠損株の作製および薬剤感受性試験

方法:

PTS欠損株の作製は温度感受性プラスミドpC工,52.1を用い、個々のPTSをコードするorf内のフラ

グメントをベクターに組込んだプラスミドを作製した。その後、黄色ブドウ球菌MW2株にプラスミ

ドを導入し, 4 2℃で培養することで目的の遺伝子にプラスミドを挿入させる1点組み換え法により

変異株を作製した。遺伝子の破壊はPCR法にて確認を行った。

結果:

計1 7のPTSおよびPTSのリン酸化に関与する統括的な酵素ptslの変異株を得た。抗菌剤のMIC

の結果を表3に示す。 β-ラクタム剤およびティコプラニンの感受性に大きな変化は認められなかった。

2)種々の糖源を用いたPTS欠損株の増殖能について

方法:

1)で得られた変異株を用いて、合成培地の糖源を変えることにより増殖能について検討を行った。

合成培地の組成は以前用いたもの(Komatsuzawa et al. Mol. Microbiol. 2004, 53: 1221-1231)を使

用した。グルコース(10%wt/vol)の代わりにフルクト-ス,ラクト-ス、スクロース、マルトース、

ラフイノース、 N-アセチルグルコサミン、グルコサミンを同様の濃度で培地に添加した。 9 6ウェル

プレートを用いて、作製した種々の糖を含む培地を糖非含有の培地で系列2倍希釈を行った後、菌液

を少量(105/well)添加し、 2 4時間および4 8時間後の菌の増殖を肉眼で確認した。

結果:

結果を表4に示す　ptslの欠損株においてはラクト-ス、ラフイノース、スクロース、 N-アセチルグ

ルコサミン、グルコサミン単独の培地では菌の増殖が認められなかった　gatC, treP変異株において

はN-7セチルグルコサミン添加培地での増殖が認められる渡度範囲が親株および他の変異株に比べて

非常に狭いことが示された。しかし、その他の変異株においては著名な増殖能に変化を及ぼすことは

認められなかった。

(3) CcpA変異株の解析

種々の糖源の中でグルコースは細菌の主要な糖源である。細菌はこのグルコース存在下、非存在下に
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おいてその代謝過程において異なる因子が関与している。したがって、グルコースによるグローバル

な調節性因子が存在することが明らかになっておりCatabolite control protein (CcpA)が種々の細菌

種でゲノム解析により同定されている。黄色ブドウ球菌にもCcpAの存在はゲノム上で確認されてい

る。そこで、 CcpA欠損株を作製し薬剤感受性について検討を行い,糖代謝系と薬剤感受性の関連性に

ついて検討を行った。

1) CcpA欠損株の作製および性状解析

方法:

ccpA欠損株の作製は(2)の1)に準じて行った。最終的にPCR法にてccpA遺伝子の破壊を確認

した。この変異株を用いてグルコースの取込み能について検討を行った。放射活性を有するグルコー

スを培地中に添加し一定時間培養後菌体を回収し、その放射活性について検討した。また、菌体を4%

S】)Sで加熱処理し細胞質成分を除去後、細胞壁画分の放射活性についても検討した。

また、得られた変異株および親株について種々の薬剤感受性試験を行った。

結果:

ccpA欠損株をメチシリン感受性株(RN4220株)およびメチシリン耐性株(BB270株)で得た。

グルコースの取込み能について検討した結果,親株に比べてグルコースの取込み量は著名に減少傾

向を示した(図9)。また、同様の方法でN-アセチルグルコサミンについての取り込み実験を行った

結果、グルコースと同様に取込み量の減少が認められた。細胞壁-の移行する割合はグルコース, N-

アセチルグルコサミンともに親株と大きな変化は認められなかった0

薬剤感受性についてはCcpA変異株において著名なβ-ラクタム剤のMICの減少が認められたOま

た、ハンコマイシンの感受性も増加傾向を示した(表5)0

2) CcpA変異株におけるマイクロアレイ解析

方法:

CcpA変異株と親株について対数増殖期後期まで培養後、全RNAを抽出しcDNAを合成後Alexa Flour

555and647 (Invitrogen)でラベリングを行い、 S. aureusN315,MW2,Mu50株の全ORFを網羅し

たスライドガラス(九州大学農学部久原研との共同研究により作製)を用い2株についての発現比較・

解析を行った。

結果:

CcpA変異株において種々の因子の発現の変動が認められた(表6 )。特にcarbohydrate metabolism

のいくつかの因子がCcpA変異株において発現増大傾向を示した。また、アミノ酸代謝系や核酸代謝

系の因子についても一部変動が認められた。しかし、ペニシリン結合タンパクを含む細胞壁合成系の

因子については両株間で大きな変動は認められなかった　CcpAの認識部位であるcre配列が黄色ブド

ウ球菌では9 0個認められたが実際に変動を示したものは2 0個程度であった。

(4)種々の糖源を用いた網羅的遺伝子発現解析

黄色ブドウ球菌のメチシリンの薬剤感受性が培地中の糖源の種類によ.り変化を生じるのか、また種々

の糖存在化での遺伝子発現パターンに変化を生じるのかを検討した。.

1)薬剤感受性試験



方法:

培地には(2) -2)で用いた合成培地を使用した。すなわち、種々の糖源が50mMになるように培

地中に添加し微量液体希釈法によりMICを測定した　N-Tセチルグルコサミンは最終濃度IOmMに

なるように他の糖源とともに添加した。菌株はMRSA株であるCOL,MW2,BB270を用いた。

結果:

結果を表7に示す。フルクト-スのみの添加培地ではCOL, BB270株は薬剤非添加時においても増殖

が認められなかった。高度耐性のCOL株においてはフルクト-ス以外の糖源の添加培地を用いた場合、

グルコース添加培地のものとMIC値とほぼ同じ値を示した。しかし、 MW2, BB270株においてはト

レハロース添加培地でグルコース添加培地の時の約4倍高いMIC値を示した。また、 MW2株につい

てはラクト-ス、 N-アセチルグルコサミン両添加培地でもMIC値の上昇が認められた。

3)マイクロアレイ解析による検討

方法:

種々の糖を添加した合成培地を用いて検討した。使用した菌株はMW2で、種々の培地で対数増殖期

後期まで培養後、全RNAを抽出し(3) -2)と同様の方法で解析を行った.グルコース添加時の発

現とそれぞれの糖添加時の発現との比較解析を行った。

結果:

種々の糖源添加により遺伝子発現パターンが変化することが明らかになった(表8)。特に,糖源特異

的なPTSが明らかになった。また、グルコースの発現パターンと近似するものとかなりパターンが異

なるものが認められた。しかし、細胞壁の代謝に関与する因子についてはあまり大きな変動は示さな

かった。
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総括

黄色ブドウ球菌のメチシリーンおよびハンコマイシン感受性と糖の代謝系との関連性について明らかに

するため、以下の点について検討を行った。

1) PTSシステム欠損株の作製および薬剤感受性:黄色ブドウ球菌ゲノム上に存在するグルコース、

グルコサミン等のPTSシステム1 7個欠損株の作製を行った。種々の薬剤に対する感受性につ

いて検討した結果、著名に感受性が変化した株は認められなかった。

2) CcpA変異株の作製および発現解析:グルコース代謝のグローバル調節性因子のCcpAの変異株を

作製し、薬剤感受性試験を行った。結果、メチシリンの耐性度の減少が認められた。また、マイ

クロアレイ解析によりCcpAの結合配列(Cre酷列)を有する遺伝子の中で実際にCcpAにより発

現に変化を及ぼす因子が同定できた。また、 CcpAの欠損により影響を受ける遺伝子群の同定がで

きた。

3) GlmSリボザイムの解析: mRNAレベルでどの部分が分解活性に必要かを検討するため、 orf上

流域における種々の長さのプロモーター領域を作製し、 XylEリポーターシステムベクターに組

込みこんだ株を作製し検討した結果、プロモーターとorf開始点の間およそ300bpの額域が重要

である事が判明した。また、 N-アセチルグルコサミン添加によるglmS-mRNAのリボザイム活性に

よる特異的部位切断活性について定量性PCR法で検討した結果、 N-アセチルグルコサミン添加に

より切断活性は増大したが、 glmS-mRMそのものの分解能も増大していることが明らかになった0

4)種々の糖添加によるマイクロアレイ解析:グルコース、フルクト-ス、ラクト-ス等の種々の糖

を添加した際の発現解析をマイクロアレイにより検討し、それぞれの糖に関与するPTSを明らか

にした。また、種々の糖存在下での特異的に変化する因子についてもスクリーニングが行えた。
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図2　糖の代謝経路(モデル図)

菌対外の糖はPTSあるいはnon-PTSにより菌体内に取り込まれ、種々の反応を経て解精系、
細胞壁合成系等に分配される。



ribozyme core region　　　　: 10-bp

o/f /^SD SDi-¥ gimS orf

XylE activity

glmS- pro m ね + GIc
ゝ HK99HK99HK99HK99…… 圭 i

=̂ *̂ 1 毘丑主
[……………‥ご ′ =琵1001610017 五 二

> 謝 K100K100K100K999K999K999K999K999K100K999隼 I

o〟1・ pro m o

fmtA-pro m

r 一′
HK100HK100HK100HK100障 →

te r
、L

、L
ど

、L
′

、L

HK9984
H K 100 02
H K 100 07
H K 10022
H K 100 24
H K 9607

+
+
+
+
+
+

→1
→
→
→
↓

l◆

<c c

、ー
、L
′

′ 、L
′

′

′ 、L
′

′

図3　Reporter systemによるg!〝J promoter活性検討



glmS RNA of S. aureus

Ribozyme core

A-U
Pl/U-A

A-U
A-U
A-U
C-G
G-U
U-A

CAGUUAAAGCGCCUG

十
cleavage

P2aV*

r-G
CuGcG

A(
G

G    A

UG-CGU
P2　A-U

U_A
A-U
G-C
G_C

U

G

G

G

A

U

U

A

C

AA
A

G

A

-C

:呂p4a
ーA
_A
_U
-G,

A

U

㌔ _uG
A_U
UIA

C

A

・uuA

U

A

A

A

A

A

A

U

A

U

A

A

G

U

U-A
A-UP4U
AU-A
U-A
C-G

GACGAGGA C-GUUAG AUCGCCA
G-C
G-U

p3 S:S

uG㌔
GGC

A

U

A

U

G

G

図4　mRNA-g/mSの構造およびribozymeモデル

推定されるS. aureusのmRHA-glmSの5 '側の構造(左)およびribozyme活性の予想モデルを示す(右) 0
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図8　glmS一発現変異株におけるGlmS発現量(Western Blotting)
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表1 glmS変異株のオキサシリンのMIC
(単位:Hg/ml)

chemically defined medium

G山+GlcNAc TSB

IPTG + + +　　　　　・ト

TF5391　　1 28　　　1 28

TF5394

TF541 7　　　　32　　　　32

TF5442　　　　32　　　　32

64　　　　64　　　　64　　　　64

>0.5　　>0.5　　　4

32　　　　32　　　16　　　16

16　　　16　　　　32　　　　32

Glu: g山cose (10%) GlcNAc: N-acetylglucosamine (2%)



表2　黄色ブドウ球菌のPTSおよび作製した変異株

gene ID nam e opero n 0 R F ーength character m utant constructed

S A 0183 g lcA 2046 P T S enzym e II (E C 2.7.1.6 9),gliJcoseーspecific,factor IIA hom otogue ○

S A 0186 S A 0 184- 187 5 hypoth eticaーprotein, sim ilar to sucrose phophotransferase enzym e Iー ○

S A 0208 SA 0207-0 209 ー269 m altose/ m a ltodextrin transport perm ease hom otogu e ○

S A 0209 SA 020 7-0209 840 m altose/m a ltodextrin transport perm ease hom ologue

S A 0233 1530 P T S enzym e II(EC 2.7.1.69)▼gーucose- specific,fa ctor IIhom ologu e ○

S A 0236 S A 0235-0237 468 hypotheticalprotein,sim ilar to PT S fructo se-specific,factor ∫IB C hom olog ue

S A 0237 S A 0235-0237 279 hypothetioatprotein,sim ilar toP T S galacitol-specific,factor 】IB hom oーo gue

S A 0238 gatA 1260 hypotheticalprotein,sim ilar toP T S galacito卜spec桁c,factor IIC hom otogue ○

S A 0255 792 hypotheticalprotein ,sim ilar toP T S bata-glucoside-specific e nzym e II,A B C com ponent ○

S A 0320 444 hypotheticalprotein,sim ilar toPT S fr uctose- specific e nzym e IIB C com ponent

S A 0432 treP 1428 P T S enzym e II,phosphoeno lpyruvate-dependentttrehalose specific ○

S A 0655 h A 1959 PT S system ,fr uctose speci石c perm ease ,enzym e IIA ○

S A 0935 ptsl 17 ー9 phosphoenolpyruvate-protein pho sphatase ○

S A 1255 50 1 PT S system ,glucose specific enzym e IIA co m pon ent

SA 1547 ptaA 1467 P T S system ,N -acetytglucosam ine -sp ecific enzym e IIA B C com ponent ○

S A 1960 m tF S A 1960- 1963 1539 P T S sy stem ,m anfto卜specific enzy m e ーIB C c om po nent ○

SA 1962 m tIA S A 1960- 柑83 435 PT S system , m a nito卜specific enzym e ItA com ponent

S A 1992 acE SA 199 7- 199 1 17 13 P T S sy stem ,tacto se-specific enzym e IIB C com po nent ○

S A 1993 acF S A 199 7- 199 3 ー2 PT S system . lactose-specific enzym e IIA com ponent

SA 20 53 864 glucose uptake protein hom ologue ○

SA 2 114 glvC 1605 P TS system ,arbutin-Iike enzym e I旧C com ponent ○

SA 2 16 7 scrA 1443 PT S system ,su crose-specific enzym e IIB C com ponent ○

S A 2326 ptsG 2067 PT S system ,glucose-specific enzym e IIA B C com ponent ○

S A 2434 S A 2433-2435 1953 fr u cto se P T S enzy m e fruA hornO logue ○



表3　PTS変異株のメチシリン、ティコプラ二ンのMJC

m utated gene nam e character メチシリン ティコプラニン

none W ild type (M W 2) 16 0.5

SA 0 183 glcA P T S enzym e II(EC 2.7.1.69),gーucoseーspecific,factor IーA hom ologue 16 0.5

S A 0 186 hypotheticalprotein,sim iーar to sucrose phophotransferase enzym e II 16 0.5

SA 0208 m altose/m altodextrin transport perm ease hom oーogue 8 0.5

SA 0233 P T S enzym e ーI(EC 2.7.1.69),g一ucose-specific,factor II hom olOgue 8 0.5

SA 0238 gatA hypotheticaーprotein,sim ilar toPT S galacito卜speci罰c,factor IIC hom ologue 16 1

SA 0255 hypotheticalprotein,sim iーar toP T S bata-gーucoside-specific enzym e II,A B C com ponent 16 0.5

SA 0432 treP P T S enzym e II,phosphoenoーpyruvate-dependent,trehaーose specific 16 0Ⅰ5

SA 0655 fruA PT S system ,fructose speci¶c perm ease,enzym e IIA 32 0.5

SA 0935 p tsl phosphoenotpyruvate-protein phosphatase 32 1

SA 1547 ptaA P TS system ,N-acetylgtucosam ine -specific enzym e IーA B C com ponent 32 1

SA 1960 m t F P TS system ,m anitoトspeci月c enzym e tIB C com ponent 8 1

SA 1992 acE P TS system ,一actose-specm c enzym e I1B C com ponent 16 1

SA 2053 gーucose uptake protein hom ologue 16 1

SA 2 114 glvC P TS system ,arbutin-like enzym e IIB C com ponent 8 1

SA 2 167 scrA P T S system ,sucrose-specific enzym e HBC com ponent 32 0.5

SA 2326 、ptsG P T S system ,g一ucose- specific enzym e IIA B C com ponent ー6 0.5

SA 2434 fructose PT S enzym e fruA hom oーogue 16 0.5

(単位: |jg/rnl)



表4　PTS変異株の種々の糖源による増殖能

m u ta t e d g e n e n a m e c h a ra c t e r g lu c o s e fr u c t O S e g a ta c to se m a lto s e la c t o s e ra ffin o s e

n o n e W ild ty p e (M W 2 ) 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 0 4 0 0 4 0 0 4

S A 0 ー8 3 g h A P T S e n 之y m e II (E C 2 .7 .1.6 9 ), glu c o s e - s p e c ific , fa c to r IIA h o m o lo g u e 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 0 4 0 0 4 0 .0 4

S A 0 ー8 6 h y p o th e tic a l p r o te in ′S im a r to s u c ro s e p h o p h o tr a n s fe ra s e e n z y m e tT 〇一0 3 0 .0 8 0 ー0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4

S A 0 2 0 8 m a lto s / m a lt o d e x trin tra n s p o rt p e r m e a s e h o m o lo g u e 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4

S A 0 2 3 3 P T S e n y m o (E C 2 .7 .1 .6 9 ), g lu c o s e - s p e c ific , fa c to r 1t h o m o lo g u e 0 .0 8 0 .ー6 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 8

S A 0 2 3 8 g a tA h y p o t h e t ic a p ro t n t s im ila r t o P T S g a la o ito 卜S P e C . b o to r tlC h o m o lo gu e 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4 0 0 4 0 0 4 0 1 6

S A 0 2 5 5 h y p o t h e tic a l p ro t n , s i a r t o P T S b a t a - g !u c o sid o - s p o c e n z y m e tt. A B C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 0 4 0 0 4

S A 0 4 3 2 tre P P T S e n zy m e It, p h O s p h o a n o lp y ru v a te - d e p e n d e n t, t re h a lo s e s p e c ific 0 .1 6 0 .1 6 0 .3 2 0 .0 8 0 0 8 0 1 6

S A 0 6 5 5 fru A P T S s y s te m , fr u c t o s e 叩 e c ific p m .O a s a , e n z y m e ttA 0 .0 8 0 .ー6 0 .0 8 0 16 0 .0 8 0 .0 8

S A 0 9 3 5 p ts l p h o sp h o e n o lp y ru v a t e - p ro t n p h o s p h a ta s e 0 .1 6 1 .2 5 - 0 .6 3 n o g r o w th 0 .6 3 n o g ro w th n o g ro w t h

S A 1 5 4 7 P b A P T S sy S to rn , N - a c e t y lg lu s a m m e - s p e c ific e n z y m e tIA B C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .1 6 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 8

S A 9 6 0 m tIF P T S s y s t e m , m a n t 0 卜 s p e c ific e n z y m e C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 8 O .O B 0 .0 8 0 .0 8

S A 9 9 2 Is c E P T S s y s t e m , la c to s e - s p e c ific e n z y m e IB C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4

S A 2 0 5 3 g lu c o s e u p t a k e p r o te in h o rn ○0 互u e 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4

S A 2 1 ー4 g lv C P T S s y s t e m , a rb u tin - lik e e n z y m e IIB C c o m p o n e n t 0 0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4 0 .0 4 0 .04

S A 2 1 6 7 s c rA P T S s y s te m , s u c ro s e - s p e c ific e n z y m e U B C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 4

S A 2 3 2 6 p ts G P T S s y s te m , g lu c o s e - s p e c ific e n zy m e llA B C c o m p o n e n t 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 4 0 .0 8 0 .0 8 0 .0 8

S A 2 4 3 4 f ru c t o s e P T S e n z y m e f ru A h o m o lo g u e 0 0 8 0 .0 8 0 .3 2 0 .0 8 0 .0 8 0 .1 6

n o n e C O L (w ild ty p e ) 0 .0 4 0 .3 2 1 .2 5 0 .0 2 0 .0 4 0 .1 6 - 0 .0 4

n o n e B B 2 7 0 (w ild t y p e) 0 .0 8 1 .2 5 - 0 .0 8 0 .3 2 0 .0 8 0 .0 8 0 .6 3

数値が単独の場合には1 0%からの増殖可能範囲を示す　　　　　　　　　　　　　　　(単位: %〔wt/vol])



表5 ccpA変異株の薬剤感受性

oxaci lli n meth icilhn teic°plan in vanco mycin fosf°myci n bac itracin m°enomyci n

strain GlcNAc(mM) 24h　48h　24h　4gh　24h　48h　24h　4gh　24h　4gh　　24h　4gh　24h　4Q[y

B B270 256　　512　　　512　　512　　0.1 25　　0.25　　　0.25　　0.5　　　32　　　64　　　　　64　　256　　　0.06　　0.1 25

1 0　　　　　　8　　512　　　　32　　512　　<0.06　　0.25　　0.25　　0.5　　　32　　64　　　　32　1 28　　0.015　　0.06

HK9949(ccpA)　O N.D.　256　　N.D.　256　　N.D.　0.06　　N.D.　0.5　　N.D.　32　　　N.D.　64　　N.D.　0.015

10　　　　N.D.　　<1　　N.D.　　<4　　　N.D. <0.03　　N.D.く0.03　　　N.D.　16　　　　N.D.　<1　　N.D.く0.001



表 6 ア レ イ 解 析 (R N 4 2 2 0 v s . R N 4 2 2 0 c o p A )
i

T S B C D M G E N E ID c re t記 列 g e n e n a m e c h a r a c t e ri s t ic 軸 no t io n c a te g o rv

ra tio ft n u ta n t/p a re n t) ra tio fm u ta n t/ p a re n t) N 3 1 5 :抹
(D O G A N )

0 .8 3 1 .0 0 S A 0 ∞ 1 d n a A c h ro m o s o m a r D r o l

a im

°in

ii w -Y

ォ i耕 ∋lil

W J B I l由 一

[n fo r m a tio 一一pa th w a y

g g fl SI g g a Sgl l In fo r m a tio n p a th w a y0 .8 5 1 .0 4 S A 0 0 0 2 d n a N 蝪N A D o iv m

0 .6 5 2 S A O O O 3 e re C o n s e rv e d

0 .7 5

0 .5 6

2 S A 0 0 0 4

S A∞ 05

r e c F

a v r B D

! ,-. .蝣∴ l" 叩

LEL Fl

a th w a y

a th w a y

a th w a y0 .5 1 2 S A O O O 6 ロVrA ゴ.1一与 こ こ.Jり>l紬 w i'v m iテド
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1 .1 7 5 S A 0 0 0 8 e r e h u l H h 舶 ハ テi- io u E S f S o M s a a a s e s i s a s 'i i 怒 瑞 叫 u 巾 la iy ir
S U
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0-6 7 0 .7 8 S A O O 1 2 c o n s e r v e d î ^ ^ ^ ^ M ^ ^ ^ ^ ^ ^ M

0 .7 3 0 .8 7 S A 0 0 1 3 c o n s e rv e d p r o t e in

0 .9 4 0 .9 1 S A 0 0 1 4 r o ll 5 0 S r p r o t e in L 9 - . 。 一 .
In f o r m a t io n p a t h w a y

0 .7 9 0 .8 0 S A O O 1 5 d n a C r e P ーic a t iv e D N A h e lic a s e トli-㌔ffi S B l IF顎 In f o r m a t io n p a t h w a y

0 .9 0 0 .9 0 S A 0 0 1 6 P U r A a d e n v lo s u c c in a t e s v n t h a s e 】n t a r ffi a d や ry 逃 lo lis m s :7

h w a y
1 0 1 0 ▼74 S A O O ー7 C R r e s o o n a t o r .. - r* 蝣蝣蝣.; In f o r m a t io n

0 ▼92 0 ▼7∈, S A O O ー8 C K t W 〇一c o m p o n e n t ーn a s e
し ▼

. . -

0 .8 6 0 8 2 S A 0 0 1 9 c o n s e rv e
in

0 .8 4 0 8 S A Q O .2 0 c o n s e rv e d in

0 .8 0 0 S A O O 之ー c o n s e rv e d in

0 .8 1 0 .6 8 S A O O 2 2 h y p o t h e t i c a l p r o t e in , B M rt tB ltS B if P B H
a S e

ト 川 iC 卜 ーrニM i r い `,lT、′・ 茸、、ーn te f m e d .L邑K .Jm P Jt 蕪m m f;一

1.5 6 1 .0 7 S A O O 2 3 o rf X C o n s e r v e d

1 .2 7 1 . 1 2 S A 0 0 8 0 c o n s e rv e d in

蝣1 .0 6 0 .9 3 S A 0 0 8 1 c o n s e rv e n

1 .2 2 0 .8 2 S A 0 0 8 2 c o n s e rv e in
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表7　種々の糖源によるメチシリンのMIC

C h em ica lly define d m ed iu m C O L M W 2 B B 2 70

gーu do se (10% w t′∨0 J) 10 24 16 2 56

glu e。se + G lc N A c 10 24 16 64

fru ctose no grow th 8 n o grow th

fru ctose + G lc N A c no grow th 16 n o grow th

一actose (10% ) 02 4 16 5 12

一acto se + G lc N A c 102 4 2 5 6 3 2

m an ito l 102 4 ー6 25 6

s uc rose 102 4 16 5 12

s uc ro se 十G ーc N A c 102 4 16 12 8

m a托o se (10%) 1024 16 5 12

m a lto se + G lc N A c 024 16 25 6

ga lactos e (10 %) 0 24 16 5 12

ga lactos e + G lc N A c 10 24 32 64

tre ha lo se (10 %) 10 24 64 102 4

tre ha lo se + G lc N A c 10 24 2 56 128

raffino se 10 24 32 5 12

ra用no se + G ーcN A c (2 %) 10 24 32 5 12

m a nn o se 10 24 16 5 12

m a nn os e + G lc N A c 10 24 3 2 5 12

all(1% e ac h) 10 24 16 2 56

all+ G ーc N A c (2% ) 10 24 16 64

T S B 10 24 16 5 12

T S B + G lcN A c 10 24 16 5 12

単位: (jg/ml



表8.種々の楕添加時における各遺伝子の発頭バタ-ン
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