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はしがき

我々は齢蝕原因菌であるS.mutansから、菌の増殖・分離に関与する生理活性物質である

Automutanolysin (Ami)を見出した。そして、 AmIの臨床応用の可能性を検討するため、大量培

養系の確立、酵素活性が最大となる条件の検討を行った。次に、当講痩(小児歯科)外来の小児

患者からS. mutansとS.sobrinusを分離し、確立した条件下で、 Amlの臨床分離株に対する活

性を検討したので報告する。
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研究成果(1)

序論

細胞壁は細菌の形態を維持し、内部構造を外部環境から保護する役割を果たしている。グラム

陽性菌の細胞壁は厚い層として存在し、その大部分(60-90%)をペプチドグリカンと呼ばれる

構造物で占めている。ペプチドグリカンは、細菌に特有の強固な巨大高分子であり、グリカン鎖

と呼ばれる糖鎖に4つから5つのアミノ酸から構成されるペプチド鎖が結合して構成されるペ

プチドグリカンモノマーを一つの単位とし、これらが連なったペプチドグリカンポリマーは隣の

ポリマーと数個のアミノ酸により架橋している.ペプチドグリノカンは合成系と分解系の酵素によ

り動的平衡状態に保たれている。分解系の酵素の多くはペプチドグリカンを加水分解し、菌を溶

菌する機能より溶菌酵素と呼ばれ【1-3] 、溶菌酵素は細菌の分離、分裂、細胞壁の分解[3-5]な

ど細菌にとって重要な役割を果たしている。また溶菌酵素は、 penic川in G (PCG)を始めとす

る抗生物質添加時にみられる溶菌現象にも関与しているといわれており【6] 、 S.aureusにおい

て増殖初期にβ-ラクタム系の抗生物質(PCG)の添加時に溶菌酵素による自己溶菌が報告され

ている【6] o　ペプチドグリカン加水分解酵素はそのペプチドグリカン切断部位により　N-

acetylmuraminidase 、 N-　acetylglucosaminidase 、 N-　acetylmuramyl-L-alanine amidase 、

endopeptidaseに分類される【2, 3, 9, 10】 o

Streptococcus mutansはmutans groupに属するグラム陽性のう蝕原因細菌であるが[7] 、

S. mutansのペプチドグリカンの構成は、 N- acetylglucosamine (GlcNAc)とN- acetylmuramic

acid (MurNAc)の2種類のアミノ糖が交互にβ-1,4グリコシド結合したグリカンポリマーに、

L-Ala-D-iGIn⊥-Lys-D-Ala-D-Alaからなる、 5つのアミノ酸のペプチド鎖が結合したものを1単

位とした架橋構造物より構成されている[8]　このペプチドグリカン鎖は多数結合し、 3番目

のL-Lysと隣のペプチド鎖のD-AlaをAlaの二量体によって架橋されている(図1) 【81 0

グラム陽性菌の溶菌酵素としては、 Staphylococcus aureus [11-14]やBacillus subtilis [15,

16] 、 Streptococcus pneumoniae [17, 18] 、 Streptococcus agalactiae [19]で詳細な研究がな

されているが、 S. mutansの産生する溶菌酵素の詳細については、いまだ明らかにされていない。
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本研究ではS. mutansを含む口腔レンサ球菌5菌種より、各菌種の死菌体を用いた

Zymographyにより溶菌酵素の検出を行った。そのうちS. mutansの産生する溶菌酵素につい

て同定を行い、新規の溶菌酵素automutanolysin (Ami)を見出した。そして、 Amlについてそ

のペプチドグリカン切断部位を明らかにし、酵素の特異性及びその性状について検討した。
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第1章　Zymographyを用いた溶菌酵素の検出

第1節　　概要

口腔内の各部位において、最も多く検出されるのがレンサ球菌Streptococciであり、口腔内

常在細菌叢の多数を占める主要な菌種である。口腔レンサ球菌と総称されるこれらの菌種には

mutans群、 mitis-sanguinis群、 salivarius群、 anginosas群などが存在し、口腔内に常在する

事により、口腔内の恒常性の維持に寄与しているが、これらのうち、 mutans群に含まれる

Streptococcus mutansとS. sobrinusはう蝕の原因菌として知られている[7]

今回、代表的な口腔レンサ球菌であるStreptococcus mutans、 S. sobrinus、 S. sanguinis、 S.

mitis、 S. salivariusの5菌種について、それらの産生する細胞壁分解酵素(溶菌酵素)を検討

するため、 Zymographyを用いた。

本研究では、まず、口腔レンサ球菌の産生する溶菌酵素を抽出する方法(粗酵素画分抽出法)

について検討を行い、次に各種の菌5株ずつを用い、細菌の産生する溶菌酵素パターンについ

て検討を行った。また基質に用いる菌種を変えて、基質に対する各菌種の溶薗酵素のバンドパ

ターンについて検討を行った。

第2節　　材料及び方法

第1項　　使用菌株及び培養条件

今回、標準菌株として、 S. mutans MT703R、 S. sobrinus OMZ176a、 S. sanguinis

ATCC10556、 S. mitis ATCC9811、 S, salivarius ATCC9222を用い、また、 S. mutans、 S.

sobnnus 、 S. sanguinis 、 S. mitis 、 S. sa〟vanusの臨床分離株各4株ずつを用いたO　臨床分

離株は徳島大学の三宅教授に分与譲渡していただいた。

これらの菌株はBrain Heart Infusion培地(BHI, Becton and Dickinson Microbiology Systems,

Cockeysville, MD, USA)を用い、対数増殖期後期(OD66。nm=0.8)まで37℃にて振迫培養したO

第2項　　粗酵素画分詞製法
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細菌は対数増殖期後期(OD66。nm=0.8)に達するまで約12時間培養した。その後遠心(8,000

×g,20min, 4℃)して得られた菌体及び上清より、粗酵素画分を調製した。

(1) LiCI抽出画分

菌体を同量の3MLiCI溶液に懸濁し、水中にて15分静置後、遠心(15,000×g, 10min,

4℃)して得られた上清画分を用いた。

(2) SDS抽出画分

菌体を2倍量の4%SDS溶液に懸濁し、室温にて30分間静置後、遠心(15,000×g, 10 min,

4℃)して得られた上清画分を用いた。

(3) Urea抽出画分

菌体を2倍量の8M Urea溶液に懸濁し、室温にて30分間静置後、遠心(15,000×g, 10 min ,

4℃)して得られた上清画分を用いた。

(4)上清濃縮画分

培養液を遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)して得られた培養上清に硫酸アンモニウムを80%

飽和になる様に加え、 4℃にて一晩振塗し、塩析を行った。その後遠心(8,000×g,20min,

4℃)し、沈漆を回収した。得られた画分を0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)に溶解し0.1M

リン酸緩衝液(pH6.8)にて12時間透析して、得られたサンプルを上清画分とした。

(5)菌体破砕画分

菌体を2倍量の0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)に懸濁後、超音波破砕機(TOMYSEIKO,秦

京,日本)にて破砕(30min,0.5secpulse,レベル4)し、遠心(15,000×g, 20min, 4℃)

して得られた上清を菌体破砕画分とした。

第3項　Zymographyを用いた溶菌酵素の検出法

Zymographyに封入する死菌体の作製を行った。 B川培地(Becton and Dickinson) 500 ml

を用い、対数増殖期後期(OD66。nm=0.8)に達するまで約12時間培養を行った。その後遠心(8,000

×g,20min,4℃)し、得られた菌体について0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて2回洗浄し、 10

倍量の4% SDSを用いて懸濁し、 30分間煮沸した。その後、 6回蒸留水にて十分に洗浄し、得

られた沈漆を蒸留水2 mlに懸濁し、 500 ¥iげっ分注し、その後遠心(9,000×g, 15 min, 4℃)
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して上清を取り除き、死菌体を少量に分けた。ついで40%フツ化水素酸を各々の1 mlずつ用

いて4℃にて12時間振塗した。フッ化水素酸にて処理した菌体を再び回収して、 6回蒸留水に

て十分に洗浄し、ついで凍結乾燥を行ったものを加熱処理死菌体として実験に供した。

蛋白の電気泳動法であるSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)はLaemmli

の方法[20]に従い、電気泳動装置(Mini-PROTEAN, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA)を用いて行った。分離ゲルは12%のアクリルアミドゲルの濃度で作製した　Zymography

はSDS-PAGEを用いた既法【21]に従い、ゲルには各菌種の加熱処理死菌体を1 mg!mlになる

ように封入した。電気泳動後、分離ゲルを精製水中にて室温で30分間緩やかに洗浄し、 0.1M

リン酸緩衝液(pH6.8)中にて12時間振塗した。溶菌酵素活性が緩衝液中にて再生することに

より、ゲル内に封入した菌体が溶解し、溶菌バンドとして検出、同定が可能となる。出現した

バンドは間接光(イムノビューアーMU,JOKOSANGYOU,東京)にて検出したO

第3節　結果

第1項　　粗酵素画分を用いた溶菌バンドの検出

S. mutansMT703R株菌体より第1章、第2節、第2項の方法により、粗酵素画分を調製し、

同菌死菌体を用いたZymographyによりその活性を検討した(図2)。その結果、 4% SDS抽

出画分及び8M Urea抽出画分より推定分子量100 kDaと80 kDaに明確な溶菌バンドを検出し

た。また、菌体破砕画分からも同様にバンドを検出したが、破砕された菌体成分やその他の蛋

白が多く、ゲル中の溶菌バンドは明確ではなかった。一方、 3M LiCI抽出画分及び培養上清中

からはZymographyにおいて明確な溶菌バンドは得られなかった。また、今後の検討には明確

な溶菌バンドが得られた4% SDS抽出画分を用いることとした。

第2項　口腔レンサ球菌5菌種を用いた溶菌バンドの検出

口腔レンサ球菌5菌種の4% SDS抽出画分を用いて、 Zymographyによる溶菌バンドの検出

を行った。菌株は第1章、第2節、第1項に記した口腔レンサ球菌5菌種及びその臨床分離株

を用いたO各菌種5株を用いて溶菌バンドの検出を行った結果、 S. salivahusを除く他の4菌
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種では同菌種間では溶菌活性を示すバンドパターンが非常に類似していた(データ示さず)。 S.

salivariusにおいては2種類の溶菌酵素パターンが示された。図3、表1に各菌種のZymography

及びその検討結果を示している。

得られた溶菌バンドパターンは菌種間で異なっていた　S. mutansからは、 S. mutansと　S.

sobrinusを基質に用いた場合、図2で示した分子量100 kDaと80 kDaの二本の活性の強い溶

菌バンドが得られた　S. sobrinusからは両基質をもちいた場合、 78 kDaに活性の強いバンド

を得た。また、 S. sobrinusを基質に用いた時のみ90 kDaに活性の弱いバンドを得ている。こ

れらの溶菌バンドのその他の3菌種に対する活性については、 S. sanguinis菌体に対しては活

性を示さず、またS. mitis及びS. salivarius菌体に対する活性は弱かったO

その他の3菌種について溶菌バンドパターンを検討した結果、 S. sanguinisについては、い

ずれの条件(基質、粗酵素の組み合わせ)においても、明確な溶菌バンドは見当たらなかった。

また、 S. mitis及びS. salivarius抽出画分は基質としてS. mitis及びS. sali帽nusの菌体に対し

複数の弱い活性を示す溶菌バンドを認めた.また、 S. salivariusはZymographyのパターンに

従い、 2つのタイプに分類された。

第4節　考察ならびに小括

本研究では、 S. mutans、 S. sobrinus、 S. sanguinis、 S. mitls、 S. salivariusの口腔レンサ球

菌5菌種を使用し、溶菌酵素活性を示す蛋白バンド(溶菌バンド)の検出を行った。

S. mutansを用い、溶菌酵素の抽出法について検討した　S. mutans菌体及び上清より様々な

画分の蛋白を調製し、同菌死菌体を用いたZymographyを用いて活性を検討した。その結果、

3M LiCI抽出画分及び濃縮された培養上清中からは溶菌バンドは得られなかったが、 4% SDS

抽出画分及び8M Urea抽出画分より分子量100 kDaと80 kDaに溶菌バンドを検出した。これ

らの結果より、 S. mutansの分子量100 kDaと80 kDaの蛋白は細胞表面に電荷的にイオン結

合しているのではなく、細胞壁あるいは細胞膜成分と比較的強固に結合している事が推定され

m

次に、口腔レンサ球菌5菌種について4% SDS抽出画分を用いて、溶菌バンドの同定を行っ

た結果、溶菌バンドパターンは菌種間で異なっていた。また、これらの溶菌バンドの感受性は

基質によってかなり異なっていた　S. mutatis及びS. sobrinus菌体に対して活性の強かった
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S. mutans及びS. sobrinusの溶菌酵素はその他の3菌種に対しては活性が非常に弱かったO

以上の結果より、 S. mutans、 S. sobrinusの細胞壁は同じmutansグループに属するS. mutans

及びS. sobrinusの産生する溶菌酵素に対して感受性があるが、他のグループ(mitis-sanguinis

グループ、 salivariusグループ)に属する菌種の細胞壁はS. mutans及びS. sobrinusの産生す

る溶菌酵素に対して非常に感受性が弱く、これらの酵素の菌種特異性が推測された。

今回、 S. sanguinisを用いた場合、いずれの条件においても明確なバンドは検出されなかっ

た。しかし、細菌の恒常性の維持において、細胞壁の代謝は不可欠であり【3-5] 、溶菌酵素は

存在していると考えられる。また、 Streptococcus属においてはいくつかの菌種において全ゲ

ノム塩基配列が明らかにされており[22-24】 、それぞれ数種類の溶菌酵素の存在が予測されて

いる　S. sanguinisのゲノム塩基配列決定は未だ完了していないが(http://www.sanguis.

mic.vcu.edu佃Iast.html)、すでに一つの溶菌酵素(glucosaminidase)をコードする遺伝子の存

在が確認されている。

今回、 S. sanguinisを用いたZymographyにおいて、いずれの条件でも溶菌バンドが検出さ

れなかった原因として、蛋白のSDS化の影響が考えられた。今回の検出法であるZymography

は酵素をSDS化し、変性させて電気泳動を行っている。その後、リン酸緩衝液中にて酵素活

性を再生させ、活性が再生した酵素のみ溶菌バンドとして検出が可能である　S. sanguinisの

溶菌酵素は、今回の検出方法では酵素活性が再生されず、検出できなかった可能性もあると考

えられる。また、同菌種および近縁のStreptococcus属に対しては溶菌活性を示さないなどの

基質特異性、菌種特異性を有する可能性も考えられる。

また、 S. salivariusについては分子量が異なった2種類の溶菌酵素パターンが得られたO　コ

ロニー形態及びS- salivariusのgtf遺伝子を基に作成したspecific primerを用いたPCR [25]に

よって同菌種に属することを検討している(データ示さず)O　しかし、 S. salivariusの溶菌酵素

については報告が無く、 2種類の溶菌酵素パターンが検出された理由は不明である。

口腔レンサ球菌5菌種の産生する溶菌酵素は、菌種によりバンドパターン及び酵素の基質に

対する感受性が異なった。得られた溶菌バンドについてさらなる解明を行うためには、個々の

溶菌バンドの同定ならびに性状解析が必要であると考えられた。
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小括

1. Zymographyを用いて、口腔レンサ球菌の溶菌酵素の検討を行った結果、各粗酵素は菌種間

で異なる溶菌バンドパターンを示した。また、溶菌バンドの感受性が基質に用いる菌種の

違いにより異なった。

2. S. mutatisの分子量100 kDaと80 kDa及びS. sobrinusの分子量78 kDaの蛋白がS. mutans

及びS. sobrinusに対して強い溶菌活性を示した。
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1　2　3　4　5

図2　S. mutans死菌体を用いたZymographyによる粗酵素画分の検討

抽出した各粗酵素画分の溶菌活性について、 S. mutans死菌体を封入した12%

ポリアクリルアミドゲルを用いたZymographyによって溶菌活性を示す蛋白バン

ド(溶菌バンド)の検討を行った。

レーン1.3M LiCけ由出画分　2.4%SDS抽出画分　3.8M Urea抽出画分

4・培養上溝　　　　5.菌体破砕画分
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第2章Streptococcus mutansの産生する溶菌酵素の同定

第1節　概要

第1章において、口腔レンサ球菌5菌種の4% SDS抽出画分を用いて、 Zymographyによる

溶菌バンドの検出を行った。その結果、各菌種において異なる溶菌バンドパターンを有する事

が明らかとなった　Streptococcus mutansの粗酵素画分より、 S. mutans及びS. sobrinus菌

体に対して強い溶菌活性をもつ推定分子量100 kDaと80 kDaの溶菌バンドを検出した。

本章ではS. mutansの産生する分子量100 kDaと80 kDaの溶菌バンドについて検討し、こ

れらの蛋白をコードする遺伝子の同定を行った。その結果、これらの蛋白は共にS. mutansの

染色体上に存在する一つのORF (ORF : SMU689)にコードされていることが判明した。検索

の結果、予想される蛋白は、推定分子量107 kDaの分泌型の蛋白で、明らかにされているゲノ

ム上ではORFの機能はいまだ判明しておらず、新規の溶菌酵素であることが明らかとなった。

ORFのC末端側は相同性検索の結果、既存の溶菌酵素(muraminidase) [26-29]と相同性を

示し、その予想される活性(muraminidase活性)及び自己の細胞壁を溶解する活性より、 ORE:

SMU689にコードされる蛋白をautomutanolysin (Ami)と名付けた。本章では、この溶菌酵素

の同定及び遺伝子組み換え蛋白、遺伝子不活化株を用いた検討について述べる。

第2節　材料及び方法

第1項　　使用菌株及び培養条件

実験に用いた菌株及びプラスミドを表2に示すS. mutans及びE. coliはBrain Heart Infusion

(BHI ; Becton and Dickinson)培地及びLuria-Bertani (LB)培地を用いて培養した。菌株は、

必要に応じてerythromycin (10 /vg/ml)及びampic‖in (100 pg/ml)を添加し、 37℃にて培養

を行った。
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第2項　　N末端アミノ酸配列の決定

第1章のS. mutansの死菌体を用いたZymographyにおいて検出された溶菌バンドについて、

その責任タンパク質のN末端のアミノ酸配列を決定した　S. mutans MT703R株を1 1iterの

BHl培地を用いて培養し、約2 gの菌体を得た。得られた菌体に第1章、第2節、第2項(3)

に準じ8MUrea溶液を4ml加え、 Urea抽出画分を得た。それを1 mg/m憎でcentriconYM-10

(Mi=pore, Bed ford, USA)を用いて遠心濃縮を行い、粗酵素画分とした。得られた粗酵素につ

いて7.5 %ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEを行い、ミニトランスプロット(Bio-

Rad Lab., Hercules, USA)を用いて0.02 % SDS含有30 mM Tris-borate buffer (pH 8.5)中で

Trans-Blot membrane (poly vinylidene difuoride membrane; Bio-Rad)に転写した。転写した

membraneにCoomassie染色を行い、ついで50 %メタノールを用いて脱色し、溶菌バンドに

相当する蛋白バンドを切り出し、ついで100 %メタノールを用いて完全に脱色し、精製水にて

洗浄した。得られた蛋白についてアミノ酸シークエンスを行った。

アミノ酸シークエンスにはModel 49X Procise Protein Sequencer (PE App一ied Biosystems)

を用い、 Edman分解法にて100 kDaと80 kDaの蛋白について、それぞれN末端の10アミノ

酸残基を決定した。

第3項　　アミノ酸配列を用いた相同性検索

得られたアミノ酸配列を用いて相同性検索を行った。検索にはWeb上に公開されているTIGR

Microbial Database `Streptococcus mutans UAB 159'(http://tigrblast.tigr.org/cmr-blast/)を使用

した。

第4項　　DNA操作

一般的なDNA操作はSambrookらの方法[31]に従った　E. co〟におけるelectroporation法

による形質転換は既法に従った[32, 33] E. coliからのplasmid DNAの精製にはplasmid
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mini-prep kit (Bio-Rad Laboratories)を、 agarose gelからのDNA回収にはGene clean H kit

(BIOIOl)を用いたO

(1)　PCR

PCRはHigh FidelitySystem (Roche, Mannheim, Germany)を用い、 PCR反応にはGene

Amp PCRsystem 9700 (PEApplied Biosystems, CA, USA)を用いた　PCR条件は、 94℃ 2

min、 (denature 94℃ 15 sec、 annealing 30 sec、 extension 72℃ 1 kbpあたり1 min )を

25cycle、 72℃ 7min、 4℃で行った。本章で使用したprimerは表2に示した　annealing温

度及び伸長反応時間は目的の遺伝子に応じて条件設定を行った。

(2)染色体DNAの精製

染色体DNAの精製はSambrookらの方法[31】に準じて行った10 mlのB川培地にて

S. mutansMT703R株を培養後、遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)した後で集菌し、 1 mlTE buffer

(10 mM Tris-HCI [pH8.0] , 1 mM EDTA)に懸濁したO懸濁液にmutanolysin (10 mg/ml)

を10 〃l加え、 37℃で1時間インキュベ-トした。その後さらにproteinase K (10 mg!ml)

を10/yl、10%SDSを12ul加え50℃で4時間インキュベ-トした。次に等量の50 mMTris-HCI

(pH 8.0) buffer飽和フェノールで3回水層を抽出し、さらにフェノールクロロホルムで同

様に3回水屑を抽出し、蛋白成分を除去した。そこに2倍量のエタノールを加えて遠心して

得られた沈殿物をTE bufferに溶解し、染色体DNAとして用いた。

第5項　　遺伝子組み換え蛋白発現株の作製

得られたORF : SMU689の遺伝子情報をもとに遺伝子組み換え蛋白発現株の作製を行った。

シグナル配列を除いたORF: SMU689の塩基配列のN末端部分にpQE30 vector(Qiagen, Hilden,

Germany)のHis-tag sequenceとフレームをあわせてprimerを設計した(表2参照)O作製し

たprimer Sm2とSm3を用い、染色体DNAを鋳型にしてPCR反応を行い、 SMU689遺伝子

の増幅を行った　PCR条件は、 94℃ 2min、 (denature94℃ 15sec、 annea】ing47℃ 30sec、

extension72℃ 4min )を25cycle、72℃ 7min、4℃で行った。これらのPCR増幅産物をpGEM

T-easy vectorに組み込んだ後、 BamHI及びSal¥ (共にRoche)にて切断後、目的の遺伝子断
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片をGene clean = kit (BIOIOl)を用いて回収した。回収した遺伝子断片を、前述と同様の

制限酵素で処理したpQE30 vectorとT4 ligase (TOYOBO Co., Ltd.,大阪,日本)を用いて

Ligation反応後、 E. coli XL-I株に形質転換し、 His-tag組み換え蛋白(full SMU689)発現株を

得た。

また、 Sm2とSm5のprimer (表2参照)を用いてPCRにてSMU689蛋白のC末端側213

アミノ酸をコードする遺伝子領域を遺伝子を増幅し(PCR条件: 94℃ 2 min、 [denature 94℃

15 sec、 annealing 47℃ 30 sec、 extension 72℃ "Imin ]を25 cycle、 72℃ 7 min、 4℃)、上

記と同様の手順によりpQE30 vectorに挿入し、 SMU689蛋白のC末端側213アミノ酸部分を

発現するHis-tag組み換え蛋白(213aa)発現株を作製した。

第6項　遺伝子組み換え蛋白(His-tag組み換え蛋白)の発現及び粗精製

前項にて作製した大腸菌株をLB培地500mlでOD* ,=0.5になるまで37℃で振塗培養し、

His-tag組み換えタンパクを発現させるためIPTG (Wako Pure Chemical Industries)を最終濃

度1 mMになるよう添加し、 4時間培養した。その後遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)し、得ら

れた菌体をPBSにて2回洗浄した。その後、 PBSIOmlを用いて懸濁し、超音波破砕器(TOMY

SEIKO,東京,日本)にて菌体を破砕(30 min, 0.5 sec puls,レベル4)した。破砕したサンプ

ルを遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)し、得られた沈軽を0.2%含有PBSIO mlを用いて懸濁し、

30分室温にて震塗した。振塗後、再度遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)し上清を取り除き、一連

の過程で沈漆を十分に洗浄した。同じ手順で、再度洗浄を行い、得られた沈漆をinclusion body

としたinclusion bodyをLysis buffer B (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCI, pH 8.0)

10　mlに懸濁し、もう一度超音波破砕器を用いて(30 min, 0.5 sec puls,レベル4)沈軽を溶

解した。遠心(8,000×g, 20 min, 4℃)後、上清にNi-NTAAgarose(QIAGEN)をbedvolume 1.Oml

となるように加え、 4℃にて1時間振塗して結合させた後、 Ni-NTA Agaroseを5倍量のwash

bufferC (8 M Urea,0.1 M NaH2PO4, 0.01 MTris-HCl, pH 6.3)を用いて3回洗浄した　His-tag

組み換え蛋白の溶出はElutionbufferE (8MUrea、 0.1 M NaH2PO4 、 0.01 MTris-HCl、 pH4.5)

1.0 ml x lOを加え行った。得られた溶出画分は1M Tris-HCI (pH8.0)を80 y¥加え、平衡化し
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第7項　　遺伝子組み換え蛋白の精製法

前項で作製したHis-Tag組み換え蛋白(full SMU689)の精製度を向上させるため、高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)を用いて精製を行った。カラムには疎水性クロマトグラフィー

に使用するpheny15PW(5pHR0050 ;Tosoh,東京,日本)を使用した。また精製に使用するbuffer

は、 Abu群erとして1M NaCI、 1M Urea、 0.1Mリン酸緩衝液(pH8.0)を用い、 B bufferとし

て1M Urea, 0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)を剛＼た。精製はまず前項にて作製したHis-tag組み

換え蛋白(full SMU689)をHPLCに用いるA bufferにて透析し、ついでA bufferにて平衡化を

行ったカラムに添加した　HPLCにおいてA bufferをB bufferに30分間のリニアグラジェント

を流速1 ml/minで行いカラムをB bufferに置換後、 B buffer lOO%にて溶出される抽出画分を

分画し、活性画分を得た。得られた活性画分を30%のエチレングリコールを含む0.1Mリン酸

緩衝液(pH6.8)にて透析を行い、精製標晶としてその後の実験に使用した。

C末端側の213アミノ酸部分のHis-tag組み換え蛋白(213aa)はDisk preparative gel

electrophoresis system (Nihon Eido,東京,日本)を用いて精製を行った。プラスチック中筒

(36×95 mm)中に12%アクリルアミドゲルを作製し、 His-tag組み換え蛋白(213aa)を加

え、 80V定電圧にて15時間泳動し、 200 〃lずつ分画した。分画されたサンプルについて12%

アクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEを行い、目的の蛋白が含まれる画分を回収した。

第8項　　抗体作製方法

抗体の作製には日本白色ウサギ(体重2 kg)を用いた。前項にて精製したHis-tag組み換え

蛋白(213aa)を用いて抗血清を作製した。初回は蛋白(50 〃g)に等量のFreund's complete

adjuvant (Difco Laboratories, Detoit, Misigan, USA)を加え、エマルジョン化させた後、皮下

に数か所注射した。 2回目(2週目)以降はFreund's incomplete adjuvant (Difco)を用い、同

様に皮下に注射した。 4回目(8週目)以降は蛋白(50〃g)をPBS500〃Iにて希釈し、静脈

注射を行った。最終的に最初の接種から14週目に抗血清を採取した。抗体価のチェックは後
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述するWestern Blotting法により行い、抗SMU689血清は10 ngまで認識が可能であった。

第9項　WesternBlotting法

アクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE後、ミニトランスプロット(Bio-Rad Laboratries,

Richmond, CA, USA)によりnitroceHulose membrane (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany)

に転写を行った。転写したmembraneに対し、 1次抗体として2,000倍希釈の抗SMU689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℃で1時間ずつ反応させたO抗血清に反応する

バンドはECL Western blotting regents (Amersham pharmacia biotech, Buckinghamshire,

England)を用いて発光させ、 FujiRX-∪川m (FujiFilm,東京,日本)に現像して検出した。

第1 0項　　遺伝子不活化株の作製

SMU689遺伝子の発現を欠失させた遺伝子不活化株の作製を、 Campbell型挿入変異により

行った(図10)c第2章、第2節、第4項(2)に準じ、 primerSm2とSm3を用い、染色体

DNAを鋳型にしてPCR反応を行い、 SMU689遺伝子の増幅を行った　PCR条件は、 94℃ 2 min、

(denature94℃ 15sec、 annealing47℃ 30sec、 extension72℃ 4min )を25cycle、 72℃ 7

min、4℃で行った。増幅されたPCR産物をpGEMT-easyvectorに組み込み、プラスミドpGY112

を得た。また、エリスロマイシン(EM)耐性領域を含むプラスミドPRN3208[34】より、 primer

tn2とtn3を用い同様の手順によりPCR反応を行い、 EM耐性領域の増幅を行った　PCR条件

は、 94℃ 2 min、 (denature 94℃ 15 sec、 annealing 47℃ 30 sec、 extension 72℃ 2min )を

25cycle、 72℃ 7min、 4℃で行った。増幅されたPCR産物をpGEM T-easyvectorに組み込み、

プラスミドpGY143を得た。得られたプラスミドより、 Kpn¥ (Roche)を用いてEM耐性遺伝

子を切り出し、 Gene clean H kit (BIOIOl)を用いて回収したO　回収した遺伝子断片を、前述

と同様の制限酵素で処理したpGY112のJGpnl切断部位に、 T4 ligase (TOYOBO)を用いた

Ligation反応により組み込み、 SMU689遺伝子不活化株作製用プラスミドpGY145を得た。

作製したプラスミドpGY145を用いてS. mutans 5株(MT703R, MT403R, SE-ll, LM-7,
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C67-1 :表2参照)についてSMU689遺伝子不活化株の作製を試みた　BHI培地を用いて一晩

培養したS. mutansの培養液を10% Horse Serum (Invitrogen, Grand Island, N.Y., USA)含有

Todd Hewitt Broth (THB, Becton and Dickinson) 2 mIに100 jul添加し、 OD66。nm=0.3-0.4にな

る様に培養した。その後培養液にDNA溶液(pGY145)を0.1mg添加した。添加後、 37℃に

て30分インキュベ-トし、次に10% Horse Serum (Invitrogen)含有THB 2 mlに100 fj¥添加

した。 37℃にて2時間培養し、 EM (10〃g/mI)含有BHl寒天培地に播種した。寒天培地を37℃

にて培養し、エリスロマイシンに耐性のコロニーを採取し、耐性株について、エリスロマイシ

ン耐性領域挿入による不活性化をPCRにて検討した　primerにはtn2及びtn3 (表2参照)を

用い、 PCR条件は94℃ 2 min、 (denature 94℃ 30sec、 annea‖ng 49℃ 30 sec、 extension72℃

2min )を25 eyele、 72℃ 7 min、 4℃で行った。得られたSMU689不活性化株(GY154)に

ついてはS. mutans死菌体を用いたZymography及び抗SMU689血清を用いたWestern Blotting

によって蛋白の発現の有無を確認した。

第3節　　結果

第1項　　溶菌酵素遺伝子の同定

S. mutans MT703R菌体より8M Urea溶液を用いて粗酵素画分を抽出し、 S. mutans死菌体

を用いたZymographyにおいて観察される100 kDaと80 kDaの溶菌バンドと一致する蛋白バ

ンドを切り出し、 proteinsequencerを用いてN末端アミノ酸配列を決定した(図4)0

推定分子量100 kDaと80 kDaの溶菌バンドについて、それぞれのN末端のアミノ酸配列を

10残基決定した結果、 100 kDaの溶菌バンドの配列は、 " DEQNSLSAS "であり、 80 kDaの

溶菌バンドの配列は、 " VQARSSLTQD "であった。得られたこれらの配列を用いて、 Web上に

公開されている相同性検索サーチであるTIGR Microbial Database " S. mutans UAB159 "を用

いて相同性検索を行ったところ、 100 kDaと80 kDaの溶菌バンドは共にS. mutans染色体

DNA上に存在する一つのORF: SMU689にコードされている事が判明した(図5)。また、デ

ータベース上では得られたORFの機能は判明していなかった。
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ORF:SMU689にコードされる蛋白は979アミノ酸残基からなり、推定分子量は107.2kDa、

等電点は5.45であった。 N末端アミノ酸シークエンスにて得られた配列の100 kDaの蛋白バ

ンドは25番目のAsp (D)から、 80 kDaの蛋白バンドは167番目のVal (V)から一致して

いた。また、 Web上に公開されているシグナルペプチド検索ソフトであるsignal-P (http:〟www

・cds.dtu.dk/services/signalP-3.0!)をもちいてシグナル配列を検索した結果、 1番目のMet (M,)

から24番目のAla (Am)までがシグナルペプチドと推測された。また、 100 KDaの蛋白バン

ドのN末端アミノ酸残基がAsp (D25)と一致することより、 MlからA2。までがシグナルペプ

チドであると考えられた(図5)。

相同性検索の結果、 ORF : SMU689についての機能はいまだ不明であったが、そのC末端側

についてBLAST、 FASTAを用いて相同性を検索したところ、グラム陽性菌のStreptococcus

gordonu [26] 、 Enterococcus faeca〟s [27] 、 Lactobasillus sakei[35] 、 Lactobacillusplanturm

[28] 、放線菌であるStreptomyces coelicolor [29]などの蛋白と相同性が得られた。相同性が

得られた蛋白は主には溶菌酵素のmuraminidaseであり、一部はいまだ機能不明の蛋白であっ

た(図6-c)。 ORF : SMU689のC末端側と22%の相同性が見られたStreptomycescoelicolor　の

溶菌酵素(muraminidase)は結晶構造解析まで行われており[29】 、活性中心と考えられるア

ミノ酸(アスパラギン酸　DQ及びD98)が決定されている　SMU689蛋白について相同性を検

討した結果、活性中心と考えられるアスパラギン酸D777及びDサ　がSMU689蛋白についても

保存されていた(図7)。また、 N末端半側においては、 13アミノ酸残基からなる5回の繰り

返し構造が保存されているOこれらの繰り返し構造はVal (V) 212-Tyr (Y) 225、 V3。3-Y316、 M。8-

・421、 VbwtYs. 、 V697-lle (I)　部分で、構成するアミノ酸が高く保存されていた(図6-b)c　こ

れらの繰り返し部分についても相同性検索を行ったが、既存のモチーフ等との相同性は認めら

れなかった。しかし、このような繰り返し構造は他の溶菌酵素についても多く見られ、またそ

れらは菌体との結合に働いているとの報告があるため【36-39】 、 SMU689蛋白においても繰り

返し構造部分が酵素と菌体との結合に働いていると想定された。

また、 ORF : SMU689の周辺領域のORFについて相同性検索(BLAST)を用い解析した結

果、 ORF : SMU689周辺には細胞壁の合成に関わるmurM、 murN operonや、代謝に関わる

phosphoenolpyruvateやphosphoglycerate mutase (共に糖のリン酸化酵素)、などの菌にとっ
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て生存に必要な遺伝子が多い領域に存在する事が判明した(図8、表3)0

第2項　　遺伝子組み換え蛋白の精製及び活性の検討

得られた遺伝子情報を基に遺伝子組み換え蛋白を作製し精製を行い、 full SMU689組み換え

蛋白の酵素活性について検討した　S. mutansの染色体DNAを用いて目的の遺伝子を増幅し、

大腸菌の蛋白発現ベクターであるpQE30に組み込み、大腸菌(E coli XL-Il)にて発現を行っ

た。得られた蛋白は、 PQE system及びphenylを用いた疎水クロマトグラフィーにより精製を

行った。その結果、目的の蛋白がほぼ単一バンドとして精製され(図9)、 =terの培養液より、

約1 mgの精製蛋白が得られた。また、得られた精製標晶についてS. mutans死菌体を封入し

たZymographyを用いて溶菌活性を検討したところ、溶菌バンドとして検出され(図9)、 full

SMU689組み換え蛋白の溶菌酵素活性が確認された。

第3項　　遺伝子不活化株における目的蛋白発現消失の確認

ORF : SMU689遺伝子の発現を欠失させた遺伝子不活化株の作製を、 CampbelI型挿入変異

により行った(図10)。 ORF : SMU689遺伝子にエリスロマイシン耐性顔域を組み込んだプラ

スミドを作製し、 S. mutans 5株(MT703R, MT403R, SE-ll, LM-7, C67-1)に対して、形質

転換を試みた。実験に使用したS. mutans5株における100 kDaと80 kDaの溶菌バンドの発

現をZymographyにおいて、また遺伝子の存在をPCRにおいて確認している(データ示さず)0

形質転換の結果、使用した5菌株のうち、 C67-1株について遺伝子不活化株(GY154株)が得

られ、 PCRにて挿入変異を確認した(データ示さず)O

次にS. mutans C67-1株及び遺伝子不活化株(GY154株)より4% SDSを用いて粗酵素画

分を抽出し、 S. mutans死菌体を用いたZymography及び抗SMU689血清を用いたWestern

Blottingによって目的蛋白の発現消失を検討した。その結果、遺伝子不活化株(GY154株)に

おいて、 100 kDaと80 kDaの溶菌バンド及び抗SMU689血清に反応するバンドは認められな

かった(図11)=　またORF: SMU689遺伝子の不活化により、 S. mutansの産生する100 kDa
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と80kDaの溶菌バンドが共に消失した。従って、これらの溶菌バンドが共にORF. SMU689遺

伝子にコードされている事が実験的に確かめられた。

第4節　　考察ならびに小括

本章において、 S. mutansの産生する分子量100 kDaと80 kDaの溶菌酵素について同定を

行い、遺伝子組み換え蛋白及び遺伝子不活化株を用いて検討を行った。その結果、これらの溶

菌バンドがORF-. SMU689遺伝子にコードされている事が確かめられたOまた、 ORF. SMU689

遺伝子組み換え蛋白(full SMU689)が、自己の細胞壁を溶解する活性をもち、また相同性検索

の結果(図6、図7)から、その活性様式はmuraminidase活性が予想されることより、この新

規の溶菌酵素をAutomutanolysin (Ami)と名付けた。

AmlのC末端側ドメインは相同性検索の結果、グラム陽性菌のStreptococcusgordonii[26] 、

Lactobacillus sakei[35] 、 Lactobacillusplanturm [28] 、放線菌であるStreptomyces coelicolor

[40】などのmuraminidase活性を有する蛋白と相同性が得られた。また、結晶構造解析まで行

われているStreptomyces coelicolorのmutanolysin [29]とは22%の相同性を有していたAstrid

Rauらは結晶構造解析により判明したmutanolysmの活性様式について、酸性アミノ酸が電気

的にマイナスにチャージされた溝をつくり、ペプチドグリカンはその溝を通過することによっ

て切断されるというモデルを呈示しており、その活性中心が2つのアスパラギン酸(D)であ

ると述べている[29]　今回Amlにおいても活性中心と考えられるアスパラギン酸(D)が保

存されており、 Amlがペプチドグリカンに対して同様の切断様式をとる可能性が高いと考えら

れた。

多くの溶菌酵素において、細胞壁との結合ドメインとして繰り返し配列が存在する。 S.

pneumomaeのLytA蛋白はC末端に、 LytB蛋白においてはN末端に繰り返し構造が保存され、

これらは細胞壁の構成成分であるタイコ酸の成分のコリンとの結合に働いているとの報告があ

る[37, 41】 。また、 Bacillus subtilisのCw旧amidaseとCwIG glucosaminidaseのN末端に存

在する繰り返し配列は細胞壁との結合に関わるとの報告[38]があり、 S. aureusのATLについ

ては中央付近に3回の繰り返し構造を有し、それが細胞壁との結合に関わっている[39] 。 S.
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mutansのAmlのN末端半側に見られる5回の繰り返し構造は、これらのモチーフと相同性を

示さなかったが、このような繰り返し構造は細胞壁と結合する蛋白にしばしば認められる。従

ってAmlのN末端半側を菌体との結合ドメインと想定した　AmiのN末端半側ドメインの菌

体との結合性については次章において一部検討を行い確認をした。

なぜAmlが100 kDaと80 kDaの2本のバンドとして認められるかは現在のところ不明であ

る。切断されるN末端部分のAsp (D25) -Ser (S166)部分について検索を行ったが、既存のド

メイン、モチーフ等との相同性が認められなかった。しかし、 S. simulansのペプチドグリカ

ン分解酵素(glucosaminidaseとendopeptidase)において、産生後にプロテアーゼにより分解

されて活性型となるとの報告[42】があり、S. aureusのATLは産生後にプロセッシングを受け、

分解され成熟型になるとの報告【43)がある　Amiにおいても分解されプロセスされることで

何らかの機能を付加する可能性があり、 wild typeにおいて観察される100 kDaと80 kDaの蛋

白について、次章において相当する遺伝子組み換え蛋白を作製し、一部検討を行ったo

小括

1. S.mutansより検出された分子量100kDaと80kDaの2本の溶菌バンドについて同定を

行った結果、これらは共に一つのORF. SMU689に由来した0

2. ORF-. SMU689の相同性検索の結果、細菌、放線菌等の溶菌酵素と相同性が見られた。

3 I 0肝: SMU689の遺伝子組み換え蛋白はS. mutansの死菌体を用いたZymographyに

おいて溶菌活性が認められた。

4. S.mutans　のORF.SMU689　遺伝子不活化株を作製した結果、 100kDaと80kDaの

溶菌活性を示すバンドが消失した。

5.以上の結果から得られたORF : SMU689　がS. mutansの100 kDaと80 kDaの溶菌酵素

をコードする目的の遺伝子である事が証明され、このORFをautomutanolysin (Ami)と

名付けた。
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表2-1使用した菌株

S. mutans

703R

403R

SE-1 1

LM-7

C67-1

GY1 54

E. co.〟

XLII-B一ue

GY1 22

GY1 42

GY1 45

Relevant characteristics

clinical strain

clinical strain

clinical strain

clinical strain

clinical strain

GY145 integrate to C67-1 ( EMr :: orfSMU689 )

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdRU supE44 relAl lac

[Fl proAB lac PZ△M15 TnlO (Tef) Amy Cam]

pGY122 / XLlトB】ue

pGY142 / XLII-Blue

pGY145 / XLII-Blue

表2-2　使用したプラスミド

Plasmids Vector Cloning site

PGEM-T Easy

pQE30

pRN3208

pGY1 12　　pGEM

pGYl 13　　pGEM

pGY1 22　　pQE30

pGY1 42　　pQE30

pGY1 43　　pGEM

pGY1 45　　pGY1 1 5

Bam H I/Sa/l

Bam H I/Sa/l

BamH /Sa/lI

BamH VHind¥ ¥ ¥

Kpn MKpn I

Kpn ¥/Kpn I

Relevant properties

Source or

reference

c一inical isolate

clinical Isolate

BratthalI　67

BratthalI　67

Bratthall [67]

This study

Bullocketal. [30]

This study

This study

This study

E. Co,〟 cloning Vector for PCR products

E co′メ expression vector

containing erythromycin resistance gene of Tn557

PGEM containing PCR fragment [Sm2 + Sm3]of ami

PGEM containing PCR fragment [Sm5+ Sm3 ] of C-term ami

PQE-30 containing PCR fragment [Sm2 + Sm3 ]of ami

PQE-30 containing PCR fragment [Sm5+ Sm3 ] of C-term ami

PGEM containing PCR fragment 【tn2 + tn3 ] of pRN3208

pGY1 15 containing Kpn I fragment of pGY143

表2-3　使用したプライマー

Gene number name Sequence (5'to 3')

ami GY1 5　　　　　　Sm2

GY1 9　　　　　　Sm3

GY20　　　　　　Sm5

Tn551　　GY22　　　　　　　tn2

GY26　　　　　　　tn3

AGT TCC TGC CAT ACT ACT GT

TAG GAT CCG ATG AGC AAA ATC AAT CCT

ACG GAT CCG CGG TTG GTT TAG

TGG TAC CATTCA AAT TTA TCC T

GGG TAC CGAGCG CCTACG AGG A

24

Refe ren ce

or source

Promega

QIAGEN

A.Tomasz [34]

This study

This study

This study

This study

This study

This study

size of amplified products

Sm2+Sm3 2.9kbp

Sm2十Sm5 0.9kbp

tn2+tn3 1.5kbp



100 kDa

80 kDa

図4　S. mutansのSDS画分を用いたZymographyおよびCoomassie染色

S. mutans菌体より8M Urea抽出画分を調製し、 S. mutans死菌体を用いた

Zymography (a)およびSDS-PAGE後Coomassie染色(b) (共に7.5%アクリル

アミドゲル)を行った。そして、 Zymographyにて溶菌活性が認められたバンドと

一致する蛋白バンドをCoomassie染色を行ったメンブレンより切り出した。
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AArITATTGGAATATATAGC AC AATGC TTAATCITGAG.AC GTC C TGATAjhAC ATGATATAA

-35　　　　　　　　　　　　　　　　-10

TGAAC AAATAATATnTAAGGAAATTA'阻止AAAGAATG.AA姐:にAAAAcrrATTPGArrG

3D H K S K T Y L H

ATTC C ATT姐:且1TGAC C C TAm且TGGC TGC TAATAAAAT.A.TC TC]C A.GATGAGC AAAAT

I P L A L T L F H A A N K I S A D E Q N

C AA¶XTTAAGTGCgn: AGAAGTrATTTC TTC TGATGC G.血:且¶: AGTATC TGAATTAC C A

S L S A　5　E V I　5 5　D A T　5　V　5　E L P

GCGACAAC姐:AC戯ユATAAGu:且辞ユ且如mAGAAATAATGGACAAG血:AGTACTATTCAA

ATTAQISC!EVRNNGQDSTIQ

TTGCAGCAA如:ACAGGAACAGTCTG.ガロ3CGATAACAAGT血:甘ITTGAG.ACA且CTGTTPCC

LC!負T〔さEC!SDPITSTSETTYS

TCTATGAA芯CGGTC血:aaatggctc血CCTGCCAAA珠:AAATGAGACmAACA.GTTCCG

SHEAVT打GSPAKANETETYP

TCTCAGGCAAGTA.enコCTAGTTCTGTGCAG血CTCCTGATCAGATTTCGA.CTGTTCCCTCT

S亡きASTASSVC!TPDQI5TVPS

GTAA舶;AGAAACCACTTCTACCGCAG.ArrCAATT.且に血邑7℃A血CATCA.TCTGCTCCTTPG

VKAETTSTAD白LC!5T55APL

G∬ロ=AACAAACTG且DO;T且AA.CGTCTTTCCAm止AATGACTCC姐:血如コ:且良:gtacAA

と薫、QTDAKELSNKMTPASSユ_良

GCTCGTTCTTC¶3TT.AC血:AAGACA如コCAAGTACAGGCACAGGAAGTC血:AAGTGCTGTA

AE55LTC!DEQV良A白EVT5AV

GTGG,且AGAhu止GGGATTAAGCTACAGTATA由:那:AGATC珠"TCGAAATACTAAGATT

VEEKGIKL亡!TⅣG亡!I且KNTEI

葦苛置軍憲冒昔昔毒昔蝣.TGATCTTCAATGGTATACGGCAAAT
s/jy/K/AZ/A/Mtan

AATA.TGGGAGCGGCCT.∬p:に¶コAATTCAAGh打n:且耶:GTGAGTATGGGACCTATTATGTT

NHGAATAEFKNH】ヨEYGTYYV

CATACTTATGCTAATCAAAAⅧ且AGATGATAGGAerr.且如:GCAACAA.CTCTT.ACAATT

HTTAlJ白NGKMIGL打ATTLTI

GCTCAAcc¶;aggtgcAAACTAATATTCAAAG.AAAA¶:A辞:AA.CGAATTITGAGTTAACC

AQPQVQTNIQRKSATNFELT

GTTPCTAATGTTCCT.AATACTAIT姐:agc且uCATGGT.血=CTG¶CTGGTCAGATCAAAAC

V S　打　V P　打　T I S G I M V F

N A R K A D D G S T K V

TTGATTG.AT如: TA姐貞止Tp; AC AAGAATGATrTGGGAC ATTATGAAG〔: TT ATATTTAC GGC

L I D T K N H K N D L G H T E A H I T G

TAC AGC血: agtaacc c agtc tc AAATTGGC TrAGC TGTTAGTTC TGGTITTG.AC C GC AAT

Y　5　T V T　白　S C! I G L A V S S G F D R N

G且丁思: tagac c c Am A如コGAT∬FC TGrTGC TGATTATGAC C AAAATAAAAC GAC C TTT

D T K P N A R I S V A N Y D Q N K T T F

GATGTreTTG'ITG.A.GGGTTC ATC TGATAC A丸山ユAC TCTATC TGC TGITAATATTGC TGIT

D Y V Y E G S S D T K T V S A y n i a匡∃
TGGTC TGAAGATAAAGGTC A血ニATGA.C C TT.AA.GTGGTATTC AC C AAAAATTGTC A血C AAT

5　P K I V D　王l

且戯5GC A如; TGTGACGA'TrAATATC GC TAATC Ar[TC AAAT.且C TFC AGATAAATATAATGTC

E A t y t i il I A　打　H　5　打　T S D K T N V

C ∬rcrrrAT.AC AGA.C TAC血C TGATGGGAC AC ATTC TGGTAC T.且'I 'l 'I T血ニGOロ; tta'¶: AG

H V T T D T T D G T　王王　5　G T I L G A T Cさ

ArrC AATAAAC C辞Z TTGkG,AAAAATAC TGTTTC AGC TGATTTA如: TAGTGm: ATTGC T

I N K P L E K N T V S A D L T　5　D G I A
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L K L D　5　m T Y T D Y T E V　涙　F A

S A N S D G T A T

GC血コC TTAC AGTAAC C AC AGTGGTTATGGGC TTTATC AT.ATC C ATAC TTATATTATTAAA

A A Y S N H S G Y G L Y H I H T Y I I K

G且mGGAA訂n蒜汀で瑞拍: ttaatggc AGAA亡GATAAC TATTAA1℃且珠: C TAGTGC C AAG

D G K n Y G L　打　G　王C T I T I N　白　P S A 冗

GTTGATATTGC TAAAG.姐TC C G.ATGC TC TITATAAAGTGAC TGTTTC T.且血C C TGC C AD= T

V D I A K E S D A L Y K V T V S　打　L P A

TA仁 ATTAGITC AGT血コ" TATTC C TGTC ¶芯血C AGAT.AAAA且C A且¶:且如ユATGATATTC AA

Y I S　5　V V　工　P

TGGATTC TC GC GAC AAAAC AAGGTGATGGAAC C T如:辞: agc珠: AAATTC AGTTAOC TGAT

匝冠ヨp A T E Q G D G T T A A Q I Q L A D
C ATAATGC芯GAAAC A弧X ATT.AT且ATGTTC A¶5TC TATGGAC AAAIGTAAATTTGAC AAT

H N G E T G H Y N V H Y T G C! S K F D N

A姐如^ GGTPGGC TrAGC山コ= AA.C TGATCGC TTTAATGrTGC AGAGAC AAGGAArnコZ TGTT

E A V a L A A T D G F N V A E T R　打　A V

A¶Z GC TGC TPC且AATTATAATGC C AGm; AGGAAC GATAGATA.TGATTGTTAj虹AC A如コAA

I A A S　打　T　Ⅳ　A S A G T I D M I V K 良 冗

GC GGGTGGTAAAGC G且u: AA如5AAGTPC GG.ATAGC T(コ: ttcgtc ag.AAGC TG且下::AATC T

A G G K A I 冗 E V R I A A W S E A D Q S

AAC C TrC ATrGGTATGrrTC ∬I℃ 丘AC TATTATTGAluGGTAAGGTAAC AG¶:血X ATTAAT

L H W Y V S S T I I D G K V T V T I N

GAA丸邑AAATC A¶: aatat,ATTAAAGGAAATTATAAC ATTC ATG¶Z TATGTTGATTAT.如: T

E E　打　H C! Y I E G N Y　打　I H V T V D Y T

GATGGC血C TAGT.AOC GGAAC C AATATTGGAAAC TATAGC TTGAATGC TGATAAA.C C TGC T

D G T S S G T IJ I G II T S L Il A D E P A

GTTGC TC TGC C ∬ITrITAC TTTATTCATATTAGTA珠: C AC AATGGAATC ATITC TG'rrcCC

V A L P S Y F I D I S S H　打　G I I　5　V A

GAATTC AATA珠Z TTGkihAC AAにAAGGTATTC AAGGA.GTGGTTGTr.AAGTTAAC AGAAGGT

E F　打　5　L K　白　日　G I　白　G V V T K L T E G

AC AAGC TAG A¶: AAu= C TTATGC A且.GTTC TC AAATTGC C Am C AG姐C TGC C GGTATT

T　5　T I BI P Y A　5　S　白　I A　Ⅳ　A R A A ら I

AAGGTTTC TGC TT.AC C且C TA.TGC TC AC TA.TAC TTC TGC GGC TC弐鞘; AC AAGAAGA如=C C

E V S A Y H T A H T T S A A ら A Q E E A

C GTrATrrrGC T,肌;且0; C AGATにC TTTGGTTPGGA珠:にATC AAC TGTC ATGGTC AAT

R T F A　Ⅳ　A A R S F G L E A S T V M Y N

GATATGGAAGAGTC C ¶: tatggtgaac aatattaataataatg'itc aA.GCTTCGC AAGAT

D M E E S S M V N N I N　打　FT V 良 A W Q D

GAGAⅦ亡甘TC AAGGTTATAGC AACくZ TGATTC ATTATAC T且TGGC TAGTTGGTTGGAT

E H 戻 R　白　G T　5　N L I H T T II A S W L D

ATAC辞: ggtgggc aagtagac AC rnコ: AAGGTTTGGC Au= AAT且む1 1 ・ 1 ・ rl iGGGITX u: AT

I 戻 G G Q V D T A　王∃　F G I N　打　F W V A H

TATGC C AAAGGGTATAC TTATATGAC ¶: AAGAAGAA珠" TAAATC C C TT且ATTATTATGC T

T A K G T T T H T C! E E A K　5　L N Y Y A

AAm: AGC A珠Z TTGGC AGTATAC T.AGTGTATC GTC T.AAATTCTC TC A.TGC TTTCGATG.AA

Ⅳ　A A A W Q Y T S V S S K L S H A L D E

AA.TATTGATTATAC TGGTC G.ATTTAC TC AAC A.GTAAAGAAAC GAGGC GTTTGATTTATGA

N I D T T G E F T 〔さ　白

図5　S. mutanstf)ORF : SMU689遺伝子の塩基配列

-35,-10推定プロモーター領域; sD.推定リボソーム結合サイト、太い下線部:アミノ酸シー

クエンスにて得られた配列と一致した部位。団: 5回の繰り返し構造を表す。
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図7　ORF: SMU689C末端側ドメインとの相同性検索

ORF: SMU689 C末端側と他菌種の溶菌酵素との相同性を検討した結果、相同性が得られた。ま

た、これらの蛋白で活性中心と考えられるアスパラギン酸(D)がSMU689蛋白においても保
存されていた。
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表3　周辺oRF検索結果

orf start stop length aminoacid

1367　1 365　　　454

1367　　2490　1134　　　377

2492　　3673　1 182　　　393

4341　　5138　　798　　　265

5572　　7305　1734　　　577

7643　　8962　1 320　　　439

10025　10867　　843　　　220

8　　10877　11743　　867　　　288

13022　15580　2559　　　852

10　15596　19009　3414　　1137

11　19013　19702　　690　　　229

12　　21518　24457　　2940　　　979

13　　25158　26378　1221　　166

14　　27587　28327　　741　　　246

15　　36310　38937　　2628　　　875

16　　39232　40509　1278　　　425

17　　40728　41924　1197　　　398

18　　42220　42978　　759　　　252

19　　45637　44423　1215　　　404

20　44420　43188　1233　　　410

21　34925　34077　　849　　　282

22　　33920　33306　　615　　　204

23　　33216　32233　　984　　　327

24　　32189　31347　　843　　　280

25　　30496　29870　　627　　　208

Homology

aconitase, Aconitase family

citrate synthase

isocitrate/ sopropylmalate dehydrogenase

Imo2669

phosphoenolpyruvate; sugar phosphotransferase system enzyme

Nadp Dependent Aldehyde Dehydrogenase Form

Aldo′keto ′reductase family K+ ion channel beta chain regulatory domains

Aldo/keto reductase famiりK+ ion channel beta chain regulatory domains

hypothetical protein

hypothetical protein

Topol homolog

putative 1 -4- p -acetylmuraminidase

aminopeptidase (zinc metallopeptidases)

Cytidylate kinase

PEPcase. Phosphoenolpyruvate carboxylase

putative cell division protein

translation elongation factor (Elongation factor )

Tnosephosphate isomerase

MurM(The femAB operon)

MurN protein (The femAB operon methicylin resistance factor)

putative endoけsin

hypothetical protein

autolysin ; amidase

hypothetica一 protein

Phosphogけcerate mutase

strain

Bacillus a./7伽ai

∠ istena innoua

Streptococcus salivanus

A istena monocytogenes

Streptococcus boめ

Streptococcus pyogenes

肋おpestis

Yersmia pes拍

Esche./走力由coli

A/ロおeoglobus fulgidus

Bacillus subtms

Streptococcus gordonn

Streptococcusp,〝eumomae TIGR4

Streptococcuspyogenes MGAS3 1 5

Streptococcus agalacぬe

Streptococcus pyogenes

Streptococcus p.〝eumomae

∠ actococcus lac鎗

Streptococcus a〝eumoniae

Streptococcus pneumomae

Streptococcuspyogenes MGAS82 3 2

Streptococcus agalactiae

A istena innocua

Streptococcus pyogenes

Streptococcus p,〝eumomae
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1　　2 1　　2

1■表l表輸・

看細葛■ト

図1 1野生株およびSMU689遺伝子不活化株を用いたSMU689蛋白の発現の検討

野生株およびSMU689遺伝子不活化株の4%SDS抽出画分を用いて、 SMU689

遺伝子の不活化を、 S. mutans死菌体を封入した12%アクIJルアミドゲルを用

いたZymogrphy (a)および抗SMU689血清を用いたWestern Blotting (b)によ

り、 SMU689蛋白が発現していないことを確認した。

レ-ン1. S.mutansC67-1 (野生株)

レーン2. S. mutans GY154 (SMU689遺伝子不活化株)
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第3章　S. mutatisの産生する新規溶菌酵素automutanolysinの機能解析

第1節　　概要

第1章においてS. mutansの死菌体を用いたZymographyより、 S. mutansの産生する溶菌

酵素を見出した。そして、第2章において、 S. mutansの産生する溶菌酵素をコードするorfを

同定し、 Web上での相同性検索より、新規の溶菌酵素である事を見出し、 automutanolysin (Ami)

と名付けた　Amiは979アミノ酸残基よりなる推定分子量107.2 kDaの分泌型の蛋白で、その

一部が既存の溶菌酵素(muraminidase)と相同性を示したO

本章では、 S. mutansの産生する新規溶菌酵素automutanolysin (Ami)について、機能解析

を行ったO第2章、第2節、第9項により作製したamlの遺伝子不活化株及び第2章、第2節、

第5項及び第6項により作製した遺伝子組み換え蛋白を用い、 Amlの機能解析を行った結果、

AmlはS. mutansの連鎖数に影響を与える事が示唆された　Amiのペプチドグリカン切断部位

の検討を行った結果、 muraminidase活性を持つことが明らかとなった。口腔レンサ球菌5菌

種を用いて酵素活性を検討した結果、 S. mutans及びS. sobrinusを選択的に溶解する菌種特異

性が示された。各種の遺伝子組み換え蛋白を作製し、 AmIの各領域がどのような役割を果たし

ているか検討を行った。その結果、 Amlは2つのドメイン構造を有しており、 N末端半側は菌

体との結合に働いている結合ドメインであり、 C末端側は溶菌活性を担う活性ドメインと考え

られた。しかし、活性ドメインと考えられるC末端側ドメインのみではペプチドグリカン分解

活性が弱く、十分なペプチドグリカン分解活性を示すには結合ドメインと活性ドメインの両構

造が必要である事が示唆された。

第2節　　材料及び方法

第1項　　使用菌株及び培養方法、使用蛋白
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実験に用いた菌株及びプラスミドを表4に示した　S. mutansを含む口腔レンサ球菌5菌種

はBrain Heart Infusion (BHI ; Becton and Dickinson)培地を用い、 E. coliは, Luria-Bertani (LB)

培地を用いて培養した.菌株は、必要に応じてerythromycin (10 /vg/ml)及びAmpicillin (100

pg/ml)を添加し、 37℃にて培養を行ったoまた、 Aml遺伝子組み換え蛋白は第2章、第2節、

第5項及び第6項に準じて精製し、実験に使用した。

第2項　　光学顕微鏡及び電子顕微鏡を用いたam/遺伝子不活化株の観察

菌を10 mlのBHI (Becton and Dickinson)培地を用いて静置培養後、遠心(3,000×g, 20 min,

4℃)を行った。得られた菌体を0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて3回洗浄し、 1 mlの0.1M

リン酸緩衝液(pH6.8)にて懸濁し、顕微鏡にて観察した。

(a)光学顕微鏡を用いた観察

スライドガラス上にて塗抹標本を作製し、 Lofflerのmethylene blue液にて単染色後、光学顕

微鏡vanox-S (OLYMPUS.,東京,日本)を用いて1,000倍にて観察、撮影した。

(b)走査型電子顕微鏡を用いた観察

菌体をカバーグラス上で乾燥させ、 2.5 %グルタールアルデヒドにて固定後、 1% Os04に

て再度固定したoェタノール、トプチルアルコール、カーボンを蒸着させ、 S-4500FEscanning

electronmicroscope (Hitachi,東京,日本)にて観察、撮影した。

(c) Aml遺伝子組み換え蛋白の添加による影響

洗浄まで行ったWild type及びam/遺伝子不活化株の菌体を1 mIの0.1Mリン酸緩衝液

(pH6.8)に懸濁し、 Aml遺伝子組み換え蛋白を終濃度が10 〝g州になるように添加して30

分処理後、光学顕微鏡を用いた観察と同様にスライドガラス上にて塗沫標本を作製し、 Loffler

のmethylene blue液にて単染色し、 3視野において菌の連鎖数を10菌ずつ光学顕微鏡を用い

て計測し、菌の平均連鎖数を求めた。

36



第3項　　菌の濁度の変化を用いた酵素活性の測定

酵素活性の検討はSugaiらの方法[43, 44]に準じ、酵素添加後の菌の濁度の変化を測定して

行った。基質には生菌、死菌、ペプチドグリカンを用い、0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)中にODR

が0・3になるように懸濁し、酵素(Ami遺伝子組み換え蛋白)を最終濃度が10 jug/mlになるよ

うに添加し、経時的に濁度の減少をODR　にて計測した。そして最初のODに対する割合を

求めることにより、酵素による基質の分解活性の指標とした。

本章において、溶菌酵素活性を検討する場合、 S. mutansにおいてはC67-1株(表4参照)

を用い、その他に口腔レンサ球菌4菌種(S. sobrinus OMZ176a, S. sanguinis ATCC10556, S.

mitis ATCC9811, S. sali帽rius ATCC9222 :表4参照)を用いた。

基質は実験に応じ処理を行った。生菌は菌を10 mlのBHl (Becton and Dickinson)培地を

用いて振塗培養後、遠心(8,000×g, 10 min, 4℃)を行い、得られた菌体を0.1Mリン酸緩衝液

(pH6.8)にて3回洗浄し、実験に使用したO加熱処理死菌体は第1章、第2節、第3項に準

じ作製した。ペプチドグリカンの作製法は次項において述べる。

第4項　　ペプチドグリカン作製法

S. mutansを含むStreptococcus5菌種(S. mutans C67-1, S. sobrinus OMZ176a, S.

sanguims ATCC10556, S. mitis ATCC9811, S. salivarius ATCC9222 :表4参照)のペプチド

グリカン作製はFuquaらの方法【45】に従った。被検菌株をB川(Becton and Dickinson)培

地1literを用いて対数増殖期後期(OD66。mn=0.8)になるまで培養し、遠心(8,000×g, 15 min, 4℃)

し、集菌した。得られた菌体を、 0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて洗浄し、 1M NaCI 10 mlに

て懸濁し、ガラスビーズ(B.Braun Biothech. Int., Melsungen, Germany) 10 gを加え、 cell

homogenizer (B.Braun Biothech. lnt.)を用いて菌体を破砕した。ビーズとともに破砕した菌体

破砕画分を遠心(3,000×g, 15 min, 4℃)し、破砕した懸濁液のみ回収した。この懸濁液を遠
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心(9,000×g,20min,4℃)し、得られた沈殿を0.5%SDSに懸濁後加熱(30min,60℃)した。

遠心(9,000×g,15min,4℃)後、沈漆を精製水にて6回洗浄し、可及的にSDSを取り除いた。

洗浄した沈壇を、 1MTris-HCI (pH7.0) 10mlに懸濁し、トリプシンを終濃度200pg/mlでCaClp

を終濃度10mMになるように添加し、 37℃、 12時間インキュベ-トした。遠心(9,000×g,20

min,4℃)後、 1MTris-HCI (pH7.0)、 1MNaCI含有1MTris-HCI (pH7.0)、 1MTris-HCI (pH7.0)、

にて順次洗浄し、最終的に精製水にて3回洗浄した。得られた沈壇を蒸留水2mIに懸濁し、 500

FIFずつ分注し、その後遠心(9,000×g, 15 min, 4℃)して上清を取り除き、ペプチドグリカン

を少量に分けた。その後沈漆に40 %フッ化水素酸1 mlを加え、 4℃にて12時間作用させタイ

コ酸を除去した。その後精製水にて5回洗浄し、得られたペプチドグリカンを凍結乾燥し、精

製ペプチドグリカンとした。

第5項　　AmIの酵素活性に影響を与える因子の検討

AmIの酵素活性について、第3章、第2節、第3項の方法を用いてpH及びケミカルファク

ターが活性に及ぼす影響を検討した。 pHの検討には緩衝液に0.1Mクエン酸緩衝液(pH3-7)、

0.1Mリン酸緩衝液(pH5-9)、 0.1Mトリス緩衝液(pH7-ll)を使用した。各々のpHに調製

後、緩衝液中にペプチドグリカンを懸濁し、酵素(Ami遺伝子組み換え蛋白)を終濃度が10/L/g/ml

になるように添加し、添加後4時間経過時の濁度の減少率により比較した。最も酵素活性が強

かった0.1Mリン酸緩衝液pH6.0における濁度の減少率を100%とする事により、各pHにお

ける活性を比較した。

ケミカルファクターが酵素活性に与える影響は、 pHの影響の検討と同様の方法を用いた。

ケミカルファクターを添加した緩衝液中にペプチドグリカンを懸濁し、酵素(Aml遺伝子組み

換え蛋白)終濃度が10 〃g!mlになるように添加し、添加後4時間経過時の濁度の減少率により

比較した。緩衝液には0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)を使用し、以下に示す因子を添加した。

添加した因子の最終濃度はO.IM NaCI、O.imM ZnC12、0.imM MnCI,、0.1mM MgCI2、0.1mM BaCL、

0.1mM, 0.01mM, 0.001mM CaCI2、 0.1mM NiS0.、 0.01mM CuSC及びキレート剤である1mM
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EDTA、 1mM EGTAである。また、非添加時の0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)における濁度の

減少率を100%として、それに対するケミカルファクター添加時の増減率を比較した。

検討の結果、酵素活性が最も強く示された0.1Mリン酸緩衝液中にO.imMCaClp、 O.IM NaCI

を加えたbuffer (pH6.8)をTurbidity bufferと名付け、その後の実験に使用した。

第6項　　Amlによるペプチドグリカン切断部位の検討

精製したAml遺伝子組み換え蛋白を用いて、ペプチドグリカンの切断部位の決定を行った。

S. mutansより精製したペプチドグリカン6.5mgをTurbiditybuffer(pH6.8) (第3章、第2節、

第5項参照) 1.5 ml }こ懸濁し、酵素(Aml i宣伝子組み換え蛋白)を最終濃度が25 〃g/mlになる

ように加え、 37℃で12時間インキュベ-トした。経時的に濁度の低下を測定しながら懸濁液

を採取し、得られたペプチドグリカン消化物について還元糖及び遊離アミノ酸の測定を行った。

またコントロールとして酵素を作用させていないペプチドグリカン懸濁液について経時的に濁

度の変化を測定しながらサンプリングした。

還元糖の定量はParkandJonsonの方法[46]に準じて行ったoペプチドグリカン消化物100

〃Iに対し、フェリシアン化カリウム(WAKO) (0.5 g川ter) 100〃l、炭酸ソーダシアン化カリ

ウム(炭酸ソーダ5.3g, KCNO.65g/liter) 100jy|を添加し、 100℃にて30分加熱した。加熱後、

反応液に鉄ミョウバン液(鉄ミョウバン(WAKO) 1.5g, SDSlg/ liter 0.05N H2SO4) 750 〃主を

添加し、室温にて15分間反応させ、 OD69。nmにて比色、定量を行った。コントロールには酵素

を作用させていないペプチドグリカン懸濁液を用いて同様の処理を行い、比色、定量を行った。

遊離アミノ酸量はGhuysenの方法[1】に準じて行った。ペプチドグリカン消化物120 A/Iに

対し、 2%ホウ酸ナトリウム80 y¥及び2,4-ジニトロフルオロベンゼン(DNFB; Sigma chemical

Co.) 20〃Iを添加し、 60℃にて30分加熱した。加熱後、反応液に6N HCI 440〃lを添加し、さ

らに100℃にて30分加熱した。加熱後、反応液に精製水360 〃Iを添加し、 OD4　にて比色、

定量を行った。コントロールには酵素を作用させていないペプチドグリカン懸濁液を用いて同

様の処理を行い、比色、定量を行った。

39



第7項　　AmIによる糖鎖切断部位の検討

酵素(Aml遺伝子組み換え蛋白)によるペプチドグリカン消化物の作製法は第3章、第2節、

第6項に準じて行った。ペプチドグリカン消化物の処理法はPi-Wanらの方法[47]に準じた。

ペプチドグリカン消化物10〃Iについて吸引乾燥を行い、 0.1Nホウ酸ナトリウム20〃lを用い

て再溶解を行い、室温にて2時間反応させた。反応液の再度吸引乾燥を行い、 3N HCI 30 〃Iを

添加し再溶解を行い、 100℃にて3時間加熱し、反応後再度吸引乾燥を行った。次にトリエチ

ルアミン溶液(メタノール:精製水:トリエチルアミン(Wako,大阪,日本) -2:2:1

(vol/vol/vol))に溶解し、反応後再度吸引乾燥を行った。更にイソチオシアン酸溶液(メタノ

ール:精製水:トリエチルアミン:イソチオシアン酸(PITC;Wako,大阪,日本) -7:1 :1 :

1 (V/V/V/V))に溶解し、室温にて30分間反応させ、その後再度吸引乾燥を行った。最終的に

RP-HPLCに用いたAbuffer(200mMホウ酸ナトリウム、0.7ml/literトリエチルアミン含有140

mM酢酸ナトリウム) 100〃Iに溶解し、その5〃lをRP-HPLCの最終サンプルとして用いた。

RP-HPLCはPトWanの方法[47】及びRobertらの方法【48]に準じた　RP-HPLCには逆相

カラム(ODS-II, 4.6×150 mm, shimazu,東京,日本)を使用し、 A bufferに200 mMホウ酸ナ

トリウム、 0.7ml/literトリエチルアミン含有140mM酢酸ナトリウムを、 Bbu廿erに60% (v/v)

アセトニトリルを使用し、 Abu廿erから50 %B bufferになるように20分間のリニアグラジェ

ントを流速1 mI/minで行い、 uv.254nmにてモニタリングした。また、標準物質として1 nmolの

N-　acetylmuramic acid及びN- acetylglucosamineを用いた.

第8項　　RP-HPLCを用いたムロペプチド解析

RP-HPLCに用いるサンプルの作製はGIaunerらの方法【49, 50]に準じた。精製したペプチ

ドグリカン(1.3 mg)を4 mM MgCI2含有0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8) 300¥ilに懸濁し、

mutanolysin (Sigma)の最終濃度が50 〃g/mlになるように添加し、 37℃、 12時間インキュ
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べ-トし、 mutanolysinによるペプチドグリカン消化物を作製した。得られたペプチドグリカ

ン消化物について、 20 %リン酸を用いてpH4.0に調製し、その後95℃にて5分間加熱して、

酵素を完全に失活させた。得られた反応液について1.5Mホウ酸ナトリウム(pH9.0)をもち

いてpH7.5に調製し、ついで水酸化ホウ化ナトリウム10 mgを添加し、室温にて15分間反応

させ、完全に還元させた。更に過剰の還元剤を中和するために、反応液に20 %リン酸を添加

し、 pH4.0に調製し、ついで4M NaOHを添加しpH12.0に調製し、 37℃にて1.5時間作用さ

せた。その後、反応液について20%リン酸を添加し、 pH2.5に調製し、遠心(15.000×g, 10min,

4℃)を行った。その上清についてフィルター(0.22 〃m)でろ過しサンプルとした。調製した

サンプルを逆相カラム(Hypersil ODS, 4.6×250 mm, Supclco.lnc, Sigma, USA)を用いて

RP-HPLCにて分析を行った　RP-HPLCを用いた分析はGlaunerらの方法[49-51】に準じたo

Abufferには5% (V/V)メタノール含有50 mMリン酸緩衝液(pH2.5)を、 B bufferに30% (V/V)

メタノール含有50 mMリン酸緩衝液(pH2.8)を用いて、 A bufferから100% B bufferになる

ように流速0,5 ml/minにて210分間のリニアグラジェントを行い、 uv;2。6nmにてモニタリング

し、解析を行った。

第9項　　MALDトTOF!MSを用いた質量分析

第3章、第2節、第8項の方法に準じペプチドグリカンをmutanolysinで消化し、 RP-HPLC

を用いてピーク分集を行った。ピーク分取後凍結乾燥を行った分集サンプルをB buffer (0.1%

(∨〃)トリフルオロ酢酸(TFA; Nacalai tesque Inc. Ltd.)) 10 〃Iに溶解した　Zip Tip C18

(Tipsize : Plo, millipore Corporation, Bed ford, MA, USA)を用い、サンプル吸着前にA buffer

(50% (V/V)アセトニトリル) 10jj¥で3回、 B bufferiOfj¥で5回洗浄し、レジンをB buffer

と平衡化させた後、サンプルをピペッティングを行いレジンに吸着させた。ついで、 Bbu¶eMO

FJlで5回洗浄し、不純物を取り除き、 Cbuffer (50% (V/V)アセトニトリル、 0.1% (V/V) TFA、

イオン交換水) 10 iAにて溶出し-連の操作で脱塩を行った。得られたサンプル2 ij¥と飽和マ

トリックス溶液(2, 5-Dihydroxybenzoic acidをC bufferに溶解した飽和溶液) 2 ij¥と混和させ
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ターゲットプレート上に滴下して乾燥後、 MALDトTOF/MS reflex=(Nihon Bruker Daltonics K.K.,

東京,日本)にてnegative modeで質量を解析した。質量測定による構造解析はSarka

Beragonova-Giogianniらの方法[51]に準じて行った。

第1 0項　　各種の遺伝子組み換え蛋白の作製

推定されるAmlのドメイン構造を基に、シグナル配列を除くすべての領域を含んだAmi (full

Ami)、 N末端166アミノ酸配列を除いたAmi (AN-term Ami)、 N末端166アミノ酸、 C末端

213アミノ酸を除き、繰り返し配列のみで作製したAmi (AN,C-term Ami)、 C末端213アミノ

酸のみ(213aa) (図25)について、それぞれの遺伝子組み換え蛋白を作製するために、表4

に示したプライマーを用い、それぞれの大きさのaml遺伝子を第2章、第2項、第4項(1)

に準じPCR反応で増幅した。

増幅したPCR産物は第2章、第2項、第5項に準じ、 PGEM-Teasyvectorにクローン化後、

pQE30 vectorに組み込み、 E. coli XL-IIに形質転換した　AN,C-term Amiは遺伝子組み換え蛋

白の親水性を増すため、大腸菌の蛋白発現ベクターを変え、 maltose binding protein tag (MBP-

tag)が付与されるpMALvector (BioLabs)に第2章、第2項、第5項に準じて組み込んだ。

PCR-mutagenesisは、 Itoらの方法を用いて行った[52】 。活性中心と考えられるN末端か

ら869番目のアスパラギン酸(D)をコードするDNA配列をalanineの配列に置換したプライ

マーを設計し、 PCR法を用いて図23に示す方法で変異を導入した。まず、それぞれの変異DNA

断片を作製するために、 S. mutansの染色体DNAを鋳型に2組のPCR反応を行った。即ち一

方のプライマーセットは鋳型DNAのaml遺伝子のN末端部分の相補鎖にアニールするprimerl

(Sm-3)と変異部分のreverse primer (primer2 (mutR 869D-A))を、他方のプライマーセ

ットはamI遺伝子のC末端部分にアニールするprimer4 (Sm-2)と変異部分のreverseプラ

イマーと相補的なuniverse primer (primer3 (mutF 869D-A))をそれぞれ用いた。これらの

PCRは第2章、第2項、第4項(1)に準じてKOD-plus-PCR system (TOYOBO,大阪,日

本)を用いて行い、 PCR条件は共に、 94℃ 2 min、 (denature 94℃ 15sec、 annealing45.5℃ 30
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sec、 extension 68℃ 3min )を25 cycle、 68℃ 2sec、 4℃で行った。その後、得られた2つ

のPCR産物をアガロースゲルから切り出しGene-clean H Kit (BIO 101)を用いて精製した。

得られたPCR産物を混和後denature 94℃ 15 min、annealing 37℃ 30 min処理し、ついでHigh

Fidelity Systemの酵素(tag polymerase)及びdNTP mix(2.5 mM) (共にRoche)を加えextension

72℃ 6min行い、その後2回目のPCRに用いた。 2回目のPCR反応はHigh Fidelity System

(Roche)によって行い、プライマーセットはprimeri (Sm-2)とprimer4 (Sm-3)を用いた。

PCR条件は、 94℃ 2min、 (denature94℃ 30sec、 annealing45℃ 30sec、 extension72℃ 4

min )を25 cycle、 72℃ 7 min、 4℃で行ったO得られた変異aml遺伝子断片は第2章、第2

節、第5項に準じ野生型のam/遺伝子断片と同様にpQESO及びpMALvectorに組み込んだ。

得られたプラスミドはE. coli XL-IIこ形質転換し、大腸菌にて発現させ精製を行ったHis-tag

遺伝子組み換え蛋白については第2章、第2節、第6項に準じて精製し、 MBP-tag遺伝子組み

換え蛋白は、次項で述べる方法を用いて精製した。

第1 1項　遺伝子組み換え蛋白(MBPタグ組み換え蛋白)の作製

前項にて作製した大腸菌株(GY178株)をLB培地500 mlを用いてODR ∩,= 0.5になるま

で振畳培養し、 MBP-tag組み換えタンパクを発現させるためIPTGを最終濃度0.3 mMになる

よう添加し、 2時間培養した。その後遠心(8,000×g,20min,4℃)し、得られた菌体をColumn

buffer (20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, 1 mM EDTA, pH 7.4) 15 mlに懸濁し、超音波破砕器

(TOMYSEIKO)にて菌体を破砕(30min,0.5secpuls,レベル4)した。遠心(9,000×g,20

min, 4℃)後、上清にColumn buffer35 mlを加えて希釈し、希釈液にamylose resin (BioLabs)

をbed volume 1.0 mlとなるよう加え、 4℃にて1時間振塗して結合させた後、 amylose resin

を8倍量のColumn bufferで洗浄した　MBP-tag組み換え蛋白の溶出はElutionbuffer (20 mM

Tris-HCI, 200mM NaCI, 1 mM EDTA, 10 mM maltose, pH 7.4) 1.0 mlx15を加えて行った。

第1 2項　遺伝子組み換え蛋白の結合能の測定
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基質としてS. mutans C67-1株SDS加熱処理死菌体を用いた。加熱処理死菌体は第1章、

第2節、第3項に準じ作製した。作製した死菌体を2 mg (湿重量)用い、菌体を10% (∨Ⅳ)

エチレングリコール含有0.1 Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて懸濁し、作製した組み換え蛋白を

各々2000pmol加え、 37℃で30分間インキュベ-トした。その後遠心(8,000×g,20min,4℃)

し、上清を取り除いた。次に4% SDS 100 〃Iにより菌体に結合した組み換えタンパク質を溶出

した。得られたサンプルの20〃Iを12%アクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEにて泳動し、

Coomassie染色を行った。結合した組み換え蛋白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。また、定量化するためコント

ロールとしてウシBSA (SIGMA)を濃度を振って作製し、あわせてCoomassie染色を行った。

第3節　結果

第1項　am/遺伝子不活化株の性状解析

第2章において作製したS. mutansのam/遺伝子不活化株について、野生株(S. mutans

C67-1株)との比較を光学顕微鏡及び電子顕微鏡を用いて行った。その結果、 afmJ遺伝子の不

活化により、位相差顕微鏡及び電子顕微鏡像ともに、菌の連鎖数の増大が確認された(図12)0

また、 am/遺伝子不活化株について増殖への影響を検討した結果、濁度の上昇の遅延が認めら

れた(図13).

さらに、 S. mutans C67-1株及びそのam/遺伝子不活化株について精製AmI蛋白を添加し、

光学顕微鏡下において平均連鎖数の計測を行ったところ、野生株については連鎖数の減少は認

められるものの有意の差は認められなかったが、 aml遺伝子不活化株については平均連鎖数の

減少が観察された(0.05>P) (図14)0

第2項　AmIの酵素活性の検討
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AmIの酵素活性について、精製AmI蛋白添加による濁度の変化を測定し検討を行った[15,

43] 。 S. mutans C67-1株菌体より生菌、死菌、ペプチドグリカンを調製し酵素活性を検討し

たところ、ペプチドグリカン、死菌、生菌の順で濁度の減少幅が増加し、菌体に含まれる蛋白

やタイコ酸などの細胞壁成分が取り除かれ、ペプチドグリカンに精製されるに従って、 Amlの

感受性が向上した(図15)。また、ペプチドグリカンに対するAmFの酵素活性は濃度依存的に

示された(図15)0

S. mutans C67-1株のペプチドグリカン及び精製AmE蛋白を用いて、 Amlの酵素活性に影響

を与える因子について同様に精製Aml蛋白添加による濁度の変化を測定し検討を行った　pH3

からpHllまでクエン酸緩衝液、リン酸緩衝液、トリス緩衝液を調製L pHに対するAmIの酵

素活性を検討したところ、中性付近のリン酸緩衝液中でAmIの活性が最も強いことが明らかと

なった(図16)e　また、同様の方法で酵素活性に影響を与えるケミカルファクターの検討を行

ったところ、 2価の陽イオンの影響を受ける傾向にあり、 Na+、 Mn2+、 Mg2+、 Ba2により比活

性が上昇し、特にCa2+により比活性が上昇した(表5)Oまた、 Ni2、 Cu2+、 Zn2により活性が

阻害され、その他にはイオンのキレート剤であるEDTA及びEG~仏により活性が阻害された。

口腔レンサ球菌5菌種に対するAmlの酵素活性について、生菌、死菌、ペプチドグリカンを

用いて検討したところ、第1章においてZymographyの場合に観察された傾向と同じく、 S.

mutans及びS. sobrinusに対する菌種特異的な酵素活性が示され、その傾向はペプチドグリカ

ンで特に顕著であった(図17)0

第3項　Amlのペプチドグリカン切断部位の検討

溶菌酵素はその切断部位により、ペプチドグリカンの糖鎖を切断するHexosaminidaseとペ

プチド鎖を切断するpeptidaseに大別される　Amiについてまずペプチドグリカンの切断部位

が糖鎖なのかペプチド鎖なのか決定を行った　S. mutans C67-1株のペプチドグリカン懸濁液

に精製Aml蛋白を反応させ、経時的に濁度を計測しながらサンプリングし、得られたペプチド
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グリカンのAml消化物について還元糖量及び遊離アミノ酸量を計測した。ペプチドグリカン懸

濁液の濁度が減少すると共に消化物に含まれる還元糖量が増加したが、アミノ酸量については

変化が見られなかった(図18)c　このことにより、 Amlは糖鎖を切断することが明らかとなっ

m

次に、 Amlの糖鎖切断部位について検討を行った。経時的にサンプリングしたペプチドグリ

カンのAml消化物について、還元処理により糖鎖の末端部位のみ糖アルコール化を行い、 RP-

HPLCを用いて分画、定量を行った(図19).その結果、濁度の減少と共にムラミン酸量の減

少及び、その糖アルコールであるムラミニシトール量の増加が観察されたが、グルコサミン量

については、グルコサミン量及びその糖アルコールであるグルコサミニシトール量の増減は認

められなかった(図20)。以上の結果より、 Amlは糖鎖のN -acetylmuramic acid (MurNAc)

とN -acetylglucosamine (GIcNAc)の間を切断するmuraminidase活性を示すことが明らかに

7」&sm

第4項　S. mutans及びS. sobrinusのペプチドグリカン構造解析

Amlに対する菌種特異性を示したS. mutans及びS. sobrinusについて、 HPLCを用いたム

ロペプチド解析及びMALDトTOF!MSによる質量解析によりペプチドグリカンの構造を解析し

た　mutanolysinを用いたムロペプチド解析の結果、 S. mutansのペプチドグリカンは最小構造

物であるモノマーと想定されるピークから順にダイマ一、トリマーと想定されるピーク-と分

子量ごとに分画された。そして、 S. mutansのクロマトグラムとS. sobrinusのクロマトグラム

はピークパターンが類似していた(図21)。しかし、ムロペプチド解析にて得られたピークに

ついて分取を行い、 MALDI-TOF/MSを用いて、モノマー、ダイマ-の質量解析を行った結果、

両菌種で質量が異なり、 S. mutansとS. sobrinusペプチドグリカンの構造は異なっていた。 S.

mutansのモノマーのピークはm/z=990でGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys) - (Ala-Ala)

の質量と一致し、ダイマ-のピークはm/z-2012でGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys) -

(Ala-Ala)のモノマーにGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys-L-Ala) - (Ala-Ala)が

46



付加したものであった(図22、表6)。これは過去の報告と一致した[8]一方S.sobrinusの

モノマーのピークはm/z=1020でGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys) - (Thr-Ala)の質

量と一致し、ダイマ-のピークはm/z=2042でGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys) -

(Thr-Ala)のモノマーにGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys-L-Ala) - (Thr-Ala)が

付加したものであった。従って、 S. mutansとS. sobrinusでは架橋部分の構造が異なる事が明

らかとなった(表6)0

第5項　各種の遺伝子組み換え蛋白によるAmlのドメイン機能解析

遺伝子情報より予想されるAmlのドメイン構造をもとに、組み換え蛋白を作製した(図24、

図25)第1章、第2節、第3項に準じてZymographyを行った結果、 Amlの869番目のアス

パラギン酸(D)をアラニン(A)に変異させる事によりfulIAmi869D-A、 △N-termAmi869D

-A、 213aa869D-Aらの遺伝子組み換え蛋白の活性が失われることが明らかになった　213aa

はZymogramでは活性が検出されなかった(図24)c　しかし、 S. mutansの死菌体を用いた

Zymographyにおいて、蛋白量を多く泳動し、長時間緩衝液中にて観察する事により、溶菌バ

ンドとして検出できることを確認した(データ示さず)0

作製した各々の遺伝子組み換え蛋白(fu‖ AmI、 △N-term Ami、 △N,C-term Ami, 213aa及び

それらの不活性型)を用い、各額域の役割について検討を行った。

S. mutansのSDS加熱死菌体を用いて、組み換え蛋白(ful一 Ami 869D-A、 △N-term Ami 869D

→A、 MBP-tag △N,C-term Ami、 213aa869D-A)の結合能を比較した。菌体との結合ドメイ

ン(結合ドメイン)と想定された部位が保存されている組み換え蛋白は菌体に対して結合した

が、結合ドメインを欠損させた213aaではほとんど結合しなかった(図26)c　以上の結果、菌

体との結合には結合ドメインが必要なことが明らかとなった。また、 full Ami 869D-A及び△

N-term Ami 869D-Aの結合能の差はなく、 N末端部分の欠損による結合能-の影響は認めら

れなかった。

次に活性型のそれぞれの組み換え蛋白(full Ami, △N-term Ami、 △N,C-term AmL 213aa)

47



について、蛋白添加後の濁度の減少を測定し、 S. mutansのペプチドグリカン分解活性につい

て検討を行ったOその結果full Ami及び△N-term Amiはペプチドグリカン分解能を有していた

が、 △N,C-term Aml (結合ドメインのみ)、 213aa (活性ドメインのみ)では活性がほとんど

認められなかった(図27)。従って、 AmIが十分な活性を示すには結合ドメインと活性ドメイ

ンの両方の構造が必要である事が明らかとなった。また、 MI Ami及び△N-term Amiのペプチ

ドグリカン分解活性においてもN末端欠損による影響は認められなかった。

第4節　　考察ならびに小括

本章において、 S. mutansの新規の溶薗酵素AmIについて、機能解析及び作用機序の検討を

¥iBS

Am】の遺伝子不活化株についてその形態を観察したところ、親株と比較して連鎖数の増加が

観察された　Blancade Las RivasらはS. pneumoniaeの産生する溶菌酵素LytB蛋白において、

その不活化によりほぼ双球菌であった形態が、長い連鎖を形成することを明らかにしている[36,

41]　また、 SugaiらはS. aureusにおいてはATLが菌の次期隔壁形成面にそってリング状に

分泌され、黄色ブドウ球菌細胞の細胞分離に働いている事を報告している[43, 53] atl遺伝

子の欠損株においては、巨大なクラスターが観察された[53]　これらの結果はグラム陽性細

菌においてある種の溶菌酵素は細胞分離に関与している事を示している。

S. pneumoniaeのLytB蛋白はN末端側に細胞壁成分のタイコ酸のでの主成分あるcholineと

の結合ドメイン(13回の繰り返し構造)が存在し、 C末端側に活性部位を保有しており、細菌

の分離に関わる事が明らかになっている[41] 。 LytBのペプチドグリカン分解の活性様式は

endo- β -N-acetylglucosaminidaseで、Amlとは活性様式が異なり、遺伝子レベルにおいてもAml

との相同性は観察されなかったが、遺伝子不活化により観察された現象は類似している。

Streptococcus属に代表される連鎖球菌の場合、次期隔壁形成面が平行に作られ、連鎖が連な

る　LytB蛋白は連鎖を切り離す最終局面において活性を発揮すると考えられている。増殖段階

においてS. mutansにおいても細胞の分離は必要であり、 LytB蛋白とAmlはペプチドグリカン
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に対する切断様式は異なるものの、 LytB蛋白と同様に連鎖を切り離す最終局面において活性を

発揮する役割を担う溶菌酵素としてAmlが存在すると考えられる。

ペプチドグリカンを用いてAmlの酵素活性に影響を与える因子を検討したところ、 2価の陽

イオンの影響を受ける傾向にあり、 Ca2十で最も活性が上昇し、またイオンのキレート剤である

EDTAで活性が落ち、特にカルシウムのキレート剤であるEGTAでの活性の減少は著しかった。

酵素活性にCa2が関与することは、唾液の豊富な口腔内で機能する蛋白として非常に興味が持

たれる。

また、口腔レンサ球菌5菌種のペプチドグリカンを用いて、 Amlの酵素活性を検討したとこ

ろ、 S. mutansとS. sobrinusに対して選択的に溶解する菌種特異性を示した。また、その傾

向は生菌より、ペプチドグリカンにおいてより明らかであり、溶菌活性が見られるS.mutansと

S. sobrinusの細胞壁の構造とそれ以外の菌種(S. sanguinis、 S. mitis、 S. salivarius )では明

らかな構造上の相違点が存在すると考えられた。

ムロペプチド解析の結果、 S. mutansとS. sobrinusのピークパターンは比較的類似していた

が、 MALDトTOF/MSの結果、架橋部分の構造が異なる事が明らかとなった。従って、架橋部分

の構成アミノ酸が異なることはAmlの活性において影響がないと考えられた。

Sarka Beranova-GiorgianniらはS. sanguinisのペプチドグリカンの構造についてムロペプチ

ド解析及びMALDI-TOF/MSを用いた質量解析を行っている【51]その結果、 S. sanguinisは

S. mutansの構造と類似していた　S. sanguinisの構造はモノマーにおいてGlcNAc-MurNAc-

(L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala) - (Ala-Ala)とGicNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-

Lys主(Ala-Ala)の2パターンをとっていた　S. sanguinisのペプチドグリカンの構造につい

て、今回用いたHPLCによる方法により検討を行った。ムロペプチド解析の結果、 S. sanguinis

のピークパターンはS. mutansのそれと異なっており、またS. mutansに比べ架橋度が高い事

が示されている。また、モノマーの構造はGlcNAc-MurNAc- (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-

D-Ala) - (Ala-Ala)が優位に観察され、 S. mutansの構造と比較して、ペプチド鎖にAlanine

が2つ付加されていた。従ってS. mutansとS. sanguinisの構造の大きな相違点はモノマーの

ペプチド鎖のAlanineと架橋度にあると考えられた。従ってS. mutansとS. sanguinisの細胞
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壁のAmlに対する感受性の違いがS. sanguinisのモノマーのペプチド鎖に存在する2つの

Alanineに由来する可能性と、また架橋度が異なる事に起因している可能性が考えられる。ペ

プチドグリカンの構造及び構成成分についてS. mutans及びS. sobrinusでの共通性、またそれ

らのS. sanguinisとの相違点についてさらに検討が必要であると考えられた。

その他にも、溶菌酵素による細胞壁の溶解は構成成分によって左右される事が知られている。

グラム陰性菌を溶解する溶菌酵素として知られるIysozymeは、グラム陽性菌のペプチドグリ

カンはほとんど溶解できない。その理由として、グラム陽性菌ではペプチドグリカンのアミノ

糖が0-アセチル化や脱アセチル化されている事があげられる[54-60]また、 S. pneumoniae

のLytA及びLytBは細胞壁の構成成分の一つであるタイコ酸の成分であるコリンに活性をコン

トロールされていると報告されており[37, 41】 、タイコ酸やリボタイコ酸[10, 17, 61-64]は

ペプチドグリカンを加水分解酵素から保護する阻害作用を果たしているとの報告がある。 S.

mutansにおいてもフッ化水素処理する事によりタイコ酸を除去した結果、酵素に対する感受

性が向上する事を確かめており(データ示さず)、タイコ酸がAmlの活性に影響している事が

考えられる。

また、 AmJの各領域が果たす役割について検討するため、様々な遺伝子組み換え蛋白を作製

L S. mutans菌体に対する結合能とペプチドグリカン分解能の検討を行ったO　その結果、 N末

端半側は菌体との結合に働く結合ドメインである事が明らかとなり、 AmIが溶菌活性を十分示

すには結合ドメインと活性ドメインの両構造が必要であることが明らかとなった。

N末端側の167アミノ酸の機能は菌体に対する結合能にもペプチドグリカンに対する分解能

にも関与していなかった。この部位がどういう機能を担っているか今回の結果では不明であり、

なぜ、 S. mutansの表層では100 KDaと80KDaの蛋白が存在するのかは不明である。

活性ドメインと相同性を示すStreptomyces coelicolorより分離されたmutanolysin [29]は

Amlの結合ドメインに相当する領域を持たないOまた、 mutanolysinはStreptococcus属を一律

に溶解する事が知られており、 S. mutans、 S. sobrinus、 S. sanguinisの3菌種に対しては同程

度のペプチドグリカン分解活性を有しており、基質特異性を示さなかった(データ示さず)。こ

れらの相違点より、結合ドメインが菌種の認識に重要な役割を果たしている可能性が考えられ
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る。また、 S. pneumoniaeのLytBにおいてBlanca de Las Rivasらは結合ドメインが細菌表面

の極の部分、つまり連鎖が連なっている分離面の認識に関わっている可能性があると指摘して

いる【37, 39, 41] 。 Amiにおいて存在する結合ドメインの機能が基質特異性や局在などのAm】

蛋白の性格を特徴づけている可能性が考えられ、結合ドメインの機能に関しては今後さらなる

検討が必要であると考えられた。

小括

1. ami遺伝子不活化株の形態について検討したところ、連鎖数の増大が観察され、細胞分離-

の影響が示唆された。

2. AmIはS. mutansとS. sobrinusに対して選択的に溶解する菌種特異性を示した。

3. Amiのペプチドグリカン-の酵素作用部位を検討した結果、糖鎖を構成する　〃-

acetylmuramic acidとN-acetylglucosamineの間を切断するmuraminidase活性を示した0

4. Am】の種々の遺伝子組み換え蛋白を作製し、機能解析した結果、 N末端半側は菌体-の結合

ドメインであった。しかし、活性ドメインと考えられるC末端側のみではペプチドグリカ

ン分解活性が弱く、十分な活性を示すには両構造が必要であった。
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表4-1使用した菌株

Relevant characteristics

S. mutans

C67-1

GY154

S. sobnnus

OMZ1 76a

S. sanguinis

ATCC1 0556

S. mitis

ATCC981 1

S. salivarius

ATC C92 22

E. co/∫

XLlトBlue

QY122

GY136

GY1 42

GY1 44

GY1 78

GY21 6

GY221

GY224

clinical strain

ami ::EMr

clinica strain

American Type Culture Collections

American Type Culture Col一ections

American Type Culture Collections

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdRU supE44 relAl lac

[F'proAB lac FZAM15 lnlO (Tef) Amy Cam]

DGY122 /

pGY142 ∫

DQY142 ∫

pGY142 /

DGY145 ∫

pGY142 /

DQY142 /

DGY142 /

Plasmids Vector Cloning site

XLlトB山e

XLlトBlue

XL I-Bue

XL】トB山e

XL日-B山e

XLII-Bli」e

XLII-Blue

XLlトBIue

Source or

refe Fen ce

Bratthall [67]

This study

BratthaII [67]

Bullocket al. [30]

This study

This study

This study

Thi岳study

This study

This study

This study

This study

表4-2　使用したプラスミド

Relevant properties

PGEM-T Easy E. coli cloning vector for PCR products

pQE30　　　　　　　　　　　　　　E. co// expression vector (His-tag)

PMAL E- co,∫/ expression vector (MBP-tag)

pGY1 1 2　　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment [Sm2 + Sm3]of full ami

pGY112　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment [Sm2 + Sm4]of △N-term ami

pGYl 1 3　　pGEM BamHI/Sa/i PGEM containing PCR fragment [Sm2+ Sm5] of 213AA ami

pGY140　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment [Sm4+ Sm6] of △N,C-term ami

pGY122　　pQE30　　BamHI/Sa/l PQE-30 containing PCR fragment [Sm2 + Sm3]of ami

pGY136　pQE30　BamHI/Sa/l PQE-30containing PCR fragment [Sm2+Sm4]of AN-termami

pGY142　　pQE30　BamHI/Sa/I PQE-30 containing PCR fragment [Sm2+ Sm5] of C-term ami

PGY144　pQE30　BamHI/Sa/l PQE-30containing PCR fragment[Sm4+Sm6] of △N,C-term ami

pGY178　pMAL BamHI/Sa/l PMAL containing PCR fragment [Sm4+ Sm6] of △N,C-term ami

pGY212　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment 869D-A of fullami

pGY218　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment 869D-A of ∠lN-term ami

pGY214　pGEM BamHI/Sa/l PGEM containing PCR fragment　869D-Aof 213AA ami

pGY216　pQE30　BamHI/Sa/l PQE-30 containing PCRfragment869D-Aoffullami

pGY221　pQE30　BamHI/Sa/l PQE-30 containing PCRfragment869D-Aof ∠lN-term ami

pGY224　pQE30　BamHI/Sa/l PQE-30 containing PCRfragment　869D-Aof 213AA ami

number

GY15

GY19

GY20

GY23

G Y24

GY98

GY99

Sm2

Sm3

Sm4

Sm5

Sm6

表4-3　使用したプライマー

Sequence (5'to 31)

mutF 869D-A

mutR 869D-A

AGT TCC TGC CAT ACT ACT GT

TAG GAT CCG ATG AGC AAA ATC AAT CCT

CAG GAT CCG TAC AAG CTC GTT CTT CTC T

ACG GAT CCG CGG TTG GTT TAG

AAG TCG ACT TAT TTA TTG TCA AAT

ATG GTC AAT GCT ATG GAA GAG TCC

CTC TTC CAT AGC ATT GAC CAT GAC AGT TGA
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Reference

or source

Promega

QIAGEN

BioLabs

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

This study

This study

size of amplified products

(kbp)

Sm2+Sm3 2.9kbp

Sm2+Sm4 2.4kbp

Sm5+Sm2 0.9kbp

Sm6+Sm4 1.4kbp

Sm3+mutF 2.4kbp

Sm2+mutRO.5kbp
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図13　野生株およびaml遺伝子不活化株の液体培地(BHI )中での増殖

野生株およびam/遺伝子不活化株についてB川培地中での濁度の上昇について

検討を行った。

(○) S. mutansC67-1 (野生株)

(蝣) S. mutansGY154 (ami遺伝子不活化株)
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3　4　5　6　7　8　9 10 ll

pH

図16 Amiの酵素活性に対するpHの影響

ペプチドグリカンを用い、 pHがAmlの酵素活性に対して与える影響を検討した結

果、中性付近で最も酵素活性が強かった。

◆ :クエン酸緩衝液pH3-7. ■ :リン酸緩衝液pH5-9,▲ :トリス緩衝液pH7-ll

表5　各chemical factorの影響

factor Conen
lytic

activivty(% )

none

Na+　　　　　(0.1 M)

EDTA　　　　(i mM)

EGTA　　　　(1 mM)

Ni2+　　　　　(0.1 mM)

Mn2+　　　　(0.1 mM)

Mg2+　　　　(1 mM)

CU2+　　　　(0.01 mM)

Ba2+　　　　(0.1 mM)

Zn2+　　　　(0.1 mM)

Ca2+　　　　(0.1 mM)

100.0 (%)
132.6

50.0

21.7

26.0

121.7

121.7

28.4

121.7

56.5

276.0

NaCI+Ca　(NaCIO.1M+Ca2+0.1mM)　304.3

ケミカルファクタ-がAmlの酵素活性に対して与える影響を検討した結果、 Amlは

2価の陽イオンの影響を受ける傾向にあり、特にカルシウムに強く影響された。
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図18　ペプチドグリカン切断部位の決定

精製したペプチドグリカンにAm腫添加し、経時的に濁度(A) 、還元糖量(B) 、

遊離アミノ酸量(C)の測定を行った結果、糖鎖を切断する事が明らかとなった。

◆ : control. ▲ : Ami消化サンプル
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A 400

B 400

100

(min)

100

(min)

図21 RP-HPLCを用いたムロペプチド解析

S. mutansCGl-]株(A)及び5. sobrinusOMZ176a株(B)より精製したペプチドグ

リカンについて、 mutanolysinにより消化し調製を行い、ムロペプチド解析を行った。

さらにピーク分取(ピーク1、 2)を行い、 MALDトTOF/MSによる質量解析に用いた。
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PCRl

Aml

-=====ー

3　　　　4
-Jmト　一二_

(stepi )

(step2-1 )

(step2-2)

(step3)

PCR2

Denaturation

Annealing　◆

Extension

1　　◆

t ▼ -

-
一.■L

M u ta tio n

図23 PCR- mutagenesis

▼▲.変異部位(869D→A)を示す。使用したprimerの詳細は表4に示す.

primeri : sm3 (GY19)　　　　　　primer2 : mutR 869D-A (GY98)

primer3 : mutF 869D→A (GY99)　primer4 : sm2 (GY15)
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総括

う蝕は、歯という人体中もっとも硬い硬組織が、不可逆的に破壊、溶解される細菌感染症で

ある。口腔内の各部位において最も多く検出されるのがレンサ球菌であるが[65] 、う蝕を誘

発する一群のレンサ球菌は、 "mutansグループ'と総称され[7, 66] 、細胞壁の多糖抗原に基

づく血清学的分類により(a-hlの血清型に分類されている[67-69]　これらのうち

Streptococcus mutans (c/e/f型)とStreptococcus sobrinus (d/g型)の2菌種がう蝕発症に

深く関わっている事が明らかにされている[7, 70, 71]　しかし、菌の産生する溶菌酵素につい

ては解明が進んでいなかった。

本研究では口腔レンサ球菌5菌種より溶菌酵素を検出し、そのうち、う蝕の原因菌であるS.

mutansの産生する溶菌酵素について同定を行い、新規の溶菌酵素Amlを見出し、その性状、

機能について解析を行った。

口腔レンサ球菌5菌種(S. mutans, S. sobrinus, S. sanguinis, S. mitis, S. salivarius)につい

て、 4%SDS粗酵素画分を用いてZymographyによる溶菌酵素の検出を行った。その結果、粗

酵素は菌種間で異なる溶菌バンドパターンを示し、基質に用いる菌種の違いにより感受性が異

なった。そのうちS. mutansの粗酵素画分からは同種菌体及びS. sobrinus菌体を溶解する分子

量100kDaと80 kDaの活性の強い溶菌バンドを検出した。

S. mutansの溶菌酵素をprotein sequencerを用いて同定したN末端アミノ酸残基及びWeb

上に公開されているデータベースを用いて検索した結果、これらは共に染色体DNA上に存在

する一つのORF : SMU689にコードされる事が明らかとなった。検索の結果、予想される蛋白

は、推定分子量107 kDaの分泌型の蛋白で、ゲノム上でのORFの機能は判明していなかった

が、 ORFの一部(C末端側)は相同性検索の結果、既存の溶菌酵素(muraminidase)と相同

性を示し、 ORF : SMU689より作製した遺伝子組み換え蛋白はS. mutansに対して溶菌活性を

示した。従って、 ORF: SMU689にコードされる蛋白が新規の溶菌酵素であることが明らかと

なり、 automutanolysin (Ami)と名付けた。

automutanolysin (Aml)について、機能解析を行うため作製したa〝11遺伝子不活化株では分
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子量100 kDaと80 kDaの蛋白バンドが消失し、これらの蛋白バンドがaml遺伝子にコードさ

れる事が実験的に明らかとなった。また、その形態を観察した結果菌の連鎖数の増大が確認さ

れ、 AmlがS. mutansの連鎖数に影響を与える事が示唆された。

口腔レンサ球菌5菌種に対するAmlの酵素活性について、 Aml遺伝子組み換え蛋白を用いて

検討したところ、粗酵素画分を用いたZymographyの場合に観察された傾向と同じく、S. mutans

及びS. sobrinusに対する薗種特異的な酵素活性が示された。

また、 Amlのペプチドグリカン切断部位の検討を行った結果、 Amlは糖鎖を構成する〃-

acetylmuramic acidとN -acetylglucosamineの間を切断するmuraminidase活性を示すことが

明らかになった。

遺伝子情報より予想されるAmlのドメイン構造をもとに、組み換え蛋白を作製した　Amiは

2つのドメイン構造を有している。 N末端半側は、 13アミノ酸残基からなる5回の繰り返し構

造が保存され、菌体との結合ドメインと考えられ、 C末端側は既存の溶菌酵素と相同性を示し、

活性ドメインと考えられた。ドメイン構造を基に作製した遺伝子組み換え蛋白を用い、各領域

がどのような役割を果たしているか検討を行った。

その結果、 N末端半側は想定の様に菌体との結合に働いている事が明らかとなった。しかし、

活性ドメインと考えられるC末端側のみでは分解活性が弱く、十分な活性を示すには結合ドメ

インと活性ドメインの両構造が必要である事が示唆された。
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研究成果(2)

【目的】

細菌は細胞壁の主要成分としてpeptidoglyeanを有している　Peptidoglycanは菌の
分裂、増殖に伴い、合成系と分解系の酵素によりそのホメオスタシスが維持されてい

るoこのうち分解系の酵素には、 peptidoglycan加水分解酵素(溶菌酵素)が関与して
いる。

Streptococcus mutansはう蝕の主な原因菌であるが、 S. mutansの持つ溶菌酵素につ
いてはこれまで詳しい解析がなされていなかった。我々は昨年度の本学会において∫.

mutansの持つ自身を溶解する活性を持つ主要な溶菌酵素(分子量約1 0OkDaと約

80kDa)について報告し、その遺伝子を明らかにした(図1) 。その結果、 2つの酵素

は同じ遺伝子に由来する産物であることが明らかになり、この酵素をautomutanolysin
(Ami)と命名した。 Aml組換えタンパクを用いて、 AmFの酵素作用メカニズムについて検
討した結果、 Amはペプチドグリカンのグリカン鎖を切断するmuraminidaseであること

が判明した　Ami欠損株において菌体の連鎖数の増大が認められたことからAmHま細胞
の分離に関与していることが示唆された。

今回、 Amlの菌種特異的溶菌活性について以下の点について検討を試みた0

(1 )酵素基質として用いる菌の調製法(生菌、加熱死菌、ペプチドグリカン)に関す
る検討
(2)口腔レンサ球菌に対する溶菌酵素活性
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【まとめ】

本研究により、 Amlはう蝕の主要な原因菌である5. mutans.及びS. sobrinusに対して

選択的溶菌活性を有することが示された。その選択性はペプチドグリカンでも認められ

たことから、酵素特異性はペプチドグリカンの構造に起因していることが示唆された。

Amlは同様のmuraminidaseを有するmutanolysinおよびIysozymeに比較してS.

mutans、 S. sobrinusに対し、非常に弓削＼溶菌活性を示したことから、 Amlの基質特異

性はAm堰情の性質と考えられた。
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【材料および方法】

1 )使用菌株及び培養方法

標準株としてS. mutansOUIMb. S. sobrinus OMZ1 76a、 S. salivariusATCC9222、 S.
m/t/s ATCC981 1 、 S. sanguinis ATCC1 0556を用い、 5. mutansおよび5. sobrinusは臨床
分離株数株を用いた。

培養はBrain Heart lnfusion培地を用い、 37℃で対数増殖期後期(OD660 nm-0.8)まで振
遠培養した。

2)基質の調整方法

1 ・生菌:培養後、集菌した菌体を0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて3回洗浄した。
2・加熱死菌:培養後、得られた菌体を　　SDSで懸濁し、 30分煮沸した。その後、精
製水にて十分洗浄した。

3.ペプチドグリカン‥培養後、得られた菌体について0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)にて
洗浄し、ガラスビーズにより　菌体を破砕したoこの懸濁液を遠心(3,000xg, lOmin,
4℃)し、上溝をさらに遠心(9,000Xg, 20min 4℃)後得られた沈淀を0.5%SDSに懸
濁後加熱(30min, 60℃)した。精製水で洗浄後、トリプシン処理を行った。その
後、沈漣に40%フツ化水素酸を加え、 4℃にて12時間作用させた。その後精製水にて5
回洗浄した。

3) His-tag融合Amlの精製

am/遺伝子組換えタンパク発現大腸菌株をLB培地でOD660 nmが0.5になるまで37℃で
振蓋培養し、 IPTGを添加し4時間培養した。遠心し、得られた菌体を超音波破砕器にて菌
体を破砕後、さらに遠心を行いinc山sion bodyとして沈漣を得た。沈透を十分に洗浄し、
8 M Urea含有1 0mM phosphate buffer (pH8.0)で可溶化後、通法に従いNi-NTA
agaroseにより精製を行った。

4)溶菌酵素活性の測定方法

基質を0.1Mリン酸緩衝液(pH6.8)中にOD660nmが0.3になるように懸濁し、酵素
を最終濃度10帽/m忙なるように添加し、経時的に濁度の減少をOD660 nmにて計
測した。最初のODに対する割合を求めることにより、酵素による基質の分解活性の
指標とした。

また、界面活性剤の影響を見るためリン酸緩衝液に0.1%Triton X-100を添加し同様
の実験を行った。

5)電子顕微鏡による観察

5. mutansOUZMSにAmi lOOMg/mlの濃度で30分作用させ、パラホルムアルデヒドで固
定後、通法に従ってTEMにて観察を行った。
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【結果】

1 )種々の菌体処理による溶菌活性への影響(図2)

口腔レンサ球菌(S. mutans、 S. sobrinus、 S. salivarius、 S. mitis、 5. sanguinis)を用
い、生菌、加熱死菌、ペプチドグリカンについてAmlに対する溶菌酵素活性について検討し
た結果、 AmHまS. mutansおよびS. sobrinusに対して弓削1溶解活性を示した。また、その活
性はペプチドグリカンを基質とした際に最も著名に観察され、生菌では溶菌酵素活性は認め
られるもののペプチドグリカンを基質とした場合に比べその活性は約1 /2であった。

2 ) Triton X-1 00添加によるAmlの生菌に対する溶菌酵素活性への影響(図3 )

溶菌酵素活性を測定する0.1 Mリン酸緩衝液に0.1% Triton X-100を添加することで大
幅な溶菌活性の増大を認めた。しかし、その活性の増弓射まS. mutansおよび£ sobrinus
を用いた場合にのみ認められ、その他のレンサ球菌に対しては溶菌活性は認められな
かった。

3)臨床分社株に対するAmlの溶菌活性(図4)

Triton X-1 00含有リン酸緩衝液を用いて臨床分離株S. mutansおよびS. sobrinusに対し
てAmlの溶菌活性を検討した結果、いずれの株においても溶菌酵素活性が認められ、 Aml
の効果は広くS. mutansおよびS. sobrinusに効果があることが示された。

4 )種々の溶菌酵素とAmlのS. mutansに対する溶菌活性の比較(図5 )

AmIと同様のmuraminidase活性を有するmutanolysinおよびIysozymeの溶菌活性の比
較を行った。その結果、 Iysozymeは∫. mutansに対して全く溶菌活性を示さなかった。
Mutanolysinでは弱い溶菌活性を認めたが、 Amlに比べてその活性は低かった。

5)電子顕微鏡による溶菌偉く図6)

AmlでS mutansを処理することで、細胞壁が分解され-部から細胞質内容物が漏出する
像が認められた。また細胞壁が破壊される部位は菌の分離面に多く認められた。
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生菌 加熱死菌 ペプチドグリカン

Time (h)

図2　種々の処理菌体におけるAmlの
溶菌活性

種々の処理菌体(方法に示す)をOD-0.3に調整し、
Amlを1(Dug/mlになるように添加し、経時的に濁度を
測定した。
非添加時の濁度を1 00%として表した。
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図3　TritonX-100添加によるAmlの溶菌活性への影響

左図: 0.1 % Triton X-1 00添加および非添加時におけるS. mutansに対するAmlの溶菌酵素
活性

右図: 0.1%Triton X-100添加時における口腔レンサ球菌5種に対する溶菌酵素活性
いずれもOD-0.3に菌の懸濁液を調整しAm憧1 0Mg/mlになるように添加し、経時的に濁
度を測定した。非添加時の濁度を100%として表した。
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図4　臨床分離株に対するAmlの溶菌活性

臨床分離株S. mutans7株、 S. sobrinus2株に対する溶菌酵素活性について検討した。
0.1 % Triton X-1 00含有リン酸緩衝液を用いてOD-0.3に菌の懸濁液を調整しAmlを
10|jg/ml{こなるように添加し、経時的に濁度を測定した。非添加時の濁度を100%として
表した。
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Amlと同様にmuraminidase活性を有するIysozyme (卵白由来)およびmutanolysin
(Streptomyces由来)とAmlとのS. mutans3株に対する溶菌酵素活性について比較検討
した　S. mutans生菌に対して種々の溶菌酵素をio Mg/mircなるように添加し濁度の変化
を測定した。
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/ I ヽAm憐加

図6　Am処理による5. mutansの電子顕微鏡像

一晩培養したS. mutansOMZ"¥75にAmlを100 |jg/mlになるように添加し、 3 7℃で1時
間培養後集菌し、寒天に包埋し、切片を作製した。透過型電子顕微鏡にて観察をした。
Barは1 0 nmを示す。
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研究成果(3)

目的:

齢蝕は、現在においても依然として口腔2大疾患の一つであり、高い雁患率を示してい

るo一方小児においては、近年、齢蝕減少傾向にあることから、齢蝕の修復よりもむしろ

予防に重点が置かれるようになり、申請者はこれまで齢蝕予防につながる物質の探求を行

ってきた。

申請者はS.mutansの産生する溶菌酵素の同定を行い、それをAmlと命名し機能解析を

行ったOその結果、 Amlはmutans streptococciを選択的に溶解することを兄いだしたO

この活性は琳蝕原因菌をターゲットとした選択的薬剤としてのポテンシャルがある。

今回、 Amlについて臨床-の応用の可能性を検討する目的で、小児口腔より分離した臨

床分離株を用いて、 Amlの溶菌酵素活性についての検討を行った。

対象および方法:

広島大学病院小児歯科-来院した3歳から15歳までの患者53人から、S.mutans39株、

S.sobrinus9株を分離し、被験菌株としたO溶解実験は、被験菌株をBHI培地にて培養後、

Iysis buffer (0.1Mリン酸緩衝液、 0.1M NaCl、 O.lmM CaCl2、 0.1% triton X-100)に

OD660=0.5になるように懸濁し、最終濃度が10〃g!mlのAmlを添加して、 90分後の濁度

の低下をinitialOD (OD=0.5)と比較した。

結果および考察:

Amlは、臨床より分離されたS.mutans、 S.sobrinusに対し、広範的に共に強い溶菌反応

を示し、 S.sobrinusに対してはS.mutatisより強い溶菌活性を示した(図1)。また、酵素

に対する感受性は、株間において差がみられ、菌種、菌株で活性に差がある事が明らかと

なったo　しかし、株間における感受性の差と、 S.mutansおよびS.sobrinusの混合感染の

有無や酸産生能等の、臨床に関与する項目との相関関係は見られなかった。

I-・・こ　　　こ∴　--。ここ丁<-_蝣さまこ.j三iミAmlのoral streptococciに対する溶解度曲線
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※Aml添加後の濁度を、 initial ODを100%として表した。

溶解率の分布

90-100%　70-90%　50・-70%　30、-50%　30%以下

溶解率

※ 9 0分後、 Amlによって溶解した割合を示す。
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