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本論文において，以下の略号を用いた。

アミノ酸

糖

Ala : alanine 

G lu : glu tamic acid 

Gly : glycine 

Lys : lysine 

GlcNAc : N-acetylglucosamine 

MurNAc: lV-acetylmuramic acid 

培地

TSB : trypticase soy broth 

試薬

PBS 

SDS 

EDTA 

トリス

その他

: phosphate buffered saline 

: soclium dodecyl sulfate 

: etylenediaminetetraacetic acid 

: trisChydroxymetyl)aminomethane 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

PVDF : polyvinylidine difluoride 



序論

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 である v 近年，ペニシリン系抗生物質の lつであるメチ シリンに対

して耐性を示す黄色ブドウ球菌 (methicillin-resistanLStaphyJococcus 

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 o また，口腔においても顎骨骨髄炎および!躍、廃の多くは黄色ブドウ球

菌により起こると言われており，本菌の生理的作用，病原性および抗生物

質抵抗性のメカニズムを解明することは極めて重要であると考えられる O

細菌の細胞壁は，細菌の形と大きさを決定して，その菌固有の形態を維

持し，細胞質を保護する役割を担っている D グラム陽性菌の細胞壁は大部

分がペプチドグリカンと呼ばれる網目構造によって構成されており，タイ

コ酸，タンパクなどが細胞壁成分として存在している(図A) 0 一般 に黄色

ブドウ球菌のぺフチドグリカンは， N-acetylglucosamineとハl-acety]-

m uramic acidが交互に s-1，4グリコシド結合したグリカン鎖を形成し， N-

acetylmuramic acidからテトラペフチド(L-alanyl-D-glutamyl-L-lysyl-D-

alanine) がアミド結合している D さらに，そのテトラペフチドのL-lysineの

NH2基と隣り合うテトラペフチドの D-alanineのCOOH基末端との問を

glycineペンタペプチドがペプチド結合して架橋しており(図B) ，その架精

度は 90 %程度である o このように複雑な構造をもっぺフチドグリカンは，

絶えず合成と分解が行なわれている O ペフチドグリカン合成については，

数多くの研究がなされ，現在までに合成経路はほとんど解明されている O

一方，ペプチドグリカンの分解については，細菌がこのぺフチドグリカン

を特異的に加水分解する酵素を産生していることが指摘され 払50.56)

S taphylococcF6.36.43.65)， S treptococci6.10)， Bacilli45)， Lactobacil1i8)， Escheli chia 

col1'79)等様々な菌種からぺフチドグリカン加水分解酵素(細胞壁分解酵 素)

が分離されているものの，その詳細については不明である O

細胞壁分解酵素は，その作用点により 4つに分けられる(図B) 0 すなわ

ち endo-s -N-acetylmuraminidase8.50)， endo-s -lV-acetylglucosaminidase 

79¥ N-acetylrn uramyl-L -alanine amidase5tDおよびglycineendopepLidase63Jで、

あり，これらの酵素の多くは，細菌の伸長附6) 分裂49) 分離玖細胞壁の代

謝 20.34.78)などの様々な生理作用に関与していると考えられている i払札川2.7へ
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また，黄色ブドウ球菌を含め種々の細菌感染症の治療には， sー ラクタ

ム系抗生物質がしばしば用いられる o sーラクタム系抗生物質は細胞壁合

成の最終過程であるペプチドグリカン架橋形成反応を阻害することにより，

薗を溶菌させ，殺菌的に働くと言われている 。 Sーラクタム系抗生物質に

よる溶菌の過程には自己溶解酵素と呼ばれる細胞壁分解酵素が関与してい

ると考えられているが 38.ωへその詳細については未だ明らかではない。 し

たがつて，細菌の産生する自己溶解酵素についての研究 7

を解明するだだ、けでで、なく，抗生物質の殺菌作用のメカニズムを解明する上で

も非常に重要であると考えられる o

黄色ブドウ球菌はendo-s -N-acetylglucosaminidase (GL) ， i¥T-accty}-

muramyl-L-alanine amidase (AM) およびglycineendopeptidaseの 3種類の

異なるペプチドグリカン分解酵素活性を持つことが報告されている

川 27.36.43.54.65.67.iO. 71. 72，i3，i4) G Lはi¥T-acetylglucosamineとN-acetylmuramicacidの間

の s-1，4結合を切断し， i¥T-acetylglucosamine由来の還元基を遊離する o AM 

はN-acetylmuramicacidとL-alanineの間を切断し ω，glycine enc1opeptic1asc 

はpentaglycine架橋のglycine聞を切断する(図B) 0 

黄色ブドウ球菌が産生する細胞壁分解酵素は主に培養上清から精製され，

GLおよびAM54)に関して様々な報告がある o そのうち， SDS一一-PAGEでで=単一の

パンドとして認められるまでに精製したのは羽wほads坑tormら7L)および、Valisenaら
7 

異なつている 。

また，現在まで黄色ブドウ球菌の細胞壁分解酵素遺伝子に関する報告は

ほとんどなく，フロファージに由来するAM遺伝子の塩基配列 75) あるいは

分子量80，000のglucosaminidase遺伝子断片のクローニングの報告 3)があるの

みで，自己溶解酵素遺伝子のクローニングおよび塩基配列に関する報告は

全く見当たらない O

Sugaiらは黄色ブドウ球菌の培養上清から溶菌酵素を分離，精製したとと

を報告している 57.6へこの酵素は，分子量51kDaのGLと62kDaのANIであり，

両酵素は溶菌活性を有すると共に，菌体クラスターを分散させる活性をも

有していると示唆している o また， Oshidaらは黄色ブドウ球菌から自己溶

解酵素遺伝子atlのクローニングを報告している 4ω。得られた遺伝子の解析，

ならびに既に精製されている培養上清中の51kDaGLおよび62kDaAMのN末

-2-



端アミノ酸配ヂiJ，分子量およびアミノ酸組成の結果から， at1遺伝子はGLお

よびAMの 2つのドメインを有していること，また， at1遺伝子 より 産生 され

るタンパクATLはGLおよびA1¥1の 2つのドメインを有した前駆体として産生

され，後にプロセシングを受け， 51kDa GLおよび62kDaf-¥1¥1となって 培養

上清中に放出されることなどが示唆されている O しかし，これら 一連の プ

ロセスがどのような過程を追い，どこで起こるかについては未だ明らかで

ない O

そこで，本研究では，まず黄色ブドウ球菌が産生する自己溶解酵 素ATL

の菌体における局在性について生化学的検索および免疫顕微鏡的検ポの 2

つの観点から検討した。そして ，atJ遺伝子産物， ATLから GLおよびf¥1¥1が生

ずるプ ロセスについてのinvivoおよびinvitroでの検討を行なったむ

細

胞

壁

細

胞

膜

図A グラム陽性菌細胞表層の機造
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図B 黄色ブドウ球菌のペプチドグリカンの化学構造と

細胞壁分解酵素の作用点

1 : endo-s -N-acetylglucosalninidase 
2 : endo-s -N-acetylmuralninidase 
3 : .iV-acetyllnuramyl-L-alanine-an1idase 

4 : glycine endopeptidase 
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第 1章 菌体表層における自己溶解酵素遺伝子 (δtl) 産物の

局在性

第 l節概要

黄色ブ ドウ球菌自己溶解酵 素遺伝子 atJの 産物 ATLは endo-/3 -…-

acetylg1ucosei1ninidase (G L) とN-acetylmuramy)-L-alaninean1Iclase (AivI) 

の 2つ のドメインを有した前駆体として産生され，のちに フ ロセ シングを

受け， 51kDa GLおよび62kDaAMになると考えられている o また， GLおよ

びAMはinvitroにおいて菌体クラスターを分散させる活性を有していること

から，菌体分裂後の分離に関与していると考えられている o AU遺伝子産物

が菌体表層のどの部位に局在し，どのように菌体分離に 関与 しているかを

明らかにするために，菌イ本における atJ遺伝子産物の局在性を生化学的検索

および免疫電子顕微鏡的検索の 2つの観点から検討した 。 生化 学的検索に

おいては ，StaphyJococcus aureus FDA209Pの菌体より抽出した様々な粗酵

素困分に対する酵素活性を検討し，各抽出方法によるat1遺伝子産物の 局在

性を比較した 。 その方法として， SDS-PAGEを用いた atJ遺伝子産物の検出

を行なうとともに， GL， AMに対する抗血清との反応性をWesternblotting 

により検討した O また，免疫電子顕微鏡的検索として，抗AMIgGおよび

protein-A golcl particleとの免疫反応を行なった菌体に対する走査型電子顕

微鏡 (SEM) および透過型電子顕微鏡 (TEM) 観察により ，at1遺伝子産物

の局在性を検討した o

第 2節 材料および方法

第 l項 使用菌株および培養

菌株はS.aureus FDA209P， RN450およびRN450から transposonTn551 

挿入変異により分離した自己溶解変異株RUSAL2を使用した。 培地はTSB

(BBL， Beclon Dickinson and Co.， Cockeysville， MD， lfSA) を矧いて37

。Cにて振とう培養を行ない，以下の実験に用いた。

戸、J



第 2項 自己溶解酵素画分の調製

s. aureus FDA209P， RN450およびRUSAL2を対数増殖期中期まで出差

し， 4つの画分を以下の方法で調製した O

菌体LiCl抽出画分(LiCl函分培養液を遠心 (9，000x g， 10 lnin， -4 

OC) して得られた菌体をPBS(pH7.0) にて 2回洗浄し，湿菌作ド 19につき

0.6mlの3MLiClに懸濁，氷温中で 15分放置後，遠心(12，000x g， 5 lnin， 

4 OC) して得られた上清を用いた o

菌体SDS抽出画分 (SDS画分) : LiCl抽出後の菌体を 101n1vIリン酸緩衝

液 (pH7.0) にて洗浄し， LiCl抽出と同量の 4% SDSに懸濁，室温で30分

放置後，遠心(12，000x g， 5 min， 4 OC) して得られた上清を用いた。

菌体超音波破砕画分(菌体画分) : LiClおよびSDS抽出後の歯体を再び

10mMリン酸緩衝液 (pH7.0) にて洗浄し， LiCl抽出と同量の 101nNIリン

酸緩衝液 (pH7.0) に懸濁した o 懸濁?夜を氷中にて超音波発生機 (UD-

200， TOMY，東京)に 10秒間， 6回作用させることにより菌体を破砕し，

遠心(12，000x g， 10 min， 4 OC) して得られた上清を用いたO

Protoplast画分:培養液30mlを遠心 (9，000x g， 10 min， 4 oc )し 3 待

られた菌体をPBS(pH7 .0) にて 2回洗浄した後， 0.145M NaClおよび 30~'o

raffinoseを含む50mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5) 1mlに懸濁し， lysosta-

phin 100μg， deoxyribonuclease 100μg， phenylrnethy1sulfonyl fluoride 

(以上， Sigma Chemical Co.， St. Louis， 1v10， USA) 1mlvlになるよう添加

した o 37
0

Cにて30分振とうし，細胞壁が取り除かれ， protoplaはが完全に

形成されていることを検鏡により確認後，遠心 (4，000x g， 15 min， 4 

OC )して得られた沈澱をprotoplastとした o このprotoplaslを0.145MNaCl 

および30%raffinoseを含む50mIv1トリス塩酸緩衝液 (pI-I7.5) にて洗浄-し，

1 % SDSに懸濁，室温で 10分間放置後，遠心(12，000x g， 5 rnill， 4 OC) 

して得られた上清をprotoplast画分として用いた。

また，プロテアーゼ処理が自己溶解酵素の局在性に及ぼす影響を検討

する目的で，緩衝液による洗浄-後の菌体あるいはproloplastを200μg/lnl

のtrypsin(Boehringer Mannheim， Mannheim， Gerrnany) を添加したPBS

に懸濁し， :i70Cにて 30分作用させた後，上記の方法で各自己溶解酔素幽

分を抽出した。
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第 3項 抗GLおよび抗AMペプチド血清の作製

ATLのアミノ酸配列における GLdomainのC末端領域およびAI¥1dOlnain 

のN末端領域に対する抗血清を作製するため，各々のアミノ酸配ダIJに相 当

する合成ペフチド (GL:CG¥ryDI<JGEVGK.YFDIP， ANI : CPI<.IEEDγrSYF-

PI{YAYR， 400μg peptide per ml)を作製した o I<.eyhole lilnpeL llclnocya-

nine (Pierc巳， Rockford， 1L， USA)とconjugateした後， Ribi adjuvanL (Ribi 

Immunochem Research， 1nc.， Hamilton， MO， USA) によりエマルジョ ン

化し，各々を 2週間毎に日本白色ウサギ(体重 2kg) 2羽に皮下注射し

た O 投与16-20週後，静脈内から各々 1mgのぺフチドを投与し，その i週

間後に各抗血清を採取した o GLおよびAMに対する¥tvcsLern bloLtingにお

いては，各抗血清を各々 1000倍希釈して用いた O

第 4項 SDS-PAGEおよびWesternblottingによるatI遺伝子産物の検出法

SDS-PACEはLaemmliの方法 3川こ従い，分離ゲルとして7.5%，濃縮ゲル

として4%ポリアクリルアミドゲルを作製し，得られた各回分からの自己

溶解酵素の検出を行なった D タンパクは銀染色試薬(第 一化学， ~ミボ)

を用いて検出した o Western blottingはミニトランスブロット(Bio-Rad 

Laboratorie日， Richrnond， CA， USA) を用いて行ない 69) 自己溶解酵素の検

出には酵素抗体法を用いた。一次抗血清による処理として， PBSにて

1000倍希釈した抗GL血清あるいは抗AM血清を 37
0

Cにて 1時間反応させ

た o PBSによる洗浄後，二次抗体としてPBSにて 1000倍希釈した西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体 (Amersham，

Buckinghamshire， TJI<.) を370C， 1時間反応させた O 発色はRenaissance

4CN plus (DuPont NEN， Boston， iv1A， USA) を用いて行なった o SDS-

PAGEを用いたzyrnograrnは，Micrococcus luteus ATCC4698あるいはs.

aureυs加熱死菌を0.5mg/mlになるよう分離ゲルに封入し，電気泳動を行

なった 3九電気泳動後，ゲルを十分量の精製水で室温にて30分間緩やかに

振とうしてSDSを除去し，次いでO.lMリン酸緩衝液(pI-I6.8) にゲルを

移し， 370Cにて緩やかに振とうした D 自己溶解酵素が再生することによ

り，ゲル内に封入した菌体を溶解し，出現したバンドを間後光にて検山

した o
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第 5項 抗GLおよび抗Alv1IgGの精製

抗GLおよび抗AMIgGの精製は，抗GLおよび抗ANl血清からi¥lAPS-rr kiL 
(Bio-Rad Laboratories， Richmond， CA， USA) を用いて行なった 5iω。 免

疫電子顕微鏡観察における菌体との反応には各抗体を20倍希釈して別い

た o

第 6項 電子顕微鏡を用いたatl遺伝子産物の検出法

菌株は， S. aureus FDA209Pから自然突然変異により分離したプロテイ

ンA欠失株2PF-18を用いたω。本節第 2項に述べた方法でLiCl処理あるい

はprotoplast処理して得られた菌体を，各々 PBS(pH7 .0) あるいは

0.145M NaClおよび30%raffinoseを含む50mMトリス塩酸緩衝液 (pI-I7.5)

に懸濁した o コントロールとして， PBSに懸濁した未処理の菌体を用いた。

各処理菌体に対し， 1次抗体として20倍希釈した抗AMIgG 500μiを添加

し， 370Cにて 1時間作用させた後，各緩衝液で 2回洗浄し，再び各々の

緩衝液に懸濁した o SEMの試料に対しては， 2次抗体としてprotein-A

gold colloicleil particles (E-Y Laboratories， inc.， CA， USA) 直径20nrn)

47)を300μl添加後，室温にて 1時間作用させた O 緩衝液にて数回洗浄した

試料をカバーグラス上に載せ， 2.5%グルタールアルデヒドおよび1%四

酸化オスミシウムにより固定し，エタノールによる脱水後， S-570 

electron microscope， 25k¥1 (目立工機，東京)あるいは4500FE

backscattercl electron microscope， 10kV (日立工機，東京)により SEM

観察を行なった o TEMの試料に対しては， 2次抗体としてprotein-Agolcl 

colloidal particles (E-Y Laboratories， inc.， CA， USA) 直径5nm) を300

μl添加，室温にて 1時間作用させた o 緩衝液にて数回洗浄した試料を2.5

%グルタールアルデ ヒ ドおよび1%四酸化オスミシウムにより固定し，エ

タノールにて脱水した後， Spurr's Eponに包埋，夕、イアモンドナイフおよ

びウルトラミクロトームにて超薄切片を作製し， JEM-2000 EX II electron 

microscope， 80kVあるいは100kV (日本電子，東京)により TEM観察を

行なった o
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第 3節結果

第 l項 自己溶解酵素画分における酵素活性の比較

菌イ本表層の自己溶解酵素画分 は， 培養したS.aureus FDA209P菌休か ら

3M LiClによる抽出， LiCl抽出後の菌体から4%SDSによる抽出さらにLiCl，

SDS抽出後の菌体の超音波破砕による抽出から得た O 各自己溶解酵素回

分のSDS-PAGE後の銀染色を図 1-laに，抗AI'v1血清によるWesternblott-

ingの結果を図 1-2に示す o SDS-PAGE銀染色において， LiCl処理あるい

はSDS処理では菌体中のタンパクを完全に抽出できず，菌体画分におい

て多数のタンパクバンドを認めた(図 1-la) 0 菌体因分は， ¥'Vestern 

blottingにおいて抗AM血清と反応するバンドを全く認めなかった(図 I-

2) 0 一方， LiCl画分においては，抗AMlfn清は51kDaおよび62kDaタ ンパ

クのみならず 138kDa， 115kDaおよび85kDaタンパクと反応した 。SDS

画分においても 138kDa，115kDa， 85kDa， 62kDaおよび51kDaタンパク

が抗AI¥1血清と反応したが 85kDa， 62kDaおよび51kDaのバンドは反応性

が低かった 口抗GL血清によるWesternblottingにおいても同様の結果を

得た(データ示さず) 0 M. luteusおよびS.aureusを封入したゲルによる

zymogramの結果を図 1-lb，cに示す o Western blottingの結果と同様に，

菌体画分においては J./J. luteus， S. aureusともに溶菌バンドを全く認め

なかった O 一方， LiCl画分およびSDS画分においては，]Y!. lu teusの場合 3

138kDa， 115kDaおよび51kDaの溶菌バンドを認め(図 1-1 b) ， S. 

aureusの場合 138kDa， 115kDa， 85kDaおよび62kDaの溶 菌バンドを認

めた(図 1-lc) 

図 1-3aに菌体表面の δtl遺伝子産物の局在性に及ぼすtrypsin処理の影響

について，抗AI¥Il血清による¥'Vesternblottingの結果を示す。Trypsin未処

理のしiCl画分にて認められた 138kDa，115kDa， 85kDa， 62kDaおよび

51kDaタンパク は， 200μg/mlのtrypsin処理によりほとんど完全に消失，し，

60kDaに太いバンドの出現を認めた。一方， SDS画分においては13BkDa，

85kDa， 62kDaおよび51kDaタンパクが消失したものの， 115kDaタンパク

および他の少数バンドを認めた D また， protoplastにおける trypsin処理の

影響について，抗AM血清によるWesternblottingの結果を図 1-3bに示す口

Trypsin未処理の protoplastにおいては， 138kDa， 115kDa， 62kDaおよび

51kDaにバンド を認めたが， 200μg/mlのtrypsin処理によりすべてのバン

ドが消失した O
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図 1-1 菌体から抽出した自己溶解酵素画分のSDS-PAGE後の銀染色および
zymogramによる解析
(a)自己溶解酵素画分のSDS-PAGE後の銀染色
(b) M. luteus菌体を封入したゲルによる勾訂logram
(c) S. aureus菌体を封入したゲルによる勾訂logram
レーン:A， LiCl画分;B， SDS画分.C，菌体画分
左側矢印は分子量マーカー (Da)，右側矢印は検出された溶菌バンド:
1， 138kDa; 2， 115kDa; 3， 85kDa; 4， 62kDa; 5， 51kDaを示す。

GL AM A B C 

骨

骨

図1-2 菌体から抽出した自己溶解酵素画分の抗AM血清を用いたイムノブロッティ
ングによる解析
レーン :A， LiCl画分 ;B， SDS画分 .C，菌体画分
右側矢印は検出されたバンド 1，138kDa; 2， 115kDa; 3， 85kDa; 
4， 62kDa; 5， 51kDaを示す。
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図 1-3 Trypsin処理による菌体由来自己溶解酵素の感受性に対するイムノブロッ
ティング解析
(a) Trypsin処理による LiCl画分およびSDS画分の自己溶解酵素の感受性
レーン:A， trypsin非処理のLiCl画分;B， trypsin処理後のLiCl画分;
C， trypsin非処理のSDS画分;D， trypsin処理後のSDS画分
右側矢印は検出されたバンド 1，138kDa; 2， 115kDa; 3， 85kDa; 
4， 62kDa; 5， 51kDaを示す。
(b) Trypsin処理によるprotoplastの自己溶解酵素の感受性
レーン:A， trypsin非処理;B， trypsin処理
右側矢印は検出されたバンド 1，138kDa; 2， 115kDa; 3， 62kDa; 
4， 51kDaを示す。
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第 2項 抗心Lおよび抗AMペプチド血清によるWesternblottingを用いた

検討

前項で認められた 138kDa，115kDa， 85kDa， 62kDaおよび51kDaタ ン

パクがatl遺伝子産物であるかどうかをさらに明らかにするため， ATLの

遺伝子配列からAMdomainのN末端領域(CPKJEEDYTSYFPI<.Y A YR) 

GL domainのC末端領域(CG¥'YDI{IGEVGI<'YFDIP) に対する合成ペ プチ

ドを作製し，ウサギから各々のぺフチドに対する抗血清を作製した。

aureus FDA209P， RN450およびRUSAL2から抽出したLiCl画分に対する抗

AM血清，抗GLぺフチド血清および抗AMペフチド血清によるWestern

blottingの結果を図 1-4に示す o FDA209Pにおいて，抗AMlUl清に反応す

る138kDa，115kDa， 85kDa， 62kDaおよび51kDaにバンドを認めたのに

対し，抗GLぺフチド血清では138kDa，115kDaおよび51kDaにバンドが，

抗AMペプチド血清では138kDa，115kDa， 85kDaおよび62kDaにバ ン ドが

検出された(図 1-4，レーンA) 0 RN450においても，抗AM血清に反応す

る138kDa，115kDa， 85kDa， 62kDaおよび 51kDaにバンドを認めたのに

対し，抗GLぺフチド血清では138kDa，115kDaおよび51kDaにバンドが，

抗AMペプチド血清では138kDa，115kDa， 85kDaおよび62kDaにバンドが

検出された(図 1-4，レーン B) 0 一方， RN450から transposonにより atJ

のGLdomainを不活化した株である RUSAL2は，すべての抗血清において

バンドを検出しなかった(図 1-4，レーンC) 0 また， RUSAL2から抽出

した自己溶解酵素画分を用いて ，!vI. lu teusおよびs.aureusゲ、ルによる

zymogramの検討を行なった結果， SDS画分において36kDaにバンドを認

めた以外は，全く溶菌バンドを認めなかった(データ示さず)
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図 1-4 各菌株から抽出したLiCl画分の各抗血清によるイムノブロッティング
の比較
(a)抗AM血清
(b)抗GLペプチド血清
(c)抗AMペプチド血清
レーン:A， FDA209P; B， RN450; C， RUSAL2 
右側矢印は検出されたバンド 1，138kDa; 2， 115kDa; 3， 85kDa; 
4， 62kDa; 5， 51kDaを示す。
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第 3項 免疫電子顕微鏡によるat1遺伝子産物の 局在性の検討

図 1-5上段に二次電子SEM，下段に反射型SENIによる細胞表面 のat1遺

伝子産物の局在性の結果を示す O 反射型SEM像でみられるprotein-Agold 

particles (gold particles) と同じ位置に， 二次電子SEl\~像でも隆起を 認 め，

細胞表面にgoldparticlesが規則的に並んで局在する像を認めた D 各細胞

分裂周期における 二次電子SENI像を図 1-6に示す O 細胞分離に 先立っ て，

隔壁形成部位のくびれに沿った線上にgoldparticlesが二重 に局在した

(図 1-6a )。細胞分離が開始すると， 二重環は隣接した娘細胞 上 に 2

つ分かれて愉状に局在し(図 1-6b矢頭) ，さらに分離が進行ーすると，

分かれた娘細胞の辺縁に対照的にgoldpartic1esが局在している像を 認 め

た(図 1-6c) 0 また，それに交差した次期隔壁形成部位にもgoldparti-

clesの局在を認めた(図 1-6d) 0 同様の結果は，抗GLIgGによる SET¥1観

察においても得られた O しかし，コントロールとして用いたウサギIgGに

よる観察においては， gold particlesを認めなかった(データ示さず) 。

図 1-7にTEMによる細胞表面の atl遺伝子産物の局在性の結果を 示す。

隔壁形成部位の表面にgoldparticlesが局在し，また，隔壁に対して菌体

中心から 70度から 90度の部位にもgoldparticlesの局在を認めた(図 1-

7a，b，c矢頭) 0 しかし， gold particlesのほとんどは細胞に直接結合して

局在せず，細胞壁から 20-50nm離れた位置に認められ，細胞壁から伸び

た線維状の菌体成分にgoldparticlesが結合して局在する像を呈していた O

一方，隔壁形成が完了し，細胞分離が開始したとき，分離開始部位の隣

接した細胞表面にgoldparticlesの局在を認めた(図 1-7d矢頭) 0 また，

次期隔壁形成部位の表面にも goldparticlesの局在を認めた(図 1-7d矢

頭) 。 同様の結果は，抗GLIgGによるTENl観察においても得られた O 超

薄切片作製後に抗AMIgGおよびgoldparticlesとの免疫反応を行なった

TEM観察では，atl遺伝子産物の局在性を明らかにできなかった(デー タ

示さず) 0 そこで， protoplast表面における atl遺伝子産物の局在性を検討

した(図 1-8) 0 SEM像においては未処理の菌体と同様protoplast表 面に

gold particlesの局在を認め(図 1-8a) ， TEM像においてはgoldparticles 

は細胞膜から離れた位置に局在していた(図 1-8b) 

図 1-9にLiCl処理の有無によるTEM像での菌体表面のgoldparticles数の

変化を示す。LiCl処理により，菌体表層のgoldparticles数の大幅な減少を

認めた o
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図 I-5 二次電子SEMおよび反射型SEMによる菌体表層のatl遺伝子産物の
局在性
(a)二次電子SEM像
(b)反射型SEM像
パーは100nmを示す。
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図 1-6 二次電子SEMによる様々な細胞分裂段階での菌体表層at1遺伝子
産物の局在性(a-d)
矢頭はgoldparticleを，パーは lOOnmを示す。
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図 1-7 TEMによる細胞分裂時の菌体表層atl遺伝子産物の局在性 (a-d)
矢頭はgoldparticleを，バーはlOOnmを示す。
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図I-8 二次電子SEMおよびTEMによるprotoplast表層のatl遺伝子産物の
局在性
(a)二次電子SEM像
(b) TEM像
バーは lOOnmを示す。
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図 1-9 3M LiCl処理による菌体表層のat1遺伝子産物への影響
(-)， LiCl非処理;(十)， LiCl処理を示す。

第 4節考察

本研究では，生化学的検索および免疫電子顕微鏡検索の 2つの観点から，

菌体表層における atl遺伝子産物の局在性を明らかにすることを目的とした O

生化学的検索において，菌体表層の自己溶解酵素を， 3M LiCl， 4% SDSに

よる抽出に加え，さらに菌体を機械的に破砕し，細胞内タンパクを可溶化

することにより抽出した O この 3つの抽出 画分に対するイムノブロッテイ

ング解析では，抗51kDaGL血清および抗62kDaAM血清と反応する 5つの

自己溶解酵素を検出し(表 1-1) ，その分子量がそれぞれ138kDa，115kDa， 

85kDa， 62kDaおよび51kDaで、あることを明らかにした o Oshidaらによる遺

伝子解析では ， at1遺伝子は 1，256のアミノ酸から構成された分子 量

137，381DaのGLおよびAMdomainを有したbifunctionalなタンパク (ATL)を産

生し，後にプ ロセシングを受けて51kDaGLおよび62kDeiA~!l の 2 つのペプ

チドグリカン加水分解酵素を生ずるとされている 40)。 シグナル配列切断後の

ATLおよびプロセシング途中の中間産物と考えられるタンパクの計算上の

分子量は， 134，443Da， 116，662Daおよび80，872Daであり また成熟型の
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51kDa GLおよび62kDaAMの分子量はそれぞれ62，954Daおよび53，580Daで

あることから，分子量的には抗51kDaGL血清あるいは抗62kDelAI¥1血清と

反応したバンドがatl遺伝子産物 と一致する可能性が高い。 また， 51kDa GL 

と62kDaAMは抗51kDaGL血清および抗62kDaAl\~血清の両方に反応する o

これは， AMのC末端領域に 2つ， GLのN末端領域に lつの遺伝子の繰返し

構造が存在するため，抗AM血清はGLと，抗GL血清はAMと交差反応を起こ

すものと考えられる 40)。さらに， 138kDa， 115kDa， 85kDa， 62kDaおよび

51kDaタンパク がδtl遺伝子産物であることを確認するため， ATLの泣伝子配

列から繰返し構造以外の部分である AMdomainのN末 端領域およびGL

domainの C末端領域のペプチドに対する抗血清を作製し，ふ• elUrCLlS 

FDA209P， RN450およびRUSAL2から抽出したLiCl画分 に対するイムノブロ

ッテイング解析を行なった o FDA209PおよびRN450の結果から(表 1-1) 

138kDaおよび 115kDaタンパクがAMdomainとGLclolnainの両方を有し，

85kDaおよび62kDaタンパクはAMdomainを 51kDaタンパクはGLclolilain 

を有している可能性が示唆された o 一方， RN450から atIを不活化した株で

ある R1JSAL2において，すべての抗血清がバンドを認識しなかった所比から

も(表 1-1) ， 138kDa， 115kDa， 85kDa， 62kDaおよび51kDaタンパクは

at1遺伝子産物であることが示唆された O また， zymogramによる溶薗活性の

結果において， 138kDaおよび115kDaタンパクが1¥11.luteusおよびS.aureusの

両方に， 85kDaおよび62kDaタンパクがS.aureusに， 51kDaタ ンパクが1¥1.

luteusに溶菌活性を有することから(表 1-1) ， 138kDaおよび115kD日タン

パクはGLおよびAMの両方のdomainを有し， 85kDaおよび62kDaタンパクは

AM domaiDを， 51kDaタンパクはGLdomainを有している可能性が高い心以

上のことから 138kDa， 115kDa， 85kDa， 62kDaおよび51kDaタンパクは

atl遺伝子産物であるこ とが強く示唆された O 図 1-10にATLタンパクのプロ

セシングに対する仮説を示す。

Sugaiらは， 3ivr LiCl処理により菌体表層の自己溶解酵素を効呆的に拙出

できると報告している則。本研究の結果から ，3M LiCl処理のみでは菌休ぷ

層の自己溶解酵素 を完全に抽出できないことを示している 。 しかし，的.体

画分 にて全く酵素活性を認めなかったことから， LiCl処理後の 4~b SDStHJ 出

により，菌体表層に強固に結合した自己溶解酵素も完全に抽出可能である

ことを示唆している o また， protoplastにおいて 138kDa，115kDa， 85kDa， 

62kDaおよび51kDaタンパクを認め， trypsin処理によりこれらのタンパクグ

完全に消失し たことは(図 1-3b) ， at1遺伝子産物が細胞膜の外側に細胞壁
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には結合しない まま 局在していることを示唆している O また， trypsin処理

により， LiCl画分にてatl遺伝子産物と考えられるバンドがほとんど消失し

たのに対し， SDS画分に 115kDaのバンドを認めたことは(図 1-3el) ， SOS 

画分は細胞膜あるいはその外側に強固に結合したタンパクであり， LiCl画分

は薗体外側に緩やかに結合したタンパクであることを示唆している O

表 1-1 菌体抽出自己溶解酵素の溶菌酵素活性および
抗自己溶解酵素血清に対する反応性

Bacteriolytic activities
a 
Reactivities to anti-autolysin serum 

M. luteus S. aureus 
Anti- Anti- Anti-GL Anti-AM 

GL AM peptide peptide 

138kDa + + + + 土 + 

115kDa + + + + 土 土

85kDa + + + + 
62kDa 土 + 十 + + 
51 kDa 十 + + + 

a'一，Noactivity;土，weakactivity; + ，strong activity. 

NH
2
-f::1 ATし

女a

138kDa !幽 AMdomain GL domain幽|
女1 女2

115kDa 

85kDa 

62kDa AM 

51 kDa GL 

図 1-10 ATLタンパクのフロセシングに対する仮説
女a，シグナル配列;勺，抗AMぺフチド血清作製に用いたペプチド
(CPKIEEDYrSYFPIZYAYR)ゾ2，抗GLぺフチド血清作製に用いた
ペプチ ド(CGYYDKIGEVGKYFDIP)を示す。
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Sugaiらは，自己溶解酵素欠失株は培養すると巨大クラスタ ー を形成 し，

GLおよびAMはそのクラスターを分散させる活性を有していると報告 してい

るωヘ 過去にも様々な菌種において，細胞壁分解酵素の欠失と細胞分離と

の関連性が報告されてきた 5.7，11.12，1日 ，42.52.53，61.76.7九 免疫電子顕微鏡観察において，

at1遺伝子産物が隔壁形成部位の表面に局在することは) atl遺伝子産物が的

体分離に密接に関わっていることを強く示唆している O

以前 Sug凡iらはs.aur巴usFDA209P菌体から高浸透圧下でprotoplastを出

出した際，遠心により得られた上清からぺフチドグリカン画分を抽出し，

その画分にはSDSに安定性の溶菌酵素(自己溶解酵素)が存在しないこと

を示している 59)。 本研究において， protoplast表面に atl遺伝子産物の存在を

認めたことから) atl遺伝子産物は細胞膜あるいは細胞膜から伸びた線維状

の菌体成分に結合している可能性が考えられる O また， TEI¥1観察の結果，

gold particlesが隔壁形成部位の細胞壁から 20-50nm離れた部位に局在して

いることからも ，atl遺伝子産物は細胞膜から伸びた線維状の菌体成分に結

合している可能性が考えられる D その菌{体本成分として自己溶角解ギ酵素の制節節
-

因子として報告されている 13，2羽4.β3払 ωリポ夕イユ酸の可能性が考えられるが，生

化学的根拠は未だ得られていない。

免疫電子顕微鏡によるぺフチドグリカン加水分解酵素の局在性の研究は，

過去に数例報告されている o I-Iobotらは，Bδcillus subtiJis 168の細胞墜にお

ける lV-acetylrnuramyl-L-alanine amidaseの局在性を報告し 23) Diazらは，

Streptococcus pneulTIoniaeの細胞壁の隔壁形成部位における J¥T-ac巳lyl-

muramyl-L-alanine amidaseの局在性を認めているへ また) Walderichらは y

Escherichia coliの細胞壁におけるべフチドグリカン加水分解酵素の局在性

を報告しているが刊，いずれも酵素の特異部位への局在性については明らか

にしていない。

一方) Giesbrechtらは，電子顕微鏡観察において) S. aUlでus菌体をペニ

シリン処理することにより新しい細胞壁の合成が阻害され，続いて周閣の

細胞壁にmurosorneと呼ばれる微小の穴が形成され) i容菌が生じると報告し

ている 17.18，1へ At1遺伝子産物がペニシリンによる溶菌にも関与しているとの

Oshidaらの報告掛からも) atl遺伝子産物の局在性とペニシリン誘導型の溶薗

との関連性を明らかにすることは重要であると考えられる O

Henzeらは， MRSAから transposonTn551挿入により felnAおよびlelTlβ遺伝

子を不活化した変異株を分離し 3 この変異株は Sーラクタム系抗生物質へ

の感受性が上昇することに加え，不規則な細胞分離および隔壁分離の阻害
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を引き起こすこと，さらにペプチドグリカンのglycineペンタペプチドの形

成および分解を阻害することなどを報告したmo このことは， glycylglycine 

endopeptidaseが細胞分離に関与していることを示唆している 。本研究にお

いて ，at1遺伝子産物が隔壁分離完了後の菌体分離に関与していると考えら

れることから‘ glycylglycineendopeptidaseが隔壁分離に関与している可能

性も考えられる n

本研究の結果から，菌体分離におけるatl遺伝子産物の役割を模式図にま

とめた(図 1-11) 0 At1遺伝子産物は隔壁形成部位表面の線維状の薗体成分

に結合して局在し，菌体分裂後の分離に関与していることが強く示唆され

た。 しかし， S. aureusの菌体分離における δtl遺伝子産物の役割は未だその

大部分が明らかではない o Atl遺伝子産物がどのような機序で隔壁形成部位

の菌体表面に特異的に局在し，またどのような菌体成分に結合して局在す

るのか，さらにatl遺伝子産物がどのようなメカニズムにより菌体分離を引

き起こすのかなどについては今後の課題である O
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図1-11 菌体分離におけるatl遺伝子産物の役割(仮説)
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第 2章 菌体からのクラスター分散酵素の精製および性状

第 l節概要

第 l章において， LiCl画分およびSDS画分中に，抗GLJlu清および抗 A~\'l 血

清と反応し， zymogramにて溶菌活性を有するタンパクを認めたことから，

これらのタンパクがatl遺伝子産物であることをさらに明らかにする必要性

が考えられた 。 SugaiらはS.aureus FDA209Pの培養上清から 51kDaGLおよ

び62kDaAMを精製し，両酵素が溶菌活性を有すると共に，菌休クラスタ ー

を分散させる活性をも有していると報告しているω。 菌体から抽出したLiCl

回分においてもクラスター分散活性を有したことから，本研究では， LiCl 

画分からクラスター分散活性を指標としてタンパクを精製し，その性状の

分析および同時に培養上清から精製したGLおよびAMとの比較を行なった。

第 2節 材料および方法

第 l項 使用菌株および培養

菌株はS.aureus FDA209Pを使用し， TSBにて 370Cで振とう培養を行な

った 。 S.aureusを300mlのTSBにて静止期まで前培養した後， 2.7 Qの

TSBに接種し，対数増殖期中期に達するまで約 411寺問培養した 。 指養は

計36Q行ない，以下の実験に用いた o

第 2項 菌体からのクラスター分散酵素の精製法

1 )粗酵素画分の調製

第 1項で得た培養液から遠心 (4，500x g， 30 min， 4 oC )により集菌

したo得られた菌体をPBS(pI-I7.0) にて洗浄し， 3M LiCl 6 ~ 7 mlに

懸濁して氷中で 15分間放置後，遠心(9 ，000 x g， 10m in ， 4 oC )し，そ

の上清を集めた o この操作を 2回繰り返し， 36 Qの培養液から得られ

た計165mlを粗酵素画分としたo
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2 )ク ロマトグラフィー

各精製段階での酵素活性は， S. aureus FDA20~Pから分離したクラス

ター形成変異株 Lvt666Uの加熱死菌 105 粒子 Imlに各酵素国分を 37~_' にて

30分間作用させ，作用後の粒度分布をコールターカウンター，コール

ターチャネライザー (modelZM， Coulter Electronics Ltcl.， Luton， 

England) およびパーソナルコンビューター (PC9801vrn2， NEC，東

京)を用いて測定し，クラスター分散に伴う分離細胞の増加を指標と

した o 104粒子Imlの細胞から分離細胞を 1000増加 させるのに必要な酵

素量 を l酵素活性単位 (1U) とした o また，高速液体クロマトグラフ

ィーはHLCシステム (HLC-803D，GE-4， UV-8moclelII，東曹，東京)

を使用した D

( 1) TSK. gel Phenyl Toyopearl 650M疎水クロマトグラフィー

粗酵素画分をO.lMリン酸緩衝液+2.5M NaCl (pI-I6.8) に対して透

析し，同緩衝液で十分平衡化したTSI(gel Phenyl Toyopearl 650M 

(1.8 x 150 mm;東曹，東京)カラムにアフライした o 同緩衝液で

十分洗浄後， O.lMリン酸緩衝液 (pI-I6.8) にて溶出した O 溶出した

活性画分をO.lMリン酸緩衝液 (pH6.8) に対して透析した。

( 2) TSI( gel HA1000ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィー

( 1 )で透析した活性画分を O.lMリン酸緩衝液(pH6.8) で平衡

化したTSI(gel HA1000 (7.5 x 75 mm  ;東曹，東京)カラムにかけ，

同緩衝液で十分洗浄後， 30分でO.lMから 0.5Mのリン酸緩衝液 (υH

6.8) になるようリニアグラジェントで溶出した O 溶出した活性画分

に最終的に2.51¥1になるよう NaClを添加した後， O.lMリン酸緩衝液+

2.5M NeiCl (pH6.8) に対して透析した O

( 3) TSK. gel Phenyl 5PW疎水クロマトグラフィー

( 2 )で透析した活性画分を0.11¥1リン酸緩衝液+2.5M NaCl 

( pH6.8) で平衡化したTSI(gel Phenyl 5PW (7.5 x 75 mrn ;束官，

東京)カラムにアフライし，同緩衝液で十分洗浄後， 30分でo.1l¥tlリ
ン酸緩衝液+2.5M NaCl (pI-I6.8) から 0.11¥11リン酸緩衝液(pI-I6.8) 

になるようリニアグラジェントで溶出した D 溶出した活性画分は 2

つの画分からなり，前の画分をpeak1，後の 画分をpeak2としたり

Peak1およびpeak2の各々に対し，再度最終的に2.5Mになるよう NaCl

を添加した後，各画分をO.lMリン酸緩衝液 +2.51¥11 NaCl (pH6.8) に

対して透析した G
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( 4) TSI{. gel Phenyl 5PW疎水ク ロマトグラフィ ー

( 3 )で得られたpeak1お よびpeak2を(3 )と同様の条件で再ク

ロマトグラフィーし ，得られた溶出 画分をO.lIVlリン酸緩衝液(pI 1 

6.8) に対して透析した o

( 5) TSI( gel Blue 5PWアフィニティクロマトグラフィー

( 4 )で得られた活性画分をO.lMリン酸緩衝液(pI-I6.8) で平衡

化したTSI{gel Blue 5PW (7.5 x 75 mm  ;東曹，東京)カラムにア

プライした o 同緩衝液で十分洗浄後， 30分で0.1IVIリン酸緩衝液

( pH6.8) から O.lM リン酸緩衝液+2.5M NaCl (pl-I6.8) になるよう

リニアグラジェントで溶出し，得られた活性国分を最終結製標品と

した o

第 3項 培養上清からのクラスター分散酵素の精製法

培養上清からのGLおよびAMの精製は， Sugaiらの方法ωlこ準じて行な

った o

1 )培養上清の調製

第 2項で得られた培養上清にO.lMリン酸緩衝液(pH6.8) にて平衡

化したTSI(gel Blue Toyopearl 650ML (東曹，東京)を加えて撹持後，

4 oCにて一夜放置したo

2 )クロマトグラフィー

以下の各精製段階での酵素活性の測定は，菌体からの精製過程と同

様にクラスター分散活性を指標として行なった o 104粒子Imlの細胞か

ら分離細胞を 1000増加させるのに必要な酵素量を i酵素活性単位 (1U) 

とした。

( 1) TSI( gel Blue Toyopearl 650MLアフィニティクロマトグラフィー

4 oCにて一夜放置した培養上清から沈澱したゲルを集め，カラム

(1.8 x 150 mm) にアフライし， O.lMリン酸緩衝液 (pl-I6.8) にて

十分洗浄後， O.lMリン酸緩衝液+2.5M NaCl (pH6.8)にて溶出した p

溶出した活性画分を溶出に用いた緩衝液に対して透析した。

( 2) TSI( gel Phenyl 5PW疎水クロマトグラフィー

( 1 )で溶出，透析した活性画分をO.lMリン酸緩衝液+2.5M 

NaCl (pH6.8)で平衡化したTSI{gel Phenyl 5PW (7.5 x 75 mm  ;東

曹，東京)カラムにアフライし，同緩衝液で十分洗浄後， 30分で
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O.lMリン酸緩衝液 +2.5N1 NaCl (pH6.8) から 0.1J¥l1リン酸緩衝液

( pH6.8) になるようリニアグラジェントで溶出した o 溶出した活性

画分は 2つの画分からなり，前の画分をpeak1，後の画分をpealく2と

した o Peak1に最終的に2.5Mになるよう NaClを添加した後， 0.11¥1リ

ン酸緩衝液+2.5M NaCl (p}-I6.8) に対して透析した o また， peak2 

をO.lMリン酸緩衝液 (pH6.8) に対して透析した O

( 3) TSI( gel Phenyl 5PW疎水クロマトグラフィー

( 2 )で得られたpeak1を(2 )と同様の条件で再クロマトグラフ

イーし，得られた溶出回分をO.lMリン酸緩衝液(pl-[6.8) に対して

透析した O

( 4) TSI{ gel Blue 5PWアフィニティクロマトグラフィー

( 2 )で得られたpeak2および(3 )で得られた活性画分を O.lM

リン酸緩衝液 (pH6.8) で平衡化したTSI(gel Blue 5PW (7.5 x 75 

mm，束曹，東京)カラムにアフライした O 同緩衝液で十分洗浄後，

30分でO.lMリン酸緩衝液(pl-I6.8) から 0.ltv1リン酸緩衝液+2.51¥1 

NaCl (pH6.8) になるようリニアグラジェントで溶出し，得られた

活性画分を最終精製標品とした O

第 4項 SDS-PAGEおよびWesternblottingによる自己溶解酵素の検出法

得られた精製酵素に対し 10%ポリアクリルアミドゲルを用い，第 l

章，第 2節，第 4項の方法により自己溶解酵素の検出を行なったぐ

第 5項 菌体お よび培養上清からの精製酵素の性状比較

1 )クラスター分散活性の分析

s. aurευs FDA209Pから分離したクラスター形成変異株Lyt66の加熱

死菌105 粒子Imlに第 2項および第 3項にて精製した酵素を370Cにて30

分間作用さ せ，作用後の粒度分布をコールターカウンター，コールター

チャネライザーおよびパーソナルコンビューターを用いて測定した o

104 粒子Imlの細胞から分離細胞を 1000増加させるのに必要な酵素量を

l酵素活性単位 (1U) とした o

( 1 )クラスター分散活性に及ぼすpHの影響

酵素活性測定系における O.lMリン酸緩衝液のpHを4から 8の範

囲で変化させて測定した。
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( 2 )クラスター分散活性に及ぼすNaCl濃度の影響

酵素活性測定系における NaClの濃度を 12.5から 200n1lvI (2倍希釈

系列)の範囲で変化させて測定した o

( 3 )クラスター分散活性に及ぼすCibacronBlueおよびEDTAの影響

酵素活性測定系において25μNICibacron Blue F3G-A (Flllka AG， 

Chemiche Fabrik， Buchs， Switzerlancl) あるいは3.125mI¥1EDT，L¥ 

(nacaleii tesQlle，京都)を添加し，それぞれの分散活性を測定した。

2 )溶菌活性の分析

11/1. lu LeusあるいはS.aureus加熱死菌を O.5mg/rnlになるように 50mI¥/I

リン酸緩衝液 (pH6.8) 1mlに懸濁し，各精製酵素250ng/mlを添加後，

370Cにて振とうし，波長660nmで、の濁度を分光光度計により経時的に

測定した O
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第 3節結果

第 l項 菌体および培養上清からのクラスタ ー分散酵素の精製

クラスター形成株Lyt66の加熱死菌に対して菌体から抽出したLiCll面分

を作用させ，コールターカウンターシステムを用いてクラスター分散活

性を検討したところ，活性を認めたことから， LiCl国分よりクラスタ ー

分散活性を指標としてタンパクを精製した 。菌体からの精製のカラムク

ロマトグラムを図 II-1に示す O 精製第 1段階として， LiCl画分を0.11，，1リ

ン酸緩衝液+2.5M NaCl (pI-I6.8) に透析し， TSI( gel Phenyl Toyopearl 

6501¥11にアプライしたところ LiCl画分のほとんどの活性画分はカラムに

結合した O 精製第 2段階のTSI{gel I-IA1000ハイドロキシアパタイトク

ロマトグラフィーにおいても同様に，ほとんどの活性画分はカラムに結

合し，単一のpeakとして溶出された(図 II-la) 0 精製第 3段階のTSI(

gel Phenyl GPWクロマトグラフィーにてpeak1とpeak2を分離した(区III

-1 b) 0 各々の peak~ま最終的に TSI( gel Blue 5PWクロマトグラフィ ー に

より単一のpeal王として溶出された(図 II-1c，cl) 0 表 II-1に各精製段階で

の結果の ま とめを示す O

表II-1 菌体からのクラスター分散酵素の精製の要約

Protein (μg) 
Cluster-dispersing activity 

Fraction a 
SP act (μg/ml) U 

Crude 12144 6.79 82458 
Phenyl650M 2180 4.59 10006 
HA1000 2264 8.83 19991 
Phenyl 5PW (peak1) 127.2 15.72 2000 
Phenyl 5PW (peak1) 291 31.25 9094 
Blue 5PW (pea~く 1) 18.4 5.43 99.9 
Phenyl 5 PW (peak2) 64.0 17.18 1100 

Phenyl 5PW (peak2) 159.6 18.80 3000 
Blue 5PW (peak2) 22.4 125.0 2800 

a : 1単位 (U)は基質である 105粒子Imlの細胞クラスターに作用
させたときに， 104個の分離細胞が生じる酵素量とした。
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第 2項 精製酵素の性状比較

図 II-2aにSDS-PAGEによる銀染色のタンパ クパタ ー ンを 示す。Peakl

は培養上清からの精製された51kDaGL， peak2は62kDaA1VIと同ー の電気

泳動度を示した O 抗AM血清によるWesternblottingの結 果 を図 II-2bに示

す o 51kDaタンパク 62kDaタンパクはGL. A1Vlと同様に抗f¥l¥lI血清 によ

って認識された。抗GL血清によるWesternblottingにおいても同様の結果

を得た(データ示さず) 0 また， G L dOl11ainのC末端領域に対する ペプチ

ド抗血清は， AI¥1および62kDaタンパクを認識せず GLおよび51kDaタン

パクのみを認識した(データ示さず) 0 一方， AM domainのN末端領 j或

に対するペプチド抗血清は， GLおよび51kDaタンパクを認識せず，J-¥Mお

よび62kDaタンパクのみを認識した(データ示さず)

M. luteusおよびS.3UreUSゲルによる zymogramの結果を図 II-2cおよび

II -dに示す。M.luteusの場合，培養上清からの GLおよびAMと同様に，

51kDaに活性の強い溶菌バンド， 62kDaに弱い溶菌バンドを認めた O 一方，

S. 3UreUSの場合も，同様に 62kDaに溶菌バンドを認めたが， 51kDaには溶

菌バンドを認めなかった 。 また，図 II-3に各精製酵素のM.luteusおよび

S. 3ureus加熱死菌に対する経時的な溶菌活性を示す o 51kDaタンパクは

M. luteusに対して高い溶菌活性を有しているのに対し， 62kDaタンパク

はほとんど活性を有していないことが明らかになった(図 II-3a) 0 一方，

62kDaタンパクはS.3ureusに対して溶菌活性を有しているのに対し，

51kDaタンパクはほとんど活性を有していないことが明らかになった

(図 II-3b) 0 両タンパクは培養上清からのGLおよびAMとそれぞれ同

の溶菌活性を示した 2へ
表 II-2に精製酵素の一般的性状を示す O 菌体62kDaタンパクおよび培

養上清からのAI¥1は， 51kDaタンパクおよび培養上清からの GLに比較して

高いクラスター分散活性を有していることが明らかとなった。菌体から

の51kDaタンパクおよび62kDaタンパクのクラスター分散活性は，培.養」二

清からの GLおよびAMとほぼ同ーであった 2ω。 また 51kDaおよび62kDa

タンパクのクラスター分散活性は， 25μMのCibacronBlue F3G-Aにより

完全に阻害された O
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a 
A 8 C 0 

c 
A 8 C 0 

b 

A 8 C 0 

d 

A 8 C 0 

4・-62k
~51k 

ー・-51k

図II-2 菌体から精製したクラスター分散活性酵素のSDS-PAGE後の銀染色，イムノ
ブロッティングおよび勾訂logramによる解析
(a) SDS-PAGE後の銀染色
(b)抗AM血清によるイムノブロッティング
(c) M. luteus菌体を封入したゲルによる勾訂logram
(d) S. aureus菌体を封入したゲルによるzymogram
レーン :A，菌体から精製したpe必(1(150ng protein) ; B，菌体から精製した
pe討王2(150ng protein) ; C，培養上清から精製したGL(150ng protein) ; 
D，培養上清から精製したAM(150ng protein) 
右側矢印は検出されたバンドの分子量 (Da)を示す。
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図II-3 各精製酵素のM.luteus (a)およびS.aureus (b)に対する溶菌活性
A.，培養上清 51kDaGL ;令 培養上清62kDaAl¥1 ;回 菌体 51kDaタンパク;
e，菌体62kDaタンパク ;口，Control (精製酵素非添加)を示す。

表II-2 菌体および培養上清から精製したクラスター分散酵素の性状の比較

Property 3M LiCI extract Supernatant 

. Moleculer weight 51，000 62，000 51，000 62，000 

. Separation activity to S. aureus 

Lyt66 (U/μg) 5.43 125.0 7.65 151.5 

. pH optima 7.0 7.0 7.0 7.0 

. lonic optima (NaCI conc.， mM) 100 100 100 100 

. Stimulation (+) or Inhibition (ー)

of separation activity: 

25μM Cibacron blue F3G-A -1000/0 -1000/0 -1000/0 -1000/0 

3.125mM EDTA -800/0 -1000/0 ー1000/0 -1000/0 
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第 4節考察

51kDa GLおよび62kDaAMは溶菌活性を有すると共に，菌体クラスター

を分散させる活性をも有しているとのSugaiらの報告がある ω。第 1章にお

いて， LiCl画分およびSDS画分中に，抗GL血清および抗ANI血清と反応し，

zymogramにて溶菌活性を有する分子量51kDaおよび62kDaのタンパクを認、

めたが，これらのタンパクがatJ遺伝子産物であることを明らかにする必要

がある 。一方で， LiCl画分においてもクラスター分散活性を 有したことか

ら，同画分よりクラスター分散酵素を精製し，性状分析を行なった o

分離したpeaklとpeak2の 2つの活性画分を最終精製した結果， peaklが

分子量51kDa，peak2が62kDaであり，培養上清から精製したGLおよびf¥rvJ

と同ーであった o Sugaiらは酵素処理した細胞壁 を分析した結果， GLは細

胞壁の還元基末端 を遊離し， AMは細胞壁のアミノ基を遊i離すると報告して

いる mへ精製した 51kDaおよび62kDaタンパクは，抗血清との反応性，溶

菌活性およびクラスター分散活性において，各々 GLおよびAlvfの性状とほ

ぼ同ーであったことから，菌体から精製した51kDaタンパクはGL，62kDa 

タンパクはAMであることが強く示唆された。

Lyt66加熱死菌に対するクラスター分散活性において， 62kDaタンパクお

よびAMは， 51kDaタンパクおよびGLに比較して高い活性を有していること

が明らかとなった o 両酵素のペフチドグリカンに対する作用部位が異なっ

ていることから，グリカン鎖を切断するより架橋構造を切断する方が菌体

分離に関してより効率が良いあるいは細胞壁の娘細胞へと分離する部位が

AMに対してより感受性が高い等の可能性が考えられる G

第 l章の生化学的検索において， LiCl画分およびSDS画分には 138kDa，

115kDaおよびR5kDaタンパクに加えて51kDaおよび62kDaタンパクが存在し，

免疫電子顕微鏡的検索において，菌体表層の隔壁形成部位に aU遺伝子産物

が局在すると示唆されたことからも，菌イ本表層 に局在する GLおよびAMは

薗体分離に深く関与していると考えられる 。
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第 3章 自己溶解酵素ATLのプロセシングに及ぼすCibacron

Blue F3G-Aの影響

第 l節概要

Oshidaらは， 自己溶解酵素遺伝子 δtlに対する openreading frameが

3768bpであり， 1256個のアミノ酸によりコ ー ドされた分子量 137，381Daの

タンパク (ATL) を構成していると報告している 40)。第 l章および第 2章の

結果から，黄色ブドウ球菌は前駆体として 138kDaのタンパクを産生し， )]莫

表面あるいは外側において， 115kDaおよび85kDa等の中間体 を経て，

51kDa GLおよび62kDaAMにフロセシングを受けた後， 培養上清中に放出

される可能性を示唆した D

アフィニティクロマトグラフィに対するリガンドとして用いられるトリ

アジン系色素CibacronBlue F3G-A (CB) 仰)は invivoで、菌体分離を阻害

し，巨大クラスターを形成することが知られている 58.60)。 第 2章の結果から

も，at1遺伝子産物がinvivoで菌体分離に関与していると考えられることか

ら，本研究では，まずATLのフロセシングに及ぼすCBの影響 を検討 した。

また 1 CBを添加して培養した菌より 138kDaおよび 115kDaタンパクを 精

製した後，両タンパクのN末端アミノ酸配列を決定し， ATLとの相向性につ

いても検討した。

第 2節 材料および方法

第 l項 Cibacron Blue F3G-A (CB) によるクラスター分離活性阻害

2mMから 2μM(2倍希釈系列)のCBを添加した1¥11ueller-Hin ton培地

(BBL， Becton Dickinson and Co.， Cockeysville， MD，USA) 100μl中に

s. aureus FDA209Pを105cells接種し， 12時間静置培養 した後，位相差顕

微鏡お よび透過型電子顕微鏡 にてクラスターの形成を観察し た。
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第 2項 培養条件および自己溶解酵素画分の調製

1 ) ATLのプロセシングに及ぼすCB濃度の影響

0， 15， 30， 60， 120あるいは240μMのCBを添加したMuellcr-Hinton

培地中に， S. aureus FDA209Pを106 cells/ml 技種し， 370Cにて 12U寺問

静置培養した後，以下の方法で自己溶解酵素画分を調製した口

2) ATLのフロセシングに及ぼす時間の影響

60μ NI CB添加あるいは非添加のMueller-Hin ton培地中に， S. f-1ureus 

FDA209Pを106cells I ml接種し 370Cにて1. 3， 6あるいは 12時間静置

培養した後，以下の方法で自己溶解酵素画分を調製した o

3 )自己溶解酵素画分の調製

1 )あるいは 2)の条件で培養した培養液から， 3つの凶分を以下

の方法で調製した O

培養上清画分(上清画分)培養液を遠心(9 ，000 x g， 1 0 ITl i n， 40C) 

後，得られた培養上清を80%飽和硫酸アンモニウムにて濃縮し， 0.1 I¥'l 

リン酸緩衝液(pH6.8) に透析したものを用いた o

菌体LiCl抽出画分(LiCl画分培養液から集菌した菌体に対し，先

1章，第 2節，第 2項に述べた方法で画分を調製した。

菌体SDS抽出画分 (SDS画分) : LiCl抽出後の菌体に対し，同機に第

1章，第 2節，第 2項に述べた方法で画分を調製した。

第 3項 SDS-PAGEおよびWesternblottingによる δtJ遺伝子産物の検出法

得られた各画分に対し， 7.5%ポリアクリルアミドゲルを用い，第 l章，

第 2節，第 4項の方法により自己溶解酵素の検出を行なった O

第 4項 138kDaおよび115kDaタンパクの精製法

第 2項にて抽出したSDS函分を7.5%ポリアクリルアミドゲルを川いた

バイオフォレーシス Eシステム (AE-6700，ATTO，東京) (図町 -1)に

展開し，タンパクの分取を行なった。得られたタンパクに対し， SDS-

PAGE銀染色像， zymogramによる溶菌酵素活性および、¥lVesternblottingに

よる抗GLあるいは抗AM血清との反応性から 138kDaタンパクおよび115

kDaタンパクを確認した O また，両タンパクの 一般的性状として，第 2

章，第 2節，第 5項の方法で巨大クラスター形成変異株Lyt66に対する各
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精製タンパクのクラスター分離活性およびs.aυreusならびに1¥11.luteus1JO 

熱死菌に対する各精製タンパクの溶菌活性も検討した O

第 5項 自己溶解酵素のN末端アミノ酸分析法

第 4項の結果において精製した138kDaおよび115kDaタンパ クを， 7.5 

%分離ゲルを用いたSDS-PAGEに展開し Towbinらの方法 69)~之従い，

PVDF膜 (Bio-RadLaboratories， Richmoncl， CA， USA) にlOOCで65分間，

電気的に転写した 3ヘ PVDF~莫上のタンパクをクーマシー染色して 138kDa

タンパクおよび115kDaタンパクのバンドを切り出し ペフチドシークエ

ンサー (PSQ2システム，島津製作所，東京)にてN末端アミノ酸配列を

決定した O

4 噌ー・

• 
oαコ00000
00000000 
ooooocわ0
00000000 
o00αコ000

フラクション

コレクター

サンフル

上部カラム

濃縮ゲル

分離ゲル

4咽・-

回収緩衝液

図囚 -1 バイオフォ レーシス田システムの基本構成の模式図
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第 3節結果

第 l項 Cibacron Blue F3G-A (CB) によるクラスター分離活性 阻害

s. aureus FDA209PはCB存在下であっても 非存在下と同様の 増殖速

度を示し， 30μM以上のCB濃度にて菌体分離がほとんど阻害 され， 巨大

なクラスター形成を認めた(図 III-2) 

第 2項 自己溶解酵素ATLのプロセシングに及ぼすCBの影響

自己溶解酵素ATLのフロセシングに及ぼすCBの影響をzymograrnおよ

び、Westernblottingにより検討した結果を以下に示す O

1 ) ATLのプロセシングに及ぼすCB濃度の影響

抽出した上清画分， LiCl画分およびSDS画分に対するzyrnogramの結

果を図 III-3に， Western blottingの結果を図 III-4に示す O

JvI. lu teusおよびs.aureusゲルによるzymogramの結果から， LiCl画分

およびSDS画分においては， CB非添加にて培養した場合， 51kDa GLお

よび62kDaAMに加えて 138kDa. 115kDaおよび85kDaに溶菌酵 素活性

を認めた(図 III-3b，c) 。 一方，クラスター形成濃度である 30μM以上

のCBを添加して培養した場合， 85kDaタンパク， 51kDa GLおよび

62kDa AMの酵素活性が消失し， 138kDaおよび115kDaタンパクの酵 素

活性バンドの増大を認めた(図 III-3b，c) 

上清画分においては， CB非添加にて培養した場合， 85kDaタンパク，

51kDa GLおよび62kDaAMの溶菌酵素活性を認め 138kDaおよび 115

kDaタンパクの酵素活性を認めなかった(図 III-3a) 0 一方， 30μM以

上のCBを添加して培養した場合， 85kDaタンパク， 51kDa GLおよび

62kDa ANIの酵素活性が消失し， 138kDaおよび115kDaタンパクの酵 素

活性を認めた(図 III-3a) 

Western blottingにおいても， zymogramにて酵素活性を有したバン

ドはすべて抗Gし AM血清によって認識され， zymograrnと同様の結 果

であった(図 III-4) 
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2) ATLのフロセシングに及ぼす時間の影響

抽出した上清画分， LiCl画分およびSDS画分に対するzymogran1の結

果を図rn-5に， Western blottingの結果を図 ill-6に示す。

Zymogram， Western blottingおよびSDS-PAGE後の銀染色の結果か

ら， LiCl画分およびSDS画分においては， CB非添加にて培養した場合，

培養約 1時間後より 138kDaタンパク， 3時間後より 115kDaタンパクを

認めたのに加え 3時間後より 85kDaタンパクおよび51kDaGLを 1 6 

時間後より 62kDaAMを認めた O 一方 60μtvl CBを添加して培養した

場合，培養約 1時間後より 138kDaタンパク， 3時間後より 115kDaタン

パクを認めたが 85kDaタンパク 51kDa GLおよび62kDaAl¥llを認め

なかった(図rn-5b，c， rn -6b，c) 

上清画分においては， CB非添加にて培養した場合，培養約 6時間後

より 85kDaタンパクおよび51kDaGLを認め 1 12~l寺間後より tì2kDa AIvl 

を認めたが， 138kDaおよび115kDaタンパクを認めなかった O 一方，

60μM CBを添加して培養した場合では，培養約 3 時間後より 13~kDa

および115kDaタンパクを認めたが 85kDaタンパク 51kDa GLおよび

62kDa AIvIを認めなかった(図rn-5a， rn -6a) 
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第 3項 138kDaおよび 115kDaタンパクの精製

バイオフォレーシス Eシステムによる 138kDaおよび115kDaタンパクの

精製の結果を図m-7に示す o SDS-PAGE銀染色において，両タ ンパクは
単一のバンドとして精製された(図 ill-7a) 0 また 両タンパクはJillGL

および抗AIvI血清との反応性を認め(図 ill-7b) ， zymograrnの結果からも

Jv1. lu teusおよびS.aureusに対する溶菌酵素活性が認められた(データ示

さず) 。表m-1に138kDaおよび115kDaタンパクの一般的性状を示す Q 同

タンパクはinvitroにてS.aureus菌体に対するクラスター分離活性な らび

にJvI.luteusおよびS.aureus菌体に対する溶菌活性を 認、め なか った n

第 4項 13~kDaお よ び 1 15kDaタンパクの N末端アミノ酸分析

ペプチドシークエンサーによる 138kDaおよび115kDaタンパクの N末端

アミノ酸分析の結果を図 ill-8に， Oshidaらが発表したATLのアミノ酸配

ヂIjを図m-9に示す o Atlのopenreading frameは3768bpであり， 1256個の
アミノ酸によりコードされた分子量 137.381Daのタンパク を杭成している

40)0 138kDaタンパクのN末端アミノ酸配列とATLのアミノ酸配列との比較

ならびに分子量から， 138kDaタンパクはシグナル配列切断後の.4TLであ

り， また115kDaタンパクのN末端アミノ酸配列とATLのアミノ酸配列と

の比較な らびに分子量から， 115kDaタンパクは62kDaAMおよび51kDa

GLの結合し た前駆体である こと が強く示唆 された。

表m-1 精製した 138kDaタンパクおよび 115kDaタンパクの性状

Property 

. Moleculer weight(Da) 

. Separation activity to S. aureus 

Lyt66 heat inactivated cells 

. Lyti c activity to: 

M. luteus heat inactivated cells 

S. aureus heat inactivated cells 

a.一，Noactivity 
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atl gene products 

138kDa 115kDa 

138，000 115，000 

_a 



a b 
A 8 A B 

~138k 
~115k 

図III-7 菌体から精製した 138kDaタンパクおよび115kDaタンパクの
SDS-PAGE後の銀染色およびイムノブロッティングによる解析
(a) SDS-PAGE後の銀染色
(b)抗 GLおよびAM血清によるイムノブロッティング
レーン :A，精製138kDaタンパク (150ngprotein) ; B，精製
115kDaタンパク (150ngprotein) 
右側矢印は検出されたバンドの分子量 (Da)を示す。

138kDaタンパク
Ala-Glu-Thr-Thr-Gln-Asp-Glx-Thr-X-Asn 

1 15kDaタンパク
Ala-X-Ala-Gln-Pro-Arg-Ser-Val-Ala-Ala 

図III-8 138kDaタンパクおよび115kDaタンパク N末端アミノ酸配列
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lMLGVINRMAK KFNYKLPSMW ALTLVGSAVT AHQVQ~ETT QDQTT~KNVL DSNKVKATTE60 

*a 
QAKAEVKNPT QN工SGTQVYQDPAIVQPKTA NNKTGNAQVS QKVDTAQVNG DTRANQSATT120 

NNTQPVAKST STTAPKTNTN VTNAGYSLVD DEDDNSENQ工 NPELIKSAAKPAALETQYKT180 

AAPKAATTSA PKAKTEATPK VTTFS_ASAQP RSVAA_TPKTS LPKYKPQVNS S工NDYICKNN240

*b 
LKAPK工EEDYTSYFPKYAYR NGVGRPEGIV VHDTANDRST INGEISYMKN NYQNAFVHAF300 

VDGDR工工ETAPTDYLSWGVG AVGNPRFINV E工VHTHDYASFARSMNNYAD YAATQLQYYG360 

LKPDSAEYDG NGTVWTHYAV SKYLGGTDHA DPHGYLRSHN YSYDQLYDL工 NEKYLIKMGK420

VAPWGTQSTT TPTTPSKPTT PSKPSTGKLT VAANNGVAQ工 KPTNSGLYTTVYDKTGKATN4BO 

EVQKTFAVSK TATLGNQKFY LVQDYNSGNK FGWVKEGDVV YNTAKSPVNV NQSYS工KPGT540

KLYTVPWGTS KQVAGSVSGS GNQTFKASKQ QQIDKS工YLYGSVNGKSGWV SKAYLVDTAK600 

PTPTPTPKPS TPTTNNKLTV SSLNGVAQIN AKNNGLFTTV YDKTGKPTKE VQTKFAVTKE660 

ASLGGNKFYL VKDYNSPTLI GWVKQGDVIY NNAKSPVNVM QTYTVKPGTK LYSVPWGTYK720 

QEAGAVSGTG NQTFKATKQQ QIDKSIYLFG TVNGKSGWVS KAYLAVPAAP KKAVAQPKTA780 

VKAYTVTKPQ TTQTVSK工AQVKPNNTG工RASVYEKTAKNG AKYADRTFYV TKERAHGNET840 

YVLLNNTSHN工PLGWFNVKDLNVQNLGKEV KTTQKYTVNK SNNGLSMVPW GTKNQV工LTG900

NNIAQGTFNA TKQVSVGKDV YLYGTTNNRT GWVNAKDLTA PTAVKPTTSA AKDYNYTYV工960

KNGNGYYYVT PNSDTAKYSL KAFNEQPFAV VKEQV工NGQTWYYGKLSNGK LAWIKSTDLA1020 

KELIKYNQTG MTLNQVAQ工QAGLQYKPQVQ RVPGKWTDAK FNDVKHAMDY KRLAQDPALK1080 

YQFLRLDQPQ NISIDKINQF LKGKGVLENQ GAAFNKAAQM YGINEVYL工SHALLETGNGT1l40 

SQLAKGADVV NNKVVTNSNT KYHNVFGIAA YDNDPLREGI KYAKQAGWDT VSKAIVGGAK1200 

FIGNSYVKAG QNTLYKMRWN PAHPGTHQYA TDVDWAN工NAK工工KGYYDKIGEVGKYFD工p1260

QYK1263 

図m-9 atlの遺伝子配列に対する 138kDaタンパクならびに 115kDaタンパクの
末端アミノ酸配列の相向性
*a， 1~~8kDa タ ンパク の N 末端アミノ酸配列との相同部位 *b ， 115 
kDaタンパクのN末端アミノ酸配列との相同部位

-49-



第 4節考察

各抽出画分に対するCBの影響を表 ill-2にまとめた o ZYIDogran1， Wεstern 

blottingおよびSDS-PAGE後の銀染色の結果から CB非添加にて培養した場

合 LiCl画分およびSDS画分においては， 51kDa GLおよび62kDaANIと共に

138kDa， 115kDaおよび85kDaタンパクを認めたのに対し 上清画分におい

ては， 138kDaおよび 115kDaタンパクを認めず， 85kDaタ ンパク， 51kDa 

GLおよび62kDaAMを認めた O 第 l章および第 2章の結果から も， ATLは

138kDaタンパクとして産生された後， LiCl画分あるいはSDS画分 において

115kDaおよび85kDaタンパク等の中間体を経て 51kDaGLおよび62kDaAl'vI 

にプロセシングを受けると考えられる O しかし，上 清画分 に85kDaタンパ

ク， 51kDa GLおよび62kDaAMの活性のみを認めたことから 培養上清中

には，プロセシングを受けた成熟型の 51kDaGL， 62kDa AMあるいは

B5kDaタンパクの形でのみ放出されるものと考えられる O

一方，クラスター形成濃度である 30μM以上の CBを添加した場合， LiCl 

画分およびSDS画分において85kDaタンパク 51kDa GLおよび62kDaAMが

消失し， 138kDaおよび 115kDaタンパクの増大を 認 めたことから， CBは

138kDaおよび115kDaタンパクの 51kDaGLおよび62kDaATvlへのプロセシン

グを阻害している可能性が強い 。 また，上清画分において， CBにより

85kDaタンパク 51kDa GLおよび 62kDaAMが消失し， 138kDaおよび

115kDaタンパクを認めたことから，培養上清中に 138kDaおよび 115kDaタ

ンパクの形で放出されるものと考えられる O しかし， CB濃度の増加に伴っ

て， SDS画分における 138kDaおよび115kDaタンパクの活性およびタンパク

量が増加し，逆に上清画分における活性およびタンパク量が減少したこと

は， CBの濃度が高くなるにつれて，培養上清への δtl遺伝子産物の放/JJが阻

害され， SDS画分への蓄積が促進されていると思われる O

Oshidaらは，スルヒドリルフロテアーゼ阻害剤]J-hydroxymercurib巳nzoic

acid存在下にて培養した S.aureus RN450の4%SDS抽出画分において，

51kDa GLおよび62kDaAMに相当する溶菌バンドが JVI. 1υtευsおよびS.

aureusゲ、ルを用いたzymogramにおいて減弱し，対照的に約 150kDaのサイ

ズを有する溶菌バンドが増強したと報告している 4へ このことは芝生さ

れた前駆体タンパクがフロテアーゼによってフロセシングを受け， 51kDa 

GLおよび62kDaAMになることを示唆している 。
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30μM以上のCB濃度におけるATLのプロセシング阻害に加え，精製した

138kDaおよび115kDaタンパクがクラスター分散活性を有していなかったこ

とは，成熟型の GLおよびAMが菌体分離に関与していることを強く示唆し

ている o

CBによるATLのフロセシング阻害のメカニズムとして 少なくとも 2つ

の可能性が考えられる 。 1つはCBがATLのプロセシングを受ける部位に IU

接結合することにより，プロセシングを引き起こす酵素の作用を|但宙:する

可能性，もう lつはCBがATLに直接作用するのではなく，プロセシングを

引き起こす酵素 (processingenzyme) の酵素活性を阻害する可能性である O

GLおよびAivlがCibacronBlue F3G-Aをリガンドとしたゲルに特民的に結合

したこと 57)から それぞれがCBと結合するドメインを有すると考えられる

が，プロセシングを受ける前の 138kDaおよび115kDaタンパクがCBと結合

するかどうかについては今後の課題である 。

本研究において， 138kDaおよび115kDaタンパクは，バイオフォレーシス

Eシステムにより各々単一のバンドとして精製された o SDS回分における

CB濃度に比例した 138kDaおよび115kDaタンパクの蓄積は，両タンパクの

より効率の良い精製を可能にした 。M.luteusおよびS.aureusゲ、ルによる

zymogramにおいて， 138kDaおよび115kDaタンパクは溶菌活性を有してい

たo しかし ，1v1. lu teusあるいはS.aureus菌体に対する溶菌活性において，

138kDaおよび115kDaタンパクは成熟型の GLあるいはArvlに比較して極めて

低かった o また，両タンパクはクラスター分散活性を有していなかったこ

とから，成熟型の酵素の形で強い溶菌活性およびクラスター分散活性を有

することが示唆された。

138kDaおよび115kDaタンパクのN末端アミノ酸配列の結果 138kDaタン

パクはシグナル配列切断後のATL， 115kDaタンパクは 62kDaAMおよび

51kDa GLの結合した前駆体であることが明らかとなった o

以上の結果から ，atlの遺伝子産物ATLはシグナル配列切断後， 138kDaタ

ンパクとして産生された後，フロセシングを受け， 115kD乱および85kD'aタ

ンパク等の中間体を経て51kDaGLおよび62kDaAivlとなり，上音養上清中に

放出される可能性が示唆された D 一方， CBはプロセシングを阻害すること

により， 85kDaタンパク， 51kDa GLおよび 62kDaAMが産生されず，

138kDaあるいは115kDaタンパクとして培養上清中に放出されると考えられ

たo
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表囚 -2 ATLのフロセシングに及ぼすCBの影響(各抽出画分のatl産物に
おける溶菌酵素活性および抗自己溶解酵素血清に対する反応性a)

CB非処理 CB処理

上清 LiCI SDS 上清 LiCI SDS 
画分 画分 画分 画分 画分 画分

138kDa + + + + + 

115kDa + 十 + 十 + 

85kDa + + + + 

62kDa + + + 

51 kDa + + + 

a 
一，Noactivity; :t ，weak activity; + ，strong activity. 
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第 4章 自己溶解酵素ATLのプロセシング

第 l節概要

第 3章において CBにより ATLのフロセ シングが阻害され， 138kDaはシ

グナル配列切断後のATLおよび115kDaタン パク は62kDaA1¥1および51kDa

GLの結合 した前駆体であることが明らかとなった O そこで， ATLのプロセ

シング機序 を明ら かにするため，以下の実験を試みた o まず 138kDaタン

パク に対するウサギ抗血清を作製した o in vÍ\'o~こおいて，菌体において産

生されるタンパクを放射性同位元素である[35S]-methionineによりラベルし

てpulse-chase実験を行なった後，抗ATL血清を用いた免疫沈降法により

ATLのプロセシングを検討した O また， S. aureus FDA209Pから分断した

己溶解酵素 欠失株Lyt66から prosessingenzyme画分 として様 々な粗酵素を

調製 し，in vitroにおけるATLのフロセシングについても検討した。

第 2節 材料および方法

第 l項 抗ATLウサギ血清の作製

前項にて精製した 138kDaタンパクをRibiadjuvant system (Ribi 

lmmunochelll Reseeirch， Inc.， Hamilton， MO， USA) (50μg of proLein 

per ml)によりエマルジョン化し， 日本白色ウサギ(体重 2kg) の皮内，

皮下および筋肉に注射した o 28日後 同様な投与を再び行なった。56日

後， 138kDaタンパク 50μg/mlを静脈内投与し ，その 5日後に抗血清 を採

取した。

第 2項 免疫沈降法によるat1遺伝子産物の検出 法

1) [35S]-methionineによるpulse-chase実験

S. aureus FDA209Pをmidlog phaseまでメチオニン非添加の完全合

成培地 2勺こて培養し， [35S]-methionine (1 OmCi/ ml) (Amersham， 

Buckinghamshire， UK) を最終濃度 100μCi/mlになるように 加 え，37 

ocにてpu1selabelしたo10分後， 非ラベル体のmethionin巴を十分量加え
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ることで菌体へのラベル体の取込みを停止させた。以後， 37(Cで培養

を行ない， 0， 1， 3および 6時間後，各々培養液 5mlを分取した co

2 )自己溶解酵素画分の調製

得られた培養液から 2つの画分を以下の方法で調製した。

菌体LiCl抽出画分(LiCl画分残りの培養液5mlに対し，最終濃度

5 %になるように100%トリクロロ酢酸を加えて薗の代謝を停止した後，

遠心(9 ，000 x g， 10m in ， 4 oc )したo得られた菌体をアセトンおよび
10mNIリン酸緩衝液 (pH7.0) にて洗浄し，湿菌体19につき 0.6rnlの3NI

LiClに懸濁，氷温中で 15分放置後，遠心(12，000x g， 5 nlIn， 4 L~ )し

て得られた上清をLiCl画分としたO

菌体SDS抽出画分 (SDS画分) : LiCl抽出後の菌体を 101nl'vIリン酸緩

衝液 (pI-I7.0) にて洗浄し， LiCl抽出と同量の 1% SDSに懸濁， 100 l~ 

にて 1分間煮沸した後，遠心(12，000 x g， 5 lTI in ， 4 oc )して得られた
上清をSDS画分とした。

3 )抗ATL血清による免疫沈降反応

得られたSDS画分に対して用いた免疫沈降法は， Anclerson らの方法 ~)

およびScllneewinclらの方法 48)に準じて行なった。SDS匝i分各 100μlに刈

し， 10m:VIリン酸緩衝液 (pI-I7.0) 900μlを加えて 10倍に希釈した後，

l次抗体として抗ATL血清 10μlを添加し，室温にて30分間放置した コ

次いで， 2次抗体としてProteinA Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia 

LI<'B， Uppsala， Sweden) 30μlを添加し，室温にて30分間放置したっ遠

心(12，000x g， 5 min， 4 OC) 後， 10mMリン酸緩衝液 (pI-I7.0)にて洗

浄し， SDS sample buffer にて可溶化したものを以後の実験に用いたっ

4) SDS-PAGEよるatl遺伝子産物の検出

2) ， 3) にて調製したLiCl画分およびSDS匝i分に対し， 7.5%ポリ

アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEを行なった o クーマシー染色

後，ゲルを乾燥し， Fuji medical X -ray film (Fuji Filrn Co. Ltcl.， Tokyo) 

を用いて-800Cでオートラジオグラフィーを行なった山

5 )自己溶解酵素ATLのプロセシングに放ぼすCBの影響

60μ Nl CB存在下のメチオニン非添加完全合成培地にて S.aurcus 

FDA209Pを培養した後， 1) から 4)と同様の方法にて自己溶解酵素

の検出を行ない，フロセシングに及ぼすCBの影響を検討した O

6 )画像解析フログラムを用いた放射活性の比較

オートラジオグラフィーによるX線フィルム上のタンパクバンドを
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客観的に定量化するため パーソナルコンビューター(ivlacin tosh 

Quadra 650， Apple， USA) ，スキャナー (Epson，GT-8000) および

画像解析プ ログラムNIHImageを用いて各バンドの放射活性を間接的

に定量化した O

第 3項 Prosessing enzyme画分の調製法

Prosessing enzyme画分は， S. aureus FDA209Pから分離した 自己溶解

酵素欠失株Lyt66を用いて調製した。TSBにて対数増殖期後期 まで 菌 を培

養し，遠心 (9，000x g， 10 min， 4 OC)したO得 られた培養上清に対し，

80%飽和硫酸アンモニウムにて濃縮し ，0.11¥11リン酸緩衝液(p1-I6.8) に

透析したものを上清画分として用いたO一方，菌体はPBS(p1-I7 .0) にて

2回洗浄した後，湿菌体 19につき 0.6mlの2%Triton X -100 (Sigma 

chemical Co.， Ltd.， St. Louis， Iv10， USA) ， 1% SDS， 1.5% 1-0-n-octyl-

s -D-glucopyranoside (nacalai tesQue，京都)あるいは 1%Deoxvcholic 

acid (nacalai tesQue，京都)に懸濁したO室温中で30分放置後，遠心

(12，000 x g， 5 min， 4 uC )して得られた上清をTriton回分， SDSlilli分，

オクチル画分あるいはコール酸画分として用いたOまた， PBS (p1-17.0) 

にて洗浄した菌体に対して，湿菌体 19につき 0.6mlの31v1LiClに懸溺し，

氷温中で 15分放置後，遠心(12，000x g， 5 min， 4 oc )して得られた上清
をLiCl画分として用いたO

第 4項 in vítro~こおける ATLのフロセシング解析法

第 3章，第 2節，第 4項にて精製した 138kDaタンパク 100ngに対し，

各々のprosessingenzyme画分5μgを加え， 370Cにて 1時間反応させた後，

1¥11. lu teusおよび s . δ ureusゲルによる zyrnogramによりわ vítro~こおける

ATLのプロセシングの検討を行なったO
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第 3節結果

第 l項 免疫沈降法によるATLのプロセシング

LiCl画分およびSDS画分のオートラジオグラフィーの結果を図l¥'-1に示

す o LiCl画分において， 138kDaタンパクは O時間にて多く 認 められ， 時

間経過とともに減少を認めた o 一方， 115kDaタンパクは時間経過による

変化をほとんど認めなかった o 51kDa GLおよび62kDaAIvlは， 0 時間で

は全く認められないが， 1 時間後より出現し，次第に増加した後， 再び

6時間後から減少 を認めた(図N-la) 0 LiCl画分に比較してSDS画分は，

O時間にて 138kDaタンパクが多く認められ 1 時間後にほとんど消失し

た O 一方， 115kDaタンパクは時間経過による変化をほとんど認めなか っ

た o 51kDa GLおよび62kDaANIは O時間では全く認められないが， 1時

間後 より出 現した(図 N-lb) 0 このことから， SDS画分はLiCl画分との

聞に時間的 な差をほとんど認めなかった O 一方，上清画分では138kDaお

よび115kDaタンパク を認めなかったのに対し 3時間後より 51kDaGL 

および62kDaAMが出現し 時間とともに増大を認めた(データ示さず)

また，オートラジオグラフィーの結果から，各タンパクバンドの放射

活性 を定量化し たグラフを図N-2に示す。60μ1v1CB存在下での培養では，

LiCl画分， SDS画分共にコントロールに比較して， 138kDaタンパクおよ

び115kDaタンパクの大幅な増大を認めたのに対し 51kDa GLおよび

62kDa AMを全く認めなかった(図 N-2b， 2cl) 

第 2項 in ¥fitroにおけるATLのプロセシングの検討

ZymogralDによるATLのフロセシングの結果を図 1¥1-3に示す D 精製した

138kDaタンパクのみを37
0

Cにてインキュベー卜した場合， 138kDaに単 一

の溶菌バンドを認めた。一方， 138kDaタンパクにTriton画分を作用させ

ると 138kDaの溶菌バンドは消失し， M. luteusの場合， 115kDaと51kDaに

溶菌バンドの出現を認め(図N-3a) ， S. aureusの場合， 115kDaと

62kDaに溶菌バンドの出現を認めた(図 N-3b) 0 同様に抗GLlOl清あるい

は抗ANI血清による Westernblottingにおいても 138kDaタンパクの消火に

伴って115kDaタンパク， 62kDa AMおよび51kDaGLの出現 を認めた (デ←

タ示さず) .コ しかし，上清画分， LiCl画分， SDS画分，オクチル画分およ

びコール酸画分において， 138kDaタンパクのプロセシングは認められな

かった(データ示さず)
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a b 

A B C D A B C D 

4 

4咽ー1

4←2 

4・-3
4・-4

図N-l 菌体から抽出した自己溶解酵素画分におけるATLのプロセシング(免疫
沈降法による解析)
(a) LiCl画分
(b) SDS画分
レーン:A， Oh; B， lh; C， 3h; D， 6h 
右側矢印は検出されたタンパクバンド 1，138kDa; 2， 115kDa; 
3， 62kDa; 4， 51kDaを示す。
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図N-2 ATLのフロセシングに及ぼすCBの影響(免疫沈降法による解析)
(a) CB非処理 (controD，LiCl画分
(b) 00μMCB処理， LiCl画分
(c) CB非処理 (control)，SDS画分
(d) f)0μMCB処理， SDS画分
グラフは 3検出された各タンパクバンドの放射活性を定量化して
示したものである。

-， 138kDaタンパク;・，115kDaタンパク;.A，62kDa A¥1 ; 
.， 51kDa GLを示す。
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第 4節考察

第 1章から第 3章にわたって行なった実験の結果，菌体拍出物中に認 め

られた 138kD社、 115kDa. 62kDaおよび51kD社タンパクはaUi宣伝子産物であ

ることが明らかとなった の さらに本章において Inviγoにおける ATしのフ

ロセシングによる時間的変化を明らかにするため? 菌体に対する νul日c-

chase実験 を行なった結果 ATLは138kDaタンパクとして産生された後，プ

ロセシングを受け， 115kDaタンパク等の中間体を経て 51kDaGLおよび

62kDa AIvlとなることが強く示唆された D

O時間にてGLおよびAMを認めず 138kDaおよび 115kDaタンパ クのみを

認め たことは， 10分間のpulselabelの時間内において， 産生された八TL，のシ

グナル配列がsignalpeptidaseにより切断されるとともに， 138kDaタンパク

から 115kDaタンパクへのフロセシングも受けていることを示唆している 。

さらに 1時間後より GLおよびAMを認めたことから， 138kDaタンパクと

して産生されてから 115kDaタンパクにフロセシングを受ける時間に比 11決し

て， 115kDaタンパクがGLおよびAl¥1に完全にフロセシングを受けるには極

めて多くの時間を要するものと考えられる 。一方， 138kDaタンパクが時間

経過とともに減少したのに対し， 115kDaタンパクに大きな変化を認めなか

った o このことから， 115kDaタンパクのGLおよびA1Vlへのフロセシングは，

菌体表面で調節されている可能性も考えられる o

また， SDS四分において 138kDaタンパクが大量に蓄積し，また 早期にプ

ロセシングを受けて消失することは， SDS画分に前駆体タンパクが多く局

在し， LiCl画分に成熟型のGLおよびAMが多く局在することを示唆している 。

しかし， LiCl画分とSDS画分における atl遺伝子産物の局在性の違いを明らか

にすることはできなかった o

第 l章の免疫電子顕微鏡観察の結果から ，at1遺伝子j宝物が隔壁形成部位

の表面に特異的に局在するメカニズムとして少なくとも 2つの可能性が考

えられた 。 1つは， ATLタンパクとして合成され，細胞分裂部位の細胞膜

上にtranslocalionされた後，細胞膜から伸びた線維状の菌体成分に結合して

局在する可能性，もう 1つは，一度培地中に放出された後， 再びlig日ncl-

receptor結合を介して菌体成分に結合する可能性である o しかし， pulse-

chase実験において， l¥TLは菌体表層にてフ ロセシングを受け 成熟型のGL

およびAl¥1になる可能性が示唆されたことからも，前者である可能性が高い円
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一方， 60μ;'¥'1 CB存在下での培養では) LiCl画分) SDSiltTI分共に 51kDaGL 

および62kDaAlvfを全く認めず) 138kDaタンパクおよび115kDaタンパクの

大幅な増大を認めた D このことはCBがATLのフ ロセ シングを阻害し) GLお

よびArvIの産生を妨げていることに加えて) 138kDaタンパクおよび 115kDa

タンパクのLiCl画分およびSDS画分への蓄積を促進しているものと考えられ

るD

SDS画分に対して用いた免疫沈降法により， autoracliography上に認めら

れたバンドが atl遺伝子産物である可能性をより高めた O しかし，

autoradiographyによる感度の良好性に 加えて ，atl遺伝子産物以外のタンパ

クと proteinA -sepharoseあるいは抗ATL血清との非特異的結合も多く認め

たことから ，aU遺伝子産物 のみを特異的に検出することはできなかった円

1n vitroにおいて) ATLのフロセシングはTriton画分においてのみ認めら

れたことから， Triton画分中にprocessingenzymeが存在し，白己の注生し

たプロテアーゼによってプロセシングが生じていることを示唆している υ

一方) LiCl@分) SDS画分，オクチル画分およびコール酸回分において，

138kDaタンパクのフロセシングが認められなかった要因として) TriLon X-

100にのみprocessingenzyrneが特異的に抽出 される 可能性あるいは Ul ilILTO 

ではTritonX-I00存在下でのみprocessingenzymeが作用する可能性 などが

考えられる O また，上清画分においてもフロセシングが起こらなかったこ

とから) processing enzymeは培養上清中に放出されず，菌体内に存在する

タンパクの可能性が考えられる D しかし) 138kDaタンパクから 115kDaタン

パク へのプロセシングあるいは115kDaタンパクから 51kDaGLおよび62kDa

AMへのプロセシングが同 ーのprocessingenzymeにより起こっているかに

ついては現在まだ明らかではない o Processing enZYlneの精製および作川部

位に関 しては今後の課題である 。

最近， 5 taDhylococcu s siJn ulans biovar s ta]Jhylo1yUcu s1s 2種のペプチド

グリカン加水分解酵素 (150kDaGLと59kDaenclopepticlase) を分泌し，両

酵素ともSH基を活性中心にもつフロテアーゼによってフロセシングを受け，

活性化 されることが報告されている 3九 また) S. aureusが産生するlipaseは，

82kDaのprolipaseとして産生され， metallocysteine proteaseによってプロセ

シングを受け， 45kDaの成熟型lipaseになるとの報告もある 46)0 ATLも向燥な

プロテアーゼによって分解を受け， GLとAI¥1を生成している可能性も考え

られる O
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以上の結果から ，in vivoにおいてa.tIの遺伝子産物ATLはシグナル配列切

断後， 138kDaタンパクとして産生された後フロセシングを受け， 115kDaお

よび85kDaタンパク等の中間体を経て 51kDaGLおよび62kDaAMとなり，

培養上清中に放出されることが強く示唆された。一方 CBはプロセシング

を阻害することにより 85kDaタンパク 51kDa GLおよび62kDaANIの産

生を妨げていることが示唆された O 一方 的 vitroにおいてもATLはプロセ

シングを受け、 51kDaGLおよび62kDaAMとなることも明らかとなった。
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総括

1 .菌休表面における at1遺伝子産物の局在性に対し， 1¥1. 111 teu sおよびS.

汀 lIreusゲ、ルによる zymogramならびに GLおよびA~1に対するペプチド抗 lÛL 消

を川いたWesLernblotLingの結果から， LiCl画分およびSDS@]分にほとんど

のパUj宣伝下産物が局在し ，aU遺伝子産物として 138kDa，115kDa， 85kDa， 

b2kυaおよびGlkDaタンパクの可能性が示唆された O

2. 免疫電子顕微鏡観察の結果から，細胞表層の δu遺伝子産物は，隔壁形

成部位および次期隔壁形成部位の細胞膜から仲びた線維状の菌体成分に結

合して局在し，菌体分離に深く関与していることが示唆された。

3. 菌体から、情製したクラスター分散酵素は，分子量が51kDaおよび62kDa

であり，抗血清との反応性，溶菌活性およびクラスター分散活性において，

各々 GLおよびAMの性状とほぼ同ーであったことから， 51kDaタンパクは

GL， 62kDaタンパクはAMであることが強く示唆された O

4 .クラスター形成濃度である 30μM以上のCBを添加して倍養した場合，

すべての画分において 51kDaGLおよび62kDaAM活性が消失し， 138kDaお

よび115kDaタンパクの酵素活性が増大したことから， CBはATLのプロセシ

ングを阻害する可能性が考えられた o

5 .精製した 138kDaおよび 115kDaタンパクのN末端アミノ酸配列を決定し

た結果， 138kDaタンパクはシグナル配列切断後のATL，115kDaタンパクは

62kDa ANlおよび51kDaGLの結合した前駆体であることが明らかとなった o

Ci. S. aureus FDA209P菌体を[35S]-methionineにて標識し， JJulse-chasc実

験を行なった結果，in vjvoにおいてATLは138kDaタンパクとして産生され

た後， 115kDaタンパク等の中間体を経て， 51kDa GLおよび62kDaAMとな

ることが強く示唆された o

7 .精製した 138kDaタンパクを S.aureus FDA209Pから分間住した向己溶解

両手素欠失株]入'l66のTrilon画分と作用させると， 115kDaタンパク， 62kDa 

八f¥1およびSlkDaGLが生じたことから ，in ¥fiLroにおいて， ATLはプロセシ

ングを受け， r)lkDa GLおよび62kDa八Mとなることが明らかとなったっ
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以上から， (/ L1の遺伝子産物八TLはシグナル配列切断後 138kDaタンパク

として分泌された後，隔壁形成部位および次期隔壁形成音r~{立の細胞 IJ史から

{rjlびた線維状の菌体成分に結合して局在し，そこで 115kDaタンパク

~5kDaタンパク等の rlJ 間体を経た後，成熟型の 51kDa GLおよび62kDa T̂¥I 

となり，薗休分間tに関与することが示唆された(図C)。

Control 

CB treatment 

fibrous 
material? 

fibrous 
material? 

|文IC nLlj立イム j勺京物の的体表而iにおける)1;Jイ1:性
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