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要約

A 群レンサ球菌 (以下 GAS と省略) の咽頭上皮細胞付着に及ぼす唾液高

プロリンタンパク (PRP) の影響を検討するため，PRP を介した GAS 付着メカニ

ズムを分子レベルで解析した．単層培養した HEp-2細胞に対して GAS は，全唾

液成分，PRP およびムチンの添加により付着菌数および侵入菌数ともに有意に

増加した (P <0.05）．本実験系に抗 PRP 抗体を添加すると，PRP による GAS の

付着促進作用が阻害された (P <0.05）．一方，GAS B514Sm 株をマウスに経口感

染した場合，PRP 非添加の対照群に比して添加群では，GAS の咽頭粘膜への定

着率が低かった．これらの結果から，PRPは GAS の咽頭粘膜上皮細胞への付着

を促進させることが明らかとなった．

GAS の菌体表層に局在するMタンパクや Fタンパクを欠失した変異株に

おいても野生株と同様に，PRP の添加により菌体凝集反応が認められたことか

ら，本菌の菌体表層には Mおよび Fタンパク以外に，PRP 結合タンパクが存在

すると推測された．GAS SSI-9 株の 8 M 尿素抽出画分には，PRP と結合する約

28 kDa タンパクの存在がウェスタンブロッティングにより認められた．同タン

パクはアミノ酸シークエンスの結果からシャペロンタンパクのGrpEであると同

定された．抗 GrpE 抗体を用いた免疫染色により，GrpE は細胞分裂時の菌体表

層分裂割面付近に限局して発現していることが顕微形態学的に示された．GrpE

断片の組換えタンパクを用いた解析により，GrpEは N 末端側で PRPと結合する

ことが示された．また，GrpE欠失株では，菌形態や一部の生化学的性質に変化

が認められ，野生株に比して HEp-2細胞への付着および侵入能が低下した．

以上の結果より，GAS の咽頭粘膜付着メカニズムとして，これまで報告

されてきた Mタンパクや Fタンパクなどの分子間接着以外に，新たに菌体表層

に発現したシャペロンタンパクGrpEと唾液PRPとの結合を介した付着系の存在

が示唆された．
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はじめに

A 群レンサ球菌 (Group A Streptococcus pyogenes : GAS) は咽頭および皮

膚より時に分離され，ヒツジ赤血球加血液寒天培地上でβ溶血 (完全溶血) をお

こすグラム陽性球菌である．GAS はヒト粘膜組織に感染して咽頭炎，扁桃炎，

肺炎，中耳炎，猩紅熱または産褥熱などを発症し，皮膚への感染では膿痂疹や

丹毒などを生じる．さらに感染 2～4週間後に急性糸球体腎炎やリウマチ熱のよ

うな続発症を惹起させることも報告されている．毎年，日本国内のみならず世

界的にも散発的に GAS 感染症が流行し，特に劇症型 A 群レンサ球菌感染症につ

いては，一般の人々も含めて世界的に広く注目されるようになった．この劇症

型A群レンサ球菌感染症は，ブドウ球菌の外毒素による toxic shock syndrome に

症状が類似することから toxic shock-like syndrome (TSLS) とも呼ばれ，日本国

内では，2000 年および 2001 年の両年とも年間 40 例以上が報告されている (国

立感染症研究所感染症情報センター)．GAS による TSLS は多臓器不全，壊死性

筋膜炎や蜂窩織炎をはじめ，敗血症や播種性血管内凝固症候群を生じて患者を

短期間に死に至らしめることがあるため，本菌の感染機序の解明は危急の課題

である．

細菌感染の初歩は宿主細胞への付着で始まる (1)．GAS についても様々な

細胞への付着に関する研究が行われ，呼吸上皮細胞由来の A549 細胞 (2), 咽頭

粘膜由来の HEp-2細胞 (3)，ヒト子宮頸癌由来の HeLa 細胞 (3)，臍帯静脈内皮

細胞の HUVEC 細胞 (3)，ケラチノサイト (4)，咽頭癌細胞由来の Detroit 562細

胞 (5)，鼻咽頭癌由来の FaDu 細胞 (5) に付着することが報告されている．また ，

付着に際しては，菌体側の付着因子 (アドヘジン) と細胞側レセプター分子 (リ

ガンド) 間の結合が生じている (6)．これまで，GAS の M タンパク C 末端がケ

ラチノサイトの CD46分子と結合すること (7)，GAS 莢膜ヒアルロン酸がケラチ

ノサイトの CD44分子と結合すること (8)，および GAS フィブロネクチン結合
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タンパクがフィブロネクチンを介して宿主細胞のインテグリンα5β1分子に結

合すること (9，10) などが明らかにされてきた．GAS は宿主細胞への付着後，

細胞内への侵入，ついで組織内へ拡散することによって病原性を発揮すると考

えられる．GAS の侵入メカニズムについては全容が明らかにされていないが，

現在，以下の 2 つの様式が示されている (11)．ひとつは，GAS 菌体表層のフィ

ブロネクチン結合タンパクの一種である Streptococcal fibronectin-binding

protein I (SfbI) が，フィブロネクチンを介して宿主細胞上のインテグリンα5β1

分子に結合した場合であり，GAS との接着部位で宿主細胞膜に大きな陥入が生

じ，GAS がファゴソーム内に侵入するというものである (12)．いまひとつは，

分子間結合を介さずに細胞に付着した GAS に対して，宿主細胞の微絨毛が伸長

して菌体を取り囲み，アメーバ偽足様の構造物で GAS を取り込む結果，GAS が

細胞質内に侵入する様式である．この他にも，Streptococcal surface dehydrogenase

(SDH；5)，Mタンパク (14, 15)，F1タンパク (15)，Streptococcal pyrogenic exotoxin

B (SpeB；16, 17) やリポタイコ酸 (LTA；18) などの菌体成分が侵入に関与する．

以上のように，GAS の細胞付着・侵入には様々な因子が関与することが考えら

れる．

細菌が宿主細胞に付着する場合，宿主組織に存在する糖類やペプチドに

結合する因子を介在させる場合が多い (1)．先に示したフィブロネクチンもその

ひとつであるが，咽頭粘膜面には粘膜上皮細胞自身の分泌物，鼻汁や涙液など

の他に唾液腺を由来とする唾液成分が存在する．このことから，唾液成分も GAS

の細胞付着に対して影響を及ぼすことが推測される．唾液には 10種類以上のタ

ンパクが存在し，その多くが細菌に作用することが知られる．例えば，分泌型

免疫グロブリン (sIgA)，ラクトフェリン，リゾチーム，ヒスタチンやペルオキ

シダーゼなどは抗細菌作用があり，ムチン，高プロリン含有糖タンパク (PRG)，

sIgA やアミラーゼなどには菌体凝集および排泄作用がある．さらに細菌の付着

には，sIgA，ムチン，高プロリン含有タンパク (PRP)，フィブロネクチン，アミ

ラーゼ，リゾチームやラクトフェリンが関与するとされており (19, 20, 21)，な

かでも PRP は，高度な多形性により細菌の口腔表面への付着を仲介する因子と
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して注目されるようになった (22, 23, 24)．

PRP は，主に耳下腺で産生，分泌される低分子量の糖タンパクであり，酸

性 PRPと塩基性 PRP に分類される．PRP は歯面ペリクルの形成，エナメル質の

再石灰化や歯石形成などに関与しており，歯面への口腔常在菌の吸着を促進し

て，デンタルプラーク形成に関与することが知られている．PRP と結合する細

菌と し て は ， Actinomyces naeslundii (22), Actinomyces odontolyticus (22) ，

Actinomyces viscosus (22), Streptococcus mutans (23)， Porphyromonas gingivalis

(24), Streptococcus gordonii (25), Streptococcus sanguinis (25), Streptococcus oralis

(25) ， Fusobacterium nucleatum (26), Fusobacterium vincentii (26) お よ び

Fusobacterium polymorphum (26) などが報告されているが，PRPと GAS の相互作

用に関しては報告がない．唯一，唾液ムチンの糖鎖が GAS と結合するという報

告が Ryan らによりなされている (27)．そのため，GAS の咽頭粘膜への付着と侵

入において，唾液成分がどのような影響を及ぼすかについて詳細な検討を行う

ことは，GAS の宿主細胞への付着・侵入メカニズムを解明する上で重要な課題

であると考えられる．そこで本研究では，唾液成分が GAS の咽頭上皮細胞への

付着に及ぼす影響を培養細胞にを用いて検討し，PRP についてはマウス咽頭へ

の GAS の定着に与える影響を調べ，さらに GAS 表層の PRP と結合するタンパ

クを同定して分子レベルで解析を行った．
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材料と方法

1. 使用した細菌，細胞と培養方法

用いた細菌およびプラスミドを表１に示す．GAS の TSLS 由来の株は東

邦大学医学部 村井貞子博士および国立感染症研究所より分与された．咽頭炎

由来の株は，東京女子医科大学 菊池 賢博士ならびに佐賀県衛生研究所 森

屋一雄博士より供与され，そのうち emm (M タンパク) 遺伝子型が同定されて

いるものを用いた (28)．咽頭由来の GAS JRS4 株およびその組換え株である

JRS145 株，SAM1 株と SAM2 株はヘブライ大学 Emanuel Hanski 博士より，NY-

5 株は東京都立衛生研究所 五十嵐秀雄博士より供与された．GAS の培養には

Todd Hewitt Broth (Becton Dickinson，Sparks，MD，USA) に 0.2% (w/v) Yeast

Extract (Becton Dickinson) を添加した THY 培地を使用した．必要に応じて抗生

物質を次の最終濃度で添加した [ストレプトマイシン (和光純薬，大阪) 1,000

µg/ml，クロラムフェニコール (和光純薬) 5 µg/ml，エリスロマイシン (和光純

薬) 5 µg/ml またはスペクチノマイシン (和光純薬) 500 µg/ml]．また，大腸菌の

培養には LB Broth (Sigma Aldrich，St. Louis，MO，USA) を使用し，必要に応じ

てアンピシリン (和光純薬) 100 µg/ml あるいはスペクチノマイシン 100 µg/ml

となるよう添加した．寒天平板培地の作製には 1.5% (w/v) 寒天 (和光純薬) を

添加した．

咽頭粘膜上皮由来の HEp-2 細胞の培養には，80 ml 細胞培養シャーレ

(Nalge Nunc， Naperville， IL，USA) を用いた． Dulbecco’s modified Eagle's

medium (DMEM; Sigma Aldrich) に，10% (v/v) ウシ胎児血清 (FBS; Invitrogen，

Carlsbad，CA，USA)，最終濃度 50 µg/ml のゲンタマイシン (Sigma Aldrich)，10

U/ml のペニシリン G (和光純薬) を添加した培地において 5% CO2・ 95% 空気

内にて 37℃で培養した．

2. 主要な唾液成分の精製

健康なボランティアにパラフィルム (American National Can，Chicago，
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表 1 使用菌株およびプラスミド

菌株 特徴 抗生物質耐性 由来

GAS (Streptcoccus pyogenes)

JRS4 M6 型，実験室継代株 Str Hanski 博士

JRS4 GFP JRS4 株の EGFP*発現株 Str, Erm 中川博士

JRS145 JRS4 株のM タンパク欠失株 Str, Chr Hanski 博士

SAM1 JRS4 株の F タンパク欠失株 Str, Erm Hanski 博士

SAM2 JRS4 株のM，F両タンパク欠失株 Str, Chr, Erm Hanski 博士

NY-5 M12 型，実験室継代株 なし 五十嵐博士

NY-5 GFP NY-5 株の EGFP 発現株 Erm 中川博士

B514Sm M50 型，マウス咽頭由来株 Str Scott 博士

TR45 B514Sm 株のGrpE 欠失株 Str, Spc 本研究

SSI-9 M1 型，TSLS#由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-9 GFP SSI-9 株の EGFP 発現株 Erm 中川博士

SSI-25 M1 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-124 M1 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-127 M1 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-1 M3 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-8 M3 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-29 M3 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

SSI-35 M3 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 村井博士

#30 M12 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 国立感染症研究所

#42 M12 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 国立感染症研究所

#43-1 M12 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 国立感染症研究所

#43-2 M18 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 国立感染症研究所

#50 M18 型，TSLS 由来臨床分離株 なし 国立感染症研究所

SE1013 M2 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 森屋博士

TW3358 M3 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3392 M4 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3420 M6 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

SE1022 M9 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 森屋博士

TW3341 M11 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3344 M12 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3353 M13 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3363 M18 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3532 M22 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3359 M28 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3424 M44 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

TW3425 M49 型，咽頭炎由来臨床分離株 なし 菊池博士

大腸菌 (Escherichia coli)

XL-10 Gold 形質転換用コンピテント細胞 Tet SｔrataGene 社

プラスミド

pGEM-T PCR産物クローニングベクター Amp Promega 社

pGEM-T Easy PCR産物クローニングベクター Amp Promega 社

pGEX-6P-1 GST 融合タンパク発現ベクター Amp Amersham Biosciences 社

ｐSF152 大腸菌用クローニングベクター Spc Ferretti 博士

pGrpE サザンブロットプローブ用，pGEM-T に grpE 遺伝子を挿入 Amp 本研究

pGrpE1～6-T 組換えタンパク発現用，pGEM-T に grpE 遺伝子の一部を挿入 Amp 本研究

pGrpE1～6 組換えタンパク発現用， pGEX-6P-1 に grpE 遺伝子の一部を挿入 Amp 本研究

pGrpE-S シークエンス用，pGEM-T Easy に grpE 前後の遺伝子を挿入 Amp 本研究

pGrpE-KO 欠失株作製用，pGEM-T Easy に grpE 遺伝子の一部を挿入 Amp 本研究

pJM100 欠失株作製用，pSF152 に grpE 遺伝子の一部を挿入 Spc 本研究

*EGFP: Enhanced green fluorescent protein，#TSLS: Toxic shock-like syndrome，Str: ストレプトマイシン，

Chr: クロラムフェニコール，Erm: エリスロマイシン，Spc: スペクチノマイシン，Tet: テトラサイクリン，Amp: アンピシリン
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IL，USA) を咬ませて 100 ml の唾液を採集し，50℃，30 分間のプロテアーゼ失

活処理を行った．10,000 g，4℃，30 分間の遠心でデブリスを除去し，上清を

Spectra/Por6 MWCO 1,000 (Spectrum，Gardena，CA，USA) を用いて蒸留水に

対して透析を行った．ついで，FREEZONE 1L (Labocono，Kansas，MO，USA)

にて凍結乾燥し，6 M グアニジン塩酸/50 mM トリス塩酸 (pH7.4) 緩衝液 [50

mM トリスアミノメタン (トリス; Sigma Aldrich) を塩酸で pH 調整] に溶解し

た．可溶画分を Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences，Buckinghamshire，UK)

による径 3 cm，高さ 170 cm のゲルろ過クロマトグラフィーに供試し，BioLogic

Workstation (Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA，USA) を用い，流速 1 ml/分

で 4 ml ずつ分画した．各画分を 12% アクリルアミドゲルによるドデシル硫酸

ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) に供試した．この

際，下部泳動ゲルは，375 mM トリス塩酸 (pH 8.8)，0.1% (w/v) SDS と 12% アク

リルアミド溶液 [11.67% (w/v) アクリルアミド，0.33% (w/v) ビスアクリルアミ

ド] に 0.05% (w/v) 過硫酸アンモニウム (APS) と 0.5% (v/v) N,N,N',N'-テトラメ

チルエチレンジアミン (TEMED) を加えて作製し，上部濃縮ゲルは 125 mM ト

リス塩酸 (pH 6.8)，0.1% (w/v) SDS，8% (w/v) アクリルアミドに APS と TEMED

を加えて作製した．試料には，等量の 2x SDS 泳動緩衝液 [125 mM トリス塩酸

(pH6.8)，4% (w/v) SDS，20% (v/v) グリセロール，0.2% (w/v) ブロムフェノール

ブルー (BPB)] と 10 mM ジチオトレイトール (DTT) を添加し，100℃で 5 分間

の熱処理を行った．SDS-PAGE 緩衝液 [25 mM トリス，192 mM グリシン，0.1%

(w/v) SDS] 中で電気泳動し，クマシーブリリアントブルー (CBB) 染色液

[0.25% (w/v) CBB R-250 (Fluka Chemie GmbH，Steinheim，Switzerland)，50% (v/v)

メタノール，5% (v/v) 酢酸] で 10分間染色後，30% メタノールで脱色した．

陽イオン交換カラム (polyCAT A カラム，4.6 x 200 mm；PolyLC，

Columbia，MD，USA) による高速液体クロマトグラフィー (HPLC) にて PRP を

精製した．A 緩衝液を 50 mM リン酸カリウム緩衝液 (KPB，pH 6.0)，B 緩衝液

を 1 M塩化ナトリウム/A緩衝液とし，溶出条件は流速 1 ml/分にて 0～5分で A

100%，60 分で A 40%，65 分で A 0%，70 分で A 100%とした．A220で検出された
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ピークを回収し，SDS-PAGE を行った．

3. 咽頭由来 HEp-2 上皮細胞への GAS の付着，侵入試験

(1) GAS 培養法による付着，侵入試験

24 穴培養プレート (Nalge Nunc) にて HEp-2 細胞をコンフルエントまで

培養した．滅菌リン酸緩衝食塩水 [PBS；137 mM 塩化ナトリウム，8.1 mM リ

ン酸一水素ナトリウム，2.68 mM 塩化カリウム，1.47 mM リン酸二水素カリウ

ム] で 2 回洗浄後，DMEM 培地を加え，全唾液成分 (0，2.5，5，10 mg/ml)，

PRP (0，0.5，1，5 mg/ml)，ムチン (0，0.5，1，2.5 mg/ml)，アミラーゼ (0，

0.5，1，5 mg/ml) またはスタセリン (0，0.5，1，5 mg/ml) のいずれかを添加し

た．30 分後に 107 cfu の GAS (SSI-9，NY-5 および JRS4) を接種し，37℃で 3 時

間感染させた．2 回洗浄後，5% (w/v) トリプシン (Sigma Aldrich) を 100 µl 加え

て 37℃で 5 分間静置し，PBS 900 µl を加えて細胞とともに回収した．遠沈した

細胞に蒸留水を 1 ml 加え，5 分間振盪して破砕した．同試料を THY 寒天培地

上に播種して生育コロニー数から付着・侵入菌数を求め，接種菌数に対する百

分率で付着・侵入率を算出した．一方で GAS 感染後にゲンタマイシンとペニシ

リン G を含む DMEM 培地内で 1 時間培養したものについて，侵入率を算出し

た．PRP の C 末端ペプチド (PRP-C) を認識するウサギ抗 PRP-C 抗体は，大阪

大学歯学部 片岡宏介博士より分与され，DMEM培地に希釈して使用した．

(2) 共焦点レーザー顕微鏡下での付着・侵入試験

Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) を発現させた SSI-9 GFP 株，

NY-5 GFP株および JRS4 GFP株は大阪大学歯学部 中川一路博士より供与され

た (29)．Lab-Tek II Chamber Slide System (Nalge Nunc) 内でコンフルエントの

HEp-2 細胞に，107 cfu の GAS を 3 時間感染させ，洗浄後，4% パラホルムアル

デヒド溶液 (pH 7.2) 200 µl を加えて 4℃で一夜静置した．洗浄後，ブロッキン

グ剤 [1% (w/v) ウシ血清アルブミン (BSA; Sigma Aldrich)，5% (v/v) FBS，10%

(v/v) ブロックエース (大日本製薬，大阪 )，5% (v/v) ヤギ血清 (Chemicon
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International，Temecula，CA，USA)] を 200 µl 加え，37℃で 1 時間静置した．

ウサギ抗 GAS 抗体 (29) を 100 倍希釈して加え，37℃で 1 時間静置後に洗浄

し，AlexaFluor568 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes，Eugene，

OR，USA) を 1,000 倍希釈して加えた．37℃で 1 時間反応後，洗浄して

VECTASHIELD (Vector Laboratories，Burlingame，CA，USA) を１滴加え，同試

料を共焦点レーザー顕微鏡 （AxioPlan2 型; Carl Zeiss，Aalen，Germany) にて

観察した．

4. GAS 咽頭定着マウスモデル

June R. Scott 博士 (エモリー大学) より供与された GAS B514Sm 株 (30)

をストレプトマイシン含有 THY (THY-Sm) 培地で静止期まで培養した．洗浄

後，PBS に再懸濁して THY-Sm 寒天培地上に播種，培養し，生育コロニー数か

ら投与菌数を求めた．BALB/c マウス (メス，4週齢; 日本クレア，東京) に，1

mg/ml ストレプトマイシンおよび 50 U/ml ペニシリン G を含有した飲料水を 3

日間与え，次に 106～109 cfu の B514Sm 培養の 100 µl を PRP (最終濃度 0.5

mg/ml) と混和し，1～3 日間連続でマイクロピペットを用いて口腔内に投与し

た．菌投与翌日より，滅菌綿棒で咽頭のスワブを行い，THY-Sｍ寒天培地上に

播種，培養して，生育コロニー数を計測することで付着の有無を検討した．死

亡マウスの咽頭，肺，脾臓，肝臓，腎臓および心臓を磨砕し，THY-Sm 寒天培

地上に播種，培養して GAS の各臓器における分布を調べた．

5. GAS 菌体凝集試験

TSLS由来 13 株，非 TSLS由来 6 株の静止期菌体を洗浄し，A600=0.3 とな

るように PBS で懸濁して生菌試料とした．また静止期菌体を凍結乾燥して PBS

に懸濁し，乾燥菌試料とした．96 穴丸底プレート (Nalge Nunc) にて GAS 100

µl に 0～1,000 µg/ml の PRP を混和し，37℃で 8時間反応後の凝集塊の直径をも

とに 4段階 (-，±，+，++) に菌株凝集を判定した．



10

6. GAS 表層における PRP 結合タンパクの同定法

(1) GAS 菌体表層タンパクの 8 M 尿素抽出

GAS SSI-9 株を 10 l の TTY 透析培地 [7.2% (w/v) トリプチケースペプト

ン (Invitrogen)， 0.72% (w/v) トリプトース (Invitrogen)， 0.72% (w/v) Yeast

Extract 水溶液，緩衝液 {0.2% (w/v) リン酸一水素カリウム，0.2% (w/v) 炭酸ナ

トリウム，0.2% (w/v) 塩化ナトリウム，0.5% (w/v) リン酸二水素カリウム}，1%

(w/v) グルコース] で培養した．菌体を洗浄後，8 M 尿素 50 ml に懸濁して室温

で 2 時間撹拌し，10,000 g，30 分間の遠心で回収した上清を PBS で透析して 8

M尿素抽出画分とした．

(2) PRPのビオチン標識とウェスタンブロッティング

ビオチン標識には ECL Biotinylation Kit (Amersham Biosciences) を用い

た．10 µg/ml の PRP/重炭酸緩衝液 2 ml にビオチン標識試薬 40 µlを添加して室

温で１時間反応後，1% (w/v) BSA/PBS 5 ml と PBS 20 ml で洗浄した Sephadex

G25カラム (Amersham Biosciences) に添加し，PBS 5 mlで溶出した．

8 M 尿素抽出画分の SDS-PAGE 後，ゲルをウェスタンブロッティング緩

衝液 [50% (v/v) SDS-PAGE 緩衝液，25% (v/v) メタノール] に浸漬した．メタノ

ール浸漬で活性化させたポリビニリデンジフルオリド (PVDF) 膜 (Immobilon；

Millipore，Bedford，MA，USA) に，Western Blotter (Bio-Rad) を用いて 10 V，1

時間でタンパク転写を行った．PVDF 膜を 5% (w/v) スキムミルクにて室温で１

時間ブロッキングし，0.2% (v/v) Tween20 (Sigma Aldrich) を含有した PBS (PBST)

で 3回洗浄後，PBST で 100 倍希釈したビオチン標識 PRP を室温で１時間反応

させた．5 回洗浄後，1,500 倍希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標

識ストレプトアビジン (Amersham Biosciences) を室温で１時間反応させた．5

回洗浄後，ECL 発色液 (Amersham Biosciences) を１分間反応させ，PVDF 膜

を Fuji Medical X-ray Film (富士写真フィルム，東京) に密着させてオートラジ

オグラフィーを行った．
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(3) PRP結合タンパクの精製

陰イオン交換カラム (DEAE20 カラム；Bio-Rad) を用いて PRP 結合タン

パクを精製した．A 緩衝液を 20mM KPB (pH 8.0)，B 緩衝液を 1 M 塩化ナトリ

ウム/A緩衝液とし，A緩衝液で透析した GAS SSI-9 の 8 M尿素抽出画分を流速

1 ml/分にて，0～20分は A 100%，80分で A 60%，90～95分では A 0%，100分で

A 100%として分画した．2 ml ずつ回収し，SDS-PAGE 後に銀染色とビオチン標

識 PRP を用いたウェスタンブロットを行った．銀染色には，2D-銀染色試薬・

II 「第一」 (第一化学薬品，東京) を用いた．すなわち，固定液 I [50% (v/v) メ

タノール，10% (v/v) 酢酸] 中で 10 分間，固定液 II [30% (v/v) メタノール，10%

(v/v) 酢酸，5% (v/v) 固定化剤] 中で 15分間振盪した．次に前処理液 [50% (v/v)

メタノール，5% (v/v) 前処理剤] 中で 10 分間振盪後，蒸留水中で 5 分間洗浄

した．銀染色液 [5% (v/v) 染色液 A，5% (v/v) 染色液 B] 中で 15 分間振盪し，2

分間洗浄を 3 回行った．現像液 [5% (v/v) 現像原液] にて染色像が得られたと

ころで停止液を加え，蒸留水で洗浄した．

PRP 結合タンパクを含む画分について，さらにアパタイトカラム (CHT-

10カラム；Bio-Rad) を用いて精製を行った．A緩衝液を 20 mM KPB (pH 8.0)，

B 緩衝液を 1 M 塩化ナトリウム/A 緩衝液とし，A 緩衝液で透析した試料を

DEAE カラムと同条件で分画した．

(4) アミノ酸シークエンス

a) N末端シークエンス

PRP 結合タンパクを電気泳動後に PVDF 膜に転写し，CBB 染色を行っ

た．次に目的スポットを切り出し，N 末端シークエンスシステム (HP

G1005A； Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) によるシークエンスと，Hitachi

L8500S amino acid analyzer (日立，東京) による解析を行った．

b) アミノ酸内部シークエンス

電気泳動後のゲルを CBB 染色し，蒸留水中で 15 分間振盪した．目的ス

ポットと近隣の同体積の対照ゲルを細かく切り出し，蒸留水中で 10 分間振盪
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した．次に 25 mM 重炭酸アンモニウム/50% アセトニトリル中で 10 分間の振盪

を CBB 色が消えるまで繰り返した．アセトニトリル中で 5 分間，0.1 M 重炭酸

アンモニウム中で 5 分間，および 0.1 M 重炭酸アンモニウムと等量のアセトニ

トリル中で 15 分間静置後に，ゲルを 30 分間減圧乾燥した．還元用緩衝液 (10

mM DTT/0.1 M 重炭酸アンモニウム) を加え，56℃で 45 分間保温した．室温ま

で冷却し，還元用緩衝液と等量の 55 mM ヨードアセトアミド/0.1 M 重炭酸ア

ンモニウムを加えて暗所にて室温で 30 分間反応させた．蒸留水中で 10 分間振

盪し，次いで 25 mM 重炭酸アンモニウム/50% アセトニトリル中での 10 分間の

振盪を 2 回繰り返した後，アセトニトリル中で静置した．0.1 M 重炭酸アンモ

ニウム中で 5 分間，0.1 M 重炭酸アンモニウムと等量のアセトニトリル中で 15

分間静置後，30 分間減圧乾燥させた．氷上で 0.5 µMトリプシン溶液/25 mM 重

炭酸アンモニウム 30 µl を加えてゲルを膨潤させ，30 分間静置した後，37℃で

24 時間保温した．上清を減圧遠心機で乾固し，0.1% (v/v) トリフルオロ酢酸

(TFA; 和光純薬) 20 µl に溶解した．20,000 g で 5 分間遠心分離し，上清を逆相

HPLC に供試してペプチドマップを作成した．HPLC は，逆相カラム (C18カラ

ム，2 x 150 nm；Western Analytical Products，Murietta，CA，USA) を使用し，

A 緩衝液を 0.1% TFA，B 緩衝液を 0.08% (v/v) TFA/アセトニトリルとして，流

速 0.8 ml/分にて 0 分で A 100%，60 分で A 20%の条件で分画した．得られたペ

プチド画分について，アミノ酸シークエンサー (HP G1005A 型； Hewlett

Packard) を用いてシークエンスを行った．

c) オープンリーディングフレームの検索

オクラホマ大学で公開されている GAS SF370株 (M1型) 全ゲノムデータ

ベース (http://www.genome.ou.edu/strep.html) より全ゲノム DNA 配列を入手し

た．配列を解析ソフト Artemis release 4 for Windows (The Sanger Centre UK) に

読み込み，推定アミノ酸配列に変換してオープンリーディングフレーム (ORF)

を検索した．相同性検索には Standard protein-protein BLAST を用いた．

http://www.genome.ou.edu/strep.html)
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7. サザンブロッティング

(1) 染色体 DNA の抽出と精製

THY 培地 40 ml 中で一夜培養した GAS 菌体を TEN [10 mM トリス塩酸

(pH 7.5)，1 mM エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩 (EDTA)，100 mM 塩

化ナトリウム ] で洗浄し，TEN 5 ml に再懸濁した．ムタノリジン (Sigma

Aldrich) 5 mg とリゾチーム (和光純薬) 4 mg を添加して 50℃で 1 時間反応させ

た．0.5 mM EDTA (pH 8.0) 200 µlを加えて 10分間，次いで 10% SDS を 1.5 ml加

えて 10 分間静置した．RNase (Sigma Aldrich) 23 µl を加えて 37℃で 1 時間反応

後，プロテイナーゼ K (和光純薬) 500 µg を加えて 50℃で 1 時間処理した．ト

リス飽和フェノール (pH 8.0) 20 ml を加えて 30分以上撹拌し，8,000 g で 20分

間遠心して水層を回収した．これを 2 回繰り返し，水層にフェノール/クロロ

ホルム/イソアミルアルコール [PCI；50% (v/v) トリス飽和フェノール，48%

(v/v) クロロホルム，2% (v/v) イソアミルアルコール] を等量加え，撹拌後に水

層を回収した．これを 2 回繰り返し，水層中の DNA をエタノール濃縮した．

すなわち水層に 10分の 1 量の 3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) と 2.5 倍量の 100%

エタノールを加えて DNA をエタノール共沈させ，パスツールピペットを用い

て回収し，70% エタノール中で 3 回洗浄した．自然乾燥後に TE に溶解し，

DNA濃度測定を行った．

(2) DNA プローブの作製

GAS SSI-9 株の grpE 遺伝子をプライマー F1 と R1 (表 2) および

AmpliTaq Gold (Perkin Elmer Analytical Instruments，Shelton，CT，USA) を用い

た Polymerase Chain Reaction (PCR) 法で増幅した．PCR 反応液は１試料あた

り，0.1 µg/µl SSI-9 染色体 DNA 1 µl，10x PCR Buffer (Perkin Elmer) 10 µl，2 mM

dNTP Mixture (Perkin Elmer) 10 µl，25 mM MgCl2 (Perkin Elmer) 10 µl，20 µMプラ

イマー溶液 各 2.5 µl と AmpliTaq Gold 0.3 µl に蒸留水を加えて計 100 µl とし

た．94℃で 9 分間反応後，94℃で 30 秒間，55℃で 30 秒間，72℃で 30 秒間を

35回繰り返し，その後 72℃で 7分間の伸長反応を行った．PCR産物には泳動
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緩衝液 [10% (v/v) グリセリン，0.2 mM EDTA (pH 8.0)，0.05% (w/v) BPB，0.05%

(w/v) キシレンシアノール (和光純薬)] を加え，TBE 緩衝液 [89 mM トリス，

89 mM ホウ酸，10 mM EDTA (pH 8.0)] 内で 1% (w/v) アガロース (Promega，

表２ 本研究で用いたプライマー

名前 配列

F1 5’- GGAGGCACTCAGTGTCAG -3’

F2 5’- CGGGATCCGTGTCAGAAGAAATTAAAAAAGACG -3’

F3 5’- CGGGATCCCAGAATATACAGCGTCGCTC -3’

F4 5’- CGGGATCCAATCTAGAACGTGCCTTGG -3’

F5 5’- CGGGATCCGTAGAAGAAGTAGAAGTCG -3’

F6 5’- GCAGAATATACAGCGTCGCTC -3’

R1 5’- CAACTACCATCGCTGGTC -3’

R2 5’- GGAATTCGTTATAAACAACTACCATCGC -3’

R3 5’- GGAATTCGAGAGCGACGCTGTATATTCTG -3’

R4 5’- GGAATTCGCGTTCGTTTGCAAGTTCTAACTC -3’

recF 5’- GCCGGACCAGATATGTTGGAGGAACAGCC -3’

recR 5’- CACTGCACCCTTACCAAAATCTTTTTC -3’

SF1 5’- GGACAAGTGGCCATTACCC -3’

SR1 5’- GCTCATCAATACTATCTAGCC -3’

SF2 5’- GGCAAAACTAGAGAAGTTGGG -3’

SR2 5’- GGAGTCCAAACCCACGG -3’

SF3 5’- GCTGGCAAGGTAAATTC -3’

SR3 5’- GCGTTCGTTTGCAAGTTC -3’

SF4 5’- GGATTATCGTAGGTCTGTTAGTTTG -3’

SR4 5’- GCTATCTAGTTTACTGTCATTACGG -3’

SF5 5’- CGTAGAAGAAGTAGAAGTCG -3’

SR5 5’- GGTTTGTCACTGCTTGACG -3’

SF6 5’- GAGGTATTAACATGTCT -3’

SR6 5’- CGTCAAATGTACCACCACCA -3’

aadF 5’- CCACTCTCAACTCCTGATCC -3’

aadR 5’- GTTAGCAGTTCGTAGTTATC -3’
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Madison，WI，USA) ゲルを用いた 100 Vの電気泳動を行った．ゲルは臭化エチ

ジウム染色と蒸留水による脱色を行い，紫外線ランプ上で DNA を観察した．

grpE 遺伝子を含むゲルを切り出し，Quantum Prep Freeze’N Squeeze DNA Gel

Extraction Spin Columns (スピンカラム；Bio-Rad) 内で -20℃ にて 5 分間静置

した．20,000 g，室温で 5 分間遠心して DNA 溶液を溶出し，エタノール濃縮し

て鋳型 DNAとした．

鋳型 DNA の 32P 標識には TaKaRa Random Primer DNA Labeling Kit ver.2.0

(宝酒造，大津) を使用した．200 µg/µl 鋳型 DNA 5 µl，Random Primer (宝酒造)

2 µl，蒸留水 7 µl を混合して 95℃で 3 分間加熱後，氷中で急冷して 5 分間静置

した．さらに，10x Buffer (宝酒造)，dNTP Mixture (0.2 mM each dGTP，dATP，

dTTP；宝酒造 ) 各 1.25 µl と [α -32P] 標識 dCTP (ICN Biomedicals，Costa

Mesa，CA，USA) 2.5 µl (0.925 MBq，25 µCi) を加え，Exo-free Klenow Fragment

(宝酒造) 0.5 µl を添加して 37℃で 10 分間反応させた．30 mM EDTA を加え

95℃で 3 分間加熱後，氷中で急冷して全量をハイブリダイゼーションプローブ

液とした．

(3) 染色体 DNA の酵素処理とメンブレン転写

1 µg/µl 染色体 DNA 5 µl に 10x EcoR I Buffer (New England Biolabs，

Beverly，MA，USA) 5 µl と制限酵素 EcoR I (New England Biolabs) 50 U を加え，

蒸留水で 50 µl として 37℃で 5 時間反応させた．0.8% (w/v) アガロースゲル電

気泳動後のゲルをアルカリ変性溶液 (1.5 M 水酸化ナトリウム，0.5 M 塩化ナト

リウム) に 10 分間浸漬して蒸留水で洗浄後，中和溶液 [1 M トリス塩酸 (pH

7.4)，1.5 M NaCl] に 10 分間浸漬した．蒸留水と 20x SSPE (pH 7.4；3 M 塩化ナ

トリウム，173 mM リン酸二水素ナトリウム，25 mM EDTA) で洗浄し，20x

SSPE を染み込ませた 3 MMろ紙 (Whatman, Kent, UK) 上に置いた．ゲル上にナ

イロン膜 (NytranN; Schkeicher & Schuell，Dassel，Germany)，その上に 20x SSPE

を染み込ませた 3 MM ろ紙 4 枚とペーパータオルを置き，約 5 g/cm2の力を上

から均一に加えた．一晩転写後のナイロン膜を 2x SSPE で洗浄して自然乾燥
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後，1,200 J の紫外線を照射した．プレハイブリ液 [20x SSPE 5 ml，100x デン

ハルト液 {2% (w/v) BSA，2% (w/v) Ficoll 400 (Amersham Biosciences)，2% (w/v)

ポリビニルピロリドン (和光純薬)} 1 ml，10% (w/v) SDS 1 ml，ホルムアミド 10

ml，蒸留水 3 ml] に膜を浸漬し，42℃で 1 時間反応させた．次にハイブリ液

[プレハイブリ液 20 ml，サケ精子 DNA (Sigma Aldrich) 20 µl，ハイブリダイゼー

ションプローブ液] 内で一夜反応させた．一次洗浄液 [2x SSPE，0.1% (w/v) SDS]

で 30 分間洗浄し，ついで 65℃の二次洗浄液 [0.2x SSPE，0.1% (w/v) SDS] 内

で振盪し洗浄後，Fuji X-ray film を用いてオートラジオグラフィーを行った．

8. DNA シークエンスと系統樹作成

SF370 株全ゲノム配列に基づいて grpE 遺伝子周囲でプライマー SF1～6

および SR1～6 (表 2) を設計し，SSI-9 染色体 DNA をもとに EX Taq を用いた

PCR を行った．PCR 反応液は 1 試料あたり，10x Ex Taq Buffer (宝酒造) 5 µl，

2.5 mM dNTP Mixture (宝酒造 ) 4 µl，20 µM プライマー溶液 各 1.25 µl，100

µg/ml SSI-9 染色体 DNA 1 µl および 5 U/µl Ex Taq (宝酒造) 1 µl に蒸留水を加え

て 50 µl とした．プライマーセットは SF1 と SR1，SF2 と SR2，SF3 と SR3，

SF4 と SR4，SF5 と SR5 および SF6 と SR6 とし，95℃で 5 分間反応後，94℃で

30 秒間，55℃で 30 秒間，72℃で 30 秒間を 35 回繰り返した．反応終了後に 2%

アガロースゲルで電気泳動した PCR 産物をスピンカラムで精製した．1 µg/µl

の PCR 産物 1 µl に， pGEM-T Easy Vector (Promega) 1 µl， T4 DNA Ligase

(Promega) 1 µl，10x Ligase Buffer (Promega) 1 µl，蒸留水 6 µl を加え，16℃で 30

分間のライゲーション反応を行った．形質転換用の大腸菌 XL-10 Gold は SOB

培地 [2% (w/v) バクトトリプトン (Becton Dickinson)， 0.5% (w/v) Yeast

Extract，10 mM 塩化ナトリウム，2.5 mM 塩化カリウム，10 mM 硫酸マグネシ

ウム・７水和物，10 mM 塩化マグネシウム・ 6 水和物 ] 250 ml で 18℃にて

A600=0.6 まで培養し，氷冷した形質転換用緩衝液 [TB；10 mM ピペラジン-

1,4'-ビス (2-エタンスルホン酸) (PIPES; 和光純薬)，15 mM 塩化カルシウム・

二水和物，250 mM 塩化カリウム，55 mM 塩化マンガン・四水和物] 84 ml に懸



17

濁して 10 分間氷上で静置後，TB 20 ml とジメチルスルホキシド (DMSO; 和光

純薬) 1.5 ml に懸濁して液体窒素内で使用時まで保存した．氷中で融解した XL-

10 Gold 100 µl とライゲーション反応液 5 µl を 17-10 チューブ (旭テクノグラ

ス，東京) に入れて氷中で 15 分間静置した．チューブを 42℃で 30 秒間湯浴

し，直ちに氷中に戻した．SOC 培地 (20 mM グルコース/SOB) 900 µl を加え，

37℃で 1 時間振盪培養した．100 mM イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノ

シド (IPTG； Sigma Aldrich) 50 µl および 20 mg/ml 5-ブロモ-4-クロロ-3-イン

ドリル-β-D-ガロクトシド (X-gal；和光純薬 )/N,N-ジメチルホルムアミド

(DMF；和光純薬) 50 µl を塗り広げておいたアンピシリン含有 LB (LB-Amp) 寒

天培地上に大腸菌を播種し，37℃で一夜培養した．白色コロニーについて，コ

ロニーダイレクト PCRを行い，アガロースゲル電気泳動で目的バンドが観察さ

れた大腸菌を培養し，ABI Prism Miniprep Kit (Perkin Elmer) を用いて DNA を精

製した．すなわち，1 ml 菌液中の菌体を再希釈液 150 µl で懸濁し，溶解液 150

µl を加えて 3 分間静置した．沈降液 150 µl を加えて遠心し，上清に結合液 600

µl を加えてミニプレップカラムチューブに添加した．1,000 g で 3 分間遠心

後，洗浄液 500 µl および最終洗浄液 900 µl を加えてそれぞれ遠心した．カラム

を 14,000 g で 1 分間遠心してレジンを乾燥させ，TE 90 µl を加えて 3 分間静置

後，14,000 g で 1 分間遠心してプラスミドを溶出した．200 µg/ml プラスミド

溶液 4 µl に Ready Reaction mix BigDye (Perkin Elmer) 8 µl，0.8 µM -21M13 プラ

イマー (Perkin Elmer) または M13 プライマー RV (宝酒造) 4 µl，蒸留水 4 µl を

加え，96℃で 3 分間反応後，96℃で 10 秒間，50℃で 5 秒間，60℃で 4 秒間を

25 回繰り返した．PCR 産物をエタノール濃縮し，Template Suppression Reagent

(TSR; Perkin Elmer) 25 µl に溶解して 95℃で 2 分間熱処理した．DNA シークエ

ンサー ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) を用いてシークエンス

し，Sequencing Analysis 3.0 (Perkin Elmer) で塩基配列を決定した．

各生物種の GrpE アミノ酸配列は，National Center for Biotechnology

Information (NCBI) の配列解析ソフト CLUSTALW を用いてマルチプルアライメ

ントを行い， TreeView (Taxonomy and Systematics at Glasgow，University of
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Glasgow，Glasgow，UK) で系統樹を作製した．

9. 大腸菌による組換えタンパクの作製

N 末端側に制限酵素 BamH I (New England Biolabs)，C 末端側に EcoR I の

認識配列を付与したプライマーを用いて grpE 遺伝子中の全長 rGrpE1 (表 2 中

のプライマー F2，R2：598 bp)，C 末端側フラグメントの rGrpE2 (プライマー

F3，R2：377 bp)，rGrpE3 (プライマー F4，R2：283 bp) および rGrpE4 (プライ

マー F5，R2：181 bp)，N 末端側フラグメントの rGrpE5 (プライマー F2，R3：

193 bp) と rGrpE6 (プライマー F2，R4：103 bp) の遺伝子 Ex Taq にて増幅し

た．95℃で 5 分間反応後，94℃で 30 秒間，55℃で 30 秒間，72℃で 30 秒間を

35回繰り返し，PCR産物を pGEM-T Vector (Promega) にライゲーションして大

腸菌 XL-10 Gold に形質転換した．100 ml LB 培地で培養した大腸菌からのプラ

スミド DNA の抽出と精製には，Qiafilter Midi Kit (Qiagen，Hilden，Germany) を

用いた．まず，再懸濁液 [50 mM トリス塩酸 (pH 8.0)，10 mM EDTA，100

µg/ml RNase A] 4 ml に大腸菌を懸濁し，溶解液 [200 mM 水酸化ナトリウム，1%

(w/v) SDS] 4 ml を加えて 5 分間，中和液 [3.0 M 酢酸カリウム (pH 5.5)] 4 ml を

加えて 10分間静置した．QIAGEN-tip 100 (Qiagen) を平衡化液 [750 mM 塩化ナ

トリウム，50 mM 3-モルホリノプロパンスルホン酸 (MOPS; pH 7.0)，15% イソ

プロパノール] 4 ml で平衡化し，大腸菌可溶画分を添加した．洗浄液 [1 M塩化

ナトリウム，50 mM MOPS (pH 7.0)，15% イソプロパノール] 10 ml で 2 回洗浄

し，溶出液 [1.6 M 塩化ナトリウム，50 mM トリス塩酸 (pH 8.5)，15% イソプ

ロパノール] 5 ml にて溶出した．得られたプラスミド溶液にイソプロパノール

3.5 mlを加えて 15,000 g，4℃で 30分間遠心し，70% エタノール 2 mlを加えて

15,000 g で 10 分間遠心した．得られたプラスミドと GST 融合タンパク発現ベ

クター pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences) を BamH I および EcoR I で切断

し，TaKaRa ligation kit ver.2 solution I (宝酒造) を加えて，16℃，30 分間のライ

ゲーション反応を行い，XL-10 Goldに形質転換した．1 mM IPTG誘導により目

的タンパクを発現している大腸菌を選択し，同菌をアンピシリン含有 2YT
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(2YT-Amp) 培地 (Sigma Aldrich) 1 l 中で 30℃にて培養した．A600=0.2 の時点で

1 mM の IPTG を添加し，3 時間培養後に菌体を回収した．菌体は氷冷した超音

波破砕緩衝液 [50 mM トリス塩酸 (pH 8.0)，50 mM 塩化ナトリウム，1 mM

EDTA および 1 mM DTT] 20 ml に懸濁し，次に超音波破砕機 (トミー精工，東

京) により出力 5，10 秒間の間欠的な超音波破砕を 10 回繰り返した．可溶画

分をグルタチオン - Sepharose4B ゲル (Amersham Biosciences) に添加し，4℃

で一夜撹拌した．ゲルを PBS と切断用緩衝液 [50 mM トリス塩酸 (pH 7.0)，

150 mM 塩化ナトリウム，1 mM EDTA，1 mM DTT] で洗浄し，切断緩衝液 5 ml

と PreScission Protease (Amersham Biosciences) 50 µl を添加して 4℃で 48 時間

反応させた．溶出液を PBS で透析し，目的の組換えタンパクを得た．

GST タンパクの免疫反応は，一次抗体に 1,000 倍希釈ヤギ抗 GST 抗体

(Bethyl Laboratories，Montogomery，TX，USA)，二次抗体に 1,000倍希釈アルカ

リフォスファターゼ標識ウサギ抗ヤギ IgG 抗体 (Chemicon International) を用い

たウェスタンブロッティングにより行った． BCIP/NBT 含有 Alkaline

Phosphatase Substrate (Moss，Pasadena，MD，USA) を 5 ml 加え，適度な発色が

得られたところで 0.5 M EDTA (pH 8.0) を加えて反応を停止させた．

抗 rGrpE 抗体の作成にはウサギ (New Zealand white rabbit, メス，2 kg；

ケアリー，大阪) を使用した．ウサギ耳介静脈上の皮膚にキシレン (和光純薬)

を塗布後，切開により採血した．血液を 4℃で一夜静置し，3,000 g，4℃，10

分間の遠心により血清を回収した．同日，rGrpE1 300 µg を電気泳動後のゲルか

ら切り出して PBS 1 ml に懸濁した．これを等量の Freund’s Complete Adjuvant

(FCA; Becton Dickinson) と混和して油中水滴とし，ウサギ背側皮下に注入し

た．2，4 および 6 週後に rGrpE1 200 µg と等量の Freund’s Incomplete Adjuvant

(FIA；Becton Dickinson) との混和物をウサギ背側に皮下注射し，同日に採血し

た．抗体価の確認はウェスタンブロットにて行い，一次抗体にはウサギ免疫血

清，二次抗体にはアルカリファスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を用い

た．
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10. 菌体表層 GrpE の観察

(1) 共焦点レーザー顕微鏡下での観察

1 ml の SSI-9 株菌液を 3,000 g，室温で 5 分間遠心し，菌体を PBS で 2 回

洗浄後，50 µg/ml ヒト IgG1 (Calbiochem，San Diego，CA，USA) を含むブロッ

キング剤で 37℃，1 時間のブロッキング反応を行った．次に，100 倍希釈した

抗 rGrpE 抗体と 37℃で 1 時間反応させ，3 回洗浄後に 1,000 倍希釈した

AlexaFluor568 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体と 37℃で 1 時間遮光して反応させ

た．さらに，Sybr Green II RNA Gel stain (Molecular Probes) を 20,000 倍希釈と

なるよう添加し， 37℃で 15 分間遮光して静置した．菌体を回収し，

VECTASHIELDを加えて共焦点レーザー顕微鏡下で観察した．

(2) 免疫電子顕微鏡像の観察

SSI-9 菌液 1 ml を 3,000 g，8 分間で遠心して集菌した．PBS で 2 回洗

浄後，30 分間ブロッキングし，50 倍希釈した抗 rGrpE 抗体を 60 分間反応させ

た．3 回洗浄後に 40 倍希釈した 15 nM 金コロイド標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体

(Amersham Biosciences) を 30 分間反応させた．3 回洗浄後，2.5% (v/v) グルタ

ルアルデヒド (和光純薬)/0.1 Mリン酸ナトリウム液 (pH 7.3) を 10分間作用さ

せて固定した．0.1 M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.3) で 1 回，蒸留水で 3回

洗浄し，支持膜上に滴下して透過型電子顕微鏡 (H-800 型；日立) にて観察し

た．

11. Reverse Transcription－PCR (RT-PCR)

20 mM DL-トレオニン (和光純薬) 含有 TH培地 200 mlで培養した SSI-

9 を PBS 10 ml に懸濁し，2 mg/ml のリゾチームを加えて 37℃で 60 分間反応さ

せた．0.1 mg/ml のムタノリジンを加えて 37℃で 1時間反応後に 0.1% ジエチル

ピロカルボネート (DEPC) 処理した PBS 5 ml で洗浄した．菌体を TRIZOL

(Invitrogen) 5 ml に懸濁し，クロロホルム 1 ml を加えて 10,000 g，4℃で 15 分間

の遠心後，2.5 ml の水層を回収した．PCI (Invitrogen) 2.5 ml を加えて遠心にて
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水層を回収した．等量のイソプロパノールを加え，遠心後のペレットを 80% エ

タノール 5 ml で洗浄し，遠心後に自然乾燥した．DEPC 処理水 800 µl と RQ1

RNase-Free DNase (Promega) 800 µl を加え，37℃で 3 時間反応させた．PCI を

1.6 ml 加え，水層を回収した．これを 3 回繰り返して得られた水層と等量のイ

ソプロパノールを加えて遠心し，80% エタノールで洗浄した．ペレットを自然

乾燥後，蒸留水に懸濁して総 RNA を得た．

RT-PCR を行うため，100 µg/µl 総 RNA 10 µl に 500 µg/ml Random 9mers

(Promega) 1 µl を加え，70℃で 5 分間反応させた．10x PCR Buffer 10 µl，25 mM

MgCl2 20 µl，2 mM dNTP Mixture 50 µl，400 U/ml RNase inhibitor (Promega) 2.5

µl，200 U/ml Superscript II (Promega) 1.25 µl を加え，42℃で 60 分，99℃で

5分，5℃で 5分間の逆転写反応を行った，次に RNaseH (Promega) 1 µl を加えて

37℃で 20 分間反応させて cDNA を得た．cDNA 20 µl に 10x PCR Buffer 8 µl，25

mM MgCl2 4 µl，20 µM プライマー F1および R1 (表 2) 各 2.5 µl，AmpliTaq Gold

0.5 µl，DEPC 処理水 62.5 µl を加え，94℃で 9分間反応の後，94℃で 30 秒間，

60℃で 60 秒間，72℃で 60 秒間を 30 回繰り返す PCR を行った．対照として，

recA 遺伝子のプライマー recF および recR (表 2) を用いた PCR を行った．1%

アガロースゲル電気泳動後，撮影した画像をイメージスキャナー (EPSON，東

京) にて取り込み，画像処理ソフト Scion Image (Scion Corporation, Fredrick, MD,

USA) を用いて DNA 濃度を数値化した．

12. 欠失株の作成と観察

(1) 欠失株の作成

大腸菌クローニングベクター pSF152 (31) を EcoR I で切断して得たプラ

スミド 1 µg に 10x Alkaline Phosphatase Buffer (宝酒造) 5 µl，E. coli C57 Bacterial

Alkaline Phosphatase (BAP；宝酒造) 2 µlと蒸留水を加えて 50 µlとし，65℃で 30

分間の BAP 処理を行った．一方で，プライマー F6 および R4 (表 2) で増幅し

た PCR 産物を pGEM-T Easy Vector に組込み，EcoR I で切り出した．これらの

遺伝子をライゲーションして GrpE 欠失株作成用ベクター pJM100 を作成し
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た．

GAS B514Sm を 20 mM グリシン含有 THY 培地 100 ml 内で A600=0.2 とな

るまで培養した．菌体を培養上清 5 ml に再懸濁し，43℃で 9分間処理後に，氷

冷した 15% グリセロールで 2 回洗浄した．菌体を 15% グリセロール 0.6 ml に

懸濁して氷上に静置し，200 µlの菌液に対して 10 µg の pJM100を添加した．菌

液を 0.2 cm 幅のキュベット (Bio-Rad) に移し，Gene Pulser (Bio-Rad) を用いて

1.75 kV，25 µF，400 Ωの条件で DNA を導入した．菌液を氷上で 45 分間静置

し，37℃の THY 培地 10 ml に懸濁して 37℃で 1 時間培養した．スペクチノマ

イシン含有 THY 寒天培地上に播種，培養して生育したコロニーに対し，スペ

クチノマイシン遺伝子 (aad9) 内のプライマー (表 2, aadF あるいは aadR) と

grpE 遺伝子内のプライマー (表 2，F1) を用いてコロニーダイレクト PCR を行

った．遺伝子の導入された GAS 全菌体に対する抗 rGrpE 抗体によるウェスタン

ブロットを行い，GrpE発現の認められない株を TR45とした．

(2) 走査型電子顕微鏡 (SEM) による観察

THY 培地 10 ml で培養した GAS を 0.1 M カコジル酸緩衝液 [0.1 M カコ

ジル酸ナトリウム，0.2 M 塩酸にて pH 7.4 に調整] にて 3 回洗浄した．次に，

Half-Karnovsky 液 [4% (w/v) パラホルムアルデヒド，5% (w/v) グルタルアルデ

ヒド] に 3 時間浸漬して固定した．0.1 M カコジル酸緩衝液にて 3 回洗浄し，

50%，70%，80%，90%，95%，最後に 100% エタノールの順にそれぞれ 10 分間浸

漬し，再度 100% エタノールに 20 分間浸漬した．次に，100% エタノールと t-

ブチルアルコールを等量混和した液に 10 分間浸漬し，続いて t-ブチルアルコ

ールに 10 分間浸漬を 2 回，20 分間浸漬を 1 回行った．菌体を 4℃で凍結し，

JFD-310 (JEOL，東京) にて凍結乾燥した．同試料をプラズママルチコーター

(PMC-3000 型；盟和商事，大阪 ) にて金蒸着し，走査型電子顕微鏡 (JSM-

5310LV型；JEOL) で観察した．

13. 菌の生化学的検査
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レンサ球菌同定キットのストレプトグラム (和光純薬) にて，酸産生

能（基質としてアミグダリン，ラクトース，トレハロース，マンニトール，ア

ルブチン，ラフィノース，ソルビトール，アラビノース，イヌリンまたはメリ

ビオース），酵素酸性能（N-アセチルグルコサミダーゼ，フコピラノシダー

ゼ，α-ガラクトシダーゼ，β-ガラクトシダーゼ，アルカリフォスファター

ゼ，β-グルクロニダーゼおよびピロリドンアリルアミダーゼ），アルギニ

ン，エスクリンと馬尿酸の加水分解能およびアセトイン産生能を調べた．

14. 統計処理

すべての統計処理には，StatViewJ 5.0 (SAS Institute, Cany, CA, USA)

を用いた．
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図１ 唾液成分の精製後の SDS-PAGE 像

全唾液成分を 6 M グアニジン塩酸に溶解し，

Sephacryl S-200 によるゲルろ過クロマトグラフィ

ーで分画した．

レーン 1：ムチン画分，レーン 2：アミラーゼ画分，

レーン 3：PRP 画分，レーン 4：スタセリン画分．

結果

１．培養 HEp-2 細胞に対する GAS 付着と侵入における PRP の影響

採取した 100 ml の唾液から，約 500 mg のヒト全唾液成分 (WHS) を得た．

同 WHS をゲルろ過し，ムチン，アミラーゼ，PRP とスタセリンの 4 種類の成

分 (図１) を調整した．これらを用いて，HEp-2 細胞への GAS SSI-9 株 (M1 型)，

JRS4 株 (M6 型) と NY-5 株 (M12 型) の付着と侵入におよぼす影響を調べた．最

初に，WHS を添加した場合の SSI-9 および JRS4 両株の付着・侵入率および侵入

率は，WHS 非添加群と比較して有意に上昇した (P <0.05，図 2)．SSI-9 に比し
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図 2 全唾液成分を添加した場合の付着，侵入試験．

HEp-2 細胞培養培地内に全唾液成分を添加し，さらに

GAS 107cfu を 3 時間感染させた．細胞に付着および侵入

した菌数を求め，接種菌数の百分率から付着・侵入率 (%)

を算定した．また，付着菌を抗生物質処理し，侵入率 (%)

を算定した．非添加群と比較した場合の有意水準

**Dunnetｔ’s P <0.01，*P <0.05．
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図 3 PRP 画分添加した場合の付着，侵入試験．

HEp-2細胞培養培地内に PRP を添加し，さらにGAS

107cfu を 3 時間感染させた．細胞に付着および侵入

した菌数を求め，接種菌数の百分率から付着・侵入

率 (%) を算定した．また，付着菌を抗生物質処理し ，

侵入率 (%) を算定した．非添加と比較した場合の有

意水準 **Dunnnett’s P < 0.01，*P < 0.05．
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て JRS4では付着・侵入率，侵入率ともに高く，特に後者については顕著な上昇

が認められた．一方 NY-5 は菌体表層タンパクが著しく少ないことが示されてお

り，付着および侵入率ともに他の 2 株に比して極めて弱かったが，WHS 添加に

より付着・侵入率と侵入率は 10 倍以上に上昇した．

つぎに PRP 添加時の影響を検討した (図 3) ところ，3 株ともに付着・侵

入率の有意な上昇が認められた (P <0.05)．また侵入率は，PRP が 0.5 mg/ml あ

るいは 1.0 mg/ml のときに，全株で非添加群に比べて有意に促進した．しかしな

がら，PRP を過剰 (5 mg/ml) に添加したときには，付着・侵入率および侵入率

の上昇作用は解消した．

SSI-9 および JRS4 では，ムチンの添加 (1 mg/ml) により付着・侵入率が

有意に上昇した (P <0.05) (図 4)．しかしながら，侵入率には有意な変化はなく，
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図 4 ムチン画分を添加した場合の付着，侵入試験．

HEp-2 細胞培養培地内にムチンを添加し，さらに

GAS 107cfu を 3 時間感染させた．細胞に付着・侵入

した菌数を求め，接種菌数の百分率から付着・侵入

率 (%) を算定した．また，付着菌を抗生物質処理し，

侵入率 (%) を算定した．非添加と比較した場合の有

意水準 *Dunnnett’s P < 0.05．

**
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むしろ 5 mg/ml と過剰なムチンを添加したときには，JRS4 では非添加群よりも

侵入率が減少した．一方，NY-5 ではムチン添加により，を付着・侵入率および

侵入率の有意な上昇が観察された．

アミラーゼ (図 5) とスタセリン (図 6) の添加時には，いずれの菌も非

添加群に比べて有意な変化はなく，GAS の付着および侵入には影響しないこと

が示された．

上述の PRP を ，HPLC により，酸性 PRP と塩基性 PRP を分画した (図 7A)．

これらの PRP を用いて，SSI-9 の HEp-2 細胞への付着試験を行ったところ (図７

B)，両 PRP の添加 (0.5 mg/ml) により付着率が上昇した (P <0.05)．このことか

ら，酸性および塩基性を問わず PRP は，細胞付着の促進作用があることが示さ

れた．また，PRP と同時に抗 PRP-C 抗体を加えて同様の付着試験を試みたとこ

ろ，同抗体は酸性 PRP による付着促進作用をほぼ抑制することができ，塩基性

PRP の付着促進作用についてもわずかに抑制することが明らかとなった．

図 5 アミラーゼ画分を添加した場合の付着，

侵入試験．非添加群と比較した場合に，有意差

は認められない．
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図 7 抗 PRPc 抗体添加による GAS 付着の阻害効果

A 酸性 PRP と塩基性 PRP の精製．ゲルろ過クロマトグラフィーで得られた PRP 画分から HPLC を用いて

分離，精製した．

B 抗 PRP 抗体の GAS 付着阻害作用．コンフルエント HEp-2 細胞に対し SSI-9 株と酸性あるいは塩基性

PRP を 0.5 mg/ml となるよう添加し，同時に抗 PRP-C 抗体を 1,000 倍 または 100 倍希釈となるよう添

加して付着・侵入率の変化を観察した．*Scheffe’s P <0.05.
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つぎに，唾液成分の添加による GAS の HEp-2 細胞への付着と侵入の変化
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図 8 HEp-2 細胞へ付着・侵入する GFP 発現 GAS の共焦点レーザー顕微鏡写真像

HEp-2 細胞に唾液成分と GFP 発現 GAS を添加し，3 時間感染させた．細胞外の菌体を抗

GAS 抗体と AlexaFluor568 で赤色に染色し，共焦点レーザー顕微鏡下で観察した．赤：付

着細菌，緑：侵入細菌．A：全唾液成分添加時．B：PRP 画分添加時．C：ムチン画分添

加時．

B

0 0.5 1 5

PRP画分 (mg/ml)

0 0.5 1 5

ムチン画分 (mg/ml)

A C



28

を共焦点レーザー顕微鏡で観察した．HEp-2 細胞へ付着あるいは侵入した EGFP

標識 GAS は緑色を示すが，細胞外に付着した GAS をウサギ抗 GAS 抗体と

AlexaFluor568 標識抗ウサギ IgG 抗体で染色することにより，細胞外付着菌を赤

色，侵入菌を緑色に染め分けた．その結果，WHS (図 8A)，PRP (図 8B) およびム

チン (図 8C) の添加により，付着菌数と侵入菌数が増加した．WHS を 5 mg/ml,

PRP を 1 mg/ml あるいはムチンを 1 mg/ml となるように添加したときに，非添

加群と比べて付着菌数と侵入菌数が最も増加した．このような顕微鏡観察にお

いても，唾液成分による GAS の付着と侵入の促進が明らかとなった．しかしな

がら培養法と比較したとき，付着菌数に対する侵入菌数の増加率には明らかな

変化をみとめず，培養法による付着・侵入試験では，一部の菌が抗生物質処理

から逃れている可能性が示唆された．

２．マウス咽頭への GAS の定着における PRP の影響

マウス咽頭への GAS 定着において唾液 PRP がどのような影響を与えるか

を検討するため，これまでにマウス咽頭への定着が報告されている GAS B514Sm

株を供試して，GAS 咽頭付着のマウスモデルを構築した．B514Sm を PRP と混和

してマウス口腔内に投与し，綿棒による咽頭スワブを寒天培地上で培養した．

このとき添加する PRP の濃度は，培養法において付着・侵入率が最も亢進した

ときと同じ 0.5 mg/ml とした．投与する GAS の菌数および投与回数を変化させ，

GAS の咽頭定着におよぼす PRP の影響を検討した (表 3)．いずれの菌数および

投与回数においても，PRP の添加により咽頭付着率は亢進した．また 108 cfu の

B514Sm を 1回投与したときと 109 cfu を 2回あるいは 3回投与したときに，PRP

添加群のマウスが死亡した．109 cfu の菌を 2 日あるいは 3 日連続で投与したと

き，PRP 添加群のすべてのマウスで 6 日間以上の GAS 定着がみられた．このこ

とから，PRP を添加したときには非添加群よりも GAS が長期に定着することが

示された．109 cfu の B514Sm に PRP を添加して 2 日連続で投与したときには，

投与後 5 日目あるいは 6 日目で PRP 非添加群と比較して，咽頭定着率が有意に

26



29

高値を保った (P <0.05)．他の条件下では有意差が認められなかったことから，

PRP 添加 GAS 咽頭定着マウスモデルとしては，109 cfu の B514Sm を 2 日連続し

て投与する条件が最適であった．死亡マウスの心臓，腎臓，肺，咽頭周囲組織，

脾臓と肝臓を磨砕して血液寒天培地上で培養したところ，咽頭，肺，肝臓と脾

臓より GAS が回収された．このことから，咽頭に付着した GAS が組織から血中

に侵入し，敗血症による多臓器不全を生じてマウスを死亡させたことが示唆さ

表 3 B514Sm のマウス咽頭への定着

感染後日数

感染回数 GAS (cfu) PRP (µg/ml) n 1 2 3 4 5 6

1 106
0 5 0 0 0 0 0 0

500 5 2 2 2 2 2 2

1 107
0 5 2 1 0 0 0 0

500 5 4 3 3 3 3 3

1 108
0 5 1 1 1 1 1 1

500 5 3(1) 3(1) 3(1) 3(1) 3(1) 3(1)

1 109
0 5 3 3 3 2 2 1

500 5 3 3 3 3 3 3

2 106
0 5 2 1 0 0 0 0

500 5 2 2 2 2 2 2

2 107
0 5 1 1 1 0 0 0

500 5 3 3 3 3 3 3

2 108
0 5 1 1 1 1 1 1

500 5 3 3 3 3 3 3

2 109
0 5 3 2 2 2 1 1

500 5 5 4(1) 4(1) 4(1) 4(1) 4(1)

3 106
0 5 1 1 1 1 1 0

500 5 3 3 2 2 2 2

3 107
0 5 2 2 2 2 1 1

500 5 3 3 3 3 3 3

3 108
0 5 2 2 2 2 2 1

500 5 4 4 4 4 4 4

3 109
0 5 5 5 4 3 3 2

500 5 4(1) 4(1) 3(2) 3(2) 3(2) 3(2)

数字は GAS 定着マウスの匹数，( )内は死亡マウス数を示す．

3 日連続感染させた翌日より咽頭スワブを行い，咽頭への GAS 定着を判定した．

*カイ二乗 P <0.05.
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れた．

109 cfu の GAS を 2 日連続投与するモデルにおいて，長期間の定着率の推

移を観察した (図 9)．6 日目では PRP を添加したマウスのすべてに GAS が定着

したが，PRP 非添加群では 10 匹中 3 匹にしか定着しなかった．また，PRP 添加

群では，3 日目に 2 匹が，4 日目に 1 匹が死亡した．さらに 15 日目の PRP 添加

群では 7 匹中 6 匹，30 日目に 7 匹中 3 匹そして 60 日目に 7 匹中 1 匹に GAS が

定着していたが，90 日目には完全に排除された．一方，PRP 非添加群では，15

日目に 10 匹中 1 匹に GAS が定着していたものの，30 日以降では定着はなかっ

た．以上より，PRP と GAS の混合投与は長期間の定着を促進した．

図 9 マウス咽頭定着率の推移．109 cfu の B514Sm 株に PRP を添加したも

の (◆：n=10) と添加しないもの (■：n=10) について，2 日連続で口腔

内に投与した．翌日より咽頭スワブを培養し，生育コロニーから定着の

有無を決定した．**カイ二乗 P <0.01，*P <0.01．†: 死亡．
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３．GAS 凝集試験による PRP と菌体の相互作用

PRP と菌体表層タンパクの相互作用を検討するため，GAS 19 株の凍結乾

燥菌体と新鮮生菌体についてPRP添加による菌体凝集の変化を観察した (表4）．

その結果，すべての株で PRP の添加により，凝集が促進した．最も凝集が促進

される PRP の濃度は菌株に依存しており，過剰な PRP の添加では凝集が認めら

れない株も多数存在した．また，凝集の程度についても菌株に依存することが

表４ PRP 添加時の菌体凝集試験

凍結乾燥菌体 新鮮生菌体

菌株 M 型 PRP (µg/ml) PRP (µg/ml)

0 8 40 200 1,000 0 8 40 200 1,000

Non-TSLS株

JRS4 6 - - - ± - - - - ± ±

JRS145(M-) 6 - - ± + ± ± ± ± + ±

SAM1(F-) 6 - ± ± + ± - ± ± + ±

SAM2(M-F-) 6 - - ± ± - - ± ± + ±

NY-5 12 - - - ± - - - - ± ±

B514Sm 50 ± ± + + + ± + + + +

TSLS 株

SSI-9 1 ± + + + + + ++ ++ ++ ++

SSI-25 1 + + ++ ++ + - + ++ ++ ++

SSI-124 1 + + ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++

SSI-127 1 ± ± + ++ ++ - + ++ ++ ++

SSI-1 3 - - - - ± + + ++ ++ ±

SSI-8 3 - - ± + + - - - ± -

SSI-29 3 ± + + ++ ++ - ± ± ± -

SSI-35 3 - - ± + + - - - ± -

#30 12 - + + ++ ++ ± ++ ++ ++ ±

#42 12 - ± ± ± - ± ++ ++ ++ ±

#43-1 12 ± + + ± - - ± ± ± ±

#43-2 18 ± ++ ++ + ± - ± ± ± ±

#50 18 - ± + + ++ - + + ++ +

Ａ600=0.3 の PBS 懸濁菌体（乾燥菌試料および生菌試料）を PRP と混和し，37℃で 8 時間後

に凝集を観察して 4 段階に分類した．-：凝集なし，±：凝集塊の直径 (φ) < 0.5 mm，+：0.5 ≤
φ< 1 mm，++：φ≥ 1 mm．
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示された．菌株を TSLS 由来株と TSLS 非由来株に分けて比較すると，TSLS 由来

株のほうが自己凝集能に富み，さらに PRP による凝集促進も顕著であることが

示された．また，M 型により凝集程度に差異が認められず，菌体表層の M タン

パクが欠失している JRS145，F タンパクが欠失した SAM1 および M タンパクと

F タンパク両方のタンパクが欠失した SAM2 のいずれにおいても，PRP による菌

体凝集の促進を認めた．このことから，GAS 菌体の表層には M タンパクや F タ

ンパク以外に PRP と結合する分子の存在することが強く示唆され，次に菌体表

層に存在する PRP 結合タンパクの検索を行うこととした．

４．GAS 菌体表層の PRP 結合タンパク

1 MAVFNKLFKRRHSVSEEIKKDDLQEEVEATETEETVEEVIEETPEKSELE 50
51 LANERADEFENKYLRAHAEMQNIQRRSSEERQQLQRYRSQDLAKAILPSL 100
101 DNLERALAVEGLTDDVKKGLEMTRDSLIQALKEEGVEEVEVDSFDHNFHM 150
151 AVQTLPADDEHPADSIAEVFQKGYKL 176

17

30

42

(kDa)

66

17

30

42

66

(kDa)1 2 3 4 5
A B

117
200 200

117

図 10 SSI-9 株 8 M 尿素抽出物中の PRP 結合タンパクの同定

A 8 M 尿素抽出物とビオチン標識 PRP との反応. レーン 1：SSI-9 8 M 尿素抽出物の銀染色

像，レーン 2：ビオチン標識酸性 PRP との反応，レーン 3：ビオチン標識塩基性 PRP の

反応．

B 陰イオン交換カラムとアパタイトカラムを使用して精製した PRP 結合タンパク．レーン

4：精製 PRP 結合タンパクの銀染色像，レーン 5：精製 PRP 結合タンパクとビオチン標

識 PRP との反応．矢印：PRP 結合タンパク．

C PRP 結合タンパク (GrpE) オープンリーディングフレームのアミノ酸配列．アミノ酸配列

は SF370 株 ゲノムデータベースから予測した．アミノ酸は一文字表記．網掛け部位は，

アミノ酸シークエンスで得られた配列．

D GAS 全ゲノム配列より予測した DnaK オペロン．灰色部分が GrpE 遺伝子 (grpE)．

ｈｒｃA dnaKgrpE dnaJ

C

D
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GAS SSI-9 株の 8 M 尿素抽出画分をビオチン標識 PRP と反応させたとこ

ろ，酸性 PRP と塩基性 PRP の両者が約 28 kDa のタンパクと結合した（図 10A)．

この PRP 結合タンパクを陰イオン交換カラムとアパタイトカラムを用いて精製

した (図 10B)．精製した PRP 結合タンパクを N 末端アミノ酸シークエンスおよ

び，トリプシン消化によるアミノ酸内部シークエンスに供試したところ，4 つの

アミノ酸配列を得た (図 10C)．得られた配列をオクラホマ大学 SF370 株全ゲノ

ムデータベースと照合し，これらのアミノ酸配列を含有する ORF を検索した．

その結果，各アミノ酸配列はシャペロンタンパク GrpE と呼ばれるタンパクの

ORF に一致した．このことから，約 28 kDa の PRP 結合タンパクは，GrpE であ

ることが明らかとなった．（図 10C）．データベース配列によると，GrpE をコー

ドする遺伝子 grpE は DnaK オペロンと呼ばれる遺伝子群に存在し，GrpE の上流

に転写抑制遺伝子である HrcA,下流に熱ショックタンパクである DnaK と DnaJ

が存在していた．このことから，GAS の GrpE も DnaK オペロンに存在するシャ

ペロンタンパクであることが判明した (図 10D)．M 型の異なる GAS について

grpE 遺伝子の存在をサザンブロッティングで検索した結果，調査した 15 株すべ

てに grpE 遺伝子は存在した．このことから，grpE 遺伝子は GAS において普遍

的に存在することが示された．

GAS SSI-9 の grpE 遺伝子の前後の DNA 配列を決定したところ （図 11），

grpE 遺伝子は GTG を開始コドン，TAA を終止コドンとする 534 bp の ORF で

あることが明らかとなった．また，SSI-9 の grpE 遺伝子配列と全ゲノムデータ

ベースに登録されている grpE 遺伝子配列は完全に一致した．Jayaramann らが S.

mutans について報告している grpE 遺伝子の転写制御予測に関する研究 (32)

をもとに SSI-9 のプロモーター配列，リボゾーム結合部位である Shine-Dalgano

(SD) 配列を検索したところ，HrcA のプロモーターと開始コドンの間に，

Conserved Inverted Repeat controlling Chaperone Expression (CIRCE) 要素である

stem loop が存在した．このことから，GAS の GrpE は S. mutans と同様，CIRCE

により調節されていることが明らかとなった．一方，HrcA 内には，GrpE の転写

に関わるもうひとつのプロモーターおよび SD 配列が存在し，GrpE は
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-35
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stem loop
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-35
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hrcA

grpE

dnaK

図 11 GAS SSI-9 株 grpE 遺伝子および，その上下流の DNA 配列と転写関連遺伝子．背

景黒塗りの部分はオープンリーディングフレームを表す．S. mutans の報告 (32) をもとに

転写関連遺伝子を予測した．-35: プロモーター -35 配列; -10: プロモーター -10 配列;

P1 および P2: 転写開始部位; SD: Shine-Dalgarno 配列; stem loop: CIRCE (conserved

inverted repeat controlling chaperone expression) 要素の逆方向反復配列．

GTTTACAAAAGTATTTGCATTATACTGATAAAACCTATGCTAGGCGACTA
ATTCAGGTCATTGAAAGTAACGATTTAACAAACTATGACTGAAATTAGCG
CTCTTTATAAAAGAGTGCTAATTTTTTTGAGTTTTTTTCTTGACATGTCT

CCCATAAAGAGTATAATAGAATTATAAATTAGCAGTCTACTAAATAGAGT

GCTAAACGAAAGGGAGTGGTTGGTTTGTGATTACACAACGTCAAAATGAT

ATTTTGAATTTAATCGTTGAGCTATTTACACAAACTCATGAACCAGTAGG

GTCTAAAGCTTTACAGAGAACGATTGATTCTAGTAGCGCCACTATTCGTA
ATGATATGGCAAAACTAGAGAAGTTGGGATTGTTGGAAAAAGCGCACACT

TCTAGTGGACGGATGCCAAGTCCAGCTGGTTTTAAGTATTTTGTAGAGCA
CTCCCTCAGGCTAGATAGTATTGATGAGCAAGATATTTATCATGTCATAA
AAGCTTTTGATTTTGAAGCATTCAAATTAGAAGACATGCTTCAAAAAGCT
AGTCACATTTTAGCGGAGATGACGGGCTATACATCCGTTATTTTAGATGT
GGAGCCAGCTCGTCAACGTTTAACAGGGTTTGATGTTGTTCAGCTTAGCA
ACCATGATGCTCTAGCAGTCATGACTTTAGATGAATCTAAGCCAGTGACA
GTGCAGTTTGCTATTCCAAGAAACTTTTTGACACGTGACTTGATAGCATT
TAAAGCTATCGTAGAGGAGCGCTTGCTGGATAATAGTGTCATAGATATTC
ATTATAAGTTGAGGACAGAAATTCCTCAGATCGTTCAAAAGTATTTTGTG
ACTACGGATAATGTTTTACAACTATTTGATTATGTTTTTTCAGAGCTGTT
TTTGGAAACGGTATTTGTTGCTGGCAAGGTAAATTCTTTAACGTATTCAG
ATCTATCAACGTATCAGTTTTTGGATAATGAACAGCAAGTAGCAATTTCT
TTGAGGCAAAGTCTGAAAGAAGGTGAGATGGCTTCTGTCCAAGTGGCAGA
TAGTCAAGAAGCCGCACTTGCAGATGTGTCAGTTTTAACTCACAAATTTT

TGATTCCTTACCGTGGGTTTGGACTCCTGAGTTTGATTGGTCCTATTGAT

ATGGATTATCGTAGGTCTGTTAGTTTGGTAAACATTATTGGAAAGGTATT
GGCTGCTAAATTAGGTGATTATTATCGATACCTAAATTCTAACCATTATG
AAGTTCACTGATAATGGCAGTATTCAATAAGTTATTTAAAAGGAGGCACT

CAGTGTCAGAAGAAATTAAAAAAGACGATTTACAAGAAGAAGTGGAAGCC
ACTGAAACTGAAGAGACAGTTGAGGAAGTTATTGAAGAAACTCCTGAAAA
ATCAGAGTTAGAACTTGCAAACGAACGTGCTGATGAGTTTGAAAATAAAT
ACTTGCGAGCTCATGCAGAAATGCAGAATATACAGCGTCGCTCTAGTGAA
GAACGTCAACAACTTCAACGCTATCGTTCTCAGGATCTGGCAAAAGCAAT
CTTACCATCGCTTGACAATCTAGAACGTGCCTTGGCTGTTGAAGGGTTGA
CAGATGATGTTAAAAAAGGTTTAGAAATGACTCGTGATAGCCTTATTCAA
GCACTAAAGGAAGAAGGCGTAGAAGAAGTAGAAGTCGACTCGTTTGACCA
CAACTTTCATATGGCAGTTCAGACCCTCCCAGCCGATGATGAACATCCAG
CCGATAGCATTGCAGAAGTCTTTCAAAAGGGATATAAATTGCACGAGCGT
CTGCTAAGACCAGCGATGGTAGTTGTTTATAACTAAGGTAAATGAGTTTT
CGTTTTTGTCCGTAATGACAGTAAACTAGATAGCAAGTTAGAAGCTATTT
CGCTTGCTGATTAAACTATAGTGATTGCTTAGAATTGGAAGTAAAATAAT
TCGAGTGCTTACTAAGATAAATTGAAATAAAAAGTAATAAAGTATTATAA
AATAAGAGGTATTAACATGTCTAAAATTATTGGTATTGACTTAGGTACAA
CAAACTCAGCAGTAGCAGTTCTTGAAGGGACTGAATCAAAAATCATTGCT
AACCCAGAAGGCAATCGTACAACTCCTTCAGTAGTATCATTCAAAAATGG
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Psychrobacter sp
Pseudom onas aeruginosa

H aem ophilus in fluenzae
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Salm onella typhim urium

Vibrio cholerae
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Buchnera sp
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Legionella  pneum ophila

X yle lla  fastid iosa
X anthom onas cam pestris
R icketts ia prowazek ii
R icketts ia  conorii

C aulobacter crescentus
Bradyrhizob ium  japonicum

Agrobacterium  tum efac iens
M esorhizob ium  lo ti

Sch izosaccharom yces pom be
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C aenorhabditis  e legans
Aphis gossyp ii

H om o sapiens
M us m usculus
R attus norveg icus

C am pylobacter je jun i
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Borre lia  burgdorferi
Leptosp ira  in terrogans

Arabidopsis thaliana 11 (324, 22)  
Synechocystis sp. 10 (249, 19)   

Synechococcus sp. 10 (197, 20)   
Clostridium acetobutylicum 1 (200, 29)   

Staphylococcus aureus 1 (208, 32)       
Brevibacillus choshinensis 1 (179, 27)   

Geobacillus thermoglucosidasiu 1 (224, 29) 
Geobacillus stearothermophilus 1 (221, 31) 
Bacillus stearothermophilus 1 (221, 31) 

Bacillus halodurans 1 (194, 31) 
Bacillus subtilis 1 (187, 32) 

Listeria monocytogenes 1 (191, 32) 
Listeria innocua 1 (191, 32) 
Tetragenococcus halophilus 1 (191, 42) 

Lactococcus lactis 1 (179, 68) 
Streptococcus pneumoniae 1 (174, 76) 

Streptococcus pyogenes 1 (177, 100) 
Streptococcus mutans 1 (180, 69) 

Lactobacillus acidophilus 1 (194, 38) 
Lactobacillus sakei 1 (197, 40) 

Phytoplasma 1 (264, 21) 
Chlamydophila pneumoniae 4 (184, 23) 

Chlamydia muridarum 4 (190, 20) 
Chlamydia trachomatis 4 (190, 20) 

Thermoplasma volcanium 8 (176, 19) 
Thermoplasma acidophilum 8 (175, 17) 

Methanothermobacter thermautotrophicus 8 (174, 20) 
Methanobacterium thermoautotro 8 (174, 20) 

Thermotoga maritima 7 (172, 24) 
Mycoplasma pulmonis 1 (298, 18) 

Methanosarcina mazei 8 (209, 18) 
Halobacterium spieces 8 (217, 22) 
Aquifex aeolicus 7 (182, 21) 

Mycoplasma pneumoniae 1 (217, 18) 
Mycoplasma genitalium 1 (217, 17) 

Treponema pallidum 6 (220, 21) 
Streptomyces coelicolor 2 (225, 21) 

Thermus thermophilus 5 (177, 26) 
Deinococcus radiodurans 5 (221, 18) 

Psychrobacter sp. 3 (199, 27) 
Pseudomonas aeruginosa 3 (186, 23) 

Haemophilus influenzae 3 (234, 26) 
Pasteurella multocida 3 (201, 26) 

Yersinia pestis 3 (192, 26)  
Escherichia coli 3 (197, 24) 
Salmonella enterica 3 (196, 24) 
Salmonella typhimurium 3 (196, 24) 

Vibrio cholerae 3 (200, 27) 
Vibrio proteolyticus 3 (204, 24) 

Neisseria meningitidis 3 (192, 25) 
Buchnera sp. 3 (194, 18) 

Nitrosomonas europaea 3 (195, 24) 
Legionella pneumophila 3 (199, 28) 

Xylella fastidiosa 3 (200, 22) 
Xanthomonas campestris 3 (172, 22) 
Rickettsia prowazekii 3 (178, 26) 
Rickettsia conorii 3 (178, 27) 

Caulobacter crescentus 3 (198, 22) 
Bradyrhizobium japonicum 3 (201, 25) 

Agrobacterium tumefaciens 3 (211, 25) 
Mesorhizobium loti 3 (210, 24) 

Schizosaccharomyces pombe 9 (223, 24) 
Nicotiana tabacum 11 (304, 24) 

Caenorhabditis elegans 12 (237, 21) 
Aphis gossypii 13 (222, 19) 

Homo sapiens 14 (174, 23) 
Mus musculus 14 (217, 21) 
Rattus norvegicus 14 (217, 22) 

Campylobacter jejuni 3 (176, 26) 
Helicobacter pylori 3 (191, 23) 

Borrelia burgdorferi 6 (187, 20) 
Leptospira interrogans 6 (212, 22) 

 

図 12 各種の GrpE アミノ酸配列に基づく系統樹．バーの長さは 0.1 substitutions/site を表す．（ ）内

は，左がアミノ酸残基数で右が S. pyogenes SSI-9 株の GrpE を基準にしたアミノ酸一致率を示す．右肩

の数字は 1：グラム陽性低 GC 含量細菌，2：グラム陽性高 GC 含量細菌，3：プロテオバクテリア網，

4：クラミジア，5：デイノコッカス類，6：スピロヘータ類，7：その他の細菌，8：古細菌，9：真菌，

10：藻類，11：植物，12：線虫，13：昆虫，14：哺乳類であり，分類は生物分類表に基づく． 
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HrcA 以外にも他のプロモーターにより転写制御されることが示唆された．

GAS を含む計 76 種の生物種について，GrpE アミノ酸配列をもとに，系

統樹を作成した (図 12）．その結果，アミノ酸残基数は GAS では 177 であるのに

対し，最も小さいもので 172 (Thermotoga maritina，Xanthomonas campestris)，最

も大きいのは 324 (Arabidopsi thaliana) であった．GAS の GrpE アミノ酸配列と最

も類似するのは，同じレンサ球菌である Streptococcus pnuemoniae の GrpE であ

り，アミノ酸一致率は 76%であった．ついで S. mutans では 69%，Lactococcus lactis

では 68%であった．このことからレンサ球菌同士，あるいは低グラム陽性 GC 含

量細菌に属する Lactococcus と GAS の間では，アミノ酸一次構造が高度に一致

することが示された．また，アミノ酸一致率が 30%を超えるのは，低グラム陽性

GC 含量細菌のみであり，他に分類される細菌や古細菌，真菌，藻類，植物，線

虫，昆虫または哺乳類などの GrpE では，GAS GrpE とのアミノ酸一致率が 30%

以下であった．

調べた 76 種中ではC末端側に存在する G160と V173が全種に共通するアミ

ノ酸であり (図 13)，ほかにも L84，S130，F131，P170，A171，V175が高度に保存され

ることが示された．これら 76 種あるいは GAS，大腸菌およびヒトの GrpE にお

ける共通アミノ酸は，大腸菌における 23 残基の DnaK 結合部位 (33) とはあまり

一致しなかったものの，GrpE の C 末端領域には多くの共通領域が認められた．

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

*

S. pyogenes (GAS) ------------VSEEIKKDDLQEEVEATETEETVEEVIEETPEKSELELANERADEFENKYL RAHAEMQNIQRRSSEERQQLQRYRSQDLAKAILPSLDNL

E. coli MSSKEQKTPEGQAPEEIIMDQHEEIEAVEPEASAEQVDPRDEKVANLEAQLAEAQTRERDGIL RVKAEMENLRRRTELDIEKAHKFALEKFINELLPVIDSL

Homo sapiens -----------------------MGQSEQKADPPATEKTLLEEKVKLEEQ----LKETVEKYK RALADTENLRQRSQKLVEEAKLYGIQAFCKDLLEVADVL

# ## # # #

91 100 110 120 130 140 150 160 170 177

** * ** * *

S. pyogenes (GAS) ERALAVEG---------LTDDVKKGLEMTRDSLIQALKEEGVEEVEVD--SFDHNFHMAVQTLPADDEHPADSIAEVFQKGYKLHERLLRPAMVVVYN---

E. coli DRALEVAD-----KANPDMSAMVEGIELTLKSMLDVVRKFGVEVIAETNVPLDPNVHQAIAMVESDDVAP-GNVLGIMQKGYTLNGRTIRAAMVTVAKAKA

Homo sapiens EKATQCVPKEEIKDDNPHLKNLYEGLVMTEVQIQKVFTKHGLLKLNPVGAKFDPYEHEALFHTPVEGKEP-GTVALVSKVGYKLHGRTLRPALVGVVKEA-

# ## ## ###### # ## ## #

図 13 GrpE タンパクの種によるアミノ酸配列の差異．GAS，大腸菌およびヒトの GrpE アミノ酸一次構造

の比較．黒塗り：73 種で完全に一致したアミノ酸残基，灰色：3 菌種で一致したアミノ酸残基，*：73 種

で高度に保存されている配列，#：大腸菌における DnaK 結合部位．
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５．GrpE の菌体表層発現

シャペロンタンパクである GrpE が唾液タンパク PRP と結合することか

ら，GrpE が菌体の表層に発現している可能性が示された．そこで，GrpE に特異

的に反応する抗体を作製し，免疫染色した菌体を共焦点レーザー顕微鏡下で観

察した．

抗 GrpE抗体を作成するにあたり，組換 GrpEタンパク (rGrpE-1) を作製

した．すなわち grpE 遺伝子全長を pGEX-6P-1 ベクターに組み込み，IPTGによ

る誘導で大腸菌において GST と融合した rGrpE-1 (GST-rGrpE-1) を発現させた

(図 14A, 図 14B レーン 1, 3, 5）． GST-rGrpE-1をプロテアーゼで切断し，約 35

kDa の rGrpE-1と約 28 kDa の GST に分離した（図 14B レーン 2）．GST-rGrpE-1

および切断後の GST 単体には抗 GST 抗体が反応した (図 14B レーン 3, 4) が ，

Ampr

BamHI EcoRI

pGrpE1

5.5 kb

grpEB
E

pGrpE1-T

4.6 kb

grpEB E

pGEX-6p-1

4.9 kb

B E

GST

pGEM-T

4.0 kb

grpE
BA

30

17

42

66

(kDa)
1 2 3 4 5 6

図 14 組換え GrpEタンパク (rGrpE-1) とウサギ抗 rGrpE抗体の作成

A rGrpE-1発現用ベクターの構築図.

B rGrpE-1の確認．レーン 1, 2：SDS-PAGE 像，レーン 3, 4：ウサギ抗 GST 抗体とアルカ

リフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体によるウェスタンブロッティング，レーン

5, 6：ビオチン標識 PRP によるウェスタンブロッティング，レーン 1, 3, 5：GST 融合 rGrpE-

1，レーン 2, 4, 6：PreScission Protease による GST切断後．
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GST

GST-rGrpE

T
T
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図 15 ウサギ抗 rGrpE抗体の結合活性

A SSI-9株 8 M 尿素抽出物と抗 rGrpE抗体の結合.

B SSI-9株培養上清との抗 rGrpE抗体の結合.

レーン 1：SDS-PAGE 像，レーン 2：ウサギ抗 GrpE

抗体 (1:1000) とアルカリフォスファターゼ標識ヤ

ギ抗ウサギ IgG 抗体によるウェスタンブロット．レ

ーン 3：ビオチン標識 PRP によるウェスタンブロッ

ト．
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切断後の rGrpE-1は抗 GST 抗体と反応せず，GST 成分は除去されていることが

示された (図 14B レーン 4)．また，切断時に使用した約 40 kDa のプロテアーゼ

タンパクも抗 GST 抗体と反応した (図 14B レーン 4)．GST-rGrpE-1および切断

後の rGrpE-1と GST はそれぞれ，ビオチン標識した PRPと結合した (図 14B レ

ーン 5, 6)．このことから，精製した rGrpE-1が PRP と結合することが示され，

さらに GST にも PRPとの結合能があることが示された (図 14 レーン 6）．

rGrpE-1をウサギ皮下に免疫し，ウサギ抗 rGrpE 抗体を得た．抗 rGrpE抗

体は 1,000倍希釈でGAS SSI-9株の 8 M尿素抽出物 (図 15A レーン 1) に 28 kDa

相当部位で反応し (図 15A レーン 2)，このタンパクは，ビオチン標識した PRP

と同じ分子量であることが確認された (図 15A レーン 3)．一方で，培養上清に

は抗 rGrpE抗体と反応するタンパクは検出されなかった (図 15B）．
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抗 rGrpE 抗体を一次抗体，AlexaFluor568 を二次抗体として免疫染色を行

い，共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ，二次抗体のみ (図 16A)，あるい

は抗 rGrpE 抗体を含まないウサギ血清と二次抗体 (図 16B) では，染色されなか

った．免疫グロブリン結合タンパクの影響を除くため，ヒト IgG1 50 µg/ml を含

有したブロッキング剤を用いて染色した場合 (図 16C)，抗 rGrpE 抗体と二次抗

体を反応させると菌体表層の GrpE が染色されたことから，GrpE の菌体表層発

現が明らかとなった．また，GrpEの発現部位は，菌体の分裂部位に局在してい

る様子が観察された (図 16D）．

さらに，GrpEの菌体表層への発現部位を明らかにするため抗 rGrpE抗体

と金コロイド標識抗体を用いて処理した菌体を，免疫電子顕微鏡下で観察した

(図 17A, B)．その結果，GrpE 発現部位は，菌体の分裂割面部位に沿って輪状を

呈することが示された (図 17B)．

図 16 GrpEの菌体表層発現

赤: GrpE，緑: SSI-9菌体．菌体は Sybr Green II を用いて緑色に

染色した．

A AlexaFluor568標識抗体 (二次抗体) のみで染色．

B 非免疫ウサギ血清と AlexaFluor568標識抗体で染色．

C ヒト IgG1 (50 µg/ml) をブロッキング時に添加し，ウサギ抗

rGrpE抗体と AlexaFluor568標識抗ウサギ IgG 抗体で染色．

D 拡大図．菌の分裂部に GrpEの発現を認める．

A B

C D
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図 17 GrpE の免疫電子顕微鏡像．ウサギ抗 rGrpE抗体と金コロイド標識

抗ウサギ IgG抗体を用いた染色．A；弱拡大 B；四角に含まれた部分の拡

大図．

A B

A600= 0.2 0.6 1.0

recA grpE

0.2 0.6 1.0 0.2 0.6 1.0

0

0
.
5

1

1
.
5

2

2
.
5

0
.
2

0
.
6

1

O
D

ra
ti
o

500

400
300

200

100

1,000

(bp)

A B

C

図 18 菌の増殖期による GrpE発現量の差異

A 増殖初期 (A600=0.2)，中期 (A600=0.6) および終期 (A600=1.0) のGAS grpE 遺伝子

および recA 遺伝子の RT-PCR．

B 濃度を数値化し，grpE 濃度/recA濃度を ratioとした．

C 共焦点レーザー顕微鏡像．緑はGAS，赤はGrpEを表す．
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GAS の増殖期による GrpE 発現の変化を観察するため，増殖初期

(A600=0.2)，中期 (A600=0.6) および終期 (A600=1.0) の GAS について，grpE 遺伝

子の RT-PCRを行い (図 18A, B)，recA 遺伝子の発現量に対する grpE 遺伝子の

発現量の割合を算定した (図 18B)．その結果，いずれの増殖期の GAS において

も grpE 遺伝子の mRNA への転写量には差が認められず，転写レベルでは増殖

期による変化はないことが示された．また，免疫染色した場合においても，各

増殖期による明らかな差異は認められなかった (図 18C)．

6. GrpE と PRP の結合部位

B

GrpE– 1 2 3 4 5 6

C
GrpE – 1 2 3 4 5 6

図 19 組換え GrpE フラグメントの PRP 結合能

A 作製したフラグメントタンパク模式図．

B 各フラグメントタンパクの SDS-PAGE 像．

C 各フラグメントタンパクのビオチン標識 PRP との結合．

A
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ｐGEX-6P-1 ベクターを使用して，全長 rGrpE-1 のほかに，C 末端側 3 種類

(rGrpE-2，rGrpE-3，rGrpE-4) と N 末端側 2種類 （rGrpE-5，rGrpE-6） の断片組換

え GrpE タンパクを作製した (図 19A, B)．それぞれの組換え GrpE タンパクとビオチン

標識した PRP の結合を調べたところ，rGrpE-1，rGrpE-5 および rGrpE-6 は結合し

たが，3種類のC末端側組換えタンパク断片はPRPとの結合を示さなかった (図19C）．

このことより，GrpE の N 末端側約 7 kDa のペプチド領域が PRP との結合部位であるこ

とが示された．

７．GrpEの欠失株による形態変化と細胞付着・侵入能変化

pSF152に grpE 遺伝子の一部を組み込み (図 20A)，B514Sm に導入して

GrpE 欠失株 TR45 を作成した．SEM 観察の結果，B514Sm 株に比し (図 20B)，

TR45 株は連鎖を維持しつつ菌体の長径が伸長することが明らかとなった (図

grpE

図 20 GrpE 欠失株の作成とその形態変化

A pJM100を B514Sm 株にエレクトロポレーションで導入し，TR45株を得た．

B B514Sm 株の走査型電子顕微鏡像．

C TR45株の走査型電子顕微鏡像.

D B514Sm 株の共焦点レーザー顕微鏡像．抗 GrpE抗体と AlexaFluor568標識抗体および SybrGreen II にて染色．

E TR45株の共焦点レーザー顕微鏡像．抗 GrpE抗体と AlexaFluor568標識抗体および SybrGreen II にて染色．
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20C）． B514Sm 株では SSI-9 株 (図 16) よりも抗 rGrpE 抗体の反応量が少なかっ

たものの，菌体表層に GrpEタンパクが発現していることが示された（図 20D）．

一方，TR45株では抗 GrpE 抗体が反応せず，GrpE の欠失が確認された (図 20E)．

TR45株の付着・侵入率を B514Sm株と比較したところ，TR45では B514Sm

に比べて有意に減少した (P <0.01) (図 21)．また，侵入率に関しても B514 に比

して有意に減少した (P <0.01)．PRP を添加 (0.5 mg/ml) した場合には，B514Sm

では付着・侵入率，侵入率とも有意な促進を示した (P <0.05) ものの，TR45に

おいては付着・侵入率と侵入率について有意差は認められなかった．また，レ

ンサ球菌同定キットを用いて生化学的な反応を調べた結果，TR45では B514Sm

に比べ，ラクトース分解能が上昇し，アルギニンの加水分解能が減少した．

以上のことから，GrpEを欠失させた GAS においては，菌の形態変化が生

じるとともに付着・侵入率が低下し，一部生化学的性状の変化することが示さ

れた．
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図 21 GrpE 欠失による付着，侵入の変化．親株である B514Sm 株 と GrpE 欠失

株である TR45 株の HEp-2 細胞に対する付着・侵入試験を行った．PRP 添加群

には 0.5 mg/ml の PRP を添加した．*Scheffe’s P <0.05，** P <0.01．
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考察

GAS の咽頭粘膜面への付着における唾液成分の影響については，これまで

に報告がない．本研究により筆者は，全唾液成分とその精製画分 PRP およびム

チンが GAS の培養咽頭細胞への付着を促進することを初めて示した．GAS の

HEp-2 細胞への付着・侵入率の最も顕著な促進を示した全唾液成分の濃度は 5

mg/ml であった．ヒトの全唾液成分濃度は 0.15～7.45 mg/ml とばらつきが認めら

れるものの，その平均は約 2.3 mg/ml と報告されており (34)，in vivo において

も唾液は GAS の初期感染に大きな役割を果たしていると推測される．しかし，

口腔内細菌との特異的結合能を有する唾液成分としては，スタセリンやアミラ

ーゼなどが知られているが，両者は HEp-2細胞への GAS 付着において影響を及

ぼさなかった (図 3, 4)．

ヒトにおいて 2 種類あるムチンのうち MG1 の口腔内濃度は 48～70 µg/ml

(35), MG2が 100～250 µg/ml (36, 37) とされており，合計のムチン濃度は 約 150

～320 µg/mlとなる．ムチンは 1 mg/ml において最大の付着・侵入率を示し，口

腔内よりも高い濃度において GAS 付着が促進されることが示された．またムチ

ン添加時には，侵入率の増加はあまり観察されなかった．その理由としては，

GAS がムチンと結合する場合，その相手は構成成分の 7 割以上を占める糖分子

であることから (27，36)，糖分子により菌体表層の侵入因子が被覆されるため

であることが推測され，このために侵入できなかった GAS が菌体凝集および排

泄作用により排除されるのではないかと考えられる．

全唾液中の酸性 PRP濃度は 288～521 µg/ml (38) であり，PRP は 500 µg/ml

で GAS 付着・侵入率をもっとも促進したことから，口腔内濃度において GAS の

上皮細胞付着を顕著に促進することが示された．一方，PRP 添加により，顕微

鏡下ではHEp-2細胞へのGAS付着菌数に対する侵入菌数の割合に変化は認めら

れなかったが，培養法では付着・侵入菌数に占める侵入菌数の割合が上昇する
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ことが観察された．このことは，抗生物質による 1時間処理後でもなお，被験

GAS が HEp-2細胞表層において生存し続けている可能性を示している．GAS は

血中で凝集により食作用などの宿主防御機構から逃れる (39) ことから，PRPや

ムチンによる菌体凝集は，抗生物質の効力を減じ，あるいは PRP やムチンの糖

鎖やタンパクとの結合被覆により抗生物質の菌体への作用を阻害するなどの可

能性が考えられる．また，凝集により宿主細胞への GAS の付着および侵入菌数

が増加する (39) との報告や，TSLS株では非 TSLS株と比較して菌体の自己凝集

および PRPによる凝集促進が顕著であった (表 4) ことからも，凝集による付着

および侵入 GAS 数の増加が TSLS発症要因となる可能性が示唆された．

PRPと口腔細菌の相互作用解析には，ハイドロキシアパタイト (HA) ビー

ズに PRP を吸着させて口腔細菌との付着を観察する手法がよく用いられてい

る．P. gingivalis については，HA ビーズに吸着させた PRP とスタセリンとは結

合するものの，溶液状態の PRP やスタセリンは結合能を発揮しないことが知ら

れている (40)．これは，溶液状態では PRP の細菌とのレセプターが PRP タンパ

ク質分子の内側に存在しており，エナメル質や口腔粘膜などに吸着した際に起

こる PRPの立体構造の変化により，同タンパクの C 末端側のレセプターを外側

に露出させて菌と結合するためである (41)．これらのことから，大部分の口腔

細菌はHAに吸着させた PRPにのみ結合できるのではないかと推測されてきた．

しかしながら口腔細菌の A. viscosus の 1型線毛は可溶型 PRPと結合することが

報告されていることから (42)，PRPの菌への付着様式も一様ではないといえる．

本研究においては，溶液中の PRP により GAS の付着が促進したこと，さらにビ

オチン標識 PRPと GrpE が結合したことから，可溶型 PRPと GAS 菌体の結合が

生じていると考えられる．これにより，GAS と PRP の結合は HA ビーズに吸着

させた PRP への口腔細菌の結合とは異なるメカニズムであると考えられた．し

かしながら一方で，抗 PRP-C 抗体により付着の亢進が阻害されており，GAS の

分裂割面部位の GrpE と結合する場合に PRP の C 末端疎水部位が外側に露出し

ていることによるのかもしれない．
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本研究では PRPと結合する GAS 分子として GrpE が同定されたが，唾液成

分そのものによる刺激で，GAS 付着や促進に関わる菌体表層分子の発現が促進

されることも推測される．例えば，唾液中で S. gordonii DL1 株の糖タンパク結

合タンパクである SspA と SspB，および L. lactis のシャペロンタンパク ClpE に

相同性のあるタンパクの発現が増加することが報告されている (43)．SspA およ

び SspBについてはM1型 GASの全ゲノム中には相同性のある ORFはないが，L.

lactis の ClpE は GAS の ClpE と 77% のアミノ酸相同性を保有している．他にも，

S. sanguinis の唾液結合タンパク SsaB (44) は ，GAS のリポタンパク MtsA に 77%

のアミノ酸相同性を保有している. これらのことより，唾液に浸された GAS に

おいては，さまざまなタンパク発現に変化が生じている可能性がある．特に，

ClpE は Clp-ATPase ファミリーに属するシャペロンタンパクであり (45)，この

ファミリーに属するタンパクはグラム陽性菌で高度に保存されている (46)．ま

た，大腸菌では Clp 系シャペロンと DnaK/DnaJ/GrpE シャペロンが協同するこ

とが報告されている (47)．

これまでの結果から，GAS は PRP を介して細胞と結合すると考えられる

が，細胞側の PRP結合因子については明らかではない．細胞表層の PRPと直接

結合する因子を同定することが今後の課題であり，同定されれば PRP と結合す

るタンパクや，既知の GAS と結合する因子を宿主細胞表層で阻害することで，

咽頭炎の発症を予防することも可能になるのではないかと考えられる．

GrpE タンパクは，1977 年に E.coli K12 株におけるラムダファージの DNA

複製開始に関係するタンパクとして発見された (48)．すなわち，ラムダファー

ジの複製開始因子である P 遺伝子の変異株 (GroP-mutant, 49) と類似した表現

形を示す変異株のひとつにおける欠失タンパクが，この GrpE であった．後に

GrpE は，DnaK や DnaJ と複合体を形成し，Pタンパクの発現を促し (50)，ATPase

活性を促進することが明らかとなった (51)．また，大腸菌 GrpE はファージ由来

の遺伝子ではなく，菌体に本来存在するタンパクであり (49)，GAS の全ゲノム

配列をもとにした解析によってもGrpEはファージ由来ではないことが示されて
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いる (52)．本研究では，GAS の GrpEはラットのそれとは 22%，ヒトとは 23% の

アミノ酸配列の相同性を有したものの，これは酵母とラットの GrpE 間の相同性

(30%) (53) をも下回るものであった．最近，ヒトと大腸菌の GrpEは相同性が 30%

未満であるものの，3次元的解析によってヒト GrpE の C 末端側にある DnaK 結

合領域および ATPase 結合領域が高度に保存されていることが明らかにされ

(54)，また同時に，N末端側のαへリックス構造は大腸菌よりもヒトのほうが短

くなることが示された．このことから GrpE の C 末端側の立体構造は普遍的に保

存されていると考えられ，GAS GrpE も大腸菌 GrpEと C 末端側で類似し，N末

端側で変異していることが示唆された．実際に GAS，大腸菌およびヒトの GrpE

アミノ酸一次構造を比較したところ (図 13)，大腸菌で報告されている DnaK 結

合部位 (55) では一致する部位が少なかったものの，C 末端部分に共通配列領域

が多くみられた．このことから，DnaK 結合領域の構造は GAS と他種で類似し

た構造を示すことが示唆された (図 21)．また，G160 と V173 といった全種に共通

するアミノ酸や他の高度に保存されたアミノ酸が核となり，3次元構造を保存し

ている可能性も考えられた．本研究において GAS GrpE の N 末端側に PRP が結

合することが明らかとなり，N 末端側が立体構造における変異領域であることを

考えると，GrpE の N 末端側をターゲットとした薬剤の開発が，GAS と PRP の

付着の特異的な阻害や GAS 特異的な排除を可能にするのではないかと考えられ

る．

GAS では S. mutans と同様に CIRCE の存在が明らかとなり，ストレスに対

して Class I応答していることが示唆されている．グラム陽性菌の熱ショックタ

ンパクは，その発現制御遺伝子により 4つの Class に分類される (46, 56). Class I

遺伝子は，GroELや DnaK であり，CIRCEレギュロンに依存し，HrcA により負

に制御されている (56, 57)．Class II遺伝子は，代替のシグマ因子であるσBによ

り制御され，Class III 遺伝子は，CtsR によってネガティブに制御される (46)．

唾液の刺激により発現が増加した ClpE は，この Class III 遺伝子に分類される．

そして Class IV はその他の制御系である．大腸菌には HrcA や CIRCE が存在せ

ず，GrpE と DnaK のリンクがない (58)．グラム陽性菌では，GrpEは HrcA タン
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パクによって負に制御される Class I 型タンパクであり，HrcA は自律性のσA型

プロモーターの近位に CIRCE を保持して熱ショックタンパクの活性化を調節し

ている (59)．したがって，GAS の GrpE 発現に関しては，S. mutans と同様の制

御機構が存在することが推測される．GrpE 発現は成長期による変化は認められ

なったが，S. mutans では pH変化や温度により GrpE の発現が変化することも知

られており (32)，GAS においても，さまざまなショック刺激に対する GrpE の反

応を解析する必要がある．

GrpEは GAS の菌体表層に発現することが示されたが，シャペロンタンパ

クの菌体外への発現についてはこれまで明らかではなかった．GrpE は DnaK と

複合体を形成することから，GrpE は DnaK と同様の局在を示すと考えられた．

DnaK 自身は細胞分裂 (60) などに関与するタンパクであるが，細菌の溶解産物

に認められる可溶性の細胞質性タンパクであることが知られている (61, 62)．ま

た，DnaK は金コロイド標識免疫染色により細胞膜への結合の可能性が指摘され

ており (63)，ミニ細胞の細胞膜に多く存在し (64, 65)，浸透圧ショックにより細

胞外に放出されることなどから (66，67)，Bayer らが示した細胞膜の内外の結合

部位に局在しているのではないかと考えられている (68, 69)．本研究において

GrpE は培養上清中では検出できなかったものの，DnaK は培養上清に存在する

ことが報告されたことから (70)，DnaK も GrpEと同様に細胞表層に発現してい

る可能性が示唆された．GrpEが DnaK とともに DNA の複製開始タンパクのホー

ルディングなど DNA複製にかかわるということ，細胞分裂部位は細胞壁の分解

酵素などが発現して非常に生合成や生分解が活発な箇所であることなどから，

細胞分裂割面は細胞質内タンパクが菌体表層へ露出しやすい部位ではないかと

考えられる．分裂割面に局在するタンパクの報告は GAS では他に報告されてい

ないものの，E. coli では FtsZタンパクが細胞分裂の始まる前には細胞質内に存

在し，DNA の分裂が始まった時に分裂割面付近の菌体周囲に輪状に集合するこ

とが知られている (71)．大腸菌 (72) や S. pneumoniae (73) などには，FtsZを含

む細胞分裂に関係する 10 以上の ORF からなるオペロンが存在する．GAS では

同オペロンの報告はないが，GAS 全ゲノム配列からは，同様のオペロンとみら
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れる配列が存在する．大腸菌 FtsZ の輪状分布の機能については不明であるが，

菌細胞の分裂割面付近に集合しているようにみえるのは FtsZが細胞壁の合成に

関与しているためと考えられている．同タンパクの輪状分布には，DnaK と同じ

HSP70ファミリーに属する新規のシャペロンタンパク HscA (73) あるいは DnaK

そのものが関係する (74)．HscA は DnaK の機能を代替するが，現在のところグ

ラム陰性菌でのみ知られ，GrpE との結合は DnaK と GrpE との結合ほど強くはな

い (75)．GAS では HscA のアミノ酸と一致する ORFは発見できなかった．この

ため，DnaK が HscA の機能を併合していると考えられるものの，類似の機能を

持つ ORFの存在は否定できないため，さらなる検索が必要である．そして，GAS

においても FtsZの輸送に関係して，DnaK や GrpE などのシャペロンタンパクが

菌体周囲に輪状分布する可能性は十分に考えられる．一方，GrpEは哺乳動物細

胞においてはミトコンドリア内にしか存在せず，細胞表層への発現の報告もな

いことから，GrpE をターゲットとした GAS あるいは細菌に特異的な薬剤のター

ゲットとしての可能性も残っている．

GrpE 欠失株ではその形態に大きな変化が生じた．レンサ球菌の形態変化

は，S. mutans の 60 kDa 糖タンパク IDG-60 の欠失株 (76) や，Streptococcus

agalactiae のムレイン加水分解酵素欠失株 (77) において，隔壁が多数発現し不

定形になることが報告されている．他にも，Cibacron blue という染色液を培地

に加えると Staphylococcus や Micrococcus で細胞分裂が阻害され，Bacillus や

Lactobacillus では，フィラメント様に細胞が拡大することが知られている (78)．

今回，GrpE欠失株である TR45株の SEM像観察では，隔壁数の増加や菌体形態

が不整形になるというような像はなく，連鎖を維持したまま菌体長径のみが伸

長してあたかも長桿菌様の形態を示した．また，大腸菌のシャペロンタンパク

HscA を欠失させた株では，長径がより伸長することが知られており (73)，本研

究における GrpE 欠失株の形態変化により近いと考えられた．一方，例えば

Bacillus subtilis の HrcA 変異株は，あるタンパクを過剰に発現し，封入体を形成

する (79) ことなどからも分かるように，シャペロンタンパクは細胞質内でタン

パクの凝集を防いだり，タンパク凝集体を溶解するはたらきをもつことが知ら
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れている (80)．このことから，GrpE 欠失株においては細胞内にホールディング

障害をきたしたタンパクが重積し，細胞形態の変化を惹起する可能性も考えら

れた．また，シャペロンタンパクはタンパク輸送も行うことから，GrpE欠失株

においては細胞内でのタンパク輸送に混乱が生じ，菌体表層タンパクの発現を

変化させた可能性がある．また，ラクトース分解能やアルギニン加水分解能の

変化から，菌体表層タンパクの一部に変化が生じていることが推測できる．GrpE

欠失株において付着率と侵入率の低下が観察されたのは，菌体表層に発現する

付着関連タンパクが変化したことや，菌体の巨大化により宿主細胞への付着能

や細胞側の取り込み能力が限界に達したことなどが考えられる.

本研究により，GAS 菌体の分裂割面周囲にはシャペロンタンパク GrpEが

輪状に発現することが示され，GrpEを欠失させると菌体にさまざまな変化を生

じることが明らかとなった．これらの結果は，GAS 菌体表層の GrpEあるいは

PRPと GrpE の結合を特異的に阻害できる薬剤を開発することにより，GAS の凝

集や宿主細胞への付着を減じることができる可能性を提示した．最近のヒトゲ

ノム情報の進歩と，ヒト個人による PRPのバリエーションを考慮すれば，テー

ラーメイドの菌付着阻害薬の開発にも可能性を残している．ヒト染色体 12p13.2

上には 4 エキソンからなる 4種類の PRP遺伝子があり (81，82，83)，3番目エ

キソンのタンデムリピート数の差異 (84)，C 末端領域の切断やスプライシング

のバリエーションにより 約 20種の PRPアイソフォームが生まれる (85)．GAS

付着を促進する特異的な PRPアイソフォームあるいは至適 PRP濃度というもの

が存在するのであれば，GAS 感染への感受性に個体差が存在するメカニズムに，

PRPの多様性あるいは分泌量の個体差 (35) が関与すると推察できる．したがっ

て PRPの立体構造の個体差を検討し，GrpE との結合部位を同定することで，各

個体において最も奏功する阻害薬開発の可能性がある．さらに，GrpEは種によ

り N末端側が変異することから (図 12，13)，GAS 特異的な免疫原の開発も可能

となろう．
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図 22 本研究のまとめ．GrpEへの PRPの結合と PRPによる凝集．

?

現在のところ，GAS の咽頭上皮細胞への付着メカニズムを解明する上で，

PRPが GAS と宿主細胞に介在して直接的に関与するのか，それとも凝集により

他の付着因子を介した結合を促進するのかなど，多くの課題が残っている．今

後，阻害実験による PRPと GrpE との結合の確認，GrpE タンパクの PRP との結

合部位の同定，GrpE 欠失株での GrpEの再発現，GrpEの菌体外へ露出している

部位の決定，HEp-2細胞や KB 細胞などの上皮細胞における PRP レセプターの

検索などを行うことで，GAS 感染機序の一端が解明できるのではと考えられる．
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