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論文内容の要旨

A群連鎖球菌は正常人の咽頭・口腔などから 5~10% の頻度で検出され、その感染によって直接継

起する多彩な化膿性疾患を惹起すると共に、リウマチ熱や急性糸球体腎炎などの non由 suppurative

sequelae を続発する点で特異な病原細菌であり、これらの疾患の病理発生に関与する因子の多くがこ

の菌の細胞壁に局在することが知られている。しかし細胞壁の化学構造や上述の活性因子の化学的実

体、作用機序等については不明の点が多い。本研究はA群連鎖球菌細胞墜を溶解する酵素を利用する

ことにより、これら未解決の問題の一端を解明することを目的に行ったものである。

実験に供した細胞壁は培養菌体 (A群化膿連鎖球菌、12型、 S. F.42株)を Braun の装置で破壊し、分

画遠心、蛋自分解酵素処理を行って分離、精製した。また細胞壁溶解酵素 (L -11酵素)としては

Flavobacterium L-11菌の培養上清の硫安塩析物を Sephadex によるゲルロ過、あるいはCM-セルロ

ースカラムにまるクロマトグラフィーにより分離精製したものを使用した。

被験細胞壁はGlu 残基 (500mμ モ j机 mg) 1.0モルあたり 2.4モルの L-Ala 、1.0モルの D- Ala、1. 1

モルのLys、1.6モルのグルコサミン (GlcN) 、 (0.5) モルのムラミン酸 (Mur) 、 2.9モルのラムノース

(Rlam) 、 0.2モルの総リン、1.0モルのNH3 を主要な構成成分とし、 Munoz らの報告と異なりグルコ

ースは全く検出されなかった。

本細胞壁にL-11酵素を作用させると最大80%の OD減少がみられ、 Glu 残基1.0モルあたり 0.71

モルのN-末端 L-Ala 、 0.50モルのC-末端 D- Ala 、 0.24モルの単体 L-Ala が遊離した。ついで細胞

壁の溶産産物をゲルロ過し、溶解物中のHexNおよび、Rham のすべてと、少量のペプチドを含むC 多糖

体ーグリコペプチド複合体と考えられる高分子量画分 (HMW) 、ペプチドないしアミノ酸よりなる

低分子量画分 (LMW) とに分離した。

LMW を Amberlite CG由 120カラムクロマトおよびロ紙電気泳動法によって分画し、 7 種類のペプ

チドを単離した。これらについてアミノ酸組成、 N- およびC- 末端アミノ酸を同定・定量し、かっ
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Edman 分解により N-末端部分の構造を解析し、これらのペプチドが L-Ala→D -(iso) ー Glu→レ

Lys →D-Ala のテトラペプチド、 2 つのペプチドユニットが L-Ala → L-Ala の架橋を介して一方

のC -末端位の D-Ala 残基のCOOH 基と他方のLys 残基の ε 一NH 2基との聞で結合したデカペプチド、

さらに 2 つのテトラペブ。チドが D-Ala →Nε ーLys によって直接結合したオクタペプチドなどであるこ

とを決定した。以上の分析結果より、被験細胞壁ペプチドグリカンのペプチド部分は上述のテトラペ

プチドを構築単位とし、これらのユニットが L-Ala → L-Ala を介して、あるいは直接結合したネッ

トワークから成っていること、またL-ll酵素の作用によりペプチドユニット問の D-Ala → L-Ala 結

合およびペプチド部分とグリカン部分とを結ぶMur →Ala 結合が開裂されて細胞壁は可溶化するこ

とが明かにされた。

つぎに、被験細胞壁、酵素標品、水ならび、に器具に外来性の発熱物質が混入しないよう細心の注意

を払って調整したHMWをウサギの静脈内に注射して調べたところ、この画分に強い発熱作用と流血

中白血球数減少作用のあることが明かになった。最少有効量は体重 2 kgのウサギに対しO.lmg であっ

た D な ÌJ'発熱作用の検定には断食断水させた安静状態のウサギの直腸温を測定した。

HMWの連続投与をうけたウサギはHMWの発熱作用に対する明確な tolerance を示すが、 E. coli 

内毒素の静注に対する感受性は保有している。逆に内毒素にtolerant のウサギはHMWの発熱作用を

著しくこうむりにくかった。

またHMWを静注した後エビネプリンを皮肉注射すると、内毒素を注射した場合と同様、注射部位

を中心に壊死巣を生じた。しかし局所Shwartzman 現象にわいてはHMWは内毒素とは異なり、試み

た限りの用量(最大いずれも 2 .Omg) では準備因子としても惹起因子としても作用しなかった。

以上のように、 A群連鎖球菌細胞壁の酵素的溶解産物からえた C 多糖体ーグリコププチド複合体は

ウサギ、に発熱、流血中の白血球数減少を惹起し、エピネプリンに対する感受性を高める点、でグラム陰

性菌内毒素に類似しているが、しかし混入した内毒素によるのではないと考えられる病理作用を有す

ることを明かにした。

論文の審査結果の要旨

この研究は、起病機序よりみて病原細菌のプロトタイフ。のーっと考えられる A群化膿連鎖球菌につ

いて、病原性の発現に重要な役割を演ビる細胞壁の化学性状と病理作用、わよび両者の関係を探究し

ようとしたものである。

浜田君は所属する研究室で発見された細胞壁溶解酵素を利用し、従来推定の域を出なかった A群化

膿連鎖球菌 (12型、 S. F. 42株)の細胞壁ペプチドグリカンのペプチド部分の基本構造を明かにする

とともに、これまで物理的に破壊して得た細胞“破片"という形でしか認められなかった発熱作用、

流血中白血球数減少作用、エピネフリンに対する皮膚感受性を増加させる作用などの病理作用がC 多

糖体ーグリコペプチド複合体と考えられる可溶性画分として捉えられることを示した。

以上の点より、浜田君の論文は歯学博士の学位請求に十分価する論文と認められる。
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