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A群 連鎖球菌細胞壁に関する研究

1.FlavobacteriumL-11酵 素 によ る細 胞壁 の

溶解機序 について

浜 田 茂 幸
はま だ しげ ゆき

大阪大学歯学部口腔細菌学教室*

〔受付:昭 和45年6月9日 〕

序 言

A群 連鎖球菌はその感染に直接継起するきわめ

て多彩な化膿性疾患をひきおこすとともに,リ ウ

マチ熱,糸 球体腎炎などの非化膿性疾患(nonsup-

purative sequelae)を 続発する点で特異な病原細

菌であり,病 原菌と宿主 との相互作用,い わゆる

host-parasite relationshipを 考究する際の最 も魅

力に富んだ研究対象の一つである。 またA群 連鎖

球菌はあらゆる病原細菌のなかで最も多種類の酵

素,そ の他の作用物質を菌体外に産生する菌種で

あるが,他 方生物学的に,あ るいは免疫学的に活

性な多様な菌体成分を保有 し,か つその大部分は

菌体表面に存在することが知 られている。 すなわ

ちSCHWAB一 派の研究によれば,A群 連鎖球菌

の細胞壁にはウサギへの皮内注射によって 慢性に

経過する反復性の多結節性病巣(chronic remit-

tent multinodular lesion)を 惹起し,マ ウスの腹

腔内注射によって心臓に人のリウマチ熱の心臓病

変によく似た病理変化を発生させる作用などが存

在する。 またKAPLANら は,A群 連鎖球菌のあ

るM型 菌の細胞壁画分にヒ トをはじめとする哺乳

類の心臓組織の筋鞘および筋鞘下部に存在する蛋

白質抗原 と交叉反応 を示す 抗原性物質が存在する

ことを明かにし,こ の心反応抗原がリウマチ熱の

発症に関与する可能性についての研究を展開して

いる。同様にGOLDSTEINら はA群 連鎖球菌細胞

の特殊構造であるC多 糖体がヒト,ウ シなどの心

弁膜のグリコプロティンと共通抗原性 を示すこと

を報告 し,リ ウマチ熱のさいにみられる弁膜の傷

害がこのような交叉反応抗原に基 く可能性を示し

ている。さらにA群 連鎖球菌の最 も重要なviru-

lence factorで ある型特異M蛋 白質 も細胞壁の 構

成成分の一つ と考えられる。

以上のようにA群 連鎖球菌の病原性の発揮に関

与する免疫学的に,あ るいは生物学的に 活性な種

々の因子が細胞壁に局在することが 知 られている

が1),こ れ らの因子の化学的本質や,こ れ らの因

子 と細胞壁の物理的あるいは化学的特性の担い手

であうペプチ ドグリカンとの関係,さ らにペプチ

ドグリカン自身の化学構造などについては 不明の

点が多い。これ らの問題を解明す る最 も有力な研

究方法の一つは,物 理的にも化学的にも安定な細

胞壁ペプチ ドグリカンを温和な反応条件で,し か

も規制 しうる様式で可溶化す る細胞壁溶解酵素を

利用する方法であろう。

著者は,著 者の属する研究室 で従来Staphy-

lococcus aureusの 細胞壁を溶解する活性 に注 目し

Studies on the cell walls of group A Streptococcus pyogenes. 1. Mechanism of lysis of the cell walls 

by Flavobacterium L-11 enzyme.

By S. HAMADA (Department of Microbiology, Osaka University Dental School . Osaka)
* 大阪市北 区常安町32(〒530) Jap. J. Oral Biol. 12: 142-152, 1970.

― 34―



143

て研究が行われてきたFlavobacteriumL-11酵 素

(KoTANIら,19592):KATOら,19623))の 標品

のあるものがA群 連鎖球菌,12型 菌の細胞壁に対

しても 明確な溶解作用 を示すことを確認 し,こ

の酵素を利用 してA群 連鎖球菌の 細胞壁をめぐる

種々の問題を考究 しようと考えた。本報告では,

このような研究 を展開して行 くに 当って基礎 とな

ると考 え られ るL-11酵 素によるA群 連鎖球菌

細胞壁の溶解機序に ついての研究結果 を報告す

る。

材料と方法

1)供 試 菌株

A群 連 鎖 球 菌(51treptococcus pyogenes),12型,

SF.42株 。GRIFFITH(1934)4)に よ って狸 紅 熱 患

者 か ら分 離 され た も の で,LANCEFIELDの 研 究 室

で保 存 され て い る標 準菌 株 の 一 つ で あ る。 大 阪 大

学 微 生 物 病 研 究 所 菌 株 保 存室 よ り分 与 を うけ た 。

2)細 胞 壁 調 製 の た め の供 試 菌 の大 量 培 養

凍 結 乾 燥 して保 存 した 上記 供試 菌 を5%ヒ ツ ジ

血 液 寒 天 平 板 に一 度 培 養 した もの をTodd Hewitt

ブ ロー ス(Difco Laboratories, Mich.,USA, 120

℃,15分 間加 熱 滅 菌 した もの)に37℃ で18時 間 静

置 培 養 し,大 量 培 養 の接 種 に用 い た 。 す な わ ち こ

の 前 培 養 菌 の100mlを あ らか じめ37℃ に温 め た

101のTodd-Hewittブ ロー ス に 接種 し,37℃

で 静 置 培 養 を行 い,18時 間 後 殺 菌 の 目的 で フ ォル

マ リン を最 終 濃 度 が0.2%と な る よ うに 加 え,よ

く振 と うした 後4℃ に一 夜 静 置 した。 殺 菌 した 培

養 菌 を4℃ で 連 続 遠 心 して集 菌 した。 こ うし て え

た 菌 体 を培 地 容 量 の1/10量 の 精 製 水 で5回 洗滌 し

た もの の約50g(湿 潤量)を 細 胞 壁 調 製 の出 発 材 料

と した 。

3)細 胞 壁 の 調 製 法

細 胞 壁 調 製 の 第 一 段 階 で あ る 細 胞 の 破 壊 は,

Braunの 細 胞 破 壊 装 置(Model MSK,B.Braun

Apparatebau, Melsungen,西 ドイ ツ)を 用 い,

BLEIWEISら(1964)5)の 記 載 を参 考 に して行 っ た 。

す な わ ち集 菌 した 菌 体 の1容 に精 製 水 を3容 の 割

合 に加 え,え られ た 濃 厚 菌 浮 遊 液 の30mlず つ を

Braunの 装置に付属のDuranガ ラス製のフラス

コ(75ml容 量)に入れ,つ い で309の ガラスビー

ズ 〔0.17～18mm直 径,Glasperlen, Kat. Nr.

54150(2884),B. Braun〕,お よび 消泡済 と して

0.2mlの トリ-n-ブチルリン酸を加えた。フラスコ

にガラス栓をほどこし,ゴ ムバ ンドをかけて脱落

しないように固定したものを液化炭酸ガスで冷却

しながら,4,000回 転/分 の速 さで旋転させた。時

間を追って菌液をグラム染色 して菌体の破壊の程

度をチェックした。通常5分 間の処理で大部分の

菌体が破壊され,グ ラム陰性 となった。

破壊 された菌体浮遊液を フラスコにいれたまま

しばらく放置 し,ガ ラスビーズが沈むのを待って

上液 を分け取った。 一方ガラスビーズは菌体の破

壊による菌体内物質の遊出により非常に粘調性を

おびており,か つ破壊 された菌体がまきこまれて

いるので適当量の精製水で数回洗い,洗 液は上液

と合体 した。 このようにしてえた破壊菌液を300g

で20分間ずつ くり返 し4回 遠心し,残 存する未破

壊の菌を沈渣として除いた。最終回の遠心上清を

10,000g,30分 間遠心 して細胞壁を沈澱 させた。え

られた沈渣は出発材料 として用いた 菌体の約10倍

容量ずつの1MNaClお よび精製水でそれぞれ2

および18回 洗滌 したのち,凍 結乾燥 した。このよ

うにして湿潤重量50gの 全菌から乾燥重量約1.5g

の粗細胞壁画分がえられた。粗細胞壁を0.05Mリ

ン酸緩衝液,pH7.0の150mlに 浮遊 させ,15mg

の結晶 トリプシン(ト リプシリン,持 田製薬,東

京)を加えて40℃ で4時 間処理 した。この トリプ

シン消化をさらにもう一度繰返した細胞壁画分は

精製水で十分洗滌 したのち凍結乾燥 した。 トリプ

シン処理を行って え た精製細胞壁は約400mg(乾

燥重量)で あった。

4)L-11酵 素の部分精製

2001容 量のタンクに容れた2%グ ルコース加プ

ロースの1001に,同 じ培地に増殖 させたFlavo-

bacteriumL-11菌 の培養液の3.61を 接種 し,通 気

しなが ら28℃ で培養 した。適当な時間の の ち,

培養物 を濾過 し,濾 液に硫酸アンモニウムを80%

飽和になるように加えた。 生 じた沈渣を精製水に
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溶解し,精 製水に対 して透析 したのち,再 び80%

飽和硫酸アンモニウムで塩析 し,え られた沈澱を

透析によって 十分に脱塩 した のち凍結乾燥 した

(粗L-11酵 素)。 この酵素標品の1.2gを10mlの

精製水に溶解 し,こ れをセファデックスG-75(40
～120μ

, Pharmacia, UpPsala, Sweden)の カ ラ ム

(4.5×80cm)に か け て,0.01Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

8.0)で 溶 出 して10mlず つ の フ ラ ク シ ョン を分 取

した 。Saphylococcous aureusの 細 胞 壁 に対 して溶

解 活 性 を示 す フ ラ ク シ ョン を合体 した もの(約330

ml)を 透 析 用 の セ ル ロース チ ュー ブ(Visking Co.,

USA)に 容 れ,約800mlの20%ポ リエ チ レン グ リ

コ ール6,000(大 日本 製 薬 ,大 阪)溶 液 中 にい れ る

こ とに よ り約45mlに 濃 縮 した 。 え られ た 酵 素 標

品 のA群 連 鎖 球 菌,12型,S.F.42株 の 細 胞 壁 に

対 す る 溶 解 活 性 は2.4単 位/mlで あ り,ま た&

aureusの 細 胞 壁 に 対 す るそれ は120単 位/mlで あ

っ た 〔単 位 の測 定 はKATOら(1962)3)に よ って 記

載 され てい る方 法 に従 っ た]。

5)化 学 分 析

(1)ア ミ ノ酸 とア ミノ基:総 ア ミノ基 と遊 離 ア

ミ ノ基 の測 定,構 成 ア ミ ノ酸,N-末 端 ア ミ ノ酸,

C-末 端 ア ミ ノ酸 お よび ア ラニ ンの 光 学 異 性 体 の 同

定 と定 量 はGHUYSENら(1966)6)の 記 載 に 従 っ

た。 構 成-お よびN-末 端 ア ミノ酸 を同 定 ・定 量 す

る さい には,試 料 をそれ ぞれ ジ ニ トロフ ェ ニル 化

(DNP化 〉す る前 お よび した 後 に4NHClと と も

に 封 管 し,沸 と う水 中 で(以 下100℃ と記 載 す る)

8時 間加 水分 解 した 。またC-末 端 ア ミ ノ酸 決 定 の

た め の ヒ ドラ ジ ン分解 は再 蒸 留 した 無 水 ヒ ドラ ジ

ン を使 用 して100℃,6時 間 行 った 。 な お 供 試 細

胞 壁 の構 成 ア ミ ノ酸 に つ い て は,GHUYSENら の

方 法(DNP化,薄 層 ク ロマ ト法)に よ る ほか,4

NHCl中 で100℃,12時 間 加 水 分 解 した 検 体 につ

い て ア ミノ酸 自動 分 析 機(Model LC-5,柳 本 製 作

所,京 都)に よっ て も測 定 した 。

(2)ア ミ ノ糖:総 ヘ キ ソサ ミ ン量 はGHUYSEN

ら6)に よっ て 改 変 され たROSEMANとDAFFNER

の方 法(1956)7),ム ラ ミン酸 と グ ル コサ ミ ン は

PRIMOSIGHら(1961)8)の 方 法 に従 っ て ア ミノ酸 と

と もに 濾 紙 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ っ て 定 量 し

た 。測 定 に供 す る 試 料 は6NHCl中 で100℃,12

時 間加 水 分 解 した 。

(3)糖:試 料 の糖 成 分 の 分 析 は ガ ス ク ロマ トグ

ラ フ(Hitachi-Perkin Elmer, ModelF6-D)を 使 用

し,SWEELEYら(1962)9)の 方 法 に よ って 行 った 。

す なわ ち1NHClに よ り100℃ で2時 間 処 理 し

た細 胞 壁(0.2mg)の 水 解 産 物 を減 圧 乾燥 し てHCl

を除 い た の ち,50μlのTMS試 薬(0.1mlの トリ

メ チル ク ロル シ ラ ン,1mlの 無 水 ピ リジ ン お よ

び0.2mlの ヘ キ サ メ チル ジ シ ラザ ンの 混 合 物)を

加 え て室 温 で10分 間 処 理 した 。 え られ たTMS誘

導 体 を50μlの ク ロ ロ フォ ル ム で2回 抽 出 して ピ リ

ジ ン を除 い た の ち減 圧 乾 燥 した 。 これ に10μlの ク

ロ ロ フォ ル ム を加 え て よ く攪 拌 した 後,直 ちに そ

の2μlを ガ ス ク ロ マ トグ ラフ 分 析 に 供 した 。 な お

TMS化 す る試 料 に は内 部 標 準 と してD-マ ンニ ト

ール を加 えた 。

還 元 基 の測 定 はPARKとJOHNsON(1949)10)の

方 法 に した が って 行 った 。 こ の さい測 定 前 に 検 体

を遠 心 し,溶 解 酵 素 に よ る作 用 を ま ぬ が れ た 不溶

性 残渣 を除 き,そ の 上 清 につ い て比 色 定 量 を行 っ

た 。 メチ ル ペ ン トー ス はDISCHEとSHETTLES

(1948)11)の シ ス テ ィ ン-硫 酸 法 で測 定 した 。

(4)そ の他:総 リン お よ び ア ンモ ニ ア の 定 量 は

そ れ ぞ れLOWRYら(1954)12)の 方 法 お よびFAW.

CETTとSCOTT(1960)13)の 方 法 に従 っ た 。

な お 比色 定量 は300μl容 量 の 石 英 製 セ ル を 装 着

した 日立-Perkin Elmer分 光 光 度 計(Model 139,

UV-VIS,日 立 製 作 所,東 京)を 使 い,微 量 法 で実

施 した 。

ち なみ に以 上 の分 析,定 量 法 の 技 術 的 な詳 細 に

つ い て は加 藤 と小 谷(1969,1970)14)の 記 載 を参 考

に した 。

実験 結 果

1)供 試細胞壁の化学組成

本研究に用いた細胞壁標品は表1に 示すような

化学組成 を有する。 す な わ ち グルタミン酸残基

(500mμmole/mg,7.3%)を 基準 として各構成成分
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表1A群 連鎖球菌,12型,S.F.42株 の細胞

壁の化学組成

上記の主要ア ミノ酸のほか次の アミノ酸が検出 され

たが,い ずれ もグル タ ミン酸残基1.0モ ルあた りの

モル比は0.1以 下であ った。 グリシ ン,ア スパ ラギ

ン酸 バ リン,セ リン,ロ イシ ン,ス レオニ ン,ヒ
スチジ ン,イ ソロイ シ ン,フ ェニルア ラニ ン,チ ロ

ジ ン,ア ル ギニ ン(多 い順 に列挙 した)。

図1S.F.42株 細 胞 壁 の塩 酸 水 解 物 のTMS誘

導 体 の ガ ス ク ロマ トグ ラ ム

カ ラム:1.5%SE-52 on Chromosorb AW-

DMCS, 0.3cm×100cm

ピー ク1,2:ラ ム ノー ス,3:D-マ ンニ トー

ル(内 部 標 準 と して加 え た)。

の モ ル 比 を 求 め る と,ア ラ ニ ン3.4(う ちD型 ア ラ

ニ ン,1.0),リ ジ ン1.1,グ ル コ サ ミ ン1.6,ム

ラ ミ ン 酸0.5,メ チ ル ペ ン トー ス(ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ ィー に よ る分 析 の 結 果,図1に 示 す よ うに

ラム ノ ー ス と同 定 され た)2.9,総 リン0.24,結

合 ア ンモ ニ ア1.0と い う結 果 が え られ た 。

以 上 の ほか に,ア ミ ノ酸 自動 分 析 機 に よ る分 析

に よ って グ リシ ン,ア スパ ラ ギ ン酸 ,バ リン,セ

リン,ロ イ シ ン,ス レオ ニ ン,ヒ ス チ ジ ン,イ ソ

ロイ シ ン,フ ェニル ア ラニ ン,チ ロ ジ ンお よ び ア

ル ギ ニ ン(以 上 モ ル比 の大 き さ の順 に 並 べ た)が 検

出 され た が,グ ル タ ミン 酸 残 基1.0モ ル 当 りの モ

ル 比 は い ずれ も0.1以 下 で あ った 。

供 試 細 胞 壁 を構成 す る ア ミ ノ酸 の ア ミノ基 お よ

び カル ボ キ シル 基 が どの 程 度 遊 離 してい るか に つ

い て は,そ れ ぞ れDNP化 法 お よび ヒ ドラジ ン分

解 法 に よ っ て分 析 を行 っ た。 そ の結 果,二 塩 基 性

ア ミ ノ酸 で あ る リジ ン残 基 の ε-アミ ノ基 は グル タ

ミ ン酸 残 基1.0モ ル あ た り0.12モ ル の み が 遊 離 の

状 態 に あ り,し た が っ て リジ ン 残 基 が ペ プ チ ドの

枝 分 れ に 当 っ て い る らしい こ と,ま た グル タ ミ ン

酸 残基1.0モ ル あ た り0.24モ ル のL-ア ラニ ン お よ

び0.18モ ル のD-ア ラニ ンが それ ぞれN-お よ びC-

末 端 ア ミノ酸 と して検 出 され,供 試 細胞 壁 の ペ プ

チ ド内 部 の結 合,あ る い は ペ プチ ドと グ リカ ン と

の結 合 に は とこ ろ どこ ろ に開裂 す る 部 位 が存 在 す

る こ とが示 され た。

表1に 列挙された構成成分の総計は細胞壁の約

80%を 説明しうる。

2)供 試細胞壁のL-11酵 素による溶解

細胞壁標品の精製水浮遊液(10mg/ml)の23ml

に,24単 位のL-11酵 素を含 む0.01Mの リン酸緩

衝液,pH8.0の23ml(両 者ともあらかじめ2℃ に

冷却したもの)を 加え,さ らに防腐の目的でアジ

化ナ トリウムを46mg添 加した。反応混合物を冷

却 しつつ十分に攪拌 したのち,そ の500μlを0時

間の検体 としてくみ出し,た だちに100℃,5分 間

加熱 して酵素作用を不活化 した。残 りの反応混合

物 を37℃ に温浴 し,以 後反応の経過 を追って1,

3,7,24,48お よび96時 間後に各500μlず つの検

体をくみ出し,た だちに加熱 して酵素作用を停止

させた。なお対照として酵素を加えず 細胞壁のみ

をふ くむ反応系を作 り,上 記 と同様にして検体の
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くみ出しを行 った。これ らの各検体について反応

系の濁度(O.D.),遊 離 アミノ基および還元基を測

定し,反 応時間に対 してプロットした結果が図2

に示されている。

図2L-11酵 素によるS.F.42株 細胞壁の溶解

とアミノ基 の遊離

●― ●:濁 度 ▲― ▲:遊 離 アミノ基

×― ×:還 元基

実線:L-11酵 素+細 胞壁

点線:L-11酵 素を含 まない細胞壁対照

図にみ られるように,供 試細胞壁はL-11酵 素の

作用によって可溶化 し,そ の結果反応系のO.D.

はしだいに減少し,96時 間反応後のO.D.減 少は

約80%に 達 した。このようなO.D.減 少 とほぼ並

行 してアミノ基の遊離がみ られ,遊 離アミノ基は

0時 間の160mμmole(1mg細 胞壁中 の グルタミ

ン酸残基1.0モ ル当り0.32モル)か ら96時間反応後

の1,000mμmole(2モ ル)ま で840mμmole(1.68

モル)増 加 した。 一方,遊 離還元基量には酵素作

用による有意の増加は認められなかった。以上の

結果は,A群 連鎖球菌細胞壁の基礎構造であるペ

プチ ドグリカンがL-11酵 素 の作用 によりそのペ

プチ ド部分が水解をうけ,あ るいはまたペプチ ド

部分とグ リカン部分 との結合が開裂された 結果,

本来の不溶性を失って溶解することを示 している

(グリカン部分は水解 をこうむらない)。 そこでつ

ぎにペプチ ドグリカンの酵素による水解がどの部

位で起るかについての手掛 りを得る目的で,酵 素

作用によって新しく遊離する アミノ基が供試細胞

壁のどの構成アミノ酸のものであるか,ま たアミ

ノ基の遊離がペプチ ド結合の 水解によるものなら

ばL-11酵 素の作用によってどの構成 アミノ酸のカ

ルボキシル基が遊離するかなどを明かにするため

に,供 試細胞壁の酵素的溶解の経過を追ってくみ

出した上記検体について,酵 素の水解作用に伴っ

て出現あるいは増量する細胞壁のN-末 端およびC-

末端アミノ酸を同定定量 した。

図3に 示 されているように,上 述のアミノ基の

図3S.F.42株 細胞壁 のL-11酵 素 による可溶

化に さい して遊離 す るN-末 端 ア ミノ酸,C-末 端

アミノ酸 お よび遊 離 ア ミノ酸

●― ●:N-末 端 アラニ ン,○―○:遊 離 ア

ラニ ン,×― ×:C-末 端 アラニ ン(ヒ ドラジ

ン分解 法に よる実験値か ら各時 点における遊 離

ア ラニ ンの値 を減 じ補正 した もの)

Δ……Δ:(N・ 末端 アラニ ン)-(C-末 端 ア ラニ

ン),N-ア セチル ムラミ ン酸→L-ア ラニ ン 結合

の開裂 によ って遊 離す ると考 え られるN-末 端 ア

ラニ ン

増加は主 としてアラニンのアミノ基の遊離による

もので,N-末 端 アラニンは酵素作用前(反 応の0

時間)の0.24モ ル(グ ルタミン酸残基1.0モ ル当 り,

以下同 じ)か ら反応の進行に伴って次第に増加し,

反応終了の96時 間後には0.95モ ルに 達 した(増 加

は0.71モ ル)。 一方酵素作用によりそ の カルボキ

シル基が遊離するアミノ酸もアラニンであるがC-

末端アラニンはN-末 端 アラニンに比べて遅れて増
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図4 S.F.42株 細胞壁 のL-11酵 素に よる溶解 産物 の セファデ ックスG-50お よびG-25連 結 カラ

ムによるゲル濾過

加 し,ま た そ の増 分 も酵 素 処 理 前 の0.18モ ル か ら

反 応 完 結 時 の0.68モ ル ま で,す な わ ち0.5モ ル と

N-末 端 ア ラ ニ ンの それ に 比 べ る とか な り 低 か っ

た。 ち な み にD-ア ミノ 酸 酸 化 酵 素15)を 用 い て

GHUYSENら の方 法 で 調 べ た とこ ろ,C-末 端 ア ラ

ニ ンはす べ てD型 で あ り,一 方N-末 端 ア ラニ ン

に はD型 は 全 く 含 ま れ て い な い こ と が 示 さ れ

た 。

これ らの結 果 か ら,A群 連 鎖 球 菌細 胞 壁 に対 す

るL-11酵 素 の 作 用 点 の1つ はD-ア ラニ ン→L-ア

ラ ニ ンの 結 合 で あ る こ とが 推 測 され る 。 しか しも

しL-11酵 素 の作 用 に よっ て水 解 を こ うむ る の が

この結 合 だ け で あ る とす る と,N-末 端L-ア ラ ニ

ン とC-末 端D-ア ラ ニ ンの酵 素 作 用 に よ る遊 離 に時

間的 に もずれ が み られ,ま た 量 的 に も差 が あ る事

実 を説 明 で き な い 。 す な わ ち 反 応 の 経 過 の 上 で

も,ま た 量 的 に もC-末 端 ア ミ ノ酸 の 増 加 に 伴 わ れ

ないN-末 端L-ア ラニ ンの 増加 は,供 試 細 胞 壁 ペ プ

チ ドグ リカ ン のL-ア ラニ ン→D-ア ラニ ン以外 の結

合 がL11酵 素 に よっ て切 断 され て い る こ と を 示

して い る もの と考 え られ る。L-11酵 素 はS. aureus

(KATOとSTROMINGER, 196816):KATOら,

196817)),Lactobacillus plantarum(MATSUDA

ら,196818)),BCG(KOTANIら,196819)),Myco-

bacterium tuberculosis (柳 田,197020)),Listeria

monocytogenes(YANAGIDAら21))な どの細胞壁に

対 してN-ア セチルムラミン酸→L-ア ラ ニ ン結合

の開裂するアミダーゼ活性を発揮することが 教室

のこれまでの研究で明かにされている。 したがっ

て上述のC-末 端アミノ酸の遊離に伴われないN-末

端L-ア ラニンの増加はN-ア セチルムラミン酸→

L-アラニンの水解によるものではないかと推測 さ

れる。 このような推定はムラミン酸残基のカルボ

キシル基(乳酸基)の遊離 を同定定量することによ

り最も直接的に説明されるはずであるが,現 在の

ところ利用しうる適当な方法がない。しかし後述

するように,L-11酵 素による細胞壁の溶解産物を

セファデックスでゲル濾過すると試料にふくまれ

る総アミノ基の約20%が ペプチ ドあるいは アミノ

酸のみを含有し,ヘ キソサミンおよびラムノース

を全 く含まない低分子量画分 としてえ られたこと

は,A群 連鎖球菌の細胞壁においてもグリカン部

分とペプチ ド部分 との結合に与 るN-ア セチルム

ラミン酸→L-ア ラニン結合がL-11酵 素 に よって

水解 されることを間接的にで は あ る が示 してい

る。この結合の開裂のKineticsを 反応各時間に

おけるN-末 端Lア ラニン量 か らC-末端D-ア ラニ

ン量を差引いてえた値(図3に 点線で示した)を 指
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標 と して調 べ る と,N-ア セ チル ム ラ ミン酸 →L-ア

ラ ニ ン結 合 の開 裂 は 反 応初 期 の3時 間 で 完 結 し,

開裂 す る結 合 は グ ル タ ミ ン 酸 残 基1.0モ ル 当 り最

大 約0.24モ ル で あ る こ とが わ か る 。一 方D-ア ラニ

ン→L-ア ラ ニ ン結 合 の水 解 は持 続 的 に進 行 し,反

応48時 間以 後 に至 っ て は じめ てほ ぼ 完 了 す る。

なお 末端 ア ミ ノ酸 と して で は な く単 体 のL-ア ラ

ニ ンの 少量 で は あ る が有 意 の 遊 離(96時 間 後 に グ

ル タ ミン酸1.0モ ル 当 り0.24モ ル)が 認 め られ た 。

これ はL-11酵 素 に ア ミノペ プチ ダー ゼ が 含 ま れ

て お り,そ の作 用 に よ ってN-末 端L-ア ラニ ンが遊

離 す る た め で は ない か と考 え られ る。 ち な み に 図

3に 示 され て い るC-末 端D-ア ラ ニ ン量 の遊 離 曲線

は,各 時 点 に お い て検 出 され る単 体L-ア ラニ ンの

値 を補 正 して描 い た もの で あ る。

3)供 試 細 胞 壁 のL-11酵 素 に よ る 消 化 産 物 の

ゲ ル 濾過 法 に よ る分 画

前 項 で 述 べ た 細胞 壁 のL-11酵 素 に よ る96時 間

消 化 産 物(細 胞 壁 の200mg相 当 量)を10,000gで1

時 間遠 心 して,不 溶 性 残 渣(38.2mg,出 発 細 胞 壁

量 の約20%に 相 当す る)と 上清 とに別 け,残 渣 は

適 当量 の精 製 水 で2度 洗 い,洗 液 を上清 と合 体 し

た 。 この溶 解 物 を減 圧 下 に ロー タ リー エ バ ポ レー

ター で約3mlに 濃 縮 し,こ れ を セ フ ァデ ッ クス

G-50(bead form, coarse, Pharmacia)の カ ラム

(1.9×95cm)とG-25(beadform, coarse)カ ラ ム

(2.5×95cm)と をポ リエ チ レ ン細 管 で連 結 した も

の のG-50側 に添 加 し,精 製 水 を40ml/時 間 の割 合

で流 して ゲ ル濾 過 を行 っ た 。溶 出液 を1管10mlず

つ の フ ラ ク シ ョン と して分 取 し,各 管 に つ い て総

ヘ キ ソサ ミン,ラ ム ノー ス,総 ア ミ ノ基 お よび遊

離 ア ミノ酸 量 を測 定 した(図4)。 そ の結 果2つ の

画 分 の分 離 が 認 めれ ら,そ の1つ は ブル ー デ キ ス

トラ ン2000(Pharmacia)の 溶 出 に よ って 予 め 定 め

た連 結 カ ラ ム のVo直 後 に 溶 出 され,こ の 画 分

(高分 子 量画 分)に は添 した 細 胞 壁 溶 解 物 にふ くま

れ るヘ キ ソサ ミ ン とラ ム ノー ス との 実 際 上 全 部 が

含 有 され て い る が,総 ア ミノ基 は22%の み が こ の

画 分 に存 在 す る こ と,一 方 第2の 画 分,す な わ ち

低 分 子 量 画 分 に は ア ミ ノ基 の 大 部分 が溶 出 され,

この部分 にはヘキソサ ミンおよび ラムノースは全

く検出されないことが明か とな っ た。 ちなみに

NaClが 溶出され る位置であるVi近 くに遊離ア

ミノ基の測定の 際検出される第3の ピークの存在

が認 められたが,こ れはL-11酵 素に よ る細胞壁

消化のさいに防腐剤として加えた アジ化ナ トリウ

ムによるものであった。

考 察

A群 連 鎖 球 菌 細 胞 壁 に溶 解 活 性 を示 す 酵 素 と し

て は次 の もの が これ ま で に報 告 され て い る。 す な

わ ち1957年MAXTED22)とKRAUSE23)と は それ ぞ

れ独 立 に,C群 連 鎖 球 菌 に フ ァー ジ を 感 染 させ た

さい にC群 の み な らずA群 お よびE群 連 鎖 球 菌 の

細胞 壁 に 作用 す る溶 解(酵)素(group C streptococ-

cal phage-associated lysin)が 誘 発 産 生 さ れ る こ

と を発 見 した 。 そ の 後 同様 なphage-associated

lysinが エ ン ドーN-ア セ チル グ ル コサ ミ ニ ダ ー ゼ活

性 に よ っ て細 胞 壁 溶 解 作 用 を示 す こ とが,精 製 し

たlysin標 品 を用 い てBARKULlSら(1964)24)に よ

っ て 明 か に され た 。一 方 少 く と もみ か け 上 は フ ァ

ー ジの 関与 を待 つ こ とな く 産 生 され るA群 連鎖 球

菌 溶 解 酵 素 と して はStreptomyces albusの あ る株

に よ って 作 られ る酵 素 に つ い て の 報 告 が み られ

る。 この 酵 素 は1952年McCARTY25)26)に よっ て 発

見 され た が,そ の後MUNOZら(1966)27)お よび

PETITら(1966)28)はMcCARTYの 発 見 した もの

とは菌 株 は 異 な る よ うで あ る が,同 じ くStrepto-

myces albus Gが 産 生 す る酵 素 を用 い て研 究 を行

い,F1-エ ン ド-N-ア セ チ ル ム ラ ミ ダー ゼ お よ び

SA-エ ン ドペ プチ ダー ゼ がA群 連 鎖 球 菌 の 細 胞 壁

に溶 解 活 性 を発 揮 す る こ とを明 か に した 。

さて本 研 究 に使 用 したFlavobacterium sp,L-11

菌 が産 生 す る 酵 素 は,最 初0.1%Bacto-カ ザ ミノ

酸 培 地 に静 置 培 養 したL-11菌 の 培 養 上 清 か ら 塩

析,ヒ ドロキ シ アパ タイ トカ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ

ィ ー に よ っ て部 分 精 製 さ れ た が(KOTANIら,

19592):KATOら,19623)),こ の酵 素標 品 はS.

aureusお よびMicrococcus lysodeikticusの 細 胞 壁

を溶 解 す るが,A群 連 鎖 球 菌,089株 の 細 胞 壁 に
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は溶解活性 を示 さなかった(KATOら ,19623))。

しかしL-11菌 はA群 連鎖球菌細胞壁 を唯一の栄

養源 とする寒天平板上に培養すると,生 じた集落

の周囲に細胞壁の溶解 に基ず く明瞭な透明帯を生

じることが,L-11菌 が土壌標品か ら分離された当

時に確認 されていた(KOTANIら,19596))。

A群 連鎖球菌細胞壁 を溶解 す るL-11酵 素は,

この細胞壁が存在する場合 にのみ 誘導的に産生さ

れるのではないかと考え られたこともあったが,

溶解酵素を産生 させるた め のL-11菌 の 培養条件

について種々検討が加えられた結果,L-11菌 をグ

ルコース加ブロースに通気培養 した培養上清から

塩析によって得た粗酵素標品の少 くとも一部のロ

ットにはA群 連鎖球菌の細胞壁に対 しても明確な

溶解作用を示すことが明かになった。 もっともこ

のような酵素標品についてみても,A群 連鎖球菌

に対する溶解活性はS.aureusの 細胞壁に対する

それと比較するとかなり弱い(今 回の実験に用い

た酵素標品の両者に対する溶解単位の比は約1:

50で あった)。

L-11酵 素のA群 連鎖球菌細胞壁の溶解機序を論

ずるまえに,こ の研究で供試 した細胞壁標品の化

学的性状について述べておきたい。 この細胞壁は

二塩基性 アミノ酸 として リジンをふ くむ,い わゆ

るリジン型のペプチ ドグリカンを基礎構造 として

いるが,他 の菌種の ペプチ ドグリカンに 比 べ て

L-アラニン含量が高いことが従来 の 研究によって

明かにされ て い る(HAYASHIとBARKULIS,

195929):TEPPERら,196030):KRAUSEとMc-

CARTY,196131):HEYMANNら,196132):MI-

CHELとGOODER,196233):JAMESら,196534):

MUNOZら,196635))。 末端アミノ酸の分析の結果,

すなわちリジン残基の ε-アミノ基の約90%がDNP

化 されず,ま たD-ア ラニン残基 のうちC-末 端に

位置するのは約20%に すぎない とい う事実は,他

のグラム陽性菌のリジン型の 細胞壁ペプチ ドグリ

カンの構造 より類 推 して,ま たStreptomyces

albusG酵 素を用いたMUNOZら35)の 研究結果

に基いて,L-ア ラニン→D-グ ルタミン酸→L-リ ジ

ン→D-ア ラニンよりなると考えられるこの 細胞壁

の ペ プ チ ドサ ブユ ニ ッ トの 大 部 分 が そ の リジ ン残

基 の ε-アミノ基 を介 して 隣 り合 うペ プチ ドサ ブ ユ

ニ ッ トのG末 端 ア ラニ ンの カル ボ キ シル 基 との間

に な ん らか の 架 橋 が 形成 され て い る こ とを示 唆 し

てい る。 一方MUNOZら35)が 推 定 してい る よ うに

相 隣 る ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト間 に ジ-L-ア ラニ ン

あ る い は トリ-L-レア ラニ ンの架 橋 が 存 在 す る とすれ

ば,C-末 端D-ア ラニ ン残 基(0.18モ ル)と ε-アミ

ノ基 が遊 離 して い る リジ ン残 基(グ ル タ ミ ン酸 残

基1.0モ ル あ た り0.12モ ル)と の差(0.06モ ル)はN

末 端L-ア ラニ ンで あ る はず であ る。 実際 に は0.24

モ ル のN-末 端 レ ア ラ ニ ンが存 在 す る の で,過 剰 の

N-末 端L-ア ラ ニ ン(0.18モ ル)は,供 試 菌 の培 養

中,あ る い は細 胞 壁 標 品 の調 製 中 に ム ラ ミン酸 と

の結 合 が切 断 され た ペ プ チ ドサ ブ ユ ニ ッ トのN-末

端 部 分 のL-ア ラ ニ ンで あ る と考 え られ る。

なお ム ラ ミ ン酸 の 分 析 値 が グル タ ミン酸 残 基1

モ ル あ た り0.5モ ル と異 常 に低 い が ,こ れ はMU-

NOZら(1967)36)に よ って報 告 され てい る よ うに,

ム ラ ミン酸 の か な りの部 分(MUNOZら36)の 細 胞壁

で は50mμequiv/mg細 胞 壁)がN-ア セ チル ム ラ ミ

ン酸-6-リ ン酸 とな っ て い るた め か も し れ な い 。

ち なみ にROGERSとPERKINS(1968)37)は リン酸

化 され た ア ミノ糖 残 基 は加 水 分 解 の さい 収 率 よ く

ア ミノ糖 と して え られ な い と記 載 してい る。 しか

しHEYMANNら32)は,14型 のA群 連 鎖 球菌 の 細

胞 壁 は グル タ ミ ン 酸 残基1モ ル あ た り1モ ル の ム

ラ ミン酸 を含 む と報 告 してい る ので,供 試 細胞 壁

の ム ラ ミン酸含 量 に つ い て は,種 々 の加 水分 解 の

条 件 を え らん で今 後 検 討 を重 ね る こ と を 要 す る 。

な お供 試細 胞 壁 に は グ ル タ ミン 酸 残 基1.0モ ル あ

た り約1.6モ ル の グル コサ ミン が 存 在 す るが,1

モ ル を こえ る部 分 の グル コサ ミンは ラム ノー ス と

と もにA群 連 鎖 球 菌 の群 特 異C多 糖 体 の 構 成 に与

って い る と考 え られ る。 ち なみ にA群 連 鎖 球 菌 細

胞 壁 に,C多 糖 体 以 外 の 特 殊 構 造 と して5～6モ

ル のD-グ ル コー ス,1モ ル の グル コサ ミン お よ

び4～5モ ル のヘ キ ソサ ミン(い ず れ も1モ ル の グ

リ コペ プチ ドあ た り)よ りな るポ リマ ー で あ るG

多糖 体 な る もの の存 在 がMUNOZら(1967)36)に よ
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り14型菌の細胞壁について報告されている。 しか

し彼 らが14型菌細胞壁 の本質的な構成成分 で あ

り,1mg当 り250mμmoleも 含有 されていると記

載 しているグルコースは,本 研究に供試 した12型

菌,S.F.42株 の細胞壁標品には全 く検出されなか

った。ROBERTSとSTEWART(1961)38)の 研究に

よれば,彼 らが調べた5株 のA群 連鎖球菌中グル

コースを含む もの は わ ず か1株 で あ り,ま た

SLADEとSLAMP(1962)39)の 研究によってもグル

コースを含むものは9株 中2株 にすぎず,か つグ

ルコースを含む株であってもその含量は少量であ

った.従 ってMUNOZら36)の 使用した14型 菌の

細胞壁がかなり大量のグルコースを有 しているの

は,A群 連鎖球菌にあってはむしろ例外に属する

ものとい うべきであろう。

さて供試A群 連鎖球菌の細胞壁に対するL-11

酵素の作用機序については,酵 素作用に伴って遊

離する末端基 を解析することによって,実 験結果

の項でも考察 したように,供 試細胞壁の可溶化は

、その基礎構造であるペプチ ドグリカンの ペプチ ド

サブユニット間の架橋部分のD-ア ラニン→L-ア ラ

ニン結合の開裂およびグリカン部分とペプチ ド部

分 とを結ぶムラミン酸→L-ア ラニン結合 の加水分

解によるペプチ ドグ リカンの解体に基 くことが示

された。またD-ア ラニン→L-アラニン結合の酵素

による加水分解の程度はC-末端D-ア ラニンの遊離

を指標 としてみ る と,グ ルタミン酸残基1.0モ ル

あた り最大約0.50モ ルに止 り,ま たムラミン酸→

L-アラニン結合の水解に基 くと考え られるN-末 端

L-ア ラニンの遊離は約0.24モ ルにすぎない。 した

がって酵素作用前からペプチ ドサブユニッ トの そ

れぞれC-末 端およびN-末 端 アミノ酸 として存在

するD-ア ラニン(0.18モ ル)お よびL-ア ラニン

(0.18モ ル)を考慮に入れても,L-11酵 素の 水解作

用完了時にグルタミン酸残基1モ ルあた りD-ア ラ

ニン→L-ア ラニン結合の約0.32モ ル,ム ラミン酸

→L-ア ラニン結合の約0.58モ ルは開裂されないま

まに残されていることになる。 これ らの結合がな

ぜL-11酵 素のそれぞれエン ドペプチダー ゼ お よ

びアミダーゼの 作用をこうむ らない(あ るいはこ

うむ りにくい)の かについてはさまざまな可能性

は考えられるが,今 後の検討を要する問題といわ

ねばならない。

D-ア ラニン→L-ア ラニン結合 とN-ア セチルムラ

ミン酸→L-ア ラニン結合のどちらの水解がL-11酵

素による供試細胞壁の可溶化により大きな 役割 を

果たしているかについては,後 者の水解がほぼ完

了した時点(反応10時 間後)に おける0.D.減 少は

約50%に すぎず,以 後前者の水解 の進行に伴って

さらに30%近 くのO.D.減 少がみ られ る こ と か

ら,供 試細胞壁のペプチ ドグリカンの 低分子量化

にはD-ア ラニン→L-ア ラニンの結合の開裂の関与

がより大きい と考えられる。なお単体のL-ア ラニ

ンの放出(グ ルタミン酸残基1.0モ ル につき0.24モ

ル)に よってその存在が推測 されるL-11酵 素の(ア

ラニン)ア ミノペプチダーゼ活性は ペプチ ドグリ

カンの可溶化には一次的な役割を示 さず,供 試細

胞壁にはじめから存在 し,あ る い はL-11酵 素の

アミダーゼおよびエンドペプチダーゼ作用 によっ

て生 じたN-末 端L-ア ラニンと次 の アミノ酸 との

ペプチ ド結合 をいわば2次 的に 切断す るのではな

いかと考えられる。

結 論

1)本 研 究 に供 試 したA群 連 鎖 球 菌,12型(S.

F.42株)の 細 胞 壁 は グル タ ミ ン酸 残 基(500mμmole

/mg)1.0モ ル あ た り2.4モ ル のL-ア ラ ニ ン,1.0モ

ル のD-ア ラ ニ ン,1.1モ ル の リジ ン,1.6モ ル の

グル コサ ミ ン,(0.5)モ ル の ム ラ ミ ン酸,2.9モ ル

の ラ ム ノー ス,0.2モ ル の 総 リン お よび1.0モ ル の

結 合 ア ン モ ニ ア を主 な構 成 分 とす る こ とが 示 され

た 。 グル コー ス は全 く検 出 され なか った 。

2)こ の菌 の細 胞 壁 の浮 遊 液 にFlavobacterium

sp.が 産 生 す るL-11酵 素 を 作 用 させ る と 最 大80

%に 達 す る濁 度 の減 少 が み られ,こ の さい グ ル タ

ミン酸 残 基1.0モ ル あ た り0.71モ ル のN-末 端L-

ア ラ ニ ン,0.50モ ル のC-末 端D-ア ラ ニ ンお よ び

0.16モ ル の単 体L-ア ラニ ンが 遊 離 した 。

3)L-11酵 素 に よ り溶 解 した 細胞 壁 の 可 溶 性 部

分(重 量 と して供 試 細 胞 壁 の約80%に あ た る)を セ
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ファデ ックスG-50お よびG-25の 連結カラムを用

いてゲル濾過することにより,可 溶性の溶解産物

のヘキソサミンとラムノースのすべてと,少 量の

ペプチ ドとを含む高分子量画分と,ペ プチ ドない

しアミノ酸のみからなる低分子量画分との2画 分

が分離 された。

4)上 記の結果か ら,L-11酵 素によるA群 連鎖

球菌,12型(S.F.42株)細 胞壁の溶解は基礎構造で

あるペプチ ドグリカンを構成 している ペプチ ドサ

ブユニットのD-ア ラニン→L-ア ラニン結合ならび

にペプチ ド部分 とグリカン部分 とを結ぶムラミン

酸 →L-アラニン結合がそれぞれ エンドペプチダー

ゼおよびアミダーゼ作用によって 開裂されること

に基くものと推論 される。
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