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A群 連鎖球菌細胞壁に関する研究

2.L-11酵 素 による溶解産物の低分子量画分よ り分離 した

ペプチ ドサブユニットの化学構造について

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8月4日 〕

序 言

著者は前報1)においてA群 連鎖球菌,12型(S.F.

42株)の 細胞壁がFlavobacterium L-11酵 素のあ

る標品の作用によって可溶化されることを認め,

かつ酵素の作用 によって 遊離するN-末 端および

C-末 端 アミノ酸 を同定 ・定量 した結果に基いて,

細胞壁の可溶化はペプチ ドグリカンを構築 してい

るD-ア ラニン→L-ア ラニン結合およびペプチ ド部

分 とグリカン部分とを結ぶムラミン酸→L-ア ラニ

ン結合が開裂 されることによることを推論した。

この推定の妥当なことは,細 胞壁溶解産物をゲル

ロ過すると,1)可 溶化 した細胞壁(約80%)の ヘキ

ソサミンおよびラムノースのすべてと少量のペプ

チ ドを含む高分子量画分,2)ヘ キソサミンを含ま

ずペプチ ドないしアミノ酸 のみから構成 される低

分子量画分 とに分別 されることを示すことによっ

ても裏付けられた。

本報においては,低 分子量画分をイオン交換ク

ロマ トグラフィーにかけ,細 胞壁ペプチ ドグリカ

ンのペプチ ド部分の構築単位と考えられる数種の

ペプチ ドを単離してその化学構造を決定 し,S.F.

42株 細胞壁ペプチ ドグリカンのペプチ ド部分の基

本構造を明かにしようとして行った研究の結果に

つ い て述 べ る。

材 料 と方 法

1)出 発 材 料 として 用 い た細 胞 壁 溶 解 産物 の低

分子 量 画 分

前 報1)で 述 べ たA群 連 鎖 球 菌,12型(S.F.42株)

の細 胞 壁 のL-11酵 素 に よ る溶 解 産 物 をセ フ ァデ ッ

ク スG-50お よびG-25の 連 結 カ ラ ム に よ って ゲ ル

ロ過 し,溶 出量370mlか ら520mlに 相 当 す る部 分

(前報1)の 図4参 照)を 集 め,ロ ー タ リー エバ ポ レ

ー タ ー を用 い て2 .7mlに 減 圧 濃縮 した もの。

2)構 成,N-末 端 お よ びC-末 端 ア ミノ酸 な ら

び に ア ラ ニ ンの光 学 異 性 体 の 同定 と定 量

前 報1)に 記 載 した。

3)Edman分 解

適 当量 の被 験 ペ プ チ ド(約100～150mμmoles)

を減 圧 乾 燥 し,こ れ に40μlの エチ ル モ ル フ ォ リン

緩 衝 液(pH8.6,KONIGSBERGとHILL2)の 記 載

に よ る)を 加 えて溶 解 し,さ らに1μlの フ ェ ニル

イ ソチオ シ アネ ー ト(PTC)を 添 加 し て37℃,2.5

時 間 作 用 させ た 。 つ い で40μlの 精 製 水 を加 え,

150μlず つ のエ チ ル エ ー テル で3回 抽 出 し て 過剰

の試 薬 を除 い た 。 この よ うに して え られ た フ ェニ

ル チ オ カ ルバ ミル ペ プ チ ドを含 む 水 層 を減圧 乾燥

Studies on the cell walls of group A Streptococcus pyogenes.2.Chemical structure of the peptides

isolated from a low molecular weight fraction of the L-11 enzyme digest of the cell walls

By S.HAMADA(Department of Microbiology,Osaka University Dental School,Joan-cho,Kita-ku,
Osaka)

*大 阪市北 区常安 町32(〒530) Jap.J.Oral Biol.12:213-222,1970.
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し,こ れを4N HCl,80μlに 溶解 して室温に6時

間放置し,生 じたN-末 端 アミノ酸の3-フェニル-2-

チオ ヒダントインを150μlの 酷酸エチルで3回 抽

出して除いた。水層部分を減圧乾燥し,適 当量の

精製水に溶解 したものを構成およびN-末 端 アミ

ノ酸の同定 ・定量 に供 した。Edman分 解の必要

回数に応 じて,必 要数の検体を上述のように分解

し,醋 酸エチル処理後の水層を次のEdman分 解

の出発材料 とした。 なお表2に0回 処理 と記載 し

てあるのは,上 記の系よりフェニルイソチオシア

ネー トを抜いたもので1回 操作 したものである。

4)そ の他

イオン交換クロマ トグラフィー,口 紙電気泳動

の実施法については結果の項で記載する。

結 果

1)細 胞 壁 溶解 産 物 の低 分 子 量 画 分 のAmber-

lite CG-120カ ラ ム によ る ク ロマ トグ ラ フ

ィー

2.7mlに 濃 縮 した 供試 画分 に0.3mlの20%ギ 酸

を加 え て酸 性 と し,あ らか じめ0.2Mピ リジ ン―

醋 酸 緩 衝 液(pH3.1)で 平 衝 化 したAmberlite

CG-120(Rohm and Haas,Pennsylvania,Pa.,

USA)の カ ラ ム(0.9×35cm)に か け,ま ず上 記

緩 衝 液 の500mlで 溶 出 し,つ い で250mlの0.2M

ピ リ ジ ン―醋 酸 緩 衝 液(pH3.1)と2.0Mピ リジ ン

―醋 酸 緩 衝 液(pH5
.0)と のlinear gradientで

溶 出 を行 った 。 この さい カ ラ ム の外 套 管 にLauda

超 恒 温 槽 循 環 装 置(Messgerate-Werk Lauda ,

Germany)を 用 い て恒 温 水 を環 流 し,カ ラ ムの 温

度 を50℃ に保 ち,ま た溶 媒 を定 流 量 ポ ン プ(柳

本 製 作 所,京 都)で 加 圧 送 液 し,溶 出速 度 が10ml/

管/12分 とな る よ うに した。 分 取 し た溶 出 液 の 各

管 につ い て 総 ア ミ ノ基,遊 離 ア ミノ基,総 ヘ キ ソ

サ ミン 量 を定 量 し た結 果 が 図1-1に 示 さ れ て い

る。 す な わ ち ジ ニ トロフル オ ロベ ン ゼ ン(DNFB)

と反 応 す る が,ヘ キ ソサ ミン を全 く含 有 しな いA

か らIま での9つ の ピー クの分 離 が認 め られ た
。

しか し画 分Dは400mlの 溶 出 が始 っ た時 点 で定 流

量 ポ ン プの故 障 に よ っ て3日 間 溶 出 が 停 止 し,送

液 再 開後 溶 出 した画 分 で あ り,溶 出 パ タ ー ンが乱

れ て い る可 能 性 が考 え ら れ た 。 そ こで 溶 出 液 量

400mlか ら550mlの フ ラク シ ョン を集 め,減 圧 乾

燥 して溶 出 に用 い た ピ リジ ン―醋 酸 緩衝 液 を蒸 発

除 去 した の ち,2.7mlの 蒸 留 水 に溶 解 し0.3mlの

ギ酸 を 加 え,第1回 目 と 同一 条 件 下 で 再 ク ロマ

トグ ラ フ ィ ー を行 っ た。 図1-2に 示 され て い る よ

うに,こ の 操 作 に よ っ て2つ の ピー クA'お よび

D'が え られ た 。 ピー クA'は 図1-1のAと 同 じ

く,Amberlite CG-120に 吸着 され な い 通 りぬ け

の画 分 で あ り,ま た ピー クD'は 最初 の ク ロ マ ト

グ ラフ ィー に お け るDの 溶 出位 置 よ りや や お くれ

て溶 出 され た。

なお 最 初 の ク ロマ トグ ラ フ ィー に お け る ピー ク

Aは 他 の ピー ク画 分 とは異 な り,4N HClに よっ

て100℃,8時 間 水 解 後DNP化 した もの が 薄 層

ク ロマ トグ ラ フ ィー 上 で ア ミノ酸 の ス ポ ッ トを与

え な い こ とが示 され た の で,以 下 述 べ る分 析 の対

象 か ら除 外 した 。 この 画 分 はAmberlite CG-120

の 樹脂 自体 か ら 溶 出 し,何 らか の 機 序 に よ り

DNFBと 反 応 す る物 質 で は な い か と考 え られ る3)。

2)イ オ ン交換樹脂 カラムクロマ トグラフィー

によって分離 したピーク 画分の口紙電気泳

動

上述のようにして分離 したピーク画分(B→I,

お よ びA'とD',た とえば ピークBに ついてい

えば溶出液量70mlか ら100mlま でを集めたもの)

のそれぞれに含 まれているペプチ ドないしアミノ

酸の単一性および荷電 を調べる目的で,各 画分の

適当量 を東洋 口紙No.514上 にスポッ トし,pH

5.0の0.1Mピ リジン―醋 酸緩衝液 およびpH1 .6

のギ酸―醋 酸―水(5:15:80,v/v)を 媒体 として

電気泳動を実施 した。

図2に 示されているように,い ずれの画分も電

気泳動的に単一ではな く,少 な くとも どち らか

のpHで2つ あるいはそれ以上のニンヒ ドリンと

反応するスポットを与えた。 ちなみにこれ らのス

ポットはpH1.6で の泳動ではすべて陰極側に検

出され,pH5.0で も陰極側に認め られ るものが

多 く,一 部が原点付近で発色 した。
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図1-1L-11酵 素 によ り可溶化 したA群 連鎖球菌,12型(S.F.42株)細 胞壁 のゲル ロ過

による低分子量画分 をAmberlite CG-120カ ラムによって クロマ トグラフィー を

行 った成績

図1-2図1-1の ピー クDをAmberlite CG-120の 同 じカ ラ ムで 再 ク ロマ トグ ラ フ ィー し

た 成 績

以上のような結果がえ られたので,Amberlite

CG-120カ ラムで分離 したそれぞれの画分を濃縮 し

たものを口紙電気泳動にかけ,分 別 ・精製するこ

とを試みた。 すなわち利用 しうる量が少いため分

離を断念 したIを 除 く各画分 を幅20cmの 東洋口

紙No.514上 に帯状に塗布し,画 分B,C,A'お

よびD'に つ い て はpH1.6で,ま た ピー クE,

F,Gお よびHに つ い て はpH5.0で15v/cm,3

時間電気泳動を行った。 泳動終了後口紙の両端か

ら切 り取 った幅約5mmの ガイ ド・ス トリップに

ついてニンヒドリン反応陽性物質の移動位置を確

かめた上,残 りの口紙か らニンヒドリン陽性物質

を精製水で溶出し,適 当な量に濃縮 した。ついで

このようにして精製 したニンヒドリン反応陽性物

質の純度 を再び口紙電気泳動によって,ま たDNP

化後tert-ア ミルアルコール― クロロフォルム―メ

― 31 ―



216 歯基礎誌12巻3号1970年

(1)pH5.0 (2)pH1.6

図2 Amberlite CG-120カ ラムクロマ トグラフィーに より分離 したDNFB反 応性の ピーク

画分 の口紙電気泳動図

E-1な どの 記 号 を付 した ニ ン ヒ ドリ ン陽 性 の ス ポ ッ トに 相 当す る移 動 度 を示 す ペ プ チ ド

な い し ア ミノ酸 に つ い て構 造 を推 定 す るた め の 分析 を行 っ た

緩 衝 液:(1)0.2Mピ リジ ン― 酷 酸,pH5.0

(2)ギ 酸 ―酷 酸 ―水(5:15:80),pH1.6

泳 動 条 件:15v/cm,3時 間,4℃

Glu:グ ル タ ミ ン酸,Lys:リ ジ ン,Ala;ア ラ ニ ン

チル アル コー ル― 水 ― 氷 酷 酸(30:30:30:20:

3,容 量 比,有 機 層)を 溶 媒 とす る薄 層 ク ロマ トグ

ラ フ ィー に よ って チ ェ ック した。 以 上 の よ うに し

てA'-1,A'-2,B-2,C-1,C-2,E-1,F-1,お よ

びG-3の9種 類 の ニ ン ヒ ドリン と反応 しpH1,6

お よび5.0で の電 気 泳 動 で 単 一 の ス ポ ッ トを与 え

る画分 の分 析 必 要 量 を分 離 した 。 こ れ らの画 分 の

電 気 泳 動 で の 移 動 度 は 図2の ス ポ ッ ト中 に記 号 を

書 き込 む こ と に よ って示 した。 なお 他 の スポ ッ ト

に相 当す る ニ ン ヒ ドリ ン 陽性 物 質 に つい ては 分析

に必 要 な量 を純 化 す る こ とが 難 か しい と判 断 され

た の で,分 離 精 製 を諦 め た。

3)単 離 した ニ ン ヒ ドリン 反 応 陽 性 画分 の化 学

分 析 お よ びそ の 構 造 の 推 定

以 上 の よ うに して 単 離 し た9種 類 のDNFBお

よ び ニ ン ヒ ドリン反 応 陽性 画 分 に つ い て,そ の ア

ミノ酸 組成,ア ンモ ニ ア含 量 お よびN-末 端 お よび

C-末 端 ア ミノ酸 の同 定 ・定 量 を行 い,ま た 比 較 的

利 用 し うる量 の 多 いC-1,B1,A'-1お よびF-1

の4画 分(ペ プチ ド)に つ い てはEdman分 解 法 に

よりN-末 端部分のアミノ酸配列を調べた。 ア ミ .

ノ酸およびアンモニアの分析結果を表1に,Ed-

man分 解による解析の結果を表2に ま と め て示

す。 なお図3に は,表1お よび表2の 結果から推

定される被検ペプチ ドの構造が示されている。

表1に み られるように,B-2お よびA'-3を 除 く

他のすべての画分はアラニン,グ ルタミン酸およ

び リジンよりな り,ま たグルタミン酸残基1.0モ

ルあた りいずれも約1モ ルずつのリジンとD-ア ラ

ニンを含んでいる点では差異はない。しかしレア

ラニン含量は1な いし3モ ルとそれぞれの画分で

異 っている。なおB-2,A'-3以 外の画分にはグル

タミン酸残基1.0モ ルあた り結合アンモニアが約

1モ ルずつ存在するが,こ の事実はこれらのペプ

チ ドのグルタミン酸残基の2つ のカルボキシル基

のうちの1つ は他のアミノ酸残基 とのペプチ ド結

合にはならず,ア ンモニアによって置換 されカル

ボキシアミドとなっていることを示唆 している。

なおヘキソサ ミンはどの画分にも検出できなかっ

た。以下個々の画分について記述する。
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表1L-11酵 素による細胞壁溶解産物から単離したペプチ ドないしアミノ酸の分析結果とその収量

表2供 試 ペプチ ドのEdman分 解 法による

分析結果

ペ プチ ドC-1:こ のペ プ チ ドは1.0モ ル の グル

タ ミン酸,4.0モ ル の ア ラニ ン,1.0モ ル の リジ ン

お よ び1.0モ ル の結 合 ア ン モ ニ ア よ りな り,D-ア

ミノ酸 酸 化 酵 素 を使 っ て定 量 した とこ ろ,ア ラ ニ

ン の1/4はD型 で あ る こ とが示 され た。 ま た こ

のペプチ ドではリジン残基の ε-アミノ基はDNP

化 されず,す なわち他のアミノ酸残基との結合に

関与 していることがわかる。 以上の分析結果はペ

プチ ドC-1は テ トラペプチ ド(L-アラニン→(γ)-

D-グルタミン(α-CONH2)→L-リ ジン→D-ア ラニ

ン)の ダイマーで,一 方のペプチ ドサブユニット

のC-末 端アラニン残基のカルボキシル基と,他 方

のペプチ ドサブユニットのリジン残基のε-アミノ

基の間にL-ア ラニン→L-アラニンのジペプチ ドが

架橋として存在していると考えると(図3-1)矛 盾

なく説明できる。 すなわちこの推定構造に基くア

ミノ酸およびアンモニアの組成,N-末 端 お よ び

C-末 端アミノ酸含量の計算値と実測値 とがよく一

致する。

図3-1に 示 した推定構造はEdman分 解法によ

る分析によっても支持された*。す な わ ち表2に

示 されているように,第1回 のPTC処 理により

*た だしこのC-1ペ プチ ドのみ ならず分析 に供 した他

のペプチ ドについて も供試 しうる検体量が限定 されてい

たため数値の精度には問題 があ り,し たが って量的 な点

についてはあま り厳 密には云 々す ることができないこ と

を付記 しておかねばな らない。 またグル タミン酸 のよ う

なモノアミノジ カルボ ン酸や リジンのようなジア ミノモ

ノカル ボン酸 を構成 ア ミノ酸 として含み,か つ これ らの

ア ミノ酸 の部位で分岐する構造 のペ プチ ドのEdman分

解 には,加 藤 と小谷4)が 指摘す るように,結 果の解 釈 を

複雑 に し,か つ現在 なお解 明 され ていない問題点のあ る

こ とを指摘 しておかねばな らない。

― 33 ―



218 歯 基礎誌 12巻 3号 1970年

1.ペ プチ ドC-1 2.ベ プ チ ドC-2(A'-2) 3.ペ プチ ドE-1

4.ペ プ チ ドF-1 5.ペ プチ ドG-3 6.ペ プ チ ド ―A'-1

図3A群 連鎖球菌細胞壁 のL-11酵 素による溶解産物か ら単離 した7種 類のペプチ ドの推定化学構造

処理前に存在 していたN-末 端アラニンが減量 し,

かつ新 しくN-末 端グルタミン酸が出現する。 し

たがって第1回 の分解後 にはグルタミン酸 とアラ

ニンの両者がN-末 端アミノ酸として検出される。

なおこの段階ではリジン残基のε-アミノ基は遊離

しな い。 つい で第2回 目のPTC処 理によって

N-末 端 グルタミン酸およびアラニンが消失 し,か

わってε-アミノリジンが出現する。これらの結果

はリジン残基のα-アミノ基はアラニン→グルタミ

ン酸によって,一 方 ε-アミノ基はアラニン→アラ

ニンの側鎖によって置換 されていることを推定さ

せる。また第3回 目のPTC処 理後 においてもな

おアラニン残基のかなりの量が残存 していること

は,こ れらがペプチ ド構造の内部に組み込まれて

いることを示唆 している。

な お ペ プチ ドC-1の300mμ 当 量 を0.6単 位 の

L-11酵 素 で さ らに24時 間,37℃ で処理 を行 った

が,N-末 端 お よ びC-末 端 ア ミノ酸 の 増 加 は認 め

られ な か っ た。 こ の所 見 は,こ の ペ プチ ドがL-11

酵 素 の エ ン ドペ プチ ダー ゼ 作用 をた ま た ま ま ぬ が

れ て残 存 す る テ トラペ プチ ドの ダイ マ ー で は な い

こ とを示 して い る。 そ れ な らば 何故 この ダ イ マ ー

の架 橋 部 のD-ア ラ ニ ン →L-ア ラ ニ ン結 合 がL-11

酵 素 の作 用 を受 け な い か が 問題 とな るが,こ の点

に つ い て は 後 に考 察 す る。

ペ プ チ ドC-2お よ びA'-2:こ れ ら2つ の ペ プ

チ ドはAmberlite CG-120カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ

イーにおいては別の位置に溶出されたが(図1),

電気泳動で禄同じ移動度を示 し(図2),ま た化学

分析の結果 も本質的には同一であった。 さらにこ

れ ら両ペプチ ドはアミノ酸組成およびN-末 端アミ

ノ酸の分析結果において前述のペプチ ドC-4と 区

別できない。 しかしC-末 端 アミノ酸に ついては

C-1と は異な り,グルタミン酸残基1.0モ ルあた り

C-1で は0.5モ ルのアラニンしか存在 しない の に

C-2お よびA'-2で は約1モ ルのアラニンが検出さ

れた。 これ らの結果から図3-2の ようなペプチ ド

構造を推定 した。 もっともこの構造が正しい とす

ると,N-末 端アラニンは計算上 グルタミン酸残基

1.0モ ルあた り2.0モルでなければならないが,実

測値は1.5モ ルであ り,計 算値より低い。 このよ

うなくい違いに対する可能な説明の1つ として,

リジンの ε-アミノ基に結合 したアラニンペプチ ド

のN-末 端アラニンは 何 らかの理 由でDNP法 に

よる定量では過少に測定 されるのではないかと考

え られ る。これ と類似の現象がStaphylococcus

aureus,Copenhagen株 の細胞壁をL-11酵 素で消

化した産物 より分離 されたペプチ ドで,リ ジンの

ε-アミノ基に結合した グ リシンペプチ ドのN-末

端 グリシンのDNP法 による定量にさいしても経

験 されている(KATOら5),SUGINAKAら6))。

なお表1に 示 した分析結果のみか らはL-ア ラニ

ンの1モ ルのみがリジンの ε-ア ミノ基に結合 さ

れ,他 の1モ ルのL-ア ラニンが リジン残基に続 く

― 34 ―



219

D-ア ラニンにペプチ ド結合 してC-末 端に位置する

構造 も考えられる。しかしもしそ う とす る な ら

ば,C-末 端アラニンはL型 でなければな らないこ

とになるが,酵 素法による同定 ・定量の結果,C-2

お よびA'-2ペ プチ ドのC-末 端アラニンは実際上す

べてがD型 であることが示 され,上 述の可能性は

否定 された。なお リジン残基の カルボキシル基に

L-アラニン→D-ア ラニンが結合している 可能性は

分析 を行った限 りでは除外されない。 しか しこの

よ うな例は現在 まで知られておらず,ま た今回の

実験で分離 した他のペプチ ドにもこのような結合

の存在 を示す証拠が認め られないので,最 後に述

べた可能性は除外しうると考えられる。

ペ プ チ ドE-1:こ の ペ プチ ドは グル タ ミン酸,

ア ラニ ン,リ ジ ンお よび ア ンモ ニ ア を1.0:2.9:

1.1:0.8の モ ル 比 で 含 有 し,ア ラニ ン残 基 の1/3

はD型 で あ っ た 。 ま たN-末 端 お よびC-末 端 ア ミ

ノ酸 と し てい ず れ も ア ラ ニ ンが グル タ ミ ン酸1.0

モ ル あ た りそ れ ぞ れ1.8お よび1.1モ ル 存 在 す る

こ と,か つ リジ ン残 基 の ε-ア ミノ基 は置 換 され て

い て遊 離 してい ない こ とが示 され た。ま たEdman

分 解(表2)を 行 う と,1回 のPTC処 理 に よ っ て

処 理 前 のN-末 端 ア ラ ニ ンが 消 失 し,か わ っ て グル

タ ミン酸 お よび ε-ア ミノ リジ ン が 新 しいN-末 端

ア ミノ酸 と して出 現 した。

以 上 の分 析 結 果 か ら推 定 され る ペ プ チ ドE-1の

最 も妥 当な 構 造 が 図3-3に 示 され てい る。

ペ プチ ドF-1:こ のペ プチ ドの ア ミノ酸 組成 は

モ ル 比 に して ア ラ ニ ン,2.2(う ちD型 ア ラ ニ ン

1.1);グ ル タ ミ ン酸,1.0;リ ジ ン,1.2お よび ア

ンモ ニ ア,0.9で あ っ た 。 グル タ ミ ン酸 残 基1.0モ

ル あ た り約1モ ル の ア ラニ ンがN-末 端 を しめ,ま

た リジ ン残 基 の ε-ア ミノ基 がす べ て遊 離 し て い

る 。以 上 の分 析 結 果,な らび にEdman分 解 に よ

る解 析 の限 りで は,こ の ペ プ チ ドは 図3-4に 示 す

よ うな構 造 で あ ろ う と推 定 され る。 しか し この ペ

プ チ ドを ヒ ドラ ジ ン分 解 してC-末 端 ア ミノ酸 を分

析 した とこ ろ,図3-4の 構 造 か らは グル タ ミン酸

残 基1.0モ ル あ た り1.0モ ル のC-末 端 ア ラ ニ ンが

証 明 され るは ず で あ る の に,実 際 に は0.7モ ル の

アラニンしか検出されず,一 方0.5モ ルのC-末 端

リジンの存在が認められた。したがってF-1画 分

がアラニンをC-末 端アミノ酸 とする(テ トラ)ペ

プチ ドと,C-末 端 リジンをもつ(ト リ)ペ プチ ドと

の混合物である可能性 も否定できない。 しかしこ

の画分が2種 類のpHで の電気泳動でも,ま たそ

のDNP誘 導体を薄層クロマ トグラフィーで展開

したさいにも単一のスポッ トを与えること,ま た

構成 アミノ酸 としてのアラニンの定量値から考え

て,C-末 端 リジンの出現はヒドラジン分解中の副

反応 によるものとするのが 妥当ではないかと考え

られ る。 この点についてヒドラジン分解に よ る

C-末 端分析 をくり返 して検討を加 えたが決定的な

結論はえられなかった。

ペ プ チ ドG-3:こ のペ プチ ドは ア ミノ酸 組 成 に

関 して は ペ プ チ ドF-1と 等 しい 。 しか し ε-ア ミノ

基 を も っ た リ ジ ン残 基 の量 に 明 か な差 が認 め ら

れ,す なわ ち ε-ア ミ ノ リジ ンが ペ プチ ドF-1で は

グル タ ミ ン酸 残 基1.0モ ル に対 して 約1モ ル で あ

るの に,G-3で は グ ル タ ミ ン 酸残 基量 の 約 半 量 に

す ぎ な い。 した が っ てペ プチ ドG-3は ペ プチ ドサ

ブユ ニ ッ トの ダイ マ ー で は あ るが,前 述 した ペ プ

チ ドC-1と 異 な って,一 方 の テ トラペ プチ ドサ ブ

ユ ニ ッ トのC-末 端 位 の ア ラ ニ ン残 基 の カル ボ キ シ

ル 基 が 他 方 の テ トラ ペ プ チ ドサ ブユ ニ ッ トの リジ

ン残 基 の ε-ア ミノ基 と直 接 結 合 した 図3-4に 示 す

よ うな構 造 を有 す る もの と推 定 され る。

ペ プ チ ドA'-1:表1か ら明 か な よ うに,こ の

ペ プ チ ドは量 的 に も質的 に もペ プ チ ドC-2お よび

A'-2と 区別 で き な い ア ミ ノ酸組 成 お よび 末端 ア ミ

ノ酸 の分 析 結 果 を示 す 。 しか しEdman分 解 に お

け る態度 は明 らか に異 な って い る 。す な わ ちA'-1

で は1回 のPTC処 理 でN-末 端 ア ラ ニ ン が ほ ぼ

完 全 に消 去 され て,グ ル タ ミ ン酸 の ア ミノ基 と リ

ジ ン の ε-ア ミノ基 とが か わ って 遊離 す る。 こ の こ

とか ら リジ ン残 基 の ε-ア ミノ基 に結 合 す る の は

(単体)の ア ラ ニ ン で,C-2お よびA'-2の よ うに ア

ラ ニ ン→ ア ラ ニ ンの ジ ペ プ チ ドで は ない こ とが 示

唆 され る。 そ こで ペ プ チ ドA'-1に 対 して は図3-6

の よ うな 推定 構 造 が与 え られ た。 こ の推 定構 造 を
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確認するためにはC-末 端アラニンの光学異性体を

同定 ・定量 しなければならないが,試 料の量が足

りないためにこの点を確 かめることができなかっ

た。

画分B-2お よびA'-3:こ れらはいずれも遊離

のL-ア ラニンであった。

4)構 造を推定 したペプチ ドの回収率

前報に記 したようにA群 連鎖球菌,12型(S.F-

42株)細 胞壁の浮遊液はL-11酵 素を作用 させると

約80%のOD減 少を示 し,酵 素処理終了後の細胞

壁溶解産物を遠心すると酵素処理に用いた細胞壁

重量の約20%が 不溶性残渣として回収 された。 し

たがって重量比においても供試細胞壁の約80%が

可溶化されたことになる。 つぎにセファデックス

でゲルロ過 したさい低分子量画分 として 回収 され

る総アミノ基量は供試細胞壁のそれの85%で あり

さらにAmberlite CG-120カ ラムクロマ トグラフ

イーによる総ア ミ ノ基の回収率は約44%で あっ

た。 カラムクロマ トで得た8種 類の画分 を口紙電

気泳動的に純化 し,単 一性 を確かめた後構造分析

に供 したペプチ ドないしアミノ酸画分の供試細胞

壁にふ くまれるペプチ ドに対する回収率(総 アミ

ノ基量に基いて算出した)は 表1に 示 す とお りで

あり合計約17%(ペ プチ ドのみでは15.9%)で あ

った。 このように分析 に供 したペプチ ドの回収率

が低いが,こ れは口紙電気泳動によってペプチ ド

を分離 ・精製するさいにかなりの損失 があったた

めであり,図3に 示す構造のペプチ ドが実際に細

胞壁ペプチ ドグリカンのペプチ ド部分に占める割

合は上述の実測値 を大幅に上まわるであろうと推

測される。

考 察

以上,A群 連鎖球菌,12型(S.F.42株)の 細胞

壁のL-11酵 素による溶解産物の低分子量画分(ヘ

キソサミンを含まず,細 胞壁を構成する総アミノ

基の58%が 回収 されるのをイオン交換 クロマ トグ

ラフィーおよび電気泳動によって 分画して単離 し

た数種のペプチ ドの構造決定を行 った 研究結果に

ついて述べた。これらのペプチ ドのうちF-1,E-1,

A'-1,C-2お よびA'-2は ペプチ ドサブユニットの

モノマーとして,一 方C-1とG-3は ペプチ ドサブ

ユニットのダイマーとしてえられた。 これらのペ

プチ ドはいずれも供試細胞壁のbasal layerを 形

成 している不溶性のペプチ ドグリカンがL-11酵 素

中のD-ア ラニン→L-ア ラニンエン ドペプチダーゼ

および ムラミン酸→L-ア ラニンアミダーゼの両活

性に よって ペプチ ド部分 と グリカン部分に分解

し,か つ前者はさらにそのサブユニットに解体さ

れた結果可溶性 とな り分離 されたものである。

D-ア ラニン→L-ア ラニンエンドペプチダー ゼ作

用 を有するL-11酵 素 を十分に作用 させてえた細胞

壁溶解産物か ら,2つ のテ トラペプチ ド(L-ア ラ

ニン→(D)-グ ルタミン酸→(L)-リ ジン→D-ア ラニ

ン)が 一方の テ トラペプチ ドのC-末 端位のD-ア

ラニン残基のカルボキシル基 と他方 のテ トラペプ

チ ドのリジン残基のε-ア ミノ基 との間にL-ア ラ

ニン→L-ア ラニン架橋 を介 して結合 したC-1の よ

うなペプチ ドダイマーが単離 されるとい う事実は

どのように解釈 すべきであろうか?L-11酵 素の

作用が不完全であったのではないかという可能性

は,分 離 したペプチ ドG-1に 十分量のL-11酵 素

をさらに作用させてもモノマーへの分解がおこら

なかったことか ら排除される。 したがって供試A

群連鎖球菌の細胞壁 ペプチ ドグリカンには,L-ア

ラニン→L-ア ラニンによる架橋形成部位 において

2通 りの立体配置が存在 し,そ の一方はL-11酵 素

のD-ア ラニン→L-アラニンエン ドペプチダーゼの

作用を受けるが,他 方は たとえば 立体障害に よ

ってこのエン ドペプチダーゼの作用 を ま ぬ が れ

るのではないかと考 えられる。 ちなみにKATO

とSTROMINGER7)はL-11酵 素によるS.aurens ,

Copenhagen株 の細胞壁の溶解にさいして,エ ン

ドペプチダーゼに対するペ ンタグリシン架橋の感

受性について同様な可能性を想定 している。 なお

供試細胞壁にL-11酵 素を作用 させたさい,G-末

端アラニンの増加 がグルタミン酸残基1.0モ ルあ

たり0.5モルに止 り,1.0モ ルに達 しない事実1)も

上述の可能性が考慮 され る べ きことを示 してい

る。 一方C-2お よびA'-2の ような リジン残基の
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ε-アミノ基にL-ア ラニン→L-ア ラニンが置換 した

ペプチ ドがえられたが,こ れ らのペプチ ドは一方

のテ トラペプチ ドサブユニットのC-末 端位のD-

アラニンとL-ア ラニン→L-ア ラ ニ ン との結合が

C-1ペ プチ ドでは異な りL-11酵 素 のエン ドペプチ

ダーゼ作用に感受性 を示すような(立体配置の)ペ

プチ ド部分 に由来 したものと考えられる。 なおペ

プチ ドE-1あ るいはA'-1の ように リジ ン残基の

ε-アミノ基にアラニンのジペプチ ドではなく,単

体 のアラニンが結合 したペプチ ドサプユニットも

分離された。 これ らのペプチ ドが生 じる機序につ

いては,B-2お よびA'-3画 分 のように(単 体の)

L-アラニンが溶解産物から分離 され る事実をあわ

せて考えると,一 つの可能性としてこれらのペプ

チ ドはL-11酵 素標品中に存在するアラニンアミノ

ペプチダーゼの作用によってC-2あ るいはA'-2

のペプチ ドから二次的に生じたのではないかとも

考えられる。一方ペプチ ドA'-1の ようにC-末 端側

がD-ア ラニン→L-ア ラニンと考えられるペプチ ド

の成因については現在 のところ明らかではない。

さてA群 連鎖球菌の細胞壁 ペプチ ドグリカン以

外にペ プチ ドサ ブユニット内 にアラニン→アラ

ニン架橋が存在す る と報告 されて い る菌種とし

てはLactobacillus coprophilusが知 られている

(PLAPPとKANDLER8))。 しかしながら彼らの結

論は,供 試細胞壁を塩酸で限定水解 した産物から

おそらくは かな り低収率で分離 されたジ―あるい

は トリペプチ ドの分析結果にのみ基 いていること

を指摘 しておかねばならない。 また最近著者の属

す る研究室で,井 上 ら9)によってStreptococcus

mutans, BHT株 の細胞壁 ペプチ ドグリカンのペ

プ チ ドサブユニットもアラニン→アラニンによっ

て結合されていることを示唆する結果 がえられて

いる。

なお供試 したA群 連鎖球菌の細胞壁 ペプチ ドグ

リカンには2つ のテ トラペプチ ドサブユニットが

一方のC-末 端位のD-ア ラニン残基 のカルボキシ

ル基 と他方の リジン残基のε-アミノ基 との間で直

接結合し,ダ イマーを形成 している部分が存在す

る可能性がペプチ ドG-3の 分離によって示唆され

た。 ちなみにKATZとSTROMINGER10)はMi-

crococcus lysodeikticusの細胞壁をMyxobacterium

酵素で消化 したものから相隣 るペンタペプチ ドサ

ブユニットがD-ア ラニン→N'-リ ジンに よって

直接結合しているダイ マ ー の分離を報告 してい

る。 しかしこの細胞壁ペプチ ドグリカンについて

は後にD-ア ラニン→N'-リ ジンの結合に加 え て,

テ トラペプチ ド自体が架橋 となっている結合,す

なわちD-ア ラニン→L-ア ラニンの結合も存在する

ことが報告されている11)12)。もっ と もペ プチ ド

G-3に ついては,こ れが 自然の細胞壁 にある もの

ではなくて,た とえばL-11酵 素の消化の過程で ト

ランスペプチデーションによって生じた 副産物で

ある可能性も現在のところ全 くは否定できない。

なお前報1)で述べたようにL-11酵 素による細胞壁

の溶解のさい,水 解に基 くと考えられるリジン残

基のε-ア ミノ基の増加が認められなか っ たが,

この ことはこの 酵素が アラニン→N'-リ ジン間の

結合には作用 しない ことを示 している。 したが

ってF-1やG-3の ように,リ ジン残基のε-ア ミノ

図4A群 連鎖球菌,12型 菌(S.F.42株)細 胞

壁 ペプチ ドグ リカ ンの推 定化学構造

基のすべて,あ るいは半ばが遊離の状態に あるペ

プチ ドは細胞壁 ペプチ ドグリカンのε-ア ミノ基が

もともと置換 されていないペプチ ド部分から由来

―37―

MurNAc:N-ア セ チル ム ラ ミ ン酸,

GlcNAc:N-ア セ チ ル グル コサ ミ ン

Ala;ア ラニ ン,Glu:グ ル タ ミ ン酸,

Lys:リ ジ ン
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したものではないかと考えられる。

最後に上記 の結果か ら推定され るA群 連鎖球

菌,12型(S.F.42株)の 細胞壁ペ プチ ドグリカンの

可能な化学構造を図4に 示してお く。

結 論

A群 連鎖球菌,12型(S.F.42株)の 細胞壁 の

Flavobacterium L-11酵 素による溶解産物をゲル口

過 してえた低分子量画分からAmbedite CG-120

カラムクロマ トグラフィー,口 紙電気泳動法によ

って7種 類のペプチ ドを純粋な状態で単離 した。

これ らのペプチ ドについ て ア ミ ノ酸組成,N-末

端およびC-末 端 アミノ酸を同定 ・定量し,か つ

Edman分 解によってN-末 端部分 の構造 を解析

し,こ れ らの分析結果に基いてペプチ ドの化学構

造 を推定 した。 その結果供試細胞壁のペプチ ドグ

リカンの ペプチ ド部分はL-ア ラニン →D-(iso)グ

ルタミン→L-リ ジン→D-ア ラニンのテ トラペ プチ

ドを基本的な構築単位とし,か つ相隣るテ トラペ

プチ ドユニットの一方のC-末 端位のD-ア ラニン

残基のカルボキシル基 と他方のリジン残基のε-ア

ミノ基 との間にL-ア ラニン→L-ア ラニンを介する

架橋が存在し,強 固な網 目構造が作られているこ

とが推定 された。 なお供試菌のペプチ ドグリカン

には2つ の テ トラペプチ ドがD-ア ラニン→N-リ

ジンによって直接結合 した 部分 も存在することを

示唆する結果がえられた。
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小谷 尚三教授 に深謝す る。
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