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論文内容の要旨

手者 三6.
再開

細菌芽胞は，熱，紫外線などの物理的処理や薬剤，酸， i容菌酵素などの化学的処理に対して

強い抵抗性を示す休眠耐久型細胞である(1)。芽胞が発現する種々の抵抗性は劣悪な生育環境ド

において，その生命を維持するためのものである。これらの特性を獲得することにより芽胞は

強い生命力で生存し続けることができる。芽胞の形態構造は栄養型細胞とは全く異なってわり

生命活動の本体で、ある原形民を覆うようにコルテソクス層と芽胞殻が層状の耐久構造を形成し

ている (2 ， 3 ， 4 ， 5) 。 とくに芽JJ包殻は最外被構造で、あり常H主，外部環境と接触している部位で

あることから芽胞が抵抗性を発現する場のー」っと考えられる。これまで芽胞殻の機能として，

その強同な構造が防御壁として作用することや発芽剤の選句IJ など種々の報告がある (6 ， 7) 。

しかし，それらの報告は現象面からの考察であり，芽JJ包殻の汗細な化学構造が解明されていな

い現状では芽胞殻の本質的な機能は明らかではな l'o したがって，芽胞殻の構造とその機能を

考察するためには詳細な化学構造の解明が必須条件であり，これまでに報告されている芽胞殻

たんぱく質のように容易に可溶化できる成分 (6 ， 8 ， 9) だけでなく，糖質やその他の未検討成

分についても解析を進める必要がある。本研究にわいて実験材料として用いた Bacillus megα-

terium QM B1551菌の芽胞殻は主として，たんぱく質か勺構成されている内層と，糖， リン，

たんぱく質から構成されている外層とに区分することができる。とくに外層には一般的な可溶

化処理では可溶化することができず，ヘキソサミンとリンに富む画分が存在していることから，

この画分について化学組成および化学構造の解明を試みた。また，この画分と外層における抵
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抗性との関連について，明らかにした化学構造に基づき考察を加えた。

本論

第 1 章 外層抵抗性画分の単離およびその化学組成

B.megαterium QM B1551 菌は，グルタミン酸寒天平板培地で培養し休眠芽胞を形成させ

た。芽胞を Kondo-Fosterの方法(10) に従って分画し，外層の抵抗性画分を調製した。 100gの休

眠芽胞から 28gの芽胞殻が得られさらにこの芽胞殻から 9gの抵抗性画分が単離された。 この

結果から本菌において外層の抵抗性画分は芽胞殻重量の約32% を占めることが明らかになりた。

単離した抵抗性画分は， 4N塩酸， 110
o
C , 6 時間，封管中での加水分解により重量の約70%が

可溶化された。この可溶性画分について化学組成を検討し，その結果を Table 1 に示した。

Table 1. Chemical Composition of Hydrolysate 

of Resistant Fraction 

Components 

Hexosamines 

Amino Acids 

Organic Phosphorus 

(as Phosphate esters 

Content 
(μmole*) (%**) 

938 22.1 

3280 43.0 

1180 3.4 

1l. 6) 

* Values are expressed asμmole/g of Resistant 
Fraction. 

料 Values are expressed as %(W/W) of Resistant 
Fraction. 

外層の抵抗性画分は Aspartic ac id など

架橋部に位置するアミノ酸，ガラクトサ

ミン， リン酸およびカルシウムなどの灰

分から構成されていることが明らかとな

った D

第 2 章 外層抵抗性画分にわけるガラ

クトサミンとリン酸の存在形態

前章において抵抗性画分重量の43% を

アミノ酸が占めていることを示した口し

かし，これらのアミノ酸はプロナーゼ処

理により切断されたベプタイドに由来す

るものであり，抵抗性画分での機能発現には直接的な関与はしないと考え，ガラクトサミンと

リン酸の存在形態について検討した。 4N塩円安， 1l0 oC , 6 時間，封管中で11IIA'/"!:画分を加水分

解し可溶性画分を調製した。この可溶性i両分を陽イオン交換樹脂 Dowex 50WX 4 (H+型)ヵ;ラ

ムに添加し 0.05 N塩酸， 0.3N塩酸により )I~{ に溶出した D 未吸着両分と 0.05N塩酸溶出画分にヘ

キソサミンとリンが検出され， 0.3N塩酸溶出画分にはヘキ、ノサミンのみが検~I ~された (Fig.1) 。

第 3 章 外層抵抗性両分からのオリゴ糖の単離と化学構造

抵抗性幽分におけるガラクトサミンー6- リン酸の糖鎖構造を明らかにするため，ガラクトサ

ミン 6- リン酸を含むオリゴ糖の精製を試みた。 Dowex 50WX 4 カラムの未吸着画分を Bio

Gel P-2 カラム (200~400mesh ， 1.5XI00cm) を用いて精製した結果，ガラクトサミンとリ

ンを含む 3 つのピーク (Fragment -1 , -2，および -3 )が+食出された (Fig.2) 。これら 3 干重の

オリゴ糖の推定分子量は，それぞれ1300 ， 700 , 500であった。各オリゴ糖をろ紙クロマトグラ

フむよび薄層クロマトグラフ上で単一スポットを与えるまでに精製し，平均f唐古員長を Park-

Johnson法(1日により測定した結果， Fragment-1 は Pentasaccharide ， Fragment-2 は Tri-

saccharide，そして Fragment-3 は Disaccharide と決定された (Table 2) 。

次に各オリゴ糖の 1 モル相当量を加水分解し構成糖およびリン含量を測定した (Table 3) 。

一 264 一



υ.5 r DO'rlex 50W x4 Co1umn Chromatography 

0.4 

、

AC
 

I
 

-
-
J
W
 

‘
FE-P

コ
nut--

,., -
h
U
 

-
A
 c

 

uu N
 

、
‘
ぜ
・
a
.

，
.
，

nu 

0'.3 
QJ 
υ 
z 
可

..0 
¥.: 

0 

30 ・ 2

0.1 

。
。 20 40 60 80 100 120 

Fraction No.(3ml per tube} 

6--'" total hexosamin色， 0ーベコ organic phosphorus. 

Fig.1. 

Table 2. Average Chain Length of Purified 

01 igosaccharide Fragments 

Table 3. Chemical Composition of Puri.fied 
01 igosaccharide Fragments. 

Reducing groups Chain length 

(μmole) (uni ts*) 

Intact Hydrolysate 

Galactosamine Org. Mannose 
Phosphorus 

(μmole) (μmole) (μmole) 

Fragment-1 2.0 9.5 4.8 Fragment-1 4.9 5.1 N.D. 

Fragment-2 2.1 7.0 3.3 Fragment-2 2.1 2.3 0.9 

Fragment-3 1.9 3.7 1.9 Fragment-3 2.1 2.2 N.D. 

* Average Chain length was calculated as 
ga lactosamine unit. 

N. D.; Not detectable 

単離した 3 種のオリゴ糖の構造を Fig.3 に示した。未吸着画分での各オリゴ糖の存在比が52 : 

15 : 33であったことから，オリゴ糖においてもガラクトサミンー 6- リン酸が主要構成糖であっ

た。また，ガラクトサミン -6- リン酸モノマーの量を考え合わせると抵抗性画分を構成する糖

の97%がガラクトサミン -6- リン酸であることになり したがって 抵抗性画分にガラクトサ

ミン -6- リン酸の骨格構造の存在することが明らかとなった。

第 4 章 糖鎖構造の生合成経路からの検討

芽胞形成時の形態構造や芽胞殻生合成機構に関する知見(16)から，ガラクトサミン -6- リン酸

の糖鎖は芽胞形成後期に母細胞原形質で生合成され，前駆芽胞表層ヘ沈着移行するものと推察

された。そこで Schaeffer (X 2 )液体培地で本菌を培養し，培養各時期の母細胞原形質を用

いてグルゴサミンからガラクトサミンへのエヒ。マー化反応を触媒する酵素， 4-Epimerase の

に
り

つ
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Fig.3 Structure of 01 igosaccharides isolated from Resi stant Fraction. 

活性を測定した。本酵素については Glaserの報告(1引にもあるように， グルコサミンの各体謝

中間体について個々に存在する可能性が考えられたので，グルコサミンとその誘導体を基質と

して基質特異性を検討した。その結果， UDP-G 1 cNAcだけが基質活性を示しガラクトサミン

の生成が認められた。 UDP-GI cNAc を基質として芽胞形成に伴う 4-Epimeraseの活性変動を

測定したところ， Fig.4に示したように芽胞殻の形成時期に 4-Epimerase活性の上昇が認め

られ，本菌の芽胞殻外層の形成に UDP-GlcNAc-4-Epimerase (E. C. ， 1 ， 3 ， 7) の関与する

ことが;正明された。

本菌においても UDP-GlcNAc から 4-Epimerase により生成される。 UDP-GaINAc がChitin

と同様な直鎖糖鎖を形成している可能性が高いと考えられた。
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外層におけるキ唐鎖構造と抵抗性の発現第 5 章

いくつかの抵抗性を比較し骨格構造と抵抗外層の抵抗性画分と単離したオリゴ糖について，

オリゴキ唐としてガラクトサミン -6- リン酸の Pentamer性の発現との関係について検討した。

である Fragment-1 を用いた。 Fig.5 の結果から，本菌芽胞殻外層での抵抗性の発現は糖鎖によ

る高次構造に基づく分子ふるい効果に起因しているものと考えられる。すなわち，酸性 Phos-

pha taseの場合には分子量が10万と高分子であり，糖鎖構造の内部まで侵入できないものと推

あるいはイ受入できたとしても車唐察される。分子量 1 万の Lysozymeの場合，侵入できないか，

鎖がガラクトサミンであるため水解は起こらない。

さらにガラクトサミン骨格に作用できる NAc-hexosam inidase類の場合は，糖鎖によまた，

る高次構造に加えてリン酸基の存在が抵抗性の発現に関与していると考えられた。

B.megα terium QM B1551 菌芽胞殻外層の化学構造および外層における抵抗性について検
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Fig.5 Effect of Ly七ic Enzymes and Phosphatase on 

Resistant Fraction and Its.Fraqment 
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討した。

1 . B. megα terium QM B1551菌芽胞殻外層の主要構成糖がガラクトサミン -6- リン酸である

ことを明らかにした口

2. 外層より単離した 3 種のオリゴ糖の化学構造を決定し，ガラクトサミンー6- リン酸の糖鎖

が外層中で骨格構造を形成しておりその一部にマンノースが付加していることを示したD

3. 芽胞殻形成期の母細胞原形質中にガラクトサミンの生合成に関与する UDP-GlcNAc-4-

Epimerase が存在することを証明した。

。
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4. 本酵素活性の芽胞形成時期に伴う変化および基質特異性から，本酵素が外層形成に関与し

ていること，生成されるガラクトサミンの糖鎖が直鎖であること，およびガラクトサミン

-6- リン酸がN- アセチル体として外層中に存在する可能性の高いことを示した。

5 .外層において発現される抵抗性の本体がガラクトサミン 6 リン酸による骨格構造と，そ

れによる分子ふるい効果である可能性を示し， リン酸基の存在が溶菌酵素に対する抵抗性に

関与し持層における抵抗性を増強していることを明らかにした。
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論文の審査結果の要旨

細菌芽胞は 2 ないし 3 層の外被構造をもち，これが芽胞の抵抗性あるいは発芽機構と密接な

関係があることが示唆されている。これらの関係を明らかにするため外被構造の検討が進めら

れているが，その化学構造についてはほとんど明らかにされていない。本研究はこの点につい

て追求したものであり，とくに最外層の構造がガラクトサミン -6- リン酸の糖鎖を骨格構造と

することを明らかにした。このガラクトサミン 6 リン酸は，芽胞形成にともなって出現する
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UDP- アセチルグルコサミン -4ーエピメラーゼによって Nーアセチルグルコサミンから生合成

されることを明らかにした。これらの研究成果は芽胞殻の骨格構造を明らかにすると同時に最

外層の生合成機構にも重要な示唆を与えるものであり，薬学博士を授与するに値するものと判

定した。
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