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論文内容の要旨

う蝕病原菌Streptococcus rnutans は， Sucrose を基質として菌体外にグルカンおよびフルクタンを産

生することが知られている。グルカンおよびフルクタンはそれぞれ菌体外酵素Glucosyltransferase

(GTase) および、 Fructosyltransferase (FTase) によって合成され，う蝕の発生と進行に重要な役割

を演じていることが明らかとなっている。

S.rnutans は，いろいろな性状から均質な菌種とは言えず，さらに細かく分類される。最も一般的に

は菌体表層の多糖抗原の種類により a.-..g の 7 種の血清型に分けられており，これら血清型間の類縁性

と相違'性についてはいろいろな方法によって研究されている。

本研究では先ず，放射性Sucrose を基質に用い，血清型 a.-..g の S.rnutans計17株の菌体外組多糖合成

酵素 (GTase と FTaseを含む)を作用させ，不溶性多糖と可溶性多糖の合成率を比較した。その結果，血

清型 d と g の菌株は，他の菌株に比較して不溶性多糖の合成率が高かまった。また，各菌株の粗酵素の

GTase、活d性と FTase活性の測定を行ったところ，血清型 a ・ d ・ g の株は FTase活'性を示さず， GTase 

活性のみ示したのに対し，他の菌株の酵素からは，両活性が共に検出された。

次に，これら組多糖合成酵素を， SDS ーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) とポ

リアクリルアミド尿素ゲル等電点電気泳動 (PAG-IEF) によって分離し，活性染色法を検討した。

泳動後のゲルを Triton X -100を含有する酢酸緩衝液によってよく洗浄し，さらに Suctose と Triton

X-100を加えた緩衝液中で反応させることによって，酵素の位置に多糖バンドが形成された。形成さ

れたバンドをゲルから切り離して，加水分解し，構成糖の定性分析を行うことによって各バンドが

GTaseか FTaseかを知ることが可能であり，また，ゲルを PAS染色することにより，多糖合成酵素の
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高感度の活性染色が可能であった。

S.mutans17菌株から， SDS-PAGEにより見かけ上 7 種の活性バンドが得られ，その構成糖の定

性分析から，高分子側の 3 種がGTase C分子量: 156 K , 146 K , 135 K )で，低分子側の 4 種がFTase

(分子量: 108K , 95K , 80K , 76K) であることが明らかとなった。 FTaseバンドは血清型 a ・ d • g 

の酵素の泳動レーンからは検出されず，先に述べた a ・ d ・ g型の組酵素がFTase活d性を示さない，と

いう結果を支持していた。

一方、 PAG-IEFの活性バンドの定性分析から pI4.25 と 4.60の 2 種の FTase ノてンドと， pI が4.25 ，

4.60, 4.85 , 5.00 , 5.55, 5.70の 6 種と，さらに pI5.70付近に 2. 3 種の GTaseバンドが検出された。

2 種の電気泳動 CSDS-PAGE ， PAG-IEF) の泳動パターンにより各菌株の組酵素は，血

清型 a ，血清型 b ，血清型 C ， e , f ，血清型 d ・ g の 4 グループに分類された。

これらの分類は，既に報告されている S.mutans各菌株のDNA塩素のGC比に基づく遺伝学的分類

や，糖の分解性などに基づく生物学的分類とよく一致していた。

これらの検討で，菌体外に FTaseを分泌しないことが判明した血清型 a ・ d • g の菌株の中から，

S.mutans OM  Z 176株(血清型 d) を選んで， GTaseの精製を試みた。本菌を， Brain heart infusion 

broth で37
0

C ， 18時間培養した培養液から，遠心分離によって菌体を除き， 50%飽和の硫安塩析と透析

によって組酵素溶液を得た。

組酵素溶液を Sepharose 6 B のカラムにかけたところ活性部分は素通り画分に現れたので，これを限

外?戸過によって濃縮し， Chromatofocusingカラムにかけた。分離用ゲルとしてPolybuffer exchanger 

PB E 94を用い，溶出液として， Pharmalyte pH 2.5 - 5 を用いてChromatof ocusing を行ったとこ

ろ pH 5.5から2.5の良好な pH勾配が形成され， GTase-1 ,.._, 3 の 3 つの活性成分に分離した。

先ず，これら 3 種の酵素の活性の比較を行った。不溶性グルカンと可溶性クゃルカンの生成割合を検討

したところ， GTase-1 と GTase- 3 は不溶性グルカンの生成率がそれぞれ17% ， 13%で可溶性グルカ

ンの生成量が優っていたが， GTase-2 では可溶性グルカンは全く生成せず，不溶性グルカンのみが合

成された。

GTase、活'性は，プライマーの存在で活性化されることが知られている。そこでプライマーとして

Dextran T -10を濃度を変えて反応系に添加しで活性化のされ方を比較した。 GTase- 1 は Dextran

T-10の添加によってもほとんど活性化されなかった。これに対し GTase- 2 は Dextran T- lOの添

加によって濃度依存的に不溶性グルカン合成活性が活性化された。一方， GTase-3 では可溶性グルカ

ン合成活性が活性化された。

次にこれら 3 酵素によって合成されたグルカンの結合様式を調べた。各酵素に 5 %Sucrose を作用さ

せ，不溶性および可溶性グルカンを合成させ，よく洗浄した。これらのグルカンは箱森法によって完全

にメチル化し，加水分解後還元した糖アルコールとしたのち，アセチル化としたものをガスクロによっ

て分析してそれぞれの結合に由来するアルジトールアセテート体の比によってグルカンの結合様式の比

を算出した。

その結果， GTase-1 の合成するク。ルカンは不溶性，可溶性共に α- 1 , 6 結合が多かった。これに
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対し， GTase-2 は不溶性グルカンのみを合成し， 80%近く α ー 1 ， 3 結合であった。また GTase- 3 

の合成するグルカンは，それぞれ不溶性には α ー 1 ， 3 結合が，可溶性には α ー 1 ， 6 結合が多かった

が，それ以上に特徴的なことは，いずれも非還元末端と分岐部の Glucose残基が多くみられたことであ

る。

菌体の歯面への付着や菌体聞の凝集など，歯垢形成に関与している粘着性のグルカンは，これらの性

質の異なる GTaseの相乗効果によって生成するものと考えられる。

論文の審査結果の要旨

S.mutans は a-..g の 7種の血清型に分類されているが，これらの菌種が産生する Glucosyltransferase

(GTase) を精製し，これを指標としてその泳動パターンにより，血清型聞の類似性を検討した。その

結果 a-..g の 7 種の血清型は更に a 型， b 型， c ・ e ・ f 型およびd ・ g型の 4 種類に細分できること

が明らかとなった。

また，血清型D型の GTase は 3 種あり，それぞれが性質の異なったグルカンを生成することを明らか

にし，歯垢形成に関与している粘着性のグルカンはこれらの性質の異なる GTaseの相乗効果によって生

成するものとした。これらの成果は薬学博士の学位を授与するに値するものと判定した。
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