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論文内容の要旨

(目的)

Streptococcus r.nutαns はヒトあるいは実験動物におけるう蝕の主要な病原細菌とみなされている。 S. r.nutαns の

う蝕原性を担う重要な因子の 1 っとして クールコシルトランスフエラーゼ (GTase) が挙げられる。 S. r.nutαm のも

つ数種の GTase は共同で，スクロースを基質として粘着性のグルカンを合成し， S. r.nutαm 菌体を歯面へ強固に付着

させると考えられているO 近年， GTase をコードする遺伝子として，いくつかの gtf遺伝子が報告されている。しか

し， GTase に関する研究は，酵素化学および分子生物学の立場からそれぞれ独立に行われており， S. r.nutαns のスク

ロース依存性付着に深く関与している菌体結合型 GTase (CA-GTase) と gtf遺伝子との関係については未だ明らか

にされていない。そこで本研究では S. r.nutαns MT8148株の CA-GTase 遺伝子をクローニングし その特性を既報

の gtf遺伝子と比較，検討した。さらに CA-GTase 遺伝子にエリスロマイシン耐性遺伝子 (Emr) を挿入することで，

同酵素活性を失活させた変異株を作成し，得られた変異株のスクロース依存性付着能についても検討を加えた。

(研究方法)

S. r.nutαns MT8148 株の CA-GTase は菌体から 8M尿素により抽出し， DEAE-Sephacel およびヒドロキシアパタ

イトカラムクロマトグラフィーにより 分子量15.6万のタンパクとして精製された。得られた CA-GTase はプロテイ

ンシークエンサーで N 末端アミノ酸配列を決定した。ついで，この配列に基づいて，オリゴヌクレオチドを合成し，

これをスクリーニングのプロープとした。

S. r.nutαns MT8148株染色体 DNA を制限酵素 Spe 1 と Sph 1 で消化し，低コピー数のクローニングベクタ -pMW

119を使用して S. r.nutαns DNA ライブラリーを作製し， [32 PJで標識したオリゴヌクレオチドプロープを用いて，コロニー

ハイブリダイゼイションにより陽性クローンをスクリーニングした。得られた陽性クローンは制限酵素地図を作製するとと

もに，サザンフーロット法によって解析した。組換えタンパクの分子量と抗原性は， CA-GTase を家兎に免疫して得た抗 CA­

GTase 抗体を用いたウエスタンプ、ロット法で分析した。また，組換えタンパクの GTase 活性は，組換えプラスミドをもっ

大腸菌の溶菌液と[14C_ グルコース]スクロースを反応させ，合成された[14CJ グルカン量として測定した。

さらに， CA-GTase の機能を解析する目的で， CA-GTase を欠失した S. r.nutαns の変異株を作製した。 CA-GTase

遺伝子中の Mlu 1 サイトに Emr 遺伝子を挿入したプラスミドを構築し，このプラスミドを用いて ， S. r.nutαns MT 

8148株を形質転換して相同遺伝子組換えを行った。得られた変異株の変異をサザンプロット法で分析するとともに，
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GTase 活性およびガラス管壁へのスクロース依存性付着を，親株と比較した。

(結果および考察)

MT 8148株精製 CA-GTase の N 末端アミノ酸配列は， Asp-8er-Asn-Glu-8er-Lys-8er-Gln-Ile-8er-Asn-Asp の 12残

基と決定された。この結果は，既報の S. mutαns G8-5 株 gtfB 遺伝子の DNA 配列より推定されたアミノ酸配列の

39から 50番目に相当するものであった。 MT 8148株 DNA ライブラリーのスクリーニングの結果， 5.6 kb の挿入断片

を持つ CA-GTase 遺伝子を含むプラスミドを選択し， p8K6 と命名した。 CA-GTase 遺伝子の制限酵素切断部位は G8-

5 株 gtfB遺伝子のそれと調べた限り一致していた。また， CA-GTase 遺伝子は gtfB遺伝子の 3' 末端を特異的に認

識する合成オリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイズしたが， G8-5 株 gtfC遺伝子の 5' および 3' 末端を特異

的に認識するプロープとはハイブリッドを形成しなかった。以上の結果は， MT 8148株 CA-GTase 遺伝子が G8- 5 株

gtfB遺伝子と類似していることを示唆しているO

また， CA-GTase 遺伝子をプロープとして MT 8148株染色体 DNA とサザンプロット分析を行うと， MT 8148株に

も G8- 5 株と同様に gtfB と相同性の高い gtfC に相当する遺伝子 (gtfC') の存在が示唆された。この遺伝子を得る

ため， p8K 6 をプローブとして上記の DNA ライブラリーを再度スクリーニングし， 4.7 kb の挿入断片を含むクロー

ンを選択して，これを p8K 16 と命名したo p8K 16の挿入断片は G8- 5 株 gtfB遺伝子の 5' および 3' 末端を特異的

に認識する合成オリゴヌクレオチドプロープとはハイブリッドを形成しなかったが， gtfC遺伝子の 5' および 3' 末

端を認識するプロープにはハイプリダイズした。さらに， CA白GTase 遺伝子と gtfC遺伝子が前後一列につながった

クローンを選択し，その制限酵素部位を調べた結果， MT 8148株は G8- 5 株と同じく gtfB-gtfC遺伝子がタンデム配

列していることが明らかになった。

ウエスタンプロッティングによると， p8K 6 の遺伝子産物はウサギ抗 CA-GTase 抗体と 162 kDa の l 本のバンドを

形成した。一方， p8K 16の遺伝子産物は152 ， 138, 115 , 96 kDa の 4 本のバンドが現われた。いずれの遺伝子産物も，

GTase 活性を示したが，高い活性を示した p8K 6 に対し， p8K 16は1/7の活性しか示さなかった。また， p8K 6 遺伝子産

物の非水溶性グルカンの全グルカン量に対する割合は，精製 CA-GTase と同様に95%以上を占めることが明らかにされた。

CA-GTase 遺伝子に Emr 遺伝子を挿入したプラスミドを MT 8148株に形質転換すると， CA-GTase 遺伝子 ， gtfC' 

遺伝子，および両者に Emr 遺伝子が挿入された 3 種の変異株 82 ， R4 , 85 株が出現した。 82 ， 85 株のコロニー形

態は親株である MT 8148株のそれとは異なっていた。菌体上および培養上清中の GTase 活性も親株と比較して低下

し，とくに，両者に Emr 遺伝子が挿入された株は活性が非常に低かった。さらに，スクロース存在下でのガラス管壁

への付着について調べると ， 3 種の変異株はいずれも強固な付着は示さなかったものの， 82 株は R4 株よりも付着

は有意に高かった。以上の結果は，スクロース依存性付着に， CA-GTase 遺伝子および gtfC' 遺伝子によって制御さ

れる 2 つの GTase の共存が不可欠であり ， gtfC' 遺伝子がより重要な役割を担っていることを示唆しているO

論文審査の結果の要旨

本研究は， S. mutαns MT 8148株菌体結合型グルコシルトランスフエラーゼ (CA-GTase) 遺伝子をクローニング

し，その特性を既報の GTase 遺伝子と比較・検討した。さらに，同遺伝子にエリスロマイシン耐性遺伝子を挿入する

ことで，同酵素活性を失活させた変異株を作成し，得られた変異株のスクロース依存性付着能についても解析をした

ものである。

その結果， CA-GTase 遺伝子を低コピー数のプラスミドベクターである pMW 119を用いてクローニングしたところ，この

遺伝子産物はウサギ抗 CA-GTase 抗体と反応し，高い GTase 活性を示した。また，同遺伝子は， S. mutαns G8-5 株の gtf

遺伝子に極めて相同性の高いことが明らかになった。さらに，スクロース依存性付着には， CA-GTase 遺伝子および同遺伝

子の下流に存在するもう 1 つの GTase 遺伝子によって制御される 2 つの GTase の共存が不可欠であることが示唆された。

これらの知見は， CA-GTase 遺伝子のスクロース依存性付着機構の一端を明らかにしたものであるO また，得られ

た組換えプラスミドや GTase 欠損株は， CA-GTase の局在や菌体との結合様式の解明に有用な手段として役立つも

のであり，本研究は博士(歯学)の学位請求に十分に値する業績であると認める O


