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要約

S′r響′οcοεε
“
S Orα′isは ,口腔常在細菌叢を構成するα溶血性レンサ球菌の一

菌種で,出産直後の乳児口腔からも検出される。S.οrα′isは ,ス クロースから

グルカンを合成する酵素グルコシル トランスフェラーゼ (GTase)を産生 し,そ

の働きによリデンタルプラークの形成に関与すると考えられている。本研究で

は,S.ο rα′Jsの GTascを分離精製し,その生化学的および免疫化学的性状を明か

にするとともに,分子生物学的解析を加えた。

S.ο rα′Js GTaseを 培養上清からカラムクロマ トグラフィーにより分離し,SDS―

PAGE上で分子量173 kDaを示す単一のバンドにまで精製した。精製標品の生化

学的性状を調べたところ,等電点は6.3,至適pHは6.5,ス クロースを基質とし

たときのκ
“
値は2.49 mMであつた。同GTaseは ,主に水溶性グルカンを合成す

るプライマー非依存性の酵素であり,同活性は主に2価の金属イオンにより阻害

を受けた。またS.οrα′おGTascの 添加は ,srrη′οεοεε′S閣ン′α″S静止菌体のガラ

ス試験管壁への付着を明確に増強 した。同標品を家兎に免疫 して得られた畑 .

οrα Jお GTasc抗体は,精製S.ο rαお GTaseのグルカン合成活性を濃度依存的に阻

害した。また同種のS.ο rα′Jsお よび近縁種であるSrrη
`ο

εοcc“ S Sα ttg“ Js,

Srrη′θcοcc夕S gο rごο″jjのGTase活性も有意に阻害した。

S.οrαιおGTaseの N末端22ア ミノ酸のシークエンスを決定 したところ,他の口

腔レンサ球菌のGTaseの推定アミノ酸配列とは一致せず,ま たホモロジー検索を

しても相同性が高いアミノ酸配列は存在 しなかった。この配列をもとに合成オ

リゴヌクレオチ ドプロープを作製し,S.οrα″s GTascをコー ドする遺伝子を含む

8.l kbの DNA断片をクローニングした.同DNA断片のDNA塩基配列を決定 した

ところ2つのオープンリーディングフレーム (ORF)が含まれてお り,861 bpの

塩基対からなる一つ目のORFは ,S.οra′js GTascの正の制御遺伝子である/gg遺

伝子であつた。4728 bpの 塩基対からなる下流のORFは ,S.ο rα′is GTascを コー

ドするまμ 遺伝子であり,その推定アミノ酸配列上のN末端側の55か ら186番

目の配列はS.ο rα′ぉGTascに特異的な配列であつた。抗生物質耐性遺伝子の挿入

により作製されたS.οrαιおrgg,gr/R遺伝子欠失変異株の性状の解析から,rgg



遺伝子はGTaseの産生の正の制御遺伝子であること,Jμ 遺伝子はS.οrα′is

GTaseを唯一コー ドする遺伝子であることが確証された。またrgg,g響 遺伝子

欠失変異株のコロニーの形態の相異から,S.ο rα JJs rgg遺伝子は他の遺伝子の発

現にも影響を与えることが示唆された。



はじめに

血液寒天培地上でα溶血性を示すサングイスレンサ球菌は,口腔の常在細菌

叢を構成する主要な細菌群であり (古賀と浜田,1992),心内膜炎 (whiteら ,

1946,Parkerら ,1976,Dou」 asら ,1993)や ,敗血症 (Parkerら ,1976,

Gaudreauら ,1981)な どとの関連が示唆されている。このサングイスレンサ球

菌は,以前は “strepιοcοccus sanguFs"と 総称され,う 蝕原性細菌のミュータン

スレンサ球菌と同様に歯の萌出直後から検出されるものの,う 蝕の発生が増加

するに伴いその検出率が低下するというミュータンスレンサ球菌と相反する消

長を示すことから,う 蝕の発生にはネガティブに作用する菌種と考えられてい

た。しかしこの,sangυ isと 総称される菌群は,生化学的,血清学的,さ らには

遺伝子的にも異なる性状を有する菌群の集まりであり,現在では,οraris,,

sanguFs,'gordο nffな どに細分されている。このうちS.οraFisは ,ス クロース

から菌体外多糖を合成するという,sang口fsや,prdοnffと 共通する性状を有す

るものの,アルギニン,エスクリンを加水分解せず,ラ フイノースを分解して

酸を産生するもののイヌリン, トレハロースから酸産生をきたさず,培養液中

に3%塩化ナトリウムが存在すると増殖出来ないという,,sanguFsや,

gordοnffと は異る生化学的性状を有している (Bridgeと sneath,1982)。 この,

。rarisは ,出産直後の乳児の口腔内からも検出され (Pearceら ,1995),う 蝕の

有無に関わりなく形成途上のプラークからかなり高率に検出されることから

(Frandsenら ,1991),う 蝕の発生に重要な役割を演じていないものの (Nyvad

ら,1990),デンタルプラークの形成には深く関与すると考えられている。

,οraFisは ,他のサングイスレンサ球菌 (Kilianら ,1989,Willcox,1995)や

ミュータンスレンサ球菌 (Fujiwaraら ,1992,Kuramitsu,1993)と 同じく,ス

クロースよリグルカンを合成する酵素グルコシルトランスフェラーゼ (GTase)

を産生する。ミュータンスレンサ球菌の場合,ス クロースからのグルカン合成

はう蝕発生における主要な病原因子であることから,GTaseの精製とその生物学

的性状の評価が詳細になされている (Hamadaら ,1989)。 さらにGTaseを コー

ドする遺伝子のDNA塩基配列も決定され,分子生物学的応用もなされている



(Fujiwaraら ,1992,1996,1998)。 一方サングイスレンサ球菌のGTascについ

ては ,こ れまでS.gθ rグο″Jjについての報告がなされているにすぎない。それに

よるとS.gοrあ″jjの GTaseは ,分子量174 kDaで 主として水溶性グルカンを合成

し,プライマー非依存性である (Grahamcら ,1985)。 またS gοrあ″jiの GTase

をコー ドする遺伝子 (grfG)は ,4734 bpの オープンリーディングフレーム

(ORF)か らなり,その上流にはGTaseの産生を正に制御する遺伝子 (rgg)が

存在する.同遺伝子の変異はGTaseの産生を消失させ ,こ の変異がスクロース寒

天培地上でのコロニー形態の変化をもたらす (培地に固く食い込んだ特徴的な

コロニーから容易に釣菌できる軟らかいコロニーに変化する)こ とが報告され

ている (Sulavikら ,1992,1996,Vickermanら ,1997)。 またgrfG遺伝子には ,

口腔 レンサ球菌のGTascに特徴的な領域であるスクラーゼ活性部位とグルカン結

合部位が保存されてお り,ま たそのN末端側には変化に富む領域も存在 して他の

口腔レンサ球菌のGTascと は異なる配列が認められている。

本研究の目的は,S.θ rα′ぉが産生するGTaseを分離精製 し,そ の生化学的性状

と免疫化学的性状を明かにするとともに,GTaseを コー ドする遺伝子のDN臨

基配列を決定 し,ミ ュータンスレンサ球菌あるいはS gο rあ″Jjの GTaseとの相違

点を分子生物学的に解析することである。



材料と方法

1.供試菌と培養条件

本研究では,οraffs ATCC10557株 を主に用いた。この他に,οra′is SK23,

ATCC9811, ,sanguis ATCC10556, ST3, ST7, ,gordοnif ATCC10558,

SK51, F90A, Strepιοcοccus“υιansルIT8148, StrepιοcοccLIS SObrfЛ us 6715,

Streptο cοccus saFivarfus HHT,Strepιοcοccus“ jιfs SK24,ATCC903の 各株を実

験に供試 した。これらの菌株は大阪大学歯学部小児歯科学講座および口腔細菌

学講座の保存菌株である。また遺伝子操作の宿主としてEscヵ ettc力 fa cο′f XL2

(Stratagene Ltd.,Cambridge,UK)を 使用 した。

レンサ球菌の培養には,Brain heart infusiOn(BHI;Difco laboratories,

Detroit,Mich.)培地,TTY培地 (Hamadaと Toni,1978)の 透析外液,Mius―

sJ市 arius寒天培地 (Ms;Difco),あ るいは血液寒天培地 (5%羊脱繊血含有 )

を用い,37℃ で静置培養した。E.cοffは ,Luna― Bertani培地で震盪培養,あ る

いはこの培地に1.5%寒天末を添加 したLB寒天培地を用いて37℃で培養 した。

また必要に応 じてLB培地には,テ トラサイクリン (7.5 μg/ml;矛日光純薬),ア
ンピシリン (loo μg/ml;和光純薬),エ リスロマイシン (500 μg/ml;和光純

薬),カ ナマイシン (30 μg/ml;和光純薬)を ,Ms寒天培地にはエリスロマイ

シン (5 μg/ml),カ ナマイシン (250 μg/ml)を添加 し,選択培地として用

いた。

2.S.οraFis菌体遊離型GTaseの 精製

,。raris ATCC10557株 由来のGTaseを 以下の方法で精製 した。ATCC10557

株をTTY培地透析外液に接種 し,培養液の濁度が波長550 nm(OD550)で 0.8に

達するまで37℃ で培養 した。この培養上清を60%飽和硫酸アンモニウムで塩析

後,10 mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液 (NaPB,pH6.0)で 透析 し,粗GTase画分と

した。同画分をQ sepharOse FF(Pharmacia Biotech AB Uppsala,Sweden)を 用

いた陰イオン交換カラムに添加 し,lo mM NaPB(pH6.5)で 洗浄 した後,吸着

したタンパクをo～ l M NaClの 直線濃度勾配によって溶出させた。各フラク



ション毎に波長280 nmでの吸収 (A280)と 下記に示す方法でグルカン合成活性

を測定 した。これらのフラクションのうちグルカン合成活性を示す画分を集め

て80%飽和硫酸アンモニウムで塩析 し,lo mMリ ン酸カリウム緩衝液 (KPB,

pH6.0)で透析 したものをGTase部分精製標品とした。この標品をさらにハイド

ロキシアパタイ トカラムBIo― scale CHT10-I(BIO― RAD LaboratOries,Hercules,

Cal.)に 添加 し,吸着 したタンパクをlo-500 mM KPB(pH6.0)の 直線濃度勾

配によって溶出させた。上記と同様に各フラクション毎にA280と グルカン合成

活性を測定 し,グルカン合成活性画分を回収してGTase精製標品 (GTaseR)と

した。また,精製各段階のGTase標品に対 して,ウ シ血清アルブミン (BsA;

Sigma Chemical Co.,St.Louis,Mis.)を 標準タンパクとしてLowryら (1951)の

方法に基づいてタンパク定量を行った。

3.各口腔レンサ球菌GTaseの調製

本研究に供 したすべての口腔 レンサ球菌の菌体遊離型GTase画分を以下の方法

により調製 した。各供試菌をBHI液体培地にて37℃ ,一晩培養 し,その培養上

清を50%飽和硫酸アンモニウムで塩析後,lo mM NaPB(pH6.0)に て透析 して

菌体遊離型GTase画分とした。,mυιansの菌体結合型GTase画分の調製は以下

のようにして行った。上記培養で得られた菌体をlo mM NaPB(pH6.0)で洗浄

後,8M尿 素を含むlo mM NaPB(pH6.0)で抽出したものをlo mM NaPB

(pH6.0)に て透析 して菌体遊離型GTase標品として用いた。各GTase画分はLowry

法でそのタンパク量を,ま た下記の方法でグルカン合成活性を測定 した。

4。 ,οraFisリ コンビナントGTaseの調製C

8 οralis GTaseに対する組換え遺伝子を含むE cοffを LB液体培地で濁度が

OD550が0.6に達するまで37℃で培養し,遠心後E cο′j菌体を回収し,lo mM

NaPB(pH6.0)で 洗浄した。この菌体にlmMフ ェニルメチルスルホニルフルオ

リドを含むlo mM NaPBを 加えて懸濁し,氷上でlo秒間,超音波発生機 (Handy

Sonic UR 20P,ト ミー精工,東京)を用いて超音波破砕し,これをリコンビナン



卜GTase(rGTase)と した。

5.グルカンおよびフルクタン合成活性の測定

(1)GTaseの グルカン合成活性の測定

GTase活性はKogaら (1986)の方法に従い,グルカン合成量を測定すること

により行った。すなわち20 mMの 114cグルコースlス クロース (1.85 GBq/mol;

New England Nuclear,BOstOn,Mass.)を含むo.l M KPB(pH6.0)を 等量の

GTase試料 と混和 し,37℃ で 1時間反応 させた。この反応液を濾紙片 (1× 2 cm,

514A,Advantec TOyo,大 阪)に スポッ トし,乾燥後,未反応のスクロースを十

分量のメタノールで 3回洗浄 した。濾紙 に残った 放射活性を液体シンチ レー

ションカウンター (LKB‐ Wallac,RackBeta 124 1型 ,wallac Oy_Turku,

Finland)で 測定し,総グルカン合成量とした。また反応液をスポットした濾紙

を蒸留水で洗うことにより,非水溶性グルカン合成量を測定した。GTaseの酵素

活性は,1分間にl μ m01の グルコース残基をスクロース分子からグルカンに転

移する酵素活性を1単位 (U)と した (Hamadaら ,1989).

(2)FTaseの フルクタン合成活性測定

上記の反応系に用いた 114cグ ルコースlス ク

ロース (1_85 GBq/mol;New England Nuclear)

メタノールで洗浄することにより 114clフ ルク

ロースを 114cフ ルクトース|ス ク

に代え,上記の反応を行った後

タン合成量を測定 した。

6.S.“υtans静止菌体のスクロース依存性平滑面付着に対するS.ο ra′fs GTaseの

影響

BHI培地で培養したs mυιans MT8148株菌体をo.o5%ア ジ化ナ トリウム

(NaN3)を含むo.l M KPB(pH6.0)で 洗浄後,1%ス クロースを含む同緩衝液

に懸濁し,菌液の濁度がOD550で 1.0と なるように調製した。同菌液3 mlと 各酵

素量の,οraFis GTase精製標品を混和してガラス試験管に加え,水平面に対して

30° に傾斜させて,37℃ ,18時間静置させた。ついでガラス試験管をボルテッ



クスミキサーで撹拌して非付着菌体を除き,そのOD550値 を測定して非付着菌体

量とした。付着した菌体はさらに試験管に蒸留水を加え,試験管壁より超音波

発生機 (Handy Sonic UR-20P)を 用いて完全に剥離してその菌液のOD550を湖1定

して付着菌体量とした.こ れらのOD550値 から全菌体に対するS.閣
“
′α″s静止菌

体の付着率を計算した。

7.1が.οrα′js GTase抗体の作製

S.ο rα′お精製GTasc標品をフロイントの完全アジュバント (Difco)と ともに

超音波処理 して混和 し,油中水型乳剤を作製 した。同乳剤を2週間毎に3回 ,ウ

サギ背部に筋注し,免疫を行つた。2週間後に耳介静脈より採血 し,得 られた血

清を33%飽和硫酸アンモニウムで2回塩析 した後 ,リ ン酸緩衝生理食塩水

(PBS;pH7.2)で透析 したものを郊 .ο″αお GTase抗体とした。

8.邦 .ο rα′Js GTase抗体によるグルカン合成阻害作用

S.οrαJJs精製GTasc(lmu)に 各タンパク量 (0～32 μg)の都 .ο rα′js

GTase抗体を加え,37・Cで 30分間反応させた。同反応液に [14cグルコース]ス ク

ロースを加えて37・Cで 1時間反応させ ,上記の方法でグルカン合成活性を測定

した。また各口腔 レンサ球菌GTase標 品 (lmu)に 対 しても郊 .οrαJjs GTase抗

体 (タ ンパク量32 μg)を加え,37°Cで 30分間反応後 ,同 じくグルカン合成活

性を演1定 した。

9。 SDS―ポ リアクリルアミド電気泳動 (SDS―PAGE)

供試 レンサ球菌のGTase標 品に,等量の2× SDS― PAGE sample loading buffer

[SL buffe■ 100 mM Tns― HCl(pH6.8),100 mMジ チオスレイ トール (和光純

薬),2%SDS,0。 1%ブ ロモフェノールブルー (和光純薬),20%グ リセ リン

(和光純薬)]を加え,95°Cで 5分加熱してSDS―PAGE用試料とした。またリコ

ンビナントタンパクのSDS―PAGE用試料は以下のようにして調製した。GTase遺

伝子を組換えしたE.εο′jを LB液体培地でOD550が 0.6と なるまで培養し,遠心分



離により回収した菌体を,lo mM NaPB(pH6.0)で 2回洗浄後,精製水に懸濁

した。これを等量のSL bufferと 混和し,95℃で5分加熱してsDS― PAGE用試料と

した。

SDS―PAGEは,Laemmli(1970)の方法に準じて行った。アクリルアミドの濃

度は分離用として7.5%,濃縮用として3.0%のグルを用いた。分子量測定用マ

ーカーとして,タ ンパク質分子量マーカー「第一」・H(第一化薬,東京)を用

いた。電気泳動は,室温,15 mA定電流で行った。

SDS―PAGE後のグルをo.25%ク マシーブリリアントブルーR-250(Sigma)を

含むメタノールー酢酸―水 (45%‐ 10%-45%)混液で30分間染色後,メ タノール‐

酢酸―水 (45%-10%-45%)混液 (脱色液)で脱色 し,タ ンパク質のバンドを視

覚化 した。

GTaseの活性染色は,Mukasaら (1987)の方法を参考にして以下のように

行った。SDS― PAGE後のグルを5%ス クロース,0.05%NaN3,2%TritOn x―

100(和光純薬)を含むo.l M NaPB(pH6.5)|こ 浸 し,37℃ で1時間処理 した。

このグルをMilliQ水 で洗浄後,20%ト リクロロ酢酸で25℃で5分間固定 し,再

びMilliQ水 で洗浄した。さらにグルを7%過 ヨウ酸ナ トリウムを含むlo mM酢

酸ナ トリウム緩衝液 (pH5.0)に 浸 し,遮光 して37℃ で10分問処理 した。グル

を0.1%硝酸銀でヨウ化銀が検出されなくなるまで精製水でよく洗浄後,シ ッ

フ試薬 (和光純薬)と 反応させ,GTaseに より合成されたグルカンのバンドを視

覚化 した。

10。 ウエスタンブロッ ト分析

SDS PAGE後 のグルをプロッティング緩衝液 (39 mMグ リシン,48 mM Tns,

0.037%SDS,20%メ タノール)で平衡化 したPoly宙nilliden dinuoride膜

(PVDF膜 :ImmObi10n;Millipore,BedfOrd,Mass.)に プロッティング緩衝液 とセ

ミドライ式プロッティング装置 (Trans‐ blot SD;BIO― RAD)を使用 して転写 し

た。転写は10Vの定電圧で 1時間行った。転写 したPVDF膜のブロッキングは ,

0.05%TritOn X-100を 含むPBs(PBST)に 5%BSA, 0.05%NaN3を ,容解 した



ものを用いて室温で1時間震盪することにより行つた。ブロッティング後の

PVDF膜をPBSTで 3回洗浄後 ,PBSTで 1000倍希釈 したウサギlが.ο rα′js GTase

抗体と室温で1時間反応させた.ついでPBSTで 3回洗浄後 ,PBSTで 1000倍希釈

したアルカリフォスファターゼ標識のブタ抗ウサギ免疫グロブリン抗体

(Dakopatts,GlostuP,Denmark)と 室温で1時間反応させた。反応後のPVDF膜を

PBSTで 5回洗浄後 ,100 mM NaCl,5 mM MgC12を 含む100 mMト リスー塩酸緩

衝液 (pH9.5:AP緩衝液)で洗浄 した。このPVDF膜に発色基質を添加 したAP緩

衝液を加えて発色させ,バンドを視覚化 した (Sambr00kら ,1989).

H.等 電点電気泳動 (IEF―PAGE)

S.οrα″s精製GTaseの 等電点電気泳動は ,Phastsystem(Pharmada)を使用 し

て行つた。泳動ゲルはPhastGel IEF3-9(Pharmacia)を ,等電点 (pI)マーカー

はISOEuCrRIC FOCUSING CALIBRAT10N KIT (P13-10;Pharmacia)を用

い,添付の指示書に従い ,泳動を行つた。GTaseの バン ドは活性染色を行 うこと

により視覚化 し,GTaseの等電点はPIマーカーの移動度 とGTaseのバン ドの相対

移動度から算出 した .

12.S.ο rα′Js GTaseの N末端アミノ酸配列の分析

S.οrα′お精製GTascの SDS― PAGE後のグルをPVDF膜 (PrOblott;Applied

Biosystems,Foster City,Cal。 )に転写した。転写したPVDF膜を蒸留水で洗浄

し,100%メ タノールに湿潤させた後 ,0。 1%ク マシープリリアントブルーR―

250を 含むメタノールー酢酸―水 (40%-1%-59%)混 液で1分間染色し,50%メ

タノールで脱色後 ,蒸留水で洗浄して精製S.ο rα′is GTaseの バンドを視覚化 し

た。同バンドを切 り出してプロテインシークエンサー (Modc1 477A,Applicd

Biosystems)を用いて,精製S.ο rα′is GTascの N末端アミノ酸配列を決定 した。

13.染色体DNAの調製

S.ο rαιjs ATCC10557株を500 mlのBHl液体培地で37°C,18時間培養後 ,遠
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心 して菌体を回収 した。菌体をTloEl Nloo(10 mM THs,l mM EDTA,100 mM

NaCl)緩衝液 (pH8.0)で洗浄後 ,5 mlの 同緩衝液に懸濁 し,ム タノリジン

(0.25 mg/ml;大 日本製薬,大阪)を加え,50°Cで 1時間反応させた。同反応液

にN―laurolyl sarcOsinc(最 終濃度1.5%)と EDTA(最終濃度10 mM)を加え ,

10分問処理 した。さらにRNasc(0.3 mg/ml;和 光純薬)を添加 し,37°Cで 1時

間反応後 ,PrOteinase K(0.3 mg/ml;Merck,Darmstadt,Gcrmany)を 加え,50°C

で1時間反応 し,染色体DN珊 画分を得た。ついでこの粗画分をTHs―HCl

(pH8.0)飽和フェノール,ついでTHs―HCl(pH8.0)飽和フェノールークロロホ

ルムイ ソアミルアルコール (25:24:1),最後にクロロホルムイ ソアミルア

ルコール (24:1)で処理することにより染色体DNA画分の抽出を行つた。さ

らにこのDNA画分に100%エタノールを加え,沈殿 した染色体DNAを ガラス棒

に巻き付けて回収 した。これを70%エタノールで洗浄後 ,風乾し,lmM

EDTAを含む10 mMト リスー塩酸緩衝液 (pH8.0;TE緩衝液)に溶解 した。この

ようにして調製した染色体DNAは波長260 nmにおける吸光度 (A260)を 演1定 し

て濃度を決定 し,4°Cにて使用するまで保存した。また他の供試レンサ球菌の染

色体DNAも上記と同様にして調製 した。

14.DNAの電気泳動

(1)アガロースゲル電気泳動

TAE緩衝液 (40 mM Tris,40 mM酢 酸,lmM EDTA,pH8.0)に 0.7%アガロ

ースS(ニ ッポンジーン)を加えて加熱溶解 したものを電気泳動用のゲルとして

使用 した。泳動用緩衝液にはTAE緩衝液を用い,100V定 電圧で電気泳動を

行つた。DNAサ イズマーカー としてはl kbラ ダー (New England Biolabs)を 使

用 した。泳動後のゲルを臭化エチジウム (l μg/ml;和 光純薬 )溶液で15分間

染色後 ,波長312 nmの紫外線でDNAのバン ドを検出 した。

(2)アクリルアミドゲル電気泳動

電気泳動用のグルには12%ア クリルアミドをTBE緩衝液 (89 mM Tris,89



mMホ ウ酸,2 mM EDTA,pH8.0)に 溶解し,重合したものを用いた。泳動用緩

衝液にはTBE緩衝液を用い,loo V定電圧で電気泳動を行った。DNAサイズマ

ーカーとしてはDNA Molecular Weigt Marker V(BOehringer Mannheim GmbH,

Mannheim,Germany)を 使用した。泳動後のグルにおけるDNAのバンドの視覚

化はアガロースグル電気泳動の場合と同様にして行った。

15。  PCR

通常のPCRに よるDNAの増幅には,Ampli Taq Gold(Perkin― EImer

Cooperation,Norwalk,Ct.)を 用い,サーマルサイクラー (GeneAmp PCR

System 2400,Perkin‐ Elmer)を使用 して反応 を行 った。PcRの条件は添付の指

示書に従い,設定 した。また2 kbを こえるような増幅領域の長いlong and

accurate PCR(LA PCR)に は, Takara LA PCR Kit ver.2.1(重 ヨ酉造)を使用 し

た。LA PCRは ,熱変性 (96℃ ,30秒),ア ニーリング (48℃ ,1分),伸 長反応

(72℃ ,5分)を 30サイクルと伸長反応 (72℃ ,7分)の条件で行った。

16。 使用プラスミドとその構築

遺伝子操作に使用 したプラスミドを表1に挙げる。各種制限酵素は,New

England Biolabsお よび宝酒造から購入した。アガロースグルからのDNAの 回収

にはQIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN GmbH,Hilden,Germany)を 用いた。

アクリルアミドグルからのDNAの 回収は高塩抽出法により行った。すなわち目

的とするバンドをグルより切 り出し,l mM EDTA,0.2%ド デシル硫酸ナ トリ

ウム (SDS;和光純薬)お よびo.3 M NaClを含むlo mMト リスー塩酸緩衝液

(pH8.0;Tris― HCl)中 に浸せきし,37℃ で一晩静置抽出した後,エタノール沈

殿させた。

プラスミドの調製は,必要とする精製度と収量に応 じてHdmesと Qui」ey

(1981)の沸騰法,Birnbdmと Ddy(1979)のアルカリ法とそれに続 くポリエ

チレングリコール沈殿法,お よびWizard Plus Minipreps DNA Purinca● On

System(PrOmega)さ らにQIAGEN Plasmid Mega Kit(QIAGEN)を 用いて行っ

12



表1 本研究で使用 したプラスミド。

プラスミド 特性 由来

pUC19

pⅣIW l19

pGEM‐ T Easy

pTHN01

pTH121

pTH171

pTH181

pTH275

pTHR8

pTH805

pTH808

pTH818

負γ告じ理
するクローニングベクター,Ampr,

tr雪誓性す
るクローニングベクター,Ampr,

E.εο′:に対するPCR産物のクローニングベク
ター, Ampr

S.ο″′おGTaseの N末端アミノ酸シークエンス

賃菅覺意:860bpの
断けヤをpGEM―T Easyに 利11奥

1.4 kbの pTHN01の挿入断片を含むs.ο
“
′J∫

義賃itリビτ号夢
°R Ittl`針浮i化 1吻をpUC19に紅ll奥

義党省鰐
鮎 縫財 続 編 鰐 た組

2 kbの GTaseのC末端をコー ドする遺伝子を含む

組換えず 懇 の PNAゅ
ηI完全消化物をpUC19に

S.ο rαιむgクR遺伝子の全長を含む5.5 kbの 断片を
pGEM‐ T Easyに 組換えしたもの

S.θ rα Jな 暉g遺伝子を含むpTH171のサブクローン

pTHR8に エリスロマイシン耐性遺伝子を挿入した
もの,Emr

紹電ヽ6乱鷺孟ド藉 離計
3 kbの

pTH808にエリスロマイシン耐性遺伝子を挿入
したもの,Kmr

宝酒造

ニッポンジーン

Promega

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

・Emr,Kmr,Amprは ェリスロマイシン耐性,カ ナマイシン耐性,ア ンピシリン耐性で
あることを示す。
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た。DNA末端の平滑化はT4DNAポ リメラーゼを利用するDNA BIundng Kit(宝

酒造)を用いて行つた。またDNAの連結は,T4リ ガーゼ (Ncw England

Bblabs)を 用い,16°Cで一晩反応させることにより行つた。その他のDNAの操

作はSambroOkら (1989)の 記述に従つた。

17.サザンブロット分析

(1)合成オリゴヌクレオチ ドの標識

合成オリゴヌクレオチ ドの標識は,MEGALABEL Kit(宝 酒造)お よび 〔γ―

32P]dATP(37 MBq/mmol;New England Nuclear)を 用い,フ ォスフォリレー

ション反応により合成オリゴヌクレオチ ドの5'末端を標識 し,サザンハイブリ

ダイゼーションのプローブとして用いた .

(2)DNA断片の標識

DNA断片の標識は,Random p●mer Labeling Kit Vcr.2(宝 酒造)および [α―

32P]dcTP(37 MBq/mm01;Ncw England Nudcar)を 用いて添付の指示書に従

い,ラ ンダムプライマー法によりDNA断片を標識した。

(3)サザン トランスフアー

泳動後アガロースゲルをアルカ リ溶液 (1.5 M NaCl,0.5 M NaOH)に 30分

問 ,ついで中和溶液 (1.5 M NaCl,l M Tns― HCl;pH7.4)に 30分間浸潤後 ,ナ

イロン膜 (HYbond― N,Amcrsham,Buckinghamshirc,England)を 密着させ ,20×

SSPE(3 M NaCl,173 mM NaH2P04,25 mM EDTA)を用い,毛細管現象を利

用 してDNA断片をナイロン膜に転写 した。DNAの転写されたナイロン膜はUV

クロス リンカーー (CL-1000 ULTRAVIOLET CROSSLINNKER,UVP,INC.,

Uメand,Cal.)を用いて紫外線を照射することによりDNAを膜上に固定した。

(4)コ ロニーブロット

組換えE.cο′jのスクリーニングはコロニーブロット法により以下のようにし
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て行つた。組換えE.cο′jを培養 したLB寒天培地上にナイロン膜を接着させ,各

コロニーを転写後 ,その膜を10%SDS溶液で5分間,アルカリ溶液で5分間,つ

いで中和溶液で5分問処理 した。これを上記と同じく紫外線の照射によりDNAを

膜上に固定 した。

(5)サザンハイブリダイゼーション

合成オリゴヌクレオチ ドをプローブとしたときのサザンハイブリダイゼー

ションは以下の方法で行つた.DNAボ トル (ク ラボウ,倉敷)に転写後のナイロ

ン膜を入れ ,6× SSPEに ナイロン膜を2分間浸した。ついで6× SSPEを捨て,ハ

イブリ溶液 [5 μg/mlサケ精子DNA(不口光純薬),6× SSPE,0.5%SDS,5×

Denhard試薬 (0。 1%Ficon 400(和 光純薬),0.1%ポ リビニルピロリドン

(Sigma),o.1%BSA)]をカロえ,DNAオーブン (ク ラボウ)を用いて10-20

rpmで回転させながら68°Cで 2時間プレハイブリダイゼーションを行つた。プ

レハイブリダイゼーション溶液を捨て ,新 しいハイブリ溶液と交換 し,1-2

ng/mlの標識 した合成オリゴヌクレオチ ドを加え,10-20 rpmで 回転させながら

42°Cで一晩ハイブリダイゼーションを行つた。ハイブリダイゼーション後のナ

イロン膜は,一次洗浄液 (2× SSPE,0.5%SDS)を 用いて42°Cで 10分間洗浄

後,二次洗浄液 (0.1× SSPE,0.5%SDS)を 用いて55°Cで 30分間洗浄した。洗

浄後のナイロン膜は,聯 用フィルム (RX100,富士フィルム,東京)に -80
°C,18時間露光した。

DNA断片をプロープとしたときのサザンハイブリダイゼーションは以下のよ

うにして行つた。50%ホルムアミド (和光純薬)を添加 したハイブリ溶液を用

いて42°Cで 1時間以上プレハイブリダイゼーションを行つた.プレハイブリダ

イゼーシヨン後 ,新 しい同ハイブリ溶液と交換 し,標識 したDNA断片を加え ,

上記と同じくハイブリダイゼーションを行つた。ハイブリダイゼーション後の

ナイロン膜は,一次洗浄液を用いて42°Cで 10分間洗浄後 ,二次洗浄液を用いて

68°Cで 1時間洗浄した。洗浄後のナイロン膜は,上記と同じくオー トラジオグ

ラフィーを行つた。
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18.E.cο′jの形質転換

(1)E.cο′jコ ンピテント細胞の作製

コンピテント細胞の作製には,Inoucと Nttmaら (1990,1991)の 方法を用い

た。E.6ο′J XL2株をテ トラサイクリン (7.5 μg/ml)を含むLB寒天培地で37

℃ ,一晩培養 した後,単一のコロニーをSOB液体培地 (2%THptone,o.5%

Ycast Extract,10 mM NaCl,2.5 mM KCl,20 mM MgC12,10 mM MgS04)に 接種

し,18℃でOD600が 0.6と なるまで震盪培養 した。この培養液を氷冷水中で10分

間冷却し,遠心 して菌体を回収 した。培養液の1/3容量の氷冷TB緩衝液 (10

mM PIPES,15 mM CaC12,250 mM KCl,55 mM MnC12)に 懸濁し,さ らにlo分

間氷冷した。再び遠心して菌体を回収 し,培養液の1/12.5容量の氷冷TB緩衝液

に懸濁し,最終濃度7%になるようにジメチルスルホキシドを添加し,10分間

氷冷した。この菌液を500μ lずつクライオジェニックバイアル (2.O ml;

Corning Coaster,CambHdge,Mass.)に 分注し,直ちに液体窒素中に浸して使用

時まで保存した。

(2)形質転換操作

上記のE.cο′jコ ンピテント細胞を氷上で融解 し,同細胞200 μlと 20 μlのプ

ラスミド溶液 (10 ng/ml)を混和 し,氷水中で30分間保冷した。42°Cで 30秒間

保持した後 ,氷水中で2分間冷却 した.これに800 μlのSOC液体培地 (2%

Triptonc,0.5%Ycast Extract,10 mM NaCl,2.5 mM KCl,20 mM MgC12,10 mM

MgS04,20 mM Sucrosc)を 加え,37°Cで 1時間震盪培養した.培養液を必要に応

じて各種抗生物質を加えたLB寒天培地に接種 し,37°Cで一晩培養 した。

19。 S.ο″α′おGTascを コー ドする遺伝子のクローニング

(1)S.ο″α′js GTaseの N末端アミノ酸配列に対応するDNA塩基配列のクローニ

ング

得られたS.ο″α′is GTascの N末端アミノ酸配列からコ ドン表に基づき,混合ヌ
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クレオチ ドプライマーTH57F,TH57Rを 設計 した。

TH57F;5LGTNAARCARGTNGTNGT-3'

TH57R;5LYTGYTGNCCNGGNCC-3'

これ らのプライマー とAmpli Taq Goldを 用い ,S.ο″α′Js ATCC10557株 の染色体

DNAを テンプレー トとしてdegencrate PCRを 行 つた。degcncrate PCRの 反応は95

°Cで 9分間の事前加熱後 ,熱変性 (94°C,30秒 ),ア ニー リング (36°C,30

秒),伸長反応 (60°C,30秒 )を 30サ イクルで行つた。増幅したDNA断片は12

%ア クリルアミドグル電気泳動で分離し,目的のバンドを切 り出して高塩抽出

法により精製 した.精製 したDNA断片をpGEM― T Easyに 組換えし,pTHN01を

得,M13ユニバーサルプライマーを用い,DNAシークエンスを決定 した .

(2)S.ο rαJis GTaseを コー ドする遺伝子のクローニングとDNAシークエンス

まずpTHN01に よ り決定 したGTascの N末端ア ミノ酸配列に対応するDNA塩基

配列をもとに合成オ リゴヌクレオチ ドTH57NP;5LGTAAAGCAGG硼 Ю TAG「r

CAAGAACCTGCTACAGCTCAGACTAGTGGTCCCGGTCAGCAA-31を調垢十した。

TH57NPを プローブとして ,s.ο rα′Js ATCC10557株の染色体DNAの制限酵素

EcοR Iの完全消化物をPUC19に組換え したライブラリーより,GTaseの N末端 を

コー ドするクローンPTH121を得た (図1).

ついでS.οrα′Js ATCC10557株の染色体DNAを 制限酵素EcοR Iで部分消化 し,

5-20%ス クロース密度勾配上 [5-20%ス クロース,20 mM THs― HCI(PH8.0),

5 mM EDTA(pH8.0),l M NaCl]に 重層 した。RPS65Tロ ーター (日 立)を

装着 したCP70超遠心機 (日 立)を用いて20°C,55,000 rpm,3時間スクロース

密度勾配遠心を行つて ,直ちに液面よ り200 μlずつ分取 し,アガロースゲル電

気泳動を行つた。泳動後 ,PTH121の挿入断片をプローブとしてサザンブロット

分析を行つた。これよ りこのプローブと反応する約6 kbの DNA断片を含む画分

をS.θ rα′おGTaseを コー ドするDNA画分 としてPMwl19に組換えた。得 られた

クローンPTH171は シークエンスの結果 ,S.ο rα′Js GTaseの C末端側をコー ドす

る遺伝子の一部が不足 していた。そこで解析済みのPTH171の シークエンス中の
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図l rgg,gt朗 遺伝子のクローニングのス トラテジーと制限酵素地図 .

破線はS.ο rα′Js GTascに 特異的なN末端側の55か ら186番 目のア ミノ酸配列に

対応するDNAプローブの位置を示す。pTHR8,pTH808の 矢印は,それぞれ
pTH805,pTH808に おけるエ リスロマイシン耐性遺伝子 (ar″ ),カ ナマイシ
ン耐性遺伝子 の M)の 挿入位置を示す。

GTascの C末端側の塩基配列をプローブとしてS.ο rαJJs ATCC10557株の染色体

DNAの制限酵素″
“
Iの完全消化物をPUC19に組換え したライブラリーから,

PTH 181を 得た。PTH171と PTH181の シークエンスの結果を統合 してS.ο rα′js

GTaseを コー ドする遺伝子 (“μ )の全長を決定 した。

(3)g″曖遺伝子の全長を含むクローンの作製

決定 したDNAシークエ ンスをもとに

“

μ 遺伝子のオープンリーディングフレ

ーム (ORF)と プロモーター配列を含んで増幅するようなPCRプライマーを作

製 した。

GR2683F;5LGCCTTTCATAGTTGTAGATGT-3'

GR7705R;5-'GAATGTCCAATAGAGTGCAG-3'

このPCRプライマーを用い ,S.οrα′is ATCC10557株の染色体DNAを鋳型 とし
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てLA PCRを 行い,増幅断片をpGEM―T Easyに 組換えし,Jμ 遺伝子の全長を

含むクローンPTH275を得た。

20.grfR遺伝子のDNAシークエンス

シークエンスのテンプレートとなるプラスミドは精製後,0.2μ g/μ lの濃度

に調製したものを使用した。またPCR産物のダイレクトシークエンスのテンプ

レー トはPCR産物をCcntricon 100 spin cOlumn(MnlipOrc)で 精製 したものを

20 ng/μ lの濃度で用いた .

サイクルシークエンス反応は ,ABI PRISM Dye Terminator Cyclc Scquensing

Ready Rcac● on Kit(Pcrkin_Elmer)を 用い,添付の指示書に従つて行つた。ま

たサイクルシークエンス反応にはM13ユ ニバーサルプライマーあるいは表2に挙

げるカスタムプライマーを使用 した。

表2 シークエンスに用いたカスタムプライマー .

フォワー ドプライマー リバースプライマー

51‐CATCAACCGCATCTTCCCTTG-3:
5'―CCAGTCACTCCCTTCCTTCCT-3:
5:‐ CACCTACCGGATAATCCA-3:
5:―CGTGTGAATTAATCTGCTTGTA-3:
5:―CAATCATTGTCACCCCCCTCT-3'
5'―CCCTTTCATAGTTGTACATCTCC-3:
51‐ CCTCCTACAGCTCACACT-3!
5LCAGAACCAACAGTTCAAACCAATCC-3:
5'‐ CAGTTCCAACAACCAACCACCAC-3'
51‐ CCGTCTCCTTAACCGTACCCC-30
5'― TTTCATGGAGTTCGTCTCGAT-3:
5'‐CATCCGTAATCTATCTATCCC-3:
5LGTCCACAACACATCAAAGTCAC-30
5'―GACCTACCACCTCAGTATCTATC-31
5:―GACAACATTACCAAGTGGTCG-3i
5]―GCCTATCTTGTAACACGTCC-31
5LGTCAGTCCTAAACATCCCAAA-3:
5'― CTCCAACCAAATGGATTCAACT-3:

5:―GAACCAACCCAGTCACTGCC-31
5'―CTCGTAAACTTTCTCCATCTCC-3:
5'‐ GTTTCCAACATATCACTCCCC-31
5'‐ CATAACGTCCCCACTCCTCAA-30
5!―GAATTTAGTATAAAGTTACGC-3=
5'―cTGTCATTCCATTACCACCTT-3:
51‐ CCAACCTTTCGATTTCCAAC-3:
5'‐ CCGTCTACAGTTTCCATATCCTTC-3'
5'‐ CCAAGCTTCCAACATACACAA-31
5'―GACACCATCAGGCCATCACC-3:
5'―TTGTCCCCTCCTCCCATATTC-3:
5'―CCTGTACATTGCTATACCCTCC-3!
5'― CACTGTCAAGCCCACCAACAG-3:
5'―ccACCACCACCTAACATATTGG-3'
5'‐ CCCATCTTTACCACTCACAA-3'
5:‐ CCATTCATAACACCATTCCCTC-3:
5'― CCAGTTTCGTCAAAGTAATACC-3:
5LGACAATCTCTTCACCAACCTGCT-3'
5'―CAATGTCCAATACAGTGCAG-31

GR348F*
GR686F
GRll10F
GR1703F
GR2179F
GR2683F
GR2939F
GR3090F
GR3590F
GR411lF
GR4307F
GR4537F
GR4974F
GR5606F
GR6038F
GR631lF
GR6587F
GR7422F

GR704R
GR1401R
GR1840R
GR2292R
GR2766R
GR3206R
GR3333R
GR3684R
GR4447R
GR4842R
GR5202R
GR5360R
GR5768R
GR6099R
GR6604R
CR6651R
GR7092R
GR7330R
GR7705R

体 研究で明かとなったS.ο rαιis ATCC10557株のDNAシークエンスにおける位置を示す。

サイクルシークエンス反応後の試料を自動DNAシークエンサー (AB1 373A

DNA Sequenccr,Applied Biosystems)に かけることによって得られた塩基配列デ
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―夕はDNAシークエンス解析ソフ トGcne Works(Intelligeneucs,Moutein Vicw,

C」.)に より解析 した。また決定 したDNA塩基配列およびその推定アミノ酸配

列の相同性検索は日本DNAデータバンク (DDBJ)の ホモロジー検索サービス

FASTAと BLASTに より,系統樹は既知のGTaseの配列とのマルチプルアライメ

ントをdustal Wに より行い,そ の計算値から系統樹作成ソフトTREE VIEW

(Pageら ,1996)を用いて作成 した。

決定 したDNAシークエンスは,DDBJに 登録 した (Accesion Noo AB025558)

21.S.ο rαお の形質転換と変異株の作製

S.οrα′,s GTaseの制御遺伝子であるrgg遺伝子 ,GTaseを コー ドする

“

β 遺伝

子の欠失変異株の作製のために,図 1に示すようなプラスミドpTHR8お よび

pTH808を作製 した。PTHR8は ,昭g遺伝子のORF全長を含むpTH 171のサブク

ローンとして制限酵素シЙI,PS′ I消化断片をPuc19へ組換えすることにより得

た。またPTH808は ,gr/R遺伝子のN末端側の3 kbのDNA断片をPCRで増幅し,

pGEM―T Easyに 組換えして作製 した。PcRで使用 したプライマーを以下に示

す。

GR3590F;5LcAGTTCCAACAAGGAACCAGCAG-3'

GR6651R;5LCGATTGATAACAGCAttCCCTG-3'

次にpTHR8,pTH808を それぞれ特異的にその中間部で消化するような制限酵

素 4′αI,〃 j″d HIで切断し,こ の部位にエリスロマイシン耐性遺伝子

(η晟 ),カ ナマイシン耐性遺伝子 (`r″ )を挿入 してpTH805,pTH818を 得

た。これらのプラスミドDNAを QIAGEN Plasmid Mcga Kit(QIAGEN)で 精製

し,と もに挿入断片中には認識部位が存在 しない制限酵素Ps′ Iで直鎖化後 ,

A260を 測定 して濃度を決定 し,形質転換に使用 した。

S.ο rαιjsの形質転換は,S.〃
“
′α″sに対 して行われたFujiwaraら (1996)の方

法に準じて行つた。65°Cで 30分間熱処理 して非働化 したウマ血清 (Gbco BRL,

RockvHle,Md.)を 10%含むTodd Hewitt(Becton Dたkinson)液体培地にS.ο rαιjs

ATCC10557株 を接種 し,37°Cで 18時間培養した。ついで培養液250μ lを 同培



地10 mlに 接種 し,37°Cで 1.5時間培養後 ,最終濃度で25 μg/mlと なるようにブ

ラスミドDNAを加え,さ らに2時間培養することにより形質転換を行つた。これ

を遠心して菌体を回収 し,l mlの同培地に懸濁した。形質転換に用いたプラス

ミドDNAに応 じた抗生物質を添加 したMs寒天培地にこの懸濁液100 μlを接種

し,37°Cで 2～ 3日 間キヤンドルジャーで嫌気培養し,変異株を分離した。

変異株において相同組換えによる抗生物質耐性遺伝子の挿入が,S.ο rα′isの

染色体DNAの 目的とする位置で行われていることを確認するために抗生物質耐

性遺伝子をプローブとしたサザンブロット分析を行つた。

抗生物質耐性遺伝子の挿入によりrggお よびgゥ曖遺伝子が機能 しないことを

確認するために,変異株の培養上清中のGTaseの グルカン合成活性測定とウエス

タンブロット分析を行つた。また変異株の生化学的性状の変化を調べるために

レンサ球菌同定用キットAP120 STREP(bioMc」 cux sa,Marcyl'Etoile,Francc)

を用い,添付の指示書に従つてその生化学的性状を同定 した。さらに変異株の

培養上清中のフルクタン合成活性の測定と血液寒天培地に接種 して溶血性の判

定を行い,こ れらの性状における変化を検討した。

親株であるS.ο rα′is ATCC10557株 ,お よびrgg,g4μ 遺伝子欠失変異株をそ

れぞれMS寒天培地に接種 して37°Cで 2日間キャンドルジャーで嫌気培養 し,そ

のコロニー形態の比較を行つた .

結果

1.S.οrα′Js ATCC10557株のGTaseの精製と生化学的性状

予備実験では,S.ο rα′isの GTase活性はその培養上清中にのみ存在 し,菌体上

にはほとんど認められなかった。また培養液の濁度 (OD550)が 0.8に達 した時

に最も高い活性が認められ ,それ以上培養を続け,培養液のpHが 5。 0以下になる

と培養液中のグルカン合成活性は著 しく減少することが示された。そこで本研

究では,培養液の濁度が0.8に達 した時の培養上清を回収 し,カ ラムクロマ トグ

ラフィーによるS.ο rαιおGTaseの精製を行つた (図 2)。 硫酸アンモニウム塩析

物のQ ScpharOse FF陰 イオン交換カラムクロマ トグラフィーにおいてグルカン
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図2 S.0“IIs ATCC10557株 GTaseのカラムクロマ トグラフィーによる精製 .
A;Q SepharOsc FFカ ラム (bed.volume 10 ml,流速 l m1/m in)

S.ο rαιJs ATCC10557株の培養上清の60%飽和硫酸アンモニウム塩析物を
Q ScpharOse FFイ オン交換カラムに添加 し,0か ら0.3 M NaClで グルカン合成

活性画分を溶出した。

B;Bio― Scalc CHT10-Iカ ラム (bcd.volume 10 ml,流速l m1/min)

Aの グルカン合成画分をさらにBiO_scalc CHT10-Iハ イ ドロキシアパタイ トカラム

に添加 し,oか ら500 mM KPBで グルカン合成活性画分を溶出した。
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合成活性画分はNaCl濃度200 mM付近で溶出した (図2A).つ いで同活性画

分をBioScale CHT10-Iハ イ ドロキシアパタイ トカラムに添加 したところ,KPB

濃度160 mMで 溶出したグルカン合成活性画分をGTaseRと した (図2B).

各精製過程におけるSDS―PAGEを 図3に示す.GTaseRは ,SDS―PAGE上で分子量

kDa

200

116

66

42

4

30

図3 各精製段階におけるGTase標品のSDS―PAGE.
泳動後のタンパクバンドをCBB4色により視覚化 した .
レーン :1,分子量マーカー ;2,培養上清 ;3,硫酸アンモニウム塩析
物 ;4,Q ScPharOse FF陰イオン交換カラムクロマ トグラフィー後の
GTase活性画分 ;5,Bio‐Scale CHT10-Iハ イ ドロキシアパタイ トカラム

クロマ トグラフィー後のGTase活性画分

173 kDaの単一のバンドとして分離され,表3に示すように,回収率は1.7%,精

・
製度42倍 ,特異的酵素活性は,8mU/μ gであつた.ま たこのGTaseRの生化学

的性状を調べたところ,グルカン合成活性が最大となる至適pHは6.5,等電点は

6.3で ,ス クロースを基質としたときのK″ 値は2.49 mMと算出された (図4).

表4に示すようにGTaseRは ,主として水溶性グルカンを合成 し,ま たグルカン

合成のプライマーとなるdextran T10に よる依存性は認められなかつた.GTaseR

は,cu2+,Fe2+,zn2+,Hg2+な どの2価の金属イオンとキレー ト剤であるEDTA

から50%以上の阻害作用を受けた (表5).



豪乏3  S。  Oraffs ATCC10557奉 朱GTase6)斎青讐斐.

精製段階

総タンパク量

(mg)

特異的

活性

(U/rng)

総活性

(U)

回収率

(%)

精製度

(―
fOld)

培養上清

硫安塩析

Q Sepharose FF

CHT10-I

736

180

5.5

0.3

140

117

4.0

2.4

0.19

0.65

0.72

8.00

100

84.0

2.9

1.7

3.8

42.0

3.4

S.θ rαお ATCC10557株 を5リ ッ トル のTTY液体培地で OD550が 0.8と な るまで培養
し,その培養上清を60%飽和硫酸アンモニウムで塩析濃縮 した。GTascの酵素画分は
Q SepharOsc FF陰 イオン交換カラム,続いて Blo―Scale CHT10-Iハ イ ドロキシアパタイ
トカラムクロマ トグラフィーによ り精製 した。
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図4 GTaseRの Lineweaver―Burkの逆数プロット。

1/[V]=0.726× 1/[S]+0.292よ り,κ
“
値は2.49 mMと算出された。
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表4 GTaseRに より合成されるグルカン.

合成グルカン量 (dpm)水溶性グルカン (%)

総グルカン

非水溶性グルカン

16142.8± 167.2

1662.7E量  65.3

89.7

3mUの GTascRを 20 mMの [14cグルコース]ス クロースと37°Cで 1
時間反応 した。合成された総グルカン量 ,非水溶性グルカン量を測
定し,こ れより合成された水溶性グルカンの割合を算出した。

表5 金属イオンによるGTaseRの グルカン合成活性に対する影響 .

金属塩 相対的グルカン合成活性 (%)

nonc

NaCl

KCl

CaC12

MgC12

MnC12

CuS04

FeS04

Zn(CH3C09 2

HgC12

FcC13

EDTA

100.0

95.8

96.4

99.7

80.6

88.0

49.8

48.7

37.3

47.1

97.1

48.6

(lmM)
反応液に金属イオンを加えなかった場合のグルカン合成活性を基準と

してlmMの金属イオンを加えたときの相対的グルカン合成活性 (%)を
算出した。

2.S.θ rα′Js GTaseの免疫化学的特性

S.ο rα′is ATCC10557株 のGTascの 免疫化学的特性を調べるために,|が .

οrα′is ATCC10557 GTasc抗 体によるGTaseの グルカン合成活性阻害実験を行つ

た.同抗体は,GTascRの グルカン合成を濃度依存的に阻害 し (図5),ま たS.

ο/α′is菌株および近縁種であるS.sα″g“Js,S.gοrあ″:j由来のGTasc画分のグル

カン合成を有意に阻害 した (図6)。 さらに水溶性グルカンを合成するS.″″α″s
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図5 郁 .ο rα′Js GTase抗体による GTaseRのグルカン合成活性に
及ぼす阻害効果 .

反応液にまぶ .ο rα′Js GTase抗体を加えなかった場合のグルカン合成活性

を基準として畑 .ο″α′is GTase抗体を加えたときの相対的グルカン合成

活性 (%)を算出した。

GTasc

S.οrαJis   ATCC10557
SK23

S.sα″g夕 Is

ATCC9811

ATCC10556
ST3
ST7

ATCC10558
F90A
SK51

S.gοrグο″JJ

s滋″α″sM「8148菌体結合型
菌体遊離型

S.sο bri″
“
s6715

S.sαιjソαrJ“ s

o        25        50        75

阻害率 (%)

図6 抗S.ο rα′is GTase抗体の口腔レンサ球菌 GTaseに対する阻害作用。
反応液にまが .ο rαιis GTasc抗体を加えなかった場合のグルカン合成活性を基準として

掬 .ο rα′is GTasc抗体 (タ ンパク量32 μg)を加えたときの阻害率を算出した。

100

免疫前免疫グロブリ

lttS.θ rαιis GTasc抗体
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菌体遊離型,S.sο briη
“
s,S.sαιjソαri“sの GTase画分のグルカン合成も一部阻害

したが,非水溶性グルカンを合成するS.″
“
′α4s菌体結合型のGTase画分のグル

カン合成はほとんど阻害しなかつた。

3.S.ο ra′js GTascの S.″
“
ιαれs静止菌体のスクロース依存性付着に対する影響

S.“夕rαれs MT8148株 の静止菌体

をスクロース存在下で反応させた  ⌒
S

時に試験管壁に強固に付着する菌  V
掛

量は全菌量の43%であつた.一   拠
t

方,こ の反応系にS.ο rαιis GTasc  C
∽
q

を添加するとS.燿″α
“
s静止菌体の  督

強固な付着は増加 し,GTaseの添  ∽

加量がlmu/mlの とき最大となつ

た (図7).

4.S.ο rα′Js GTaseを コー ドする遺

伝子 (贋″)の クローニング

S.ο rαJis GTaseの N末端のア ミノ

酸配列を調べたところ,22ア ミノ

酸残基 (DDVKQVVVQEP

40

01234
GTascR添加量 (mu/ml)

図7 GTaseRの S.Лutans静止菌体の

付着に対する影響 .

0.05%NaN3存在下で各酵素量の
S.ο rα ris GTascを添カロし,S.燿

“
′α″s

静止菌体のガラス試験管壁への付着

率を算出した.

80

ATAQTSGPGQQ)が 決定された (図8)。 同配列をFASTAお よびBLAST

でホモロジー検索 した結果 ,相同性の高いペプチ ドは認められなかつた。GTasc

のN末端アミノ酸配列に対応する60 bpの DNA断片をdcgcnerate PCRに よ り増幅

し,こ のDNA断片を含むプラス ミドPTHN01を得た (図 8)。 PTHN01の DNAシ

ークエンスの結果は ,S.οrα′js GTaseの N末端ア ミノ酸配列 と対応 してお り,こ

れをもとに約1.4 kbpの挿入断片を含むプラスミドpTH121を ,ついで約6.lkbp

の挿入断片を含むプラスミドpTH171を得た (図 1)。 しかし表6に示すように

PTH171の リコンビナントタンパクはGTase活 1生をほとんど示さなかつた。また



S.οrα′Js GTaseの N末端アミノ酸配列

DDVKQVVVQEPAttAQttSGPGQQ
5'GTNAARCARGTNGTNGT3'                        3iCCNGGNCCNGTYGTY5:

dcgcneratc PCRに よりN末立嵩音5の DNAを 1曽申昌

N末端アミノ酸配列に対応する60 bpの塩基配列
5:GTAAACCACGTTGTAGTTCAACAACCTGCTACAGCTCACACTAGTCGTCCCCGTCACCAA3'

図8 S.oraIIs GTaseの N末端アミノ酸配列の決定とこれに対応する
DNA塩基配列のクローニング.

ウエスタンブロット分析を行うと,pTH171はそのリコンピナントタンパクが

GTaseRの分子量173 kDaよ りも小さい128 kDaの バンドとして検出された (図

9).pTH171の DNAシーク    kDa__1  2  3__4  5
エンスの結果 ,PTH171の挿     200
入断片上のダμ 遺伝子のフ

レームには終始コ ドンが認

められず,C末端側が欠落し    116

ていることが示された。そ

こでさらにS.ο″αお GTascの      66
味 端側をコー ドする約 1.8

kbpの挿入断片を含むプラス     42

ミドpTH181(図 1)を作製

し,PTH171と PTH181の    図9 gι
“

遺伝子 リコンピナントタンパクの

ウエスタンプロット分析 .
DNAシークエンスの結果を  リコンピナントタンパクのサンプルは各プラス ミド
統合してJμ 遺伝子の全長   を形質転換 した大腸菌を超音波破砕 したものを用い

た。また1次抗体には郁 .οrα′is GTase抗体を使用 し
を決定した。図9に示すよう  た。レーン :1,精製S.ο rαιおGTase;2,pTH171;
にLA PCRを 行つて得た″μ   3,PTH275;4,pMW H9;5,pGEM― T Easy

０ＮＨＴＰグンニ一
ロ

―

け
―
０ＣｅＶｙＳａＥＴＭＥＧＰ



遺伝子の全長を含むクローンpTH275の リコンビナントタンパクは,精製S.

οrαιis GTascの 分子量173 kDaと ほぼ同等の175 kDaのバンドとして検出され ,

またGTase活性も認められた (表6).

表6 gtf譴伝子リコンピナントタンパクのグルカン合成活性 .

サンプル グルカン合成活性 (dpm)

pTH171

pTH275

pMWl19

pGEM― T Easy

GTaseR

251.6± 63.4

11570.0± 154.0

40.0±  3.0

58.3±  7.3

16142.8 ±167.2

反応液中に含まれる総 [14c]量は19602.8 dpm,洗 浄後の濾紙片に

残留した [14c]量は50.3 dpmであつた。

5.gr/R遺伝子のDNAシークエンス

本研究で決定 したまμ 遺伝子のDNAシークエンスを図10に示す。PTH171と

PTH181の シークエンスを統合 した結果得られた配列の全長は8005 bpで あつ

た。また圧μ 遺伝子をLA PCRで増幅したPCR産物のダイレクトシークエンスの

結果はこれと一致 した。このシークエンス中には,861 bpの 287ア ミノ酸残基

数をコー ドするORFと その下流に4728bpの S.ο rα′jsの GTaseを コー ドする

“

解

遺伝子のORFが含まれていた。上流のORFは ,S.gο rグο″jjにおけるGTascの産生

の制御遺伝子と報告されるrgg遺伝子 (Accesion No.M89776)と 推定アミノ酸

で74%と高い相同性を示すことから (図H),こ のORFを S.ο rαJJs rgg遺伝子

とした。下流のgr/R遺伝子のORFよ り推定されるアミノ酸残基数は1575,分子

量は177 kDa,等 電点は5.58であつた。またS.ο rαιjs a″ 遺伝子の推定アミノ

酸配列 (GtfR)と S.gο″′ο″jJ grfG遺伝子の推定アミノ酸配列 (GtfG)の相同性

は非常に高かつたが,N末端側の55か ら186番 目のアミノ酸配列は異なることが

示された (図 12).
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CAATTCATCAACATTTCCTATATCTTCATCTTCCCTCCACCCATTCTAACATTCACTCAAAAACACAコ CヽCAATCCCCACGGACTATTCCCTTCCATTTCCTACTCATTCCTTCCATCATT  120
CCCTTTACCATCCCACTCTTCA4rCCTCTTACCCCTACAAACTCACTTCcccACTCCCTTCCTCTTCCTACCTATTTTTTCCCCTATCCTTCTCCTTTCACGTCTrrTccTcCAACATTATC  240
ATTCCTGTTTTTCCCACACCACTCACTCCTCTTCCACCCTTCATCCCCATCTTTATAACCAACCATCCACCTCCCTTCTTCCATCACATTCCCATCCCAACTTACCACATCAACCCCATC  360
TTCCCTTCCCTCAATTCCCTTTCACTTTCCACAAACAACAACATATCAACACCCCCACCCACAAATTCCCATTCCAACTCGTCCCTTCTTTCCACAACCTTTCAATCTCTCCAATCTCCT  480
CATTCCACTACCCCACAGTCATATCATTTTCACACTAATTCCCCAACATTTCcCCTTCATTCCTTCACTATTTCTCATTCCTTTGTACCTACTTCTTATCTATCCCATCTn3AACATTAC  600
CCTCACATCAAATAACCAGTTCTATACCTATATTTCCACTCCCTTTATCATCATCCTCCTCTTCCATATATTTCAAAATATTCCCCCACTCACTCCCTTCCTTCCTCTCACACCGATTCC  720
TTTACCTTTCATCTCTCAAC03CCCTCCCCAATlrATTAGTAACCTTATCCCAGTTCGTCTCCTCTTATCTATCACTTACCACACCAATCTACCTCAACAAAACAGTCCCAACATTTCATT 840
CAAACCAAAAAAACTCATCCTAAAACAAATCAAATAACCACCTCCCTATCCCAAAACTACCACTTATCTTACCAAATCCCTTTCAACAAATCCAACCCTTCACACTACTCCATCTCTTCC 960
CTCCACCAAACATTTCCTCTCATATCCTACCATTTCACCACCACCTCACCCCATCACATCACATTCACCTAACACCCCATCCTCTCTTTCATCCTCATTTATCCCACTATCACTTCCTCC  1080
TTCTTCCACCTCCCATCCCACCCTCACCTCACCTACCCCATAATCCACCCCTcATTTCTCACATTCAACCCTTTAACCAACCACCAAACAAAATTCCACCCATCTCTCCACCTCCAATCC  1200
TCCTTCATCAACCACGTGTCCTCATACACAACCACTTCACCTCTTATCACCCTCTTCACCAAAACATCACTCATCCAATTTACCCAハ ACCAAACACTACTTCTccATCCCAATCTAACAA  1320
CCACCCCACCACCCTCAACTCCCCTTCCATTTCCCTATCACTTCCTACACCACTTCCCACCACATCCACAAACTTTACCACACCCCATCCTCTATCCACATCTCTTTccAAATCAACACtr  14 40
AAAACCACACCCCCACTCTCCTTTTCTTATTTACTCTATCTCTAAAAAATCTTTCACATCATTCTCTTCCCATTTTATATCAATCTTTTCTAAATCAATCAACTTTTCTCCACAACTTTC  1560
TCTACCATAACAACCAAATCTATCTCTACAAATCTTACTGTTTTCAACTTCTTACATACAATACTTCACATTCTTCTCTCAAATCAAAACATTCTCCAAAAACATACAATATTCAACACA  1600
ATCTTATATTAACATACTTTATCGTCTCAATTAATCTCCTTCTATTAATTTCAAATATAAACTACTTTCTCTCTAATCTAATTCAAACCTCTTACTACTATATTAAAATTACTAACAATT  1000

‐35                    -10
TTTTCCATATACCAAACTCCGGGACTCATATCTTCCAAACTTTTCCAAAAATATTCAAACTCATTACACAATCAAAAAAAATCTCCCTCAAACACCTACCTCCTCCTcATATTTCCCTCC  1920

SD      
“

 L E  T F G  R  I  F R  V  I  R E S  K К  
“

 S L К E V A A C D  I  S V A 31

CTCACCTATCCCCTTTTCAACCCCCAGTCAATCCAATCACACTTCATTCTTTTTATTCCTCTTTAAAAAATATCCCCCTTTCCCTACACCACTTTCACTATCTTTACCATAATTACATTC  2040
o L S R F E R C V N C工 T L D S F Y C C L K N“ A V S L E E F o Y V Y H N Y工 D71

ATTCACATCATCTCCTGTTCTCAAAAAAACTACCTCATCCATATCACCAAAACAATCTTCTCAACCTCCAAAATATTTTCTCAACCTCACAACCTTTCACCCAACACTTTCCTCACAACA 2160
S D D V L F S K K V A D A Y Q E N N V V К L o N I L S S S E A L T E Q F P E K K ln

N Y К L N T工 I V R A L L S S C C S D F o l S K K D I E F L T D H L Y S V E E W 151

G R Y E L W L F T N S V D L M T L E T L E T F A S C M I ll R T O F Y N N L P E N 191

餞TCAACATCCTACTTAATCTCATTACCCTCTCTATCCAACCAAACCATCTCCTACTTCCTATCACCTTTCTCAATTATCTCCACCACTCTAAAATTCCTCAAACAC 2520
l К M L L N V I S V C工 E C N“ L L V A“ R F L N Y L D H S R I P E T 0 231

AACTATCATACCCCTCTTTACTCCTACAACCTCCCCAATACCAATCCTCTCACTCACATCCACCAATCCCTATCTTTTTTTCAATTTTTACATTCCT 2640
K Y ll R A L Y S Y К V G N T N A L S D I E O C L S II F E F L D S F2フ l

C  V  A  o  K  L  K  ●  o  F  E  R  I  C  L  S  ●  ――――――――――>く ―――――――――
TTTTCAAAAATATACTACAATAACACCGTAACTTTATACT 2760

-        
―恥 287

AAATTCACAACCACCCTTTATCATCCACAAAAACATTCATTATAACATCCATAAACTTAACAAAAACTCCCTACCCATTCCTTTCACTACCTTCCCCCTTATTCTACCACCAAACCTACT 2800
Sp       H  

“

  ●  К  R  I  H  Y  K  H  H  К  V  K  K  N  ,  V  A  =  A  L  T  T  L  A  L  I  V  A  P  К  V  L  34

TCCTCTACAATCACCCCTTCTCCATCCCCATCATCTAAACCACCTTCTACTTCAACAACCTCCTACACCTCACACTACTCCTCCCCCTCACCAAACTCCACCCCAACCTAAAATACCATC  3000
C L E S C V V H A D D V К Q V V V O E P A T A O T S C P C 0 0 T P A O A К I A S 71

E o E A E K V T P A D R V T O D V A A S E К P A X P A E N T E A T V O T N A o E l14

P A К P A D T К E A S T E К A A V A E E V К A A N A工 T E I P К T E V A O o N K 154

o A R P T T A Q D o E C D К R E X T A V E D K I V A N P К V A К R D R L P E P C 194

S K Q C A I A E R“ V A D O A o P A P V N A D H D O p v L S H I К T I D G R N Y 234

CTATCTTCACCACCA― TACACTTAAAAACAACTT― ACTTCAACTTAATCCCACAATACTTTATTTTCATCCACAAACCCCTCCCTTACT悔 ― AAATい TATCACTTCCAACA 3600
Y V o D D C T V К К N F A V E L N G R I L Y F O A E T C A L V O S N E Y O F O o 2フ 4

ACCAACCACCACTCTCAATAATCAATTCTCTCAAAACAA― TTTTTACCCTACCACTCACAACCATATCCAAACTCTACACCCTTATTTCACACCACATACCTCCTATCCTCCAAACTT 3'20
C T S S L N N E F S Q К II A F Y G T T D K D I E T V p c Y L T A D S W Y R P K F 314

工 L К O C К T W T A S T E T,L R P L L“ A W W P D К R T Q I N Y L N Y 14 N Q o 354

ACCTCTCCCACCACCTCCTTTTCAAAACAAACTTCAACAACCTCTCCTCACACCACCTTCTCACCACCTTCACCCCAAAATTCACCAAAAAATTCCTAAACAACCCCATACCAAATCCTT 3960
C L C A C A r E N K V E O A L L T C A S Q o V Q Rス エ E E К I C К E C D T К W L 394

R T L“ G A F V К T Q P N W N工 R T E S E T T C T K K D H L o C C A L L Y T N N 434

TCACAACACCCCTCATCCTCACTCTAACTTCCCTCTCCTTAACCCTACCCCTACTACTCACACACCTACACCTAACTACTTCATTCACAACTCAAATCCTCCTTATCACTTCTTCCTCCC  4200
2 K S P H A D S K F R L L N R T P T s o T C T P X Y F工 D К S II C C Y E F L L A 474

N D F D N S N P A V Q A E O L N W L H Y M M N F C S工 V A N O P T A N F D C V R 514

TCTCCATCCCCTCCACAATCTCAACCCACACTTCCTCCAAATCCCATCTCACTACTTCAACTCTCCCTACAACCTCCCACAAACTCAACAACAACCTATCAACCATTTCTCTATCTTCCA 4440
V D A V O N V N A D L L O I A S D Y F К S R Y K V G a S E E E A工 К ll L S l L E 554

4560
A W S D N D P D Y N K D T K C A o L A I D N K L R L S L L Y S F M R N L S工 R S 594

CCCACTACACCCTACCATTACAAATACTCTAAATCACCC― TTCTCAAAACAAAAATCCCCAACCCATCCCTAACTATATCTTTCTTCCCCCTCATCACACTCAACTACAAACTCTTAT 4680
C V E P T工 T N S L N D R S S E K K N G E R“ A N Y工 F V R A H O S E V o T V工  634

TCCTCACATCATCCCACAAAATATCAATCCAAATACCCATCCTTTCACCTTTACCATCCATCAACTCAACCAACCCTTCAACATCTACAACCAACATATCCGTAACCCACACAACAAGTA 4800
A p llェ R E N工 N P N T D C L T F T M D E L К Q A F K I Y N E D"R K A D K K Y 6'4

TACCCACTTCAACATCCCAACTCCTCA―CCTCA― TCTCCAATAAACACTCTATCACTCCCCTCTACTATCCTCACCTCTATACCCATCATCCTCAATACATCCACAAAAAATCTCC  49 20
T Q F N I P T A H A L M L S N K D S I T R V Y Y C D L Y T D D C Q Y H E K K S P 6'1

TTACCACCATCCTATCCATCCCTTCTTCCGTCCTCCTATTAAGTATCTACCACCTCCACAACACATCAAACTCACATATATCCCTCTACCTCCTCACCCTCATAAATCCTCTTACAATCC  5040
Y H D A I D A L L R A R I К Y V A C C Q D M K V T Y“ G V P R E A D К W S Y ll C 754

TATTTTCACTTCTCTCccCTACCCTACTCC―CAATCAACCAACACATCAACCAACACCACAAACTCCTACTCAACCCATCCCTCTTATTCCTTCTAACAACCCTAACCTCAAACTCAA 5160
X L T S V R Y G T C A N E A T D E C T A E T R T O C M A V I A S N N P N L К L Nフ ,4

CCAATCCCATAAACTCCAACTCAATATCCCACCACCCCACAACAATCAATACTATCCCCCTGTCCTTTTCACCACCAAACATCCCATTTCCCCCTATC 5280
E W D K L Q v N“ c A A H K N o Y Y R P V L L T T K D C X S R Y L T D E E V P 0 834

S L"K K T D A N C I L T F D M N D X A C Y S N V o V S C Y L A V W V P V C A K 871

A O Q D A R T T A S K K K N A S C O v Y E S S A A L D S o L I Y E C F S N F Q 0 914

CTTTCCAACCCCCCATCACCAATATACCAATAAAGTTATTCCTAAAAATCTCAACCTCTTCAACCAATCCCCACTAACTTCATTTCACCTACCACCTCACTATCTATCTACCCAACACCC 5640
F A T R D D Q Y T N K V I A К N V N L F К E W G V T S F E L P P Q Y V S S O D G 954

TACTTTCTTACATTCTATCATTCACAハ TCCTTATCCCTTTCAACACCCCTATCATATCCCCATCACCAACAACAATAAATATCCTTCTTTAAAACATTTCCTCAATCCTCTTCCTCCCCT 5'60
T F L D S I I O N G Y A F E D R Y O“ A M S K N N K Y C S L K D L L N A L R A L 994
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H S V::I O A I A D W V P D o I Y::L P C К E v v T A T R V:'ll y C T Y R E C A 1034

■GA3ム TCA■ CCA｀い■`CTCTATCTACCT^ム TACTt゛、GACCRATCAAACTCATTTCCあ ACGrらムGTACCGTCcccCCTTCTTCCATCACCTCら いしヽCCTA■ATATCCACAハ 」ヽTCTTTGハしヽCC  6000
E I K E К L Y V A:I S K T:I F T D F O C K Y C c A F L D E L K A K Y P E I F E R 1074

V Q I S N G Q K H T T D E K l T К w S A K Y F:l G T::I L G R C A Y Y V L К D" 1111

A S N D Y L T'I R N G E I v L P R o L V N K l.s Y T C F V S D it t:G Tバ F y s T l154

S C Y O A K N S F I C D E N C i,w Y Y F D К R G Y L V T C A H E I D G К Hヽ 'Y F l194

L X N G l Q L R D S I R E D E ll C ll Q Y Y Y D Q T C A Q V L N R Y Y T T D G o N 1234

W R Y F D A К G V"A R C L V K I G D C o o F F D E N C Y Q V卜 C К I V S Aヽ D1274

C К L R Y F D K D S G::A V I N R F A Q C O N P S O W Y Y F G V E F Aス L T C L 1314

TCハい●ACATTCGTCハレヽCAr.ACACTTTACTTTCACCハ■CATCCCAACCヽ AGTCAACCGTAAAATCCTCACACTTTCACATハムCACTATCCCTTACTTTCATCCCAACTCACCACAAATCCC 6840
0 К I C 0 0 T L Y F D Q D Gス o V K G X I V T L S O X S I R Y F D A N S G E M A 1354

V G К F A E C A К N E W Y Y F D K T C K A V T C L O R l G К o T L Y F D o D G K 1394

Q V К G К V V T L A D K S I R Y F D A D S C E H A V C К F A E C A К N E W Y Y F 1431

D O T C К A V T C L o К I D К Q T L Y F D Q D G K O V K G K I V T L S O K S I R l174

Y F O A N S G E M A T N K F V E C S o N E W Y Y F D O A C К A V T C L o o V G o 1514

0 T L Y F T O p c、 O V K C К V V D V N C V S R Y F D A N S C D M A R S К W I o 1554

L  E  , C  S  W  M  Y  F  D  R  D  C  R  C  o  N  F  C  R  N  ●                                          ―――――――――- 15'5

図 10 S.ο財万s rgg,gι″ 遺伝子のDNA塩基配列と推定ア ミノ酸配列 .
-10,-35は プロモーター配列 ,SDは Shinc_Dalgano配列 ,向かい合う矢印は逆方向繰 り返
し配列を示す。

∫

Ｓ
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∫

gθ′‐どθ′l,I MLIVKSSGKI LKIIRESKNM SLKEVAAGDI SVAQLSRYER GISSLTVDSF
ο″
``′

お  ML― ―ETFGKI FKVIRESKKM SLKEVAAGDI SVAQLSRFER GVNGITLDSF

gθ rノθノ:ι I

θr`7ιJs

50
48

∫ gθ′‐グθ′1:j

∫θ「
α′お

∫ gθrごθ′:Jj

S.θrα′js

S.gθ rグο′2fj

∫θ′‐α′お

S.gθ′・グθ′7Jj
∫θrα′お

YSCLRNMSVS
YCCLKNMAVS

CSEAMAQEFP
SSEALTEQFP

EEWGRYELWL
EEWGRYELWL

LLNVVSACIE
LLNVISVCIE

VGNPHARHDI
VGNTNALSDI

LAEFQYVYHN
LEEFQYVYHN

EKKNYKLNTI
EKKNYKLNTI

FTNSVNLLTL
FTNSVDLMTL

NNHLQVAMKF
GNHLLVAMRF

EQCLSTFEYL
EQCLSFFEFL

YREADDVVLS
YIDSDDVLFS

VIRATLTSCN
IVRALLSSCC

ETLETFASEM
ETLETFASEM

LNYIDNTKIP
LNYLDHSKIP

DSFGVARKLK
DSFGVAQKLK

QKLSEAQREN
KKVADAYQEN

PDYQVSKGDI
SDFQISKKDI

INRTQFYNNL
INRTQFYNNL

ETDLYDRVLI
ETDLYDRTLI

EQFERIQLTV
EQFERICL

NIVKLESILA   100
NVVKLQNILS    98

EFLTDYLFSV   150
EFLTDHLYSV   148

PENRRRIIKM  200
PENRRRIIKM   198

KYHKALYSYK  250
KYHRALYSYK   248

VADLQIE      297
287

E]1l  S. θrafis P38

推定アミノ酸配列上で

の電g遺伝子の推定ア

遺伝子とS.gοrdο″ゴf rgg遺伝子の推定ア

ー致するアミノ酸は影つきの四角で示した.

ミノ酸配列には,74%の相同性が存在した。

ミノ酸配列との比較 .

S.ο rα′is とS.gθ rどθ′:::

う
０



GtfG  14MEKKVHYKM HKVKKNWVAI
GtfR  MMEKKIHYKM HKVKKNWVAI

AVTSLALLVA PKALGLESGV
ALTTLALIVA PKヽ LGLESGV

IYADDANQVT
VHADDVKQVV

50
50

100
99

150
148

シグナルペブチ ド
GtfG  NVKEQSAVQS KDSEQTTSDK ATDSSQLEVK EQASSSKETY QASAATNPTA
CtfR  _vQEPATAQT SCPGQQTPAQ AKIASEQEAE KVTPADKVTD DVAASEKPAK

ヽ末端 ア ミノ酸 シークエ ンス
CtfG  NEQTTQQDKE VETSRTDSRH ELTQKTSDDS SEKSGSSoEP KVADQAESTD
GtfR  PAENTEATVQ TN― AQEPAKP ADTKEASTEK AAVAEEVKAA NAITEIPKTE

CtfG  KTQAALQAKQ
GtfR  VADQNKQARP

GtfG  SITEKMLAAQ
CtfR AIAERMVADQ

GtfG  ELNGKILYFD
GtfR  ELNGRILYFD

GtfG  TvDGYLTADS
GtfR  TvDGYLTADS

GtfG  NYMNQENLCI
GtfR  NYMNQQGLGA

GtfG sAFVKTQPNW
CtfR  GAFVKTQPNW

GtfG  RTPTSQTGTP
CtfR  RTPTSQTGTP

CtfG  GSIVANDPTA
CtfR  CSIvANDPTA

GtfG  HLSILEAWSD
GtfR  HLSILEAWSD

GtfG  TITNSLNDRS
GtfR  TITNSLNDRS

DSRANDQEET TENVAKATVS
TTAQDQEGDK REKTAVEDKI

AQAAPVNTEH DDDVLAH工 KT
AQPAPVNADH DDDVLSHIKT

AETCALVDSN EYQFQQGTSS
AETCALVDSN EYQFQQGTSS

WYRPKFILKD GKTWTASTET
WYRPKFttLKD GKTWTASTET

CAFESKTEQV LLTNAVQQVQ
GAFENKVEQA LLTCASQQVQ

NIKTESETTG TNKDHLQGGA
NIKTESETTG TKKDHLQGCA

KYFIDKSNGG YEFLLANDFD
KYFIDKSNGG YEFLLANDFD

NFDGVRVDAV DNVNADLLQI
NFDGVRVDAV DNVNADLLQエ
スクラーゼ活性中心

NDPDYNKDTK GAQLAIDNKL
NDPDYNKDTK GAQLAIDNKL

TENKNGERTA NYIFVRAHDS
SEKKNGERllA NYIFVRAHDS

DKIIATPKKE RLPEPAQRKE    200
VANPKVAKKD RLPEPCSKQG    198

1DGKKYYVQD DGTVKKNFAV    250
1DGKNYYVQD DGTVKKNFAV    248

LNNEFTQKNA FYGTTDKDIE    300
LNNEFSQKNA FYGTTDKDIE    298

DLRPLLMAWW PDKRTQINYL    350
DLRPLLMAヽハ, PDKRTQINYL    348

RKIEERISKE CDTKWLRTLM    400
RKIEEKIGKE GDTKWLRTLM    398

LLYTNSDKTS HANSRYRLLN    450
LLYTNNEKSP HADSKFRLLN    448

NSNPAVQAEQ LNWLHYMMNF    500
NSNPAVQAEQ LNWLHYMllNF    498

ASDYFKSRYK VGESEEEALK    550
ASDYFKSRYK VGESEEEAIK    548

RLSLLYSFMR KLSIRSGVEP    600
RLSLLYSFMR NLSIRSGVEP    598

EVQTVIADII RENINPNTDG    650
EVQTVIADII RENINPNTDG    648

YVAGGQDMKV TYMGVPREAD    750
YVACGQDMKV TYMGVPREAD    748

QGMAVIASNN PNLKLNEWDK    800
QGMAVIASNN PNLKLNEWDK    798

DEEVPQSLWK KTDANGILTF    850
DEEVPQSLWK KTDANGILTF    848

ARVTASKKKN ASGQVYESSP    900
ARTTASKKKN ASGQVYESSA    898

GtfG  LTFTMDELKQ AFKIYNEDMR KADKKYTQFN IPTAHALMLS NKDSITRVYY
GtfR  LTFTMDELKQ AFKIYNEDMR KADKKYTQFN IPTAIALIIILS NKDSITRVYY

GtfG  GDLYTDDGQY
GtfR  GDLYTDDGQY

GtfG  KWSYNGILTS
GtfR KWSYNGILTS

GtfG LQVNMGAAHK
GtfR LQVNMGAAHK

GtfG  DMNDIAGYSN
GtfR DttDIAGYSN

MEKKSPYHDA IDALLRARIK
MEKKSPYHDA IDALLRARIK

VRYGTGANEA TDEGTAETRT
VRYGTGANEA TDEGTAETRT

NQYYRPVLLT TKDGISRYLT
NQYYRPVLLT TKDGISRYLT

VQVSGYLAVW VPVGAKENQD
VQVSGYLAVW VPVGAKADQD

ソ

ン



FSNFQDFATR DDQYTNKVIA KNVNLFKEWG VTSFELPPQY    950
FSNFQDFATR DDQYTNKVIA KNVNLFKEWG VTSFELPPQY    948

SIIQNGYAFE DRYDllAMSKN NKYGSLDDLL NALRALHSVN   1000
SIIQNGYAFE DRYDMAMSKN NKYGSLKDLL NALRALHSVN    998

QIYNLPGKEV VTATRVNNYG TYREGAEIKE KLYVANSKTN   1050
QIYNLPCKEV VrPATRVNNYG TYRECAEIKE KLYVANSKTN   1048

AFLDELKAKY PEIFERVQIS NGQKMTTDEK ITKWSAKYFN   l100
AFLDELKAKY PEIFERVQIS NGQKMTTDEK ITKLISAKYFN   1098

YVLKDWGSKE YLSNKNGETA LPKQLVNKEA STGFVKDTNG   l150
YVLKDWASND YLTNRNGEIV LPKQLVNKNS YTGFVSDANG   l148

AKDTFIQDEN GNWYYFDNQG YLVTGAREID GKQLYFMKNG   1200

'7身

υ l:ぶ椰ご十電釜晉
』聖匹翌里≧堅聖

=堅
聖  1198

ENGNQYYYDK TCAKVLNRYY TSDGQNWRYF DAKGVMARGL   1250
ENGNQYYYDQ TGAQVLNRYY TTDGQNWRYF DAKGVMARGL   1248

A l rcpcat

GtfG  VKIGDGQQYF DQNGYQVKGK VVRAKDGKLR YFDKDSGNAV INRFAQGDNP   1300
GtfR  VK工 GDGQQFF DENGYQVKGK IVSAKDGKL=D● YFDKDSGNAV.INRFAQGDNP   1298

C l rcpcat

GtfG  SDWYYFGADG VALTGLQKIG QQTLYFGQDG KQVKGQVVML ADKSIRYFDA   1350
GtfR  SDWYYFGVEF AKLTGLQKIG QQTLYFDQDG KQVKGKIVTL SDKSIRYFDA   1348
A2rq)cat                tつ 口

,:晟il・
・

CtfG  NSGEMAVNKF
GtfR  NSGEMAVGKF

AEGAKNEWYY FDQDGKAVTC LKTINNQVLY FDQDGKQVKG

GtfG  ALDSoLIYEG
CtfR  ALDSQLIYEG

GtfG  VSSQDGTFLD
GtfR  VSSQDGTFLD

GtfG  IQAIADWVPD
GtfR  IQAIADWVPD

GtfG  GTDYQGKYGG
GtfR  ETDFQGKYGG

CtfG  GTNILGRGAY
GtfR  GTNILGRCAY

GtfG  FKFYSTSGNQ
GtfR  TKFYSTSGYQ

CtfG  VQLRDALQED
CtfR  IQLRDSIRED

1‐ ('1)Cat

GtfG  RNKWIRLEDG TWMYFDRNGR GRRFGRN
GtfR  RSKWIQLEDG SWMYFDRDGR GQNFGRN

AECAKNEWYY FDKTGKAVTG LQKIGKQTLY FDQDGKQVKG
1400
1398

|ヽ  1, r(,1)c乏 tt

CtfG  QVVTLADKSI RYFDANSGEM AVNKFAECAK NEWYYFDQDG KAVTCLQTIN   1450
GtfR  KVVTLADK,11.■ yEPAP,91■ .全V9さ

=AECAK NEWYYFDOTG KAVTGLQKID   1448C-3 repeat                      A‐ l rt,p(,at

GtfG  KQVLYFGQDG KQVKGQVVTL ADKSIRYFDA NSGEMAVNKF AEGAKNEWYY   1500
GtfR  KQTLYFDQDG XQVKGKIVTL SRIttIRYFDA NSGE14ATNKF VEGSQNEWYY   1498

C‐l reI)cat                  A5

CtfG  FDQDGKAVTG LKTINNQVLY FGQDGKQVKG QVVYVDGAER YFDPKSGDMV   1550
CtfR  FDQAGKAVTC LQQVGQQTLY FTQDGXQVKG KVVDVNGVSR YFDANSGDMA   1548

C‐ 5 rcl)(1(、 t

1577
1575

レ112 S.θrrztt g4μ 遺伝 rと S.gθ rff。′2′i gr/G遺伝子のす推定アミノ酸配列の比較.
スクラーゼ活性部位の活性中心とグルカン結合部位における繰り返し構造を示す。

6.G′「 aseを 有する国腔レンサ球菌に対するサザンプロット分析

S.θ′・
`′

′′.ゞ GTascの N末端 l川の55か ら186番 |:|の アミノ酸酉己列に対応するDNA上 iI

基配列をPcRで 1曽幅 した (図 1)。 ついでこれをプローブとして(〕 Tascを イfする

|1腔 レンサ球洋iの染色体DNAの 制限酵素Ecθ Rl完全消化物に対 してサザンブロ

ット分析を行った (図 13)。 このプローブと反応を示 したのは,s.`,「α′′∫|イ i



種のみであり,こ のS.ο rα′is GTascの N末端側の55か ら186番 目のアミノ酸配列

はS.οrα′:s菌種のGTascに特異的な配列であることが示唆された。

1234567891011121314
kb ―

 口‐‐D ‐‐‐● ‐‐‐● ‐‐‐● 口‐‐■ ‐‐ロロ ‐‐‐■ 
―
 
―
 ‐‐‐・ ‐‐‐口 ‐‐‐ロ ー

5

4

2

1.5

1

0.5

:|‖‖嗜鰺
′

器 : 1llililli

図 13 S.OraFis GTase N末 端部特異的塩基配列プロープによるサザンプロット分析 .
GTascを有する各国腔 レンサ球菌の染色体DNAを‐οRIで消化 したものをサンプル と
した。

レーーン :1,S.″
“
ια″s MT8148;2,S.sο brJκ

“
s6715;3,S.sα JJソαJr“s HHT

;4, S.sα″g夕Js ATCC10556 ;5, S.sα 22g夕 js ST3 ;6, S.sαれg“js ST7 ;7, S.ο″α′Js

ATCC10557;8,S.ο rα′Js SK23;9,S.ο ″αZis ATCC9811;10,S.gθ rグο″JJ
ATCC10558;11,S.gθ r′ο4JJ SK51;12,S.gο r′οttjJ F90A;13,S.″ j`Js SK24;

14,S.“ J′Js ATCC903

7.抗生物質耐性遺伝子の挿入によるS.ο rαιjs ttg′ g暉 遺伝子欠失変異株の性状

S.οrαιis rgg遺 伝子がGTaseの産生の制御遺伝子であること,Jμ 遺伝子が

S.θ rαιJs GTaseを コー ドする遺伝子であることを確証するために,抗生物質耐性

遺伝子の挿入によるrgg,gr/R遺伝子欠失変異株 を作製 し,そ の性状を調べた .

rgg遺伝子に対 して制限酵素 4ρα Iの認識部位に
`r“
遺伝子を,“″ 遺伝子に対

して〃j″ d HIの 認識部位にαρたA遺伝子を挿入することにより欠失変異株 を作製 し

た。サザンブロッ ト分析においてrgg遺伝子欠失変異株では1.5 kbの 断片中に

0.8 kbの
`r″
遺伝子が (図 14),ダμ 遺伝子欠失変異株では3 kbの 断片中にl kb

のリカA遺伝子が挿入されていることか ら (図 15),抗生物質耐性遺伝子はそれ

ぞれ染色体DNAの 目的 とする位置に挿入 されていることが確認された。



A

1  2 3

B

12345

A
1  2  3

B

1 2 3bp

4000
3000
2000

1500

1000

500

4 5

e 嘲1慇  3000 1日静

図14 rgg遺伝子欠失変異株のサザン
プロット分析 .

AはPTHR8の挿入断片 を,Bは
`″“
をプ

ロー ブとして用いた。サ ンプルDNAは

シカI,PSr Iの 消化物 を用いた。

レーーン :1,pTHR8;2, pTH805;
3,PUC19;4,S.οrα′Js
ATCC10557;5, S.ο rα′Js rggr cr〃

bp

5000
4000

2000
1500
1000

4 5 4 5

書
轟

備

図15 gt″ 遺伝子欠失変異株のサザン
プロット分析 .

AはPTH808の挿入断片を,Bはηカスを
プローブとして用いた。サンプルDNA
はEεοR I消化物を用いた .

レーーン :1,PTH808;2,PTH818;
3, pGEM― T Easy;4,S.ο rα′js

ATCC10557;5,S.θ rαιJs gψR「 夕′晟

これら変異株の性状の変化をAP120 STREP,FTase活性測定,溶血性の判定

を行うことにより調べた。しかし両変異株ともα溶血性を示し,生化学的性状

の変化やFTasc活性は認めらず,S.ο rαιJs親株 との差異は特に認められなかつ

た .

また変異株と親株であるATCC10557株 の2日 間培養時におけるMS寒天培地上

でのコロニー形態を比較 したところ,ATCC10557株のコロニーは,直径約 1.0

rrlln程度の大きさで,透明感のある露滴状層 (ズーグレア)を もつ ,釣菌時には

寒天培地に食い込むかたいコロニーでぁった (図 16)。 これに対 し,rgg遺伝

子欠失変異株のコロニーは,直径約1.5mmと大きいがズーグレアをもたず,表

面は滑沢であるが透明感のないもので,釣菌時には培地から容易に剥がれた。

ダμ 遺伝子欠失変異株のコロニーは,直径約0.5mm程度と小さく,親株のコロ

ニーからズーグレアの被膜を取 り除いたような形態を示すものであつた。

辱g,“μ 遺伝子欠失変異株のグルカン合成活性を沢1定 したところ,と もに活

性をほとんど示さなかった (表7)。 また図17に 示す培養上清のウエスタンブ
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ATCC10557
gゲRr cρたス

rggr ιr“

馳軽縦謂饉慣籍競燿臆鷲器‖買1長疫響訊液
100 μlを Ms寒天培地に接種し,嫌気的に37℃で2日 間培養した。

表7 rggおよび

“

置遺伝子欠失変異株の
グルカン合成活性 .

kDa

200

116

菌株 グルカン合成活性 (dpm)

66

42

S.οrα′is

ATCC10557

ζggi`rm

gFfη晟

4276.9± 230.2

433.8±  30.9

209.2±  29.2

図17 rgg,ま″遺伝子欠失変異株の
ウエスタンプロット分析 .
各株をBHI液体培地でoD550が0.8と なる
まで培養し,その培養上清をGTase画分
のサンプルとして使用した。また1次抗体
には抗s.ο″′Js GTase抗体を用いた。
レーン:1,ATCC10557;2,昭 gr ar“

;

3,gFr″晟

各菌株をBHI液体培地で培養液のOD550が0.8と
なるまで培養した。その培養上清を60%飽和硫
酸アンモニウムで塩析濃縮後,lo mM NaPB
(pH6.0)にて透析し,タ ンパク定量したものをサ
ンプルとした。反応液中に含まれる総 [14c]量
は18675.4 dpm,洗浄後の濾紙片に残留した
[14c]量 は49.5 dpmであった。
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ロット分析の結果,両変異株とも充 .ο rα′Js GTasc抗体と反応を示すバンドが検

出されなかつた。これらのことから両変異株ともGTascを発現しておらず,グル

カン合成能が欠失していることがわかった.以上よりS.οrα′js rgg遺伝子は

GTaseの産生の正の制御遺伝子であること,gr/R遺伝子はS.ο rαιjs GTascを 唯一

コー ドする遺伝子であることが確証された。

考察

サングイスレンサ球菌と総称されるS.ο rα′js,S.sα″g“is,S.gο rグο″jjは ,菌

体遊離型GTaseを 産生して (Kilianら ,1989,Willcox,1995),ス クロースより

菌体外多糖グルカンを合成する。またS.sο bri″
“
s(Furutaら ,1985),S.

sα′JソαrJ“s(Simpsonら ,1995)も 菌体遊離型GTascを ,さ らに主要なう蝕原性細

菌であるS.″′′α″sは菌体遊離型GTascの他に菌体結合型GTaseを産生する

(Hamadaら ,1989,Kuram itsu,1993).こ れらの口腔 レンサ球菌のGTaseは ,

水溶性グルカン合成GTaseと非水溶性グルカン合成GTascに大別され,従来デン

タルプラークの形成はこのうちの非水溶性グルカン合成GTaseに よると考えら

れ,水溶性グルカン合成GTaseは それほど注目されていなかった。しかし最近 ,

S.″
“
′αtt sの菌体遊離型GTaseが合成する水溶性グルカンが菌体結合型GTaseに

より合成される非水溶性グルカンと協調 して菌体の歯面への付着を増強し,デ

ンタルプラークを形成するという報告 (Minamiら ,1999)が され,水溶性グル

カン合成GTascの役割も見直されている。

S.ο rα′isの産生するGTaseRは菌体遊離型で,主に水溶性グルカンを合成 し,

プライマー非依存性を示した。これらの性状はS.例磁″sの菌体遊離型GTaseと

類似 してお り,S.燿
“̀α
4sの歯面付着において同様の働きをすると考えられる .

このことはS.ο rαιisの産生するGTascRが S.″
“
′α″s静止菌体のガラス試験管壁ヘ

の付着を増強するという今回の結果 (図7)か らも支持される。同反応系にはS.

″″α4sの菌体結合型GTaseは 存在するが,菌体遊離型GTaseは存在 しない。それ

故にS.″
“
rα″s静止菌体の付着率は42.7%と低いものであつた。しかしlmu/ml

のS.ο rαιjs由来の菌体遊離型GTaseRを加えた場合の付着率は上昇し,S.燿
“
′α″s
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の菌体結合型GTascと 菌体遊離型GTaseが共存する生育菌体での付着率に近似 し

た値を示した。これはS.″
“̀α
れsの菌体遊離型GTsaeの代わ りにGTascRが合成し

た水溶性グルカンとS.“
“
′α4sの菌体結合型GTascに より合成された非水溶性グ

ルカンが協調してS.燿
“
′α′sの強固な付着を引き起こしたためと考えられる。ま

たS.ο rαιjsは歯の萌出前からヒトロ腔内に定着してお り,菌体遊離型のGTaseR

を産生している。このような条件下で,S.“
“
′α″sが感染 し,歯面に付着した

時,S.ο rα Jな のGTascRの作用により,S.″
“
′α
“
sの歯面定着が増強する可能性は

高い。

本研究では,GTaseRの 解析にあたり,S.ο rα′Js ATCC10557株 染色体DNAか

ら慶μ 遺伝子全体をクローニングすることを試みた.すでに報告のある他のgげ

遺伝子のシークエンスの全長は5 kb以下であるので,各種制限酵素の組み合わ

せにより少なくとも5 kb以上となるようなDNA断片のライブラリーを作製し

た。しかし作製したプラスミドpTH171は皮″ 遺伝子の終止コ ドンを含まない

クローンであった。GTaseの C末端側には繰 り返 し配列が存在することが知られ

てお り,“解 遺伝子のC末端側を含むクローンが得られないのはそのC柿嵩側に

繰 り返 し配列が存在し,こ れにより制限酵素の認識配列も繰 り返して複数存在

するか,あ るいは全く存在 しない配列が繰 り返されているためと考えられた。

そこでpTH171のDNAシ ークエンスをもとにプローブを作製 し,gr/R遺伝子のC

末端側のクローンを分離 した。これより得られたプラスミドPTH181に は

“

μ

遺伝子の終止コ ドンが含まれてお り,pTH171の シークエンスとあわせることで

圧″ 遺伝子の全長を決定することができた。またこのシークエンスが一連のも

のであることを確認するために全gr/R遺伝子をPCRで増幅 してダイレクトシー

クエンスを行い,こ の結果と一致することを確認 した。得 られたシークエンス

の制限酵素地図 (図 1)に よれば,ATCC10557株 の染色体DNA上にはgヵ曖遺伝

子をクローニングするための適当な制限酵素の認識部位が存在 しなかった。ま

たデータには示さないが本研究で使用 したEcοR Iの認識部位はサザンブロット

分析の結果,“″ 遺伝子中の認識部位からさらに5 kb下流にしか存在せず,ま

た他の制限酵素についても同様に適当な位置での制限酵素の認識部位は存在 し
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なかった。したがって通常の制限酵素とプラスミドを用いたクローニング法で

はS.ο rα′is ATCC10557株 染色体DNAか らgr/R遺伝子をクローニングすること

は困難であると考えられた。

GtfRに は,口腔 レンサ球菌のGTascに特徴的な保存性の高い 2つの機能部位 ,

スクラーゼ活性部位 (Mooserら ,1991)と グルカン結合部位 (Shimamuraら ,

1994)が存在 した。約800ア ミノ酸残基からなるスクラーゼ活性部位はN末端

側に存在し,ス クロースの加水分解を行う。グルカン結合部位は繰 り返 し構造

をとり,妹 端側に存在する.GtfRの スクラーゼ活性部位の活性中心は水溶性グ

ルカンを合成するGTaseの活性中心 (Shimamuraら ,1994)と 同じアミノ酸配列

であつた。またグルカン結合部位は水溶性グルカンを合成するS.gοrあ″JJ GtfG

(Vickcrmanら ,1997)と 同じく6回の繰 り返し構造をもつものであつた。これ

らの結果はS.ο rα′js GTascRが 口腔 レンサ球菌の産生するGTascの うち分子生物

学的に水溶性グルカン合成GTaseの範疇に属するものであることを示唆してい

る。またグルカン結合部位の存在するC末端領域を欠失したPTH171に よるリコ

ンビナントタンパクはGTasc活性を示さなかった (表6).Katoと Kuramitsu

(1991)は グルカン結合部位の繰 り返 し構造単位の欠失はGTasc活性を減少す

ると報告してお り,本研究の結果と一致するものであった。

得られたGtfRと既知のgげ遺伝子の推定アミノ酸配列による遺伝子分類学的系

統樹を作製 したところ (図 18),GtfRは水溶性グルカンを合成するS.″
“
′α″s

GtfDを はじめとした水溶性グルカンを合成するGtfのクラスターに属することが

明かとなつた。

応 .ο′α′js GTase抗体は,同種のS.ο rα′Js, また相同′性が高いS.sα″g“is,S.

gοrあ
“
JJの GTase画分のグルカン合成活性を有意に阻害し,さ らに水溶性グルカ

ンを合成するS.“″α″sの菌体遊離型GTase,お よびS.sοbrj″
“
s,S.sαιjソαri“sの

GTase画分のグルカン合成活性も一部阻害 した (図5,図6).こ のことからS.

ο″α′Js GTaseは ,免疫化学的にも水溶性グルカン合成GTaseの範疇に属するもの

ともいえる。以上のことをまとめるとS.ο rαιjs GTascは生化学的,分子生物学

的,遺伝子分類学的 ,さ らに免疫化学的に口腔 レンサ球菌の水溶性グルカン合
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図18 口腔レンサ球菌GTaseの推定アミノ酸配列による遺伝学的系統樹 .
系統樹における遺伝学的進化距離の算出は近隣結合法により行つた。

カッコ内に各grf遺伝子のAccesion No.を示す。

成GTascの範疇に属するものであることが明かとなった。

本研究で決定したGTaseRのN末端アミノ酸シークエンスは,79.9%と 一番相

同性の高いGtfGのみならず他の口腔レンサ球菌のGtf上にも存在しなかった。さ

らにGtfRの N末端側の55か ら186番目のアミノ酸配列に対応するDNA塩基配列を

プローブとしたサザンプロット分析はS.ο rαお菌種のみに反応性がみられた

(図 13)。 このことからOTascRの N末端部の配列は,他の口腔レンサ球菌の

GTascに存在しない,s.ο rα′js菌種に特異的な配列であることを示唆している.

またこのサザンブロット分析でS.ο rα′js ATCC9811株 は,約4 kbで反応を示す

バンドが検出され,ATCC10557株 ,SK23株の1.4 kbよ りも大きいものであっ

た (図 13)。 これは染色体DNAの消化に用いた制限酵素Ecο RIの認識部位が

ATCC9811株には存在しなかったためと考えられる。これはS.“″α
“
sの gげ遺

伝子でも菌株間で多少の差異が存在したこと (Fujiwaraら ,1998)か らも支持



される。

近年,サングイスレンサ球菌種の分類は,DNA‐ DNAハイブリダイゼーショ

ン (Ezakiら ,1988)や 16S rRNAの塩基配列 (Kawamuraら ,1995)の結果に基

いて行われ,よ り細かく分類が進められている。しかしこのような方法では相

同性が非常に高い場合には正確に分類することがしばしば困難である。そこで

S.οraris菌種に特異的な配列をプローブとしたサザンブロットにより,あるい

はこの部分を特異的に増幅するプライマーを用いたPCRを行うことにより,サ

ングイスレンサ球菌種を分類することが可能となる。

本研究では,ο ra′is r"遺伝子の機能についても解析するため同遺伝子の欠失

変異株を作製した。変異株の生化学的性状を調べたところ親株であるATCC

10557株 との変化は認められなかったが,r≦召f erm株はGTaseを ほとんど発現し

ておらず,3 οrafis rgg遺伝子は,gOrdοコff rgg遺伝子 (Sulavickら ,1996)と

同様にGTaseの正の制御遺伝子であることが示唆された。ATCC10557株 ,r"i

em株 ,gι″i apねA株でコロニー形態を比較したところ,親株はズーグレアを

もち,培地に食い込むかたいコロニーであったのに対し,r"」 erm株は釣菌時

に培地から容易に剥がれるやわらかいコロニーに変化していた。これは,

Sulavickら (1992)が ,gordοЛff rgg遺伝子変異株において報告している知見と

一致するものであった。一方,gιrf apねA株はGTaseを 発現していないという点

ではr"r erm株 と同じであったが,コ ロニー形態は親株と比べると小さくズー

グレアを欠き,r"iem株 とは全く異なる形態を示した。ズーグレアの成分に

グルカンが含まれると考えると,GTaseが欠失したときに生ずるコロニーは

gtFRr ap力 A株の形態を示すと考えられる。,“υιansのgtF遺伝子欠失変異株に

おいても同様の小さいコロニーを示すことが報告されている (Fujiwaraら ,

1996)。 このようにrggt失変異株とgι″欠失変異株でコロニー形態が異なると

いう結果は,,οrafis rgg遺伝子はGTaseの産生の正の制御ばかりではなく,他

の因子の発現にも関与している可能性を示唆している。

Sulavickら (1992)は ,gordο nif rgg遺伝子欠失変異株の溶血性や合成グルカ

ンの組成が変化すると報告しているが,本研究での,οraris変異株は溶血性の
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変化は認めらず,ま た合成グルカンの組成に関しては変異株でのグルカン合成

活性がほとんど認められないので論じることは出来なかった。ついでr"fem

株のコロニーがフルクタンの被膜をもつ,saffyarfusの コロニーと類似点がある

と考え,="iem株のフルクタン合成活性をその培養上清および菌体で測定し

たが,親株,変異株ともにフルクタン合成活性は認めらず,Ms寒天培地上での

コロニー形態の変異はフルクタンによるものではないことが半J明 した。

Strepιοcοθεus pyogenesの システインプロテアーゼであるSPE B(Lyon,1998,

Chaussee,1999)やιacιοcο ccus racιisのグルタミン酸脱炭酸酵素 (Sanders,

1998)に もr"遺伝子と相同性のある制御遺伝子が存在することが最近報告さ

れている。これらの菌種はGTaseを産生していないので,これらの報告はrgg遺

伝子がGTaseの産生の制御だけではなく,他の因子の発現にも関与する可能性が

あることを示唆するものである。GTaseRの至適pHは 6.5であり,5.0ではその活

性が25%程度低下した。一方,S οraFfsのグルカン合成活性はその予備実験に

おいて培養液のOD550が 1.2を越え,pHが5.0以下となるとほとんど活性を示さな

かった。したがって,οraFFsのグルカン合成活性は低pHでその活性が低下する

こと以外に,GTaseRを分解するプロテアーゼゃ合成されたグルカンを分解する

デキストラナーゼのような酵素の産生,あるいはGTaseの 産生を抑制する機構が

働きのために低下したと考えられる。GTase産生抑制機構についてはL.facιFsの

rgg様の制御遺伝子がpH感受性をもつという報告 (Sanders,1998)が 最近され

ているので,,οraris rgg遺伝子についてもpH感受性が関係しているかもしれ

ない。このようにS.οraFisのGTaseの発現の転写機構はrgg遺伝子によって正の

制御がされるということが半J明 しているのみで,負の制御,あるいはpHの よう

な環境因子による影響が解明されていない。したがってこれらrgg,gι fR遺伝子

の転写発現機構の解明が必要であると考えられる。
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結論

1.S.ο rα′Js GTaseは 生化学的,免疫化学的,分子生物学的,遺伝子分類学的に

口腔レンサ球菌の水溶性グルカン合成酵素に属するものであった。

2.Sο /α′Js gryRはs.g。 /ぁ″JJgrと高い相同性を示したが,N末端部の55番目

から186番目のアミノ酸配列はS.ο /αお 菌種に特異的な配列であつた.

3。 rgg,“″遺伝子の変異株の解析から,rgg遺伝子はGTaseの産生を正に制御

する遺伝子であり,メμ 遺伝子はS.θrα′isの単一のGTasc遺伝子であつた.

4。 S.ο rα′Js GTaseはs.″″α″s静止菌体の付着を増強することより,S.“
“
′α
“
s

の歯面への付着に影響を与えることが示唆された.
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