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以 Fの時号は多く の カji)iで定義せずに使JTlした。ア ミ ノ目立の略号は 三文字衣記

をJTlい、その他は、 flHひがHcー されている場合はそれに従った。

6-APA : 6-aminopenicillanic acid 

A2pm meso-2，6-diaminopimelic acid 

DTT : Dithiothreitol 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA :Glycoletherdiaminetetraacetic acid 

GlcNAc : N-acetylglucosamine 

HurNAc N目 acetylmuramic acid 

PBP Penicillin-binding protein 

PBS : Phospate-beuffered saline 

SDS ・Sodiumdodecyl sulfate 
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1， .-1;研究の凶がJ

利IJrelJ形態の形成と主if.持、知1Jrel.#凪iの保J量、 ili白白やオルガネラの};;jイl二位の決定

とf品川、成長のあり方の決定とその 111進、 t五分裂、細胞質分裂、述!日j など、 t~1 胞

の十時巡 Hf持的及びWJJ(内巡 {'Eをtu_う成分は、機械的支持力と可変性を備えた機能性

情治体と与えられる。剥11 胞は状汎に瓜じて例 j生体を/，'~ ~語、または制作えて細胞の

H~ J!iを変え、知Ilt包I，';JJ羽を全うしていると々えられる。従って初IJrellホlの機能性十時造

体を抑 /Hし、その学illJJを lリjらかにする 事は制11胞周知!の研究の基本である。本研究

は大脱出i(Escherichia coli)を材料とし、細胞情造の変化(形態の形成と維持、

仲良または肥大成長、核分裂、細胞n分裂など)の過程を jjjうl荷造成分を検索し、

そのj{!1rEを解析する生化学的.!，I;rt.'，1を J'¥¥fJ(する事を目的とする。

2， t~11五l 細胞の機能性問造体に 1)11 する従米の見解

以級生物の俄自~1'1 II~ 造体ときえば制1I出 11 Ioである。アクチン系及び微小竹系細

胞'l'If古は作 i昼的に分布し、繊維状 I，~造体を JfJ I必ずる情造成分、これを支持体とす

る Mechanoche田ical enzymes、'1.'1御成分から成り、 1荷造維持的にも動的にも機 fiE

して、細胞情造の維持及び変化に決定的な役者11を果たしている。

これに対し細菌細胞では 一 般に 1細胞内的に相当する細胞質内、細胞質股上のf荷

造体も、その成分も認められておらず、制11i副知l胞には細胞什陥に相当する機能性

1荷造体は存イEしないと考える・11"が、細胞j司!UJに伴う細胞/lr.造変化を考える際、の前

犯となっている。制111通利IJrelでは機械的文川 )Jを備えた i唯一の「剛例造」は細胞笠

であり、その'l'Jlli的mifi j本であるサキュルス (Sacculus)が、細胞J.'ilJUIの全過程

を通じて細胞の形態を刻定し、 !iel主を形成維持し、，E'iif;な成長分裂過程を保証す

るl唯一の11r.造体と考えられている。そこで、利Il諸細胞ではサキュルスが 一種の機

能付 m遊休であり、ペプチドグリカン合成系がサキュルス形成を通じて細胞の成

長分裂の過程を推進すると身える仮説がtJUllされている。この仮説を本研究では

「サキユルス機能仮説 J とIIr.J; 'Ifにする。この仮説には以下に iLliべるような悶灘

があるが、現在なお成長及び細胞f't分裂の必本的な説明 JJ;l辺として支持されてい

る。 ÀÐ泊 iぷl 、サルモネラでは制11 胞の fillf 隔の接部と分裂滞 陥人位 置{ の両 ~Irl に、外政 、

ペプチドグリカン j凶、細胞 r[11見の 三 点が密 お した、制胞を 1.>1状に JI~ り巻く fiF 状の

h'lt Jj]があり、 Periseptalannuli とH予ばれ、制1Jrell'1分裂巡 fl1に何等かの |則告をし

勺，
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ていると考えられている(1)。

しかし数将の制111ーには微小行状 114J.;'iなどの細胞内十:4造体が初l察されており、大

}I~ll活に Hechanochemical enzyme とJ41われる蛋白質成分が報告されるなど(衣 l

-1 )、制IIJrct目的係機能性問造体の存花が示 11査されており、サキュルス機能仮説の

IjIj jMには疑問がある。

3. サキュルスの機fiEの節回と機能性 1If，造{本の示 11圭

制的細胞を Lysozyme処班、 β ーラクタム抗生物質処理などしてそのサキュル

スを{技場廿ると、細胞は(tj;';r;液中では破裂溶尚一し、等5員液中でも球形で脆弱な細

胞、 Spheroplast、 Protoplast となり、 l剖1-Jの形態と分裂jiEを失うがが河辺であ

る。従ってサキュルスが知IW細胞の形態を泌定し、 ijl&liをj杉j成維持し、正常な n.¥:

長分裂i邑12を保証する事はり!かである。

しかし、細胞笠が剛1If，造住を失った変異株である L-form細胞は、知Il:，1i細胞の

成長分裂過程に於けるサキユルスの除 {iEの範囲と 、 その他の|荷造要素の関与を示

l唆していると考えられる。 Hartinはグラム陰性菌由来の L-form細胞を三段に分

~l した(2)。問lち、制11#íll'~ Hr.造とその成分を完全に欠失した Protoplast-type係、

細胞!立が♂しく不完全になった Unstable、及び Stablespheroplast-type VRで

ある。何れも等狽の t古地中でのみ則前し、細胞はI"J< if~- 不定 If~ 、多綴で、基本的

には出芽で柏刑すると考えられ、低3長i夜に移すと破裂i'&lA1jする点で共通している。

形態や生出の異常は細胞 i廷が支符))を失った結 Mと考えられ、サキュルスの上述

の機能を改めて示 IIS!する。 しかし次の示日空は更に重要である。

mーに、 Protoplast-type俳細胞は比較的高い生イF率でTll摘する 'Jr.から、サキ

ユルスを尖っても、信頼件ーは低下するが、核の分続と分配、細胞質分裂(娘細胞

の山ぷと分離)は進行可能であり、これらの過程を支持推進する機能性情造体が

制11胞r'.t内または細胞質限ょにイfイEする慌が示日査される事である。この株の細胞で

は、 *111胞と出芽する脱小胞または娘細胞との境界は鋭利であり、その基部を支持

する袋十II荷造の存在が推定される。

;r;ニに、 Stablespheroplast-type妹は lりl肌な外波及び細胞恒例造と、リポ蛋

白'e'.tを結合した架防ペプチドグリカン及び外政成分とを持ちながら、制u胞壁の剛

m造としての機能を欠< 'J ~ から、免li 焔ペプチドグリカン合成系はサキュルス 情 築

qJV 



系と分離可能な過 f'Eであり、日ijイ告が必然的に{圭省を推進する|刻係にはない事が示

l唆される。似し、今の処大腸 l半lにはこの辺の俳は知lられていない。

第 三 に、 Unstablespheroplast-type税、は高率に誘導され、日守Zに正常利|胞に

ilZ ~j}する '1 1 から、制11 胞はfJIかの変化で L-form型の地殖係式に移行できる事が示

il去される。 Lederbergは大』訪問をペニシリン存在下に等恨の怒天前地中で附設し、

L-form級制11胞 が 可逆 (J(Jに誘滋されてTi:Mする引を報告したり)。細胞の性質は生

77が;本天依存性である事を除けば、 Unstablespheroplast-type総とー欽する。

誘導頒 j主は JE1011 株では約 10・a で、突然変呉の頻度を遥かに上凶る。この事

から L-form型の地殖段式は、正常細胞で機能している機怖が細胞笠の支持を失

う 'I~ により見常な Jf~ で現れたものと比るヲ]r ができる。

以 l二の三つの示日査を総合すると、制 i五!の成長分裂に伴う細胞m造変化を推進す

るのは制lIJt'dFλ!の機能性 川造体であり、サキュルスはその[肋きを保証する支符的十時

造体と考えると縫合的である。

4. "j三研究の基本的考え 15と研究対象

以上の考祭を基に、ノド研究では次のように考える。

釧がlの細胞質内または細胞質以上には傾数組矧の機能性情造体が存 .(Eし、成長、

分裂に(，I~ う細胞の併造変化の i位認に動的、 t荷造維持がj に機能する。サキユルスは

機能性1荷造体の働きと-111まって形成され、細胞の保護、形態の維持、 Hit庄の形成

維持、足場として機能tJ例造体の支持など、支持的機能を Iflし、その(助きを補完

する。両H月造22索は相互依存的で、正常な *111J泡例造変化に共に重要である。

以ヒの考え方は従米の ):1J兄と手間しないばかりでな〈、マイコプラズマは制l胞

!笠なしに一定の形態を維持しつつ、成長、以分裂、制11胞質分裂を行う 'Jr(4)、大腸

Uiや砧 iJUjの核分裂後の娘紘のポジショニング (5)(6)、位互旦cocc旦2日旦th旦互のペ

プチドグリカンは述絞したサキュルスを Jf~ I!比していないと考えられる事(7)、など

の知見を説明する。これらの事実は従来の「サキュルス機能仮説」では説明され

なかった。 r剥II[迫細胞ではサキュルス=細胞-11俗」と言う考え方は説得力がない

( 1-6 i i) 参!!H)。

本研究は以上の考え方に立って二つの考察を行う。その一つはサキユルス形成

とペプチドグリカン合成M'*~の|刈係のJj祭であり、それは剛 m造であるサキュル
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スの形成過程のー端を l別らかにするであろう。もう一つは機能性1Ir，造体のm造成

分 の 検 索 及 び そ の ttf'tの与祭であり、それは制11胞情造変化の生化学的解析の基礎

を与えると忠われる。

5. 研究の千'f:f;l:- 1目 t，lIl:':j細胞の制IIJI'Il付 m線 IIF，造体と l弘Ii!!!成分

制l以J細胞に報告されている細胞'l'Il1tfi草川造体と|刻辿成分の ffrlを衣 1-1 に示す。

A ItlJは屯子顕微iJ!による形態学的。'Jf':i'Eの知l凡であり、何れの|荷造体もそのノド j患

や機能は l切らかではない。微小 TY 状!.~ ;宣はグラム陰性闘にも陽性保lにも兄いださ

れ、 j'Wi生物の微小 管と形態的に良〈似ていると言われている。

B 1聞は J'l妓生物の制胞付格成分の生化学的特質を指標として検出された成分で、

生化学的評 Irllí が可能である。アクチン係資白賀、ミオシン係:lli白~の 6Jf ':i'Eはその

後の先 JM がなく、その存在には従 1:日がある。 EF-Tu は十l~ 造費白 n としての性的を

持ちのると考えられるが、そのJ:-l体的な7J.義は明かでない。

C 1聞は分子生物学的手法により摘出された制11胞舟他成分保 lli自白である。 MukB

蛍自r'tは絞のポジシヨニング(以分裂後、由良妓が急速に分隊してー定の位置迄移

動する現象) (5) に関与し、キネシン様のtI~造を持つと言われている。伎のポジシ

ヨニングに当たる現象は紡 は l詞でも知lられ(6)、普遍的な現象と思われる。 tdiC、

tdiD も DNAの分配に!日]守する遺伝 fで、推定アミノ目立配列が αーチュープリン

と相 同 性 を 持 つ と 言われている。これらの成分は抜目立の分配と言う機能と結び付

いており、制11泊と Jlt車生物の綴目立分配機mの仔|同性を示 H査して、悟めて興味深い。

しかしその生化学的なな説付けは今後の保組である。また、大脱出lに自主均ミオシ

ン抗体と交又反応する分子蛍I'IHが報告されている。

以上の結果は紺l前細胞の機能性!.'r，造体の存在に就いて示H主 的 で あ る 。 し か し 細

胞ぷ而の支持や細胞 質 分 裂 過 般 に 関 与 す る と 考 え ら れる情造成分は、今の処指摘

されていない。

6. 研究の 7'ÏEt-2 . 細胞笠の II~ 造、川築と、サキュルス機能仮説

i) 細胞砲の IIqitと情築

細胞肢の機械的強度をt!lう'l'J 術的成分!;):ペプチドグリカンと 11予ばれる I~i ペプチ

ドの網状喧合体である (23)。その;部分化学問造を大閥的を研rJに図 1-1、 A に示す。

F
h
d
 



H月造名、蛍白 ti宇; 検出された関純 文献

1. Rhapidosome Proteus， Saprospira (8) 

2. Hicrotubules Azotobacter vinelandii (9) 
Pr旦よ旦旦呈 mirabilis (10) 
Spirochetes (11 ) 

3. Hicrotubular structure E.coli， L-form (12) 
Staphylococcal L-form (13 ) 

4. lntracellular periodic Hyxococcusxanthus (14 ) 

structure 

5. Apparatus of glinding M. fulvus (15 ) 

motility 

6. Spirosome E coli， L brevis (16 ) 

7. Actin-like protein E. coli (17 ) 

8. Hyosin-like & Actin E. coli (18) 

ーlikeprotein 
9. Elongation factor Tu E. coli (19) 

C 10. MukB protein E. c 0 1 i (20) 

11. TdiC， TdiD protein c_. 旦よよ (21 ) 

12 180kD protein c_. c 0 1 i (22) 

P. 1-1 t.U11五i細胞に報告されている制11胞内 f:~ 造体及び細胞何格段蛍白質
今までに報告されている制11胞内 f，'lj造体と制IJI't'l骨硲係蛋白質の 17110I荷造名、:lli白

質名は名文献での呼材、に准i処した。 A側は1[子顕微鋭下に検出されている情造体。

Rhapidosomeは Hicrotubule に似た情造で、ウィルス粒子とも考えられている。

B 仰は細胞 '1'1防蛍白質の '1:.化学的な1'1:r'1をm僚に検出された例造体形成蛋白質。

C I聞はアミノ目立配列と抗原性から細胞什陥蛋白質と相向性のある蛋白質。 5.の例

はベリプラズムに局花。 Hりは全て紛IJl't'l r'I I勾に局任。

-6-



0[1ち、 N-acetylmuramic acid (KurNAc) と N-acetylglucosamine(GlcNAc)の共

if_[合体のlh;i::t:mが KurNれから分岐するペプチド官W$i'iで架橋された制状附追を持

ち、切れ日な〈制11胞衣面を包み込み、全体として細胞とほぼ I，tlじ大きさと形を持

つ I~I じた袋状の 附造体、サキュルス (Sacculus) (23)を形成する。ペプチド組成、

架僑 H~ 造、化学修飾は、Hlによって多織だが、基本的十荷造は共通である (24) 0 t自

主mは Lysozyme に}JJI水分解され、二 il'iペプチドを単位とした分解産物(ムロペ

プチド)を生ずる。大腸(t1iの主 1Jムロペプチド(サキュルスの主・目的を j泌す)を

図 1-1、 B に示す。この他に合量の少ないムロペプチドが 30fHJlあり、その主主

っかにはシグナルとしてのほ iiEが挑定されている (25)。

グラム似性 l勾の細胞!立はペプチドグリカンが成 j百した多 ÆlI荷量~を持ち、 1自主主Ií

は同一周卜人lは並行、各j白IllIで斜交する IE向を持ち、府 IHIを目立性ポリマー(テイコ

目立、テイクロン目立)が強化すると考えられている (26)。グラム陰性医Iの制1IH'1l壁は

稗い(2~ 3 府と言われる)ペプチドグリカン j百とその外側を被う外政 H~ 造から成

り、 - llf のリポ:ill白白が I"~ -tiを結び付けている (27)。外脱と細胞t'H犯に挟まれた

ベプチドグリカンAiを合む空 Ill1をベリプラズム空間!と呼ぶ。ペプチドグリカンの

tl~ 主 釘i の走向は大脱出i では細胞の長舶に直交する事が l切らかにされている(28)。

ペプチドグリカンは Undecaprenol-P-P-KurNAc(L-Ala-D-Glu-meso-A2pmーかAla

D-Ala)-GlcNAc (リピド巾 JUI体)を将兵的な基質として細胞質』史上の静索により

サキユルス上で合成され、余剰の D-A 1 aの切除を受けて完成する (29)。大腸琵jで

はペプチドグリカン合成形来は必分子 ~!II のペニシリン結合蛍自白( PBP)で あ る (

第 2c;;f、小序参照)。大腸 l:.liでは (111長成長 JUIの$li1ミペプチドグリカンの組込はサ

キュルス全衣面で起こり、分裂 JUI にはそのが~ 60% が分裂泌の阿 ~!II の部分に集中す

る事が知lられている (30)。ペプチドグリカンはサキユルスの内側から付加し、外

側で分解j充*されており、大腸 l話i、川 口前では一世代当り約 50%が代治i回転して

いると計針されている(31)。

i i) サキュルス機能仮説

腕I}Jは大』易保jの系で、サキユルスの円筒部を世11方に (111ばすべプチドグリカン合

成反応が細胞の (1ド長成長を、それには交して |λJ~JII に向かうペプチドグリカン合成

反応が隔壁形成(=細胞質分製)を HI')itすると論じた (32)。しかしこの説明は絞

分裂を説明できず、また、ペプチドグリカン合成系は ßl);圧(大腸伝j で 2~ 3気圧

7-
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図 1-1 細胞笠ペプチドグリカンの部分間造と主要ムロペプチドの1m造

A 大腸 i組の制11胞笠ペプチドグリカンの部分 十荷造(総橋Jm図 )0 B 大腸菌の

細胞笠ペプチドグリカン由来の主張ムロペプチドの f荷造。 C3は架橋 部分由米の梨

焔二蛍{本で、架|喬は meso-A.pmの 0-光学活性中心(遊雌)のアミノ基と、隣の

ペプチド鎖のA<端の 0-A laのカルボキシル基とのIUIに形成される。 C6はペプチ

ドグリカンの反復 11¥位のニthiiペプチドの Il't単体。 C5は C6の-*端の D-Alaの外

れたもの。
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(33)、グラム防性的では 20 気圧 (34)に及ぶ)にむしし、見比は逆らいながらその支

持 I，~治体1' 1 f，}を附*する 'J~ になり、}J学的に悶 fi であった。

Kochはその力学的 III覧11に聞論的 )j察から次の説明を与えた (35)。

グラム陽性凶: *細胞伎がj手く M分化し、 na圧による応力を 111うのは細胞笠の小

周である。その内側は 11¥¥応力下にあり、ペプチドグリカン付加による制l胞壁内而

の成形が Iザ俗である。制iIJrl'l U，~全 filí でペプチドグリカンのイj" )JII hlが漸1¥'1すればサキ

ュルスは代謝回転を総てや11長し、付加が特定の位置に起こって内側に向かつて IJ巴

Iヲすれば附吃が形j戊される。

グラム険性菌 :細胞!立が務く応))支持府を JUI待できない。細胞を氾に近似して

ni& JT: P、体Hi変化 dV、ぷ凶iiJJ¥))に -+11当する T、衣面積変化 dAのIHIに P吋 V=T':'d 

A (P吋 V は細胞周知lを通じて一定)が成り立てば、 T を変数としてや11長成長と分

裂 ltl~ 陥入を記述できる。そこで次の解釈が可能である。 l 細胞は T を制御(局

所的な pH変化などを仮定)して成長分裂過程を ;1副首11する、 2.Hechanochemical 

enzymeが関与する(Tの制 &11)、 3 細胞質分裂 H寺に分裂湖周辺で制I~包壁合成が

高まる(dAの地大)、 4.基本的にグラム防性菌と同じ機備による(T、 dA によら

ない) 0 Koch自身は lのwi釈を tJるが、何れの解釈にも支持者がある。

しかし Kochの仮説によってもサキュルス機能仮説の囚鋭は克服されない。膨

[五は iえ透圧によって細胞質脱が制il JrI'l (~ に jll' 付けられて発生すると考えられる。従

ってグラム陽性 iIiでも刺IJI'I'l壁内聞は外向きの応力下 にあり、 lおJf3は制限される。

隔壁陥入、 Ní*i の il1 1 長成長を ~í~ ~ヰする細胞 iÆ J荷の呉方的抑制は næ 圧に逆らって起

こる芭であり、 HJ);圧を克服する機仰が必要である。また、ペプチドグリカンの狛

m 配 l旬、 l同笠宮~分への合成時点の絡似J または場所特呉 ú!:J な活性化のために細胞~

以外に支持機怖を必要とする。グラム除性凶の説明原理は多義的であり、成長分

裂に i1'う変化をサキュルスに求める必然性は証明されない。

サキュルス機能仮説には説得力がない。
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第 二 百I

大』品 l泊のペニシリン結合蛍じIrI1八のペプチドグリカン合成砂ぷ活性
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小Jf;

本i"~ではサキュルスの m~ に|刻する考察を行う。サキュルスはペプチドグリカ

ンを/I~ I戊成分とする支持的な1m造体であって、制胞の保護、正7itで効率的な成長

分裂過位の HE進など、生 i盟的にIu:l!.'な憐 fiEを果たしていると考えられる。ペプチ

ドグリカン合成の IFi耳目体は刺III'I'l釘 |λlで合成され、 Undecaprenoトピロリン目立の誘導

体(リピド rltIUI 体)として制l胞質般のベリプラズム側へ供給される (49)0 111)造体

としてのサキュルスの IIH経過犯はリピド司f間体を基質としたペプチドグリカン合

成反応から始まる。

Izaki らは大級的の細胞似両分が、 UDP-MurNAc-pentapeptide と UDP-GlcNAc

とからリピド中 liJI体を経由してペプチドグリカンを生産し、その架橋形成反応を

β ーラクタム抗生物質が IIJ1~í するすE を示し、ペプチドグリカン合成の研究の端緒

をnfJいた (36)0 Spratt and Pardee (37)は大腸wにペニシリンと共イ1結合する蛋

白釘(ペニシリン結合蛍白質、 PBP)li'Fを見い出し、それらが形態形成に機能分化

している事を示 11査した。以後、 PBP はペプチドグリカン負担備隊 ~i 11'Fに他ならなず、

細胞の成長、分裂、形態形成過程に重要な機能を持つと考えられ、その研究は生

化学的、遺伝学的、薬E虫学的な側miを紘lい混ぜに進行した。

大防医lの主要な PBP として lA、 lB、2、3、4、5、 6が知lられている。何れも

細胞質肢に局在する蛋白質である。何れの蛋白質にも欠m変異株が知られ、生理

的機iiEが HE定され、遺伝子が阿定され、その自信基両日夕I1が決定されている。変兵綜

の↑1賀、 β ーラクタム抗生物質の結合特 W1tと薬理作 JTIの関係から、高分子 flllJの

P BP lA、 1Bは剥11胞の成長に、 PBP2 は作品;j形態形成に、 PBP3 は制11胞質分裂に関与

すると考えられている (37)。伝情は、 PBPlA、 lB、2、 3は何れもペプチドグリカ

ン合成似宗で、 PBPlA、 1Bは細胞側噌の、 PBP2 は細胞ftll長の 11!1始官官{立の、 PBP3

は隔笠のペプチドグリカン合成に役;;;11分化していると考えた (38)0 rlt川らは PBP

1 Bを杓裂し、リピド rltIUJ体を必鈍として加担'[i[[合反応とペプチド匁橋反応の両方

を同時に触媒して架陥ペプチドグリカンを合成する二機能的(Bifunctional)ペ

プチドグリカン合成酵素である事を l則かにしたりの。石聖子らは PBPIA(40)、 2(41 

)、 3(42)夫 qにペプチドグリカン合成形索活性を検出した。 PBP4、5、 6は D-a-

lanine peptidase活性を Niち、 $Ji1:ペプチドグリカン上の余剰の D-alanine を
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除去すると考えられている。

PBPIAは見かけの分 I-1rtが) 91 ， 000(~X 基配列からの ~I'n fl!j 93，500) の蛍自主i

(43)であり、 i遺伝学的及び主lil'H学的(JJf究から、機能上 PBPl 8 (見かけの分子量約

85 ， 000 、 ~In 他 94 ， 100 と 88 ， 800) (43)と相倒的なペプチドグリカン合成併卦?と

与えられている。 1，減らは mrcB(=ponB)変異併を分断し、 PBPIBがペプチドグ

リカン作成両手素である 'f~ を示すと J~ に、 mreA 変異が PBPIA と 2 を tllì I質的に地加l

さゼ、 mrcB 変 J'~ の j杉貨を抑制するがを示した ( 44 ) 。鈴木らは、 PBPIA の遺伝子(

田rcA=ponA)と PBPIBの冶伝 I-(mrcB=ponB)は同時に欠航すると主主死となるが、

犬々 ijl.独で欠如しても細胞の生 ffには始ど彩符が無い事を示した (45)0PBPIA と

PBPIBは通常の生行条件下では呼仙lの機能を持つペプチドグリカン合成両手索と考

えられるが、 PBPIA は PBP2 と}~に機能している可能性がある。

PBPIAが主要ペプチドグリカン合成防素である mrcB綜は β ーラクタム抗生物

釘全般に高感受性を示し、 i曲目11な条件(i広没透圧t音l也、 45・C) Fで焔J交感受性を

示す他には税株と大きな j~ はない。しかしその細胞版画分はペプチドグリカン合

成dHi活性を示さなかった (44)。石野らは mrcB併にプラスミドを導入し、 PBPI

Aを地幅した』見回分を EDTA-Hg2・処理してペプチドグリカン合成活性を検出し、

史に PBPIAを分回し、ペプチドグリカン合成砂索活性を示した。しかしその活性

は誌紙に依イ子するなど特殊な性質を示した (40)。本研究は以上の研究結果を受け

て、 PBPIAの特製とそのペプチドグリカン合成醇索活性に就いて検討したもので

ある。

言うまでもなく、ペプチドグリカンはサキュルスに術策されて初めて支持{荷造

体としてのほ能を先制1る。慨 1iJlした辺り、ペプチドグリカン合成とサキュルス

lIr.築との関係は l珂かではない。本研究では PBPIAのペプチドグリカン合成酵素活

性だげでなく、その性質や lH'l 将兵性を l切らかにし、細胞壁 I!~* 系に於けるその

位 i立づけを考案する。

ー12-



方法

他JIJui 1牢及びt音益条件

{史mμi綜 PBPIAの打j裂には、大腸W K12係の JST975srev6株(F、辿玉、

1 eu、 trp、 his、 i1v、 thy、 thi 、 ara、 1ac、 ga1、 mt1、 xy1、 rpsL、 mr cB、 mr e A ) 

(45)に C1arke and Carbonのプラスミド pLC29-47 (46)を滋人した妹を月!いた。

JST975srev6 は PBP18欠jjj(mrcB)、 PBPIA過剰生庭(mr e A )変民総であり、 P

LC29-47は PBPIAの過剰セ皮をもたらすプラスミドである。この総は石野により

作11比された (40)。

I古衣: 借地にはチミン(20ug/m1)を添加lした Lennox的地 (47)( L'借地)

を川いた。ボリベプトンと d.r.I手エキスは大五栄設化学社裂を使mした。菌伐の t呆

イr.&ぴ日iPi.i廷には、無菌白()に分附した Colicin El を加え、プラスミドの脱落を

防いだ。ノド培養はジャーファーメンターをJlJい、 30"Cで iill気 mはん培 f;;した。白

{本は 10，OOOxg で集め、{，'，¥i悼緩衝液 (50mHTris-HCl pH7.5， O.lmH HgC12)で洗

浄した後、 -80"Cに凍結保イ干した。

P BPIAの精製

版画分の割!J製: 肉体を it¥c([ I註の 7{音の原準緩衝液(同上)に懸渇し、超音波

処f1R( 10kHz， 5min， 0・C)により破昨した。 A己破砕菌l体を 10，OOOxgで述心、除

去した後、上沼を超述心 (100，OOOxg，30min) し 、 沈綴阿分を得た。この沈澱個

分を係準緩衝液に懸濁して 1耳ぴ超i;Jl心し(条件同上)、 13られた ii¥;綴阿分を傑準

緩韻ii夜に j懸j街し、 -80"Cに凍結保イ子した。これを RR fraction と11'1'ぶ。

Affinity chromatography HJゲルの作製 PBPIA精製のリガンドにはトアミ

ノベニシラン目立 (6-Amino-penici11anicacid、以下 6-A PA と略紘)を選択した。

6-APAのアミノ基と 活性化-Sepharose とのカップリングは、小川ら (48)に従い、

CNBr-Activated Sepharose 4B または ActivatedCH-Sepharose 48 2g と 200mg

の 6-APA を、 10mlの O.IHNa-8orate pH7.1、 0.5HNaCl 小で 30・C、 2.511寺間

仮とうして行った 。この外の総作はファルマシア社の説明討に従った。トAPA は

lリJi台製泌総式会社よりHlいた。 CN8r-activatedSepharose、 ActivatedCH-Seph-

arose はファルマシア社製品を 11品入してJljいた。

Affini ty chr口matography 蛍 1~ln 問分に 6-APA ゲル(ベッド容約 2m1 分 )
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をj怒i日し、 30・Cで適当時Iill振とうし、ペニシリン結合蛋円nをゲルへ l以折させた。

この懸泌液をカラムに通し、ゲルをカラムに*め、非政 ，tiIllij分を前 LU、凶以した。

ゲルからm白f'1を溶山するiJJi'1は、 0・Crでカラムを、夫ノJ大i位畢'1盈の、緩衝液

1 (50mM Tris-HCl pH7.5、 1% Tri ton X-I00)、緩衝液 2(級 f~íi夜 1 + 1M NaCl)、

緩衝7依 3(Tri ton X-I00を 0.1% とした緩術液 1)で順次洗浄した。次に 5ml

のitHIH底値iifII(50mM Tris-HCl pH7.8、 o . 1 % T r i t 0 n X -100、 1M Hydroxylamine) 

で手引くカラムを洗い Eluate-l を得た。次に、 2.5ml の浴出緩衝液を JJUえ、 30

・Cで 40分 jJlJ泊してから浴出減を回収し、この l町分を Eluate-2 とした。同じ加1

jfuljt; LH操作を史に 二 回繰り返し、のられた阿分をそれぞれ Eluate-3、 Eluate-4

とした。何れの阿分も、{呆イF緩衝液 (10mMTris-HCl pH7.4， 0.1% Triton X-I00、

20%(V/V) Glycerol)に卜分透析し、 80・Cに保存した。

PBP 1 A 11可分の検出 PBPIA の椛:.l:i lllij 分は、ペニシリン結合資白 r~ を Spratt

ら(37)に従って検出し、検定した。この IU1、各両分は -80'Cに凍結保存した。

ペニシリン結合 ifi白1'1の検出と定借・ ペニシリン結合資自主iは [14C]-Benz-

yl penicillin (50Ci/田01)を JTIい、 Spratt ら(37)の方法により検出した。但し

'm気i，}:!l'J)のアクリルアミド濃度を 7.5% とし、フルオログラフィーに先立ってゲ

ルを Coomassie brilliant blue により染色し、蛋白質のパターンを解析した。

PBPIAの定祉には、フルオログラムとの PBPIAのハンド部分を切り出し、 トルエ

ン系シンチレーション液 rllで:il数した。計数効率は 78% である。

佐且A立
Mi'iの I.sli裂 PBPIAのペプチドグリカン合成円事業活刊の司11/定には政 UH票識し

た Undecaprenolyl-pyrophospho-MurNAc(-k-Ala-~-Glu-meso-A 2 pm-~-Ala-~-Ala)

-GlcNAc lllij分を基貨に JIJいた。これをリピド rl'間体([!Iij分)と時ぷ。リピド 11
'
間

体は UDP-GlcNAc と UDP-HurNAc-pentapeptide から Micrococcus luteus の系(

49)をmいて、石野及び位怖により剥製され、:t，lli裂された。占Hli8液はリピド中!日l

{本を合むメタノールまたはクロロホルム・メタノール浴液である。

t~ f査と僚識剖¥(屯 ノド研究では、 [14C]-GlcNAc(346Ci/mol)係識したリピド中

IHI体、 ['H]-GlcNAc(6.6xl03Ci/mol) I~'! 識したリピド ιl' 1111 {.本、 [1'C] -meso-A2pm ( 

44Ci/mol)際識したリピド l111UI体、の 三利支Ilを目的に応じて利刀iした。J.ill'，'i';の活

性測定には ["C]-GlcNAct，¥織のリピド '11r:fli小田11分を利川した。
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PBP1Aのペプチドグリカン合成oHi活性測定法

1::!i¥f¥iJ; 8. 5~ 26pmo les のリピド '1'1111 体を合む必f'l浴液 (3~ 5μ1 )を 0.5ml

容のガラス以験台にとり、デシケーター中で n空ポンプをmいて 3分|削減 Jj'乾悶

した後、 5μlのメタノールを )Jllえ、 37・Cで、 l分間加相して浴解した。これに品

終最 3O)J 1の反応浴液と静点以品(以終濃度 10m"Tris-Maleate pH6.0， 0.045% 

Triton X-100， lmM MgCl ε， 1. 8~ 2.4μg PBP1A)を順次加え、 [1'1ちに 37"Cに加l出

し、適当 IIJIUJ保 b111して反』ぷをfIった。;Jf馬主に{:/(つては、 PBP1At，¥品を加える liijに

反応浴液を子め 37 ・C に {~1:[A し、これに P BP 1 A 綴品をを j川えるがで反応を開始し

た。反応停止には、反』ぶ浴7伎に 10μl のイソ陥目立を加lえるか、または反応溶液を

沸脱水浴中で l分1I1I加熱した。 Mれの停止法によってもリピド rl'lUI{，J;、ペプチド

グリカン、ムロペプチドなどに分解、または化学修飾は起こらなかった。基tlと

反応産物は泌紙クロマトグラフィーにより分隊した。この JJ法は小川らの JJ法を

P BP 1 A 111に改良したものである。なお、反応液は 5μlのリピド中間体メタノール

浴液と 30μl反応浴液を合むが、川j{f処出などのため最終:raは 35μl にはならな

い。従って、全ての濃度は使:n:仁メタノール分を無視し、反応液を 30μl とした

協合の必終濃度で表示した。

反応産物の分隊と検出 : 本研究で川いた全ての酵素反応について、反応産物

は次の系の泌紙クロマトグラフィー訟を川いて分離した。問l ち、反応浴 k~ 会 f置を

泌 紙(Wha tman 3MM)にスポットし、 MIlH iδ!(¥(に、イソ目白目立 lN アムモニア= 5 

: 3 ( V /V )を用い 、下降法で ーl脱MIJ，Iした。泌紙はアセトンで卜分j先沖し、以後

の測定に日!いた。 一時gの実験では反応濯物の分隊に二次冗務 j同クロマトグラフィ

ーを，fIIJTIした。 iWMプレートにはメルク社製のシリカゲルプレートを川い、 一次

元日の以 IlH浴媒に、イソ尚目立 lN アムモニア= 5・3( V /V )を、二次元自のJRIJtJ

溶媒に、 95%エタノール 1M俳目立アムモニウム= 5: 2 (V/V)をJIlいた。クロマ

トグラム上の以射性物伐のスポットの似 inはスパークチェンバーカメラ(英国、

Birchover社)、またはオートラジオグラフィーによって検出した。

反応産物の定毘: 名反応院物の fitは、その言|数{位、計数効率、及び川いた基

質の比政射能かられ1 し、 :色ゑh:3し点主~Y_i是主:ζ悲し乏丸、在。名スポットの計

数他は、スポットを合む 3cmx4cm 0)大きさの泌紙片を切り山し、 トルエン系シン

チレーション t主 (4gPPO， O.lg POPOP / liter)中でH主{本シンチレーションカウ
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ンターにより測定した。 ~I' ~政責11 京は、各々の絞磁の目見知設の UDP-GlcNAc を問じ

大きさの滅紙片にスポットし、同じ条件で測定して得られた ~I 数イl白から Jrn した。

泌紙上での各級種の言十数効率は川Cで 61.2%、 3Hで 2.94%であった。

先~陥 JJr.測定法 : 泌車l~ クロマトグラムの原点(反応産物ペプチドグリカン阿分)

を泌紙から切り出し、アセトンで十分洗浄の後納l片化し、 250μ1の Lysozyme溶

液 (10mHTris-HCl pH7.5， lmg/ml Lysozyme)をJJIIえ、 トルエンを的 Uiflllとして、

37・C、 16~ 24時間反応し、沸騰水浴 rl'で 2分加温して反応を停止した。反応産

物は泌紙クロマトグラフィーにより分脱した。架僑}jtーはこの反応でのられたムロ

ペプチドの ili庭体(C6 )架橋二位体(C3)架橋三量体(C2)の、 GlcNAcJ.五基の量

でぶした盈(紋射能の計数It立を利 111) から、次の式を用いて計卸した。

CL(%)=([C3J/2 + 2[C2J)/([C6J+[C3J+[C2J) 

但し、ここで[C6J、 [C3J、[C 2 Jはそれぞれ C6、 C3、 C2の量をぷす。この万J去

を梨陥 JJr.測定の定法とした。

細胞笠ペプチドグリカン及びムロペプチドの調製: 非j皮射性の細胞笠ペプチ

ドグリカン画分は、大腸i沼 K12妹 IIl米の W3110綜(F-)妹を後JUl指数地殖JUIま

でI音援し、 m凶i?ti1' 1麦、 SDSで煮沸し、蒸留水で洗浄し、調製した (50)。使用前

には趨音波処理して分散させた。 JiJI.射性の嗣11胞壁ペプチドグリカンは、 CU4431依

( Hf r ， g_且_E， lY立且)を [ "CJ -ジアミノピメリン目立 (A2pm) (50Ci/mol， 2μCi/血1) 

を加lえた L培地で定常 lUlまで活必し、同僚に訓裂した。ムロペプチドはその一部

を Lysozymeで分解し、泌紙クロマトグラフィーにより iii跳ね裂した。ムロペプ

チド椋品は比j皮射能 17Ci/mol と0.04Ci/molの二極主Ilを{史JTIした。

P BP1Aの反応産物の同定

DD-Endopeptidaseによる処理 DD-Endopeptidase (51)阿分はほに報告した

)J法でね製した。この両分は他に Anhydromuramidase(52)活性を含んでいたが、

これら以外の「浴郎防索 J活性を合まず、 C3を基質とした 11寺、匁!Ii官邸以外を分解

しなかった。ムロペプチドの分解は 10mHTris-Haleate pH6.0， 5mH CoCl.、 37

℃の反応、条例下で行い、分Wi産物は泌紙クロマトグラフィ ー により分隊した。

A2pmと DNP-A2pm量比の決定 (53) ["CJ-A2pmで椋識したムロペプチドの

ジアミノピメリン目立(A. pm )のi位向ftのアミノ越を Dinit rof luorobenzene ( DNFB) 

処迎して Dinitrophenyl(DNP)化し、これをJi.X目立j川水分解し、1:じた A.pmと
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DNP-A2pmをー次元の務Mクロマトグラフィー(イソ目指目立 lNア ム モ ニ ア = 5: 

3 (V /V) )で分雌し、定惜した。:;lf験条件は l況に報告した }jiJ"によった。

'1<均 Illi;l自民の推定 Schindler(54)らの方法に準じ、ペプチドグリカンの柏

l'j'iの11還元末端の GlcNAc Ý~ M:に UDP-Galactose と Galactosyltransferaseを

JfJいて Galactoseを導入し、全 GlcNAcに対するその量比を求めて ftl-nした。 I!l-

1lJからの変史点は、非政射性の UDP-Galactose と ["C]-GlcNAcrn1識したペプチ

ドグリカンを用い、生じた Galactosyトペプチドグリカンを DD-Endopeptidase

と LysozYlle で完全に分解してから、泌 h~ クロマトグラフィーで C6 と Gal-C6

を分~i1l定 ft したすE である。

免疫化学的}3法

PBPIAの抗血清は、精製 PBP 1 A棋tfhと Freundの完全アジュハンドをIlJいて、

メスのウサギ(2. 5kg)を感作し、加製した。イミュノプロット法は Towbin ら(

55)の }5iJ，によった。大腸凶の染色には JEI0ll と JST975srev6/pLC29-47株を川

い、的{本をカバーグラス上に l以 ~'f させ、ホルマリンを滴下して[.'!]定し洗浄した{圭、

500 I告に希釈した抗凪l治を一次抗体とし 4"Cで 12時間l反応させ、同じ希釈率の

ローダミン初、識した二次抗体(Kappel 社製)を同じ条件で反応させた。対照実験

には同じウサギ個体から免疫感作!Iijに訓製した血mをmいた。

蛍白f'I定 Hf法

lff白筑波l支は'riang(56)らによる Lowry変法によりウシJfnillアルブミンを椋準

蛍自白として測定した。

訟主Ml

その他の 一向23占禁主nは全て H級品を川いた。
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結見~

i ペニシリン結合蛋白f'il八の州製

大腸伝IJST975srev6/pLC29-47 i本からペニシリン結合蛋白質 1八(P BP 1 Aと日目

記)を利息{したロ pLC29-47 は PBPIA をコードし、その過剰生産をもたらすプラ

スミド、 JST975srev6 妹は、 PBPIB 欠如(巴~)と、 PBPIA の過剰生産をもたら

す変災(i!l_工~)のニ 11 変 wr，，/(である (40)0 f，'J'iJ;iに当たっては、 PBPIA合母が高い

すEが盟ましく、また、 PBPIB はペニシリンと結合し、安定で、広い条件下でペプ

チドグリカン合成酵素活性を示すので、予めこれを欠 iiiしている事が説ましい。

そこでこの綜を選択した。

M製は次の手順で行った。実験操作は特に断わらない líL~ り O~ 4・Cで行なっ た。

各'1，1"};l 段階の町分の蛋白質と PBPのパターンを図 2-1( 19 n)に示す。 4古1i\~ 緩

衝液 (50mHTris-HCl pH7. 5) に懸泊した細胞版画分 (RRfraction) に Triton

X-I00をIJUえ、最終滋J.ir O. 93% 、 2託内 ~/W面活性ß11 ・.'Í!極上じを 1.4 とし、 20OC 

で 20分間 tlli出した。 100，000xg、 l時!日1;車心し、可i&町分 (Triton extract)を

得た。 PBPIA はこの操作で 95%以上可iB化され、 PBP2、3、 4は 30%、 PBP5/6 は

50%限度が可 i8化された。可溶 lilll分 を は Tr i t日nX-I00 を合む原準緩衝液中で

DEAE-cellulose カラムに l汲よ}させ、 NaCl滋j支勾配により浴出した。 PBPIAは、

0.15H~0 .25H NaCl の断分に浴 11:された (OEAE-cellulose fraction) とした。こ

こで PBP5/6が除去された。 OEAE fraction に 6-APA-Sephar口se 4Bを懸渇し、

30Tで 12分反応し、泌過してゲルを除去した。 PBPIA はこのゲルには死?と吸着

しない(1% Aミ消)が、 PBP2、 3、 4はl以-f'rし、除去された。次にこの両分に 6-A

PA-CH-Sepharose 4Bを懸泌し、 30・C、 20分反応した。 PBPIAはこのゲルにはほ

ぼ全盛l以おされ、緩衝液では浴 IHされず、 Hydroxylamine処刊により浴山した。

HYd-roxylamine処理は 0・Cで一町、加I~fu\処理 (30 0C 40 分)を 三 回行い、各両分

を{呆イ子級術 i(~ に透析して Hydroxylamine を|除き、 Eluate-)、 -2、 -3、 -4 とした。

Eluate-2、 -3、 4はMれも、 SOSポリアクリルアミド屯気泳即IJ (凶 2-1、E、

h、i)、変性条件下の等"，:[}~，~ ¥"11気ilkillIJ (データは示さない)で ij1ーの蛋白鈴バン

ドを示し、実質的に1'0)ー な1j1- ifi 山 rl 初日1 である。何れの ~fIT 分もペニシリン結合

活性と際司~i止によるペプチドグリカン合成両手来活性とを示す点 で iE は認められな
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A B 

--

a b C d e f g h i a b C d e f 9 h 

図 2-1 PBPIAの精製

大』弘前 JST975srev6/pLC29-47ttから PBPIAを精製する各段階の阿分の蚤白質

とペニシリン結合蛋白質のパターンを示す。各阿分を Spratt に従って ["-CJ-

ペニシリンで処 E唱し、 SOSポリアクリルアミドゲル(7.5%)電気泳似jにより資自

白を分隊し、蛋白J'tを染色して記録した後、ペニシリン結合蚤臼質をフルオログ

ラフィーにより検出した。八:蛍向釘バンドを Coomassiebrilliant blueで染

色、検出したもの。 B フルオログラム。 a、 RRfraction、 b、 TritontJ!IWの

銭淳、 c、 Triton extract、 d、 OEAEfractio口、 e、 6-APA-CH-Sepharoseへの

非政必 IIIIT分、 f、 Eluate-l、 g、 Eluate-2、 h、 Eluate-3、 i、 Eluateーし
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かったので、一括して「材製 PBP1A原品」と扱う。ペニシリン結合活性、目Hi活

性は 80'Cに凍結保存して l年以上交 Aであった。

ペニシリン結合~白 n では Eluate-2、ーに -4 共に、 PBP1A 以外に見かけの分

子Irt 250 ， 000~300 ， 000 のノミンドが JZ められた。まIl 似のバンドは Hydroxylamine

処印した PBP ~1~~l~ に }~f i目的に別れ、この処叫で生じる PBPの先日焔産物と考えら

れる。その合I誌はの O.2 % ..+:泌と~えられ、寄与は 1!\\ 況できるとJjえた。

2. M~過程の各師I1 分のペニシリン結合活性

PBP1Aの川裂をペニシリン ti，合活性で測定した結果を表 2-1(21 (I) に示す。

ペニシリン結合活性はI?<] 2 -1の各 lllij分の PBP1Aのペニシリン結合量とその阿分

の総ili自白吐から計りした。

PBP1Aのペニシリン結合治性の品終凶収率は Eluate-2、 3、 4を合わせて約

39% であった。どの r，'i~ 段階でも?，~11の大きな打1失は認められないのでr，'j~ PBP 

1 A 似品に大きな火活はなく、 RRfraction とほぼ同じ比ペニシリン結合活性を保

っていると考えられる。 Affinitychromatographyでの凶収率はがo55%と低かっ

たが、これは浴出操作一回、月りの PBP1AのM収率が低いためと考えられる。間1ち、

Eluate-2、 -3、 -4への阿収率はそれぞれ、 18.3%、 23.4%、 13.5%であり、ゲルに

凶訂して 0'1収できない PBP1Aがかなり作任する事は明かである。このがは、 PBP

1 A とゲルの結合が強凶で、容易には浴 a~ されない が を示 H査する。

PBP1A のペニシリン結合活性の比活性は Eluate - 2 で最大他約 39 倍が f~} られ

た。そのよじ活性から PBP1Almol 当りのペニシリン結合量は 0 . 108mo l と ~I' jコさ

れた。この仰は小さいが、 PBP1Aの大きな火活は考えられないので、 PBP1Aの本

米の性質を現していると)iえられる。 Eluate-2、 3、 4の似で比活性が低 下する

'J~ は、 Hydroxylamine 処開による PBP1A の失活を示日査するが、処理時間 120分

の Eluate-4でも Eluate-2の 78%の比活性を維持しており、 PBP1Aはこの処 I'Il

に:UI的には安定である。なお、li'i'J，:!{ft窄が低いのは、材料に PBPIAが別相した

妹をJJjいたため RRfractionでのその合肢が高いからである。

3， PBP1Aの林系活性の検 /H

Undecaprenol-P-P-MurNAc(~-Ala-Q-Glu-meso - A2 P 田 Q-Ala-Q-A l a)-GlcNAc (リヒ・
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Fraction Protein Penicillin bound Purifi-Recovery 

(mg) (nmoles) (p即日 les/mg) cation (%) 

RR 797 24.3 30.5 100 

Triton extract 159 23. 7 150 4. 9 98 

DEAE-cellulose 62 17.3 280 9.1 71 

6-APA-CH-Sepharose (8.8) (9.56) (39) 

Eluate-2 2.7 3. 17 1178 39 

Eluate-3 3.6 4. 05 1139 37 

Eluate-4 2.6 2. 34 916 30 

~ 2-1 PBP1Aのね製表

?，~重喧 51g の大腸菌 JST975srev61/pLC29-47 株の菌体から PBP1A を州製した

際の蛋自白豆、結合ペニシリン量、及び州製度と回収率を示す。蛋白質量はウシ

，f1liflアルブミンを{察当主蛋白質として Lowryの方法により決定した。結合ペニシリ

ン量は閃 2-1 の PBPIA ハンドを切り/llして JfA射能を言l数し、言|数効率(78%)、

ペニシリンの比政射能 (50Ci/mol)、';G:気泳iJ9Jに用いた蛋白質量、及びその両分

の全資自rli量から釣出した。比べニシリン結合量、精製度、回収率はそれらの数

他を基にわ.出した。I!l!、細胞f'"U:l ìi~ でのペニシリン結合蛋白質の検出は囚 ï1l:なので、
精製jE、及び同収率の計算は RR fractionを基準とし、夫々 l及び 100% とし

た。 6-APA-CH-Sepharose100の() I人lは Eluate-2 から 4迄の和を表す。
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ドrl'llJl体)を基質とし、利"};! PBPIA似品を JIIいて、緩衝泌を 10mMTris-HCl pH 

7.5 に t-'iえ、~\ 'W?去に准じて 37"C、 30分!1il反応した。これを泌紙クロマトグラ

ムに以 1mしたオートラジオグラムを似12-2(23n)A に示す。 PBPIA ft，¥品はリピ

ド'l'I:Jli本から、クロマトグラムの D;!点に支える反応産物を生成した(b )。煮沸処理

した PBPIAf:r'i品はこれを1'，成しない(a) ため、これは PBPIAの砂家反応産物と

考えられた。この反応産物はペプチドグリカン合成に特異的なリピド '1'間体を基

質として生成したもので、加工や修 Û~j を受げていないペプチドグリカンと考えら

れる。これ以外に反応産物はおめられなかった。酵素反応産物は水添性で、茶 fg

yドで泌車jCから flli出でき、原点のスポット内部は均ーであった。 PBPIBの隊索反応

産物はノドに不溶性で版点上に凝射'(jし、不均一なスポットを j戎(57)すがと対照的で

ある。 PBPIAの反応、系にペプチドグリカンの架橋形成の阻宮iilJである Penicil-

linG(PCG) (c)、 Cefalexin(CEX) (d) を加えると、同織に反応産物が原点

上に検出された。反応淀物は水溶性で、スポットの形状は~\準法のそれと区JlII で

きなかった。一方、 mm0) ，[!合反応を|山宮すると言われるマカレボマイシン(MA 

C)を1J11えると、 PBPIA の反応は完全に阻害された(e)。

反応rf物は Lysozyme で分解された。分解産物を滅Hcクロマトグラムに展開し

たオートラジオグラムを凶 2-2. 8に示す。原、準法の反応産物からは三種類の分

解産物が得られ(a)、 その成IJfIパターンは細胞!笠ペプチドグリカンの Lysozyme

分解淀物(ムロペプチド)のそれと基本的に一致し、二泊ペプチド取{立の単量{本

( C6 )、架橋二蛍休(C3 )、決悌三笠{本(C 2 )に相当する J成分を合んでいた。従

って、この反応産物は架橋ペプチドグリカンと考えられた。梨絵I笠は極めて高く、

この :n~ では 30.5% であった。架橋三 1立体( C 2 )の含量が高〈、公橋 j亙への寄与

が大きい。細胞壁ペプチドグリカンや、 PBPIBの反応産物では集情J交は約 25%で

あり、架橋三量(本合量は少ない。 PCG、 CEX は架橋形成を阻害し、夫々の反応産物

(犬々 b、 c) は C6 に相当する分解建物を主に生成し、見かけの当日橋 j立は夫 q

0.7%、 0.9%であった。

ペプチドグリカンの架陥);r，を「ペプチドグリカン中の全ジアミノピメリン目立分

+ (A，pm)のいl、架 h告の受容体となっている分子の占める富11合」と定義する。 C2

l正三分子の A2 pmの l止l二分子が、 C3 は二分子の A2pmの内一分チがそれぞれ架 橋

の受容体となっているから、ヨl:怖J立(C L )は次の式で ~I' P できる。
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A B 
Rf Rf 

し

0.5 

0.5 

C6 

PG 。
C3 

C2 。
a b C d e a b c d 

図 2-2 PBPIA による試験管内ペプチドグリカン合成反応の倹出

A : t票準法( r万法」参!i(1)に准じて[''C]-GlcNAc綴識したリピド中間体を

基質とし、 pH7.5で 37・C、 30分 tiJl反応を行い、反応i夜を局、紙クロマトグラフイ

ー(反Imi容娘、イソ財政 lN アムモニア =5:3(V!V))で展開し、ラジオオート

グラムとしたもの。 a、煮沸 PBPIAを合む反応系、 b、完全反応系、 c、完全反

応系に PenicillinG (30μg!ml)添加、 d、完全反応系に Cefalexin(30μg!m 1 ) 

添加、日、完全反応系に Hacarbomycin(l)lg!ml)添加10 Lはリピド中間体、 PG

は原点上のペプチドグリカン。 13: 八の b、 c、 dの原点を Lysozyme処I'liし、

A同織に泌紙クロマトグラフィーに反 1)，1し、ラジオオートグラムとしたもの( r 

Jj法」参照) 0 a 、細胞~ペプチドグリカン由米のムロペプチド、 b 、完全反応
系の反応産物由来のムロペプチド、 c、 PenicillinG添加l系の反応産物由来のム

ロペプチド、 d、 Cefalexin 1奈川系の反応I定物由米のムロペプチド。 C6、 C3、 C2

は初|胞壁ペプチドグリカン巾米のムロペプチドで、 C6は二総ペプチド単位の単:昼

休、 C3はその架橋 二母体、 C2はその架焔 三;鼠{本。

neυ 

今
〆
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CL(%)=([C3J/2 + 2[C2J(3)/([C6J+[C3J+[C2J) 

ここで [C6J、[C3J、 [C2 Jはそれぞれ C6、 C3、 C2の GlcNAc ~.U~ の数(= A， pm 

JlMの数)で表した置を去す。

以上の結果から、 PBPIAはペプチドグリカンの糖釘i.ill合及びペプチド架橋の両

反応を I"J時に触媒する「二機能的 (bifunctional) Jなペプチドグリカン合成静

栄 (PePtidoglycan synthetase)で、 リピド '1'[:11体から架焔ペプチドグリカンを

合成すると結論される。そのペプチド架橋活性は β ーラクタムに、 1出品.1<11合活性

はマカレボマイシンにド:rD与される。以上の性質は PBPIB と同ーである (57)が、そ

の反応、産物の性質は異なっていた。

4.反応産物の性質と同定

l 反応産物の性質

反応産物は、架橋のイH¥¥に関わらず水浴 tfーであり、蒸留水で 60%以上が泌紙か

らtlll出、間以された。しかし削れの反応j宝物も泌紙クロマトグラフィーで全く民

1m、移動しないので、 1mペプチドmは相当な長さに重合していると考えられた。

2. Lysozyme による分解

保準法で PBPIAの防諜反応を行い、煮沸して反応を停止した。この反応液を二

つに分け、 -)Jはそのまま Lysozyme処理し、一方は泌 Hcクロマトグラフィーで

展開後似点を切り出して Lysozyme処辺し、両者の分解産物を比較した。反応j宝

物ペプチドグリカンは l両者とも完全にムロペプチドに分解され、政射能は原点に

9l回しなかった。ムロベプチドの 1"11以率は前者の方法が高かったが、その泊 #i、

f証比、>>.ひ:~I- j口上の免自給!笠は 二つの ;nJ;.で変わらなかった(データは示さない)。

以上から、 PBPIAの反応j宝物はペプチドグリカン型の重合側鎖倒造を持つ事、本

研究で mいた栄橋j豆測定法は疋 fiigな架橋j主を与える事、 PBPIAは分子 1"1プライマ

ーとして分子内に~~イヲ結合したペプチドグリカン断片を持たない。

払~ ;\~ Y.去と、ペニシリン (30ug/ml)イFイE下での反応産物の Lysozyme分解産物を

二次元のliii-}f:クロマトグラフィーに以I!，Iした。そのパターンを図 2-3(2511) に

示す。 i~，l ~~ ?止の反応F主物の主要分 wi産物(A) は、細胞~ペプチドグリカンの主成

分ムロペプチド、 C6、 C3、 C2 と山く似た l淀川パターンを示し、 PBPIBの反応産物

に比られるに Y などの W'，';';な~伯ムロペプチド (57) を含まなかった。 C6 、 C3 、
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関 2-3 PBPIA 反応産物 Ijl米のムロペプチドの分析

["C)-GlcNAc原識したリピド '1'1111体を基 f'!とし、保準法とそれに 30)lg/ml の

Penicillin Gを添加lした系で PBPIA の反応産物を作製し、泌紙クロマトグラフ

イーで杓裂し、その原点を Lysozyme 処聞して可浴イじされた阿分を、シリカゲル

fty. rl1板上で 二次 元に展開し(一次元日、イソ的目立 lN アムモニア =5:3(V/V)、

二次元日、エタノール lH目下目立アムモニウム =5:2(V/V))、ラジオオートグラ

ムとした。八.傑準法の反応湾物 rJJ.米のムロペプチド、 B:Penicillin G添加系

の反応産物出来のムロペプチド。細胞唆ペプチドグリカンの主要ムロペプチドの

C6、 C3、 C2 に対応するムロペプチド C6'、 C3'、 C2' を図 rl'に示した。
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CZに対応する PBP1Aの反応 l宝物山米のムロペプチドを犬有、 C6'、 C3'、 CZ'と

l浮..l;。ペニシリンイfイE下での反応泌物 (8)は栄偽ムロペプチドを合まず、 C6' が

主成分であ った。

3. PBP1A 反応産物 rll米のムロペプチドの同定

a.旦ι旦旦阜

C6 'の泌紙及び目~ J汗クロマトグラム k での~l!Il}j !支は、 リピド '1'1日l体を O.OlN Iá~ 

目立 JJII水分解して得られる こ悩ベンタペプチド、及び C6(二制テトラペプチド)と

変わらなかった(データは示さない)。この 'J~ から、 C6' を、 二 泊ペプチド単位

( G 1 c N A c -M u r N A c -!，_ -A 1 a -(!-G 1 u -m e 5 0 A 2 P m-!l. -A 1 a -!l.-A 1 a )の i巨匠体と同定した。但

し二郎ベンタペプチドと 二制テトラペプチドの易動度は殆ど同じなため、 C6' が

ペプチド飢の五番目の D-A 1 aを保持しているかどうかl羽かではない。

b. C3 '、 C2' の同定

C3 '、 C2'が二制ペプチド1p-伎の架悌 二盟休、架橋三査体である予を次の実験に

より確かめた。

DD-Endopeptidase(53)による分解 C3'、 C2' を基質として DD-Endopeptidase

処均を行い、分解反応の時間依イF性を ~J日べた。そのオートラジオグラムを図 2-4

( 27 頁)に示す。 C3' は経時的に C6/C6' 迄完全に分解された。 C2' は宇~J め C3

I C3' を中山l産物として生じつつ、必終的に C6/C6' 迄完全に分解された。この結

果は C3'が DD-peptide結合で架怖された C6/C6' の二 量体、 C2' が同僚の 三笠

体であるがを示 H呈する。 DD-Endopeptidase阿分は大腸菌から分闘し、ムロペプチ

ドでは、先日陥ペプチド以外の部分を分解しない~>を縫認、した上、使 JlJした。

ジアミノピメリン目立の遊脱アミノ越のli1比決定["C J-ジアミノピメリン目立(

A2問)で.f:.¥識したリピド '1]1日11本を地質にJfIい、.f:.¥準法及びペニシリンイFイE下での

反応産物を作製し、これらから C6'、 C3'、 C2'を分離した。これらのムロペプチ

ド分子内の A2pmの遊磁のアミノ必をジニトロフェニル(DNP)化した後加水分解

し、その A2pm/DNP-A2prnの.fit比を決定した (53)。結裂をぷ 2-2(28 11)に示す。

実験誤差範囲内で C6'、 C3'， C2' に於けるその量比は夫 q 、O、 l、 2であった。

ムロペプチド分子内の A2pm分子のレ光学活性中心のアミノ基は全てペプチド主

m を II~ 成するペプチド結合に 'Jり DNP化されない。 D光学活性 rl'心のアミノ基が、

架橋のペプチド結合に与り DNP化されないか、 i佐出tで DNPイじされるかのどちら
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関 2-4 C3'、 C2' の DD-Endopeptidase による C6/C6' への分解

保準法で PBP1A の合成した反応産物の Lysozyme 分解産物から、 C3'、 C2' を

夫々 I手隙精製し、これらを基質として lOmM Tris-maleate pH6.0、 5mM C口Cl，中、

37・Cで、大腸医iE白米の DD-Endopeptidase u1ij分 (r方法」参照)により処 I'Iiし、

経時的に一定置をサンプリングして煮沸して反応を停止し、これらを泌紙クロマ

トグラフィーでJl11mし、オートラジオグラムとした。八 C2' を基質としたもの。

B : C3' を基質としたもの。 WはHIIJ泡笠ペプチドグリカン出来のムロペプチド。

その主成分 C6、 C3、 C2 をF><Irl'に示す。数字は反応 H寺!日l。
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Compound 

Reference 

Ratio 

A2pm/DNP-Aεpm 

GlcNAc-HurNAc(L-Ala-D-Glu-meso-A2pm 0.04 

D-Ala-D-Ala)-P-P-Undecaprenol 

Huropeptides from P8P1A product 

in the Standard method 

C6' 0.056 

C3' 1.11 

C 2' 2. 13 

in the persence of Penicillin G 

C6' 0.033 

表 2-2 P8P1Aの反応産物ペプチドグリカン出来のムロペプチドのジニトロフェ

ニル化による分子内ペプチド架橋数の決定

[1'C]-A2pm標識したリピド rp1111体、及び、これを基質として P8P1A により原

準法または Penicillin G {7-征下で合成された反応産物ペプチドグリカンから 111

離したムロペプチドの C6'、 C3'、 C2' を、ジニトロフルオロベンゼンで処 PP.し、

6 N HC 1 tjlで 100.C、 8 11寺lin加l水分解し、シリカゲル湾周クロマトグラフィー (}l~ 

Iltl溶娘、イソn1I目立 1N アムモニア =5: 3(V/V))により遊縦の A2pm とジニトロ

フェニル (DNP)-A2pmを分航、定値し、 A2pm/DNP-A2P皿比を計算した。主要ムロ

ペプチドは分子内にー残基の架橋に関与しない A2pmを合み、これは以上の処理

で DNP-A2pmを生ずるが、架絡に与る A2pm'i品基は化学修飾を受けず、遊磁のそ

れを生ずるので、 A2pm/DNP-A2pm比の他は分子 ("Jペプチド栄情数を表す。
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かである。従って、 C6'には架橋は無いので ijltrl:体、 C3' は二分 fの lλl一分子の

A 2 pm が当~h1iに関与し、架橋 二 i百体、 C2' は 三 分子の lλl 二 分子の Aεpmが架絡に関

与し、架橋 三蛍{小と結論された。

以」ニ の結よtl から C3 ・、 C2' がそれぞれムロペプチドの~尚二 !仕体、架橋 三 遺体

と 1 ，'1 ;1:した。この.tJ;}1今も~怖の受苧~ {J!ilのペプチド釘iJ:に、五市 Mの D-Alaが保持

されていゐかどうかは I~I かでない。

c その他のムロペプチドの評価

この他に、架怖の有無に関わらず、リピド '1-'間体と同じ易 illiJJJ[ (;苛易 illiJ)支)に

反IHIされるムロペプチドが認められ(位12-3)、反応産物ペプチドグリカンにウ

ンデカプレノールピロリン椴成法が結合している可能性を示日産1る。この他にも

ムロペプチドが認められるが、それらの合島は以大数%であり、量も量比も経質

のリピド rl'l[H体により災なるため、 リピド rrr:H {.本の不均 一 (GlcNAcのアセチル化

などが考えられる)に山;jとすると 47えられる。架橋度などの計nでは )'nむしない。

4 平均1m釘iJ去の惟定

水 1111出した反応産物をJlIい、 Schindler ら(54)の方法により、平均1飽1員長を推

定した。 tlnち、静来的に槌釘iのJドJd1元;j<端の GlcNAc残基にガラクトースを導入

し、次いでしysozyme と DD-Endopeptidaseでこれを分解し、ガラクトシル化さ

れないムロペプチドと、されたムロペプチドの f陸上じを求め、これから平均総括，Ii長

を ~f'P: した。結果を表 2-3(30{[) に示す。計算は、反応庖物のガラクトシル化

の効率が、ムロペプチドのそれの、ド払J(約 73%)に等しいと仮定して行った。得

られた平均似鎖反の他は、 HIIJrIl位ペプチドグリカンのそれと ー欲した。

5 反応産物の Ii:lJ定のまとめ

PBP1Aが紋準法で{乍る反応産物は、長い似ti'iを持つ架備した初生ペプチドグリ

カンであり 1自立iと架怖の t荷造は制lIJJ'cl!立ペプチドグリカンのそれと同じである。 1山

首iの還元ぶ端にリピドJ"J¥基を残す可能性がある以外に特殊なムロペプチドは含ま

れない。しかし細胞壁ペプチドグリカンとは、架f居ムロペプチドの1ii比が見なり、

架惰皮がrliく、全体としてぷ浴性である点で呉なっている。

5. ti'j製 PBP 1 A仰、品の当 'lt!:J，'.:i'(:.1気泳illJJによるWi.1J[

IJi裂 PBP1A級品を、 0.1% Triton X-I00、 10%Glycerol、 Ampholine(pH3-10) 
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Acceptor C6 Gal-C6 Ratio Chain length 

(pmoles) (pmoles) (C6tGal-C6)/(Gal-C6) (Calculated) 

Muropeptide 

C6' 1.59 4.12 1. 39 

C3' 1.83 5. 70 1. 32 

Product Peptido-

glycan of PBP1A 

Crosskinked 3. 92 O. 093 43 32 

Linear 3.49 O. 089 40 30 

表 2-3 PBP1Aの反応版物ペプチドグリカンの平均糖鎖反の推定

Schindler らの方法に准じてペプチドグリカン 1出釘iの非還元末端の GlcNAc J.Il 
基にガラクトース残基を海人し、ガラクトシル化されたムロペプチドの崎比から

平均悩鎖反(二泊ペプチド単位数)を推定した。 ["C]-GlcNAc段、識リピド巾間体

と精製 PBP1A /:，1品を日lい、原 'Wi去、ぷぴ PenicillinG存在下に作製した反応産

物架橋ペプチドグリカン、直 ~ñ ペプチドグリカン、及び当~僑ペプチドグリカン由
来のムロペプチド C6'、 C3' を受容体とし、 20mMTris-HCl pH7.4、 20mMMnC12、

30mM UDP-Galactoseの条件下で Galactosyltransferaseを加え、 37"C、 150分

反応させた。次にこれを Lysozyme処叫し、次いで大腸従jの 溶 菌 静 素 (DD-Endo-

peptidase!Anhydromuramidase) Iillí分で処即した後、減 H~ クロマトグラフィーによ
り GaトC6' と C6' とを分自([、定車した。 C3'、 C6' を受容体とした結巣からガラ

ク卜シル化の効率を求め、架伯、及びil'Ifrlペプチドグリカンを受容体とした結果

をHIいて苧均納釘i長(二日lペプチド単位にして)を言('1おした。
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を合む 5%ポリアクリルアミドスラブゲル rl'で 40V / cm、 4'C、 811寺nrJ'n1:メ泳!肋し

た。I1I<!llIJ後、各スロットを切り隙し、 i託山口を含むスロットの 一 つは適当な l怖に

切り分け、ゲル片を小抵の保イF緩 衝 液 に iflけ、同じ緩彼ii夜に ーiぬ透析して蛋白質

を桜山して活性司11I)EにJI1い、もう 一 つを Coomassiebrilliant blue G-250で染

色した。活性測定は、浴山した:ilHJt1を川い、ペニシリン結?;活性及び1J_，1~~~条件

下のペプチドグリカン合成 ~I~ 牲に就いて行った。

結果を図 2-5(32TIl に示す。 M~ PBPIA ~\品はこの 'i[ 気泳!llIJ 条件下では細

か〈バンドに分かれ、 pH6. 1と pH6.4を '1'心とする こ つのバンドll'Fを形成した。

何れのバンド llf.に対応する部分にも、ペニシリン結合活性と架絡ペプチドグリカ

ン合成活性の両方が認められ、ペニシリン結合活性、ペプチドグリカン総miu合

活性、ペプチドグリカン架橋治性は分 iiftしなかった。この'j::からも、 PBP 1 Aがペ

プチドグリカン 1応l'i'i盛合活性と梨陥活性(及びペニシリン結合活性)を併せ持つ

'Jrが示 H査された。但し、 同じ際品は SDS '; 11 気泳到~ ，及び変性条件下の守j'i[点屯気泳

回jでは 111-iff自白バン ドを示すので、活性な PBPIA蛋 白質は兄かけ上の不均 ー を

もたらす以凶を持つと解釈される。

6. M製 PBPIA綴品中の{也の!瑚)illずる目宇奈の活性

r，j ~ PBPIAをmい、機準法(至適粂i'!'lで、 37・C、 120分反応させ、次の酵素

活性の検出を試みたが、何れの活性も令く認められなかった。

1. DD-Carboxypeptidase活性

五E質 UDP-MurNAc-1.-Ala-!)_-Glu-meso-A2pm-!)_-Ala-!)_-Ala (!)_-Ala 初'!~l

2. LD-Carboxypeptidase ~~1世

占I質 UDP-MurNAc-1.-Ala-!)_-Glu-meso-A2pm-!)_-Ala(!)_-Ala椋識)

3. DD-Endopeptidase 活性

~質 C3、細胞~ペプチドグリカン(何れも meso-A2同僚識)

4. Anhydromuramidase(Transglycosylase) 活性

基質:細胞笠ペ プ チ ド グ リ カ ン (meso-A2pmi:，¥識)

5. Transpeplidase 活 性 (60)

M質 UDP-MurNAc-pentapeptide と Gly(Gly i;，1識)

6. T r a n 5 p e p t i d a 5 e ?，5 tE 
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図 2-5 粕製 PBP1A のき手屯点な気泳 ill!Jによる分析

精製 PBP1A J:，¥品を 2%Ampholite (pH3-10)、 10%G1ycerol 、 0.1%Triton X 

100を含む 5% ポリアクリルアミドスラプゲルの 2 レーンに 47ugづっ載せ、 4

'Cで、 300V、 8 11寺!日!な気託、到jした。泳動終了後、各レーンを切り自ftし、 l レーン

は Coomassie brilliant blue に よ り 蛋 白 質 を 染 色 検 出 し 、もう l レーンは適当

な長さにスライスし、ゲルの 2依畳の保存緩衝液( r方法」参HH)にflllW、 透 析

した後、これを醇素原品として、¥:，1準法によるペプチドグリカン合成静索活性、

反応建物の~僑 j丘、ペニシリン結合活性を測定した。また、それらの両~!IJのレー

ンは 5mm づっスライスして水に tlllWし、 4'C での pHを測定した。

ー32



bH'l: UDP-HurNAc-pentapeptide とんpm (A2pm t'，I~) 

村主iPBPIA 秒、品はこれらの階ぷに依って llj染されていない。また、この似品は、

そのペプチドグリカン合成活性の至i直条i'l下でこれらの酵素活性を示さない。

7. PBPIA のペプチドグリカン作成時点活性の Triton X-I00への依伝性

PBPIAのペプチドグリカン合成砂索活性の性質は、反応液中の Triton X-I00 

波 JJfに依存して変化した。ここでは醇索活性の活性化と梨情活性の発況に就いて

述べる。{也の面に就いてはこの節のぷ rr!， に手短にまとめた。

PBPIAのペプチドグリカン伶成形索活性の Triton X-I00 濃度依存性を図 2-6

( 34 訂)に示す。目手索活性は、緩彼ii夜に 10mHTris-HCl pH7.5 を川い、椋市 J止

にxl1じて 370C、 45分反応して測定した。両手索活性は TritonX-I00 i濃度 0.05-

0.08%のJlo"引に狭い純凶で活性化され、しかもこの範囲でのみ架橋治性を発現し

た。同宇井:活性の JII~ 大他[;J: Tri ton X-I00最終ttiJ豆 O.05 %付近で、無添加lに対して

約 5i丹、架橋活性の至適濃度は 0.06%付近であった。これより高濃度世，1では両手

索活性は Triton X-I00濃度と共に低下し、 1%では試験管内ペプチドグリカン合

成活性を示さず、泌紙J止で架橋の無い直鉱iペプチドグリカンを合成した(データ

は示さない)。一方、 Triton X-I00無添加I(0.02 %未満) -0.03%では、 PBPIA

は架橋度目未満の直鎖ペプチドグリカンを合成し、その活性は TritonX-I00 滋

j立が高まると)~にかえって低下し 0.03-0.04% で極小 il自を示した。

以上の知比から、~研究では PBPIA のペプチドグリカン合成鮮索活性測定の原

準法には、 0.045%の Triton X-I00を加えた系(品終がJ 0.05%) を t~m した。

8. PBPIA のペプチドグリカン合成静索活性の pH依存性

PBPIAのペプチドグリカン合成酵素 i;!i刊p の pH依存性を測定した結果を図 2-7

(35 n)に示す。緩衝液に Tris-fi1'目立、 Tris-HCl を用い、 HgC12を除き、 pH4

5-pH8.5 の純凶で砂索活性を僚 i\~ i.去に準じて測定した。

PBPIA f，，¥品のペプチドグリカン合成形索活性は pH6. 1付近に鋭い活性のピーク

を示した。架純度も pH6. 1 にピークを示したが、山の '1' 心は品~-1正性官111 にずれてい

た。先gfr:~ 1豆はペプチドグリカン合成壁に左右されるので、架橋活性は pH6.5付近

に至i直 pH を持つと考えられる。ペプチドグリカン合成静索活性は pH6. 1付近で

内
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図 2-6 PBP1Aのペプチドグリカン合成静索活性の TritonX-100依存性

[ I ， CトGlcNAc傑識したリピド中 1M]体を基質とし、精製 PBP1A ~，I 品を川い、 pH

を 7.5 とし、 TritonX-100の最終濃度を変えて、照準法に LWじて 37
0

C、 45分

ペプチドグリカン合成反応を行い、反応を煮対1: により停止した。総 U~ クロマトグ
ラフィーにより反応産物ペプチドグリカンを分隊し、その定量と架惰 j支持111定をを

定法により行った。
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図 2-7 PBP1A のペプチドグリカン合成防索活性の pH依存性

緩衝液に 25mMTris-目下級または Tris-HCl をJIIい、反応系から MgCl，を除去

し、 ["C]-GlcNAc郎、識リピド rl'nn (.本を基質とし、初主1PBP 1 A 標品をJlI いて、~‘
準法に iWじて 3rc、 40分ペプチドグリカン合成反応を行った後、煮沸して反応

を仰止した。反応産物ペプチドグリカンを泌紙クロマ トグラフィーにより分離し 、

その定置と架陥 J.ll'測定を定法に依って行った。
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は、 Tr i s -J;I.，¥目立緩衝液でも Tris-Maleate緩衝液でも変わらなかったので、緩衝fiE

をJj').'1¥して Tris-Maleate， pH6.0 をおい\~*2i値j討主としてJljいるすEとした。

g. PBP1Aのペプチドグリカン代ば反応の l時間l依存性

原 i¥ll法での PBP 1 Aのペプチドグリカン合成形索活性の 経時 1111紛lを図 2-8(37 

J1) A に示す。リピド 'j ' jUj 休は時!i l l と J~ に化学 f世論的にペプチドグリカンに変検

され、クロマトグラムの原点に移行した。リピド中!日l体とペプチドグリカン以外

に政射性産物の生成は検出されなかった。従って、 PBP1Aはリピド，'， !iJ'体を il'J貸

してペプチドグリカンを合成し、その反応は付加型であり、低分子の反応中 1111体

は1:じたとしてもその監は{喧かと考えられた。反応開始後 90分で、 加えたリピ

ドrl'lUI体の紋射能 (14，000cpm)のがJ70%がペプチドグリカンに取り込まれた。

反応初JUjにリピド中間体の回収股がぱらつくのは、 リピド中間体が試験包・壁に吸

-i'iされ易く、十分定量的には !'!1収されないためと考えられる。

ペプチドグリカン合成の反応述 j立は初期には小さく 、 数分 IUJに漸憎しがJ10分

後から定常化した。このため経時 IIIJ線はシグモイド型を示した。この反応速度変

化は TritonX-l00が含まれる反応系で発生した。図 2-8， 8に TritonX-l00 

のイi1罷だけを変え、1:ft.準法でペプチドグリカン合成を測定した結果を示す。品中'1)

の約 5分r:nは両者の迷皮は変わらず、これ以後、 TritonX-l00を含む系では反

応述 j交が念、i卓に高まると共に架循ペプチドグリカンが合成され、合まない系では

そのまま反応がj，fliみ、架陥形成も起こらなかった。 PBP1A称、品を保準法の条件に、

37'C、 10分 IUJ平衡化してから反応を開始しても反応iAIJ[変化は認められた(デー

タは示さない)。以上からこの反応述度変化は架橋ペプチドグリカンの苦1mに伴

う別朱である事が示 il去される。

反応産物ペプチドグリカンの架橋j立も 11寺jiJJと共にli'i加し、反応 1m~fì 後 30 分頃

から飽和し、 90 分後の最終~儲度は 35.5% に述した。 C6'、 C3'、 C2' の亙t1じは

それぞれ約 35%、 46%、 19%であった(データは示さない)， PBP1Aの作るペプチ

ドグリカンはこのムロペプチド抵比、 1111ち35%程度の架焔 j支で、 1荷造的な 'l'-1tiに

述すると考えられる。記録された架橋J立の最高 {f!iは 39.1%である。 C3'jC6'比は

初めの 30分!illは直線的に刑 )JIIし 50分後に約 130%で飽和 した。また C2'jC3'

比も始めは直tHi的に噌加し 50分後にはがJ40%で飽和した(データは示さない)。
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図 2-8 PBPIA のペプチドグリカン作成酵素活性の時間依存性

八 :1;，1 準法での PBPIA によるペプチドグリカン合成とリピド中間体 il~ 貨のタイ
ムコース。 ["C)-GlcNAc標識のリピド中 11:1体を基質とし、精製 PBPIA際、品を HI

いて j;，1SV¥ i去により 37・Cで反応を行い、I{II与(I(Jにサンプリングしてイソ防目立を)J11え

て反応を仰」上した。リピド 'i'11日体と反応版物ペプチドグリカンを泌紙クロマトグ

ラフィーで分隊し、両者を定量すると共に、反応産物ペプチドグリカンの架橋 j立

を定法により測定した。 B:反必中11JUIのペプチドグリカン合成量の 11与Ii日依存性へ

の TritonX-IOOの究1)~柱。反応液中の Triton X-IOOの有無だけを変え、八と同

じ反応条件でペプチドグリカン fiJ氏反応を行い、その反応初 JUIの時liil依存性をよじ

鮫した。 r><J'1'に匁橋 j立は-&BJしないが、 TritonX-IOOを含まない系では架橋は形

成されていない。
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この Jfは、架陥)x(，6は反応+)JJUjから俄能している 'Jf、 C3'、 C2' はそれぞれ C6'、

C3' 残基を羽nニとしてそのIrt:に比合うだけ形成される事、 C6' を ~tí 相手とする

反応が C3' を当日陥 f1]手とする反応に俊先する ・Jrを示 il査する。

シグモイドむの経 11寺 IJl I 線、部~ ~)Jtの経/1寺的 Þ;~ )JII、及び Jf;立終処fr1lJJrの高さ呼の十1

f'lは、 PBP1Bの反応の性 fj、及び反応濯物ペプチドグリカ ン の 然 陥l支が時 IUlによ

らずが~ 25%と一定している・jr(57)と対照的である。

10. PBP1Aのペプチドグリカン合成傍系活性の蛍白白iJ!H支依存性

PBP1A の?)~皮を変えてペプチドグリカン合成静寂活性を測定した結果を i刻 2-9

( 39 頁)に示す。百孝三十7 活性の詰Ilj j，Ëは綴準法で行い、 30 分 111]に合成された反応 j)'~

物量とその架橋J立を算出し、蛍臼r'Ii査に対してプロットした。

PBP1Aのペプチドグリカン合成形来活性の発現には臨界波j笠が認、められた。両手

ぷ活性は蛋白r1 1止が~ 1}l g/tube より低濃度仰Ij の t~l 城で著しく{尽く、蛋白 rn並に比

例しないが、これを超えて蛍白nを加lえると、得点活性は加えた資自白昼に直線

的に比例して噌加lした。臨界濃度は悶 2-9の比例区間を活性 0 に外抑して fE}ら

れ、約 0.8μg/ t u be、即ち、 22.8mgjlで、 PBP 1 Aの分子量をがJ 90，000 と廿れば

2.5x10-'Hであ った。また、 JJ;t点を合む低資臼 n濃度{日Ij凶点のペプチドグリカ ン

合成置の立方似を蛍臼質濃度に対してプロットすると直線を与えた。

本研究でペプチドグリカン合成砂来活性を測定するために川いた PBP1A量は通

常 1.8~ 2.4μg/tubeであり、旧民t，!s濃度を上則っている。

11. PBP1Aの 1'11fiペプチドグリカン架情活性

PBP1Aの直mペプチドグリカンを基質とした架情活性を測定した。直mペプチ

ドグリカンは PBP1Aにより PenicillinG (30μg/ml)を加えてj1，j準法で合)l，tし、

浦紙クロマトグラフィーで附裂し、 2高官i71くでflli出した。活性 JIIJ定は傑 iWi去に準じ

て行い、反応を殺沸により停止した後、定法に従って架僑 j主を洲定した。

結果を表 2-4(40頁)に示す。 l江mペプチドグリカンの架焔j主は反応1m始後

30分迄は H寺町!と共に地 )JIIする僚に見えた。しかしその迷 l立は遅い上、上限は{尽く、

最終架精度 3.8%に留まった。 PBP1Aがリピド rl'IUj (.本から架橋ベプチドグリカン

を合成する場合の架陥形成はこれより遥かに述やかで、架陥)Jl'も遥かにおい。{北
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図 2-9 PBP1A のペプチドグリカン合成速度の蛍白質量依イ子性

反応液中の PBP1 A 5l:を変えてペプチドグリカン合成反応の速度を測定した。 1
"CJ -GlcNAc fn'!識のリピド '1'lIl1体を基 fJとし、精製 PBP1 A {:景品を mい、相、準法で

37・C、 30分反応した後、イソ M目立を加えて反応を停止した。反応 j宝物ペプチドグ

リカンを泌紙クロマトグラフィーで分隊、定日し、その架橋度を測定し、これら

をIJIIえた蛋白 f'{I仕に対してプロットした。但しiIt白質量の jU大の 一点は 30分の

反応では比例[互nilを外れるため反応時 IUjを 20 分として生じた反応産物盟を 30

分に外抑したIt自をプロットし、当足僑J主は表記しなかった。
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Reaction time Cr口sslinkage

(min) (%) 

7.5 2. 1 

15 2.5 

30 3.8 

60 3.8 

表 2-4 PBPIAの li'Hiiペプチドグリカン架橋治性の検出

DHi'iペプチドグリカンを基質とし、精製 PBPIA僚品を用いて、僚機法に準じて

反応を行った。経時的に 一定量をサンプリングして煮沸により反応を止め、これ

を Lysozyme処慢し、泌Hcクロマトグラフィーで C6' と C3' を分様、定量し、

'!i!1i奇皮を言I'P:した。反応時間I0の C3' 合量を Oとして架橋皮の変化を示した。

直$j'lペプチドグリカンは[" C]-GlcNAc燃識したリピド中!日l体を基質として粕製

PBPIA 1::1品を JTIいて、 30μg/mlの Penicillin G存在下で-I:.i準法に準じて作製し、

泌Hiクロマトグラフィーで初製し、その原点からず進協水でtlli山した。
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って、 PBP1Aは実質的に u'Hi'Iペプチドグリカンを架絡する反応を行わないと考え

られる。 PBPIAの栄橋反応はimm0[[合反応と JH立する協合にのみ先日』すると与え

られる。 mいた直$(¥ペプチドグリカン別分は、化学修飾を受けておらず、 PBP1A

による梨伯ペプチドグリカンの作成も I!Jl'8しないので(次 rji参1m)、ペニシリン

の残ffiもないと考えられる。

1 2. ii'l釘iペプチドグリカンイf.{E下での PBP1Aの新規梁僑ペプチドグリカン合成

直mペプチドグリカンの、 PBP1Aのペプチドグリカン合成反応への彩符を検討

した。前別問織に調製した "C-GlcNAc(346mCi/mmol)襟識の直鎖ペプチドグリ

カンと、 'H-GlcNAc(6. 6Ci/mmol)際識したリピド中間体を基質とし、係準法で

37・C 90分 IHI反応を行い、反応庖物のムロペプチドを解析した。 二重原誠実験で

はムロペプチドの C チャンネルの ~I. ~放他の 3 H 寄与分と "C 寄与分を、符チャ

ンネルの計数効率から野山し、 Hl刀に川いた。

t占mをp. 2-5 (42頁)に示す。 ex p . 1は PBP1A無添加の対JI口実験、 exp.2は

Tiii rJlと|司線 PBP1Aが直鎖ペプチドグリカンの架橋活性を測定した対!!日実験で、最

終架~度は 1 . 4% であった。 exp . 4 は、 PBPIA によるリピド中間体からのペプチ

ドグリカン合成を測定した対 1!日実験で、架係ペプチドグリカンが得られた。 exp

3は PBP1Aが直釘iペプチドグリカンとリピド rt1日l体の存在下でペプチドグリカン

を合成した実験である。 ex p. 3の解析結巣を見ると、 "C を合む架僑ムロベプチ

ドの C3'、 C2' の量は共に ex p. 2の結果よりやや高いが、その量は極めて少ない。

仮に、検出された C3'、 C2' の会てが直mペプチドグリカンと新生ペプチドグリ

カンの架怖に白米する 3H-"C架橋ムロペプチドとしても、その置は 3H -11，¥ 識 C

3 '、 C2' (新生ペプチドグリカン内の架橋 l到来)置の 10%に満たず、全然橋度 1

9.9%の内の 1.2%分を説明するに過ぎない。実際は、， 'Cを含む架橋ムロペプチ

ドの半分が直鎖ペプチドグリカン同士の架橋に由来し(e x p. 2 )、この{自は更に下

がるであろう。一方、川ムロペプチドは通常の梨矯ペプチドグリカンの量比を示

した。

以上の結果から、 PBPIAは反応系にほmペプチドグリカンが存イEしでも、これ

を供与体または受容体とする梨儲反応を実質的には触媒せず、これとは無関係に

リピド巾 IHI体から架橋ペプチドグリカンを合成する事が示略された。
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Ex p. Substrate PBPIA Label Muropeptides(pmoles) Crosslinkage 
C6' C3' C2' (%) 

"'C-Linear PG 1 'C 2.53 0.020 O. 003 0.5 

"C-Linear PG " C 2.55 O. 073 0.0004 1.4 

"'C-Linear PG 1 • C 2. 66 0.130 0.031 3. 0 

'H-Precursor 3H 4. 14 1.45 0.444 19. 9 

'H-Precursor 311 2.52 1. 38 0.844 26.4 

li 2-5 uifi'iペプチドグリカン存在下での PBPIAの denovo梨儲ベプチドグリ

カン合成

係準法に準じて、 GlcNAc墜にして 3.9pmolの [14C]-GlcNAc ~\識直釘i ペプチ

ドグリカン (LinearPG)を基質とした反応系(ex p . 1、 2)、 16.2pmolの [3H]-

GlcNAc綴識リピド巾間体 (Precursor)を基質とした反応系(e x p. 4 )、及び両者

を:!~に基 ~t として加えた反応系( e x p. 3 )を作製し、静索無添加I(-) (e x p . 1 )、

または村製 PBP lA f"i品を加えて(+) (exp.2、3、 4)37 oc、 90分反応させ、イ

ソ耐目立を加lえて反応を停止した。反応版物ペプチドグリカンを泌紙クロマログラ

ブイーにより分臨し、これを Lysozyme処理して再び減紙クロマトグラフィーに

より C6'、 C3'、 C2' を分献し、 トルエン系シンチレーション液中で欣射能を計数

した。 ~I 数他のチャンネル分布、 ~I 数効率、比政射能から夫 q の綴i'fiのムロペプ

チド盟、及び夫々の核砲での梨僑l支を rx:JJした( r方法」及び本文参 )1自)。
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1 3. ペプチドグリカン合成砂索活性へのムロペプチド及び DNA の効果

P8P1A のペプチドグリカン合成 M~i 活性への、ペプチドグリカン、ムロペプチ

ド、 DNA の野被を検討した。庁事 ~i 活性は~~i¥主J去により測定 し た 。 反 応 速 度 、 反 応

迷 j支変化、部足紛 J豆への彩l?Gは尻 )JI)して肝filIjする必安があるので、 一部に就いては

反応 1m始後 5分と 10 分の 二 点 の 反 応 i'g物盛と、 10分後の反応産物の架尚l支を

測定した。 t~j 且L を-ü. 2-6 (44 n) に;Fす。

細胞処ペプチドグリカン阿分は P8P1A のペプチドグリカン合成勝点活性をがJ

2 ({í 活性化したが、速度変化へは彩務しなかった。細胞~ペプチドグリカン両分

を、 Trypsin または旦 Endopeptidase/Anhydromuramidase 町分で，iii処埠すると、

効mは低下するか11'1~たした。この、Jr.は、 P8P1A の醇索活性はペプチドグリカン構

造とリポ蛋白r'lの双万が *!l侍されている 11寺に限って活性化される事を示す。ムロ

ペプチドは、 C6 は労J巣がなく、 C5、 C3 は阻害的であった。 し か し C5 は速度変

化を 1)'1去し、ョー僑 j主を有意に高めた。 P8P1A の合成した新 生 架 橋 ペ プ チ ド グ リ カ

ンは初 JUIの反応速度変化を完全に11'1去し、反応の始めから定常化した速度を与え

た事は注目に値する。この')~は、車}r jo梨陥ペプチドグリカンは、 P8P1A のペプチ

ドクリカ ン 合 成 反 応 を 活性化 (Productactivation) する事 に よ り 定 常 化 反 応 速

度を与える事を示H査する。新生 l立1][ペプチドグリカンは隊索活性に殆ど影秤を与

えなかった。

P8P1Aのペプチドグリカン合成砂索活性を DNAが阻害した。架橋活性とやy}J切低

迷}.i[状態には彩科しなかった。 tt，i準法で DNA の 50%阻害 濃度はがo30ug/ml であ

り、 DNA を予め Hicrococcal nuclease で分解しておくと阻 害 は 起 こ ら な か っ た 。

大脇 l狗の細胞 fllJW液は P8P1A のペプチドグリカン合成静索活性を阻害したが、こ

の間宮は Nuclease 処瑚で約半分 jiflNした。

1 4.β ーラクタム抗生物質の効果

P8PIAのプチドグリカン合成両手索活性への β ーラクタム抗生物質の{乍JTlを検討

した。活性測定は綴準法で行い、薬剤は適宜希釈し、両事索活性の濃度依作性を;)!)

べた。結果を表 2-7 (45 頁)、 I~I 2-10 (46頁)に示す。

自IIベた β ーラクタム抗生物質は令て PBP1Aのペプチドグ リ カ ン 合n¥¥砂索活性の

架橋形成反応を阻害した。ヲ足偏 j主は β ーラクタムの濃度と共 に tjl~)l) に減少した(
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Ex p. Addition 

No 

Cell wall PG (nmol) 

N口 treatment 43 

Trypsin tr. 43 

C6 39 

C5 31 

C3 55 

2 No 

Ce 11ωa 11 PG (nmol) 

Trypsin tr 43 

Lytic enzyme tr. 43 

P8PIA product PG (pmol) 

Crosslinked 2.64 

Linear 3.55 

3 No 

DN A (ug!ml) 

No 4 

No 140 

Nuclease tr 140 

Peptidoglycan(pmoles) Crosslinkage(%) 

5min 10min 30min 10min 30min 

0.27 1. 65 

O. 70 3. 23 

0.36 1.79 

0.34 1.83 

O. 63 1. 36 

O. 36 1. 13 

O. 33 1. 29 

0.44 1.68 

0.31 1.82 

O. 92 1.81 

0.48 1.53 

14.7 

12.4 

3.1 

18.2 

16.4 

15.6 

19. 1 

14.9 

23.5 

15.3 

14 .6 

17.2 

14.6 

28.3 

19.9 

30.7 

29.3 

23.7 

29.7 

表 2-6 P8PIA のペプチドグリカン合成静系活性へのペプチドグリカン、ムロペ

プチド、 DNA の彩締

["C]-GlcNAc {君、識リピド中 fMI体と判 "];1 P8PIA ./:~品を m ぃ、反応液中に表記の
物質を加えて、 t車、準法により 37"Cで 5分及び 10 分、または 30分反応し、イ

ソ目自阪を加lえて反応を停止した。反応産物ペプチドグリカンを泌紙クロマトグラ

フィーで分縦し、定喧した後、 10分及び 30分反応の反応濯物ペプチドグリカン

の架僑j交を定法により測定した。 5分及び 10 分反応の反応淀物ペプチドグリカ

ン量、及び 10 分反応産物ペプチドグリカンの架f高度、または 30分反応の反応

産物ペプチドグリカン量及びその架情l立を示す。ペプチドグリカン及びムロペプ

チド lrtは合まれる GlcNAc 培でぶ記した。
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Antibiotic Concentration for 50% Residual TGase 

inhibition of TPase at that c口nc.

(ug/ml) (%) 

Penicillin G 0.056 112 

Meci11inam 153 95 

Cefalexin 0.30 82 

Cefaloridine O. 079 74 

Cefmetazole 0.052 51 

Cefotaxime 0.071 50 

Cef皿lnox O. 20 58 

Latamoxef O. 14 47 

-li. 2-7 PBP1Aのペプチドグリカン合成両手系活性への β ーラクタム抗生物質の影

響

表記の β ーラクタム抗生物質が PBP1Aのペプチドグリカン合成併殺活性の梨循

形成を 50%阻害する濃度と、その濃度での残イFペプチドグリカン合成形索活性を

示す。 ["'C]-GlcNAc-t票、識リピド '1'IUI 体を必質とし、l1rl準法に従って表記の各却の

βーラクタム抗生物質の濃度を変えて加えた反応液を作製し、 ri'll製 PBP1 A .r，;¥品を

加えて反応を開始し、 37"C、 30分反応した後イソ陥目立を加えて反応を停止した。

反応産物ペプチドグリカンを泌紙クロマトグラフィーで分隊 し、定宜した後、架

儲j主を討jll定した。 50%阻害濃度はその架橋l立を抗生物質濃度に対してプロットし

て求めた。濃度は反応液量を品終 30μl として計卸した他で表記した。
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図 2-10 PBPIA のペプ チ ド グ リ カ ン 合 成 酵 素 活 性 の β ーラクタム抗生物質による

阻宮

Penicil1in G (PCG)、 Cefmetazole(CHZ)、 Latamoxef(LHOX)の PBPIAのペ

プチドグリカン合成醇索活性への彩符を示す。 ["C]-GlcNAc 1:，~識のリピド中間体

をb1tiにIIIい、原準法に従い 、 各 々 の 濃 度 に β ーラクタム tiL生物質を合む反応 il~

を作製してこれに料製 PBPIA 原品を j川える・Jrにより反応を開始し、 37.C、 30 分

反応した後イソ目指目立を加えて反応を作 Jl".した。反応産物ペプチドグリカンを鴻紙

クロマトグラフィーで分縦、定量し、その架橋 j克を測定し、これらを加えた β ー

ラクタム抗生物質の濃度に対してプロットした。ベプチドグリカン合成形索活性

は無添加l反応系でのペプチドグリカン合成量を 100% とした社l対活性で去し、架

橋JJrはそのままの数値を示した。なお β ーラクタム抗生物質の濃度は反応液の以

終むを 30μI として ~I :院しである( r方法」参 JI(!)。
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図 2-1 0 )。各々の薬剤の 50%架 焔IIJl':'i濃度を-#. 2-7に示す。 Nocardicinには

50%匁陥阻?干減 j交を検出できず、 Hecillinamへの感受性も低かったが、その他の

薬剤に対しては PBPIAの架焔沼刊は何れの薬剤にも高感受性で、 Jalね PBPIBの

10倍以と高感受性であった。これ以外には Cefalexinを除く令ての議月'1で、 50

1架橋 IllJ得減j立が灯jいた PBPIAの泌J立の 50%を下回った。反応i夜'1'の PBPIA泌

JJfはがJ0.87，uHであり、例えば Cefmetazoleでは、カ Illliを 70% とすれば、 50%

架橋阻寄波JJr.はがJ0.08，uH、 90%架橋阻害減 JJr.は約 O.15，u Hと[;1-0され、 90% r~白書

濃度でも PBPIA濃度の 20% に満たない。また、 PenicillinGの 50%架僑阻害

濃度(O. 12uH)は PBPIA濃度の 14%に当り、 この値は Eluate-2の比ペニシリ

ン結合吐の o.108mol/mol に近い。 β ーラクタム抗生物質が P8PIAへの飽和結合

軍の o.lmol/molに大略等 しい濃度比でその架循反応をほぼ完全に阻害する事は、

βーラクタム抗生物質が、 PBPIAの処情活性を脱合阻害以外の機仰で阻害してい

るがを示唆する。 P8PIAの β ーラクタム抗生物資金般への高感受性は、 P8PIB欠

航(m r c 8 )変 y~ 妹の β ラクタム抗生物nへの感受性と調和する。

更に特徴的なすIは、部|べた全ての β ーラクタム抗生物質が、 PBPIAの1日if{j 1[(合

活性をも阻'(JJしたすEである。衣 2-7には各薬剤lの 50%架橋阻害濃度に於ける、

残存悩 $1¥!.u合活性(%)をも併せて示した。 1出 m .!lí:合活性の阻害の当~JjIJ濃度依存

性は必ずしも 'ii司:1ではなく、議""1により呉なっていた。図 2-10に、 Penicillin

G， Cefmetazole、 Lata皿oxefの阻 害パターンを示 す。 Cefmetazoleは架橋活性の

完全問1';害濃度付近にも !h~ mm:合活性の同大u(jを持つ二雌↑主の自i害パターンを示し

た。これは Cef冊lnoxを例外として、 lJilべた Cephalosporin*薬剤jに共通してい

た。 Latamoxefは薬剤?)PilJfに応じた ij'lJJilな問答を示，n列で、 Cefminoxが悶織のパ

ターンを示した。 Latamoxef は1J1lsn ~[!合活性の 50% 1出筈濃度が架橋治性のそれを

下凶った薬剤である。

1 5 目 ペプチドグリカン合 j戊砂ぷ活性へのイオンの ~3 辞

P8PIA のペプチドグリカン合成 ñH~ 活性へのキレート邦l 及びイオンの野手t を検

討した。活性対111i.Eは傑準法に準じ、 HgC 12をキレートf，1Jまたは金属イオンに i泣き

j負えて行った。結果を表 2-8(48 rr)、凶 2-11(49頁)に示す。

ペプチドグリカン合成 tlB~ 泊料は 2mH の EDTA、 EGTAで半減したが、何れも
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Exp. Addition Concentration Peptidoglycan Crosslinkage 

(mH) (pmol) (%) 

No 1. 40 19. 1 

EDT A 0.68 13. 1 

EGTA O. 79 13.6 

MgC12 12.4 27.4 

CaCh 11. 9 31.6 

MnC12 17.5 30.3 

CoC12 17.6 30. 7 

NiC12 14.6 17. 7 

ZnC12 6. 29 2.4 
CuSQ， 3.47 1.4 

No 2. 96 24. 7 

NaCl 10 3. 76 20.0 

100 4.12 7. 7 

KCl 10 4.48 24. 0 

100 4. 13 9. 3 

1i. 2-8 PBP1Aのペプチドグリカン合成砂索活性へのキレートfjIJ'&び金属イオン

の彩税

キレート litl及び金属イオンの衣記の濃度での PBP1Aのペプチドグリカン合成醇

索活性と架僑度を示す。 ["C]-GlcNAct.l織リピド rl'11il 体を基質とし、保準法に従

ってキレートfilJまたは金属イオンを加えた反応液を作製し、精製 PBP1At.l品を加

えて反応を 1)，1始し、 37・C、 30分反応した後、イソi!'a自主を加えて反応を停止した。

反応 j宝物ペプチドグリカンを泌 H~ クロマトグラフィーで分総し、定蛍した i去、架

僑皮を相11定した。
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関 2-11 PBP1A のペプチドグリカン作成防業活性の二価金属イオンによる活位化

PBP1A のペプチドグリカン合成砂ぷ活性への HgC)，、 CaClε、 HnC)，、 CoCl，の

活性化芦~J* を示す。 [14C]-Glc NAc 際識のリピド中 IUI i本を基質とし、標準法に従っ

て、名々の濃度に庖を含む反応液を作製し打'l!製 PBP1 A .f:，1品を }111えて反応を開始し、

37・c、適当時間(イオンにより呉なる)反応させた後、イソniI目立を加えて反応を

停止した。反応廃物ペプチドグリカンを泌紙クロマトグラフィーで分隊、定量し、

その架橋1立を測定し、これらを }111えた版濃度に対してプロットした。ペプチドグ

リカン合成静索活性は無添加反応系でのペプチドグリカン合成量を l としたれl対
活性の対数 1111で哀し、架橋皮はそのままの数他を示した。なお頃濃度は反応i夜の

MJ.終量を 30μl として計卸してある( r万法 J 参照)。
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ImHでも間宮は阿じであった(データは示さない)。従って、この減少は削 '2Jと

言うよ り、 M"};l PBPIA l:，j品 '1'>>-びリピド rl'IUJ 1-1' [自分に iU入しているニ 1I町金瓜イオ

ンの除去に伴う効果と考えられた。 Na'、 K' は目手話E活性には余り彩草壁を与えなか

ったが、 IiE 波 j廷では ~ti奇形成を IIU '，!;:した。二佃l金属イオンは;Jfjべた全てがペプチ

ドグリカン合成砂ぷ活性を祈性化した。 Hg2・、 Ca2'， Hn"・、 C02・は匁ltr品活性を保

侍したまま活性化し、 Znト 、 Cu 2 ・は却~ h奇形成を阻害した。 Niε・はやや liJl';'}的で

あった。自ij名による活性化のイオン波皮依イ7-1"1を測定した結裂を図 2-11 に示す。

活性化 rUr線は何れもよく似ており、 M れも 10~50mH で品大{直を示した。活性化

の191さは Mg2・く Ca2・く Mn2・< C0 2 ・の ~i で、その程度は最低の Mg ε ・でも 20 倍、

Co"・では 100併に及んだ。梨陥 j立の仏大 1I自は Mれも 10mM付近で最大 20%留ま

りであり、これよりイオン強度が向いと liJl'Jtされた。このす工は、これらのイオン

が柏町iの1!合反応を活性化していることを示峻 1る。これらのイオンは初 JUJの反

応速度変化に彩科しなかった。

二仙l金成イオンは何れもペプチドグリカン合成醇索活性を活性化するが、1l1j釘l

lI!合反応とう程惰反応ではイオンによる彩終が見なっていた。架橋反応は一般に日

イオン強度で阻害され、 KCl でも 100mHで架橋形成を 50%以上阻宮した。これ

は制11l't'.!f'1r人lの反応の多くが同じ濃度の KCl に依存する事と対照的である。

1 6， Tri lon X-IOOを含まない系でのペプチドグリカン合成反応

反応液に 0.045%の Trilonト 100を含まない反応系での結巣を以下にまとめ

ておく({rrfれもデータは示さない)。

Tri lon X-100 1!1¥添加lの系でも、 PBP1Aはリピド巾 rliJ体から化学f世論的にペプチ

ドグリカンを合成した。反応述!支は小さく、反応述度の上昇は見られず、その経

時曲線は lji.純な飽和山総であった。反応版物は見かけの架橋 j交が最大 5%f'lU立の

直mペプチドグリカンであり、負担焔J交の続時的別j川はおめられなかった。 二仙1金

属イオンの多くがペプチドグリカン合成反応を活性化したが、何れも彩苦手は小さ

く、活性化のパターンも見なっていた。活性化の lì~ 大lt1íは、 H n 2 • でが'J 3 1吉(5m 

H) 、 C0 2. は~Jl ']' (内(ImMで 50%liJl '!.i )であり、 CU 2. は彩符がなかった。また、

マカレポマイシンへの感受性が低下した (40)。

これらの結果は PBP1Aが、 TrilonX-100を合まない系でもは納品HI合反応を
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触媒する lJ-:=を示している。しかし、その活性は Triton X-100を至適濃度合み、

十分然防する条1'1 下でのそれとは質的に l'~ なっている怖を示唆する。

1 7. PBP1A の fJtl([l滑によあ細胞の染色

M~ PBP1A を月jいて抗 [([lii'lを作製した。 fJtj[[l ìí'Jはイミユノプロット ìj~ で大腸 l苅

のrufi![ tU似品の PBPIA を将兵的に染色した(データは示さない)。この抗 [I[liI1を

JfJいて大腸伝iJST975srev61 、 JEIOll( ijii省の籾株)株を i制緩蛍光抗体法により染

色したところ、何れも細胞全体が染色され、 PBPIA の、細胞上での特別な局征性

は認められなかった(データは示さない)。
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考察

1. PBPIA の併ぷ活性

大腸f'iのペニシリン結 fi讃臼 t'i:lA (PBPI A) を 'r[ 気泳到j 上司i-~在自白迄精製し

た。円i製 PBPIA -1:，1品は試験'ii'/);/でリピド rlJIUI j本を基質として栄僑ペプチドグリカ

ンを合成し、その1自主'iill合活性、当日It;活性、ペニシリン結合活性は精製過程でも

等'di点'r[1気 71I'iJlJJでも分断iしなかった。従って、 PBPIA は料j$j'iill合と決橋形成の両

方の反応を触媒するペプチドグリカン合成酵素 (Peptidoglycansynthetase) と

結論される。架Ii昔活性は β ーラクタム抗生物質に、 iJ!ifliill合活性はマカレボマイ

シンに問答された。以上の生化学的性質は PBP1Bのそれと共通していた (57)。

ノド研究で検出した試験管内決橋ペプチドグリカン合成活性は、 PBP1Aの生体内

での静索活性を反映していると考えられる。その似拠として、第ーに PBP1Aは特

異的な M質から、細胞笠ペプチドグリカンと共通の化学附巡を持つ架橋ペプチド

グリカンを合成する酵素活性を持つづE、第二にその酵素活性の基本的な性質が生

埋的に等価と考えられる、 PBP1B と共通する。.)1:、第 三 にその静索活性の β ーラク

タム抗生物質への高い感受性から、 mrcB(PBP1B欠打i)t)ーの β ーラクタム高感受

性 (58)が説明される 事、を 挙げる すEができる。

際司~ ~.去での PBP1A の定 7it i主j主でのペプチドグリカン合成述JJfは図 2-8 Aから

約 0.02moles(GlcNAc)!min!mole(PBP1A) とHPされる。栄養別泊中の大以前のサ

キユルスは平均約 3x106 H¥Mの GlcNAcを含む (59)ので、世代時 IHlを 30分、 一

制lIJ1'Il当り 10' 分子の PBP1A (後i!K)がペプチドグリカンを合成するとすれば、そ

の合成迷 j支は 10田oles(GlcNAc)!min!mole(PBP1A) 程度となる。従って、原準法で

のペプチドグリカン合成速度は:t体 /).jの約 1!50 0である。この反応述 j支低下は、

本米細胞質脱近傍に高濃度かつ組織的に ).1J在、配，1，/す る基質、 PBP 1A、受容体の新

生ペプチドグリカンの何れもが、試験'ii'内反瓜ではコロイド粒子として 三 次兄的

に希釈され、イJ3りj傾i突俗本が低いがで説明できると考えられる。

2. PBP1A の合 j戊するペプチドグリカンの HIl.il!i

PBP 1 Aの合成したペプチドグリカ ンは通 常のムロペプチドを主成分として情 J戊

され、呉市ムロペプチドを含まなかった。しかし、その間 itiは細胞!笠ペプチドグ
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リカンと比べて特呉であった。ムロペプチド組 l泌を見ると、細胞峰ペプチドグリ

カンは綜ゃう:百条例に依らず C5/C6 と C3をほぼ等量合み、当担循J支は約 25%と

ほぼ一定 で、 C2は僅かで架橋 j支に殆ど寄与しないのに対し、 PBP1Aの反応産物ペ

プチドグリカンは匁情ムロペプチドに C3'、 C2'を含み、架陥j交に 1)<1わらず C2'

は C3 ・に見合うだけ形成され、両Jíの1t ~cnま 一 主主しなかった。 1I!J. 終架橋 11:.は ~Iô '1;¥ 

に~'r， < U，~;q; 39.1%)、然焔 j立 35.5%でのムロペプチド量比は、 C6・37%、 C3'

46%、 C2' 18% であり、この HlHえではペプチドグリカンは薄いシート i~ I荷造を取り

得ない。また、 PBP1Aの反応産物ペプチドグリカンはリピド残基(ーP-P-Undeca-

prenol)を末端に保持している可能性が示唆されたが、細胞壁ペプチドグリカン

にはその織なムロペプチドは殆ど検出されない。第三に、細胞笠ペプチドグリカ

ンは不浴性のシート状高分子なのに対し、 PBP1 Aの反応産物ペプチドグリカンは

良い l~im と 13 い烈橋 j豆を持つにも山l わらず水溶性であり、小さくまとまった料状

の分子情遣を持つ考えられる。 lJ1i 釘i と当~橋との関係は l切らかではないが、先日橋 J支

の高さからみて、制状部分と倒校状部分の両万を持つ、ひきつれた例造の分子と

考えられる。これらの情造の巡いからみて、 PBP1Aの反応産物ペプチドグリカン

がそのまま細胞笠ペプチドグリカンを例成するとは忠われない。

3. PBP1Aの醇索活性発現の条件

PBPIAのペプチドグリカン合成砂必活t'tの究況には資自質濃度に臨界it自が認め

られた。この τI~ は、 PBP1A は 1i1~ W.減11:.を芯えた分が会合し、多量体となって防索

活性を現すすIrを強く示 11査する。低蛍向 r'1波 J1:.i!!IJの砂索活性の立方桜が資自 tl濃度

と比例したので防索活性発現は 三:W:f本を基本にしているであろう。打1;~製 43q 品に混

在する決橋皮物の分子1ilが PBP1 Aのが) 3倍である事はこれと捌.fllする。;J/o変性

等'r[.'~-\電気泳iJ)})で PBP 1 Aが多数のバンドに 分かれるのは、多量休状態を反映した

可能性がある。臨界濃度の約 23μg/ml1111ち 2.5x10-7Hは生理的イオン強度での

アクチン1[合の臨界濃度 1x10-7Hに近い。

PBP1A は非常に狭い濃度範悶 (O.05~O.08%) の Triton X-100で架伯ペプチド

グリカン合成活性を発現すると共に特w的に活性化され、これより低濃度自IJでも

高波IJl'iJliJでも低い l立釘iペプチドグリカン合成活性を示した。この事は、 PBP1Aが

基本的には直mペプチドグリカン合成活性を持ち、特定の泌皮純凶の TritonX 
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100は、 PBPIA に作別してその分子状態を変え、長E総活性究 IJGと活性化を 7むき起

こす白J~ を示 l唆する。狭い波 JJl' 村民性と PBPIA の静索活性の質的な変化から凡て、

Triton X-I00 の効果が基質のリピド小 IUli-t;を分 11.1:して利JlI性を変える 'J1に由来す

るとは!ぷわれない。この波J交はノド '1'での臨界ミセル濃度 0.24mH(0.015%) の 3~

5 的、ミセルの濃度は PBPIA の泌 J主のが~ 4 ~ 8倍に当るので、 Triton X-I00 は

1)1分子!患ではなくミセル態で作JTIすると考えられる。 Triton X-I00 は、至 j直 il，~ J支

では PBP 1 A分子にミセル Ii!で結合して適正な多量体形成と架橋活性発刻に寄与す

るのであろう。

PBPIAの会合体形成による静，.f，活性の変化、及び Triton X-I00濃度による両手

系活性の不辿統で質的な変化は、 PBPIAの活性な梨儲ペプチドグリカン合成鮮京

活性がその会合状態に依存する 'J~ を示 il去する。

4. PBPIAへの β ーラクタム抗生物質の作Jl]

PBPIAは 6-APA-CH-Sepharose と結合し、その浴出には Hydroxylamine処聞を

必~とした。このてf1:は P BP 1 Aはリガンドの 6-Amino-penicillanicacid (6-APA) 

とエステル(ベニシロイル)結合する事を示H産し、ペニシリンの作問機{乍と調和

する。 PBPIAは 6-APA と位体とのiHlにスベーサーの無い 6-APA-Sepharose とは

総合しないので、そのペニシリン結合部(![は深い Cavity中にあると者えられる。

PBPIAの 6-APA-CH-Sepharose からの i叶収率が低いのは、 Cavity 巾のベニシロイ

ル結合が Hydroxylamineの攻主主を受けにくいためと考えられる。

t，'/ ;裂 PBPIA f;，¥品のよじペニシリン結合設は o.108mol/mol であった。ペニシリン

結合活性の回収率から兄て、制裂のどの過程でも大きな火活はおめられないので、

PBPIA本米の比ペニシリン結合抵はこの他に近いと考えられる。 PBPIAは多 ;母体

を j戊す :J~、そのほぼ全量が 6-APA-CH-Sepharose にベニシロイル結合を介して l以

心するがを考え合わせると、このすIは、ペニシリンが多量休中の小数のサプユニ

ットと結合してそれ以上の結合を Iql'8するか、またはペニシリン紘一合部位が多量

(f当りーヶ所しかなく、がJO.lmol/molで飽和すると解釈される。多くの β ーラ

クタム抗生物質は呉常な低濃度で PBPIAの架情活性を阻害し、 Cefmetazole に至

つては I~ 界泌度分を差し引いても PBPIA 濃度の 23%足らずで約 90%'}，日陥形成を

阻苦した。この事は上の解釈を支持する。結合定数を考慮すれば薬剤jの PBP 1 Aへ
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の結合量は)l!に少ない筈である。 β ーラクタム抗生物質が PBPIAへの飽和結合蛍

に大関i て宇しい減反比でその栄悦反応をほぼ完全に間宮する事から、その凶 ~I!fが Ilt

なる目立合間苫ではないか、または、 PBPIAの架橋反応自体が多量体形成にnって

発則する反応であると解釈される。

以上から、 PBPIAは多量体として β ーラヲタム抗生物質との結合性、当日係ペプ

チドグリカン合成両手系活性、 Productactivationの性質を別していると考えられ

る。ペプチドグリカン合成醇ポ活性の TritonX-IOO濃度依伝性から、 PBPIAは

ip. ~1! では ~N い 1m 1it OJj合活性だけを持ち、至i直濃度下で会合体を形成するとその協

同作JfIに基づいてアロステリックな十1f1を獲得し、以上の性質を射すのであろう。

β ーラクタム抗生物質は Hのエフェクターとして作 JTIし、 PBPIA分子の 一 部と結

合して協同作 111 を破 i車する事により、先2 橋?~↑生と Product activationをsll宮 す

ると考えれば、 Cephalosporin 系抗生物質に顕著な!J.!i釘i 重合活性の阻~が解釈さ

れる。抗生物れによる阻*パターンの iSいは協同作!日への彩線の与え方のJsいを

示l唆するものとえLt(接される。 β ーラクタム抗生物質の結合壁からは、 PBPIAは品

低九lrtf本の大きさを持つと推定される。

以上の解釈に依れば β ーラクタム抗生物釘の PBPIAへの結合反応も 23}Jg/ml

の臨界濃度を持っと考えられる。しかしこの濃度は低く、 比ペニシリン結合量、

回収率、比活性等のHt1i自には>7;ど影轡しない。

5. PBPIAの触媒する反応

PBPIAは反応にリピド中 IUl体以外の MOを必要とせず、分子内に共イ]結合した

ベプチドグリカン世11Jtも検出できなかった。従って、 PBPIAはプライマーに依存

せずにペプチドグリカン lli]釘i11合反応を触媒できると考えられる。小r:n反応産物

と考えられるImm屯合体、必はペプチド架橋{本のオリゴマーは通常は検出されず、

PBPIA は1応mまたはペプチド m末端にリピド rl'llil体からムロペプチドを付加lする

型の反応を触媒すると考えられる。反応産物の 1!li1i'iの末端には Undecaprenoトピ

ロリン目立$'.1¥)1が結合していると考えられる。 4公橋は、 PB P 1 Aのペプチドグリカン

合成防 素反応を 1111':';.的な灸1'1下で行い、ぷ端にリピド残基を保持した関ペプチド

のオリゴマーと考えられる反応j宝物を倹山した。これは反応初 JUJに一時的に別れ

る低分子虫合 j宝物を検出したものと考えられる。 !m釘i(111長の方向(還元..!<端 slIJか
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jl'-還元本端 ~l1J か)は IVJ かではない。

PBP1AのMぷ反応では反応 J主物ペプチドグリカンの先日惰J支は経時的に泊))11した。

架橋はペプチドグリカン上の C6' 、 C3' 減 M を相手に形成され、 C6 ・ P五 u を~1l手

する反応が優先した。ペプチドグリカン iニの残 olJ;が負担絡の受容体か供与体かは IljJ

かではない。 PBP1Aの匁陥反応はリピド rl'rUJ i小から櫛釘[11合反応と同 uキに進行し、

新jミペプチドグリカンの匁橋としてのみ認められた。直劃iペプチドグリカンの架

橋活性、 l立mペプチドグリカンとリピド巾 IUJf本との r:.rJの架情活性、 D-Alanine と

Glycinの交換反応(60)、皿eso-A2pmを受容体とした疑似架情活性を全く示さなか

った。また、iP:反応としての細胞壁ペプチドグリカン分解併索活性を全く示さな

かった。以上から、 PBP1Aは極めて特 wtEのifEい防索であり、 1凶m，且合反応とペ

プチド架絡反応の!日i には厳情な~~役のイ子化が挑定される。反応産物の架陥ペプチ

ドグリカンの長い1胞$i'lと高い架橋皮を同時に説明するために、 (架絡した)日正イF

の 1自 tn に沿った先日伯を伴う側鎖重合反応が~J.(i製される。

6目 PBP1Aのペプチドグリカン合成自主ぷ反応の性質

PBP1Aのペプチドグリカン合成反応迷j支は中')JJUIに遅く、数分間に j新地して定7it

速度に至る過程が認められた。この初 JUJ低迷状態は新生梨僑ペプチドグリカンの

添加により消失した。従って、 PBP1Aは臼己の反応産物である新生架橋ペプチド

グリカンによる活性化 (Productactivation)を受けて定常迷皮に達すると考え

られ、反応IlH9~; と}~に反応産物が iüHl する結果シグモイド j診の経 u与山総が生ずる

と考えられる。この活性化は反応産物によるiEのフィードパック効民と jgわれる。

Triton X-100添加により PBP1Aが架情活性を発射するのに伴って 5，1，られる活性

化はこの Productactivationに他ならないと考えられる。

PBP1Aが架情活性を示すのはリピド rl'nil体を基質として新生架橋ペプチドグリ

カンを合成する場合に限られ、その反応産物が PBP1Aのペプチドグリカン合成反

応を特w的に活性化した。従って試験管内反応から見る|浪り PBP1Aはリピド中 IUJ

休からの也旦且Y.!Jまたは新生負担焔ペプチドグリカン断片の周辺での架焔ペプチド

グリカン合成反応を触媒し、これ以外の反応を殆ど行わないと結論される。

Trypsin処思した細胞壁ペプチドグリカン Illij分、これを大腸 l迫山米のペプチド

グリカン分解併殺(DD-Endopeptidase!Anhydromuramidase)幽分で部分分併処 f!Jl
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した阿分は、 PBP1Aのペプチドグリカン合成静系羽性の反応速度 l曲線にも栄悦度

にも滋持しなかった。細胞~ペプチドグリカン IHtl分は m 数別組 JUI の i冶 14，から分自t

し、反応、系には GlcNAc.fil:に検算してリピド ri'1[[1休の約 1000倍置を )JIIえてある。

従って、制11胞砲ペプチドグリカン lil!I分は PBP1Aの反応のリガンドになる榊造を始

ど合まず、 j容附目Hi処 E出しても &d/1¥しないと A甘えられる。また、ムロペプチドも

PBP1A のペプチドグリカン合成醇ぷ活性にぬど彩絡を与えなかった。 C5 は~陥反

)1，;の受容体となる可能性があるが、 .!Jl:を考泌すればそのな義は小さい。従って、

細胞噌ペプチドグリカンは、 PBP1Aの反応のリガンドとなる 榊造を実質的には合

まず、 PBP1Aは細胞!笠ペプチドグリカンに新生ペプチドグリカンを組込む活性を

待たないと考えられる。 PBP1Aの隊員E活性は Î!~ 似の釧胞~ペプチドグリカン両分

に活性化を受けたが反応速度 llll線と処橋 j交にも彩饗しないので、細胞笠ペプチド

グリカンをリガンドとする反応に rlJ米するものではと考えられる。

以上の解析から、 PBP1Aは新生ペプチドグリカン合成移素であり、その新生ペ

プチドグリカンをサキュルス等に組込む反応は始ど触媒しないと結論される。日11

ち、 PBP1Aは「初生ペプチドグリカン断片を合成する静索 J と考えるべきであり、

その反応の 1)11始(リガンド形成)、初'七ペプチドグリカン断片のサキュルスへの

組込は、5)11な静索や蛋白質の活性に求めるべきである。

7. PBP1Aのペプチドグリカン合成砂索活性のその他の性質

PBP1Aのペプチドグリカン合成砂索活性は DNAにより阻害された。 PBP1Aはベ

リプラズムでペプチドグリカン合成にmわると考えられるので 、 DNAによる l出宮

の生息的忠義は l切かでない。 DNAはペニシリンとの結合は阻害しない。ポリアニ

オンによる 一般的な自主索活性阻3の一例かも );11れない。細胞質脱出可分で PBP1Aの

反応がみられない原図の一部は DNAの共存による阻害と J忠われる。

PBP1Aのペプチドグリカン合成砂索活性は二 価金属イオンに i去作しないが、こ

れに活性化された。活性化の程度は C02・>Mn2・>Ca2.>Mg2・の阪で、 C02・では

約 100伯に述した。何れのイオンも至適濃度での活性化では反応、速度 l山総と架橋

度には彩符せず、 1自説U1合反応を活性化していると忠われる。しかし Tritonト

100を合まない系では活性化の何度もパターンも見なり 、 以との/[;1't化は 先日橋ペ

プチドグリカン合成活性発況に nう現象である。
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P8P 1 A のペプチドグリカン合成併ぷ活性は、 C02‘を始めとする ニfIIli金属イオン

による活性化、その活性化の程度の順序、 DNA による阻害、至J直 pHなどの性質

が、大脱届jのi8凶併索の DD-Endopeptidase とよく似ていた(51)。両省の|荷造的、

及びjミ!'ll(J{J ;な必の|珂迎は Iりjかではない。

8. P8PIA分子の十時造、)，-.;在、分布、細胞内合置

P8P 1 A は ll~ 終濃度 O. 93%の Triton X-I00で容易に可溶化され、その濃度を

0.05 %迄下げても析出しなかった。従って P8PIA分子は親水位が強く、leR水性部

分は小さく、政Jmt'l以外の成分との相互作mは小さいと考えられる。 P8PlA遺伝

子(巴cA=巴旦五)の推定アミノ 目立配列から P8P 1 A 蛋白質は概ね1J!水性で、 Hぷ錦

部分にシグナル配列と似 1'1辺部{立を持つ rAnchored protein Jと考えられ (43)、

上の推定と訓.J'IIする。 P8PIA は NAミ端部分で*/11胞質似に結合し、活性中心を含む

本体はベリプラズム自IJにあって、そこにペプチドグリカンを合成するのであろう。

P8PIAのペプチドグリカン合成静京に好適な反応粂件、阿lち弱目立性の pH、 Mgわ、

Ca" の存在、低イオン強度等の条件は、ベリプラズムの環境に近いと考えられる。

細胞質内の環境、日f)ち 、弱邸主E性の pH、 O.1M を超える K' 濃度等の条件は、 P8

PIAのペプチドグリカン合成活性に対して阻害的であった。

P8PIAの抗血iNをmいた 間後蛍光抗体法により 、 P8PIA には特別な局イ王位は認

められず、*/11J!'a上に均一に分布すると与えられた。サキュルスの iiJ'長の 1:11にはペ

プチドグリカンはサキュルス上の随所に Hl~ まれる事が報告されており (30) 、こ

の局在性の示 11査する処と ~Iq れl する。

JST975srev6/pLC29-47伐の P8PIA合!吐はぷ lのペニシリン結合f置から :Hnで

きる。日1Iち、 51gの l沼体は約 1x 10" il'lの細胞を合み、 P8P 1 Aの比ベニシリン結

合置を O.11 とすれば、総結合ペニシリン ;ほから 1.32xl017 分子の P8PIAが含

まれる計釘になり、細胞当りの P8PIA合ほは約 1.3xl0'分子となる。プラスミ

ド pLC29-47 による過剰生産を 30伯とすれば野生俳剥11胞では 4xlO 2分子程度と

推定される。この惟定他は、従米の P8PIA Jitを細胞当り 100分子程度としたの

と問じオーダーのである。しかし、 P8PIA には多量体形成や臨界蛋白質減 j立が推

定されるので、その量の評価必;悼を I止めるに当たっては生体内での存伝状態の検

討が必1iである。
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9. PBPIA と PBPIB(57)の比較と関係

PBPIBは安定な蛍自白で、 w面活性mで1111Wされにくく、制胞内では似 JJ百貨以

外の成分とも結合しているザ能性がある。 PBPIBは政11可分中でもペプチドグリカ

ン合成両手索活性を 示 し、その反応 J宝物の架惰ペプチドグリカンは水に不務性で架

橋 j交 は 20~ 25% と制1/II'1l壁ペプチドグリカンと似た性質を示したが、制l胞笠ペプチ

ドグリカンには合まれない)'~ '':;';架橋ムロペプチドム Y が主H4成成分として含ま

れていた。反応皮物ペプチドグリカンの架橋度は反応初 JVIからほぼ 一定し、 PBPl

A と y~ なる反応機怖を持つ。Jr が示 H査される。反応のキネティックスには特徴がな

く、反T(，;の至i直 pH は弱 J;UJ左側にあり、 HgCI，以外の二価金属イオンは阻害的で、

全般に β ーラクタム抗生物質への感受性は低い。

PBPIAと PBPIBは生理機能上等価であり、そのアミノ目立自己予IJには相向性が認め

られ、共通の祖先に白米すると推定されている。 しかし庁事業活性は相互に個性的

であり、j:体内では異なった条件に緩い役百11分担をしているのであろう。ー般に

野生型大腸閲妹の主たるペプチドグリカン合成両手議は PBPIBで PBP1 Aは補助的

な酵素と考えられている。しかしその似i処は結局の処 PBP 1 Aの酵素活性の倹出と

評価が容易でない 'Jrに白米する。 PBPIAのペプチドグリカン合成速度は大き〈、

その細胞への寄与は大きいと氾!像される。両者の相互関係、役制分担、活性制御

などの仰13Eは今後の部組である。 PBPIBの反応産物ベプチドグリカンの十月造もま

た異常であり、そのままでは細胞壁ペプチドグリカンを情成せず、 PBPIBもまた

サキュルス形成静栄としての性情は示 11去されない。 PBP1 Bの醇索活性の性質の検

討は未だ不十分ではあるが、 PBPIA同線「初生ペプチドグリカン断片合成時索」

であり、サキュルスへの組込みは呉なった機仰によると忠われる。

1 O. まとめ、及び PBPIAの機能

以上に精製 PBP 1 Aの性質を試験管 Î]醇よ活性を '1'心として解析した。 PBPIAは

Peptidoglycan synthetase であり、リピド ιI'IH]体を基質として架橋ペプチドグリ

カンを合成した。その両手索活性と反応j宝物の検討から、試験管内静索活性を見る

限り、 PBPIAは「初生ペプチドグリカン断片合成酵素 J と言うべき酵素であり、

サキュルス形成に直径関わる性他は示日査されなかった。また、 15数T;1ft1j JUfの大腸

菌の制1/II'1l'笠ペプチドグリカンも、 PBPIAの反応を受け入れるリガンドを合まず、
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大紛 I~i の主要ペプチドグリカン分解併ぷもリガンドを~Illさせなかった。

~J[ 版と '11.& r立大脱出!の ~J; '1::. H，~妹、 mrcA 株、 mrcB株、 PBPIA過剰とtirl1妹、 PBPl

B過剰生産税tの剥ilJrIl'笠ペプチドグリカンのムロペプチド組成と架橋 j支を検討し、

何れの俳でもムロペプチドのパターン及び量比には始ど迩いがなく、 PBPIA、 18

夫々の反応 i宝物ペプチドグリカン独 (1 の十tt告を示さない 'J~ 、 1終 十両度も巴cB 妹、

PBPIA 過剰'1ミJ'rttI<で f世かに I:5い(約 26%、野生型株はが) 24 % )に立iまるすEを切ら

かにした (61)(62)0PBPIA、 18の反応産物ペプチドグリカンは介在する反応系に

大別似なトリミングを受げ、制IJrllll，lペプチドグリカン型の情造となってサキュル

スに組込まれていると考えられる。これらの事実から、 PBP1 Aのペプチドグリカ

ン合成 N.j，ぷはサキュルス形成過伐の -f9:1i併であり、その IIIj段階にはサキュルス上

のリガンド形成に関わる反応系が、その後段階にはサキュルスへの組込に関わる

反応系が介在すると考えられる。

PBPIAのペプチドグリカン合成時ぷ前十iのm'J術lについては今後の説副である。

PBPIAは多母体を成してアロステリックな性質を持ち、 β ーラクタム抗生物質と

の結合l"t、銀総活性と Productactivationを発現すると考えられる。ベリプラ

ズム内に内ィ'Etlエフェクターがあって、 nHi活性を(UIJ鈎lしている可能性がある。

また、 PBPIAの会合状態を制御lする成分があり、これにより祈性 m'J御がなされて

いる呼能性もある。更に f也の蛍臼質、 {ylJえば PBP2、 P8P3等がサプユニットとし

て加わる すEにより活特訓J~tll がなされている可能性も考えられる。

従米、?~然と、制iI胞壁ペプチドグリカンはムロペプチド残基が述続的に姉人さ

れる 'Jrで形成されると考えられ、ペプチドグリカン合成過 filとサキュルス形成過

程とは fhJ義の織に JlAわれて米た。 しかし liij者は後イ雪のサブシステムであり、両者

はI羽縦に弁別されるべき過程である。サキュルス形成機的に l刻する従来の研究で

は Jli 伝学的、主~f盟'予的アプローチの比 リE が高く、 }j 法論上その弁別は必ずしも容

易ではなかった。本研究では、 PBPIAのペプチドグリカン合成静宗としての性質

の検討を行い、そのサキュルス形成システム rl'での{，[凶の考終に及んだ。しかし

一方、本研究で仰られた実験結栄の 一 郎はアーティファク卜であり、 PBPIAはと主

体内では辿統的にサキュルスにムロペプチド減法をイJ1J11している可能性はなお否

定できない。-f:[Jjf 'i'Lで示した仮説の当符は各段階の'lo化学的反応の検出と遺伝子

の検索から検証できるz:である。
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第 三話

大蹴出iの細胞内情造体形成蛋白質の検索、精製、及 び 性 質 の 彼 討
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小序

第 - ljに述べた通り、制11従j細胞でも副11胞問 j切にnう細胞例造の変化には、 w数

lHfiの機能性問造体が、細胞質JJ日の裏打ち、絞の分自在と分配、細胞質分裂の推進

などの憐能を待って JlIJ与すると考えられ、それらのあり方は以紘細胞の細胞'目的

ないしは脱骨俗に類似していると考えられる。

従来、細菌細胞には初IJJ'd Iλ1m造体はまれにしか検山されず、その存 {Eや忍義は

積極的には こUllされなかった。 しかしこの場合、例造体の検出の成否は起簿ゆ]片

作製過程でその附造が維持されるか舌かに懸かっている。制IIlAi細胞は細胞笠の仔

在のため回定液の沿透が恐く、回定操作に時 rUJ を裂するが、この I1JJ に I:~ 造体が消

失する 'jcは十分考えられる。 n級制u胞の細胞骨俗は固定操作に不安定と 言われて

おり、 l亨い細胞墜をも直った n-rI辛抱u胞に IVJI!t(な細胞・11的像が得られる織になったの

は近年の事で、技術的進歩と洗練にnう処が大きい。細菌剖11胞の細胞内情造体の

検出法は未だ確立しておらず、それらの検出と向定は今後の説lIIiと考えるべきで

あろう。むしろ、既に数将の細菌と、特に L-formHII 胞に共通して微小符状の構

造体が報告されている (9-13)事は、これが普遍的な刺l胞内HIj造体である τlf.を示す

とも与えられる。

一方、動物細胞のアクチン、ミオシン等の性質を tR僚として、大腸菌に相同の

蛋白f'1が検索され、アクチン(1213)、ミオシン、プロアクチン等の存イEが主張さ

れているが、これらの研究には進展がない。筆者もそれらの研究を基にアクチン

の検索を絞けたが検山できなかった。大 I1品凶の Elongation factor (EF) ーTuが

見かけ上アクチンと似た ttn を持つ事を指摘し、この検出 jJ~ による大脱出i のアク

チンを疑問!とする見解(19)にはi見{3カがある。

近年、大腸医lの絞分裂に I品l与する遺伝チの型盟、旦iC、旦iDの推定分子構造

から、四ukBがキネシン僚の (20)、 tdiC、 tdiDが αーチュープリン係の (21)蛋白

質を各々コードするすEが報告され、これとは別にミオシンに似た蚤白質 (22)の仔

在も報告されている。これらのすIは、大紛凶でも以後生物でも細胞河川上相同の

過程には相同の成分が関与している可能性を示日査し、極めて興味深い。しかし何

れの蛋自民もまた、対応する細胞汁f百貨白質とiIJ!いを持っている。 一方また、細

菌細胞は、工i妓生物の制lIJJ'd什 m系蛋白質に対応しない、制 l通知l胞に図引の成分に
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よる機能性情造体を持つ可能刊ーがある。制IL:ii細胞に新たに機能性十m造体成分を検

索し i立す忍誌があるであろう。

本研究では大以前 (Escheri旦hi主主ι.U利l胞に f荷造体形成成分を検索する。機

能伯 1m造体がイFイ工するならば、それは細胞内で附造体を成し、それ白身の情造変

化、または相互作川する Hecahnochemicalenzymeを通じて情造維持的にも動的

にも機能し、細胞lλlの椛造変化を推進するであろう。そこで先ず、その総能の級

幹を成すものとして I!r.造成分にお目する訳である。 m造成分は制11胞質脱の内側で、

~~る jよがりを持つ|荷造 i本の例祭(と磁場)を繰り返すと忠、われるので、その候補

としては存在量が多く、1[[合性の蛋白 t1が適当である。アクチン、微小官は細胞

内では屯合状態が安定であり、if"!合:111)世11は'JI合体の切断や ill合阻害によると考え

られている (63)。従って 、例 造成分の候補として、細胞質内 m似の環坑下で重合、

1高進化でき、量の多い lli白tIを考える事にする。

細胞質内環境としては主にイオン組成を考える すIが適当であろう。大腸mの制l

胞内のイオン環境として報告されている結果を表 3-1にまとめる。本研究でmい

た条件はアクチンを卓合させる条件に近い。

Ions and Schultz Kung Chang Gangola Padan Slonczewsky 

pH (田H) (mH) I (mH) I (pH)2 

Na ・ 50 223 

K' 210 170 320 
Hg之・ 64 114 

Ca2・ 32 0.8 0.1 

Zn2・ 1.3 
Cl- 10 137 

pH 7.6-7.8 7.6 

(64) (65) (66) (67) (68) (69) (70) 

主 3-1 大腸菌細胞内のイオン濃度の推定他

各イオンの推定細胞内波JJrを衣記。但し、 lは版報から Igdry weight = 1.8 

ml cell volume (68) として市右が倣 p~ した伯、 2 は遊自ft Caε・イオン波 j支の蛍

光色素による測定例。カッコ /̂Jは原報。
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方法

1 .研究 nlよ

刺l凶細胞に機能性|荷造体の例造成分を検索する fE僚となる性質は不明である。

そこで本研究では、先ず大』品附 *111 胞をスフエロプラストとし、これを~* '-lに処聞

して細胞 1).1~荷遺体を検 2較した。次いでその結巣から II~ 造成分ならば持つであろう

性質を仮定し、その仮定を満たす lli白白阿分に、 z:J1いjlf別性で繊維状などの{荷造

1本を形成する成分を検索し、その !I~造{本の特徴を脂僚として成分の候補者を検索

して 100K蛍白 tlを検出した。以後に改めてその性質を調べ、臼 J旨す並t白質であ

るかどうかを倹討した。!!，，¥制11Jl'd1111 W液からの蛋白f'iの検索に川いた指ぽ!は、 1.細

胞質料lまたは細胞質脱の細胞質問11に結合する蛍白貨である ・Jr.、 2.細胞質内類似の

環境下で可逆的に規Hリ的なif!合体を形成できる事、 3細胞内で成る広がりを待つ

情造体を形成するだげの最がある事、の 三 ヶ粂である。

細胞質iλl類似の環境として、主要なイオンと 二三 の溶質の濃度を考瓜した。本

研究では Lennox培地 (47)で培養した大脇閣を材料とする事とし、細胞質内の主

要なイオン濃度と pHにl刻する従来の研究結果(表 3-1)を考慮して、次の組成

の計百液を選択した。即ち、 10mH HEPES-KOH pH7.4、 0.2mHATP、 O.2mHDithioth-

reitol(DTT)、 0.1-0.6HKCl、 O.lmHHgCh、 O.lmHEGTAである。なお Lennox1音

i自でtff挺した大腸以!の細胞内仁減反は約 0.3Hと考えられる (67)。また Hg2ら

イオン濃度は生体内濃度まで高めると;I:f~史上不都合が生じたため、やむを得ず低

濃度に抑えた。

2‘実験万法

i史JfI伝j1末、培地、 I自妥方法

細胞内m造体形成蛋白質の検索及び抑裂には 大腸前iK12 tI<の JEI01l 総(生E、

1 eu、立E、包豆、自主、主主、 1ac、巴1、巴i、立1、旦~)を材料としてJlJ いた。変

異例tの倹索には lsogenlcpalr または spontaneousmutant と却!tI<の組合せの fiij

蚤自白を比較し、遺伝子 r'i況の影響を品小にした。

通常の15廷には Lennoxt昔i也(47)に 20μg!mlの チ ミ ンを添加して(L' t音i也)

用いた。 II~ 造{本の倹出や:lli 白 nの検索には 100 ml - 11の量で 30"Cで保とう培益
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した ~ji本を、蛋白r'lの精製には 301 の畳でジャーファーメンター中で 3 7"C で通

気かくはん地益した出l体を位打lした。可L板 Nf!也は 1.5% の本天を加えて作製した。

形質導入妹の選択t古i也、アミノ目立要求性と 1底資化性の検定には H9 ，'I!t 小 J~~ 天平板

培地に必~なア ミ ノ目立( 50μg/m 1 ) 、 チ ミ ン (20μg/m 1 )、グルコースまたは汽

化性の検討を裂する 1m (0.4%) を加えて{'.ë JTI した。 t音~ ilJJ.立は 30"cとした。

経箆j室

II~ 造体形成蛋白 n の ill 合状態を維持する緩衝液としては、上述した通り、 10mM

HEPES-KOH pH7.4、 0.2皿MATP、 0.2mM DTT、 0.1mHEGTA、 0.1mHHgC12を基本とし

てこれに O卜 0.6HKCl を加lえたものをmいた。通常は 0.1MKClのものを用い、

これを F-buffer と111ぶ。 L' t白l也で rf:tl'主した 菌 {，j;をスフエ ロプラストとして制l胞

内情造体を検索する似合は KCl濃度を O.3 Hとした (67)。この培地中では細胞は

この程度の K' イオンを制lJl'cll人lに"tliWしていると言われている。 t荷造体形成蛋白

質をlUi'I!合状!日自に tf!侍する級官!ji夜として、 2mHTris-HCl pH8.0、 0.2皿HATP、 O.2 

mK DTT、 0.1mM EGTA、 0.1mH HgC12の紛成のものを JTJい、これを G-buffer と呼

ぶ。この G-buffer 中でlUi虫合状態にある蛋白質を重合するためには、 1/9量の

100mH HEPES-KOH pH7.4、 1H KCl を加えた。これを P-buffer と呼ぶ。_，j;:研究で

用いた緩衝液は始どが以上の緩衝液か、9.':にそれに{同々の実験に必要な成分を加

えたものである。

主主盟並並
蛋自主iの 1持造を検出廿る場合は、サンプルを Formvar でコートしたメッシュ上

に取り、 1%sf.目立ウランでネガティプ染色し、日本電子の JEOL200CX をJrIい、加

速Hi圧 100kV 下でW!察した。

超薄切]片の作製、百J!察は、応用微生物研究所第 一研究部の平田愛子さんとの協

同研究として行った。 Rod-spheroplast!!& i向液を 3%Glutalaldehyde で 2時 IHI

室温で固定し、細胞を逮心で*め、印刷リン目立緩衝液 pH6.95で洗if'し、同じ緩

衝液に!懸濁して ーl挽j次世洗浄した。これを 1%OsO，で室 j品 1時間回定し、蒸留

水で 5凶洗if.した後、 0.5%酢陥ウランで室詰，¥ 2 11寺11，1染色し、蒸留水で洗 if'した。

細胞を集め、 2%Difco Agar rl'に包埋し、そのプロックを 70%エタノール溶液に

一晩没泊した後、必要な大きさに切り山し、 30分づっ 70%、 80%、 90%、 95%、無水

エタノール、無ノドアセトン・ J!~ 水エタノール( 1: 1 )混合液に順次没消し てJIli7]<-し、
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更に然水アセトンに室泌で 2-511寺IHlづっ 3凹洗浄した。このプロックを、無水

アセトン Spurrの 3:1、 1:1 、 1:3泌合 i{iに順次 111寺山lづっ沿 ll'lした後、カプ

セル巾で Spur rにmけ、 45・Cに 5時間、 70・Cに 30時間処 l!liして固化した。こ

れを組員F切片に切り出し、」二と同じ粂i'I'でmt察した。 Glutalaldehyde 固定以降の

操作は全て平田さんによる。

蛋白質の検出と ;ζ1註

蛋白nは Leammli (71)に従って SOSポリアクリルアミドゲル電気泳!日jで分献

し、 Coomassie brillant blue Rにより染色し、検出した。分隊ゲルのアクリル

アミド濃度には通'':;'; 12，5%をmいた。精製各段階の 100Ki証白質の寄生!ElJや、ヨ1合

性の検定は全てこの電気泳oJlIJlJ~ に依った。:(f(自白の定量は、ゲル上のバンドの染

色強度をウシ lUlii'iアルブミンを僚準蛍自白として比較決定した。

抗血ì，'Jの 1乍裂と ri~ ;;! 

il~ 製した 100K lli白質 lmg を Freundの完全アジユ八ントと混合し、体重がJ

3kgのメスのイエウ サギに注射して免疫感作した。最初Jの注射から 二週 IMIi泣いて

同じ条件でブーストを行い、抗体価を検定しながら、更に二週間飼育した後、心

臓からほ IUlした。その血ii'1を回収し、 550Cで 10分間処均して補体を失沼させた

後、最終 3皿H のアジ化ナトリウムを IJIIえ、 4・Cに保存した。感作前血inは、同じ

ウサギ個体力、ら免疫感作自ijに試験採 1(11した l血液から同級に作製した。

イミユノグロプリン函分は、抗 I(Ill青から、 50%飽和硫安沈泌を二回繰り返した

後、 10mMNa-Phosphate pH7， 2 rl' で OEAE-cellulose カラムにかけ、 J~I以 j・7 画分

を凶収する~~により M~ した。 j!L 100K I旺白質イミユノグロプリン副分のね裂は、

イミュノグロプリン何分を 100K-CH-Sepharoseカラムに l以:t(させ、 0，1Mグリシ

ンー短目立緩衝液 pH2，3で溶 UJし、直ちに Trisbaseを加えて中和し、 PBSに透

析してアジ化ナトリウムを加え、 4
0

Cに{!t<イFした。

免疫化学的方法

イミユノプロットは Towbin らの β法(55)に従い、 SOS屯気泳動で分脱した蛋

白質をニトロセルロース脱に転写し、 BSA処理し、 PBSで 500倍に希釈した抗

IOOK 1恥di処理し、やはり 500ldに希釈したパーオキシダーゼ結合抗 IgG抗 体 (

Kappe HJ:製)を二次抗体として処理し、 4-Chloro-l-Naphtolを基質とし、過酸化

水素で発色させた。 f在自白は AuroOye"により発色、検出した。
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100 K 似合体の抗体による染色は次の僚に行った。 ftll ち、 100K 彼合体を~[!fiさ

せ、これを Formvar コー卜したメッシュ上に l以将させ、 一次抗体として 500 i自

に F-bufferで希釈した抗 100K抗体で処 I'Ilし、 二 次抗体としてやはり 500併希

釈した金コロイド tJT合抗 IgG 抗体 (KappelH裂)で処理し、十分洗浄した後、

ií~ 目立ウランでネガティブ染色した。この実験では抗 1(llí ，'1 を予め大』弘前の細胞 A笠岡

分でl吸収処 I'liし、 l'd然抗体を|除去してから}I!いた。

蛍光抗体 iJ.;は次の僚に適JTJした。l![Iち、 JEIOll併を指数 的地JUj後JUIまで出廷し、

カバーグラスに l汲押させ、ホルマリンを滴下した後、乾燥させた。これを PBSで

500倍にあ:1Rした抗 Ifllillで処理し、ついでやはり 500倍に 希 釈 し た ロ ー ダ ミ ン 結

合抗 IgGを二 次抗体として処理して染色し、蛍光顕微鏡下で仰察した。この実験

でも細胞~.ï阿分による l吸収処 i盟で白然抗体を除去した抗 J(ll Ïl'l を用いた。

造主並足立

77ージ Plkc による形質導入は Lennoxの方法 (47)に従った。

env A 1遺伝子の形f'1抑制実験はプラスミドの導入により行った。受容E奇跡には、

JEE1002、 JEE1009 をmい、プラスミドには pSTI03 を刑いた。 pSTl 0 3は E旦vA

遺伝子をクローニングしたプラスミド、 pBBAl と、低コピー数ベクター、 pLG339

(72)から作製した。 pBBAl は J. Lutkenhaus 博土より頂いた。 p8 BA 1は旦Y..A遺

伝子近傍の DNAの AsuII 断片(f t s Z遺伝 fの C末端側約 1/3、旦ill'_主遺伝子、

g ene X遺伝子の NAミ端甜'1 1/3を含む) (73)が pBR322 の旦旦15 i t eにクローニ

ングされている(私信) 0 pBBAl のクローン DNA は再切出し不能のため、これを

含む BamHI-ScaI断片を切::1¥し、 pLG339の BamHI-SmaI の大きい万の断片とつな

き JM109伐に導入し、 Tet 遺伝子を陥僚としておug/mlTetracyclinで選択し

た。 15られた昧から DNAを flll出し 、 実験に使川した。個々の実験操作方法は成書

(74)に依った。
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結果

A 制11s'/J件JI月巡{小の検索

1. i半前形態を維持したスフェロプラストの作製

JE1011妹を後JUI15数削角IjJUIまで i古長し、ノド rf'で冷却した後集前し、冷生 E盟食lIJ，

水で洗浄した後、 F-buffer に O.6 Mのアルカリ金属の出化物と 0.34Mのショ 1胞

を加えた緩衝液中で Lysozyme処理してスフエロプラストを作製した。

IIJ.無添加 j及び LiCl を合む緩衝液中では通常の球状のスフエロプラストが形成

された。 NaCl を合む *lHlii泌rl'では細胞は始めは科!状で、が) 1 時間lかけて次第に

球状のスフエロプラストに変化した。 KCl、 Rb Cl、 CsCl を含む緩衝液 rf'では大部

分の知ls'dはN民i形態、またはそれがぬiIUIした環状の形態(約 10%)を取り、 4
0

Cに

一lぬli!<位してもその形態は変化しなかった。この細胞を水に懸濁すると瞬時に球

形化してから j直前し、 Triton X-100処理しても溶凶した。 pBR328由来のベリプ

ラズム両手殺の βーlactamase はこの処陛により約 70%脱出され る が 、 細 胞 質 内 醇

宗とされる Chloramphenicol acetyltransferaseのj点出は 3%以下であった(デ

ータは示さない)。従ってこの細胞は将 l通形態を維持したスフエロプラストと考

えられ、これを Rod-spheroplast とIIrぶ事にした。 KCl 存イ五下に作製した Rod-

spheroplast を極無添加1 または LiCl を含む緩衝 il~ に懸渇すると細胞は直ちに球

状に変化した。liEって料的形態の維持は瓜特共的であり、ペプチドグリカンの分

解不全によるものではない。但し、肉体を冷却するすEなく Lysozyme処理すると

原]f;質分隊がヨしく、胞の将兵位は不 IVJl!i，1であった。

大腸菌制H 胞は外 i夜の塩の純主((と濃度を選べば細胞 I:，~を{政 i明しても WI泊形態を維

持したままスフエロプラストに成る事がl別らかになった。このすEは、大腸菌制11胞

が、特定のイオン以 i良下で、少なくとも表而仮力に tlIしして将伝iJf; 1患を維持する機

怖を持つ引を;f¥1唆している。 KCl が形態維持に有効であったが、大腸mは細胞内

に十イオンを話術し (65) 、}~: l'ltに ill'l.¥!と与えられる事 (75)と符合し、興味深い。

1. Rod-spheroplastの起if!~ 切片による j持ìJr

KCl存在 Fに作:¥¥1した Rod-spheroplast の起1M切j片を電子顕微鋭で YJ!察した結

果を[;113-1 (69 11)に示す。 Rod-spheroplast知l胞では細胞質股か、細胞質自体
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図 3-1 JE1011械の Rod-spherop1astの趨薄切片像

O.6H KClを含む F-bufferrl'で大腸筒 JE1011綜から Rod-spheroplastを作

製し(本文参照)、その足i薄明]片を電子顕微鋭下に!iJ!察した(実験方法参!lH)。

縦断面に近い断面を示す 三*111胞を示す。外脱は細胞のほぼ全面lで剥離し、仰向形

態は制l胞質と細胞質政により維持されている織に見える。 Periseptalannuli と

忠われる細胞質 n~l と外股の大きな\ï;.i'.i部(ニ虚短矢印)、小規綴の密主7部(問矢

frリ 、分裂i!<t織の細胞質のくびれ(反矢 1=11)が維持されている事が観察される。

それらの間造の lλl側は高電子密度になっている。J_IY.終倍窄は 30，000 (iI。回定、

染色、包血!、切片作製、 :tq・u品彩は平田愛子さんによる。
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がれ[1河状の形態を保持している織に見える。外』見は細胞の殆どの部分で制H胞質脱

から i皮肉Iし、切j目や剥白色消火部分がおめられた。ペプチドグリカン1Mと J4lわれる

1荷造は検出されず、細胞質以外而を被泌する H~ Jfiは検出できなかった。 - }j、浴

凶して *HJJrIl釘の大部分を失った制HJ胞の知l胞質j以内側に 1限定型の例逃がしばしば 1m

察された(データは示さない)。細胞の両極に後する部分には外脱と細胞m見の

密託部が認められ、細胞を環状に取りと主いて両甑の基部を支持しているように見

える。この H~ 造は)f;I底的な特徴から、 Periseptalannuli(l)と考えられた。その

制IJJrIlr'I仰iの部分は特に i布市子硲j主であったが、特別なm造は認められなかった。

Periseptal annuli様例造以外にも外脱と細胞質似との小規綴な密着部が認めら

れ、その密 ~'í :1Ilはしばしば細胞を現状にとりまく織に見えた。

以上の観察から、 Rod-spheroplastは細胞堕以外の情造嬰索によりその仰向状

の形態を維持していると考えられ、その機怖に関与する成分は細胞質 l木l、または

制胞質版上にあると考えられる。外JJ日はそのあり方から見て、ここでは形態維持

に積極的な役割を果たしているとはとえられない。 Periseptalannuli織HF.造は

紺l胞の極の基部周辺の支持に関与すると忠われ、細胞質内情造の足場を成す可能

性があるが、根凶形態維持の主要素とは考えにくい。湾曲して環状となった細胞

がイ'f-{王する処から制H胞質1史上に収縮性の川造が想像される。

3. Rod-spheroplastから政出される繊維状情造体

KCl存在下で作製した Rod-spheroplastをメッシュ上に取り、 1%の Triton

ト 100を合む同じ緩衝液で処 !IJ[して、制JJ出外に I氏出される 1m造体を有Jl察した。結

果を凶 3-2(71fi)に示す。材料の JE1011紘一は I型総毛(76)を生産している

と考えられるが Rod-spheroplastの衣市lに線毛は殆ど百Jl察されず(A) 、処!~[過

程で1Il1泌したものと考えられる。しかし、 Rod-spheroplastを TritonX-100で

処思して浴凶させると、多数の繊維が制H胞外に放出された(8) 0 111.繊維は直径約

6nmで、 'i'うよとを i弱電子密度の紛がAり、制Hい微小管状、 または二 本の必行繊維と

兄られ、長 ~i自に沿った周期性は認められなかった。この繊維は紛l胞を破裂させて

初めて欣出され、また、外似の内1'!!IJを点を }iX;して走る事を示 l唆する電子顕微鏡像

も f~J られている( C) ので、制|胞 |λi の 川 辺i と考えられる。この繊維の )f~ 状は I 型

総毛のそれと極めて良〈似ている(75) が、以上の事から綿毛とは !J~ なる 十月 造と考
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a b c 

図 3-2 JEI0ll株の Rod-spheroplastの TritonX-I00処瑚による破裂で放出

される繊維と、|百lじ処限後の蛋白質の分布

A: 0.6M KCl存在下に作製した Rod-spheroplastをメッシュに l以おさせ、 1%

ii~ 目立ウランで染色して屯子顕微鋭下で紛l 察した。制IH包表面には p i 1 i等の繊維附

造(短矢印)はぬど!iJ!雲寺されない。倍率は 20，000倍。 B: Aと同じサンプルを

1% Tri ton X-I00を合む同じ緩衝泌を滴下した後同級に観察した。完全に彼裂し

た釧胞を示す。細胞 j占Jillに多数の繊維が版 :_uされている。倍率は 50，000{持。 c
Bと同般に処思したサンプル 巾の倣l鹿の不 完全な制n胞を示す。繊t.ff.は j皮/Uされ

たものの他に、側面会合してシート状をなし、細胞内を走る様に兄えるものがあ

る(刺l 胞の左上、 ~IT 矢f; 11 で j~ まれた;部分) 0 {出宅は 50，000倍。 D:0.3H KClイf

{i Fに作製した Rod-spheroplast を、 0.5%Triton X-I00処理し、主Z述心で分間

したもの。 a、令蛋白質 b、 TI[ifi性Illij分 c、沈澱 ITlij分.
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えられる。この繊総の他にはリボゾームと兄られる粒子が}i!</l:されている。

~目前のスフエロプラストでも紡毛など細胞外の繊維仰造はJJ!t 必してしていたが、

これをメッシュ上で、主主 ftlノKまたは TritonX-IOO処 f!ltで破裂iS菌させると繊*il

が細胞外に政山された。~~fi'fノド処 t盟で似1認させた実験では、繊維が制l胞質と一緒

に制11胞の裂付目から以:Jjされている 'dlず似微鋭{象が得られており(データは示さ

ない)、繊維状の附造が制IIJI'dr'f1λ1にイFイEする引を支持する。その繊維は剥11い微小

管状であり、 Rod-spheroplast から以 Il~ された繊維と同じと忠われる。しかしそ

の保存は必く、微細川造は不 rVI[1，'(で、 H与にm失し、この繊維はぷ留水処 E盟に不安

定であると考えられた。

以上の観察から、大RM~i の細胞内には糾毛に似た制l い微小11'状、または二本の

並行繊総より成る繊維状例造体があり、細胞の f政j点に伴って脱出され、検出され

ると考えられる。この繊維状 ur.造体は Is.留水処 E型に不安定と考えられ、十m造体の

維持がイオン環境に依存するうEが示l唆された。この性絡は、 Rod-spheroplastの

形態維持成分にlIE定される性質と 一致する。

4. Rod-spheroplast中の不 id性蛋白r'l

JEIOll 伐を冷却する !J~ なく 0.3M KClイ手在下に Rod-spheroplastを作製し、

細胞を集めた後 Lysozymeを除いた|司じ緩衝液に!怒消し、 jd終泌度 0.5%Triton 

X-IOO、 2mMMgCb、 50pg/ml DNase 1を加え、室温で 5分間l処埋して浴伝jさせ、

Lysateを 100，OOOxgで l時!日IA主心分 l珂し、蛍白貨を解析した。

Rod-spheroplast の Lysateを超述心で分断した、可溶性 l部分とおむ綴l町分の蛋

白質のパターンを伐I3 -2， Dに示す。繊維状情造体の間 11.x;成分は沈澱両分に回収

されていると忠われる。 i北;級凶分には宅~外収蛍白質の{也に、主主つかの蛋白質が

濃縮されていた。その中には兄かけの分子量 100，000，90，000， 55，000， 30，000 

等の1長自質が認められ、次に述べる KCト沈澱性蛋白質と共通していた。

以との結果から大防 l諸制11Jl'd I々には細胞t'l内類似のイオンJ;j協で機能する 1荷造維

持機備と、同じ r~ JJi下で維持される繊維を始めとする細胞内情造体の存在が示 H査

された。どちらもイオン関JJiに敏感で、低イオン強度下では不安定と考えられ、

両省が fl!1述している可能性が示11去された。
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B 細胞内のIIq造体形成蚤白 flの検索

上の実験結)11を受けて、人:s1I i五jの無細胞 tlhW液から、細胞質内のイオン環境下

でill合して附造体を作り、低イオン強度 Fでは解脱する蛋白伐を検索するすEとし

た。制uJ!'at'1内のイオン環境を似した緩衝j夜、低イオン強度緩衝液は、従米の測定

結果と、動物細胞のアクチン:i.'l製にJIlいられている方法を制実して決定した( r 

方法」の坑参!!日)。

l 細胞t'i1勾で情造{本を作り得る蛋白質の検索

大腸 I:<j J El 011 械から r イオン~~! )~に依存して 1Ir. 造体を形成する遊山氏を検

索した。肉体を (gイオン強度の緩衝液 '1'(G-buffer)で破砕し、これを 問じ緩衝

液に ーlぬ透析した後、 100，OOOxg、 111寺!日!遠心し、日見阿分を除去した。上沼画分

に 1/10置の重合総後j波(P-buffer)を方11え KCl濃度を O.1M、 pHを 7.4とし、

4・Cにー l民政位した後、 100，OOOxgで 2時間1;主心すると沈澱が得られた。この沈

澱を G-bufferに懸渇しー l挽透析するとぬど溶解したので 100，OOOxg、 1時間遠

心して不ig性111可分を除去した後、 KCトiX澱間分とした。この画分は P-buffer処

理により再び沈綴し、 その i沈澱は再び G-bufferに浴解し、この過程を数 回繰り

返す慌ができた。本実験では ix 澱と溶解を吏に二 1"1 繰り返した阿分を {I~ 終材製+;，\

品とした。

各両分の 5DS "屯気泳 ill.IJによる蛋自白のパターンを図 3-3( 74頁)に示す。 KC

l沈澱 11日分 には特定の蛍臼f1が泌総されていた。特徴的な蛍山賀として見かけの

分子賞が、 100，000、 90，000、 70， 000、 55，000、 34， 000、 30，000 (以下それぞれ、

100K、 90K、 55K、 70K、 34K、 30K蛋白t".lと呼ぶ)及び低分 子置の蛋白nr.fが認め

られた。何れのfÜ自主i も量的に多く、毎回高い ~'I 収率で KC1- 沈澱画分に移行した。

KCl波j克を 0.6Mにしても結果は変わらなかった(データは示さない)。この τ]'

からこれらの蛋白貨は何れも生 f~l 的な濃度範開の KCl 作在下で可逆的に屯合もし

くは会合して高分子化し、低イオン強度下でJhi会合する性質を持つと考えられる。

KCト沈澱性の蛋白れのパターンは Rod-spheroplastを TritonX-100処理した後、

超遠心で沈泌する ifi白白([;;<J 3-2 ，日)とぬく似ていた。

これらの蛋白質は何れも「方法」 の瓜に論じた細胞 I*li荷造m白賀の候補として

内
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図 3-3 KC1-沈級位if(1士Itlの検 LB

J E 1 0 11 株細胞を G-buffer '1'で般的、透析した相lllllW液を、利l胞』見回分を除去

した 後 P-buffer処昭し、起 i卓心で沈澱して米る蛋白質を SDSポリアクリルアミ

ド電気泳動(12.5 % )で分離し、 Co口massie brilliant blue で染色した。 a、羽l

抽出液. b: 制IIJI'Il版画分 c 百Uiお性両分. d: bの P-buffer処理後なお可溶

性のl自分 e bから P-buffer処 f'日後沈泌する 11町分(K C 1-{;¥;澱ttIlllj分) . [ : 

巴を G-bufferに椛併し不溶性 11111分を除去した後、T'Jび P-buffer処即した司然性

両分. g: fの沈詰霊園分. h: I司じ繰作をもう 一皮繰り返し て 吋 済 性 に な っ た l岨

分 i hの沈滅。Iq分 P-buffer処巧lで繰り返し沈澱する蛍白質がある。
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の性nを備えている。但し、 KC1-t.¥;綴両分の l川、低分子量の資自白llfoはそのパタ

ーンからみてリボソーム l'四分と忠われる。これらの蛍白質の中にアクチン、また

は Elongationfactor (EF)ーTu (19)に対応する分チ量 43，000 のili臼質が合ま

れない 'Fは注なすべきである。

1. K C 1沈澱Ii!JI分 rl"に形成される KCl依存性情造体

lìii 節での jd終精製版品を P-buffer 処理し、生じた会合体を電子 ~m 微鋭で官JI 察

した。結果を図 3-4(76ñ) に示す。 P-buffer 処 1m しない椋品は Î!~ l!r.造で、無

定型なフロックと繊維の断片が僅かに見られるに過ぎない(A)が、 P-buffer処

理後 1 11寺 nJj の原品には、繊維状、粒状、小胞、~定型のフロックなど、多〈の Itr.

造体が認められた(B)。小胞を除く全てのf荷造体はトリプシンによる IIIi処辺で消

失し た (D) ため、何れも資自主主を 1tr.1戎要素とすると考えられた。出現する t荷造{本

のl'fi主f(と形状は KCl濃度を 0.6M としても変わらなかった(データは示さない)。

機能性1荷造体の候補と言う点で織紙状情迭は注目に他する。繊維状会合体には

単繊維と、繊維が側面で会合したシート状または束状の巨大な会合体(B) がある。

単繊維は直筏約 6n皿、長軸に沿った周期性は認められず、その中央部分が滋染さ

れて、初lい微小管か二本の繊維の並行会合体の織に見え、 Rod-spheroplastから

放出された繊維と酷似していた。この特徴を持つ繊維は P-buffer添加後 l分で

岐に短い繊維として tlllJtし、緩い会合体を作るのが観察された(C)。巨大なシー

ト状会合体はこれから成長したと考えられる。シート状会合体は、長'袖に沿った

長さが H寺に数ミクロンに迷し、その 一部は表面に粒子が付近して微細1荷造が似察

しにくいが、同じ惟繊維から成る保に見える。しかし、これだけでは異なった彼

数の繊維情追を浪同しているぽ能性は否定できない。

111 繊維の形状は I型綿毛と良〈似ているが、 I型綿毛が極めて安定な (76)繊維

i地造なに対し、この繊維はイオン強度変化で盛合と Jlie!I!合を繰り返すと考えられ

る事、側面会合してシート状になり易い事、などの点で異なっている。そのill合

特呉性はアクチンを思わせるが、繊維情造はアクチンと呉なり、また、ウサギ骨

格筋白米の Heavy meromyosin との結合反応も認められない(データは示さない)

。また、その繊維川辺は Elongation factor Tuのそれとも異なっていた。形態

上の特徴から粒子状会合体の 一部はリボゾーム、 トリプシン耐性の小胞はリポ多
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A. 

図 3-4 KCl-沈澱性資自質[lIJÎ 分に P-buffer 処 i型で生ずるfI~造体

KCト沈級制分を P-buffer処閉し、生じる HIl造体を 1%目下目立ウランで染色して

屯 {-llf!微鋭で1iJ!察した。倍率は全て 50，000倍。 A P-buffer 処 fl~，iiiの KC1沈

澱両分。 s P-buffer処珂 1611寺!日Ii去のサ ンプルに生じた繊維状情造体。 C : P 

-buffer 処f1~ 1分後のサンプルに s.'.られる短い繊維の緩い会合体。 D: Bと同じ

サンプルをメッシュ kで Trypsin処fl日したもの。
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1官体より j戊る小胞と考えられる。なお、 IIljに1''Ii壬約 200nmの動物細胞の微小特に

よく似た川造体が見られるが、頻度は{尽く、検出条例は確定していない。

以ヒの結*から、大腸菌の低イオン強度下で可溶性の蛋白質の内には生則的な

イオン関 Jft 下で会合または卓合して一定の形態を持つ H~ 造体を成すものがあるすE

が示峻された。繊維状的造体はお別性向く再川成する 'Jfができ、そのスフエロプ

ラストから lilUllされる繊維l荷造との:Mi似、制IH包骨怖とのまt1似から、機能1''1:I荷造{本

の候補として注目される。

C. 100K ilt白f'lのね裂と竹，rI

上の実験で見いだされた繊維状榊造体を形成する成分を検~した。 KC 1-?X i版画

分を耐~'Z(邸fJr で分 I' ITI し、 P-buffer 処理して繊維状 1荷 造体の分布を兄た処、 100K

蛋白 î~ と繊維状附 i主体との分布にー主主が兄られた(データは示さない)。そこで、

100K蛍白 tlを繊維状m造体の I，'P.I戊成分と考え、これを精製した。

1. 100 K 蚤白 f'lの精製

M裂は JEIOll妹をmぃ、繰{午は全て 4・Cで行った。各画分の蛋白質は 50S屯

気泳動と染色により検出した。ね製各段階の蛋白質を図 3-5(78TI) に示す。細

胞を G-buffer 中で起青泌処叫により破砕し、 P-buffer処理して KC 1-?主総画分

を得た。これを G-buffer中で OEAE-cellulose カラムに l以必させ、 KCl I立総波

皮勾配(O. 02 M→o . 5 2M)をかけると 100Kiit 白れは 0.25M付近に溶山された(0 

EAE fraction)。その両分を硫安Jt.Xl/rすると 100K lli 臼質は 60%-80% 飽和疏 ~ulìí

分に凶収された (ASfraction)。これを G-buffer中で、 Sephadex G-IOO カラ

ムで分断した (G-IOO fraction)。その 100K {jf白賀両分に 6fi~ 安を加l えて 35% 飽

和溶液とし、 Butyl-Toyopearl に l敗 ~~r させ、品n~ 9:の直線濃度勾配(35%→0%飽和)

をかけると 100K蛍白質は 20%!l'!Hu付近に浴出した (BT fraction)。これを濃

縮、透析し、最終材製原品としてノド '1'に{足。した。 Iik終精製占禁品は SOS電気泳 iliJJ

上 90% 程度の純度であり、兄かけの分子量 30 ， 000 付近に出入丑t 白 r~ のれンドが

二本経仰かに託、められた。最終回収率は 5%程度と考えられた。
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図 3-5 100K 蛋白質の精製

， 

a b c d e f 

100 K 蛋白 ï~ 材製各段階の 11m 分の蛋白貨を SDS 活気泳illIJ により分析した。実験
J5 法と阿分名は本文参!日~ 0 a、可溶性阿分 . L>、 KC1-沈澱阿分 c、 DEAE frac-

t ion. d、 AS fraction. e、 G-100 f r a c t i on . f、 8T fraction . 
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1. W製 100K 蛋白質の性質

Jli 終判'í~t景品を P-buffer 処 l'li するとフロックが生じたが、溶液の粘 j立的加は

見られなかった。起述心で 回 収 し た フ ロ ッ ク は 100K主任白貨を含み、 トリプシン

処l'llで消火したため 100K蛋白貨の会合体と判断した。しかしこの会合体の起述

心による 1，，1収率は 50%を下凶り、 KC1-;沈級 l国分の 構造体と性情を y~ にした。

会合{，f;を 'm{-HJ!微鋭で観察した結果を図 3-6 (80 頁)に示す。 P-buffer処 i盟

により会合体が出現し、その川造は繊維が伽!万会合した巨大なシート状であった。

しかし微細情造は不明般で、制{話が認められ、単繊維の情造までは見分けられな

かった。以上の生化学的性質と会合体の形状は KCト沈澱画分中に liJ!察された II~ 造

体のそれとかなり異なっていた。

判i製 100K蛋白質は P-buffer処限で繊維ーシート状情造体を形成した。従っ

て1持造体形成m:臼質の候補となるものである。しかしその形状と性質は、 KC1-沈

級副分に比られる繊維情造とは ~'b なっていた。従って 100K 蚤白質は、 KCl-j'¥;総

画分 '1 ' の繊維 H~ 造とは異なった情造体の成分であるか、変性または協働成分の喪

失により失活したと考えられる。

D. 100K 蛋白伐に対する抗体の作製と免疫化学的解析

100K i丘白r1は m造体形成蛍白r'1の候 tlliである。従って、その抗 j([i百を作製し、

協{:助成分の検点、 UF，造体の検出、)，0 ィH七の検討を行う!J~とした。局伝性の検討は

後iLliする。

l 抗 1(llii'! の評価!と、 100K 蛋白質と J~ 沈する蛋白質

料~ 100K ili自主iでイエウサギを免疫感作し、抗 J(ll消 を 作製した。この抗 jfilii"r

と JEIOll W制11胞の蛋白r'rIlln分を)IJいてイミユノフロット (55)を行った結*を図

3 -7 ( 81汽) ， Aに示す。この抗 j(lli，'iは JEI0ll妹細胞の粗 tlhW液、 KC1-沈澱画

分の 100K蛋白質を強〈染色した。 mflh :1:液原品では見かけの分子量 30，000付近

に 2ノドのハンドが検出された。これは抗似のM製 100K fnl品 中の出入ifi:白質に由

米すると考えられるが、反応は極めて微 ~jíj であった 。 100 K 蛋白質と交叉反応する



A 

B 

図 3-6 t丹製 100K 蛋白質が P-buffer 処出で作るh'~造体

問製 100K鋭白 t'Iを P-buffer処理し、 1611寺山l後に生じた榊造体を 1%酢目立ウ

ランで染色して電子顕微鋭下でW!察した。倍率は 50，000情。 A P-buffer無処

理の対!lf.l実験. s P-buffer処E型で生じたシート状|荷造体.



A B 
1 2 

-100 K 
- 90K 

- 55K 

a b c a b c a b c d 

凶 3-7 lOOK:flI白質のイミユノプロット解析

八・ lOOK蛍白質を含む各副分を SDS';5;気泳却Jし、 Towbin らのイミユノプロッ

ト法に従ってニトロセルロース脱に転写し、 lOOKtA血消と反応する蛋白質を検出

した。 1はイミユノプロット、 2は蛋白n、 lli白質は AudoDye で染色した。 a、

粗tllJ出液 ， b、 KCl沈澱両分 c、粗 tllJ:Jl液から抗 JUL消で沈澱した両 分 s: 抗

血清からね製したイミユノグロプリン阿分をJIlいて JE10ll株の KCl・沈澱 lilli分か

ら 100K資自貨を沈綴させたもの。 a、 KC1-沈澱両分， b、イミユノグロプリン

処殴での可添性同分、 c、 bの沈澱何分， d、イミユノグロプリン間分.
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蛋白r1ハンドは認められず、この tfLIUl mは 100K特呉的と考えて以い。

この抗 1(lli，'/をJ[jいて判JfllJ出液Jj(ぴ KCト沈級副分から 100K iJ(白 nをfICi4';仇綴さ

せ、その沈級 Iilij分の蚤白質のパターンを解析したところ、何れの ITllj分からも 100

1蛍自白以外に 90K及び 55K の蛍白貨が共ixしていた(図 3-7，8)0 90K ili白

質は兄かけの分子量 85，000 から 90，000 に波るバンド併、 55K 蛋白 t"lは 111ーバ

ンドを)J，¥:;す。この二種主Iiの蛋白質は、t1lfJlI ::e液、 KC1-沈澱画分のイミユノプロッ

トで染色されない。抗体沈澱画分を改めてイミュノプロット解析しても 100K 蛍

自白と Immunoglobulin の屯釘iが検出されるに留まった。 70K程の蛍白 tiが倹山

されるががあるが、再現性がなく、 ;盤的に少なく、 90K、 55K とは分子 f置が 一致し

ないため 100K 蛍白釘の分解産物と考えられる。以上の結果から 90K、 55K 尚蛍

自白は 100K蛋白質とは兵なった蛋白質であり、 100K蛋白質は G-buffer rl'では

l可イ雪と結合していると考えられる。

2 再1I~ )，):繊維及びシ ー ト状術造体の免疫 It!}説法による角tHJf

KC1-沈泌 [IH分を P-buffer でー lぬ処理し、生じた会合体をメッシユにiVk-j'}させ

た後、同lWを)次抗体、金コロイド結合抗 Ig G 抗体を二次抗体として川いて会

合体を染色した。血清は予め、十分洗浄した細胞壁画分で処理し、外』史成分に対

する臼然抗体を除去してからmいた。結果を図 3-8(83 頁)に示す。一次抗体と

して抗血i.'Iを JTIいた場合、シート i.l:IIIJ造体は金コロイドで染色され、 111繊維上に

も金コロイド粒子の結合が認められた。一方、 一次抗体として免疫感作iiiiの問じ

イエウサギ個体の I(ll消を丹lいた似合は金コロイド杓子はどの会合体にも始ど全く

結合しなかった。この結果から、少なくともシート状十日造体は 100K 蛋白貨を 例

成要素として合んでいると結論された。しかし、全ての繊維状会合体が染色され

ているかどうかは、 この実験の分解 1iE上、 IVlかでない。

i位繊維を抗体によって修飾するすEによりその抗原性を証明するため、 KC l-i主澱

町分を P-buffer処思し、これを抗 )uldl処思して電子顕微鋭下で飢察した。 rliJUl 

の'rtl子顕微鏡倣はのられなかったが、多民の抗原抗体反応によるフロックを生じ、

繊維f間違は消火した。また、 KCl 沈澱山1分を G-buffer 中で予め抗 IUlii'i !Il1 J!flし、

沈澱を除いてから P-buffer 処問し、 H~ it体を 'm子顕微 Sftで初i察すると、 6nmの

微小'ì'1'状繊維及びシート状十ll~ 造体は9fi ど 14 められず、繊維の断片が{世かに i官、めら
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図 3-8 KC ト沈澱 1~li 分に'1.ずるシート状 !I~ ;主体の 100K抗体による染色

100 K 抗瓜1mを 一 次 II(体、金コロイド利子>;jJtイミユノグロプリン抗体を 二 次抗体

として KC l-~;\; 級副分に P-buffer 処 fll1で生ずるシート状例造体を染色し、史にこ

れを 1%酢目立ウランで染色して屯 f顕微鋭 Fで観察した。倍 率 は 50，000倍。八

，免疫感作全の IlfliI1を 一 次抗体とした対J!日実験。 s: 100K抗 I血清を 一 次抗体とし

て シ ー ト状例造体が染色される すIを示す。
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れるに留まった(何れもデータは示さない)。この事から、 KC1-沈級副分中の繊

維状川治体形成成分は 100K抗体と反応しておむ泌したと考えられた。

以 l二の結果から、 100K蛍白 nは KClづI 級 lllii 分中の主たる繊*![状附造体 II~ I戊成

分であり、 G-bufferrl'では 5)1)の:lliI~ f'i、 90K、 55K と結合していると考えられる。

w 製 100K ifi 自白は材製過将でこれらと解脱したため、 KCl 沈澱幽分 '1' とは y~ な

った IIHiと性質を示したと考えられる。 100KHi白質は、 90K、 55K蛋白質の双}5、

または何れかと結合して繊維状十月造体のlml，_k;単位となると考えられる。

E. 100K-似合体のr，'i製と繊維状例造体の何十月 j戊

100K蛋白質は他の蛋白質と会合してm進{本の重合単位を成すと考えられたので、

従定される ifi白路復合体を 100K-似合体と IIP.J~ :;:J~ とし、改めて精製を行い、その

成分を分自tし、再m成実験を行った。

1. 100K-組合体の平方裂

100 K-彼合体を JEI011係から州製した。 F11裂は全て 4・Cで行った。各副分の蛋

白nは SDS電気泳'llI1と染色により検出した。各阿分の蛋白質を図 3-9(85頁)

に示す。 100K-桜合体の回収率は 100Kiff自主if社から推定してがJ20%であった。

l:<j 1本を G-buffer中で超音波処理により破砕し、 -1挽 G-bufferに透析した(

Crude extract)。これを 100，OOOxgで 1 11与 liJliîii 心して上 t貧困分をJf~り( Ce 11 

sap)、その 60%飽和紙:安に沈泌する凶分を*めて G-bufferにi'&J伴、透析の後

(60% AS fraction)、再び 35%-60%飽和硫安に沈澱画分を集めて G-bufferに

溶解、透析した (35-60%AS fraction)。これに 1/10量の P-bufferを1J11えて

4・Cに 48時間置き、超述心 (100，000xg、 2.511寺rUI)で沈i践する阿分を集め、 G-

bufferに浴1作、透析し、不浴性mn分を除去 (100，000xg、 1時!in)した後 0・Cに

保存した (KC1-ppt. fraction)。これに疏'!，(を加えて 25%飽和とし、 i沈澱を除

去し、 25%飽和的安を含む G-bufferで平衡化した Butyl-Toyopearl カラムに l以

おさせ、統 7).，'の直線濃度弘Jlle(25%→0%飽和)により溶出した。 100K、 90Kの太

郎分と 55K:lli白質の一部が 21%-15%飽和的安価分に共に溶出され、 55K蛍臼質
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図 3-9 100K-抜合体 IIUj分の州製

100Kー彼合体 lilIT分の車!?製各段階の I11可分の資自白のパターンを示す。ね製法や阿分

の名材、は本文参照。 a、 Crudeex¥rac¥. b、 Cellsap. C、 60%AS frac¥ion. 

d、 35-60%AS frac¥ion. e、 KC1-pp¥. frac¥ion. [、 BTfraction. g、 DEAE

fraction. h、 100Kcomplex fraction. i、 CL2B-90Kfraction. j、 CL2B-

100KC frac¥ion. k、 CL2B-IOOKfraction. 1、 Purified100K frac¥ion. 



の大部分は低濃度目1)にi8:1¥された。両幽分は G-buffer に透析して 0・Cに保存し

た。 mi 者の凶分は P-buffer 処理で繊維状十I~ 造体を生じた(データは示 さない)

ので BTfraction と呼び、村製を続けた。これを F-buffer(20mM KCl)で平衡

化した DEAE-Toyopearl に吸おさせ、 KClの世主総濃度勾配 (20-450mM)でi8ilJす

ると 100K桜合体が KCl濃度 350mM付近に他の蛍白質と離れて浴出した。この

副分 (DEAEfraction)を F-bufferにーlぬ透析後、主立遠心(100， OOOxg、 l 時!日))

すると 100K-組合体が選択的に沈澱凶収され、浪人蛋白質が除去された。この沈

澱を G-bufferに溶解、透析した後不i8性画分を除去し、これを 100Kco田plex

fraction とし、 0・Cに保存した。

100K complex fractionは 100K、 90K蛋白nを約 2:1の比で含み、 55K蛋白

質を 100K ifi白r'lO)約 3%含む。似しこの量比は精製標品により幾分変動した。

回分 rl'の 100K、 90K、 55K蛍白貨は大部分が解脱しており、 KC1-沈澱回分のそれ

と呉なっていた。 100Kcomplex fractionを G-buffer中で SepharoseCL2Bに

より分 IIITIすると明隙に三つの資自白ピークに分自在した。見かけ上高分子仰lのピー

クは 90K資自貨と 100K蛋白質を約 10:1に含み、これは再び SepharoseCL2B 

でM"$lして限外泌過で濃縮し、問製 90K凶分 (CL2B-90Kfraction)とした。 rl'

央のピークは、 100K 、 90K をが~ 5: 1 の比で合んでいた (CL2B-100KCfraction)。

低分子側のピークはほぼ純粋な 100K蛋白t'I11回分で、 SepharoseCL2Bで再料製し

てI自主! 100K回分 (CL2B-100Kfraction) とし、その 一部を DEAE-Toyopearlで

再精製し Purified100K fraction とした。 55K 蛋白質は分 a~ し、名川分で +11 対

含量が低下した。

2. 100K complex fractionの虫合性と盛合体の性質

100K complex fractionは P-buffer処理で直ちに溶く乳濁し、処 E盟後 1時間

で超i童心(100，OOOXg、 1時Illl)すると資自白の殆どが沈澱した。しかし浴液の粘

度地加は殆ど認められない。また P-buffer処理した 100K-複合体を F-buffer

中で Cellulofinesf-2000カラムを JIIいてゲル泌過すると浴山位 i泣はボイド容(

分子量 106 以上)に移動した (SepharoseCL2Bは F-buffer中ではこれらの蛋

白質と相互作用を持ち、手'IJTIできなかった)。従って 100Kcomplex fracti口口 は

P-buffer処理で[!合、日分子化したと考えられた。 100Kcomplex fractionの重
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合に1Qーする時!lHは粗抽出液中でのそれよりかなり短い。

f!合体の附造を 'f1i子顕微銃下で初l祭した結果を図 3-10(8811) ， Aに，iミす。

100K complex fractionには P-buffer処理 ijiiには会合体は認められないが、処

理後は巨大なシート状例造体が多数認められた。シート状情造体は j)llJ万会合した

繊維の集まりから成り、長さは H寺に数ミクロンに迷した。1I1繊維は約 6nmの均 一

な直径を持ち、~<迎統し、長側に沿う j材 jむj 十i は認められなかった。遊離の繊維

は僅かで始どの繊維がシートを成し、その形状は、 Rod-spheroplast中や、 KCl-

抗;i!l~ I!!li分 '1'に14められたシート状 f荷造体と 似ていた。これ以外の|荷造は粒子が 小

量認のられるだけであった。生化学的解析結果を考え合わせて、この l町分の蛋白

質は P-buffer処理により重合し、シート状1荷造体を形成したと判断された。溶

液中ではシートがコロイド粒子として j震災うため粘皮が地加lしないと考えられた。

CL2B-90K、 CL2B-I00問、 CL2B-I00K各 l回分を再度混合してから P-buffer処恕す

ると全く区月IJできないシート状Hlj造体を生じた。

100K complex fractionは 55K蛋白質合最が KCl-ppt.両分のそれと比べて少

ないが、重合してシート状1荷造体を形成した。 55K蛋白質はシート状重合体の例

造成分ではないと考えられる。

3. M~ 100K蛋白質の性質と重合体

CL2B-I00K fraction及び Purified100K fracti口nの重合性とその重合体の情

造を検討した。何れの画分も P-buffer処理で粘度増加は児られず、フロックを

生じた。フロックは沈級しにくく、超述心でも高い回収率は得られなかった。

何れの国分も P-buffer 処処前には屯子顕微鏡下に H~ 造{本は認められないが、

処理後には繊維の側方会合によるシート状の川造が初l察された。図 3-10，8に、

CL2B-I00K fractionの伊lを示す。シートは禁容で、メッシ ュに貼付いてから 二次

的に似 iiì したような跡がしばしば見られた。~'l繊維は制〈て内部川造がはっきり

せず、迎続性がJ思〈、無定型 miJ!if小に移行することがあり、全体としてシート状

1荷造体と 言うより方向性と料i~ì~ 1':1を持った肢の僚にみえる。シート状会合体以外

に十時造体はitめられず、遊ii1tの ijt繊維は認められなかった。その十I.~ 造は 100K- 傾

合体両分のそれとは若しく異なっていた。

以上の性質は C節の 100Klli白trの性r.'lと共通していた。また、 CL2B-I00Kii11i 
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肉 3-10

1I~造体

各蛋白f'l l耐分及びその混合物を P-buffer 処!'~し、 1 時!日Ii圭に屯子 i顕微鋭 F に

検UJされた例造体を示す。倍率は、 Dが 10，000I昔、その他は全て 50，000倍。

P-buffer 無処四の対照実験ではM れも割程 f，'~ 造であったので結果は示さない。 A:

100K complex fraction. s CL2B-100K fraction. C CL2B-90K fraction. D 

: 100K:90K=2:1 混合物(低俗宗) . 1':: Dと|寸じ(高倍宅) . f: 100K:90K=2 

3 iU 合物



分は 55K ili白tlを合み、 Purified100K 1回分は合まないが、 lil，jおの1''1::質に 7~~ はみ

られず、 55K flt臼f'iの彩絡はおめられなか った。

4， C L 2 B-9 0 K 1凶分の 1'1質と ill合体

CL2B-90K IIIJj分は 100K:90K=l:10 :f'l1度の混合物川分である。 P-buffer処!1Mによ

って浴液の状態は変わらず、起ji卓心で沈綴物を生じない。

CL2B-90K lilH分には P-buffer処，1Mfiijには電子顕微鋭下に l荷造体は認められない

が、処t盟後には tftT-状会 1今{本がm!察さ れ た。結w:を[河 3-10，C に示す。粒 fは

4つのサプユニットから Ji.l¥る川角形を '11，{立とし、こ れが l二Fに0[1fiして短い1品*11

を成していた。その 114造は 100K-似合体の形成する繊維状 1荷造体と共通性がなく、

90K I~U 分が 100K とともに繊維状i[!合体を形成しているときは、会〈異なった存

:(E状態を取っていると考えられた。

5， 10 OK、 90K 何分からの繊維状例造体の I耳附l戊

CL2B-I00K fractionと CL2B-90K fractionを鼠比を変えて混合し、 P-buffer

処瑚し、 4・Cに l時 IUIJ.放置した後、生じた Itr，;l!i(本を電子顕微鏡 Fに観察した。精

製 100K complex faction om白fiI在比には 100K ・ 90K=2 : 1 に混代したものが lÎ~

も近かった。 fltl当tl綴品として Purified 100K fractionを川lいても結果は変わ

らなかった(データは示さない)。

100K:90K=2:1 のiJi合物はトbuffer処理によりシート状附造体を生じ(悶 3-

10， D， E) た。 1，'11造体の形状は 1';'1製 100K complex fractionに碍 附成されるそれ

とよく一致し、 l立f予約 6nmの繊維が側面会合してシート状をなし、遊離の繊維は

認められなかった。しかし粒 Fや 1限定型例遊休が目立ち、また l亘fiI.本のJill遠心に

よる回収率は低く、 100K complex fration と比べて 附造体形成jiEは不完全であっ

た。 90K 蛋白質のほ比を Wl-4と生じる 十時 造体 の形状は変 化 し、粒子性が強まった。

100K:90K=2:3の場合は突起の多い粒 Fが更に会合して小さなフロックを生じた(

図 3-10，F)。しかしどの最nでも CL2B-I00K、 CL2B-90K各々の 11可分の会合体の

特徴を示さなかった。

以上の結果から、 100K 蛋 I~n は 90K :(長自白と 2:1程度の蛍比で重合し、繊HE



一シート状 1111 造体を形成する U~ Jil 成分と考えられる。この盟比は制III'I'l'1'の肉蛍白

nの trt比に近い。しかしこれだけでは 100Kcomplex fractionに見られる織な 完

全な繊維ーシート状情造体は川川泌されず、他にも条件が必'!.l!と~えられる。 55

K筑白質はmi!i {.本の十月成成分とは考えられず、 100K、 90K阿有とは性的の呉なる

蛋自白と考えられる。 CL2B-IOOK、 CL2B-IOOKC、 CL2B-90K各町分を混合したもの

は 100Kcomplex fractionでの情造体が再 1tr.1戎された事を考え合わせれば、 55K

蛋白貨の、 ill1今咳形成など、ili:合の lluD}J 的軽量能が1.1.¥1まされる。

F. 100K蛍白践の局在住、及びイFイEl宜

l スフエロフ.ラストを手11mした j持制f

JEI0ll綜細胞を指数地地 JUI後JUJで泉街し、 100mHTris-HCl pH8.0， lmH EDTA、

15% Sucrose、 O.lmg/mlLysozymeを合む緩衝液に懸消し、 30'Cで 1時間i処理し

てスフエロプラストを作製した(通常の球形細胞を生じる)。先ずこれを 二分し、

細胞を遠心で集め、一方は 2皿HHgC12 と ONaseI(50 )lg/ml)を含む、 2mHTris 

-HCl pH8.0の緩衝液に懸泊して l破裂溶菌させ、一方は 15%Sucroseを含む同じ

緩衝液に ー 皮 j懸渇した後、 J~ 終 1% の Triton X-I00加えて破裂溶ft1jさせ、起述

心 (100.000xg、 1時間)で可溶阿分と沈級国分に分けし、量t白貨を解析した。次

に、スフェロプラスト懸泌液を四分し、一つはそのまま、 一つには Proteinase

K (50μg/m 1 )を加え、一つには ProteinaseKと最終 1%の TritonX-I00を加

え、 30'Cで9.!に 30分方IJ?~l~ した。残るーつは細胞を集め、 Proteinase Kを含む

2田HTris-HCl pH8.0 の緩衝泌に~，、迷に懸泌し、同僚に加 7M した。 1% の SOSを却l

え、直ちに煮沸して反応を停止し、各回分の ili白f'iを解析した。

結果を図 3-11(91頁)に示す。 100K、 90K， 55K i長自質は何れもスフエロプラ

スト作製過程で制iI胞に留まった(c )。細胞を低イオン強度下で破裂、浴菌さぜる

と 100K、 90K、 55Kは何れも沈詰t!i阿分に回収された(e )。しかし Tr i t 0 n ト 100

処思で破裂浴伝jさせると何れも"Ji8性画分に回収された(f)。低イオン強度磁 fi't

で得られた目立粒 lulj分の 100K、 90K、 55K蛋白nは G-bufferで洗浄しても浴出し

なかったが、続いて TritonX-I00で11lJl却すると可溶化され、超背波処理によっ

てもかなりの部分が百iJi8化された(データは示さない)。従って、これらの蛍白
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図 3-11 スフエロプラストの処日Itによる 100K讃自白の局在性の検討

JE1011株細胞を通常の JJ?よでスフェロプラスト刺l胞とし、これに吏に処取を加

えてそれぞれの u1TI 分の蛋白質を併析し、 100K 筑 I~ r1のAui'HIを検討した。 a、無

処f型細胞 b、スフエロプラストの外液 C、スフエロプラスト制l胞. d、スフ

エロプラスト細胞を低イオン Ijg!皮下で破裂させた百J浴性画分 e、 dの沈澱回分.

f、スフエロプラストを TritonX-100処瑚で破裂させた可添性画分. g、 fの

沈澱阿分. h、スフエロプラス ト細 胞(cと同じ). i、 hを ProteinaseK処

理したもの .i、 hを低イオン 1n!J.支 Fで破裂させると同 H寺に ProteinaseK処f1li

したもの k、 hを Triton X-100処 出で破裂させると同時に ProteinaseK処

迎したもの i、 KC1-iX綴性 ili白質問分



tr は通常は制Jl'1li'IJI日と結合しており、超音波処 I'Mまたはフレンチプレス処理の際

のせん断力により細胞阪から υJ浴化されたと考えられた。

また、スフエロプラスト細胞を Proteinase K処理し、外政資自質の OmpC/F

蛍白nが一部分解される条件一 Fでも 100K、 90K、 55K蛋白質は実n的に分解を受

けない (i)が、利l胞質似をfI底地すると直ちに分解を受けた (j、 k)。このすEから、

これらの蛋白釘は紛l胞質肢の lλ1m'Jにイf.fEすると考えられた。

2. 蛍光抗体法による月号制f

指数地殖 WJ後!Ulの JE10ll 綜細胞を JTJい、 lOOK蛋白質の抗血消を利 JTJして、滋

光抗体 y去による大』弘前細胞上の lOOK 蛋白質の応イ工筒 r~í の検討を試みた。

結果を図 3・12( 93頁)に示す。蛍光は細胞上、両極と中央部分(隔壁形成{立

irt. )に減楽した。免疫感作rFiの同じ個体の j血mを対照として川いると細胞は死;ど

染色されなかった。この結巣から 100K蛋白質は細胞上の、隔壁または隔壁であ

った部分、間]ち両極に局在する傾向が示日査された。 100K 蛋白質は細胞質践に結合

していると考えられるので、この結果は 100K蛋白質の細胞質股との結合部{立の

分布を示すと考えられる。この結巣を 100K蛍白質が細胞質に遍在し、級以だけ

が染色を免れたとは考えにくい。この局在性と Periseptal annuli との関係は l別

かでない。

3. 100K蛋白質の存在毘

大腸菌の全蛋白質を電気泳即jで分自tして Coomassie brilliant blue染色した

後デンシトメーターで測定すると、 100Klli自白は全:ili白質中の 0.5%-1% を占め

た。 100K蛋白質は大紛菌の主袋蛋白質の 一つであり、その量は外政主要蚤臼質の

OmpC/F蛋白質の量をやや下 l可る。その細胞 |λl合吐は Growth phase、 t古i也の組員n、
栄養状態(ブドウ悩などのイJ1!'，(、:fil:)などによって殆ど変化しない。 100K抗体に

よる沈澱両分の測定から、 lOOK と 90K の制II J1'Il Iλl での量比はが~ 3: 1と考えられた。

G. 100K 蛋白質に関連する変 wr../<の倹索と性質

1. 100 K 蛋自白に;;JH~をもたらす ~!R 株の検索
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図 3-12 100K蛋白質の抗 /(/lii'1を JTIいた蛍光抗体法による局在性の検討

A : -iJ:抗体にアフ ィニティークロマトグラフィーで精製した抗 100K蛋白質

イミユノグロプリン阿分を、 二 次抗体にローダミン結合抗イミユノグロプリン抗

体を用いて JE1011 妹制11胞を染色した蛍光顕微鏡写真。 B:一 次抗体にアフィニ

テ ィークロ マ ト グ ラ フ ィ ーに I汲泊されなかったイミユノグロプリン回分を用いた

対!!日実験。



100K蚤白r'1は総能性構造体形成 ili白釘と与え、制u胞の j戊民、分裂、形態形成過

12にr;"ii';をもたらす既知の遺伝 fの変兵似の令蛍白貨を sos屯気泳却jで解析する

ことにより、その欠航、または fuや分子量に変化の生じた変異併を検索した。

その結決盟主A1変裂を待つ 022総(77)に、分子量から兄て 100K、 90K、 55K

に相当する 三Hのili白質が特 w的に過剰生 i;gされ、その lsogenlc綜の、 021 伐

にはこの過剰l生 fi1が J.'.られないことを兄いだした(データは示さない) 0 envA1 

変異を JE1011株に形f'I導入してもこの過剰生産は同僚であった(後述) 0 envA 

遺伝子は大腸rfjの遺伝子地図上 2分 (77)に位 i白し、生育に必須の遺伝子と考えら

れている(78)。包ヱA1変具係 はそのミスセンス変YHA<であり (78)、政水性薬剤へ

の高感受性、生n述l支低下、辿鎖状出j体形成などの形質を併せ持つことが報告さ

れている (77)。

この他の調べた全ての変異例， ( f t sW、 ft sQ、 ftsA、 ft s2、 fts1、 se cA、 mrcA、

r odA、 pbpB、 mre目、d.(mreB 、 C 、 O + lORF ，)、 cya 、 crp) は致死条例下でも fI~造

体形 11瓦蛋白t'lに特に変化は1Zめられなかった。

2， envA1 変異例tに過剰l生産されている蛋白 Dの同定

envA1変異桃に過剰生産されている蛋白質の同定は、 022株から en v A 1変wを

JE1011 tI<に形質導入して作製した isogenictI<の、 JEE1002綜(envA' )と JEE

1009株 (envA 1 )の蛋白貨を比較検討することにより行った。

B節で述べた方法に従い、細胞を G-buffer中で破砕し、可溶性雨分と絞回分

に分縦し、可溶性 [1町分から KC 1-~.見;澱t:!:の阿分を分自t し、その蛋白質を sos 'rrr:気

泳却jで分析した。結一見Lを関 3-13(95頁)に示す。 100K 蛋白質はそもそも細胞内

合量が多く、過剰Jj:産の結果細胞 lλlで最も多い資自白となっている。 JEE1009 抹

で過剰生産された 3磁の蛋白f'1は、全ての分 l阿過程で JEE1002(野生型)係の

100K、 90K、 55K と挙動を同じくした。また、この図から 、 JEE1009似の細胞脱 [[ij

分に見かけの分子最 45 ， 000 の ili 白質が過剰 'I~ )lj;'されている すIが認められる。こ

れを 45Ki旺白白と呼ぶ。

更に JEE1009燃の二度目の KCl坑綴凶分の:ili白質を抗 100K抗 [([l消によりイ

ミユノプロッ卜すると、過剰'I'.Mされた 100K :ili白 t;Jに対応するハンドだけが染

色され、同じ耐分を免疫グロプリン [1可分で処PP.すると、過剰とUiとされた可浴性の
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図 3-13 envA1変異綜に於ける 100K-桜合体成分の過剰生産

~100K 

- 55K 

也旦1Ll変異燃に過車1)生産されている Hi白貨が 100K-桜合体蛋白質である事を、

KCト沈澱により確かめた。 A:JEE1002 (旦旦旦A')妹。 B : JEE1009 (旦旦E且1)係。

a、粗抽出液. b、可溶性画分 c、細胞阪阿分. d、 bの P-buffer処理後な

お可浴性の回分 e、 bから P-buffer処 理 後 沈 澱 す る 画 分(KC1-沈澱性画分). 

f、 eを G-buffer に溶解し、不浴何回分を除去したのち P-buffer に可溶性の

回分. g、 P-buffer処埋で再び沈澱する町分 目



3 r・Eの丑t自主iが全て定f量的に沈澱した(凶 3-14、 97J1)。山lち、過剰1:rEされ

た 100Kiff臼釘は 100K抗体と反応し、 90K、 55Kはそれと結合し、 JE 1011緋で

の結果(D節、図 3-7 8) と挙動を同じくした。

以上の結果から、盟主主l変 J'H}で過剰生j!gされている蛋白質は 100K、 90K、 55

K &.び制11Jj'~服 45K 蛋白f'I であると結論される。過剰生産される盈白f'l は特J'~的で

あり、 100K、 90K、 55K、 45K に|以られている。過剰生産の地加来は名賀白れによ

りまちまちである。 100K、 90K は約 10倍、 55Kは数倍、 45Kは 3倍程度と考え

られた。 Spheroplast を低~!~液中で l技場した場合はこれらの蛍白貨は殆ど全て制

胞脱l回分に回収され、局在住は変わらないと考えられた。

3. 10 OK、 90K、 55K蛋白質過剰l生産i立伝子の同定

100K、 90K、 55K、 45K各賞臼貨を過車Ijjミa1する変呉が envAl であるすIは Plkc

ファージによる遺伝子述|刻と、 envA遺伝子クローンの導入による過剰1:i'tの抑制

とにより t在かめた。

022株を供与菌、 JEIOll税、を受容院jとし、担正を選択マーカーとしてファー

ジ Plkc により envAl 変呉を形質導入し (47) 、得られたアイソゲニックJf~質導入

総の全 lli白質を解析した。 envA 1変異の形質は崖ii本の鎖状集合体形成とリファン

ピシンへの高感受性 (77)により検定した。得られたアイソゲニック形f'I樽人伐の

内 26緋の日旦皇ど妹と 27 .j:末の envAl妹の全蛋白質を SOS屯気i，x'lllJにより分

~jj( Wi析した。その結果、 env A 1 の)~釘を持つ燃は全て 100K 、 90K 、 55K fl:i白質を

過剰生産し、也'!.A'の形t:Jを持つ妹では令てそれらの蛋白質レベルは正常であっ

た(データは示さない)。この事から、 100K、 90K、 55K の過剰生産は envAl 変

異により必起されると考えられた。

この 'Jrを児に envA遺伝子を合むプラスミドを JEEI009tネーに導入し、その形貨

を解析するすEにより確かめた。プラスミド pBBAl ONAは Lutkenhaus 博士から頂

いた。このプラスミドは完全な envA遺伝子と、 ftsZ遺伝子と geneXの一部を

合む AsuII ONA 断片 (73)が pBR 3 2 2にj耳切り出し不能な形でクローニングされて

いる(私la)。

このプラスミドで JHI09株を形n転 j換すると、得られた株は極めて il3~i しやす

く、;恋天平板 l{tJ也上では生育するが、液体的地 rl-'で娠とうすると生行せず、生化
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図 3-14 envAl変異綜で過剰生産される蛋向質と 100K抗体との交文反応

盟主l!.l変異妹に過剰j生産されている資自質を 100K抗血消によるイミュノプロ

ット法により検討した。 A: イミユノプロット。 B:蛋白質。 JEEI002綜 (ac 
e )と JEEI009株(b d f )の、粗抽出液(a b )、 KC1-j;t澱性画分(c d )、

組 tlhili i夜からの 100K抗体によるおt澱町分(e f )について検討した。



学的M析に [i'lかなかった。そこで、 E旦vA遺伝 fを含む DNA断片を低コピー数フ・

ラスミド、 pLG339 (72)にjlJクローニングして利用した( r 2 .実験方法 J 参JIH)。

仰られたプラスミド pSTl03 と、 pLG339 を JEEI002綜及び JEEI009 綜に導入し、

25μg!ml テトラサイクリンで選択して形質転検隊を得た。 pSTl03 は JEEI009 株

の Rifampicin 感受性を野生~~細胞のレベルにした。

it~ られた j隠れ転換妹の全:lli白î1のパターンを図 3-15 ( 99 11) に示す。 pST103

は JEEI009株の lOOK、 90K、 55K量を抑制し、野生型抹細胞のレベルに近づけた。

従ってこれらの蛋白質の過剰l生廷は旦vA1 変'j~によって恕起されると考えられる。

興味深い事に、 pSTI03 は、 JEEI002 株に於いても lOOK 、 90K 、 55K 議自白のグ~ !Jl 

を強<j印:I，IJした。また、 pST 1 03 は、何れの株でも成長迷 J交を低下させ、 f日)JIIII寺/ilJ

を約 3倍以に延長した。この時、細胞は.d:しく仰長しており、細胞質分裂を強く

抑制したと考えられた。 lOOK、 90K、 55K、 45K f託白貨はその分子量から見て何れ

も envA 遺伝子~物に当たらない(73) 。以上の結果から lOOK 、 90K 、 55K の培、

細胞の成長述j豆、細胞質分裂過筏は envA遺伝子に抑制的に :nrjiJllされていると考

えられる。
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図 3-15 envA プラスミド導入による 100K蛍白質生産の抑制

envA1変興抹に阻旦且遺伝子をクローニングし、その 100K蛋白質量への彩縫

を全蛋白質の SDS電気泳出jにより解析した。 A : JEE1002椋をレシピエン卜とし

たもの。 B: JEE1009訴をレシピエントとしたもの。 a、プラスミドを待たない

~. b、ベクターの pLG339 を持つ係、 C、 pLG339 にenvA 遺伝子をクローンし

たプラスミド pSTl03を持つ妹。
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考察

l 人・1弘前の細胞が、JHIi造体

従来大脱出i 細胞|人l には、 t~1I !re! 'FJ 1百に当たる間造体は検出されていなかった。し

かし近年、大腸 l:，iiのfA分裂過程の変具係の検察とその遺伝子解析の結果、それに

l見l与する遺伝子の幾っかに縫定アミノ目立配列上キネシン (20)やチューブリン (21) 

と相同性を持つ蛍白質の{J.{[が示唆されるに至った。この TJ_~は大腸 lfi の妓分裂過

程にもJ'i級生物のそれと相同の憐怖が機能している可能性を示日去する。

ノド研究は、大腸菌細胞の細胞 内情造体形成成分を主に生化学的 手法を川いて検

索し、大腸~の制11 胞内に繊維状 1m 造体を見いだし、その情 l戊成分の候制として、

見かけの分チ泣から、 100K、 90Kのift白質を摘出した。 100K傾合体には、今迄の

処 ATPase活性を始めとする動的な性的は検出されて居いない。また 100K彼合

体を支持体とする Mechanochemicalenzyme と考えられる成分も兄いだしていな

い。 D~ ち 100K 彼合体は HIi造維持に関与する性俗の強い成分であるか、または機

能性情造体の情造維持的側面を主に検出していると考える事ができる。この事は

本研究に t荒川した J5i去の帰結と考える事ができる。

高濃度の KClを外液に )JIIえる併により、大腸 i埼を Rod-spheroplastにするすE

ができた。大』弘前は細胞質内に r イオンを t1tlliし(65)、それが細胞内の反応系

の維持(75)や膨圧の形成に盛裂である引が知1られており、また、その濃度は外液

の浸透圧に応じた能動輸送系の働きで維持され、代謝活性の低下に伴いl成山され

る慌が苅lられている (65)。従って Spheroplast作製時に外液に KClを加えれば、

細胞質内の r イオンの漏出を tlli1ftできると JUJf守される。 Rod-spheroplastが形

成され、それが KCl が外液にある ~J~ り維持され、その除去、 LiCl への位換によ

り通常のスフエロプラストに変化したすEは、大腸 i詞に十イオン依イ子性の川遊 *11

待機!I~があるすE を示 u査する。 n級制胞のアクチンは細胞質内波 J支の K> イオンで

重合体を維持するすEが知られており、大脇高jにもこれと類似した性俗を持つl荷造

成分の存在がえH像される。 Rod-spheroplastが制l胞質肢を界面としている引から、

十時造維持機HIiは刺胞i'H史上またはその 1).)側から細胞表面を抑える僚に分布してい

ると考えられる。しかしこの近子顕微鋭俄巾に川造体を見いだすすIはできなかっ

た。ある邸の m 造{本の存在を示 U~ ずるのは、 Periseptal annuli(l)織桃造の制i胞
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質側の高'f[J-密度の部分である。動物制IJ胞の Desmoso目、 Hemides回目S日目、 Focal

patchなどは先ず、 Electron-denseplaque として児いだされており、それらの

tm~ や機能は、 Periseptal annuli の川itiと機能を考える上で示l唆的であり、興

味深い。 Periseptalannuliを出IJ胞の 1，lij極}，";)辺部に存在する例迭に限って考えれ

ば、これは、 Rod-spheroplastのj形態維持に芭接関係を持たないと考えられるが、

主ii似の十時造が細胞の円筒部分にもタガをはめる総に分布する TJ~ は注諒される。知l

Jt'1lJ，i.Jl'iの支持附造体に就いては史に研究が必要である。

Rod-spheroplastの破線で政出された繊維は、外脱を除けばこの実験で見いだ

された品も量の多い述続的な情造{本で、その形態維持に関与する成分の有力候補

である。この繊維が細胞内に同証し、 J品在1水処理に不安定と考えられるすEもこの

すEを支持する。この繊維の形状は I型総毛と主lif以するが、これとは見なると考え

る似拠は「結巣」の中に述べた。繊維を政出している細胞は何れも著しく机似を

受けている訳で、 111子顕微j:Jti事から繊維の j司イE筒Ji)iや存在様式を 111'定する事は容

易ではない。図 3-2、 Cでは、繊維は外脱のF'Jillilを、束またはシート状を成して、

細胞の長村に斜交してラセン状に巻き付く様に分布する。この存在織式は綜毛の

それとは災なっている。図 3-2、 Cの繊維と同様の存.(E係式を待つ繊維例造が、

Spirochaetaにも報告されており(79)、この繊維の分布は細胞内の術進を反映し

ている可能性がある。

2 細胞内情j主体成分の再情 j戊

大腸 i泌を低イオン強度緩衝液 rl'で破 l袋、 1111Wし、不溶性成分を除去した可溶性

資自質l凶分には P-buffer処叫によって会合し、総統 一シート状川遊休、粒状 十時

造体、小胞などの高分子情造体を再ml必ずる蛋白質性の成分が含まれ、超遠心分

~i[ で沈澱両分に回収された。何れの m造体も G-buffer 中ではほぼ完全に解脱、

可溶化しており P-buffer処埋により繰り返し碍 情成された。 P-buffer処理後の

イオン環境は細胞質内のそれに Mi似する織に Mんであるため、これらの成分が細

胞質内に財在するならば、細胞 ĴJでも会合高分子化して同級な 桃造{本を作ってい

ると考えて l込いであろう。 Rod-spheroplastの繊維を含む不浴性蛋白貨の内のか

なりのものがこれと共通している iJr.はこの推定と聖堂合する。従って、この沈減問

分 rl'に細胞内 情造体形成蛋白 aの絞っかが含ま れ ると推定される。
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!J.t 能性問~{.本は細胞内に、ある lよがりを持つ1If，造体を情築すると与えられる。

KCト沈級阿分に I耳例成される|荷造体の内、その性裕を持ち{!}るのは織純一シート

状1m造体である。この川遊休は G-buffer 中では殆ど全く検出されず、 P-buffer

処印後 i分では短い繊維の緩い会合体として検出される伎になり、 H与IUIを泣くと

織純一シート状 m造体として検出されるすIから、 G-buffer rl'ではJlle{l合状態にあ

る成分から P-buffer処砲によって {l合、 I'JmJ必されたものと考えられる。この

繊維は、その形状、 (101イオン強度下での不安定性、 KCl 存在下での安定性、シー

ト形成の傾向などが、 Rod-spheroplastから j氏出された繊維と良く似ており、ItJ

じ繊維と考えて良いであろう。 1~ tfi毛はこの単繊維と形状が似ているが、極め

て安定な I，~ j]1体で、蒸留水 rj' はもとより、 SDS 水溶液中で煮沸してもIr'~迭は iúi れ

ず、ilI合には Kg2'を要する 'Jrが知lられている(76)。ここで再出成された繊維ー

シート状例造体の生化学的性f'Iは糾毛とは jもなる。そこでみ;研究では、この織純

一シート状 Ir'r.;盆{本を大腸雇jの機能性附i主体の例造成分と考え、その成 分を検主将し

てその ttt1を倹討した。なお、繊維ーシート状附造体と共に兄られる粒状m造体

はリボゾーム、小胞は外脱断片と考えられる。

この P-buffer処理による重合体検出万法では原型的に検出できない {Uiの成

分がイ子イ王する。例えば動物細胞の rj'lHj1圭フィラメントやミオシンなどの低イオン

必IEの緩衝液に溶解しない例造体形成蛋白 i;tは検出できない。また、 ofl合または

会合のために異なった条例を1J<jる例造体、例えばチュープリンの織に、 GTPや

生体内波j支の Kg2・を必要とする 2民自主Iが検山できない。大脱出jには多様な細胞

内十時造体形成蛋白質が見いだされる可能性がある。

3.繊維ーシート状|荷造体の 1I育成成分

予備的な分間の結果、繊維ーシート状川造体の形成能と 100K蛋白質が同じ挙

動を示したので、これをその成分の候制と考えてね裂し、そのわ，tI(/l i，'1を銅製した。

村 '];l 100 K :lli自白は P-buffer処理で微制11附造のはっきりしない繊維の側面会合

によるシートを形成し、直径約 6nmの制11い微小管状繊維 j荷造を 示さなかった。し

かし、 一次抗体に抗 100K J([ i目、 二 次抗体に金コロイド結合 IgG抗体をmいて、

KCl一説;澱何分の II~ 造体を染色すると、少な〈ともシート状附造体は特 }'b がJ に染色

され、 KCl-1U;，'i伊l分を P-buffer処間後、 fit1(ll ill処理すると繊維ーシート状l荷造
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{本は ~I'J 火し、また、 KCト沈澱幽分を抗 IJil iIlで，jii処J'gすると P-buffer処問で繊維

ーシート状 m造体を生じない 'Ir から、この阿分 rl' の繊維ーシート状 H~~体の太郎

分は 100K 蛍白白を!I~成成分としていると考えられた。

KC1-沈澱 ll'~ 分を G-buffer 小でt;t lJil dl処叫すると 100K 蛍白白以外に 90K、 55

K の、免疫学的に 100K ili 白ï'r とはJ'~なる ili 白質が定量(J':Jに沈澱し、これらはそ

の条件下で会合していると考えられた。従って、 初製 100K f.量白i'iが KC1-~;I:綴阿

分中の典型的な繊維状il1合体を形成できないのは、料製過程で 90Ki託白nなどの

1!合の Co-factorが除去されたための可能十七が考えられた。このため繊維榊造の

重合単位となる会合体を 100K-彼合体と呼ぶ事とした。

100K蛋白質は量が多く、外』見ift1'1 r'rの 0皿pC/F と比較して制1H包表面のかなりの

部分を被う慌が可能である。

4， 100K-彼合体の精製と同情成

100K-後合体を l町分をね製した。この阿分は、 100K、 90K、 55K 各 ili白貨をほぼ、

2:1:0.05 の比で含む。精製 100K-似合体は P-buffer処理で直径約 6nmの繊維

が側面会合したシート状情造体を形成し、それは超遠心で泌総回収された。 iit繊

維の形状は KC1-沈澱回分に兄られるそれと良く似ており、 KC1-沈澱画分の繊維は

この 100K-似合体が情成単位をなすと考えられる。しかし、精製 100K-彼合体は、

KCト沈澱両分中のそれと次の点て・ ftなっていた。即ち、精製 100K-桜合併;副分は

55K蛋白質合壁が少な〈、トbuffer'i'では 100K、 90K、 55K 蛋白質はほぼ鮮総し

ており、 P-buffer添加lによる屯合迷l.ifが迷〈、卓合体の繊維は11i繊HIとして分敵

せず、殆どがシートをなし、そのシートは9!に重なり合って粒状となっていた。

100K-似合体から分隊したね製 100K 蛍円貨はそれだけでは P-buffer処 JIP'で丈

夫な情造体を作り得ず、先に料製した 100Kili白質回分と同じ性質を示した。ま

た、初~ 90K i[l ij 分だけでも繊維 !i~ ;芭を作らなかった。 100K 蛋自主iと 90K 蛋白質

両副分を 2:1 にm合すると初めて P-buffer処砲で 100K-後合体と段〈似た!I~造

体が湾問成された。しかしこの蛍比から外れると、|持i主体は不完全であった。従

って 100K-格{合体に兄られる繊維 シート状附造は、 100K蛋白質と 90K蛋白質の

.if!合体と考えられる。

興味深いのは、 100K:90K=2:1 の同情 j必混合物と 100K-彼合体のm合性の迎いで
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ある。 IIII.{j'は後おから CL2B-100KCfractionを除去したものと基本的には同じで

あるが、そのf，'1I造{小は後省のそれと比べて不完全で、起ii主心での lり収率も低かっ

た。この・J~ は CL2 日時 100KC fractionが ;11fi体の完成に必要である 'J'を示日去してい

る。この Illij分は蛋白質量としては仰かであるが、 55K蛋白質が 100K、 90Ki旺白質

と共にうちillJJしている。この III]j分はー定の 附造を持った三お会合体で、f[!fiの「政 J

として偽能している可能付がある。 55K蛍臼質が、良妓細胞のアクチン繊維のぷ

端結合肱JF、または切断悶子として、 100K-似合体の、重合伎の形成と、 ill合体の

大きさのlJiJ節とに Jl!J与していると考える事は魅 )J(I(Jである。判製 100K-似合体に

比べて 55Km自民合量の多い KCl-沈澱町分から再Hr.成される繊*![に短いものが

U立ち、シートになりにくく、'.u合迷 j交が遅い事などは、 55KI置白伐の 100K-後

合体への '.n合阻害効果を示日査するとも考えられ、この想定と抑制的である。しか

し以ヒの 'J;:は、廷に詳細な検討を旋する。

5 従米報告されていた附造体成分及び|荷造体との関係

100K-似合体は、分子量を始めとする ifi白貨の性質も、再j持成される 1111造体もア

クチンとは)'~なっている。J! 1当は本研究の過程で、従来の報告(1 7) (1 8) に従って

動物細胞のアクチンの性質を儲僚にして、アクチン矧似の蛋白質を検索したが、

検出できなかった。大腸民iにアクチンに相当する成分があってもその性質は動物

制iI胞のそれとはかなり異なると推測される。また 100K-似合体蚤自主iは、 分子量

からも十月i主体の性質も Elongationfactor Tu (19) と呉なる。大 ä~l 菌を始め多〈

の刺11話lに Spiroso田e(16)と111ばれる蛾杭状の資自 raI荷造体が報告され、 その成分

蛍白 f'-lは、大』易保lでは兄かけの分子量 97，000 と報告されている(16)。しかしこ

の蛍白f'lは細胞内合査が少ないと報告されている上、 |荷i主体の形状や安定住は !t!，

なり、 100K-傾合体とは呉なると考えられる。只核生物の微小官に~((似じたf，'1j造体

である Rhapidosome(8)、 Microtubule (9-13)とは屯合体の形状が見なっている。

但し、本研究の過程で l立径約 200nmの動物細胞の微小管にまIi似した情造体を何度

か検出しており、大腸閣に fll当するf，'1j造体が:A.(Eする可能性がある。以 tの通り、

100K-初合体の作る繊維ーシート状 f，'1j造体は従米制l凶細胞に報告されている細胞内

情治体のどれとも呉なり、新たに見いだされた 例造体と考えられる。



6. 100K-彼合体蛋白質の細胞内でのイ子化後式

100K-持l合体蚤白 nは細胞 nl付ではその大部分が情造体を形成していると与えら

れる。この 'J~ は、 Rod-spheroplast を Triton X-l00で術的させた 11.7には 100K

iIt白 nの大部分が起iihl心でおむ滅し、 iE11分子十社の会合体が維持されていると考えら

れるのに対し、通常の Spheroplastを|可織に滋自白させると 100Kiltl斗nの大部分

は "Jili化され、 JB1会合状態にあると考えられる慌による。そのm遊休 t;J:、。'I径約

6nmの副"い微小令状の繊維と、それが側面会合したシート状情遊休と考えられる。

精製 100K-線合体I1可分に KCl 添加lで I'f川j戊されるシート状情造、無細胞tlliW液に

KCl ì~ )JIIで符情成される繊維ーシート状 川造、 Rod-spheroplastを磁I出したとき

l放出される繊維は、それぞれその形状の矧似性、及び 100K抗体との交:;L..反応性

から、同じ 1荷造{本と推定した。しかし民に詳細な検討が必要であろう。

100K蛍白質は Spheroplastの似 jお分 lllij実験、その ProteinaseK処1111実験か

ら、細胞質似仁に細胞rJ~l'J を lí'J いて)，7; {ieすると考えられた。また、制1I泡よでは初l

胞の l可極及び将米の分裂治形成部分に泌*すると考えられ た 。 従 っ て 100K蛍白

質、 または 100K一後合体は分裂消かl辺の細胞質』史上でこれを裏打ちする織に、繊

維状またはシート状例造体を成して存在していると考えられる。細胞内の 100K

蛋 白 質 量は外脱の主要蛍白質 OmpC/Fのf誌に近く 、細胞表面のかなりの面積を被

うすEができると考えられ 、この t{E定は量的には問題ない。しかしその具体的な布

伝のあり 万は 1!Ilかではない。 Rod-spheroplast に観察された繊維ーシート状 附造

が制"胞内に蝶政状に分布していた例と、岱ye.抗体法の結果とが怒合し得るかなと

については今後のrilllIIiである。

100K iIt向釘がベリプラス'ム rl'の Periseptalannuliの附成:iJ!i'fiである可能性

は、本研究でlTiいた方法のみによっては何定できない。しかし Ishidate らは、

Periseptal annuli には 100KiIt白 nに州、'iする分子量を持つ長白白が合まれな

い事、そのm造は Spheroplastを低イオン強度 Fで l破壊しても維持される事を報

告している (80)0 100K :ill自白は Spheroplastを低イオン強度下で磁波すると i卓

やかに Protease感受性になるので、 ~g! I列な十月造{本の，t，に巻き込まれた局在以式

を取らず、細胞質担IJに露出していると考えるべきであろう。

7. envA変異伐と 100K-似合体の過点'1'lf主
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旦Z主よ変異例;の D22綜及びこの変'JJ，を JEl0ll紘に!f;質導入した JEE1009係

は、 100K、 90K、 55K、 45Kili白tlを将兵的に過剰生産していた。バクテリオファ

ージ Plkc による形質導入実験から、この過剰生産は en v A 1変呉と巡閲している

とζ戸えられた。この 守Eは、 envA遺伝 fをクローニングしたプラスミド、 pSTl 0 3 

が envAl変災妹 JEE1009の過*'1j:_ aを仰Hillする事から縫かめられた。このプラ

スミドは史に旦山且・tI<の JEE1002総の 100K、 90K、 55K各蛍白 1'1の生産を仰(iill

した。 45K蛋白貨は量が少ない上、 FJl帆倍率も小さいので、個 qの実験での変化

~;J: I"I然しないが、{也の蛍白f'lと同じゃoJVJをすると考えられる。これらの蛋白質は

何れも envA遺伝子産物 (34K)(73)とは異なった見かけの分子量を持ち、異なっ

た遺伝子の皮物と考えられる。従って envA遺伝子産物はこれらの蛋自負の生産

を抑制的に iJ!1íí日しており、 envAl 変 w はその抑制機能を失った変 Ij~ で、これらの

蛋白質の過 *'1I主庖を惹起していると考えられた。 JEE1009妹の過剰生産がプラス

ミド pST103で完全には回復しないのは、 envAl遺伝子産物の共停による阻害のた

めと解釈される。 100KI也の蛍自白の過剰l生涯が envAl変異に fドう 二 次的な抑制

変兵である TI~ は、 j杉質導入の頻度から兄て、考えられない。

envAl変異例iの解析からは、 100K、 90K、 55K、 45K蛋白質の機能が示唆される。

即ち、 envA遺伝子を含むプラスミド pST103は JEE1002妹、 JEE1009抹を問わ

ず、これらの蛋白質の生産を抑制すると向時に、細胞の生育と細胞質分裂を抑制

し、若しくfiII長した細胞を生じた。この 併はこれらの蛋白質が細胞質分裂の過程

に深く I~I わっている事を示峻している。 1 00K 、 90 K 蛋白質には機能性情造 体成分

の、 55K:ili白質にはその;miiii成分の性絡が推定され、 100K蛍白質は細胞の両極及

び分裂 71，)付近に j弓在性するすI~ を考え併せると、こ れ らの蛋白質は分裂 71'~ 周辺に II~

造体を作って細胞質分裂過程を、批准するか、または支持する機能を持つと惟持111

する事ができる。 45K蛋白質は細胞質政資自鈍で、 KCl存イE下に 100K彼合体と

結合すると言う予備実験デ ー タが{1}られており 、 100K一線合体の細胞質朕への結合

に関与すると考えている。

envA 遺伝子は大防閣の生育に必須である がが報告されており(73)(78)、 その過

剰IJjミaも生 1EJを 阻 害 し た(G節) 0 envAl変異抹の形貨の一つに疎水性薬剤の透

過性地大があり、もう 一つの述鎖状 l活体形成は、制l胞の生育迷j支の迷い似合に限

って兄られる 事から、細胞質分裂活性の {11j':I (j() な低下と解釈できる。従って旦旦
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E遺伝子は大腸 siの表層十荷造のlIIiJ，i:'iと細胞質分裂機捕の「足場」としてほ能して

いると考えられる。上の段落に iiiiベたlIE詰!IJは E旦vA 遺伝子の機能として考えられ

ている 1"1容と矛盾しない。しかし以上の内容は作業仮説の段階にある。細胞ぷ j丙

形成や細胞質分裂の過程の生化学的問鮮のためには、先ずそれらに関与する成分

をおい山し、次いでそれらの機能を生化学的、分子生物学的、形態学的に解析す

る τl~ が必要であろう。

8. まとめ

大閥単i*JJ1胞に、細胞内イオン環境M似の緩衝液中で維持される繊*It-シート状

情i主体が見いだされ、細胞 ÎJII~ 造蛋白 fj と考えられた。大』易保i の低イオン 5~ìI支下

で nJ 浴1"1の蛋白 tl 中には、同じ緩衝液中で同級の繊維ーシート状 I.'~造を再 例 成す

る成分があり、その成分の候怖として 100K蛋白質並び に関述蛋白質を検出する

すIに成功した。 100K蛋白貨は 90K ili 自民と;!~に生型的イオン組成並びに強度下

で重合し、直径約 6nmの繊維またはそれが側面会合したシ ー ト状川遊休を形成し

た。 55K蛍自白は重合の核形成、 重合阻害、側面会合阻害などの活性を持つと推

定された。これらの蛋白質(100K-桜作(，f>)は細胞l人lでは直径約 6nmの組lい微小

管係、または 2ノドの繊維の並行会合体僚の、繊維及びそれらが側商会合したシー

ト状仰造体を成し、細胞質側から制iI胞質阪に結合していると考えられる。その細

胞質脱へのリガンドは 45K 資自主iではないかと忠われる。 100K 蛋白質を含む情

遺体 r;J:細胞上両極と分裂消陥入予定部に iJ~* し 、 ここに局在すると考えられた。

100K、 90K、 55K、 45Kの各丑t自白は envA 遺伝子に抑制的に 1M倒lされ、 envA遺伝

子の Jì~ I~il 伐の性質から、この資自nが細胞質分裂過程に関与するか、またはその

過-111で細胞衣而の支持に当たる位絡を持つ事が示l唆された。
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総合討論

1 .ペプチドグリカン合成とサキュルス形成

ノド研究で、市街は大腸区iのペニシリン結合ift白質 lA(PBPlA)を州製し 、こ れ

が負li橋ペプチドグリカン合成醇素である事を l切らかにし、その醇索活性が多量体

形成に{企イF したアロステリックな性質を持つ引を示 i唆し、その活性のヲ~!Jlや(UIJtlll

R~ 仰の研究への方向を示 l唆した。しかし PBPIA はリピド中山l 体から de novo に、

特殊なムロペプチド組成を持つ可溶位の架橋ペプチドグリカン断片を合成する反

応を特 y~ (j.Jに示し、基存のペプチドグリカンをリガンドとしてペプチドグリカン

断片を抑入する反応を示さなかった。そこで、 PBPIAは「初生架橋ペプチドグリ

カン合成時点 J と言 うべき性的の時宗と考えられた。

PBPIAのペプチドグリカン合成砂*iとしての基本的性質は PBP1B (57)と共迎し

ており、遺伝学的 (44)(45) 及び主Olj!学的研究結果 (37) を考え合わせれば、両~は

ttに大』局長jの主要ペプチドグリカン合成併来として相側い合ってサキュルス j形成

に機能していると考えられる。従って、 PBP1Aのペプチドグリカン合成系は、 fiij

後に別の反応系の関与を受げてサキュルスに例築されると怨像される。興味深い

すEに、 PBP1Bの反応産物の架僑ペプチドグリカンは、細胞壁ペプチドグリカンに

は含まれない兵 ?it な架橋ムロペプチドを 主成分として含み (57) 、サキュルス !I~ 築

には月1)な反応系が関与する事を示 JI査していた。

従米の研究から、サキュルス形成過程に於て新生ペプチドグリカンは可溶性巾

nll体を経由せず (81)、サキユルス上の、ブラウンのリポ蛋白質を結合した低架橋

皮の 111可分として山現するすr(82)、その l回分はペプチドグリカン分解静寂の働きで

容易に分脱され、可溶性ペプチドグリカン断片を生ずる事 (82)が報告されている。

また、ムロペプチド組成から、その過程の .fJJJUJに特殊なムロペプチドが ー"寺的に

出現して述やかに il')失し (25)(83)、続いて幾つかのムロペプチドの置に 一過性の

変動があり、架惰の組fbえが起こるすEが報告されている (84)。これらの報告をま

とめると、細胞壁ペプチドグリカンは、 :m~主ペプチドグリカン断片(既にリポ蛋

白質を結合)が特殊な結合(ペプチドグリカン分解静索に特に感受性)を介して

サキニιルスに結合した状態を総て、架橋の組tiえを受けて完成すると解釈するすI

が可能である。この解釈は本研究から得られる推定と調和する。
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以上の ー主主に基づき、大腸伝lの細胞!笠ペプチドグリカン合成反応は次の段階を

経て完了する後合反応と考えられるであろう。即ち、l.IJfJ始反応(細胞峻ペプチ

ドグリカン上のリガンド形成反応)、 2.リガンド依存性の初生ペプチドグリカン

断片合成 リポ筑白質等の結合、 3サキュルスへの組込(架橋斜l替とトリミング)

である。 PBP 1A、 1Bの関与するペプチドグリカン合成は 2段階で、サキュルス形

成の素材供与の十u百の5niいiB.犯と忠われる。l.段mの具体的反応は IVIかではない。

A2pm-A εpm匁筒形成反応 (85)、 0-アミノ 目立のペプチドグリカンへの取り込み反応

(86) (87) (88)を候補として挙げる引ができょう。後者はベニシリン非感受性で、

A2P皿をペプチドグリカンに取り込む反応の錯誤反応と忠われる (88)。また、 00-

Endopeptidase (51)なと内在住ペプチドグリカン分解酵素はこの段階に作用して

いる可能性がある。 3.段階の反応は匁焔ペプチドグリカン合成と区 }JIJされる反応

で (84)PBP4などが触媒していると JBわれる。更にこの後にペプチドグリカンの

分解と代謝回転の反応がある。ペプチドグリカン分解隊素の多くはここに関与し 、

一定の生問機能を来たすと考えられる。 fylJえば筆者は N-acetylmuramyト O-ala-

nine amidaseの変異綜を分自tし(89)、その妹が Cefalexin寛容性となっている

慌を報告している (90)。以上の仮説的機仰は反応の積主ffとその順序を指摘するに

過き'ず、その間には多くの反応が介任すると考えられ、また、野生型の大腸閣で

は PBPIAを主要素とする系と PBPIBを主要点とする系が並存し、反応系が複雑に

なっていると思われる。それにも関わらずこの仮説には符合する事実が多く、そ

の益然性は高いと J忍われる。

従来 PBP lA、 PBPIBは夫 q相 rlliい合って副11胞の仰長成長に、 PBP2はfiIi民1m始に、

PBP3は|阿佐形成に関与すると考えられてきた (29)。しかし近年 PBPIBが隔壁j杉

j戎にも floJ与する事が示l唆された (91)0 PBPIAは PBPIBの欠般をほぼ完全に補償す

るので、 PBPIAも隔壁(分裂消陥入部)のペプチドグリカン合成に関与すると解

釈できる。両省がサキュルスの素材のペプチドグリカンを供給する醇素ならば、

細胞刷 JUJ 全 Ij~ で機能するのは白然である。 一方、松橋らは PBPIA と PBP2 、 PBPl

Bと PBP3が協同している可能性を強制してきたが、近年、 PBPIAは PBP2と共

に細胞壁j形成に機能するすEが示l唆され(91)、何者は一つの系を成す可能性が示 l唆

された。 Ishino らとの共同研究で筆名ーは PBP2 が R od A 資自主主と ~t に機能してペ

プチドグリカン合成を行う事を示した (92)0 PBP2は精製すると活性を失い、架 橋
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を阻3しても不溶性のペプチドグリカンを合成したが、このすEは PBP2が上の仮

説の「開始反応」に関与する可能性を示 11査し、興味深い。

サキュルス附~機 H~ について !Jl{f: I別らかになっている事は、ペプチドグリカン

合成静宗と関連する2，l1，;}~の幾っかであり、サキュルス HBi:iに関与引る反応、そこ

での各'i.l!~i の機能、相互作)1]、 H，IJ 仰、その他の|刻 iill 要素などの多くは l切かではな

い。従って具体的にどの織な場の rr でサキュルスと言う立体的な|荷造体が!I~築さ

れるのかは日!liJlできない。 i刻述する 1!l:殺と反応の枚挙と解析が必要である。活者一

は大腸 l河の細胞質』史上に裏打ち t荷造体のイ子イE を指摘したが、その!I~造体はサキユ

ルス m~の際に、支持体として、または組織化要素として機能し得るものである。

2. 紛l胞汁 f古係情造体の存イEと機能

ノド研究で A在者は大腸菌には細胞 11I勾イオン lJ::P完で維持され、細胞例造の変化や

維持に JJ!Iわる例i主体の存在を推定した。その中には、機能的には、制n胞質似の支

持に関与するもの、収縮性の変化に l矧与するものなどが推定され、|荷造的には、

繊維、微小管、1lf状情造などが見いだされた。従って、細菌細胞にも後数種類の

細胞内情造体があり、その情造は細胞質 l勾のイオン環境(主に r イオンの存在)

下で維持され、細胞骨俗的な機能を巣たしていると想像された。従来、細菌細胞

には電子顕微鏡下に細胞内情造体が認められず、これがサキュルス機能仮説の線

拠の ーっとなっていた。しかし検出例は少ないが、既に数種の細碕細胞に繊維や

微小'i!:m逃がXilられており (9-13)、制li泊細胞には細胞内構造体が存在し、機能し

ているが、その検出がまtしいと考えるべきであった。近年、急速凍結 i泣険法の持

及により屯子凶微Ht下でのオルガネラの検出が手干しく改善し、従来の固定、染色

法が微細川追を似なっていたすEが I~J らかに成りつつある。改めて細 l通細胞を検索

すれば純1Jt'<'l内情造体が倹出される可能性がある。

Rod-spheroplastの解析から、大腸 l話l細胞内に刺l胞質政を抑える|荷造と収縮性

の例造が示 11査された事は興味深い。 fiiiおは通常のスフエロプラストでは機能せず、

細胞質内の環JJi、具体的には高濃度の十イオンが存在する事で安定化されると

忠われ、その支持力はサキユルスよりはるかに小さいであろう。収総性の|荷造は、

Rod-spheroplastが高頻度(約一書IJ) にii"JIltlして 1);1状となる事から推定され、制l

胞の長州に沿って、細胞質服と結合していると考えられる。また、凶 3-1には、
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Rod-spheroplastが分裂消を紘持している係 fが示されており、収計ijl_i1般の!.'IJ造

の作イ1:も椛定される。遺伝子の上から大脳 l渇の絞目立の分配に|員lわる例逆襲来が日正

に示11主されており、 *IUl:<j細胞でもその制"胞仏JJUJには多様な憐能性問造体が機能し

ていると与えるべきであろう。

制"胞の|荷造変化に関与する機能性情 造体を検索する上では、収縮性のもの、微

小'i1'/荷造などが興味深いが、今までの処、 1虫W)Ji去が u'{g定していない。そこで本

研究では細胞内情造体形 成蛋白 t'IにJUI待される性質を仮定し、その仮定を満たす

蛍 白 質 成分の rl'から、高い 1耳切性で!.'IJ造{本を作る成分を検索し、これを候lIIi者と

してその性的を検討する 'Jr とした。従って、本研究の彼索の範凶には I;l~ !fI.があり、

見いだした|荷造体成分はその飽 ~IJ に入った -(111 であり、他に性絡を !j~ にする HIi造

体成分があると考えるべきである。本研究でJTIいた検索基準では支持白{J/荷造資自

主iが主に選択され、活性な機能性情造体をむしろ排除した可能性がある。

4主主将の結果兄いだした lOOK、 90Kifi白質(lOOK-似合体)は細胞内では織縦一

シート状 H~ 造体を形成し、細胞f'ln日に卜人jfillJ から結合していると考えられた。 55K

ili白nはそのill合性を :UIJ~Ij し、 45K 資白貨が細胞質股へのリガンドである可能性

がある。 し か し そ れ ら の蛋白自には ATPase活 性 は 認 め られず、また、 これと特

異的に反 応 す る と 思 わ れる Hechanochemical enzy田eも見 い だ さ れ な か っ た 。 従

って今の処 lOOK-筏合体は細胞質似の特定 :iil分を裏打ちし、 WI胞質肢を抑える機

能を持つ、支 t寺的1荷造蛋白質と考えている。しかし、その局在性、それらの蛋白

質の減少が細胞質分裂を阻害すると見られる '1.(e n v A遺伝子治師隊の佐賀)は、

100K-似合体が細胞 刊 悩 係機能性 情 造体 と し て 細 胞 質 分 裂 過程に機能している予を

示 11査する。 Mechanochernical enzymes は触良県であり、質的には少ないと身えられ

るので、 SUi¥としている可能性がある。 100K一級合体が機能性情造体の附造成分と

して動的な機fiEを持つ可 能性については今後の検討の余地がある。局 {EカPJiとそ

こでの繊維の両日 /IJj tt をゆ!らかにするー'J~は特にt[[ :iJ!である。 100K資自白の局在住は、

Periseptal annuli に近いが、その !.'lJ1点要素とはjBわれない。

IIIi ;;i 維持 (j{Jであれ動的であれ、機械がj支持力を持つ細胞内情造体の志、議は必要

である。高等植物知!胞では、紛l胞質脱ょに微小管が一定方 向に配向することがセ

ルロース繊 維の 配 /oj性を 7止め、制1I胞の(lIiJ迂)j/I'Jを決める事が 報 告 (93)され、 組 織

化の維持が結果的に動的変化をもたらしている。大腸菌では ('11長成長 JUIには細胞
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全面に分イliしていたペプチドグリカン合成活性の 60%が、分裂i/，Jの陥入が始まる

と分裂械の両側に)，7JイE(おそらく移動)する 'T~ が報告されている。日伝性変化を

伴う細胞内組織化機 H~ には移動と支持の阿万の機怖が必要である。

-1'研究で JTJいた検索方法は、Hr.遊休形成資自白のあるべき性的の仮定に i1ーって

いる。その仮定は点綴細胞の HIIJro'l';'JmJ良資白貨の例から兄て不自然ではなく、ま

たその tH'lを);~イt: tt と変 à'~ 税.に放って検討した。しかし 100K-叙台体筑白 r'! O) Hr. 

造 ifi白nとしての性的がアーティファクトで、その本態については疑問!とする余

地はある。これらの蛋白f'lの jfi伝子の検山、日午折、変異tI<の作製とその解析など

の研究が.'Eに必要である。

3，細胞ぷ府1持i芭体形成システムに ついての試論

大』品以!の細胞奴ペプチドグリカンの iJ.'lmの配向は細胞の長輸にほぼ直交する事

が桜台されいる。 !!'i~ì'í は主 m 万 líi) の引弧り強度が大きく、イiド びにくいのに対し、

ペプチド釘i はi!.\'UVEI荷造をJf~り、引係りに対して余絡がある。従って、ペプチドグ

リカンの悩11iはタガの織に細胞を抑制し、 1:);圧をペプチド鎖の I'J1 長へ逃す，]~で細

胞を災 }jがJに抑制し、細胞の仲良成長とれ[jjj 形態の形成をもたらすと忠われる。

従って、 tmmの配i旬決定が、正常な成長、分裂、形態の決定、維持に重要である

と考えられ、 lmm 西日向決定を合むサキュルス I ，'r. ~過程が細胞の形態形成や総持を

行うと考えられる。この 1版釘l配1")に、制IIJro'll村の繊維状 1荷造体が関与すると考える

すE は合印的である。凶]ち、サキュ ルス H~~ 系は細胞質股上(制11 胞質 ~!IJ )の繊t.iE状

1Ir.，主体と相 互 作JIlしてペプチドグリカンを i;¥;将させていくと考える訳である。こ

の機十月は、高労組物制IIJro'lの成長機仰のモデルに依っているが、柏物細胞では1m$i1 

西日向決定に微小管が機能している ']rが知lられている(93)。

サキュルス Hr.~過程に異常を来した似合、サキュルスは規 JIIJ (f)な拙m配予IJがと

れず、知1胞表面の 'l~ 万的抑制機問が jjjjl漉する結果、 $111 胞は破裂するか球 Jf~ になる

であろう。 Spheroplast-typeL-form釧胞のイFイ王はこの挑定と調布lする。興味深

いすE は、大腸 l干i には球状の形態を符つ ~à'~ 株が、二重変異株を含めて、絞っか報

告されている一万、 Spheroplast-typeL-fo 印刷胞が見いだされていない事であ

る。 Hartín は大紛がl の球形変 'J~ 桃と Spheroplast- type L-form制IIJ胞とが必い類

似性を持つ 'Jrを指摘した(私 liJ)。大紛的は、 3，段階の架橋 *11t'i (二次(1'-)架 紙 Jf~
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成)活性が強いため、ネ'.1)生ペプチドグリカンが未組織のまま架給して、 Hu.U王に従

った形態のサキユルスを生じるのであろう。するとJ;J<}f;変災妹にはサキユルス 1月

~過 Hl の変呉株が含まれている筈である。 PBP2 の ZE 呉株、lE_P_ ~旦~ 二 ill 変呉妹

(94)などがJ;J<mになる事は興味深い。

しかし、 J;ji]杉変呉株自身、&ぴ L-form 細胞から明かな通り、以上の過程は伎

の分総分配除情、細胞質分裂ほ ur.とは'1'4なった機 I;~ であり、形態の形成、維持機

mと考えるべきである。以上の考え方は作業仮説と言うべきものであり、その当

否は今後の検討に待つべきものである。
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