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研究成果の概要（和文）：S.mutansが産生する自己溶菌酵素（Aml)は、口腔レンサ球菌のなかでS.mutansとS.sobrinus
を選択的に溶菌する。この基質特異性発現のメカニズムを明らかにするため、口腔レンサ球菌のペプチドグリカン構造
を解析し比較した。また、Amlの遺伝子組換え体を作成し、C末端側にcatalytic domainが、N末端側にbinding domain
が存在し、活性発現には両者が必要なことを明らかにした。Binding domain領域の13アミノ残基よりなる5個の繰り返
し構造が基質認識に重要であり、ペプチドグリカンのPenta体に対しAmlは低い活性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Automutanolysin (Aml) produced by S.mutans selectively lyses S. mutans and S. sobr
inus but not other oral streptococci. To unveil the mechanism how Aml draws this distinction, we analysed 
the peptidoglycan structures of oral streptococci. We made various recombinant Aml. It consists of two dom
ains: a C-terminal catalytic domain and an N-terminus containing five repeats presumably acting as a cell 
wall targeting domain.  A full length of targeting domain revealed the highest binding ability to the test
ed strain. Moreover, it clearly distinguished cariogenic bacteria from other oral streptococci. Comparison
 of the muropeptide profiles of oral streptococci strains with different level of susceptibility to Aml ap
peared to be correlated with ratio of muropeptides carrying a Penta-peptide chain for Aml resistance. Bind
ing domain of Aml clearly differentiate cariogenic streptococci from others by recognizing peptidoglycan s
tructure.
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１．研究開始当初の背景 
大多数の細菌は、表層をペプチドグリカン

と呼ばれる強靭な巨大分子を主要構成成分
とする細胞壁で覆われている。 
細菌が産生する溶菌酵素（細胞壁ペプチドグ
リカン加水分解酵素）は、基質となる細胞壁
ペプチドグリカンの加水分解部位により、
glucosaminidase,muramidase,endopeptidas
e,amidase に分類され、細菌の分離、分裂、
細胞壁の代謝等、細菌にとって重要な働きを
担っている。 
申請者らは、S.mutansが産生する自己溶菌

酵素・Automutanolysin(Aml)をクローニング、
同定し、その性状解析から Aml が muramidase
であることを明らかにした（Microbiol. 
Immunol., 50, 29-742,2006）。Aml は、う蝕(虫
歯)原因細菌の S. mutans と S.sobrinus を
選択的に溶解し殺菌作用を示すが、他の口腔
レンサ球菌（S. mitis, S. salivarius, S. 
sanguinis）は溶解しない性質を有していた。
う蝕（虫歯）は多くの国民が原因菌に罹患し
ている国民病の一つであるが、依然として効
果的予防法は開発されておらず、個人の歯磨
きや洗口剤によるうがい、といった予防に頼
っている。う蝕(虫歯)原因菌のみを特異的に
溶菌しうる Aml は、口腔内環境を壊すことな
く、う蝕防止が可能となり、う蝕の治療薬と
しての可能性を秘めている。 
Muramidase 作用を有する mutanolysin や

lysozyme 等の既存の溶菌酵素は、このような
基質特異性を持たない。ペプチドグリカンの
グリカン鎖に作用する溶菌酵素に関する研
究で、特異性発現の作用メカニズムを分子レ
ベルで解明した知見はこれまでに報告され
ていない。唯一、ブドウ球菌属が産生し黄色
ブ ド ウ 球 菌 を 特 異 的 に 溶 菌 す る
lysostaphine, ALE に関する報告があるのみ
である（J.Biol.Chem., 281, 549-558, 2006）。
溶菌酵素の基質特異性発現のメカニズムを
分子レベルで解明することは、基質特異的な
薬剤のデリバリーシステムの基盤情報とし
ても重要である。 
 
２．研究の目的 
Aml はペプチドグリカンを認識し、その基

質特異性を発現すると示唆されたため、Aml
が基質としうるペプチドグリカンの構造、
Aml が基質とする事が出来ないペプチドグリ
カンの構造の違いを明らかにするため、
“general method”としてのペプチドグリカ
ンの構造解析法を確立し、口腔レンサ球菌の
ペプチドグリカンの構造解析に応用する。 
タンパク質の推定一次構造より、Aml は C

末端側に muramidase や lysozyme 等の既存
の溶菌酵素と相同性を示す酵素活性ドメイ
ンをもち、N 末端側には 13 アミノ酸残基か
らなる 5 個の繰り返し構造を有する基質結
合ドメインと推定される領域を持っている。
Aml の基質結合ドメインの組み換えタンパ
クを作成し、繰り返し構造が基質認識に関与

するか、繰り返し構造の数と酵素活性の関係
を明らかにする。 
また、S.mutans 菌を用いて、基質特異性

に関与する遺伝子を欠失あるいは改変し、
Aml に対する感受性の変化を検討する。 
 

３．研究の方法 
ペプチドグリカンの構造解析法の確立 
4%SDS 沸騰水中より調製したペプチドグリ
カンを mutanolysin で消化し、可溶化する。
ムロペプチドを HPLC にて分離・分画し、各々
の画分について質量分析、エドマン分解、ア
ミノ酸分析からペプチドグリカン構造を解
析する。 
ペプチドグリカンの基本骨格構造をグリカ
ン鎖、軸ペプチドの 3位アミノ酸の種類、架
橋様式（直接結合、オリゴペプチド架橋）、
アセチル化または脱アセチル化の修飾とそ
の部位、軸ペプチド 2 位アミノ酸の
amidation の有無、軸ペプチドのアミノ酸数
の割合（tri,tetra,penta 体）、グリカン鎖
長、架橋度等について解析する。 
 
Amlの基質特異性を規定する候補遺伝子の
選択と評価 
ペプチドグリカンの構造上の多様性はペプ
チドグリカンの合成に関わる数種類の酵素、
penicillin binding proteins(PBPs）等の
働きを反映していると考えられる。Aml感受
性細菌をPBPs酵素の阻害剤存在下で培養し
細胞壁構造を変化させたペプチドグリカン
を得、Amlに対する感受性の変化を検討する。
具体的には、penta体のグループとtri体の
グループの量的な比がAmlに対する感受性
と相関しているか、PBP3 酵素の阻害剤を作
用させたS.mutans菌のペプチドグリカンを
調製しAmlの感受性を評価する。 
 
酵素 Amlの一次構造から推定される基質結合
ドメイン、および酵素活性ドメインの組換え
タンパクの作成と基質認識に関与する役割
（結合能及び活性）の評価 
繰り返し構造（モチーフ）の役割解明を目的
として異なる繰り返し構造数（1個からすべ
て含む 5個まで）の組み換えタンパクを作成
し、繰り返し構造が基質認識に関与するか、
また、繰り返し構造の数と酵素活性の強度に
ついて検討する。組み換えタンパクの結合を
蛍光で標識し顕微鏡観察（免疫染色）する方
法で結合タンパクを可視化する。また菌体に
結合した組み換えタンパクを SDS-PAGE 分離
し染色したバンドのデンシトグラフを数値
化し定量解析する。また、ビアコアシステム
を用いてムロペプチドと組換えタンパクの
結合速度の解析を試みる。 
 
４．研究成果 
ペプチドグリカンの構造解析法の確立 
“General methd”となるペプチドグリカ
ンの構造解析法を確立し、口腔レンサ球菌



(S.mutans C67-1,S.sobrinus OMZ176a, 
S.salivaliusH665,S.salivaliusATCC9222, 
S.sanguinisATCC10556,S.sanguinisH2,S.
mitis ATCC9811,S.mitis H65 など）の構
造解析に応用した。 
細菌のペプチドグリカンを muramidase 処理
し可溶化したペプチドグリカンをNaBH4にて
グリカン鎖の末端還元糖を還元（アルコール
化）した試料を RP‐HPLC で分離・分画し、
ムロペプチドを得た。各Fractionを濃縮後、
ZipChip C18 で脱塩し MALDI-TOF/MS にて質量
を測定した。必要に応じて、アミノ酸分析、
エドマン反応を行い、構造解析の情報とした。
アセチル修飾及び脱アセチル修飾部位は 
PSD-MALDI MS にて解析した。また、O-アセチ
ル修飾体は、アルカリ性下（pH10、3h、37℃）
で加水分解されることで、N-アセチル修飾体
と区別した。 
口腔レンサ球菌は細菌の種類に関わらず軸
ペプチド 3 位アミノ酸を Lys 型とするが、
架橋ペプチド鎖のアミノ酸組成は、菌種に
よりアミノ酸の組成が異なっていた。（下図 
table 参照） 
ペプチドグリカンの主要な構造と Aml に対
する感受性に明らかな相関はなかったこと
から、Aml が有する基質特異性はペプチド
グリカンに存在している多様かつ微細な構
造の違いを識別するためと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Muropeptides Composition of Oral Streptococcus

% Penta: (2n+2)

% Tri : (2n+1)

% Tetra

S.mitis
H65

1.8%

64.1%

7.9%

S.mitis
ATCC9811

63.6%

1.8%

S.salivalius
ATCC9222

10.8%

21.0%

1.4%

S.mutans
C67-1

5.4%

35.0%

2.2%

S.sanguis
ATCC10556

28.7%

21.5%

S.sanguis
H2

27.9%

29.7%

4.2%

S.salivalius
H665

8.4%

39.4%

1.7%

--Ala-Ala
Interpeptide 

bridge Ala-Ala Ala-AlaAla-AlaThr-Gly

S.sobrinus
OMZ176a

% cross linkage 27.2%34.7%59.5%57.4% 49.8%38.0%50.3%50.1%

6.8%

42.5%

1.4%

Major muropeptide

Tri: (2n+1) group

Penta: (2n+2) group

Lys

GlcNAc     MurNAc

Ala

iGlx

Ala

GlcNAc     MurNAc

Ala

iGlx

Lys n = 1 n = 2

1r

Acceptor  stem

Donor  stem

Interpeptide bridge

Interpeptide bridge

5r
3r

Lys

Lys

GlcNAc     MurNAc

Ala

iGlx

Ala

GlcNAc     MurNAc

Ala

iGlx

Lys

n = 1 n =2

2r

Acceptor  stem

Donor  stem

Interpeptide bridge

Interpeptide bridge

6r
4r

Lys

Ala

Ala

Thr-Ala

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extents of Peptidoglycan Modifications in Oral Streptococcus

S.mitisS.mitisS.mutansS.sanguinisS.sanguinisS.salivaliusS.salivaliusS.sobrinus

H65ATCC9811C67-1H2ATCC10556ATCC9222H665OMZ176a

11.5%10.1%9.5%11.1%8.1%3.5%4.2%21.2%per disaccharide

14.4%15.3%27.4%19.1%19.8%6.5%10.2%39.6%total

16.5%41.9%4.5%33.1%8.7%-8.3%2.1%per disaccharide

20.2%51.5%5.4%38.3%8.7%-11.4%2.9%total

% deamidation

% acetylation

29.2%-4.1%5.7%9.1%-9.8%2.3%per disaccharide

37.9%-6.6%5.7%14.7%-18.3%3.4%total

% deacetylation 

その中で、Aml に対する口腔レンサ球菌の感
受性（経時的な濁度の減少から外挿して求め
た値）が penta 体(2n+2)ムロペプチドの割合
と相関した。言い換えると、軸ペプチドのア
ミノ酸が 3 個の Tri 体に比し、5 個の Penta

体の割合が高い PG を有する口腔レンサ球菌
に対し、Aml は低い感受性を示す傾向があっ
た(Fig.1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 1
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Amlの基質特異性を規定する候補遺伝子の
選択と評価 
S. pneumoniae の細胞壁構造を変化させる手
法 (Antimicrobial Agents and 
Chemotherapy,41,504,1997)を S.mutansに応
用し、clavulanic acid 存在下で細胞壁構造
を変化させる実験を行ったが、S.mutansでは
ペプチドグリカン構造に変化はなく、細胞壁
構造が変化した菌体の作成は困難であった。
また、ペプチドグリカンのアセチル修飾が
Aml の溶菌活性に及ぼす影響を調べた結果、
lysozyme 活性はアセチル修飾により活性が
低下するのに対し、Aml の活性はアセチル修
飾で活性が低下せず、アセチル修飾の影響は
観察されなかった。 
 
Aml の組換えタンパクの作成と基質認識にお
ける役割（結合能及び活性） 
Aml は C 末端側に muramidase や lysozyme 等
の既存の溶菌酵素と相同性を示す酵素活性
ドメインをもち、N 末端側にアミノ酸の繰り
返し構造を有する基質結合ドメインと推定
される領域を持っている。（Fig.2 参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2
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さまざまな組み換えタンパク（full Aml,Δ
N-term Aml,ΔN,C-term Aml, 213 AAs,full 
Aml D869A 等）を作成し、各領域の役割につ
いて検討した結果、C 末端側にアスパラギン
酸（D）を活性中心とする catalytic domain
が存在する事が明らかとなった。N 末端側は



菌体との結合に関与していると推測される
繰り返し配列を有し、Aml が十分な活性を示
すには、catalytic domain と binding domain
両方の構造が必要であった。 
13アミノ酸からなる5個の繰り返しモチーフ
が binding domain として働くことにより Aml
の基質選択性の発現に関与している事が示
唆されたため、繰り返し構造の数が異なる組
み換えタンパク（繰り返し構造数１～５個）
を作成し（PT6,PT7,PT4 等）、その結合能を
S.mutans 菌の加熱死菌体や S.mutans ペプチ
ドグリカンについて検討した。繰り返しモチ
ーフ数をすべて有する繰り返し数：5 個の組
み換えタンパク（PT4）が、S.mutans 菌に最
も多く結合した（Fig.3 参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3  

0

5000

10000

15000

20000

B
ou

n
d

 p
ro

te
in

s

Binding モチーフを含む組み換えタンパクのS.mutansにおける結合量

また、PT4 をあらかじめ S.mutansに吸着させ
た S.mutans は Aml の溶菌活性がコントロー
ル（PT4 吸着なしの S.mutans）に比べ低下し
たことからも、PT4 は Binding モチーフとし
て作用していることが明らかとなった
（Fig.4）。 
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Fig. 4 PT4結合S.mutansのAmlに対する感受性

PT4結合S.mutans

コントロールS.mutans
（PT4結合なし）

 
繰り返しモチーフ数をすべて有する PT4 は、
口腔レンサ球菌の中で、う蝕原因菌となる
S.mutans 及び S.sobrinus（加熱死菌体）に
特異的に結合する事が免疫染色より明らか
となった。 
 
AmlのN末端側に存在するアミノ酸13個より
なる繰り返し構造は既存のモチーフと相同
性は有していないが、結合ドメインとして働
き、酵素の基質特異性に重要な役割を担う事
が示唆された。繰り返し構造の基質認識にお
ける分子機構の解明は、酵素の基質特異性を

規定する新たな因子となる可能性があった。 
 
本実験における口腔レンサ球菌のペプチド
グリカンの構造解析において、S.sobrinusに
は、従来報告されていない新しいペプチドグ
リカンのアセチル修飾体 (b)ThrOAc が
(a)MurNAcOAc に加えて存在する事を見出し
た（Fig.5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5 S.sobrinusのmutanolysin消化ムロペプチドのRP-HPLC クロマトグラム

 
 
S.sobrinus の架橋アミノ酸、スレオニン
（Thr）がアセチル化の修飾を受けている事
を、エドマン分解や MALDI-PSD 解析等から明
らかにした。 
この TypeII アセチル修飾体は架橋アミノ酸
に Thr を含む S.downei 及び S.cricetus（い
ずれも mutans group）に認められたが、
S.salivalius（salivarius group）は、架橋
アミノ酸に同じ Thr を含んでいるが ThrOAc
の存在は認められなかった。 
ゲノム解析から、この TypeII アセチル修飾
体を有する菌種（現在のところ、S.sobrinus, 
S.downei,S.cricetus の 3 菌種）は、従来報
告されているアセチル修飾遺伝子（Type I）
とは別種の新しい TypeII アセチル化遺伝子
も保有し、種類の異なるアセチル遺伝子を 2
個有していた。この acetyltransferase 遺伝
子の役割を解明する新たな展開が期待され
る。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
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