
Streptococcus sobrinus菌体表層タンパク質抗原の分子遺伝学的解析

徳田雅行

鹿児島大学歯学部歯科保存学講座(1)

(指導 :}II越昌宜教授)

Molecular Characterization of a Surface Protein Antigen Gene 

from Serotype g Strettococcus sobrinus 

Masayuki TOKUDA 

Department of Operative Dentistry and Endodontology， Kagoshima University Dental School 

(Director: Prof. Masataka KAWAGOE) 

8-35-1， Sakuragaoka， Kagoshima 890， J apan 

日本歯科保存学雑誌第35巻第6号

平成 4年 12月発行別刷

Reprinted from J apanese J ournal of Conservative Dentistry 
V 01. 35. N o. 6 (1992) 



1558 

キーワード

• S. 80brinus 
-菌体表層タンパク質抗原
.塩基配列

第35巻第6号

日歯保誌 35(6) : 1558-----1576， 1992 

Streptococcus sobrinus菌体表層タ ンパク質抗原の分子遺伝学的解析

徳田雅行

鹿児島大学歯学部歯科保存学講座(1)

(指導 :川越昌宣教授)

(受付:平成4年 9月28日)

Molecular Characterization of a Surface Protein Antigen Gene 

from Serotype g Streptococcus sobrinus 

Masayuki TOKUDA 

Department of Operative Dentistry and Endodontology， Kagoshima University Dental School 

(Director : Prof. Masataka KA WAGOE) 

8-35-1， Sakuragaoka， Kagoshima 890， J apan 

(Received for Publication : September 28， 1992) 

Strettococcus sobrinus is known as a major causa-

tive organism of human dental caries. A high-mole-

cular-weight surface protein antigen (PAg) of 

Strゆtococcussobrinus has been given much atten-

tion as a candidate of dental caries vaccine. The 

complete nucleotide sequence of the gene for P Ag of 

Strettococcus sob吋nusMT  3791 (serotype g) was 

determined. The gene consisted of 4，698 bp and 

encoded a protein of 1，566 amino acid residues. A 

putative signal peptide was found in the amino-

terminal end of the protein. A potential promoter 

sequence and a putative Shine-Dalgarno sequence 

preceded the open reading frame. Two internal 

repeating amino acid sequences were present in the 

PAg. One repeating region， located in the amino-

terminal region， was rich in alanine， and the other， 

located in the central region， was rich in proline. 

Membrane-anchor region， located in the carboxy-

terminal region， was constructed with hydrophobic 

amino acids. 

The deduced amino acid sequence showed a high 

degree of homology with those of cell surface adhe-

sions from Strettococcus mu臼ηsand Strettococcus 

saη:guzs. 

(Request original artic1e reprints to Dr. TOKUDA) 

緒日

う蝕は，主にミュータンスレンサ球菌(mutans

streptococci)と総称される 一群のレンサ球菌によっ

て引き起こされる 1，2) これら一群のレンサ球菌は，

DNA-DNAホモロジーや DNAのGC含量などの分

E論文の要旨は，第95回H本歯科保存学会秋季学会(平成 3
年 11月29日，岡山)において発表した.

析結果に基づいて 7つの菌種に分類されており 8つ

の血清型(α-----h)からなる.このなかでヒトのう蝕病

巣から検出されるのは，主に C型の Strettococcus

mutansとd/g型の Strettococcussobrinusであ

る1，2)

ミュータンスレンサ球菌がう蝕を惹起するには，ま

ず同菌が歯面に付着する必要があるl¥歯面に付着し

たミュータンスレンサ球菌は，複数のグルカン合成酵

素(Glucosyltransferase: GTase)の作用により，ス
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クロースから α1，3結合と α-1，6結合からなる非水

溶性グノレカンを合成する.歯面上で合成された非水溶

性グルカンは，ミュータンスレンサ球菌の歯面への付

着をより強力なものにし，同菌を歯面上で蓄積させ

る3) 歯面上に定着したミュータンスレンサ球菌は，

スクロースなどの糖を代謝して，乳酸などの酸を産生

する.産生された酸によってエナメル質の脱灰が始ま

り，う蝕の発生へと結びつく .このようにミュータン

スレンサ球菌によるう蝕の誘発には，多くの病原因子

が関わっている.特に，同菌と歯面との相互作用は，

う蝕研究の大きな課題のひとつとして，さまざまな角

度から研究されている.

ミュータンスレンサ球菌の歯面への定着には，細菌

ならびに生体側の双方に多くの因子が関与している.

細菌側の因子としては，菌体表層に存在する各種の成

分，すなわち，血清型多糖抗原，リポタイコ酸，

GTase等の酵素タンパク質，各種の構造タンパク質

抗原などが挙げられる 4) 一方，歯のエナメ jレ質には

唾液中のいくつかの糖タンパク質が吸着し， ペリクル

が形成されている 5) このように，ミュータンスレン

サ球菌の成分とペリクルとの相互作用には多くの成分

が関与しており ，その実体については不明な点が多
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ところで，これらのミュータンスレンサ球菌の菌体

表層に存在する各種の成分のうち，分子量 190，000---

210，000のタンパク質抗原が強い抗原性をもつこと，

さらにサルを用いた実験系で，う蝕抑制のためのワク

チンとしても有効であることが報告7-11)されている.

このような経緯から，現在同菌の菌体表層抗原のなか

でも，特に高分子量タンパク質抗原がう蝕抑制のため

の有効な成分として注目を集めている.

このタンパク質抗原は，MOROら12)やAYAKAWA

ら13)の免疫電顕法を用いた観察で，ミュータンスレン

サ球菌菌体上の微線毛状構造物を構成していることが

わかった.一方，McBRIDEら14)は，ミュータンスレ

ンサ球菌の一種 c型 S.mutansを用い，その継代

培養株から菌体疎水性の低下したものを選び，いくつ

かの性状を親株と比較した.その結果，疎水性の低下

した変異株では，このタンパク質が欠落していること

を見出した.これは，同抗原がミュータンスレンサ球

菌と歯面との間の疎水的相互作用に関わっていること

を示唆するものである.さらに KOGAら15)は，菌体疎

水性の低下した継代培養株では本抗原の mRNAの発

現量が低下していることを明らかにしている.しカ

し，これらの疎水性が低下した継代培養株では，タン

パク質抗原だけでなく ，リポタイコ酸や他の菌体表層

物質にも量の変化が起こっていることから，菌体疎水

性を本抗原とだけ関連づけるべきではないと考える研

究者もいる 16)

この他，本抗原に対する抗体が，多形核白血球によ

るS.mutansの貧食を促進するという報告もある 17)

この知見は，本抗原が抗食作用をもっていることを示

唆するものである.

このように，ミュータンスレンサ球菌の高分子量タ

ンパク質抗原はう蝕ワクチンの候補として注目されて

いる 18)だけでなく ，歯面を主な棲息地とするミュータ

ンスレンサ球菌と生体との相互作用の面からも興味深

い研究対象となっている.

C型 S.mu仰 2Sのタンパク質抗原は，研究者間で

抗原B19)， IF20l， 1 !IP1)， PF2)およびPAC23)などと

さまざまな名称で呼ばれており ，同抗原に対する遺伝

子工学的研究は，この数年間で大きな進展をとげた.

特にこれらのうちでも，抗原 PAcと抗原 I/IIの全塩

基配列札25)は既に明らかになり，その分子構造も解明

された.しかしヒトのう蝕病原菌として c型

mutansについで重要な g型S.sobriηusのタンパク

質抗原遺伝子の塩基配列は現在のところ部分的にしカ

報告されてお らず，特にその機能的な側面はほとんど

明 らかにさ れていなし ~26-28). 

そこで本研究では，まず g型S.sobrinus MT  

3791株の菌体表層タ ンパク質抗原遺伝子の全塩基配

列を決定し，その一次構造の分子遺伝学的解析を行っ

た.ついで，最近報告29)のあった g型S.sobγ仇us

6715株のタンパク質抗原(SpaA)の解析結果と比較し

た.さらに，S. sobrinus以外のレンサ球菌の菌体表

層タンパク質のアミノ酸配列との相向性も検索した.

なお本研究では，血清型gの 5.sobrinus (5. sobri. 

nus MT  3791株)由来のタンパク抗原を PAg (Qrotein 

antigen serotype g)と呼ぶことにする30)

材料および方法

1. 供試菌株およびプラスミド

菌株は，国立予防衛生研究所口腔科学部で継代保存

されているS.sobrinωMT  3791株(血清型g)を用い

た.プラスミドベクターの宿主には，同研究所で継代

保存中 のEscherichia coli JM 109株31l， MC 1061 

株3へMV1184株(宝酒造，京都)およびXL-1Blue 
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株(Stratagene，La J olla， Calif.， USA)を用いた.

クローニング用プラスミドベクターとしては， pUC 

118/119(宝酒造)と pBluescriptII SKI: (Strata. 

gene)を用いた.

2. 抗原および抗体

タンパク質抗原(PAg)はS.sobrinus MT  3791株の

府議上清から，DEAE-Sephacelイオ ン交換クロマト

クラフィーで精製した 26.30¥ この精製 PAgをマウス

およびウサギに Freund完全アジュパン卜 (Difco

Laboratories， Detroit， Mich.， USA)とともに筋肉

内に注射し，抗 PAg血清を得た 30)

3. S. sobrinus MT 3791株染色体 DNA由来の

pαg遺伝子を含むプラスミドクローンの選択

tag遺伝子を含むプラスミドクローン pPG21は，

IJI'旬敏比占悼と(国立予防衛生研究所口腔科学部)より

忘 1).されたものを用いた.クローニングの方法を以下

に簡単に記す.まず最初に S.sobriηus MT  3791株か

ら染色体 DNAを調製し23.3へこれを制限酵素 Sau

3AIで切断後，プラスミドベクターpUC19のBam

HI部位に人れ，E. coLi JM 109株に形質転換した 34)

得られた形質転換株の中からコロニーイムノプロット

法制を用いて抗 PAgウサギ血清に反応するクローン

を選択し，ウエスタンイムノプロット 36)とゲル内沈降

反応37)でS.sobrinus由来の PAgと免疫学的に同一の

組換えタンパク質を発現しているプラスミドクローン

(pPG 21)を得た26)

4. 制限酵素と反応条件

使用した制限酵素 Pst1， Sal]， Hind III， Kpn 1， 

Xba 1， Xho 1， AμIおよびSμZIは，宝酒造および

東洋紡(大阪)から購入した.反応条件は，各試薬に添

付された指示書に従った.DNA 1μgに対し制限酵素

1---..5単位を国安とし，反応は 3TC， 1時間とした.

DNAを各制限酵素で切断後， 0.8%アガロースゲ jレ

(SeaKem ME: FMC Corp.， Philadelphia， Pa.， 

A)(こ添加して電気泳動した.泳動用緩衝液は

Howly緩衝液 [1リットルの蒸留水中にトリス(和光

純薬，大阪)4.84g，酢酸ナトリウム 3水塩(和光純

薬)2.72g， EDTA 3 Na(和光純薬)O. 79 gを溶解後，

pH 7.8に調整]を使用した.泳動装置は，Mupid 

2(コスモバイオ，東京)を用いた.DNA分子量マー

カーは， λDNA/HiηdIII (東洋紡)を用いた.泳動終

f後，臭化エチジウム(0.5μg/ml: Sigma Chemical 

Co.， St. Louis， Mo.， USA)で染色し，紫外線照射下で

赤色フィルターを使用して写真撮影した.

5. E. coliからのプラスミド調製

1) 少量調製

少量(1.5 ml程度)の培養から迅速にプラスミドの

検出を行う方法として，BIRNBOIMとDOLYの方法制

を用いた.プラスミドの入った E.coliを，アンピシ

リン(50μg/ml)を含む LB培地[パク卜卜リプトン

(Difco) 10 g，酵母エキス (Difco)5 g， N aCl 5 gを l

リットルの脱イオン水に溶解後，pH 7.2に調整]中

で3TC一晩培養した.得られた菌液 1.5mlをマイ

クロチュープにとり，10，000 X g， 5分間遠心した.

遠心後，菌液をリゾチーム液(2mg/mlリゾチーム，

50mMグルコースおよび 10mMEDTAを含む 25

mM卜リス塩酸緩衝液 :pH 8.0) 0.1 mlに懸濁し，

40C， 5分間反応させた.ついでとれに，0.2 M 

aOHを含む 0.1%ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)

溶液を 0.2ml加え，40Cで10分間放置したのち，3 

M酢酸ナトリウム (pH4.8)を加え，さらに 4Tで 10

分間放置した.これを遠心して，得られた上清 0.4

mlに冷エタノール 1mlを加えてどCにて 10分以上

放置した.遠心して回収したプラスミドに 0.1M酢

酸ナトリウムを含む 50mMトリス酢酸緩衝液(pH

7.0)0.4mlを溶かし，再度エタノール沈澱を行った.

沈澱を 70%エタノーノレで洗ったのち，真空乾燥し，

0.1 mlのTE緩衝液(lmMEDTAを含む 10mMト

リス塩酸緩衝液 :pH 7.5)に溶解した.

2) 大量調製

プラスミド DNAを用いて行う遺伝子の解析には，

比較的大量の DNAが必要でトある.純度の高いプラス

ミドを得るために，SASAKAWAら32)の記載に従い，

大量調製を行った.プラスミドの入った E.coliをア

ンピシリンを含む LB培地 250ml中で3TC，18時

間培養し，遠心して菌体を集めた.この菌体を 5ml 

の25%スクロースを含む 50mMトリス塩酸緩衝液

(pH 8.0)に懸濁し，0.05 mlのリボヌクレアーゼA

(5 mg/ml， Sigma)と0.5mlのリゾチーム(10mg/ 

mL)を加えて 40C，5分間反応させた.これに 2mlの

0.25M EDTA(pH 8.0)を加えて 4
0

Cで10分間放置

し，さらに 8mlのトリトン溶液(0.1% トリトン x-
100および0.6mMEDTAを含む 50mM卜リス緩衝

液 :pH 8.0)を加えた.40Cで 15分間放置後，遠心し

て不溶物を除き，上清に 1/9容量の 5M NaClと

0.313容量の 42%ポリエチレングリコール 6，000(和

光純薬)溶液を加え，DNAを沈澱させた.4
0

C，18時開

放置したのち，遠心して沈澱を回収し， 0.5 M NaCl 
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および50mM  EDTAを含む 50mMトリス塩酸緩衝

液(pH 8.0)4mlに溶かした.これに 3.6gの塩化セ

シウム(和光純薬)と 0.3mlの臭化エチジウム(10

mg/ml)を溶解し，Beckman SW 50. 1ローターを装

着した BeckmanL 8 M超遠心機で 200，000Xg，40 

時間遠心した.超遠心後，プラスミドのバンドを紫外

線下で確認し，注射器を用いて回収した.イソプロピ

ノレアルコール抽出で臭化エチジウムを除き，これを

TE緩衝液に対して透析した.回収後，UV 260 nm 

で計測し DNA濃度を算定した.

6. 一方向欠失変異遺伝子の作成

プラスミドクローン pPG21(図 1)には，S. sobri. 

nus MT  3791株染色体由来の pag遺伝子を含む

5，800塩基対からなる DNA断片が入っていた.とれ

を制限酵素 Pst1， Sal 1， Hind IIIおよびK仰 Iで 4

つの断片に切断後，それぞれをプラスミドベクター

pUC 118/119とpBluescriptIISK:tに連結し，E. coli 

MC 1061株に導入した34) 一方向欠失変異遺伝子の

作成には，HENIKOFFの方法39)をもとにしたキロシー

クエンス用デレーションキット(宝酒造)を用いた.サ

プクローニングしたプラスミドを，上述の方法32)で精

製した.プラスミド 10μgを同キットの指示に従い，

制限酵素 Xba1， Kpn 1， Xho 1， Aρα1， SalIおよび

SphIで切断した.DNAを含む溶液を TE緩衝液で

飽和したフェノールとクロロホjレムで各 l回ずつ抽出

した.水層を別の遠心管に移し，2.5倍量のエタノー

ルを加えて DNAを沈澱させた.これを遠心して回収

し，さらに 70%エタノールで洗浄したのち真空乾燥

した.この DNAを上記キットのエキソヌクレアーゼ

1II緩衝液(O.lmL)に溶かし，180単位のエキソヌク

レアーゼ IIIを加えた. 1分毎に 10μJずつ反応液を

汲み出し，別に用意した同キットの MungBeanヌク

レアーゼ用緩衝液(0.1ml)に移した.65
0

C， 5分間加

熱して反応を止め， 50単位の MungBeanヌクレ

アーゼを入れて，3TC， 60分間反応させた.反応終

了後，上述のようにフェノールおよびクロロホルム抽

出，エタノール沈澱を行い DNAを回収した.これを

同キットの Klenow酵素用緩衝液(50μl)に溶解させ，

2単位の Klenow酵素を加えて， 37
0

C， 15分間反応

させた.反応終了後，エタノール沈澱を行い真空乾燥

させたのち，40〆の TE緩衝液に溶かし，その 10

μJをT4DNAリガーゼによる反応に用いた.反応後

のDNAをE.coli MV  1184株およびXL-1Blue株

に導入し34¥ アンピシリン(50μg/ml)を含む LB寒

培地で形質転換株を選択した.得られた形質転換株

のプラスミドを上述の方法制で抽出し，適当な制限酵

素で切断後，アガロース電気泳動によって得られた

各々のプラスミドの大きさを判定した.その結果，各

断片ごとに両向きに約 100塩基対ずつ長さの違う一方

向欠失変異遺伝子群を得ることができた.

7. アミノ酸シークエネーターによるアミノ酸配列

決定

S. sobrinus MT  3791株の精製PAg(50μg)を，

SDS-ポリアクリルアミド上で電気泳動(SDS-PAGE)

した.SDS-PAGEは，分離用ゲルと して 7.5%ポリ

アクリルアミドゲルを，濃縮用ゲルとして 3%ポリア

クリルアミドゲノレを使い，LAEMMLIの方法40)に従っ

て行った.試料の電気泳動は 20mAで行った.分子

量マーカーには，低分子量用および高分子量用電気泳

動キャリプレーションキット (PharmaciaFine 

Chemicals， Uppsala， Sweden)を用いた.泳動終了

後 ゲノレに Polyvinylidenedif1uoride (PVDF)メンブ

レン(MilliporeCorp.， Bedford， Mass.， USA)を

ね，前後から猫紙，スポンジおよびプラスチック板で

サンドイツチ状に圧接し， 60mAで終復通電してゲ

ル内のタンパク質を PVDFメンプレンに転写した.

プロット法は， BURNETTE36)の記載に従った.転写

後:のメンプレンをクマシープリリアン卜プ/レ-R250

(Sigma)で染色し，PAgのタンパクバンドを切り出

し，アミノ酸分析に用いた.N末端アミノ酸配列の分
析は，アミノ酸シークエネーター(モデル 470A， Ap. 

plied Biosystems， Forester City， Calif.， USA)に

よって行った.

8. 塩基配列決定法

1) 一本鎖 DNAの調製

前述の一方向欠失変異遺伝子の入った E.coliを，

アンピシリン(150μg)とチアミン(0.01%)を合む 2X

YT培地(ノてクトトリプ卜ン 16g，酵母エキス 10g， 

NaCl 5 gを1リットルの脱イオン水に溶解後， pH 

7.6に調整)で， 37C， 18時間前培養 した.3 mlの

2XYT培地にこの前培養液 30μJを接種し，さらに

培養を続けた.550 nmの吸光度が 0.2---..0.3になった

時点で，へルパファージ M13K07 (1010 plaque form-

ing unit/ml :宝酒造)30μJを加えた.3TC， 30分間

培養したのち，70μg/mlとなるようにカナマイ シン

硫酸塩(和光純薬)を加え，さらに 370C，18時間培養

した.

培養液を遠心(8，000Xg，5分間)して得た上清



10%酢酸を含む 12%メタノール溶液で 10分間洗浄

し，滴紙に密着させ，ゲル乾燥機(ア卜ーAE3700 ; 

アトー，東京)で乾燥させたのち，サランラップをか

けX線用フィノレム(コダック X-Omat AR; Eastman 

Kodak， Rochester， N.Y.， USA)を用いて， -700C 

で 18時間オートラジオグラフィーを行った.

3) PAg分子の構造解析

塩基配列の解析には， DNASISソフトウェアパッ

ケージ(目立ソフトエンジニアリング，東京)を使用し

た.疎水性プロットは， KYTEとDOOLITTLEの方

法43)により ，ポリペプチド中の各アミノ酸残基固有の

疎水性度をもとにして表示した.タンパクの二次構造

の確定には，CHOUとFASMANの方法44)を用いた.

これは， X線結晶構造解析されたタンパク質の二次構

造のデータに基づいて，あるアミノ酸配列がどのよう

な二次構造をとるかを推定するものである.

4) 各タンパク質問のアミノ酸配列の相向性解析

アミノ酸配列の相向性の解析には，同じく DNA-

SISソフトウェアパッケージを使用した. これは，

NEEDLEMANとWUNSCH45)の記載に従ったものであ

る.すなわち，比較するアミノ酸配列を最大限に一致

するように並べて，一致したアミノ酸残基の割合を

パーセンテージ(%)で表した.

1 mlを別のマイクロチュープに移した. これに，0.2 

mlの 20%ポリエチレングリコール 6，000を含む 2.5

MNaCIを加え， 20
0

C， 15分間静置した.遠心して

得た沈澱を 0.1mlの TE緩衝液に溶解した. これを

フェノーノレとクロロホルムで抽出し，エタ ノール沈澱

を行って一本鎖DNAを得た.

1563 obrinω 菌体表層タンパク質抗原遺伝子

1 AGC TG T CACCA TT CTCAGCAAAAGCT CCTCTTGT GACA TGGTCA T AGT AACAGA T AA TCTGTTT AA TTTCAAGCAGA TTT AA TAGC CT CCAGGAAACTTGAA 

103 AT AAAACTGAAAT AAAACTGAA TTTTTT ATAAAGCCTAGA TT AAGCAATCGTTTGCA TTGACAA TCACTAGAT AAGTGTT A TTATAGATAGTA TTGT AACGA 
で吉一 一寸寸

205 AACA TTTCAGA TGTT ACAAAAAT GT AAA TTGGAGGGAA TT AT AA T ATGCAACGAAAAGAGACTTTTGGGTTTCGCAAAAGT AAAAT CAGT AGGACCCTTT GT 
一τo MQRKETFGFRKSKISRTLC  

S. 1992年 12月第 35巻第6号
社
〔
仙雑

戸u，
子存保科歯本日1562 

307 GGT GC CTT ACT AGGAACT GCT A TCTT AGCGTCTG T AACAGGT CAAAAGGCGCTC GCTGAAGAAACAAGT AC CACTT CAACTTCGGGGGTT AA T AC CGCAGT C 
20 G A L L G T A 1 L A S V T G Q K A L A t E E T S T T S T S G V N T A V 

409 GTTGGGACGGAGACTGGGAATCCCGCCACCAACCTGCCTGACAAACAGGACAATCCAAGTTCGCAAGCCGAGACAAGTCAGGCCCAAGCCGGTCAAAAGACA 
54 V G T E T G N P A T N L P D K Q D N P S S Q A E T S Q A Q A G Q K T 

511 GGGGCAA TGTCAGTAGATGTGTCT ACAAGTGAGCTTGACGAAGCTGCTAAAAGTGCCCAAGAAGCTGGTGTGACCGTTTCGCAGGATGCT ACCGTCAAT AAA 
88 G A M 5 V 0 V 5 T 5 E L D E A A K 5 A Q E A G V T V S Q 0 A T V N K 

613 GGGACAGT AGAAACTT CTGAC GAAGCT AACCAAAAAGAAAC C GAAAT CAAGGA TGACT ACAGCAAGCAAGCAGCAGACA TC CAAAAGACAACAGAAGACT AC 
122 G T V E T 5 D E A N Q K E T E 1 K D D Y S K Q A A D 1 Q K T T E 0 Y 

71 5 AAGGCAGCTGTGGCTGCT AACCAAGCCGAAACAGAC C GAA T CACT CAAGAAAAC GCGGCT AAGAAGGCCCAAT AC GAACAAGA TTTGGC GGC CAACAAGGCA 
156 K A A V A A N Q A E T D R 1 T Q E N A A K K A Q Y E Q D L A A N K A 

817 GAAGTGGAACGCA TT ACCAATGAGAATGCGCAAGCCAAGGCTGA TTACGAAGCT AAGCTGGCTCAA T ATCAAAAGGACCT AGCAGCCGTTCAACAAGCT AAT 
190 E V E R 1 T N E N A Q A K A D Y E A K L A Q Y Q K D L A A V Q Q (A N 

AI 
919 AA TGACAGTCAAGCAGC CT ACGCTGC GGCCAAGGAAGCCT AC GACAAAGAA TTGGCTC GGGTTCAAGCTGCT AA TGC CGCTGCT AAGAAAGAA T ACGAAGAG 
224 N D 5 Q A A Y A A A K E A Y D K E L A R V Q A A N A A A K K E Y E E 

1021 GCTCT AGCTGC CAACAC CACT AAGAA TGAGCAAATCAAGGCAGAAAACGCCGCT A T CCAGCAACGCAA TGCCCAAGCT AAGGCAGA TT AC GAAGCCAAGTTG 
258 A L A A N T T K N E Q 1 K A E N A A 1 Q Q R N A Q A K A D Y E A K L 

1123 GCTCAAT ATGAAAAAGA TTTAGCCGCAGCCCAGTCTGGT AA TGCT ACAAATGAAGCGGACTACCAAGCTAAGAAGGCAGCTT ATGAACAAGAGTT AGCGCGC 
292 A Q Y E K 0 L A A A Q S) (G N A T N E A D Y Q A K K A A Y E Q E L A R 

AII 
1225 GT GCAAGC CGCT AA TGCAGCTGC CAAGCAGGC CT ACGAACAAGCT CT AGCTGC CAACAC GGCCAAGAACGC CCAAA TCAC GGCC GAAAATGAGGCT A T C CAG 
326 V Q A A N A A A K Q A Y E Q A L A A N T A K N A Q 1 T A E N E A 1 Q 

1327 CAGCGCAATGCGCAAGCT AAGGCTAACT ATGAAGCT AAA TT AGCCCAA T ATCAAAAGGA TTTGGCCGCAGCTCAA TCTGGTAACGCCGCT AATGAGGCAGAC 
360 Q R N A Q A K A N Y E A K L A Q Y Q K D L A A A Q 5) (G N A A N E A D 

AIII 
1429 T ACCAAGAAAAA TT AGCAGCCT ATGAAAAGGAACTGGCTCGTGTGCAAGCAGCT AA TGCCGCT GCCAAGCAAGAA T A TGAGCAGAAAGTT CAGGAAGCT AA T 
394 Y Q E K L A A Y E K E L A R V Q A A N A A A K Q E Y E Q K V Q E A N 

1531 GCT AAAAA TGCC GAAA TT ACGGAAGCCAACCGT GCT ATCC GTGAACGCAATGCCAAGGCCAAGACAGACT ATGAACTCAAACTG T CT AAGT AC CAAGAAGAG 
428 A K N A E 1 T E A N R A 1 R E R N A K A K T D Y E L K L 5 K Y Q E E 

1633 CTT GCTCAGT ACAAGAAGGAC CT AGCGGAA T AC CCAGCT AAACT C CAAGCCT A T CAAGA TGAACAAGCCGCAAT CAAGGCAGCT CTGGAAGAGTTGGAAAAG 
462 L A Q Y K K) D L A E Y P A K L Q A Y Q D E Q A A 1 K A A L E E L E K 

1735 CACAAGAATGAAGATGGGAACCTCAGTGAGCCCTCA 

果結

2041 GTCCTCCTCAAGCGTGGCCAGAGTGCT ACAGCCACCTATACCAACCTGAAAAACTCTT ACTACAATGGT AAGAAAATTTCT AAGGTGGTCT ACAAGT AT ACG 
598 V L L K R G Q S A T A T Y T N L K N S Y Y N G K K 1 S K V V Y K Y T 

2143 GTTGACCCTGACTCCAAGTTTCAAAA TCCTACTGGT AACGTTTGGTT AGGTATCTTTACTGACCCAACCCT AGGGGTCTTTGCCTCAGCCTATACGGGTCAA 
632 V D P D 5 K F Q N P T G N V W L G 1 F T D P T L G V F A 5 A Y T G Q 

2245 AACGAGAAGGAT ACCTCT ATCTTT A TCAAGAATGAA TTCACCTTCT ACGATGAAGACGGT AA TCCCATCGACTTTGA TAATGCCCTCTTGTCAGTTGCCTCC 
666 N E K D T 5 1 F 1 K N E F T F Y D E D G N P 1 D F D N A L L S V A 5 

s. sobrinus MT 3791株染色体DNA由来の
pαg遺伝子を含むプラスミドクローン pPG21 

pPG 2F6)の制限酵素地図を図 lに示す.S. sobri-

ηus MT 3791株染色体DNA由来の仰g遺伝子を合

む挿入断片の大きさは 5.800塩基対(basepairs， bp) 

2) 塩基配列決定

塩基配列の決定には， Sequenase Ver. 2.0キット

(United States Biochemicals Corp.， Cleveland， 

Ohio， USA)を用いた. これは，SANGERのジデオキ

シ法41)をもとにした MrZUSAWAらの改良法42)による

もので，方法はキットの指示書に従った.マイクロ

チ斗ープに 5μ1(1μg)の一本鎖DNA，2μJの濃縮緩

衝液， 1μJのプライマー溶液および蒸留水を加えて，

全世を 10μJとした. これとは別のマイクロチュープ

に 4趨類のデオキシヌクレオチド混合溶液をそれぞ

れ 2.5μJずつ分注しておいた.上記の一本鎖DNA

ライマー混合溶液に，0.5μJの [α_35SJデオキシ

シチジン 3リン酸(10mCi/ml :アマシャム ・ジャパ

ン，東京)と 2μ1(2U)の Sequenase希釈液を加え混

合したのち， 3.5μJずつ 4種類のデオキシヌクレオ

チド溶液を加えた.3rc， 5分間反応させたのち，同
キットの反応停止液(95%ホ/レムアミド，20mM  

EDTA， 0.05%プロムフェノールプノレー，0.05%キ

シレンシアノーノレ FF)4μJを力日えた.

ついで，試料を 950C，3分間加熱したのち氷冷し，

ただちに電気泳動に用いた.電気泳動用ゲルは，8% 

および6%アクリノレアミドゲルを用い，フジ水冷式電

気泳動装置(GW2040 ;富士写真フィルム，東京)に

装着して泳動を行った.試料は 2μfずつ重層し，

2，500 Vで 3時間泳動した.泳動終了後，ゲルを

2347 CTT AACAGGGAACACAA TTCCA TTGAGATGGCCAAGGACT ACAGCGGT ACCTTCGTT AAGATTTCTGGCT CATCCA TTGGT GAAAAAAA TGGCATGATCT AT 
700 L N R E H N S 1 E M A K D Y S G T F V K 1 S G 5 S 1 G E K N G 川

2449 GCGAC CGACACC CTCAACTTT AAAAAGGGT GAAGGC GGTT C CCTT CACACCA TGT ACACCAGAGCAAG T GAGC CTGGTT CAGGTTGGGACT CT GCT GA TGC T 
734 A T D T L N F K K G E G G 5 L H T M 、YTRASEPGSGWDSADA

2551 CCT AA TTCTTGGT ATGGTGCTGGTGCTGTCAGAA TGTCCGGCCCAAACAACT ACATCACTTTGGGGGCAACCTCAGCGACCAA TGTTCTCAGCCT AGCTGAA 
768 P N 5 W Y G A G A V RM  5 G P N N Y 1 T L G A T 5 A T N V L 5 L A E 

図 2 pag遺伝子の塩基配列とそれから推定されるアミノ酸配列

アミノ酸は，一文字で表示した.下線ー35と-10はプロモーターと考えられる領域.下線

SDはShine-Dalgamo配列.矢印(↑)はシグナルペプチドの切断位置と考えられる位置.

2つの繰り返し領域はカッコで示した(A1， AIl， A IIIおよびP1， P II， P LIJ).終止コド

ン(*)下流のターミネータ一様配列を矢印(一7'-)で示した. 
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図 1pPG 21の制限酵素地図

、、線(. )はS.sobrin凶 MT3791株由来の 5.800塩基対からなる断片.破線(1111)

はプラスミドベクターpUC19.各制限酵素を，上のように略して示した.
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2653 ATGCCACAGGTACCTGGT AAAGAT AA TACTGCTGGT AAAAAACCAAATATCTGGT ATTCCCTT AA TGGT AAGA TTCGGGCAGTCAATGT CCCT AAGGTGACC 
802 M P Q V P G K D N T A G K K P N 1 W Y S L N G K 1 R A V N V P K V T 

2755 AAGGAAAAAC CAAC C CCAC CAGTTGAGC CAAC CAAGCCAGAC GAGC CAGT CT ATGAAGTTGAGAAGGAA TTGGT AGA TCT GCCAGTTGAACCAAGCT ACGAA 
836 K E K P T P P V E P T K P D E P V Y E V E K E L V D L P V E P 5 Y E 

2857 AAGGAAC CAACAC CACCAAGCAAGACT CCAGAC CAAAAT AT C CCAGACAAACCAGT AGAGCCT AC TT A TGAGGTTGAAAAG GA GCTG GAAC CGGCAC CAGTT 
870 K (E P T P P S K T P 0 Q N 1 P D K P V E P T Y E V E K E L E P A P V 

P 1 
2959 GAGC CAAGCT AC GAAAAGGAACCAACGCCAC CAAGCAAGACT C CGGA T CAAGCGA TT CCAGACAAACCGGT AGAGC CAACCT A T GAGGTTGAAAAGGAGTTG 
904 E P S Y E K) (E P T P P S K T P D Q A 1 P D K P V E P T Y E V E K E L 

PII 
3061 GAACCAGT ACCTGT AGAAC CAAACT ACGAAAAGGAAC CAACC CCGC CT CAGT CAAC CC CAGACCAAGAAGAGC CCAC CAAACC GGTGGAAC CAAGCT ACCAA 
938 E P V P V E P N Y E K) (E P T P P Q 5 T P 0 Q E E P T K P V E P 5 Y Q) 

PI II 
3163 AGCTTGCCAACCCCACCAGTGGCACCGACTT ATGAAAAGGTTCCTGGTCCTGTCAGTGTGCCAACGGTTCGGT ACCACTACT AT AAACT AGCGGTCCAACCC 
972 S L P T P P V A P T Y E K V P G P V 5 V P T V R Y H Y Y K L A V Q P 

3265 GGCGTCACCAAGGAAATCAAAAACCAGGATGACCTGGATATTGACAAGACCCTGGTGGCTAAGCAGTCGACGGTTAAGTTCCAATTGAAGACAGCAGACCTG 
1006 G V T K E 1 K N Q 0 D L D 1 D K T L V A K Q S T V K F Q L K T A D L 

3367 C CAGC CGGTC GT CCAGAAACGAC CTCCTTTGTC TTGATGGA T CCT CTGC CAAGCGGTT ACCAACTT AA T C TGGAAGCT ACCAAGGT CGC CAGC C CAGGCTTT 
1040 P A G R P E T T S F V L M D P L P S G Y Q L N L E A T K V A 5 P G F 

3469 GAAGCTAGCT A TGATGCCATGACCCA TACGGT AACCTTCACCGCAACCGCTGAGACCTTGGCGGCGCTCAACCAGGATCTGACCAAGGCCGTGGCGACT ATC 
1074 E A 5 Y 0 A 附 THTVTFTATAETLAALNQDLTKAVATI

3571 T ACCCAACAGTTGTGGGACAAGTCCTCAACGATGGCGCTACCT ACACCAATAACTTCACCCTGATGGTCAA TGA TGCTT ACGGTA TT AAA TCCAAT A TCGTT 
11 08 Y P T V V G Q V L N 0 G A T Y T N N F T L M V N 0 A Y G 1 K S N 1 V 

3673 C GCGT GACCACACCAGGGAAACCT AAC GAC CCAGACAAC CCAAGCAACAACT ACA T CAC CCCGCACAAGGT CAACAAGAATGAAAACGGT GT GGT GA TTGAT 
1142 R V T T P G K P N 0 P D N P S N N Y [ T P H K V N K N E N G V V 1 D 

3775 GGT AAGT CCGTCCT AGCT GGT ACCACCAACT ACT A TGAA TTGACTTGGGACCTGGACCAA T ACAAGGGC GA T AAA TC GGC CAAG GAGAC CA T CCAAAAAGGC 
1176 G K S V L A G T T N Y Y E L T W D L D Q Y K G 0 K S A K E T [ Q K G 

3877 TTCTTCTATGTGGATGACTATCCTGAAGAAGCGCTGGACTTGCGCACCGACCTGATTAAGCTGACCGATGCCAACGGCAAGGCGGTCACTGGTGTCAGCGTG 
1210 F F Y V D D Y P E E A L D L R T D L 1 K L T D A N G K A V T G V S V 

3979 GCT GACT AC GCCAGT CTGGAGGCCGCACCAGCAGCTGTT CAAGACA TGCTCAAGAAGGCCAACA TT ACC CCT AAGGGAGC CTTCCAAGT CTTT ACCGC TGAC 
1244 A D Y A 5 L E A A P A A V Q D M L K K A N [ T P K G A F Q V F T A D 

4081 GA T CCTCAGGCCTTCTACGATGCCT ATGTGGTT ACCGGAACTGACCTGACCATCGTCACTCCAATGACGGTCAAGGCTGAGATGGGCAAGATCGGTGGT AGC 
1278 D P Q A F Y 0 A Y V V T G T D L T 1 V T P M T V K A E M G K 1 G G 5 

4183 T ATGAAAACAAGGCCT ACCAGA TTGACTTTGGTAATGGCT ATGAATCTAATA TTGTGA TT AACAATGTGCCGCAAATCAATCCTGAAAAGGATGTGACCTTG 
1312 Y E N K A Y Q [ 0 F G N G Y E S N [ V [ N N V P Q [ N P E K D V T L 

4285 ACCATGGATCCAGCGGAT AGTACCAATGTGGATGGACAGACCATCGCCCTCAATCAGGTCTTT AACTACCGTCTCATCGGTGGT ATCA TTCCAGCGGACCAT 
1347 T M D P A 0 5 T N V D G Q T [ A L N Q V F N Y R L [ G G [ 1 P A D H 

4387 GCCGAAGAGCTCTTTGAGTACAGCTTTAGCGATGACTATGACCAAACTGGAGACCAGTACACGGGCCAATACAAGGCCTTTGCCAAGGTTGACCTGACCCTC 
1380 A E E L F E Y 5 F 5 D D Y D Q T G D Q Y T G Q Y K A F A K V D L T L 

4489 AAGGATGGTACAATCATCAAGGCGGGTACTGACTTGACTTCATAT ACAGAAGCGCAAGTTGATGAAGCT AATGGCCAAA TTGTTGTGACCTTCAAGGAAGAT 
1414 K D G T 1 1 K A G T D L T 5 Y T E A Q V D E A N G Q 1 V V T F K E D 

4591 TTCTTGCGGTCTGTGTCTGT AGACTCGGCCTTCCAAGCGGAAGTCT ACCT ACAGATGAAGCGGATAGCCGTCGGGACCTTTGCCAATACCTATGTCAATACG 
1448 F L R S V 5 V 0 5 A F Q A E V Y L Q M K R 1 A V G T F A N T Y V N T 

4693 GTCAA TGGAATT ACCT ATAGCTCT AATACGGTAAGGACCAGCACACCAGAGCCGAAGCAGCCAAGT CCAGTGGATCCT AAGACCACTACT ACGGTAGTCTTC 
1482 V N G 1 T Y 5 5 N T V R T 5 T P E P K Q P 5 P V 0 P K T T T T V V F 

4795 CAGC CT C GT CAGGGCAAGGCTT ATCAGC CAGCGC CGCCAGCAGGAGCTCAA TTGCCAGC CACAGGGGAT AGT AGCAAT GCTT AC CTGC CACTTTT AGGC CT C 
1516 Q P R Q G K A Y Q P A P P A G A Q L P A T G 0 5 5 N A Y L P L L G L 

4897 GT AAGCCTGACTGCTGGCTTT AGCCTGTT AGGACTGCGCCGGAAGCAGGACT AAAGAA TCCAACAAGAAAAAATGGGAAAGTTTGCCTTTCTCATTTTTTAT 
1550 V S L T A G F 5 L L G L R R K Q 0 * 一一一一一一一ーヲ一一一一一一一一

4999 A TTCCCAGCT AGCTGAGTAGTCAAGAAGTACTCTT AGAAAACCCT AGAGAACA TT AGCT AACTTTTCCAAACCGATAGA TGTTTATTTT AGTCTAAGT A TGG 

図 2(つづき)

であり，タンパク発現の方向は右向きであった.pPG 

21を含む形質転換株E.coli JM 109 (pPG 21)の菌体

抽出成分を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動で調べ

たところ E.coli JM 109 (pPG 21)が発現しているPAg

の分子量(210，000)は， S. sobη:nus PAgの分子量30)と

ほぼ同じ大きさであることがわかった.

2に仰g遺伝子を含む 5，100塩基対よりなる塩基配

列を示した.ρag遺伝子に対応するタンパク質をコー

ドしている領域(openreading frame)は， 250番目の

ATG開始コドンから， 4，948番目の TAA終止コド

ンまでで，その大きさは 4.698塩基対であった.

ATG開始コドンの 10塩基上流には， Shine-Dal 

garno(SD)配列46)とみられる GGAGG配列が認めら

れ，さらに Pribnow配列(-10領域)および-35領域川

(以上，プロモーター領域)がその上流に存在していた

2. pαg遺伝子の塩基配列

pPG 21を4つの断片に分け，それぞれセンス側，

アンチセンス側の両方向から塩基配列を決定した.図

1992年 12月 sobrinus菌体表層タンパク質抗原遺伝子 1565 

工24 ATTTTTTATAAAGCCTAGATTAJ¥GCAAτ'CGTτ'TGCATT<込♀主Aτ氾ACT171 
-35 

172 AGATAJ¥GTGτ主主主主主主且GATAGTATτ'GTAJ¥CGAAACATTTCAGATGTT219 

220 
1 

268 
7 

316 
23 
364 
39 

-10 
ACAAAAATG'l'AAATI宝盗且~TTATAATATGCAACGAJ\AJ\GAGACT 267 

SD (M Q R K E T 

Tτ'T'GGGTTTCGCAAAAGTAA.N¥TCAGTAGGACCCTTTGT也GTGCCTTA315 
F G F R K S K 工 S R T L C G A L 22 
CTAGGAACTGCTATCTてrAGCGTCTGTAACAGGTCAλAJ¥GGCGCTCGCT363 
L G T A 工 L A S V T G Q K A L A) 30 
GAAGAAACAAGTACCACTTCAACTτ'CGGGGGTTAATACCGCAGTCGTT 411 
E E T S T T S T S G V N T A V V 54 

図 3 N末端の位置とその特徴

下線-35と-10はプロモーター配列.下線
SDはShine-Dalgamo配列.シグナルペプチ
ドと考えられる領域をカッコで示した.下線

EETSTはアミノ酸シークエネーターで求めた

アミノ酸配列.

(図 2). -35領域は転写酵素である RNAポリメラー

ゼが認識する配列で， mRNAの合成開始点の約35

塩基上流に存在し，その配列は一般に TTGACAで

ある.Pribnow配列は， -35領域を認識した RNAポ

リメラーゼが実際に結合する領域であり， mRNAの

合成開始点の約 10塩基上流にあり，多くは TATA.

ATのような配列をしている(図 3). また TAA終止

コドンの下流には，ターミネータ一様配列をした転写

の終点と考えられる領域が存在した(凶 2). 一般に，

終止コドンの下流には，へアピン構造をとれるような

回文配列(palindrome)が存在し，これがRNAポリ

メラーゼの転写終結シグナルとなる.

3. PAgのアミノ酸配列とその構造

塩基配列から推定される PAgのアミノ酸配列を，

塩基配列と同時に示した(図 2).戸ag遺伝子がコード

するタンパク質は， 1，566アミノ酸からなる分子量

170，202のポリペプチドに相当した.このアミノ酸配

列の正当性を確認するために，前述した精製S.sobri二

nus PAgのN末端アミノ酸配列の一部をアミノ酸

シークエネーターで決定したところ，塩基配列から求

めたアミノ酸配列の 39番目から 43番目(Glu-39-----

Thr-43)と一致していた(図 3).Met-1から Ala-38

までのアミノ酸配列には，グラム陽性菌のシグナルペ

プチドの特徴が認められた.すなわち， N末端側に塩

基性アミノ酸が多く，その後に疎水性アミノ酸が並ん

でいた.さらにアラニンのカルポキシル基側で切断さ

れることも多くの報告48.49)と一致した.アミノ酸シー

クエネーターによる分析結果と併せて考えると， Met 

-1から Ala-38までがシグナルペプチドであると推定

された(図 3). 

PAg構成アミノ酸の自己中目向性プロット(図 4)の

結果から， PAg分子中には 2ヵ所の繰り返し領域，

1566 

:※ 

;ぷ

1566 

図 4PAgのアミノ酸配列の自己相向性プロット
縦軸，横軸とも PAgのアミノ酸配列を示
す.数字はアミノ酸残基数.10個のアミノ酸
のうち 8個が一致する箇所に点が現われる.

すなわち A-リピート領域と P-リピー卜領域が存{Eす

ることが明らかになった. A-リピート領域は， N末

端側に存在し， 82アミノ酸残基からなる構造単位が

3つ(A1， AIl， A 1Il)並んでいた(図 5).この領域

にはアラニンが多く含まれ，この領域の全アミノ酸の

30%を占めていた.一方， P-リピー卜領域は， PAg 

の中央C末端寄りに存在し，その内部には 39アミノ

酸残基からなる構造単位が 2四半反復して(P1， P n， 
P 1Il)存在した(図 5).またこの領域には，プロリン

が多く含まれ，同領域の全アミノ酸の 27%を占めて

いた.さらにコンビューターによる 一二次構造の解析

(CHOUとFASMANの万法制))結果から， A-リピート

領域を含む PAgのN末端側約 1/4は， αーヘリックス

構造をとることがわかった.αーヘリックスはラセン

状の構造で，ポリペプチドの主鎖の水素結合で安定化

された規則的な単位構造である. 一般に球状のタンノ 。

ク質の α一ヘリックスは 4残基から 26残基のものが

多い50)が，線維性の表層タンパク質ではもっと長くな

ることが多い51)したがって， PAg分子の A-リピー

ト領域に存在する同構造も約400残基と長く ，a-ヘ

リックスのコイルーコイル構造(α-helical coiled 

coi!) 52)をとっていることが示唆された.

PAgの疎水性プロットの結果を図 6に示す. この

図から， N末端側の一部と C末端側の一部に疎水性の

高い領域があることがわかった. このうち， N末端側

の疎水性領域は，シグナノレペプチドに相当していた.
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A-リピート領減

日本歯科保存学 雑 誌 第35巻第6号 1992年 12月 S. sobrinus菌体表層タンパク質抗原遺伝子 1567 

A 1 222 ANN050AAYAAAKEAYOHLAAUOAAHAAAnEYEE円LAAHiTKNEO1 KAEHAA 100AHAOAKA口YEAKLAOYEK日LAA肉05 303 

表 l ρag遺伝子の塩基配列から推定される PAgの

アミノ酸組成 (Mol%a))

アミノ酸b) PAg前駆体c) 成熟PAgd) PAc前駆体e)
八11 30唱 GNATNEAOVQAHAAYEQELAAUQAAHAAAKQAYEQALAANTAKHAQ1 TAENEA 1 QQAHAQAKANVEAKLAQYQKOLAAAQ5 385 

1729 ACCAGCACACCAGAGCCG円円GCAGCCAAGTCCAGTGGATCCTAAG 1773 

1491 .X. ..);....0... …..P. .Q...巳 1508

1771 円CCACTACTACGGT円GTC TTC C A G C C T C G TC A G G G C円円GGCTT円T 4日10

1509 1523 

1819 CAGCCAGCGCCGCCAGCAGGAGCTCAATTGCCAGCCACAGGGGAT 4863 

1521 ・...P.....A …~. ...f'一月..9.…月ー ..9J..h....P... ....G..)~ 15:18 
1861 AGTAGCA円TG C TT AC C T G C CA C TT TT A G G C C T C GT A AG C CT G AC T 19 () 8 

1539 1553 

1909 G C T G G C T TT A G C C TG TTAG GA C TGC G C C G G AA G C A G GA C TAA AG A 4 9 ~i 3 

1551 ・ 1566
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p.リピート領域

A III 386 GNA ANE A 0 Y QEKL AAY EK ELAAUQ AA N AAAK Q E Y EQ K U Q E A HAK NAE 1 TE ANAA 1 AE AN A K AKTOY ELK L 5 KYQ EE L A QY KK 167 

PI 871 EPTPP5KTPOQN 1 POKPUEPTYEUEKELEPAPUEP5YEK 909 

PII 910 EPTPP5KTPOQA 1 POKPUEPTYEUEKELEPUPUEPNYEK 918 

Plll 令 EPTPPQ5TPOQEEPHPUEP5YQ 971 

図 5 PAgに存在する 2つの繰り返し領域

末端には，アラニンの豊富な繰り返し領域(A-リピート領域)，中央C末端

側には，プロリンの豊富な繰り返し領域(P-リピー 卜領域)が存在した.それぞ

れの繰り返し領域を構成する構造単位(A1， AII， A IIIおよびPI，PII， PIII) 

をアミノ酸配列で比較した.一致したアミノ酸残基を，コロン(:)で示した.ア

ミノ酸残基番号は，左右両端に記した.

Index 
4 

。
4n-z
 o 120 240 360 480 600 
lndex アミノ酸残基番号

:叩吋附山日
-4-1 
600 720 840 960 1080 1200 
lndex 
4， … ・・ I

c末端側
.I. 岨 1，..昏-一

O 寸E酢A、可♂.刷‘~γYず拘払H、"'rI'可ポ刊'"円h叫叫曹匂怖~川~ゆ~ぜぜ~井内吋凪釦刊)仲i

一べ4I 
1200 1320 1440 1560 1680 1800 

図 6 PAgの一次構造から推定された疎水性

プロット

KYTEとDOOLITTLEの方法43)により ，PAg 

の疎水性をプロットした.縦軸の lndexは疎

水'陀の指標.4がもっとも疎水性が高く ，-4 

がもっとも親水性が高い.横軸は，アミノ酸残

基数.左上がN末端側，右下がC末端側を示

す.矢印は，疎水性の高いところを示す.

シグナノレペプチドのアミノ酸は，その多くが疎水性で

あり，合成されたタンパク質が細胞膜を通過できるよ

うに機能していると考えられる.c末端側は，細胞膜
にタンパク質抗原を固定する領域(膜アンカー領域)で

あり ，疎水性のアミノ酸が多い PAgのような菌体

表層に固定して機能するようなタンパク質は，このよ
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推定分子量 170，202 166，166 170，772 

a)全アミノ酸に対する分子量の割合(%).
図 7 C末端の位置とその特徴

破線(…)は細胞壁内通過領域， 下線(一)は細胞膜

内通過領域および太線(ー)は細胞質内領域を示す.

グラム陽性菌菌体表層タンパク質に共通の保存配列

(LPXTG)をカッコで示した.左右両端の数字は，

塩基番号およびアミノ酸残基番号を表す.

b)三文字記号で表示.

c) シグナ/レペプチドを含む PAg前駆体.

d)シグナルペプチ ドを除く成熟PAg.

e) OKAHASHIら剖}の記載による.

・疎水性アミノ酸 :全アミノ酸の38.6% を占める.

N末端側
うに N末端 とC末端に疎水性の高い領域が存在す

る49)

図 7に示したように，c末端の特徴として，以下の
ような領域の存在が確認できた.すなわち，プロリン

の繰り返しからなる細胞壁内を通過する領域(アミノ

酸残基番号 1，497"-'1 ， 541) ，ロイシンなどの疎水性ア

ミノ酸の多い細胞膜内を通過する領域(1.542~~ 

1，561) ，および細胞質内領域(1，562"-'1，566)が存在し

た.さらに，グラム陽性菌の菌体表層タンパク質に共

通の保存配列 Leu-Pro-X -Thr-G 1 y ( Xは任意のアミ

ノ酸)札54)が，細胞壁内を通過する領域に存在した.

表 1にpag遺伝子の塩基配列から推定された PAg

のアミノ酸組成を示した.シグナルペプチドを除く成

熟 PAgは，1，528アミノ 酸からなり ，推定分子量は

166，166であった. また，シグナルペプチドを含む

PAg前駆体のアミノ酸組成を PAcのそれと比較した

ところ，両者の組成はよく一致していた.また，全ア

ハ
Hu
n
HV
EBEE--

円

JU
nHu
 

nHv
aEEE
且.

4
4
 

ハHU
n
Hv
s'BEE-

phv
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α一ヘリックス

シグナノレ A-リピート領域
ペプチド (アラニン :30%) 

ミノ酸に対する疎水性アミノ酸(Ala，Val， Leu， 

I1e， Met， Phe， Trp， Pro)の割合は 38.6% と高い

値を示した.

以上の結果をまとめて PAg分子の構造をモデル化

したものを図 8に示した.5. sobrinusの PAgは以下

のような構造上の特徴を有していた.

1) 38残基のアミノ酸からなるシグナ/レペプチド

をもっていた.

2) N末端側(222，，-，467)に，アラニンが豊富な 82

残基のアミノ酸からなる構造単位が3つ繰り返す領域

(A-リピー 卜領域)が存在した.

3) 中央C末端寄り (87l"-'971)に，プロリンが豊富

な 39残基のアミノ酸からなる構造単位が2っと半分

繰り返す領域(P-リピート領域)が存在した.

4) C末端に，タンパク質抗原を膜に固定する領域

が存在した.特に，細胞膜内を通過する領域(1542"-'

1561)は，ロイシンなどの疎水性アミノ酸が多く存在

した.

5) A-リピート領域を含むN末端の約 1/4は，αー

ヘリックス構造をとっていた.

6) 塩基配列から推定される PAgは，1，566個の

アミノ酸からなり ，分子量は 170，202であった.

4. S. sobrinus 6715株 SpaAとの比較

最近，LAPOLLAら制が報告した同じ血清型 g(5.

sobrinω6715株)のタンパク質抗原(SpaA)の塩基配

列から推定されるアミノ酸配列と PAgのそれとの比

較を図 9に示した.両者間には，96% のアミノ酸相

アミノ酸残基番号 C末端側

| 

p-リ.ピート領域
(プロリン:27%) 

細胞壁内領域

細胞膜内領域

細胞質内領域

1，566アミノ酸
170，202推定分子世

図 8 PAgの構造モデル

上の数字は，アミノ酸残基番号.左端はN末端，右端はC末端を示す.N末端

にシグナルペプチド，アラニンの豊富な(アラニン :30%)繰り返し領域(A-リ

ピート領域， 82アミノ酸残基が3回繰り返す)が存在する.中央C末端寄りに，

プロリンの豊富な(プロリン :27%)繰り返し領域(P-リピート領域，39アミノ酸

残基が 2回と半分繰り返す)が存在する.C末端には，細胞壁内領域，細胞膜内

領域および細胞質内領域がそれぞれ存在した PAgは1，566個のアミノ酸より

なり，推定分子量は 170，202と算定された.



1568 日 本歯科保存学雑誌 第35巻第6号

PAg MQRKETFGFRKSK 15 RTLCGALLGTAI LASVTGQKALAEETSTTS 45 

SpdA /'1LQKCKLEGIIIC，'1EKRLLGAAKVK SGRTLSGALLGTAlLASGAGQKALAEETSITS 

↑ 
TSGVNTAWGTETGNPATNLPDKQDNPSSQAETSQAQAGQKTGAMSVDV5TSELDEAAKS 105 

TSGGDTAWGTETGNPATNLPDKQDNPSSQAETSQAQARQKTGAM5VDVSTSE1OEAAKS 

AQEACV'rVSQDATVNKGTVETSDEANQKETE 1 KDDYSKQAAO 1 QKTTEDYKAA VAANQAE 1 65 

PQEAGVTVSQDA'rVNKGTVEP5DEANQKEPE 1 KDDY5KQAAD 1 QKA TEDYKASVAANQAE 

r Al 

TDR 1 TQENAAKKAQYEQDLAANKAEVER 1 TNENAQAKAD YEAKLAQYQKDLAAVQQAN 223 

TDR 1 NQEI AAKKAQYEQDLAANKAEVERSLMRMR KPRPI YEAKLAQNQKDLAAI叫州

'lD5QAA YAAAKEA YDKELARVQAANAAAKKEYEEALAANTfKNEQ 1 KAENAAI抑制AQA 283 

月DSQAAYAAAKEA YDKEWARVQAANAAAKKA YEEALMNTAKNDQl KAEl EA 1 QQRSA 

_ All 

KADYEAKLAQYEKDLAAAQ~NATNEADYQAKKAA YEQELARVQAANAAAKQA YEQALM 343 
ド ・・・

KAOYEAKLAQYEKDLAAAQ~NMNEADYQA附AAYEQELARVQAANAAA同 AYEQALAA

_ AIIl 

NTAKNAQITAENEAIQQRNAQAKANYEAKLAQYQKDLAAAQSゆAANEAOYQEKLAAYEK 403 

N5AKNAQITA附 EA1 QQ NAQAKADYEAKl.AQYQKDLAAAQS伽AANEADYQEKLAAYEK 

EI.AlIVQAANAAAKQEYEQKVQEANAKNAEITEA問 AIRE且NAKAKTDYELKLSKYQEELA 463 

ELAIlVQMNAAAKQA YEQQVQQANAKNAE 1 TEANRA 1 RERNAKAKTDYELKLSKYQEELA 

QYK中LAEYPAKLQAYQDEQAA 1 KAALEELEKHKNEDGNLSEPSAQSLVYDLEPNAQ 1 5L 523 
… .  

QYKゆLAEYPAKLQAYQOEQAA 1 KAALAELEKHKNEOGNLSEPSAQSLVYDLEPNAQVAL 

VTOGKLLKASALOEAF511DTEQ YNKHNLQPDNLN 1 TYLEQADDVASSVELFGNFGOKAG 582 

VTDGKLLKASALDEAFSHD EKNYNNHLLQPDNLNVTYLEQADDVASSVELFGNFGDKAG 

wrrrVSNGSEVKFASVLLKRGQSATATYTNLKNSYYNGKK 1 SKWYKYTVDPDSKFQNPT 64 2 

wrrrVSNGAEVKFASVLLKRGQSATATYTNLKNSYVNGKK 1 SKWYKγTVDPDSKFQNPT 

CNV、LGIFTDP1・LGVPASAγTGQNEKDTS1 F 1 KNEFTFYDEDGNP 1 DF'DNALLSVASLNR 702 
G~VWLG 1 FTDPTLGVFASA YTGQNEKDTS I FI KNEFTFYDEDGNP I DFDNALLSVASLNR 

EIINS 1 EMAKDYSσTFVKISG5SIGEKNG判IYATOTLNFKKGEGGSLHTMYTRASEPGSGW 762 

EHNSI EMAKDYSGTFVK 1 SGSS 1 GEKNGMI YATDTLNFKKGEGGSLHTMγTRASEPGSGW 

DSADAPNSWYGAGA VRHSGPNNY 1 TLGATSATNVLSLAEMPQVPGKDNTAGKKPN 1 WYSL 822 

DSAO，¥PNSWYGAGA VRHSGPNNY 1 TLGATSATNVLSLAEMPQvPGK口NTAGKKPNIWYSL

Pl 

NGK 1 RA VNVPKVTKEKPTPPVEPTKPDEPVYEVEKELVDLPVBP5YE~PTPPSKTPDQN 882 
目ι.

NGKI臥 V仰 PK円阻K円 PPVEPT即 DEPT四 VE阻 LVDLPVEP肝 EP位打PPSKNPOQS

PII 

1 PDKPVEPTYEVEKELEPAPVEP5YE~PTPPSKTPDQAI PDKPVEPTYEVEKELEPVPV 942 

r PEKPVEPTYEVEKELEPAPVEPSYEKI 

PIIl 

EPNYE千円PPQ5TPDQEEPTKPVEPSY中LPTPPVAPTYEKVPGPVSVPTVRYHYY札 A 1002 

fPTPPQSTPDQEEPEKPVEPSyqSLPTPPVEPVYETVPGPVSVPTVRYHYVKLA 

VQPGVTKE 1 KNQDDLD I DKTLVAKQSTVKFQLKTADLPAGRPETTSFVLMDPLPSGYQLN 1 062 

VQPGVTKE 1 KNQ∞LDI DKTLVAKQSTVKFQLKTADLPAdpETT5FVLMDPLPScγ山

LEATKVASPGFEASYDIlliTIITVTITATAETLAALNQDLTKAVATl YPTWGQVLNDGATY 1 122 

LEATKVASPGFEASYDAMTHT叶FTATAETLAALNQDLTKAVATlY日VVGQVLNDGAT十

TNNFTLMVNDAYGI K5N IVRVTTPGKPNDPDNPSNNY ITPHKVNKNENGVVI DGK5VLAG 1 182 

TNNFTLMVNDA YG 1 K5N 1 VRVTTPGKPNDPDNP5NNYITPHKVNKNENGW 1 DGKSVLAG 

TTNYYEL TWDLDQYKGDKSA附 IQKGFF川DYPEEA10L…川山ANGKAVTGVS 1 242 
TTNYYELTWDLDQYKGDKSAKEl IQ}〈GFFYVDDYPEEALDLRTDLIKLTDAIhcKAV十G内

ヤDYA5LEAAPAAVQ肌 K日IITPKGA即灯油DPQAFYDA一一一DLTlVTPMTVK 1302 
VAOYASLEAAPAA VQDMLKKANI 1 PKGAFQVFT ADDPQAFYilA YWTGTDL T iVi-PHTVK 

岨 MGKIGGSYENKAYQI OFGNーSNIVINNVPQINPE戸町LT町旧民TNVD句T1AL 1362 
AEMGKTGGSYENRA YQ 1 DFGNGYESNLVvNNVPK i NPi!.KDVi-i. TMDPADSTNVDGQT i AL 

NQVFNYRLIGGIIPAD胤 EELFEY-F3ppYDQTPDQYTGQYKAFAKVDLTL阻 GTII附 1422

NQVFNYRLImpADEMEELFEYSF5bhDQTCDQ汁GQYKAFAKらLTLKDGTIIKAG 
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図 9 S. 50bηnus MT  3791株の PAgとS.50bηnus 6715株の SpaA29)とのアミノ酸配列の比較

上段が S，50bηnωMT 3791株の PAgのアミノ酸配列を示し，下段が S，5obrinu5 6715株の SpaAのア

ミノ酸配列を示す.繰り返し領域は，角カ ツコ [A 1， A rI， A 旧および P 1， P II， P III] で表した.両者

に一致したアミノ酸を，コロン C :)で示した.右端に，PAgのアミノ酸残基番号を示した.シグナノレペプ

チドの部分(矢印はシグナルペプチドの切断部位)，P-リピー卜領域CPI，PII， PIII)およびC末端のアミ

ノ酸配列において，相違が認められた.これらの相違点を除くと，PAgとSpaAのアミノ酸相向性は 96%

であった.

向性がみられたが，特に以下の 3点で大きな相違が認

められた.

1) 開始コドンからシク。ナルペプチドの切断部分ま

でのアミノ酸残基数が，PAgは 38残基であるのに対

して，SpaAは 50残基であった.

2) P-リピート領域における両分子のアミノ 酸配

列を比較した結果，SpaAは同領域の構造単位が，

PAgと比べて 1単位 (117塩基対，39アミノ酸残基に

表 2 PAgとSpaA29)の塩基配列および構造の比較

S. sobn'nus菌体表層タ ンバク質抗原遺伝子 1569 1992年12月

S. 50brinus S. sobn'nus 
比較項目 MT  3791株 6715株

PAg  SpaA29) 

シグナルペプチドの長さ 38残基 50残基

A -リピー卜領域 82残基 x3 82残基x3

P -リピート領域 39残基 x2，5 39残基 x 1.5 

膜アンカー領域 あり なし
一ーー『ーーーーーー ーーーーーー ーーーー ー'ーーーーーーーー』ーーーーーーーー ーーーーーーーー ーーーーーー

塩基数 4.584
8
) 

1. 528 b) 

160，524 C) 

齢叫知附
'
h
l
 

レ
L
，，，，
，
 

PA 
凶叫領-h!

 

ト」
A
八
ル
ド
ナ
チ
グ

ア

、ン

パY
膜i'ンカー
領域

アミノ酸数

4.698 

1，566 

166，166 

PAg  

推定分子量
(成熟タンパク質)

8) b) C) : LAPOLLAら29)の記載による.staA遺伝子は，

4，584塩基対からなり ，1. 528個のアミノ酸をコードし

ていた.その推定分子量は，160.524であった.

相当)欠失していた.

3) SpaAは，タ ンパク質抗原を膜に固定する領域

(膜アンカー領域)，特に細胞膜から細胞質内領域にお

けるアミノ酸が PAgに比べて 8 残基少なかった.

以上の理由により ，同じ血清型gのタンパク質抗原

である PAgと SpaAは，塩基数，アミノ酸残基数お

よびそれより推定される分子量に違いがみられる結果

となった(表2).

5 ， S.  mutαns PAcとの比較

図 10に，S ， sobγinusのPAgと S ， mulansの

PAC24)とのアミノ酸配列における相向性分析の結果

を示した.両者間のアミノ酸相向性を各領域に分けて

計算したところ，特に中央領域から C末端にかけて

70%以上の高いアミノ酸相同性を示した.また分子

全体では，塩基配列およびアミノ酸配列レベルで、の相

向性はともに 66% であった.構造的には，いずれに

も繰り返し領域が2ヵ所あり ，N末端やC末端の特徴

も非常によく似ていた.すなわち両者に共通して，

末端側には A-リピート領域 (82アミ ノ酸が3単位)が

あり ，中央C末端側寄りには P-リピート領域 (39ア

ミノ酸が2，5単位)が存在していた.また， N末端の

シグナlレペプチドの切断部位やC末端の膜アンカー領

域の構造も両者に共通性が認められた.

6. 他のレンサ球菌表層タンパク質との比較

図 11は，S. sobn'nus P Agのアミノ酸配列を，ヒ

卜の唾液と結合する菌体表層タンパク質といわれてい

るS. mutans (血清型 f)の S R 55) や Streρtococcus
sanguisの SSP -5聞のそれと， アミノ酸配列57，5自)の相

向性および構造モデルの面から比較したものである.

PAc  

アミノ酸 s ~_l 
相向性 I

(1) (2) (3) (~) (5) (6) 

59
0
'0 61

0
(') 780υ 73

0
6 7;)00 48

0
0 

図 10 PAgとPAcの構造の比較およびアミノ酸

配列の相向性

構造的に特徴のある領域で区分けして，それぞれ

のアミノ酸配列の相向性を計算した.すなわち，シ

グナルペプチドを含むN末端から A リピート領域

まで(1)，A-リピート領域内 (2)，A-リピー ト領域

とP-リピート領域の間(3)，P-リピート領域内(4)，

P-リピート領域と膜アンカー領域の問(5)，膜アン

カー領域 (6)に分けた.また全ての領域では，66%  

のアミノ酸相向性を示した.

アミノ酸配列の相向性は，それぞれ PAgとSRの間

で 59%，PAgとSSP-5 の問で 47%であった.構造

的には S R もSSP 5 も PAgと問機に 2 つの繰り返

し構造をとるなど7Iいによく似ていた.なお， ヒトの

心筋と免疫学的交差反応性を示し，最近てはスーパー

抗原(superantigen)活性をもつことで淀川されてい

る59)A群レ ンサ球関の菌体表層タンパク質である

Slrettococcus戸'yogenesM タンノてク 48)とは，いくつか

の繰り返し構造をもつこと，N末端側の大部分が α
ーヘリックス構造であること，膜アンカー領域をもつ

ことなど，構造的に PAgといくつかの共通点があっ

たが，アミノ酸配列の相同性は認められなかった(凶

11). 

なお表3は，これらのレンサ球商友情タンパク質抗

原間のアミノ酸相向性をまとめたものである.この表

からもわかるように，同じ血清型のタンパク質抗原問

では， 95%以上の高いアミノ酸相IlJJ性がみられた.

ノ]，異種血清塑のタンパク質抗原聞のアミノ酸相向

性は， 60%程度であった.さらに，S. mutansの SR

およびS.sanguisの SSP-5 とは， 50%前後のアミノ

酸相向性を示した.

考察

S. 50bηηusの蘭体表層タンパク質抗原 PAgは，5.

muω~s の PAc と免疫学的に交差反応を示すなど多
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図 11 PAgと他のレンサ球菌菌体表層タンパク質との構造的な比較と

アミノ酸配列の相同性

S. mlllaJls SR57)とS.sanguis SSP-558)は，どちらも唾液結合タンパ

ク質として知られている.S. tyogenesのM6タンパク48)は， A群レン
サ球菌の薗体表層タンパク質である.それぞれの塩基配列から推定され

るタンパク質の構造上の特徴を示している.凶に不す通り，いずれもN

木端にシグナルペプチド，アミノ酸配列における繰り返し構造， c 末端
に膜アンカー領域を有していた.左端に，各タンパク質抗原の名称、およ

び推定分子i止を，右端に S.sobrinus PAgに対する アミノ酸相同性を示

した.

くの共通点をもっていることが知うれている 26.30) し

たがって，ヒトのう蝕におけるこれら 2つの主要細菌

の向体点層タンパク質抗原を遺伝子レベルで、解析，比

較することは， ミょータンスレンサ球菌のタンハク質

抗J]j，、の機能を考える tで、非常に毛要である.そこでみ;

研究では，遺伝子構造がまだ完全には解明されていな

い S.sobrinusの蘭体表層タンバク質抗原遺伝 F

(tag)の全塩基配列を決定し，その遺伝子レベルの構

造解析を什って， S. mutaJlsのそれと比較検討した.

さらに，J見イ正塩基配列のわかっている他のレンサ球菌

の!洲本点肘タンハク質に対しでも，これらの解析を試

ノ#た.

その帝ii*， S'. sobrinus PAgをコードする遺伝子

は， 4.698温法対からなる lつの人・きなタンパク翻訳

制域(openreading frame)を構成していた.それ以外

には， タンハク質を J ード「る領域は検出できなかっ

た-:r))泣{~ ]'-は， 1，566 fI司ωアミノ酸に相、iiし，推

定分 fll!:は 170.202であ J た([判 2). この X木島官の

Met 1 から Ala38までのアミノ椴配列には，これま

で械(つされた他のクフム|場'内閣のシグナ 1レペノチ

ド4H.州とl，iJ憾に，:¥ .;i，J1出側の出品門二アミノ酸にあiC~ ¥て

正取水性γミノ酸が住び48l，切断部位にはアラーンがイヂ

イ1:~る I~l という特徴がみられた.さらに，アミノ酸

シークエネーターをHjl)てX木端アミノ酸配列を調べ

た結果も，この推定アミノ酸配列を支持していた(凶

3). PAgがシグナルベプチドをもつことは，PAg 

が細胞膜透過性の分泌タンハク質であることを示して

いる.シグナルペプチドが切断された後の成熟タンパ

ク質抗原の分f誌は 166，166と算出された(表1).

また， PAgの推定アミノ酸配列から求められた同

タンハク質抗原の分子羊は，SDS-PAGEで決定した

分子量(210，000)と比べると，15----19%小さかった.

同様の知見は， A群レンサ球菌のMタンパクやG群レ

ンサ球菌のプロテインGでも報告されている.HOL-

Ll0lGSHEADらゆ)は，A群 レンサ球菌の M6タンパク

において推定アミノ酸配列から求めた分fLi (48，956) 

は， SDS PAGEで決定した分子羊(57，000)より 17%

小さかったと報官している.彼らは， MタンパクのC

末端側にある高プロリン合有領域の存在に基づく立体

構造が， SDS PAGE 1こでF影響を及ぼすのではないカ a

と考えている.また Gl'SSら60)は，推定アミノ酸配列

から求めたプロテインGの分チ量(51，871)が， SDS-

PAGE 上の分 fi止(67，000)より 23%小さいことを見

山している.彼らもまた，この原凶として高プロリン

領域の存在に注口している.さらに，s. mulansの

PAc U)場合も同僚に，推定アミノ酸配列から求めら

れた分子量と SDSPAGE上での分子羊との聞に 14

----21%の差があると報告されている24) PAgにも同

様に高プロリン領域(Pーリヒート領域)が存在するの

で，推定アミノ酸配列と SDS-PAGE聞の分子量の違

1992年 12月 S. sobrinus菌体表層タンパク質抗原遺伝F

表 3 r]腔レンサ球菌菌体表層タンパク質抗原聞のアミノ酸相向性(%)
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*こ の値は，表 2で示したアミノ酸配列上の差を除いて計算したものである.すなわち，シグナルベノチドの部分

CSpaAのアミノ酸残基番号 1-13)，P-リピート領域(PAgのアミノ酸残基番号915-953)，膜ア ンカー領域CPAgのア

ミノ酸残基番号 1558-1566)を除いて，アミノ酸相向性を求めた.

いは， この高プロリン領域の存在による可能性が大き

い.また，疎水性アミノ酸が多い繰り返し領域(A-リ

ピート領域)が存在することも，SDS-PAGE上の分

子羊と推定アミノ酸配列から求めた分子量が異なる原

因の 1つであるかもしれない.なお，SDS-PAGE上

での分子量が必ずしも実際の分子量を反映しないこと

は，レンサ球菌の菌体表層タンパク質以外のタンパク

質でも報告されている61)

アミノ酸配列の分析から，PAgには 2つの繰り返

し領域が存在することが明らかになった(図 4)， N末

端側の A-リピート領域にはアラニンが多く ，中央部

のP-リピート領域にはプロリンが多かった. CHOU 

とFASMANの方法44)によるこ次構造の推定によると，

A-リピート領域を含むN末端側約 1/4は αーヘリック

ス構造であった(図 8).αーヘリックス構造をも っタ

ンパク質抗原の代表例は， A群レンサ球菌のMタンパ

クである62) Mタンパクでは，N末端側の約 70%が

αーヘリックス構造を有している48) 本タンパクの機

能の 1つに，細菌が多形核白血球による貧食作用から

逃れる抗食作用が挙げられている 63) アミノ酸配列上

は，PAgとMタンパクの聞に相向性は認められない

が(図 11)，どちらも N末端側が α ヘリックス構造を

とることから，PAgにも食細胞の機能に抗する作用

があるのかもしれない.また LAPOLLAら29)は，

SpaAのN末端側の A-リピート領域が α一ヘリックス

構造をとると報告している.彼らは，この領域の繰り

返し構造が，線維状の α一ヘリックスのコイルーコイ

ル構造(α-helical coiled coil)を構成していると考え

ている PAgにおいても，この領域が αーヘリックス

のコイルーコイル構造をとっている可能性は大きい.

PAgのC末端構造は，Mタンパク，プロテインG

およびプドウ球菌のプロテインAとの間でいくつかの

共通点が認められた.すなわち，これらのタンパク質

のC末端側にはプロリンの多い領域とそれに続く高l保

水性領域とがそれぞれ存在した(凶7).Mタンパクで

は，C末端側の高プロリン領域は細胞壁のペプチドグ
リカン層に入り込んでいることが報刊されている64)

そこで UHLENら65)は，MタンパクではC末端側の高

プロリン領域がタ ンパク質を細胞壁から外げIJきに配列

させるのに必要ではないかと述べている. したがっ

て，PAgの C末端側(Pro-1497から Pro1545)もこ

のような役割をもっていると思われる. またそれに続

く高疎水性領域は， Mタンパク，プロテイ ンGやプロ

テインAなどで/云唆されているように64，65)，タンパク

質を膜に固定するアンカー領域であろうと考えられ

る. このように PAgの構造には，Mタンパクやプロ

テインGとさまざまな面で共通点がみられた.

ところで，最近 LAPOLLAら29)は，若者が本研究で

用いたものと同じ血清型gの別株(5.50bηnus 6715 

株)を用いて，その菌体表層タンパク質抗原(SpaA)

の全塩基配列を調べている.両者の塩基配列を比較し

たところ，七に以ドの 3点で相違が認められた(凶 9，

表 3)，第 l点は，シグナノレペプチドの長さが，PAg 

の 38アミノ酸残基に対して，SpaAでは 50残基と長

いことである.他の薗体表層タンパク質抗原(PAc，

I/Jl， SR， SSP-5)のシグナ/レペプチドは，いずれ

も38個のアミノ酸残基によって構成されてい

る24.比 57.58)ことから考えて， SpaAのそれは例外的で
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ある.第2点、は， P リピー卜領域の構造単位が PAg

の 2.5個に対して SpaAでは 1.5個と l個短いこと

である.これは，SpaAの p-リピー卜領域における

アミノ酸残基数が PAgのそれと比べて 39個少ない

ことを意味する.おそらし彼らは何らかの原因で繰

り返し領域の塩基配列を読み落としたのではなし功3と

考えられる.第 3点は，SpaAにはアミノ酸配列にお

いて，細胞膜を通過する領域に相当するアミノ酸残基

数が少ない.すなわち，PAgでみられたような細胞

質内領域に相、IJする 8アミノ酸残基が存在しない.同

じように，細胞膜を通過するのに必要なアミノ酸配列

をもたないものに，S. mutansのSR57)とS.sanguis58) 

のSSP5がある.彼らは，これらのタンパク質は，

この部分について何らかの転写後修飾があるのでは介

し3かと考えている.

う蝕細蘭の分チ遺伝学的研究は，ここ数年で飛躍的

に発展した.菌体表層タンパク質抗原はもちろんのこ

と，グルカン合成酵素やスクロース代謝関連酵素な

ど，う蝕細菌の主な病原因子の遺伝子は既にクローン

化され，その多くは塩基配列も決定されている 6ト 73)

OKAHASHIら74)は，う蝕に関わる菌体表層タンパク質

抗原，グルカン合成酵素およびスクロース代謝の遺伝

子を使って，それらが S.mutansの染色体DNA上で

どのように配置しているかを調べている.その結果，

S. mu/ansの初期付着，クツレカン合成，スクロース代

謝というう蝕の発症に関わる病原因子遺伝子が，それ

ぞれ染色体上のー領域に集まり ，遺伝子集団(gene

cluster)を形成していることが明らかになった.この

ことは，これら一群のタンパク質が同時に発現され，

う蝕の発症に対してそれぞれが相補的に機能している

ことを示唆している.

タンパク質抗原については，まず 1989年に OKA-

HASIIIら23)が S.mu白川 のραc遺伝子のクローニング

に成功し，その全塩基配列を決定した24) さらに，そ

れに続いて KELLYら25)も同一血清朝の別の株で全塩

基配列を発表し，pacと98% のホモロジーを示すこ

とを報許している.しかし，S. sobη・ηusのタンパク

質抗原 PAgは，いままでS.mutansのPAcとの免

疫学的交差反応性を通じて塩基配列の一部が解明され

ていたにすぎず，今凶初めてその全塩基配列を明らか

にすることができた.すなわち本研究により ，PAg 

のアミノ酸配列およびその構造上の特徴が明らかにな

り，これが分子遺伝学的にもS.mutansの PAcと類

似の構造をもつことがわかった.S. sobη~nus の PAg

とS.mutansのPAcがアミノ酸配列において高い相

向性を有していることは，機能面でも両者に共通の性

状が存在していることをうかがわせる.すでに，S

mutansのPAcは，細菌の歯面への付着に関与して

いるという報告23・75)があることから，S. sobrinusの

PAgも同様の機能を有している可能性が大きい.し

かし，その詳細は不明である.

ところで，OKAHASHIら24)は，S. mutansのμc遺

伝子と相向性のある遺伝子が他のレンサ球菌にどのよ

うに分布しているかをサザンプロット法76)を用いて調

べている.結果は，通常のハイプリダイゼーション条

件下では c型 S.mu臼nsの他は e型および/型

S. mutansのDNAが仰c遺伝子プロープとハイプリ

ダイズしただけであった.しかし，ハイプリダイゼー

ションを 65%程度の相向性でも検出できるように条

件を緩めて行うと，ραc遺伝子は b型 Streptococcus

rattusを除くすべてのミュータンスレンサ球菌の

DNAと反応した.以との結果から，彼らは，S. mu-

tansのPAcと類似のタンパク質が他のミュータンス

レンサ球菌にも広く分布していると考えている.一

方，HOLT ら7川ま，S. sob行nus6715株(血清型g)か

らタンパク質抗原(SpaA)遺伝子のクローニングを行

い，この遺伝子と相向性のある遺伝子は d/g型s.

sobrinusに共通に存在すると報告している.同様に

MAら78)も，他のミュータンスレンサ球菌に対する s.

mutans (血清型 c)のタンパク質抗原遺伝子の保存性

をサザンプロット分析で調べた結果，完全なρac遺

伝子と反応するのは血清型 c，e， fの S. mu仰~s 染

色体DNAだけであった.しかし，タンパク質抗原の

C末端の一部と対応する DNAプロープとは S.mu-

tansだけでなく Streptococcusintermediusや Strelうto・

coccus oralisの染色体DNAともハイプリダイズし

た.本研究においても，表3に示したように，同一血

清型のタンパク質抗原聞ではアミノ酸相向性が80%

から 100% と高く ，他の血清型のミュータンスレンサ

球菌との間では 60%前後であった.

これとは別に SOMMERら5川ま，血清型/の S.mu-

tansの唾液結合タンパク質(SR)の研究を進めてい

る.この sr遺伝子の塩基配列の解析結果57)から，そ

のアミノ酸相向性は PAcとは 88%，PAgとは 55%

であった.さらに，口腔内常在細菌のひとつである

S. sanguisにもヒ卜の唾液と結合する菌体表層タンパ

ク質(SSP-5)が存在することが知られている附.この

SSP-5についても，最近塩基配列の解析結果が報告
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された58) これと PAcおよび PAgとのアミノ酸相向

性は，それぞれ 58%と47%であった.また，この両

者の塩基配列から推測される構造上の特徴は，PAc 

およびPAgと非常によく似ていた.タンパク質に電

要な機能や立体構造を保持するアミノ酸配列は保存さ

れやすい.したがって，これらタンパク質分イA聞に共

通の機能が保持されている可能性は高い.

以上のことから，S. sobrinusの PAgは，S. mu-

tansのPAcやその他のレンサ球菌の菌体表層タンパ

ク質と同様に，細菌が歯面に付着する際に関わるタン

パク質として機能していることが考えられた.今回得

られた知見は，う蝕発症メカニズムの分子レベ/レにお

ける解明ゃう蝕予防の一助となるだろう .

結論

う蝕病原性ミュータンスレンサ球菌の 1つ，s.

sobrinus MT  3791株(血清型g)の菌体表層タンパク

質抗原(PAg)をコードする遺伝子(仰:g)の全塩基配列

およびその一次構造を明らかにした.

1. pag遺伝子は，4，698塩基対からなっていた.

これは，1，566個のアミノ酸をコードしており ，推定

分チ主主は 170，202であった.

2. 構造上の特徴として，N末端と中央領域に 2つ

の繰り返し構造，すなわち A-リピート領域と P-リ

ピート領域が存在した.A-リピート領域は，82のア

ミノ酸残基からなる構造単位が 3回繰り返されてお

り，アラニンが豊富であった.Pーリピート領域は，

39のアミノ酸残基からなる構造単位が 2回と半分繰

り返されており ，プロリンが豊富であった.また，

末端 1/4はα一ヘリックス構造をとっていた.さらに

シグナルペプチドの存在から，PAgは分泌型タンノ 。

ク質であることがわかった.c末端は，Mタンパクや
プロテインGのそれらと共通の構造，すなわち，疎水

性アミノ酸の多い領域からなり ，タンパク質抗原を膜

に固定する機能を有していた.

3. 最近報告のあった同一血清型 g(s. sobrinぬ、

6715株)のタンパク質抗原 spaA遺伝子の塩基配列と

今回決定した ρag遺伝子の塩基配列を比較した.そ

の結果，両タンパク質抗原のアミノ酸配列は 96% と

高い相同性が認められた.

4. S. mu臼ηsPAcとの相向性は，塩基レベノレ，

アミノ酸レベルともに 66% であり，構造的にはかな

りの類似性が認められ，機能上も類似していることが

推測された.さらに，PAgや PAcはミ 1 ータンスレ

ンサ球菌以外のlJ腔レンサ球菌の表層タンパク質とも

構造的に似ており ，これらはひとつの大きなファミ

リーを構成していることが示唆された.
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