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緒 論

Eubacterium に属する細菌種はグラム陽性,

嫌気性の長い連鎖梓菌で glucoseを利用して細

胞内に大量のglycogen顧粒を蓄積する･特徴をも

っている｡口腔,特に歯表面に着生している Eu-

bacterium の多くは Eubacteriurnsaburreum

と同定される細菌種であって, これらは血清学的

に6つの型に分類されている1)0

1972年,近藤 ･ら2)はやはり人の歯垢から,E.

saburreum とは異なる Eubacterium の新種

(S-1株,十92株) を分離した｡この細菌種は上

記と同一の形態学的特徴をもってはいるが,細胞

が大型であることと,何種類かの糎分解性を欠如

(galactose,mannose,arabinose,xylose,tre-

halose)する点で E.saburreum とは明らかに

性状を異にする細菌種であった｡また, この細菌

種の特記すべき特徴は glucose,maltose,ある

いは sucrose を基質として細胞壁の表層に大量

の粘性不溶性の多糖を合成し, そのために液体培

地中では個々の細胞同士が互に融合を起こし, 巨

大な菌塊として発育して くる ことである｡ しか

し, この菌が上記の如き不溶性多糖を合成する性

状は安定でなく,液体培地で本菌の継代培養を繰

り返すと,徐々に水溶性多糖を合成する変異株を

生じ,液体培地全体をゼ リー状化して発育するよ

うになる｡ この変異株の産生する水溶性多糖が一

種のprOteOglycanであることは既にKondo･ら

3)によって証明されている｡ しかしながら,この

原株が産生する細胞壁表層の不溶性多糖 について

はその可溶化が困難であったため, その研究は進

められていなかった｡唯,1974年近藤 ･ら4)はア

ルカリを用いてこの不溶性多糖を可溶化し, その

一部の性状を報告しているが, この様な方法で可

溶化された 多糖についてはその糖鎖構造の安全性

を保障することはできなかった｡

そこで,この研究においては, アルカリの使用

を避け,種々の蛋白消化酵素を利用することによ

って,この物質の可溶化を試み, 可溶化された物

質の物理的性質,糖鎖部分の化学組成並びにこの

物質の糖-peptideの結合様式について検討を加

えたので,その成績を報告する｡

材 料 と 方 法

1.不溶性多糖の可溶化とその精製一

使用した菌株は人の歯垢より分離した Eubac-

terium sp.S-1株 である｡使用 した培地の組

成は以下の如 くである｡ProteosepeptoneNo.

3 (Difco)1.0g,Yeastextract(Difco)5g,

K2HPO42.5g,NaC15g,glucose20g,水 1β,
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pH7.2｡ 上記の培地に菌接種後,37oC,18時間

嫌気的に培養した｡ この培養菌体を水で3回遠心

洗浄した後,菌体の3倍量の水を加え Teflonの

ホモジナイザーで撹拝し, これを遠心して上清中

に含まれる少量の水溶性分画を除き,菌体と結合

したまま沈澱する不溶性多糖を可溶化実験の出発

材料とした｡

この不溶性多糖を可溶化するため, 出発材料に

以下の条件で3種類の蛋白消化 酵素を作用させ

た｡

① 出発材料を0.2MTris-HClbuffer(pH8.0)

に浮遊させ, 1mg/mlの trypSin(Motida)

と 0.08% NaN3を加え,37oC,18時間消化し

た｡

② 出発材料を0.2MTris-HClbuffer(pH8.0)

に浮遊させ,1mg/mlの prOnaSe(科研化学)

と0.08% NaN3を加え,37oC,18時間消化し

た｡

⑧ 出発材料を 0.2M PBS (pH6.9)に浮遊さ

せ,1mg/mlの papain (Merck),50mM

cystein-HCl,10mM EDTA,および 0.08%

NaN3を加え,37oC,18時間消化した｡

次いで,これらの蛋白消化物の遠心上清に0.5%

酢酸カリを含む3倍量のエタノールを加え, 多糖

の沈澱形成によって不溶性多糖の可潜化を判定し

た｡ 多糖の沈澱が認められる場合はこのエタノー

ルによる沈澱を3回繰 り返した後, これを少量

の水に溶かし Sepharose6B のカラム (2.4×

110cm)で ge1滴過を行った｡溶媒としては0･02
%NaN3を含む 0.15M NaClを用いた｡ge1滴
過で得られた各フラクション (10ml)に含まれる

中性糖含量を glucoseを standard として,

phenOトH2SO4法5)で測定した｡また同時に,各

フラクションの OD280を測定した｡

2.一般的分析方法

多糖に含まれるア ミノ糖は試料を減圧下で封

管 して,4NHCllOOoC 4時間水 解 後, glu-

cosamineを standard として,アミノ酸自動

倉析計 (HitachiAminoAcidAnalyzerKLA

3B)を用いて定量した｡

アミノ酸は試料を減圧下で封管して,6NHCl

81

1100C24時間水解後, アミノ酸自動分析計で定

量した｡

粘度は Ostwald'sviscometerN0.3を用い

て,25.OoCの恒温槽中で測定した｡

超遠心は BeckmanModelEUltracentri-

fugeを用い,60,000r.p.m..5.2oC～6.OoCで

測定した｡

電気泳動はcelluloseacetate膜上 (Separax,

6×11cm)で28V/cm の定電圧で行った｡ 染色

は0.5%alcianblueで行ない,bufferとして,

0.05M acetatebuffer(pH4.9) と 0.05M

sodium citrate-HClbuffer(pH2.4)の2種

類を用いた｡

ペーパークロマ トは東洋滅紙 No.51を使い,

溶媒 として トbutanol:pyridine:水,(6:4:

3,Ⅴ/v)を用いて,上昇法で18時間展開した｡染

色はアルカリ性硝酸銀で行った｡

g.1.C.は HitachiO63を用いた｡ カラムは

3%OV-17でコ- 卜した SchmaliteW (80-100

mesh)を充填したガラスカラム (0.3×300cm)

を用いた｡カラム湿度は150oC-250oCまで5Co/

min の割合で昇湿した｡ g.1.C.一m.S.は Hi-

tachiRMU7M を用いた｡

糖類の還元は NaBH4を用い,密栓して37oC,

18時間 incubate した後,Dowex50(H+)の

カラムを通して Naを除き,減圧濃縮後,メタノ

ールを加え減圧濃縮を3回繰 り返してホウ酸を除

いた｡

糖類の N-アセチル化は Marcus･ら6)の方法

に な らい, 4容 の試 料 に 1容 の saturated

NaHC03と1容の5%無水酢酸を加え密栓して

37oC,18時間 incubate した後,Dowex 50

(班+)のカラムを通して脱塩した｡

3.構成糖の同定

試料中に含まれる中性糖の組成を調べる場合,

試料 を 1N HCllOOoC 4時間 水解 した 後,

Dowex50(H十)と Dowex1(CH3COO~)の

カラムを通し中性糖分画を得, この分画に含まれ

る中性糖をペーパークロマ トにかけ,その Rf値

を標準糖と比較同定した｡ また同時にこの中性糖

を守元して糖アルコールに変え･ その TMS 誘
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導体を g.1.C.で分析し, その保持時間を測定し

て,標準糖のそれと比較同定した｡ アミノ糖の組

成を調べる場合,試料を 4N HCllOOoC 4時間

水解した後,Dowex50(H十)のカラムに吸着さ

せ,カラムの4倍量の 1NHClで潜出し,得ら

れたアミノ糖分画を N-アセチル化した後,還元
して糖アルコールに変え, その TMS誘導体を

g.1.C.で分析し,標準糖と比較してアミノ糖の同

定を行った｡

4.鰭-peptideの結合様式

先ず, 可溶化した不溶性多糖の糖-peptide結

合に関与しているア ミノ酸の種類を決定する場

令,試料 2ml(中性糖含量で 10mg)に NaOH

(最終濃度0.04M)と NaBH4(最終濃度0.3M)

を加え全量 3mlとして60oC,48時間アルカリ還

元処理を施した｡次いで 1NCH3COOH を加え

て (pH5.0)反応を停止させ,減圧濃縮後,メタ

ノールを加え, 減圧濃縮 によりホウ酸 を除き,

2mlの 6N HClで1100C24時間水解した後,

アミノ酸自動分析計で アルカリ還元処理の前後に

おけるアミノ酸の増減を測定した｡

次に, この物質の糖-peptideの結合に関与し

ている糖の種類を決定するために,試料 6ml(中

性糖含量で 30mg)に NaOH (最終濃度 0.3M)

と NaBD4(最終濃度 0.4M) を加え,全量を

10mlとして37oC,18時間アルカリ還元処理を施

した｡次いで 1NCH3COOH を加えて (pH5.0)

反応を停止させ,十分に透析して脱塩した｡ この

透析内液を濃縮後,1NHCllOmlを加え 1000C

4時間水解した｡ この水解液を N-アセチル化し

た後,Yamaguchi･らの方法7)にならって OH~

型の Dowexlのカラムにかけ,潜出してく,る糖

アルコールを TMS誘導体 として g.1.C.一m.S.

で分析した｡

結 果

Eubacterium sp.S-1株が菌体外に産生する

不溶性多糖は trypsinや pronaseによる消化物

の遠心上清にエタノールを加えても極 くわずかの

沈澱物しか認められず, これらの蛋白消化酵素で

は可溶化できないことが判った｡しかし papain

図 I papain で可溶化された不溶性多糖の

Sepharcse6Bのカラム gel涯過
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カラム 2.4×110cm,溶出液 0.15M NaCl

(0.02%NaN3を含む),フラクション10ml

による消化物の遠心上清にユタノ-ルを加えたと

ころ,大量の沈澱物が認められ, この不溶性多

糖は papain により可溶化されることが判明し

た｡

次に,papainにより可溶化された この物質を

Sepharose6B のカラムで gel源過を行った結

莱 (図 Ⅰ),voidvolumeより僅かに遅れて潜出

してくる分画 Ⅰと, それよりかなり遅れて潜出

してくる分画 ⅠⅠの2つに分れることが明らかと

なった｡ なお,分画 ⅠⅠⅠは papain由来の物質

である｡

この分画 Ⅰと分画 ⅠⅠを電気泳動にかけた結果

(図 II),両分画とも pH4.9および:＼pH2.4とい

う条件で単一のスポットとして, 陽極側へ移動す

る酸性物質であることが判明した｡

次に,分画 Ⅰと分画 ⅠⅠの粘性を調べるために

両分画の中性糖濃度を同一 (30FLg/ml)として,

0.05MPBS,(pH7.0)における粘度をOstwald'S
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図 日 Sepharose6Bのカラム gel涯過で得られた分画 Ⅰと分画 ⅠⅠの電気泳動

分画 ⅠⅠ 分画 1

0.05M acetatebuffer,pH4.9

叩
.,Y.I
_.
'L

㌢ヨ

分画 ⅠⅠ 分画 1

0.05M sodium citrate-HClbuffer,pH2.4

cellulose-acetate(Separax,6×11cm),28V/cmの定電圧で90分 電気泳動,染色は 0.5% alcianblue

viscometerN0.3を用いて測定した結果(表 Ⅰ),

比粘度は水を1.0とすると,分画 Ⅰは8.2,分画 ⅠⅠ

は2.0であった｡このように分画 Ⅰは分画 ⅠⅠと

比べて造かに粘性の高い分画であることが判明し

た｡

次に,分画 Ⅰと分画 ⅠⅠの純度を調べる目的で

超遠心を行ってみた (図ⅠⅠⅠ)｡分画 Ⅰ(濃度0.65%

0.05M PBS,pH7.0)は一相性のほぼ均一な物

質として行動したが,分画 ⅠⅠ(濃度0.31%0.05M

PBS,pH7.0)は二相性のパターンを示し,均一

な物質とは認められなかったので,今回は分画 Ⅰ

に関して得られた成績だけを報告する｡

次に,分画 Ⅰの S-valueを求めるため,.種々

の濃度 (0.04%,0.07%,0.12%,0.22%)にお

ける沈降定数を測定した (図 ⅠⅤ)｡しかし,分画

Ⅰの沈降定数は濃度依存性が大 き く,又両者 の

間に直線関係が得られなかったので, 正確 な S-

表 I Sepharose6Bのカラム gel櫨過で

得られた分画Ⅰと分画ⅠⅠの相対粘度

83

Concentration viscosity *Relative

Fraction LfaFeFiCaOluS(%) (sec) viscosity

1 0.17 205 8.2

Ⅰ1 0.04 50 2.0

H20 25 1.0

*Ostwald'sviscometer(No.3),at250.

(中性糖濃度は分画I,分画IIとも30pg/ml)

valueの算出はできなかった｡

次に,分画 Ⅰの糖の組成を調べてみた｡まず中

性糖の組成を決定するため,分画 Ⅰの水解液の中

性糖分画を g.1.C.で分析した結果,inositolに

対する相対保持時間 (良.R･T.)が0.81を示す唯

一のピークが出現し,glucoseのR.R.T.(0.81)
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図 III 分画 Iと分画 IIの超遠心のバク-ン

0.05M PBS,pH7.0

60,000r.p.m.,6ccで測定

BeckmanModelE Ultracentrifuge

図 ⅠⅤ 分画 Ⅰの沈降定数の濃度変化

10 2.0 mg/ml

0.05M PBS,pH7.0

60,000r.p.m.,5.2oC～6.OoCで測定

BeckmanModelEUltracentrifuge

と一致した｡ またペーパークロマ トでも単一のス

ポットを示､し,glucoseの Rf値 (0.32)と一致

した｡この結果,分画 Ⅰの中性糖は glucoseだ

けから成ることが判明した｡

次に,分画 Ⅰのアミノ糖の組成を決定す るた

め,試料水解液のアミノ糖分画を g･1･C･で分析

した結果,R.R.T.が0.98と1.08を示す2つの

ピークが検出された｡R.R.T･が1･08を示すもの

は glucosamineの R.R.T.(1.08)と一致し,

glucosamineと判明したが,R.R.T.が 0.98を

示すものは glucosamineや galactosamineな

ど既値のアミノ糖よりも R.R.T.が小さい アミ

ノ糖であった｡ このアミノ糖はアミノ酸分析計に

おいてglucosamineのelutionvolumeを1と

した場合,1.45に相当するもので,既に近藤 ･ら4)

がこの菌の水溶性多糖から検出した未知のアミノ

糖と同一のものであった｡ そこでこの未知のアミ

ノ糖の構造を調べるために, これを N-アセチル
化した後,NaBD4で還元して糖アルコールに変

え,その TMS誘導体を g.1.C.一m.S.で分析
した｡その結果 (図 Ⅴ),最高イオンとして m/e

481,その他 primaryfragment として,m/e

104,117,175,219,277,321,379および392が

得られた｡このことから,この R.R.T.0.98の

アミノ糖は C-2位 にア ミノ基をもち,C-6が

methyl基 になった 2-amin0-2,61dideoxy-

hexoseであることがわかった｡

次に分画 Ⅰに含まれる上述の中性糖とアミノ糖

並びにアミノ酸の定量結果をまとめてみると (表

II),glucoselOOOFLgに対して, glucosamine

が 400pg,2-amin0-2,61dideoxy-hexose が
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図 V R.R.T.0.98のアミノ糖串の質量分析
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表 ⅠⅠ 分画 Ⅰの化学的組成

Component Weight(〃g)

Glucose 1,000
Glucosamine 400

2-Amin0-12,6-dideoxy-hexose 450
Aminoacids 30

glucose:pheno1-HIOSO4法による定量値 glucosa-
mine,2-amin0-2,6-dideoxy-hexoseおよびアミ
ノ酸:アミノ酸自動分析による定量値

450iLg,ア ミノ酸の総計が30pg とい う結果にな

り, glucose,glucosamine,21amin0-2,6-di-

deoxy-hexoseの モル比が 1.0:0.4:0.5である

ことが判明した｡

上記の如 く,papainによって 可溶された この

物質 (分画 Ⅰ)には微量ではあるが ア ミノ酸が含

まれていた. そこで, この物質の糖-peptide結

合様式を調べる目的でこの物質に アルカ リ還元処

理を施 し,その前後における構成 ア ミノ酸の増減

を測定してみた｡その結果 (表 ⅠⅠⅠ),-イ ドロオ

キシア ミノ酸である serineと threonineが減

少するのに対t て,alanineが増加 し,また新た

に α-aminobutyricacid が出現 して くること

が認められた｡ これは糖-peptide間の結合がア

ルカリによって β一脱離反応が起 こり, 同時に存

在する NaBH4によって還元され, serine が

表 ⅠⅠⅠ 分画 Ⅰのアルカリ還元処理前
後におけるアミノ酸組成
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Aminoacid
Before After
treatment treatment
(moles/100molesaminoacids)

AS｡
G1u
pr｡
G1y
cyS
w

m

Leu
Tyr
ser
Thr
A1
a-amlnO
butyric
acid

9

4

8

3

8

0

1

3

7

8

2

6

3

0

6

3

1

6

5

8

3

2

7

0

1

1

1

1

1

7

9

4

3

8

3

0

9

9

9

9

3

6

3

9

6

7

1

6

5

7

3

4

2

8

1

1

1

1

alanineに変わ り,また threonineが α-amino

butyricacidに変 った事を示すものである｡ こ

のことから, この物質の糖-peptide結合に関与

するア ミノ酸は serineと threonineであるこ

とが証明された｡

次に, この2種類のア ミノ酸 (serineとthre-

onine)の水酸基 とアルカ リに不安定な 0-glyco-

side結合をしている糖の種類を 決定するために,

還元剤 として NaBD4を用い,アルカリ還元処理

を行 った｡ この処理によって糖-peptide結合は

切断 され, ア ミノ酸に結合 していた糖は還元末端

糖 として 遊離する ので,Lこの 糖だけが 共存する

NaBD4によ り,C-1に deuterium の導入され

た alditol(トd)~に変わる筈であ り, 一方, ア

ミノ酸 との 結合に 関与 して いなかった 糖は水解

により, 遊離の aldose となる筈である｡ この

aldoseと alditolを分離 するために Yaふagu-

chi･ら7)の方法を用いた｡

Yamaguchi･ら7)はカルボニル基を持つ aldose

は OH~型の強塩基性の樹脂のカラムに 吸着する

が, カルボニル基を持たない alditolはこの樹脂

に吸着 しないことを利用 して 両者を分離すること

を報告 している｡
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図 ⅤⅠ分画 Ⅰのアルカリ還元処理後における alditol(1-d)の検出
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分画 Ⅰ-NaOH-NaBD4処理-Dowex1(OH~)-素通り分画-TMS化-g･1･C･

そこで,アルカリ還元処理を施した試料を水解

(1NHCllOOoC4時間)して,OH~型の Dowex

lのカラムにかけ, その素通り分画を N-アセチ

ル化した後,TMS誘導体に変え,g･1.C･一m･S･

で分析した｡結果は図 ⅤⅠに示す如 く6つのピー

クが検出された｡ またこれらの質量分析の結果を

表 ⅠⅤ に示した｡

まず,R.R.T.0.17のピークからは最高イオン

として m/e293(M+-15)と, その他 primary

fragmentとして,nl/elO3および205のイオン

が得られる ことから,deuterium では還元され

ていない glycerolであると同定された｡ これは

本菌の細胞壁に存在するglycerolteichoicacid

に由来する爽雑物であると思われる｡

次の R.R.T.0.34のピークからは図 ⅤⅠⅠに示

す如 く,最高イオンとして m/e396(M+-15),

その他 primaryfragmentとして m/e103,

104,205,206,307および 308のイオンが検出

された｡ これらのうち m/e104,206および308

は deuterium 効果を示すイオンである｡このこ

とから, このピークは C-1に deuterium の導

入された tetroseであることが判明した｡

また,R.R.T.0.55,R.R.T.0.72,R.R.T.

1.05の各ピークか らは m/e204(TMSOCH-

CHOSMT)十のイオンが非常に高い強度で検出さ

れた｡ このイオンは リング構造の糖に特徴的なも

のであって,鎖状構造の alditolからは検出され

ないイオンである｡従って,これらのピークはカ

ラムから溶出された未知の aldoseであることが

判った｡ カラムに吸着されないこれら微量の aト

doseは分画 Ⅰに含まれる爽雑物と思われるがそ

の起源と種類については不明である｡

また,R.R.T.0.90のピークからは m/e173
● +

(TMSOCH-CHNHCOCH3) のイオンが高い強度

で検出された｡ このことから,これはアミノ糖で

あり, また最高イオンとして m/e406(M十一15)

が得られることから,構成糖の一つ一21amin0-2,

6-dideoxy-hexoseであると同定された｡

以上の結果から,serine,threonineの水酸基

とアルカリに不安定な 0-glycoside結合してい

る糖はtetrose,すなわち,erythroseかthreose

の何れかであることが証明された｡
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表 IV 図ⅤⅠで得られた各ピークの質量分析
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図 ⅤⅠⅠ 図 ⅤⅠにおける R.R.T.0.34の

ピークの質量分析

(411)
CHDOTMS

iOi-｢十 一 一一一一131.7
CHOTMS

1296-- 仁 I1-- 2-.i
CHOTMS

-Sols- 十 一一----T.ど
CH20TMS

217

218 307

308 (ML 15)

100 200 300 4=00

(m/e)

R.R.T.0.72

m/e Relativeintensity(%)
73

103

129

147

204

217

305

317

333

100.0

10.2

21.0

30.8

66.2

21.2

21.2

5.8

22.0

R.R.T.0.90

m/e Relativeintensity(%)
73

103

129

131

144

173

186

204

301

332

347

406

R.R.T.1.05

項
-3
禁

1-0
1-7
204
217
305
3

100.0

8.1

44.0

87.4

ll.9

90.3

21.2

12.1

7.8

7.5

0.5

0.5

Relativeintensity(%)
40.8
18.9
11.2
14.3
12.2
100.0

4
7
1

8
1
3

1

考 察

以上の如くEubacteriumsp.S-1株が細胞表

層に産生する不溶性多糖は一種の prOteOglycan

であることが証明された｡

この株が産生する不溶性多糖と既に Kondo･
ら3)が報告している水溶性多糖の糖組成を比較し

てみると,アミノ糖の組成は同一であったが, 中

性糖の組成には違いが認められた｡即ち,不溶畦

多糖に含まれる中性糖 は glucoseだけで ある

が,水溶性多糖 には glucoseと mannose が

3:1の比率で含まれていた｡ このことは,この菌
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の不溶性多糖が水溶性多糖に変わる場合, それに

mannoseの附加されることが一つの 要件になっ

ていることを示唆する事実であるかも知れない｡

またこの実験で示された如 く, この不溶性多糖

が pronaseによって可溶化されず, それよりも

消化作用の劣る papainによって可溶化されるの

は反応系に加えられた cystein-HClと EDTA

が唯単にこの酵素の aCtivator として働いてい

るだけでなく,菌体の細胞壁表層に結合している

この物質の -S-S-結合を切断したり, あるいは

これが坂込んでいるかもしれない Caを除去する

ことによってその構造を開裂させ,蛋白消化酵素

の作用を受け易くしているものと考えられる｡

次に,この物質は pH2.4という酸性条件にお

いて陽極側-移動する酸性物質であることが明ら

かになったが, この物質に陰性荷電を与えている

酸性物質の本態についてはまだ明らかにされてい

ない｡ただ,この物質にはウロン酸,シアル酸,

硫酸基や憐酸基が証明されないことから, その酸

性物質は恐らく, カルボン酸であろうと推定して

いる｡

次に, この物質の糖鎖部分の組成についてであ

るが表 ⅠⅠに示した如 く,3種類の構成糖 (gluco-

se, glucosamine, 2-amin0-2,6-dideoxy-

hexose)とまだその本態の明らかにされていない

酸性物質が含まれており, これを加えると4種類

の構成成分から成ることが明らかになった｡

現在まで発見されて いる動物由来の prote0-

glycan はいずれも2糖単位の反覆構造から成る

多糖である｡たとえば,コソ ドpイチン4硫酸,

コンドロイチン6硫酸, -バ リンの場合 には

hexosamine(-4-sulfateないしは -6lSulfate)

と hexuronicacid の反覆単位で構成されてお

り, またケラタン硫酸では hexosamine-4-sul-

fateと galactoseの反覆単位によって構成され

ている｡S-1株の産生する不溶性多糖の糖鎖部分

の結合様式については,現在まだ明らかにされて

いないけれども, これまでに,少なくとも3種類

の糖で 構成される糖鎖を持つ prOteOglycanの

報告はなく,恐らく, この物質は新しいタイプの

proteoglycanであろうと思われる｡

次に,糖蛋白における糖-peptideの結合様式

に関して Tanaka･ら8)がヒツジの顎下腺ムチン

でアルカリに不安定な 0-glycoside結合の存在

を明らかにして以来,この結合様式は多くのprO-

teoglycanの結合部位に兄いだされて来た｡ 即

ち, コンドロイチン4硫酸9)10)ll)12), デルマタン

硫酸13),-バ リン14)15)の場合,何れも serineの

水酸基を介してⅩyloseが0-glycoside結合して

おり,また軟骨のケラタン硫酸16)では N-acety1-

glucosamineが serineおよび threonine と-

O-glycoside結合していることが明らかにされ

ている｡即ち,上記のオキシアミノ酸の水酸基に

結合している糖は炭素数5つの Ⅹylose, あるい

は炭素数6つの N-acetyトglucosamine であ

る｡これに対して S-1株の産生する proteogly-

canの場合には炭素数4つの tetroseが serine

と threonineの水酸基とアルカリに不安定な0-

glycoside結合していることが明らかにされた｡

この様に,tetroseが proteoglycanの糖-pep-

tide結合に関与しているという報告はこれが最

初であり,また自然界に tetrose が存在すると

いうことも非常に珍しいことである｡

また, これまで細菌が産生するムコ多糖として

は,Bacillussubtilisの細胞壁に存在する tei-

churonicacid17)18) (D-galactosamine と D一

glucuronicacidから成る),Escherichiacoli

の培養上清から分離 された colominic acid19)

(N-acetyl-neuraminicacid のポリマー),そ

れから Streptococcus20)や Pasteurella21)に

ょって産生される hyaluronicacid(N-acetyト

glucosamineと D-glucuronicacidから成る)

が知られている｡ しかし,teichuronicacidや

colominicacidの場合,蛋白の存在は報告され

ておらず,従って,これらのムコ多糖が蛋白と結

合した proteoglycan として存在しているかど

うかについては現在まだ明らかにされていない｡

また細菌性の hyaluronicacidについてもその

糖鎖が peptide と結合しているという報告はな

い｡この報告は Eubacterium sp.S-1株の産生

する不溶性多糖が proteoglycanであることを証

明し, またその糖-peptideの結合様式を明らか
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にしたものであって,細菌性の proteoglycanと

しては最初の報告である｡

次に,この物質の分子量についてであるが, 表

ⅠⅠⅠに示した如 く,中性糖含量で 10mgの出発材
料にアルカリ還元処理を施し,β一脱離反応で減少

した serineと threonineの含量を測定すると,

その総量は 11.Opg(0.12pM)であった｡ この

場合,この減少した serineと threonine には

全て糖鎖が結合していたと考えられるので, これ

らのオキシ アミノ酸 1ケにどれだけの糖が結合 し

ているかを上記の結果から計算してみると, 減少

したオキシアミノ酸 1モルに対して,glucoseが

460モル,glucosamineが180モル,2-aminol2,

6-dideoxy-hexsose が230モル結合しているこ

とになる｡ これらが全て直鎖構造をとっていると

仮定すると1ケのオキシアミノ酸に結合している

糖鎖の分子量は約 160,000となり, この物質の分

子量は非常に大きいものであると推定される｡

最後に,この菌は StreptococcusmutanSが

sucrose を基質として不溶性の glucan を合成

するのとは異なり,glucose あるいは maltose

を基質とした場合においても, その細胞表層に不

溶性の proteoglycan を産生する特徴を持って

いる｡現在,この proteoglycan が歯垢中でど

んな役割を果しているかについては判明していな

いが,この菌はその proteoglycan の持つ酸性

基によって直接エナメル質表面の Ca2十 と結合す

るか, あるいはその粘性によって歯表面に粘着す

るものと考えられる｡

またコン ドロイチン4硫酸が Ca2十 と良 く結合

する能力を持ち, 石灰化する際に大きな役割を果

すと考えられている22)様に,この proteoglycan

もその酸性基によって Ca2十 と結合し,歯垢の石

灰化になんらかの役割を果しているものと推定さ

れる｡

89

とを証明した｡また,この proteoglycan の多

糖部分は glucose,glucosamine,2-amin0-2,

6-dideoxy-hexose,(1.0:0.4:0.5)で構成され,

その糖-peptide の結合様式 は serine および

threonineの水酸基と糖鎖の還元末端に存在する

tetroseがアルカリに不安定な 0-glycoside結

合をしていることを明らかにした｡

結 論

歯垢中から分離された Eubacterium sp.S-1

株が glucoseを基質として,細胞外に大量の粘

性不溶性多糖を合成し, これが papain によっ

て可溶化される酸性の proteoglycan であるこ
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