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オートl)シン (自己細胞壁融解酵素)は,細胞壁の

伸長,隔壁形成及び娘細胞の分離など,細菌細胞の分

裂増殖において重要な役割を果している (Forsberg

andRogers,1971).その L'〝Vivoにおける作用に

ついての研究は,多くの研究者により行なわれている

が,オートリシンが分離精製され,その酵素的諸性質

について詳細な研究がされた例は極めて少ない. これ

はオートT)シンが 細菌に とって必須のものである一

方,少量でその機能を果しうるためと,多くの菌株の

オートリシンが細胞壁に強く結合するため,その分離

が困難であったことによるものと考えられる (村尾,

1977).しかしいくつかの菌株では, オートリシンが

菌体外に遊離することが知られており,これはオート

リシンの研究,およびその精製にとり非常に有利な性

状である.

ClosTrLdl〟msaccharopcrbutyLacetoTILcLlmは,高浸透

圧条件下におくと激しくオートリシス (自己融解)す

る. しかもそのオー トリシン (N-アセチルムラミダ

ーゼ)は,本菌の増殖に従い,菌体外に遊離蓄横され

ていく特異性を有している (吉野ら,1978). この菌

体外オート))シンを用い,その酵素的諸性質について

検討をおこなおうとしたが,本酵東はイオン交換体に

強く吸着され,通常の解離条件での溶出は見られなか

った.本実験では,本酵素のイオン交換体からの解離

条件を詳細に検討し,吸着に関与するイオン交換体の

結合基と,その結合様式を明らかにしようとした.
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材料および方法

1.使用菌株と培養条件

本葉験では,CLoslrLdF'〃msaccharoperbuTylacetoT7i-

C〟m7J1-4株 (ATCC 13564)を使用した. その培

養には TYA 培地 (‖ongoandMurata,1965)杏

用いた.培養法として減圧法 (5-10mmHg)あるい

は発酵栓を施した静置法を用い,30℃ で培養 をお

こなった. オートリシン調製 や細胞壁調製の ために

は,50Jの大量培養をおこない,培養初発の淘度 を

660nm の吸光度 (OD66｡)で0.1になるように接種

し,これが対数増殖中期,OD… で約0.5になったも

のを用いた.

2.菌体外オートリシンの調製

対数増殖中期,OD660で0.5の培養液を,連続遠心

機により,12,000rpm,5り30分の流速で遠心分離を

おこない,その遠心上澄液をオートL)シン調製に用い

た.なお分離された菌体は細胞壁の調製に用いた.逮

心上澄液は,60%飽和硫酸アンモニウムで塩析し,そ

の沈澱物は,傾潟法および 12,000rpm,10分の遠心

分離により集め,67mM リン酸緩衝液 pH 6.0に溶

解し,50倍量の同上緩衝液で3回透析した.透析後,

20-40%飽和硫酸アンモニウムで塩析分画を おこな

った.得られた沈毅を同上緩衝液に溶解し,50倍 量

の同上緩衝液で3回透析した.得られた酵素液を,

SephadexG 75(4.5×80cm)でゲル汝過し,細胞
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壁溶解活性をもつ画分を集め,60%飽和硫酸アンモニ

ウムで塩析し,沈澱を同上緩衝液に溶解し透析した

後,粗オートリシン酵素液として用いた.なお全ての

操作は 4oCでおこなった.

3. 細胞壁の調製

遠心分離により集めた菌体を, lJの氷冷水に懸淘

し,音波破砕機 (インソネ一夕- 200M 久保田製作

所製)で 9,000Hz,20分処理した後,分別遠心によ

り粗細胞壁画分を集めた.親細胞壁画分は1% ドデシ

ル硫酸ソーダで 35●C,15時 間処理した後,12,000

rpm,30分 遠心分離し,袋めた沈澱を温水で再懸濁

し,さらに遠心分離,再懸商を繰り返してドデシル硫

酸ソーダを除去した (OgataetaL.,1975).得られた

細胞壁は凍結乾燥した後,実験に供した.

4. 各種樹脂でのオー トリシンの吸海港出兵件の換

言寸法

使用した種々の樹脂でのオー トリシンの吸着溶出条

件を明らかにするため,以下にしめしたバッチ法を用

いた.

乾燥重量 1gの樹脂を,67mM リン酸緩衝液 pH

6.0で緩衝化した後,4.5mlの同上緩衝液に懸濁 し

た.その後 0.5mlのオートr)シン粗酵素液を加え,

水中で30分間,時 洩々拝しながら,酵素の樹脂への

吸着をおこなった.吸着完了後,9,000rpm,10分の

遠心分離をおこない,上澄液を回収し,未吸着画分と

した.沈毅した樹脂には 5mlの 2M NaClを含む

同上緩衝液を加え,水中で30分間,時々洩拝した後,

同上条件で遠心分離をおこない,上澄液を回収し,こ

れを NaCl溶出画分とした. さらに各種薬剤で溶出

を試みた場合,その薬剤名を冠した溶出画分 と称 し

た.以上の各画分は,細胞壁溶解活性を検し,添加し

た仝オートリシン活性に対する回収率を算出した.
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Fig.1･Electrophoresisofautolysinonisoelectricfo-

cusing.Thecrudeenzymesolutionwasappliedona
llOmトLKIIcolumn,and electrophoresiSWasCarried
outwiththepotentialgradientof400to900Vfor48
hr,maintainingcolumntemperatureat4oC by circu-
latingchilledwater. Lyticactivitywasassayedas
describedin MaterialsandMethods. Dotsindicate

pH,+-+ indicateslyticactivityand0-0indicates
optlCaldensityat280nm.

5.オー トリシン活性の測定法

オートリシン活性は,酵素液 0.1m1,100

mM 酢酸緩衝液 (pH4.5)0.9mlおよび

細胞壁 1mgからなる反応液を 30℃ で反応

させ,660mm における吸光度の減少により

測定した.活性の力価は以下のように算出し

た.

ヵ価 (ユニット)-些 艶や極少値旦103-
反応時間 (分)

結 果

オートリシンの等電点

オ ー トリシンの精製に先だち,高河原ら

(1977)の方法に従い,その等電点を測定し

た.Fig.1に示すように,pH 3.5-10のア

ンフォライトを用いた焦点電気泳動法によっ

て,本辞素の等電点 plは4.1付近にあるこ

とが明らかとなった.これは,本酵素がその

安定 pH である pH4から8において,ほ

ぼ負に荷電していることを示しており,その

精製にアニオン交換体であるジェチルアミノ

エチル (DEAE)-セルロース, トリエチルア

ミノエチル (TEAE)-セルロース,ECTEO-

LA-セルロースが使用できることを示してい

る.

アニオン交換体での吸着溶出条件の検討

種々の pH の緩衝液で緩衝化したアニオ

ン交換体を用いて,オートt)シンの吸着溶出

条件の検討をバッチ法を用いておこなったと



クロスト1)ジウム属細菌の autOlysinの性質 117

Table1.BufferconditionforelutionofautolysinadsorbedtoDEAE-cellulose.Onegram
ofDEAE一cc11ulosewasequi王ibratedwithinitialbuだer,andafteraddition ofautolysin,
eachresin adsorbedautolysin waswashedwith elution buffer in batchwisesystem,as
mentionedinMaterialsandMethods.EachpHofbufferwas100mM acetatebuffer(pH
4.0andpH 5.0),67mM phosphatebuffer(pH 6.0andpH7.0)and 100mM boratebuffer
(pH8.0andpH9.0).+indicatesrecoveryoflyticactivityinelutionbufferand-indicates
norecovery.Gdn･HClisabbrevationofguanidineHCl.
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ころ,Tablelにみられるように,DEAE-セルロース

では,pH4からpH8までの本酵素の安定 pH域で

吸着がおこった. しかし,吸着された本酵素は,pH

の低下あるいは塩濃度の増加によっても溶出されなか

った,これは pH の低下による酵素荷電の中和,あ
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Fig.2.PH stability ofautolysin in the
existence of guanidine HCL Autolysin
wastreated with each concentration of
guanidineHClatvariouspH for2hrat
OoC,andresidualactiyity wasmeasured.
〇一〇 indicatesIM guanidineHCl,△-△
indicates 2M guanidine HClandローロ
indicates3M guanidineHCl.

,
I

T
'
E
T
I
H

t
.聖

二

=

〓

=

l
t;
i

m

るいは酵素とイオン交換体の解離基とのイオン結合の

減少によっても本酵素が溶出されなかったことを示し

ている.しかし,本酵素のDEAE-セルロースからの

解離,溶出は,蛋白変性剤である塩酸グアニジンの存

在下でおこった.同様の結果 が ECTEOLA-セルロ

ース, TEAR-セルロースにおいても得られた.しか

し,後述するよ うに,ECTEOLA-セ ル ロース と

TEA玉-セルロースでは,バッチ法ではNaCl溶出画

分にも活性の回収がみられたが,カラムを用いた場合

には 2M NaClによっても溶出せず,塩酸グアニジ

ンを含む溶出液でのみ活性の回収がみられた.

塩酸グアニジンが,アニオン交換体に結合した本酵

素の溶出に適していることが明らかになったが,塩酸

グアニジンは元来強い蛋白変性剤であるので,本酵素

の安定した溶出のための条件の検討を おこなった.

Fig.2に示すように,本酵素は pH 6.0のとき,高

濃度の塩酸グアニジン存在下でも比較的安定で,また

効率よく溶出されることがわかった.

種々のアニオン交換体における溶出条件の比較

本オートリシンは,DEA玉-セルロース,TEAE-セ

ルロース および ECTEOLA-セルロースに強く吸着

し,塩酸グアニジンにより初めて溶出し得た.これら

のアニオン交換体は,解離基の解離度 の大きさは,

TEAE>DEAE>ECTEOLAの服である.しかし,

本酵素を 吸着す る強さは,DEAE>ECTEOLA>

TEAEの順であった.Fig.3に示すように,バッチ法

による各溶出画分の酵素活性の回収は,DEAR-セル

ロースでは 2M NaCl溶出画分では全くみられず,

2M 塩酸グアニジン画分で約40%で あった.一 方
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Fig.3.ElutionofautolysinadsorbedtoDEAEICellulose,ECTEOLA-celluloseand
TEAE-cellulosebytreatmentor2M NaClor2M guanidineHCl. Onegram of
eachanion-exchangerwasequilibratedwith67mM phosphatebufferpH6.0and5
unitsofautolysinwasadded.□ indicatesactivityof2MNaCl-elutedfraction and
I indicates2M guanidine･HCl-elutedfraction.
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Fig.4.LineargradientelutionpatternofautolysinonDEAEICellulose,ECTEOLAI
celluloseandTEAEICellulose.A 15unitofautolysin wasちppliedon thecolumn
(0.8×10cm)packedwitheachanion-exchangcrequilibratedwith67mM phosphate
bufferpH 6.0.Adsorbedautolysin was
conentrationfrom0to2or3M.〇一〇

TEAE-セルロースでは,2MNaCl溶出画分でも活

性の回収がみられた.ECTEOLA-セルロースは,使

用したイオン交換体中最も弱いアニオン交換体である

が,2M NaCl溶出画分での活性の回収が6%と少

く,TEA玉-セルロースよりも強い吸着を示した.

これらアニオン交換体に吸着した本酵素の,塩酸グ

アニジンによる溶出条件を, カラムを用いて検討 し

た.Fig.4に示したように,DEAL-セルロースでは

2.3M塩酸グアニジン濃度で活性のピークがみられ,

elutedby increasingOfguanidine.HCl
indicatesautolysinactivity.

ECTJiOLA-セルロースでは 1.7M,TEAE-セルロ

ースでは 1.3M でみられた.カラムを使用 した場

合でも,バッチ法で得られた結果と同様 に, イオン

交換体としての解離度 の順位 (TEAE>DEAE>

ECTEOLA)と本 酵素 の吸着 の強 さ (DEAE>

ECTEOLA>TEAE)とはことなっていた.

イオン交換体の担体への吸潜の検討

本酵素のアニオン交換休への強い吸着は,その等電

点付近でもおこるなど,イオン結合のみによって引き
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おこされるものではないと考えられた.また,イオン

交換体はイオン結合に与る解離基と,その担体として

の樹脂とから出来ているので,これらの樹脂部分も,

本酵素の強い吸着に関与している可能性がある.そこ

で,通常イオン交換体の担体として用いられているセ

ルロース,アガロース およびセフTデックスについ

て,イオン交換休と同様にバッチ法を用いて,本酵素

の吸着能を検討した.しかし,いずれの樹脂において

も酵素活性は未吸着画分にのみ認められ,全く吸着さ

れなかった.それゆえ,本酵素のイオン交換体への強

い吸着は,イオン交換体の担体樹脂部分によるもので

はないことが明らかとなった.

イオン交換体からの溶出を促す薬剤の検索

イオン交換体への本静索の強い結合が,その樹脂部

分に依存するものではないことから,本酵素がイオン

結合以外の結合力によって,イオン交換体の解離基に

吸着されるものであると考えられた.そこで,種々の

薬剤を用いて,本辞素のイオン交換体からの溶出の有

無を検し,Table2に示した.ジオキサンとェチレン

グリコールは,緩衝液の極性を下げ,疎水的相互作用

をもつ物質の溶出に使用されるが (AnderssonetaL･,

1979), これらの物質の存在下,DEAE-セルロース

からの本辞素の溶出がみられた.特にエチレングリコ

ールでは,30%近い活性が回収され,これは塩酸グア

ニジンによるものに匹敵していた.

Table2.Elutionofautolysin adsorbedto
DEAEICellulosebyvariousrcagentsaffecting
onhydrophobicinteraction.Onegramof
DEAE-cellulosewasequilibratedwith 67
mM phosphatebufferpH 6.0,and then
10unitofautolysinwasAdded.Various
reagentswereaddedtotheslurry.andthe
lyticactivityrecoveredtothesupernatant
wasmeasured.

Elutioncondition

Control
lMNaCl
lMNaCl+0.1% TritonX-loo
1MNaCl+lox Dioxane
lM NaCl+50% Ethyleneglyco1
3MN&SCN

0
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0
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アミノ基及びアルキル基への親和性

1) アミ/アルキル基への吸譜

本静索のイオン交換体への吸着が,その解離基であ

るアミノ基への特異的吸着によるものである可能性が

ある.そこで,種々の鎖長をもち,末端にアミノ基を

有するアミノアルキルセファロースを自製し,本酵素

119

の吸着能を みた. アミノアルキルセファロースは,

種々の鎖長の ジアミノアルカンをリガンドとして,

BrCN活性化セファロースに結合させて調製した (山

崎 ･赤沼,1975;Shaltiel,1974).イオン交換体と同

様にして,パッチ法により各溶出画分への辞素活性の

回収率をみたところ,Fig.5に示すように,アミノア

ルキル基のアルキル鎖が長くなるに従って,本酵素の

アミノアルキル基への吸着力が増していた.即 ち,

NaCl溶出画分中にみられる活性は,鎖長が長くなる

に従い減少し,一万,より厳しい溶出条件である 2M

塩酸グアニジン溶出画分の活性は増加していた.この

結果から,アルキル基が本酵素の吸着を引きおこして

いると考えられた.
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Fig･5･Effectofaminoalkanelength in
aminoalkyl-Sepharose on adsorption of
autolysin･Onegram ofeachaminoalkyl-
Sepharosewas equilibrated with 67mM
phosphatebufferpH6.0andautolysinwas
added. 0-0 indicatcs2M NaCl-eluted
activityand△-△ indicates2Mguanidine･
HCトelutedactlVlty.

2) アルキル基への吸譜

アミノアルキル基のアルキル基が,本酵素の吸着に

関与していると考えられたので,末端にアミノ基を持

たない,アルキルセファロースを調製し,本酵素の吸

着能をみた.アルキルセファロースはアミノアルカン

を1)ガンドとし,BrCN 活性化 セフTロースに結合
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Fig.6.Effectofalkanelength in alkyl-
Sepharoseon adsoptionofautolysin.One
gramofeachalkyl-Sepharosewasequilibrat-
edwith 67mM phosphatebufferpH 6.0
andautolysinwasadded.0-0indicates2
M NaCl-elutedactivityand△-△ indicates
2M guallidine･HCl-elutedactivity.

させて調製した.Fig.6に示すように,本酵素はアミ

ノアルキル基におけると同様に,アルキル基の鎖長の

長くなるに従い,吸着力が増加していた.しかし,ア

ニオン交換体の一種であるアミノアルキルセファロー

スに比べ, 吸着力は弱かったが,DEAE基を構成す

るエチル基など,短鎖のアルキル基に本酵素が吸着す

ることが明らかになった.

DEAE-セルロースのオートリシン精製への応用

本酵素がアニオン交換体に強く吸着され,高塩濃度

下でも溶出せず,塩酸グアニジン等によって溶出する

というこれまでの結果をふまえてその精製をおこなっ

た. セファデックスG-75で部分精製した ものを,

DEA玉-セルロースに吸着させ,2M NaClを含 む

67mM リン酸緩衝液 (pH6.0), および 0.5M 塩

酸グアニジンを含む同上緩衝液で溶出させ, さ らに

0.5-3Mの塩酸グアニジンのリンアグラジェントによ

ってオートリシンを溶出させることによって,Table

3に示すように比活性が約20倍に上昇した.

考 察

通常イオン交換体は, 蛋白質の等電点 および液 の

pH とイオン強度の影響をうけて,蛋白質の吸着と解

離をおこなう (藤田ら,1980).等電点 pIより高い

pH で安定な蛋白質の場合はアニオン交換体も 低い

pHで安定な蛋白質の場合はカチオン交換体を用いる.

本菌のオートリシンは,その等電点 (pI4.1)より高

い pHで安定な蛋白質であるので,DEA玉-セルロー

ス等弱アニオン交換体を用いた.しかし,本酵素はそ

の等電点付近においても強い吸着がおこり(Table1),

その吸着がイオン交換体とのイオン結合によるものの

みでないことを示唆していた.これらのイオン交換体

の横道をみると, Table4に示すように,セルロー

ス等を担体として,エチル基が窒素原子をとり囲んだ

形のジェチルアミノエチル基あるいはトリエチルアミ

ノエチル基がイオン基として結合している.この構造

から,イオン結合以外の様式の可能性を考えた場合,

セルロース等イオン交換体の基本骨格となっている担

体との水素結合 (藤田ら,1980), および ジエチルア

ミノエチル基等の疎水性基に由来する疎水結合が考え

られた.しかし前者の場合,硫酸アンモニア等カオ ト

ロピック効果の低い塩の存在下ではおこり得るが,過

常の NaCl等の塩では生じない.実際, イオン交換

体の担体樹脂に対して,本酵素の吸着がみられなかっ

たことから,永素結合が本酵素のDEAE-セルロース

等弱アニオン交換体への強い吸着で主な役割を果して

いるとは考えられなかった.一方,本酵素がアミノア

ルキルセファロースやアルキルセファロー ス におい

Table4.ChemicalstructuresofDEAE-
celluloseandTEA玉-cellulose.

HI
DEAEICellulose cellulose-0-CH2-CH2-Nk

(C2H5)2

TEAE-cellulose cellulose~O-CH2-CHF2"H:);

Table3.Purはcationofautolysin.

Steps Volume(ml) Protein(OD28.)Activity(unit) (unit/OD280)

5g,Eh:澄 :G2_8,-30%
DEA玉-cellulose

350
48
120
5

280.000
104.000
1.260
0.534

8
5
7
0

1
n7
4
∠U

2
2
っJ
3

1

つJ

0.78
1.24
27.51
629.21

Yield(%)

100
81
55
22
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て,アミノエチル基やエチル基など短鎖のものに対し

ても強く結合し,さらにアミノアルキル基やアルキル

基の鎖長が長 くなるに従い,その吸着の強さが増すこ

とから,疎水性基に強い親和性を有することが示され

た.

要 約

I. Clostn'dLum saecharoperbutylacelom'cum (AT-

CC13564)の autOlySinは pI4.1で,DEAR-セ

ルロース等のアニオン交換体に強く吸着され,蛋白質

の溶出に通常用いられる条件では溶出されなかった.

種々の溶出条件を検討したところ,高濃度の塩酸グア

ニジン,ジオキサン,エチレングリコール等疎水性の

結合を壊す薬剤により溶出することができた.

2. DEAE-セルロー ス,TEAE-セ ル ロース,

ECTEOLA-セルロースへの本酵素の吸着の強さを,

塩酸グアニジンによる溶出で検討したところ,DEAE

>ECTEOLA>TEAEの順位で強い吸着 が み られ

た. これは解離基の解離度の大きさ TEAE>DEAE

>ECTEOLAとことなっており,本酵素の吸着がイ

オン結合のみによるものでないことを示していた･一

方,イオン交換体の担体であるセルロース,アガロー

ス,セファデックスには吸着がおこらなかった･

3. 種々の鎖長のアルキル基をもつアミノアルキル

セファロース,アルキルセファロースを調製し,本酵

素の吸着を検したところ,本酵素はアルキル基の鎖長

に比例して強く吸着した.また短鎖のアルキル基にも

吸着した.

4. 以上の結果から,DEAR-セルロース等 に対す

る本酵素の強い吸着には,DEAE基等を構成するア

ルキル基に対する疎水結合が与っているものと結論し

た. これらの性質を利用して,DEA玉-セルロースと

塩酸グアニジンにより本酵素の精製をおこなったとこ

ろ,セファデックスG-75ゲル洩過画分 よりさ らに

20倍比活性の上昇がみられた.
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Summary

The autolysin (N-acetylmuramidase) of Clostn'dium saccharoperbutylacetoTulcum

(ATCC 13564)strongly adsorbed to anion exchangerssuchasdiethylaminoethyl
(DEAE)-cellulose,triethylaminoethyl(TEAE)-celluloseand ECTEOLA-cellulose.

Therefore,theadsorbed autolysln Wasnotelutedwithbuffercontainingvarious
concentrationsofNaClorbufferofvariouspus.Howeveritcouldbeelutedfrom

them withthebu打ercontaininghighconcentrationofguanidine･HCl,dioxaneand

ethyleneglycol,which werethereagentsusedforbreakofhydrogenbondingof
proteinsorweakeningthehydrophobicinteractionorproteins. Theseresultsindi･

Catedthatthehydrophobicinteractionwouldbeparticipateinthisstrongadsorp-
tionorautolysinontheanionexchangers･

Theautolysincouldnotadsorbtocarriersoftheanion exchangers(cellulose,
agaroseandSephadex),whileitadsorbedtoaminoalkyl-Sepharoseandalkyl･Sepha･
roseprepared. Theadsorption rateofautolysintowardthoseresinsincreasedin

proportion oftheelongating lengthofalkylchain. Therefore,itsadsorption to
theanionexchangerswasthoughttobecausedbyaLRnity forhydrophorbicresi･

dues,namelyalkylresiduesordi-(ortri-)ethylaminoethylgroupsorthem.

Thesepropertiesofautolysinwereappliedonitspuriacation,andthespecific
activity orDEA玉-celluloseeluentsbyguanidine･HClincreasedin20timesmore
thanthatofgelfi1tratedfraction･


