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A群溶連菌のMクンパクと血清中のM抗体につ

いて
-M-1, 6, 12型について一

山脇徳美＊森田盛大 ＊ 天 野 保 二 ＊ ＊ • 

石 田 名 香 雄 ＊ ＊ ＊

I はじめに

本県において．法定伝染病である握紅熱が多発してい

ることから．我々は狸紅熱の病原菌である A群溶辿菌の

細菌学的およびA群溶連菌の型特異的Tタンパクに対す

るT抗体を指標とした血消疫学的調査1-14,I％・行ってき

た．また．海外における A群溶連菌の侵襲状況を明らか

にする目的の一環として．南米のエクアドルの住民のT

抗体保有状況を調査した18).さらに．県内住民のT抗体

保有状況と感染症病原検索から検出されるA群溶辿菌の菌

型との間に相異がみられたことから． A群溶辿菌の菌型

ごとに病原指数（仮称）を求め． A群溶辿菌を 4群に群

別する予防医学的研究にも着手した15,1~ 

しかし． TタンパクはA群溶連菌の病原性には関与しな

いこと． T抗体は感姻射固抗体として作用しないこと23).

および感染初期にペニシリン等の抗生物質で治療をうけ

ると抗体が産生されない7)という欠点があった．

そこで， A群溶連菌の細胞壁表面に存在し， A群溶辿

菌の病原性において頂要な役割を担っているMタンパク

20, 21¥こ注目した．すなわち．酸加熱抽出粗Mタンパクか

ら限外口過浪縮， DEAE,CMセルロースイオン交換

クロマトグラフィーの手段を用いてM-12タンパクを精

製して，受身赤血球凝集 (PHA)試験用抗原を作製し，

これを用いて県内住民の血清中のM抗体を測定し， T-

12抗体保有状況とM-12抗体保有状況を比較検討した結

果， Mタンパクを指標とした血清疫学調査が有用性に高

いことを報告してきた19).

今回は． A群溶連菌T-1, 6, 12型菌保菌者とT-

1, 12型菌が咽頭ぬぐい液より分離培競された握紅熱患

者から採取した血清中におけるM抗体とT抗体について

調査したのでその概要について報告する．

II 材料と方法

目町の幼稚園児と小学校児蛮の保菌調査をした際に， A

群溶連菌T-1型菌保菌者29名， T-6型菌保菌者 1名，

T-12型菌保菌者28名計58名から血清を採取した．

2.握紅熱患者の血清

昭和56~57年に微生物感染症定点観測で狸紅熱と

診断され，咽頭ぬぐい液からA群溶連菌’r-1型菌（ l

名）または， T-12型菌 (7名）が分離培養された患者

から急性期と回復期に血清を採取した．

なお，被検血消は検査時まで一20℃に保存した．

B. A群溶連菌M-1, M-6, M-12タンパクの精

製

A群溶連菌 T-l,T-6,T-12型菌を用い，す

でに報告したプ滋追でMタンパクを精製し，さらにセファ

デックスG-200 (Pharmacia)によるゲルクロマトグ

ラフィーを行なってより高度に精製すると共に．分子国

の柳淀を行なった．その概要を図1に示した．すなわち，

A群溶辿菌T-l,T-6, T-12型菌を 1％プドウ糖，

0.8％炭酸水索ナトリウム， 0.1%リン酸ナトリウムを

加えたトッドヘット培地（ Difeo)で48時間培蓑後，

3,000回転30分間の遠心により菌体を集め．ーPBSで3

回洗浄し，ーPBSで25％菌体浮遊液とした． IN塩酸

でpHを2.0に調整し．水浴中で95℃10分間加熱後，冷

却し， IN水酸化ナトリウムでpHを7.2に調整し．

10,000回転で 1時間遠心して，その上梢を採取した．こ

の酸加熱抽出をもう一度繰り返し行ない，上消を合わせ

た。酸加熱抽出上消を一PBSに一夜透析し，限外口過

膜YM-10(Amicon) で20叫まで澁縮し， 0.02Mリン

酸緩衝液（ P.B.) pH8.0に一夜透析し， 0.02MP.B.

pH8.0で平衡化したDEAEセルロースカラム(1.6

X40cm)にかけ．はじめに 0.02MP.B.pH8.0,ついで．

P.B.pH 8.0で0.02Mから 0.3Mまでの濃度勾配で溶出し

た．各分画のMタンパクの検出は加熱死菌を抗原として

免疫したウサギ抗M-l,M-6,M-12血消を用いた

ゲル内沈降反応によって行なった．また． Tタンパクの

A.被検血南 検出はトリプシン消化した菌体を抗原として免疫したウ

1. A群溶連菌保菌者の血消 サギ抗T-1,T-6,T-12血清を用い． Mタンパク

昭和47~49年に秋田県平鹿郡十文字町と由利郡西 同様．ゲル内沈降反応によって行なった．
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Group A Strept. type I, 6. 12 culture 

(Todd Hewitt Broth pH 7.8 supplemented with 

J 96'Glucose, 0.8 % NaHC03, 0.1 % 

Na2HP04 37℃.48h.) 

I Centrifugation at 3,000 rpm for 30 min. 

I 
whole cell, Acid extraction (pH2.0,_95℃.IOmin.) 

I 
Dialysis against - PBS 

I 
UJtrafiltration (Amicon YM 10) 

I 
Dialysis against 0.02M, P. 8., pH 8.0 

I DEAE cellulose column chromatography 

(0.02M, P.B., pH8.0 -0.3M, P.B., pH8.0) 

I 
Peak DE - I 

I 
Ultra filtration (Amicon YM JO) 

I 
Dialysis against 0.005M, Ac. B.,pH 5.5 

I 
CM cellulose column chromatography 

(O.lM, Ac.B.,pH 5.5, O. lM,P.B.pH 7.0) 

I 
Peak CM - IV 

I 
Ultrafiltration (Amicon YM JO) 

| 
Gel filtration (Sephadex G - 200) 

(-PBS) 

I 
Purified M - 1, 6, 12 protein 

図 1.Mタンパクの精製過程

0.02M P.B.pH 8.0で溶出された Mタンパク活性画

分をプールして限外口過法により滋縮し， 0.005M酢酸

緩衝液（Ac.B.)pH5.5 IC一夜透析して． CMセルロ一

スカラム(1.6X40c;m)クロマトグラフィーを行なった。

溶出はまずO.lMAc.B.pH 5.5で行ない．ついで 0.1

M P.B.pH 7.0で行なった． O.lMP.B.pH7.0で溶出

されたMタンパク活性画分を限外口過浪縮し，ーPBS

で平衡化したセファディクスG-200カラム (2.2 X85 

cm)にかけ，ゲルロ過を行ない，精製Mタンパクを得た．

C. M抗体の測定法

血清中の M抗体の測定はすでに報告した方法19)で行

なった．すなわち．至適量の精製Mタンパクをグルター

ルアルデヒドで処理した羊赤血球に感作し， PHA抗原

を作製した．ついで，マイクロプレートで血清を 2倍系

列希釈し， 0.3％羊赤血球PHA抗原を加えて振とう混

合後，室温に 2時間放置し，赤血球の凝集像を判定した．

M抗体価は75％以上赤血球の凝集のあった血清の最高希

倍数の逆数で示した．

D. T抗体の測定法

森田らのマイクロプレート法2.3, 7)により．血消中

のT凝集索価を測定し， T抗体価とした．

m成績

A. Mタンパクの精製

1. M-12タンパクの精製

a. DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー

A群溶連菌T→2型菌を 1％プドウ糖． 0.8％炭酸水

索ナトリウム． 0.1％リン酸ナトリウムを加えたトッド

ヘット培地60£で48時間培養後，遠心により集菌し，一

PBSで3回洗浄して59g （湿重量）の菌体を得た．こ

の菌体を 2回酸加熱抽出し，ーPBSに一夜透析後．限

外口過濃縮した粗M-12タンパクを0.02MP.B.pH8.0

に透折し， DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー

を行なった成績を図2に示した． M-12タンパク活性は

0.02MP.B.pH 8.0で溶出されるピーク (DE-I)と．

0.3MP.B.pH 8.0までの浪度勾配で溶出されるピーク

(DE -11)に含まれたが，予備実験の結果から， Tタ

ンパク活性画分をも含むピークDE-Iを次の精製段階へ

の材料とした．

b. CMセルロースカラムクロマトグラフィー

DEAEセルロースカラムクロマトグラフィーで得ら

れたピーク DE-Iを集め，限外口過法により濃縮し．

0.005 MAc,B,pH 5.51こ透析し， CMセルロースカラ

ムクロマトグラフィー名子ょうと．図 3のようにCM-I,

11.m.IVの4つのピークを示した． M-12タンパク活

性は．ピークCM-IVにのみ含まれ， T-12タンパク活

性は認められなかった．

c. セファデックスG-200によるゲルロ過

CMセルロースカラムから溶出されたM-12タンパク

活性画分（ビークCM-IV)を集め，限外口過淡縮した

後一PBSで平衡化したセファデックス G-200によ

るゲルロ過を行なった成績を図 4に示した． M-12タンパ

ク活性はピークSG-n．すなわち．フラクションNn44

~52のピークに含まれた．このビークの分子捐は．ほぼ

42,000に相当した．
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図4. M-12タンパクのセファデックス
G-200ゲルロ過

図3. M-12タンパクのCMセルロースカラム

クロマトグラフィー

2. M-1, M-6タンパクの精製

M-12タンパクと同様の方法で行ない，同様の結果を得

た．

3. A群溶連菌T-1, 6, 12型菌保菌者のT抗体

とM抗体保有状況

A群溶連菌T-1, 6, 12型菌保菌者の血消中のM抗

体とT抗体の保有率を比較したのが表 1である． T-1

型菌保菌者の抗体保有率をみると， M-1抗体では72.4

%, T-1抗体では79.3％であった．また， T-12型菌

保菌者についてみると， M-12抗体は89.3%,T-12抗

体は100％の抗体保有率であった．なお， T-6型菌保

菌者は 1名であったが，この保菌者はM-6,T-6の

両抗体とも保有していた．一方，保菌菌型とは異なるM,

Tタンパクに対する抗体の保有率をみると， T-1型菌

保菌者では， M-6抗体51.7%,M-12抗体48.3%,T-

12抗体89.7%,T-12型菌保菌者ではM-1抗体50.0%,

T-1抗体17.996,M-6抗体42.9％の保有率であった．

4. A群溶連菌T-1, 6, 12型菌保菌者の保有抗

体価

表1. T-1. 6.12型菌保菌者の抗体保有率の比較

保 有 菌 型 保有菌型に対する 非保有菌型に対する

(n) 抗体保有率（96) 抗 体 保 有 率（％）

T - 1 M-1 : 72.4 M-6 : 51.7 M-12: 48.3 
(29) T-1 : 79.3 T-6:NT T-12: 89. 7 

T - 6 M-6 : 100 M-1 : 100 M-12: 100 
(1) T-6 : 100 T-1 : 100 T-12: 100 

T - 12 M-12: 89.3 M-1 : 50.0 M-6 : 42.9 
(28) T-12: 100 T-1:17.9 T-6: NT 

NT-not tested 
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表2. T-1. 6.12型菌保菌者の検出抗体価 (GM)比較

保 有 菌 型 保有菌型に対する 非保有菌型に対する

(n) 抗体価の GM値 抗 体 価 の G M 値

T - 1 
M-1 : 46 M-6 : 44 M-12: 113 

(29) 
T-1: 1,242 T-6:NT T-12: 338 

(27.0) (-) (3.0) 

T - 6 
M-6 : 40 M-1 : 40 M-12: 160 

(1) 
T-6 : 20 T-1 : 160 T-12: 1,280 

(0.5) (4.0) (8.0) 

T - 12 
M-12: 132 M-1 : 51 M-6 : 53 

(28) 
T-12: 1,050 T-1 : 243 T-6:NT 

(8.0) (4.8) (-) 

(T /M  ratio) N T -not tested 

検出されたT抗体価とM抗体価のそれぞれの幾何平均

(GM)値を保菌菌型ごとに比較した成績を表 2に示し

た． T-1,T-12型菌保菌者の保菌菌型と同じT,M 

抗体価のGM値を比較すると，いずれの場合も， T抗体

の方が8~27倍高い値を示した． T-6型菌保菌者は 1

名だけであったが， M抗体価がT抗体価より高かった．

また，保菌菌型と異なるT抗体価とM抗体価を比較して

みると，いずれもT抗体価が3~8倍M抗体価より高い

値を示した．

表ー3 握紅熱患者血消におけるM抗体と T抗体

No. T type of' Ago.  D11ys after 互匹ユ工狂竺ー」辺巴竺
isolate (y-ears} onset MT- M T M T 

T-12 
一

＿
8080 

6.捏紅熱患者のM抗体とT抗体

A群溶連菌T-1型菌とT-12型菌が分離培捉された

握紅熱患者のペア血清中のM抗体とT抗体を測定した成

績を表 3に示した．狸紅熱患者8名中 7名の血清から，

咽頭ぬぐい液から分離されたA群溶連菌の菌型と同じ型

のM抗体のみが検出され， T抗体および他の型のM,T 

抗体は検出されなかった．また． 6名の患者の急性期（ l

~6病日）の血清中にすでにM抗体が産生されており．回

復期(9~46病日）の血消中にも同程度のM抗体があった．

そして．他の 1名の患者 (No.3)においては．急性期（3

病日）の血清中にはM抗体が検出されなかったが．回復

期の血消中には80倍のM-12抗体が検出され．抗体価の

有意上昇がみられた． 1名の患者 (No.7)については．

T-12型菌が分離培養されたにもかかわらず．ペア血消

中には．いずれの型のM,T抗体とも検出されなかった．
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Mタンパクの精製はLancefield 20)や Fox24)らによっ

て行なわれたが，その精製過程は．酸加熱抽出粗Mタン

パクを硫酸アンモニウムによる塩析を行ない．その33~60

％硫酸アンモニウム飽和沈殿画分についてCMセルロー

スカラムクロマトグラフィーを行ない．精製Mタンパクと

していた．我々は．すでに報告したように． 19)塩析を行

なわず，精製の第一段階として酸加熱抽出粗Mタンパク

を限外口過濃縮と DEAEセルロースカラムクロマトグ

ラフィーを行なった．その結果． Mタンパク活性画分はピー

クDE-IとDE-IIの二つのピークに含まれていたこ

とから，ビーク DE-IとDE-IIのそれぞれをグルター

ルアルデヒド処理羊赤血球に感作し． PHA抗原を作製

し．抗M血消と反応させた結果．ゲル内沈降反応でMタ
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ンパク活性のみを示したピーク DE-11を用いたPHA

試験では，明瞭な赤血球凝集像が得られなかったが， ピー

クDE-Iを用いたPHA試験では，明瞭な凝渠像が得

られたことから，このTタンパク画分をも含むヒ゜ーク D

E-1をCMセルロースカラムクロマトグラフィーにか

けるMタンパク精製材料とした．

CMセルロースカラムクロマトグラフィーで得られた

Mタンパクをさらに精製するとともに，その分子母の測

定を行なう目的でセファデックスG-200によるゲルロ過

を行なった結果ぷークSG-1はvoidvolumeで溶出し，

Mタンパクを含むピークSG-Ilは分子国42,000に相当

した。酸加熱抽出で得られるMタンパクの分子凪として

は， 19,000~31,0002~と 32,000~63,000 26)との 2つの報

告があるが，今回分離精製されたMタンパクは後者の報

告と類似しているものと思われる．

A群溶迪菌T-1, 6, 12型菌保菌者の血消中のM抗

体とT抗体保有状況をみると，保菌菌型に対する抗体保

有率は， T-1およびT-12型菌保菌者ともT抗体保有

率とM抗体保有率の間には有意の差がなかったのに対し

て，保有しているT抗体価とM抗体価のGM値をみると，

T抗体の方がM抗体より 8~27倍高いGM値であった．

このことは． A群溶辿菌の菌体表面に存在するMタンパ

ク量と Tタンパク量とにかなりの差があることを反映し

ているものと考えられた．また． M-12抗体のGM値が

113~]32と高いのに対してM-1とM-6抗体のGM

値は44~53と低くなっており．菌型によりMタンパクの

存在且が異なることが示唆された．

一方．狸紅熱患者のペア血清中のM抗体とT抗体を測

定した成紹をみると，咽頭ぬぐい液から分離培掟された

A群溶連菌の菌型と同タイプのM抗体が型特異的に．ま

た，感染早期に産生されることがわかった．

このように精製したA群溶連菌のM-1, 6, 12タン

パクと． A群溶辿菌T-1, 6, 12型菌保菌者の血清と

T-1とT-12型菌を病原とする狸紅熱患者のペア血清

を用いて， M抗体を測定し， M抗体の保有状況や抗体の

産生時期などをかなり明確にすることができた．

V 結論

A群溶迪菌のM-1, 6, 12タンパクの梢製を試み，

得られたMタンパクを用い， A群溶辿菌T-l, 6, 12 

型菌保菌者58名の血消とA群溶迪菌T-1, 12型菌の分

離培従された握紅熱患者8名のペア血清中のM抗体と T

抗体を調査した結果，以下のような成績を得た．

1. M-l, 6, 12タンパクをA群溶連菌T-1,

6, 12型菌菌体より．酸加熱抽出ーDEAEセルロースカ

ラムクロマトグラフィ—-CMセルロースカラムクロマ

トグラフィーーゲルロ過により梢製することができた．

2.梢製Mタンパクを用しヽて血消中のM-1, 6, 12 

抗体をPHA法により測定することができた．

3. A群溶辿菌保菌者のM抗体とT抗体の保有状況は

ほぼ同じであったが， M抗体価とT抗体価はかなり異なっ

ていた．

4.握紅熱患者の場合， M抗体は血清中に型特異的に，

感染早期に産生されることがわかった．
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