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Sεαρ妙lococcα8θμ∂erηzl（》18　slime　protease

　　　　　　の細胞性免疫に対する抑制作用
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　抄録：8£αρ妙↓ococεμ8βρ：∂erm∂》8の産生するslime中のproteaseが細胞性免疫，とくにリンパ

球の幼若化および膜タンパクにおよぼす影響についてヒト末梢血，マウス脾臓リンパ球を用いて検討し

た。T細胞マイトジェンであるphytohemagglutinin（PHA），　concanavalin　A（Con　A）によりヒ

ト末梢血Tリンパ球は幼若化したが，リンパ球培養液中にSεp‘demidis　slime　proteaseを25，50，

100μg／ml加えて培養するとTリンパ球の幼若化は用量依存的に抑制された。同様にマウス脾臓リン

パ球もPHA，　Con　Aで幼若化して，　S　eρider肌idi8　slime　proteaseで用量依存的に抑制された。し

かしlipopolysaccharide（LPS一且coJのによるBリンパ球の幼若化はSeρidermZd‘s　slime

proteaseを加えてもその抑制は，　PHA，　Con　AのTリンパ球の幼若化に対する抑制よりも弱かった。

また，リンパ球膜タンパクのSDS－polyacrylamide　gei電気泳動，オートラジオグラフィーによる分

析の結果では，リンパ球膜タンパクのフラグメントは8⇒ρε∂εr斑∂‘θslime　protease処理により，

分子量約70，000daltonの特徴的フラグメントの消失が観察された。

　これらのことから＆eρ‘derm‘dis　slime　proteaseはTリンパ球機能を抑制し，細胞性免疫の不全

状態を来して，＆e四derm協sによる感染の増悪，さらに他の微生物による二次感染を引き起こすこ

とも考えられ，Seρ‘dεrmd‘s　slime　proteaseの病原因子としての可能性が示唆された。

　Key　words：SZqpんylococcμs　eμderη1泌s，　slime　protease，　cellular　immunity，　lymphocyte

transformation，　supPression．

緒 言

　細胞性免疫は，細菌やウイルスなどの感染防

御，癌あるいは移植片などに対する免疫学的監

視機構など，多くの免疫反応に係る重要な役割

を担っている。また，細菌の産生するprotease

は，細菌感染の成立に影響をおよぼす重要な病

原因子の一つであり，生体防御因子に対する作

用については種々報告1～5）されている。しかし

細菌の産生するproteaseの細胞性免疫に対す

る作用にっいては，PS昭doπLOηαSαθrμgiηOSα

の産生するelasteaseとproteaseのみの報

告6・7）があるにすぎない。著者ら4・5）はSロρ的一

膓ococc囎¢ρ㎡θrm滅誌の産生するslime中の

proteaseが，生体防御因子（好中球，補体，抗

体など）に対して抑制作用を示すことを報告し

てきた。

　今回は，＆¢ρ㎡θrmd‘s　slime　proteaseの細

胞性免疫におよぼす影響について，マイトジェ

ンによるリンパ球の幼若化を指標に，また，リ
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ンパ球膜タンパクにおよぼす影響について検討

したので報告する。

材料および方法

1．＆θp緬θm㎡おの産生するslime　protease

の精製：

　著者ら8）の方法に従い，DEAE－sephacel

（Pharmacia）およびhydroxylapatite（生化学

工業）カラムクロマトグラフィーにより単一な

ものに精製した。

2．ヒトリンパ球の分離：

　ヒト末梢血25mlを滅菌した注射器で無菌

的に採取してヘパリン加試験管に入れ，

phosphate　buffered　salineで2倍に希釈して，

血球分離液セパレートL（武藤化学）に重層し

た。そして1，400rpm，30分間遠心して分離し

たリンパ球層を滅菌毛細管ピペットで無菌的に

採取した。

3．マウスリンパ球の分離：

　BALB／cマウス（5週齢，雄）を頸椎脱臼に

より屠殺し，脾臓を摘出してペニシリン100単

位／ml，ストレプトマイシン100μg／mlを含

むRPMI　1640（ニッスイー2）の入った滅菌

シャーレの中でピンセットを用いてほぐし，

1，000rpm，10分間遠心分離して細胞を集め，

さらに，RPMI　1640で2回洗浄した。

4．リンパ球幼若化反応：

　マイクロタイタープレート（96well，　Falcon）

にヒトあるいはマウスリンパ球を2．2x105／ml

となるように培養液（15％ヒト血清，ペニシリ

ン100単位／ml，ストレプトマシン100μ9／ml

を含むRPMI　l640）に浮遊させ，各wellに

0．18mlずっ分注した。マイトジェンとして

Phytohemagglutinin（PHA，　Difco）の原液を

RPMI　1640で100倍に希釈したものをconcana－

valin　A（Con　A，　Sigma）の100μg／mlある

いはlipopolysaccharide（LPS－」尼scんer玩んぬcoZi

serotype　O26：B6，　Difco）　の500μg／ml

をそれぞれ10μ1ずっ各wel1に加えて混和した。

さらに，S¢ρ㎡θr1π滅岳slime　proteaseの25，

50および100μg／mlをそれぞれ10μ1／well加
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えて混和し，37℃，48時間，5％CO、存在下で

培養した。その後，各wellに37．OKBq（1μCi）

の3H一チミジン10μ1を加えて良く混和し24時

間培養した。培養後，セルハーベスター（ラボ

サイエンス）で細胞をグラスファイバ＿フィル

ター上に集めて，蒸留水で洗浄し乾燥させた。

その後，試料の部分を取り出し，バイアルビン

に入れて，シンチレーター（和光純薬）6mlを

加え，液体シンチレーションカウンター（アロ

カ）でリンパ球にとり込まれた3H一チミジンの

放射活性を測定した。対照としてはリンパ球に

PHA，　Con　A，　LPSおよびS．¢p滅θrm滅誌

slime　proteaseの代りに，同量のRPMI　1640を

加えて培養した場合の3H一チミジンのリンパ球

へのとり込みの値を計測して用いた。

5．リンパ球膜タンパクにおよぼす＆θpばθr－

m妬8slime　proteaseの影響：

　宮下の方法のに従い，滅菌試験管にヒト末梢

血リンパ球1x106個／mlを含む培養液1mlを

とり，＆4フ滅θrm㎡捻slime　protease　100μg／

m1を加えて混和し，37℃，5％CO・存在下で

6，12，24時間培養した。培養後，遠心分離し

て細胞を集め，RPMI　1640に溶解したlacto－

peroxidase（2mg／m1，　Sigma）100μ1とr

の3．7MBq（100μCi）を加え，さらにRPMI

1640で希釈した0．03％過酸化水素水を100μ1加

えて混和し，これを4分ごとに4回，反応させ

て膜タンパクをラベルした。次に，Nonidet

P’40（Sigma）を各試験管に0．5ml加え，撹枠

して15分間氷で冷したのち，液をマイクロチュー

ブに移して微量遠心器（サクマ，1501V）を用

いて7，㎜rpm，20分間遠心して膜タンパクを

抽出した。抽出したリンパ球膜タンパクを

Laemmliの方法1°）に従い，10％SDS－polyacry－

lamide　gel電気泳動により分離した。オートラ

ジオグラフィーはゲルを乾燥器（アトー）で乾

燥させた後，X線フィルムとあわせてカセット

に入れ一80℃で4日間感光させたあとで，現象

してタンパクフラグメントについて検討した。
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結 果

1．＆¢ρ掘ρrη誕おs］ime　proteaseのヒト末梢

血リンパ球幼若化におよぼす影響：

　T細胞マイトジェンであるPHAおよび
Con　Aの刺激によるリンパ球の幼若化を3H一

チミジンのとり込みの値で表わし100％とす

ると，Fig．1に示すように，　PHAの刺激によ

る3H一チミジンのとり込みの値は，　S．¢ρ滅θr－

m㎡Cslime　proteaseを加えることにより低下

し，50μg／mlでslime　proteaseを加えない

場合の34％，100μg／mlでは13％の値を示し

た。また，Con　Aの場合にも＆eρidθm掘お

slime　proteaseを加えることにより3H一チミジ

ンのとり込みの低下が認められ，50μg／mlで

はslime　proteaseを加えない場合の17％，100

μ9／m1では，3％であり，　PHA，　Con　Aいず

れのT細胞マイトジェンに対してもS¢ρ㎡θr－

m㎡飴slime　proteaseは，用量依存的にTリン

パ球の幼若化を抑制した。

2．S．0ρ掘θrm㎡is　slime　proteaseのマウスリ
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ンパ球幼若化におよぼす影響：

　PHA，　Con　AおよびLPSによるリンパ球の

幼若化を3H一チミジンのとり込みの値で表わし
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Fig．1　　Suppressive　effect　of　8．　qOZ∂erヵ1idi8

　　　　slime　protease　on　blast　transfor－

　　　　mation　of　human　peripheral　blood
　　　　lymphocyte　induced　by　phytohe－
　　　　magglutinin（PHA）or　concanavalin
　　　　A（Con　A）．

　　　　S．¢ρZ（〕erm：直s　sli］me　protease　was

　　　　added　to　culture　medium　at　the　final

　　　　concentration　of　25，50，100μg／ml．
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Fig．2　Suppressive　effect　of＆　eρiderπ↓城8　slime　protease　on　blast

　　　　transformation　of　mouse　spleen　lymphocyte　induced　by　phytohe－

　　　　magglutinin（PHA），　concanavalin　A（Con　A）or　lipopolysaccha－
　　　　ride（LPS）．

　　　　8．¢ρidermぱs　slime　protease　was　added　to　culture　medium　at　the

　　　　final　concentration　of　25，50，100μg／mL
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Fig．3　Autoradiography　of　SDS－polyacry－
　　　lamide　gel　of　）251－labelled　surface

　　　membrane　protein　of　lymphocyte．
　　　＆　eρi（1ermid！is　slime　protease　（100

　　　μg／ml）was　added　to　culture
　　　medium，　and　the　media　were　incu－
　　　bated　6，12　and　24hr．　After　incubation，

　　　surface　membrane　protein　of　lympho－

　　　cyte　was　labelled　by］お1．　The　surface

　　　membrane　protein　was　separated　by
　　　SDS－PAGE，　and　then　we　performed

　　　autoradiography．
　　　Arrow　indicats　about　70，000　dalton

　　　of　surface　membrane　protein　of
　　　lymphocyte．

100％とすると，Fig．2に示すように，　PHAの

刺激による3H一チミジンのとり込みの値は，

S．¢ρi∂εrm掘岳slime　proteaseを加えることに

より低下し，25μg／mlではslime　protease
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を加えない場合の30％，50μg／mlでは22％，

100μg／mlでは3％の値を示して用量依存的

にリンパ球の幼若化が抑制された。Con　Aの場

合はS．印i∂θrmi∂is　slime　protease　25μg／

mlを加えた場合62％に，50μg／mlで18％，

100μg／mlでは2％の値を示して用量依存的

にリンパ球の幼若化の抑制が認められた。一方，

LPSによるBリンパ球の幼若化に対してS．

eρ掘θrπτ」〔ゴi8　slime　proteaseを25μg／ml加え

た場合には96％，50μg／mlでは69％，そして

100μg／mlでは50％の値を示したが，これは

PHAおよびCon　AによるTリンパ球の幼若化

に対する抑制作用にくらべると弱かった。

3．＆召ρ掘θrm硫8　slime　proteaseのリンパ球

膜タンパクにおよぼす影響：

　Fig．3から明らかなように，正常ヒトリンパ

球に存在する特徴的なタンパクのバンド（矢

印，分子量約70，㎜daltQn）はS．印泌erm∂C

slime　proteaseを加えた場合，培養時間が長く

なるにしたがって消失し，12時間および24時間

ではほとんど認められなかった。

考 察

　リンパ球幼若化反応は，リンパ球の最も基本

的な機能検査法のひとっである。リンパ球はあ

る種の抗原あるいはマイトジェンの刺激により

分裂増殖し，種々のリンホカインの産生や抗体

産生ならびに細胞障害活性などの免疫学的機能

を発揮するようになる川。なかでも，Tリ

ンパ球の産生するlnterleukin－2（IL－2），

Macrophage　activating　factor，　Macrophage

migration　inhibitory　factorなどは免疫学的

に重要な可溶性因子として注目されている。

　ブドウ球菌による感染症は皮膚・軟部組織感

染症，菌血症など多岐にわたっている。しかも，

その誘発因子として白血球機能の減退あるいは

欠如などの免疫不全2），異物の装着13）などがあ

げられる。最近，S．ερ㎡erm頭sは菌血症ωで

その分離率が増加し，宿主の免疫能（抵抗性）

が感染，発症に影響をおよぼしていることが話

題になっている。
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　Theanderら6）はPsεμ（lomoηαs　αθrμgiηosα

の産生するelastaseとproteaseがTリンパ球

の幼若化を抑制するが，その抑制はリンパ球サ

ブセットCD　4＋やCD　8＋細胞のいずれに対し

ても同程度であり，また，IL－2活性，　IL－2と，

IL　2レセプターへの結合阻害や，　IL－2に対す

る分解作用があることなどを報告している。一

方，Pedersenら7）はリンパ球のCD　4＋細胞を

P．αθwg£πosαが産生するelastaざeあるいは

proteaseで処理すると，モノクローナル抗体の

CD4＋細胞への結合が阻害されるが，　CD　3，

CD　5，　CD　8への結合は阻害されず，酵素作用

に選択性のあることを報告している。

　本研究において，＆εp㎡erm泌s　slime

proteaseがリンパ球の幼若化を抑制し，さら

に，リンパ球膜タンパクを分解することが明ら

かになった。これらのことは，リンパ球膜表面

に存在する種々のレセプターなどの機能性タン

パクが分解されることを示す。すなわち，細胞

外からの刺激が細胞内へ伝達されないことにな

る。また，マイトジェンの刺激により遊離され

たリンホカインが分解され，リンホカインの刺

激がリンパ球へ伝わらず，リンホカインーリン

パ球カスケード系の制御が崩れることなどが推

察される。さらに，S．θp㎡θrm泌誌shme　prot－

easeが，　Tリンパ球の幼若化を抑制すると可

溶性リンホカインの産生，あるいはリンホカイ

ンによる種々のエフェクター細胞の活性化が，

抑制されることも考えられる。

　T細胞マイトジェンとして知られている

PHAはTリンパ球のCD　2を，また，　Con　Aは

CD　3を含む膜タンパクと反応すると考えられ

ている11）。S．θp㎡θrm㎡おslime　proteaseはこ

れらマイトジェンのいずれの幼若化作用をも用

量依存的に強く抑制した。しかしながら，LPS

によるマウスBリンパ球の幼若化に対する抑

制は，PHAやCon　AによるTリンパ球幼若化

の抑制にくらべて弱かった。したがって，＆

βρ湿θrmぼ語slime　proteaseのリンパ球に対す

る作用には膜抗原特異性のあることも考えられ
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る。このことはオートラジオグラフィーによる

分析から，Sθp掘θm城8　slime　proteaseが細

胞性免疫の発現，あるいは感染防御に重要な役

割を演じているといわれる‘鋤リンパ球膜タン

パクに影響をおよぼすことからも推察できる。

なお，この点にっいては，今後，膜抗原特異的

モノクローナル抗体を用いて，膜タンパクへの

結合におよぼす影響などを検討する必要がある

と考える。

　以上のことから，S、θp掘θm妬s　slime　prot－

easeのリンパ球に対する作用は，宿主（com－

promised　hostの場合が多い）の免疫不全状態

をさらに悪化させ，S、¢p掘θrm泌s，その他の

細菌，真菌，ウイルスなどの微生物による感染

を容易なものとする。著者らい〕がすでに報告

したSβρidθrm妬s　slime　proteaseの感染防御

因子に対する抑制作用などをあわせ考えると，

その病原因子としての役割は大きいものと推察

される。

結 語

1．S■pばθrηz滅js　slime　proteaseはPHA，

Con　Aによるヒト末梢血およびマウス脾臓T

リンパ球の幼若化を用量依存的に強く抑制した。

2．＆θP‘∂θrηz㎡is　slime　proteaseはLPSによ

るマウスBリンパ球の幼若化を抑制したが，

PHA，　Con　AによるTリンパ球の幼若化の抑

制と比較すると弱かった。

3．S．¢ρ掘θrm掘捻slime　proteaseは分子量約

70，000daltonの特徴的リンパ球膜タンパクフ

ラグメントを分解した。

4．S．¢ρ滅θr1π掘おslime　proteaseによるTリ

ンパ球機能に対する抑制は，細胞性免疫の不全

状態を来し，S．θp㎡θrπ嗣おによる感染の増悪

とその他の微生物による二次感染を容易なもの

とする可能性が示唆された。

　本研究の一部は，圭陵会学術振興会研究助成

第65号により行われた。
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　Abstract：The　effect　of　slime　protease　obtained　from　SZαρ伽Zococωs¢ρ‘derm‘（1乞50n　the

cellular　immunity　was　examined　using　lymphocytes　from　human　peripheral　blood　and

mouse　spleen．　Lymphocyte　transformation　of　human　peripheral　blood　was　promoted　by

phytohemagglutinin（PHA）and　concanavalin　A（Con　A）and　blast　transformation　was

suppressed　dose－dependently　by　addition　of　S．　eρ掘θrm城s　slime　protease　（25，50，100

μg／ml）to　the　culture　medium．　Lymphocyte　transformation　of　mouse　spleen　was

promoted　by　PHA　and　Con　A．　Blast　transformation　was　however　suppressed　dose－

dependently　by　addition　of　S　qpε（1εrmidis　slime　protease（25，50，100μ9／ml）to　the　culture

medium．　On　the　other　hand，　blast　transformation　of　mouse　spleen　by　lipopolysaccharide

was　suppressed　dose－dependently　by＆eρidermid‘8　slime　protease，　but　the　suppression

was　weaker　than　that　of　blast　transformation　in　the　presence　of　PHA　and　Con　A．

　In　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　and　autoradiography，　about　70，000

dalton　of　surface　membrane　protein　of　lymphocyte　disappeared　after　the　treatment　with

S¢ρZdθr励djs　slime　protease．

　These　results　indicate　that　Sξρidεrm硫s　slime　protease　may　cause　immunodeficiency

and　may　thus　result　in　secondary　infection　by　S印Zdθr7ηidj80r　other　microorganisms．
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