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各種白癖菌の産生する細胞外及び

膜結合ケラチナーゼの比較検討
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1 . 緒言

ケラチナーゼという言葉は、 ケラチンを溶解

する化学物質にたいして用いられており、 今日

では、 各種の真菌が病原性に関与すると思われ

るプロテアーゼを産生しているとの報告がある o

ケラチンを溶解する物質の存在については、

最初、 N 0 V a 1ら 1)がこの物質をケラチナーゼとし

てとらえ、 S t r e p t 0 m y c e s f r a d i a eが産生する、

1fJ 001を分解する酵素の存在を証明した報告 1)に

始まる。 白癖菌のケラチナーゼについては、 そ

の後、 y uら 2-6 )により、 T r i c h 0 p h y t 0 n 

m e n t a g r 0 p h y t e sの産生するケラチナーゼが、 モ

ルモットの毛を分解する強力な酵素活性を示す

ことが明かにされ、 その研究が確立された。 現

在、 ケラチナーゼという名称は真菌の産生する

酵素を指すのが 一 般的となっている 7 - t t )。

白癖菌のケラチナーゼについては、 すでに諸

家により報告され、 一部精製されたものもある

1 2 )。 また、 電顕を用いた酵素抗体法で、 ヒト角

層内の菌糸周囲及び菌の細胞膜とこれに援する
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角質細胞にその局在が証明されており 13 - 1 5 ) 

ケ ラチナーゼが病態に重要な役割を果たしてい

る事は疑いを得ない。 しかしながら、 現在まで

のケラチナーゼに関する研究は細胞外ケラチナ

ーゼに限られており、 しかも、 詳しい酵素学的

特徴、 即ち基質特異性やインヒピター感受性に

関する知見は依然乏しい。 特に、 膜結合ケラチ

ナーゼ活性についてはほとんど研究が進んでい

ないのが現状である。

今回、 著者は、 白癖菌の中でも分離頻度の高

い Tr i c h 0 p h y t 0 n m e n t a g r 0 p h y t e s (以下

T • m e n t a g r 0 p h y t e sと略す)、 Tr i d h 0 p h y t 0 n 

rubrum (以下 T. r u b r u mと略す)、 Mi c r 0 s p 0 r u m 

c a n i s (以下 M• c a n i sと略す)の 3種について、 ま

ずその産生する全ての細胞外ケラチナーゼ活性

の分離同定を試みると共に、 膜結合ケラチナ

ゼについても検討を加え、 これらの詳しい酵素

学的性質や菌種間の違いを明かにしようとした。
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H 材料及び方法

l .使用白癖菌株

臨床症状から白癖と診断した患者よ り得られ

た鱗屑を、 アルコ - }レで洗浄後サブロ 一寒天培

地に接種し、 巨大培養を得て、 集落の形態や色

調を観察した o さ らに スライ ドカ lレチャ ーを

行い、 菌糸や分生子の形状に.よって蕗種を同定

し 3種の白癖菌、 T • m e n t a g r p p h y t e s 

N 0 .85 H 059株)、 T • r u b r u m ( N 0 • 8 7 A 0 1 8株)、

M . c a n i s ( N 0 • 8 7 A 078株)を用いた o

2 .白癖菌の培養方法

T . m e n t a g r 0 p h y t e s 、 T• r u b r u m 、M:. c a n i sそれぞ

れの菌株をサプロー寒天培地に接種し、 3週間増

菌後液体培地 1 1 . 1 2 ) (ヒト毛髪 2. 5 g、 グルコー

ス o. 9 g 、M:g S 0 4 ・7H 2 0 O. 6 g 、 th i a m i n O. 0 1 g、

p y r i d 0 x i n e O. 0 5 g 、 in 0 s i t 0 1 O. 0 5 g 

+ 28m  M: p h 0 s p h a t e b u f f e r ( p H 7. 8 ) / 1 L) で、

2 5 oc、 2週間振準培養 2 • 1 1 )した o ヒト毛髪は、

メタノール、 P B S、 クロロホルムにてそれぞれ数

回洗浄後、 3 7 ocで乾燥させたものを用いた o
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3 .ケラチナーゼの抽出と分画

1 ) 至適 Tr i t 0 n X -100濃度の決定

菌要素からの膜結合および細胞内ケラチナ

ゼの抽出には、 T r i t 0 n -X 100溶液を用いた。

Triton-X 100の至適濃度の決定のために、

o . 1 o . 5 出、 1 . 0 gの各濃度の Tr i t 0 n -X 1 0 0 ( 

コン トロ ールと して PB S ) と培養液を除いた後の

菌要素を、 室温で 30分間反応させ、 漉過後、

k e r a t i n -a g a r 0 s e p 1 a t e (後述) によ り ケラチナ

ーゼ活性の測定を行った。

2 ) ケラチナーゼの抽出方法

液体培地による培養後、 ガーゼで漉過して得

られた濠過液を細胞外ケラチナーゼ と

した。 その残査に、 o . 5 出 T r i t 0 n X -100を加え

て室温、 3 0分間振準後の法過液を膜結合ケラチ

ナーゼ ( F -n ) と し、 さ らに、 4 。C、 1 4時間振

塗後の滅過液を細胞内ケラチナーゼ ( F -m ) と

した o それぞれの抽出液は o. 4 5 μmミ リポア膜

を用いて滅過し、 以下の実験に用いた o

3 ) ケラチナーゼの分画
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F -1、 F -11 F -m 分画の抽出液を 5~ 7 m 1に濃

縮後、 D E A E -S e p h a r 0 s eカ ラムを用い、 D E A Eに対

する親和性の違いから、 D E A E吸着分画 (以下 ad 

と略す) および非吸着分画 (以下 n0 n a d略す)

分画した o さ らに、 それぞれを 3 m 1に濃縮した

後に、 吸着分画は PB S、 非吸着分画は 20 m M 

T r i s -H C 1 ( p H 8 . 0 ) + 円 K C 1 + o . 1 g T r i t 0 n 

X -1 0 0を bu f f e rと して Se p h a c r y 1 S -200によるゲ

lレク ロマ ト グラフ イ ーを行ったロ

4 .ケラチナーゼ活性の測定

1 ) 至適 pHの決定

F -1 に含まれるケラチナーゼの至適 pHを決定

するために、 p H 3，.....， 1 0ま での 8種類の bu f f e r 

[ 0 . 1 間 g 1 y c i n e -H C 1 ( p H 3 . 0 )、 o . 1 月 a c e t a t e 

( p H 4. 0、 5 • 0 )、 o. 1 M p h 0 s p h a t e ( p H 6. 0、

7 .0)、 o. 1 M T r i s -H C 1 ( p H 8. 0、 9 .0)、 o. 1 M 

G 1 y c i n e -N a 0 H ( p H 10. 0 ) ]を用いて、 ヒト毛髪に

対する分解活性を調べたロ 分解活性の測定は、

毛撃を 50 m gに、 b u f f e r 2 m 1、 サンプル 1 m 1を加

え、 3 7 oc、 1 4時間反応させた後、 遠心し、 その
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上滑について波長 28 0 n mで吸光度を測定した。

2 ) K e r a t i n -a g a r 0 s e p 1 a t e 

H i b i n 0 1 6 )の方法に基づいて ke r a t i n -a g a r 0 s e 

p 1 a t eを作成 し ケ フ チンに対する分解活性を測

定 し た。 ケラ チンの調整のため、 足底か ら メ ス

で削除し て得 られた ヒ ト表皮角質層を o. 1 問

T r i s -H C 1 ( p H 8 • 0 ) + o . 1 4 MI N a C 1でホモ ジェナ

イ ズ し、 遠心を行い沈澱を得た。 この沈澱を、

8 月 U r e a + 2 5 m 11 2 -s -メルカプ トエタ ノ - }レ

(以下 2 M Eと略す) + 5 0 m MI T r i s -H C 1 ( p H 8 . 8 ) 

で溶解し 3 7 。C で 3時間覚伴した後、 1 200 0回転

で 20間分遠心し、 上清を得た。 得 られた上清は、

5 m月 T r i s -H C 1 ( p H 8 . 0 ) + L~ 5 m 11 2 11 E中で 24時

間透析を行なった。 透析後、 p H 5 • 0に調節し、

4 。C、 1 000 0回転で 10分間違心して沈澱を得た。

沈澱は、 8 間 U r e a + 2 5 m M 2 11 E + 5 0 m 11 T r i s 

-H C 1 ( p H 8 . 8 )中で溶解した後、 2 0 m 11 2 開E + 

5 m 11 T r i s -H C 1 ( p H 8. 0 )で透析し、 最後に 2 11 Eを

含まない 50 m 11 T r i s -H C 1 ( p H 8. 8 )で透析してケ

ラチン溶液とした。 得られたケラチン溶液にア
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ガロース (54 OC) を加えて覚伴し、 径 8• 5 c mの

ガラスシャーレに 10m1分注し、 k e r a t i n -

a g a r 0 S e p 1 a t eを作成した (7 mg/mlケラチン + 

o .6%アガロース) 0 K e r a t i n -a g a r 0 S e p 1 a t eに

サンプルを 20μ1を静置し、 3 7 ocで 18時間酵素

反応を行わせた。 10 x 10m  mの溶解面積を示し

たものを 1 U n i tとした。

3) A z 0 c 0 1 1 

変性 I 型コラーゲンに対する分解活性を

A Z 0 C 011を用いて測定した 12. 1 7 ) 0 O. 1 m H T r i s 

-H C 1 ( p H 7 . 8 ) + o . 1 m H C a C 1 2を用いて、 5 m g I 

m 1の Azocoll浮遊液を作製した。 A z 0 c 0 1 1浮遊液

o .45 m 1に、 サンプル o. 0 5 m 1を加え、 3 7 ℃にて

反応させ、 1 200 0回転で 10分間違心後、 上清を

1 5 0 μ1、 9 6穴平底プレー ト ( N U N C )に分注し、

B i 0 R a d E 1 A R E A D E Rを用い、 波長 492 n mで吸光

度 ( 0 D ) を測定した。

上記の系で、 1時間に o. 1 o Dの上昇を示す活性

を 1 U n i tと した

4 ) 合成発色基質
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9 6穴平底プレー ト に buffer (0.1 m 11 Tris-HCl 

( p H 8 . 0 ) + m 11 C a C 1 2 ) 7 () μ1、 サンプル 20 

μl、 2 m 11の基質 10 μIを加えて、 3 7 。C、 3 0分

間反応させ、 3 0 %酢酸 1 0 μ1を加えて反応を

止めた後に、 B i 0 R a d E 1 A R E A D E Rを用い波長 40 

5 n mで吸光度を測定した。

1分間に 1 n m 0 1の p-n i t r 0 a n i 1 i n eを遊離する酵

索活性(A <1 o 5 ーー o . 0 1 05)を 1 m U n i tと した。

5 • K m値の比較

各ケラチナーゼ分画の S・2585に対する Km値を

L i n e w e a v a r -B u r kの方法 1 8 )により求めた。 上記

の測定系で基質濃度 o. 4、 o .. 6、 o . 8、 1 . 0および

2 • 0 m聞を用いた o また、 基質濃度 1 m 11を用いた

時のケラチナーゼ活性の 25%を阻害するキモス
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タチン量を加え、 同法により Ki値も決定した。

6 .蛋白濃度

蛋白濃度は牛血清アルブミンをスタンダード

とし、 L 0 W r y法 1 9 )で決定した。

7 .ケラチナーゼのインヒピター感受性

10m  M d i i s 0 p r 0 p y 1 f 1 U 0 r 0 p h 0 s p h a t e ( D F P ) 

10m  M ヨード酢酸(1 A A )、 10mM E D T A、 50μg  I 

m 1 a p r 0 t i n i n、 100μgI m 1 S 0 y b e a n t r y p s i n 

i n h i b i t 0 r ( S B T 1 )、 20μg  I m 1 a n t i p a i n、 20μ  

g I m 1 1 e u p e p t i n、 20μg  I m 1 c h y m 0 s t a t i n、 20 

μ g/ml pepstatinに対するインヒピター感受性

を測定した。 96穴平底プレートに、 b u f f e r O. 1 

M T r i s -H C 1 + 1 m M C a C 1 2 を 50μ1、 サンプルを

2 0μ1  (コントロールとして H2 0 )、 インヒピタ

ーを 20μ1加え、 3 7 oc、 1 5分間反応させた後に、

1 m M S -258 6を 10μ1加えて醇素反応を開始させ

た。 30 %酢酸で反応、を止めた後に、 残存酵素活

性を、 波長 405 n mで吸光度を測定した o

また、 ケラチナーゼの活性に及ぼす Ca + +の影

響を明らかにするために、 T • m e n t a g r 0 -p h y t e s、

-9・



T . r u b r u m、 M.canisについて、 F-1 nonadの分

子量 3万 8千(L) (結果参照)の醇素分画につい

て、 C a + +存在下および非存在下で各種インヒピ

ターに対する感受性を検討した。
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皿 結果

l .至適 Tr i t 0 n X -100濃度の決定

T a b 1 e 1に各濃度の Tr i t 0 n X -1 0 0存在下で、 菌

体か ら抽出されるケラチナーゼ活性を示す。

Triton X -100はいずれの濃度においてもコ ン ト

ロ ールの PB Sよ り も高いケラチナーゼの可溶化能

カを示したが、 最大の活性は o. 5 出で得られた。

以後の実験では、 o . 5 gの Tr i t 0 n X -100を用いた。

2 .至適 pHの決定

ケラチン分解活性は酸性域では全く 認め られ

ず、 弱アルカ リ側、 p H 8 . 0に強い活性を示した

( Table 。 ただし この方法は感度が劣る 丸、

と と 大量の検体を扱う には;不便なこ とか ら、

以後のケラチナーゼ活性の測定には ke r a t i n嗣

a g a r 0 s e p 1 a t e A Z 0 C 0 1 1 1 2 ‘ 1 7 )および、 ペプチ

ド合成発色基質(S -2 5 86)を用いた。

3 .各分画のケラチナーゼの割合

培養液 500 m 1中の総ケラチナ-ゼ活性は、

T • r u b r u mで 670 U、 T . m e n t a g r 0 p h y t e sで 704 U、

M.canisで 590 Uであった o T a b 1 e 3は、 3積の白

同11・



癖菌それぞれの F-1 F -n 、 F -m に含まれるケ

ラチナーゼ活性を比較した結果である。 それぞ

れの比率は、 F -1 がいずれの菌種においても

7 0 帰前後を占め、 F -n F -III はほぼ等し く お

およそ 15 g前後の活性を 占めていた。

4 .ケラチナーゼの抽出と分画

1 ) F -1 a dでは ( Figure 1 ) T . m e n t a g r 0 -

p h y t e sにおいて、 ケラチンの分解活性は分子量

3万 5千に最大活性を示したが、 この他、 v 0 i d 

volume、 分子量 7万そ して 1万 7千にも活性のピー

ク を認めた o Azocoll活性は、 分子量約 7万およ

ぴ 3万 5千に活性の ピー ク を認めた。

T . r u b r u mおよび 11. c a n i sにおいては、 ケラチン

分解活性、 A z 0 c 0 1 1分解活性、 s -2 5 8 6分解活性共

に 3万 5千に一致して 1つの大き な活性のピー ク示

し T . m e n t a g r 0 p h y t e sの様に複数のピー ク は認

めなかった。

2 ) F -n a dでは ( Figure 2 ) T . m e n t a g r 0 -

p h y t e sにおいて、 v 0 i d v 0 1 u m e、 分子量 7万、 3万

5千-- 3万に、 ほ』ま同 レベルのケラチン分解活性
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が認められた o A z 0 c 0 1 1分解活性は、 分子量 7万

に小さなピークが認められたが、 最大の活性は

分子量 6万"'" 7万に存在した。 S-258 6分解活性は、

Azocoll分解活性にほぼ一致して認められた。

T . r u b r u mでは、 V 0 i d V 0 1 u m eおよび 3万 5千にケ

ラチン、 Azocoll分解活性が認められ、 S-2586分

解活性は分子量 3万 5千に 1つのピークを示した。

M • c a n i sのケラチン分解活性は T• r u b r u mとほぼ

同様の結果であったロ

3) F-ID adでは(F i g u r e 3) 、 T . m e n t a g r 0 -

phytesにおいて、 ケラチン分解活性は、 分子量

約 3万に最大の活性、 ピークを示し、 A z 0 c 0 1 1分

解活性、 S -2 5 8 6分解活性は低いレベルにとどま

った。 F-1 a d、 F -n a dと異なり、 高分子領域で

の分解活性は認められなかった。

T.rubrumでは、 ケラチン分解活性は、 分子量

6万"'" 7万および 3万 5千にピークが認められた。

Azocoll分解活性は分子量約 7万に最大のピーク

を示したが、 3万 8千にもピークが認められた。

S -2 586分解活性は、 3万 5千に単一の活性ピーク

-13・



を示した。

M . c a n i sでは、 F -1 a d、 F -11 a d分画と同様にケ

ラチン分解活性、 A z 0 c 0 1 1分解活性、 S -258 6分解

活性共に 致して、 分子量 3万 5千に 1つの活性ピ

一 ク を認めた。

4 ) F -1 n 0 n a dでは ( Figure 4 ) 

T . m e n t a g r 0 p h y t e sにおいて、 主に 分子量 2万 1

千と 3万 8千に高い活性を示した。 通常、 最大の

活性は 2万 1千に認め られた。 この活性は、

Azocoll活性、 S -258 6活性にほぼ 致した。 しか

し V 0 i d V 0 1 u m e に、 S -2 5 8 6に全く 活性を示さ な

いケラチン分解活性、 A z 0 c 0 1 1分解活性を認めた。

T . r u b r u mでも、 ケラチン分解活性、 S -2 5 8 6分

解活性共に、 主たる ピー ク は T. m e n t a g r 0 p h y t e s 

と同様に分子量 2万 1千にあったが、 3万 8千にも

活性ピー ク を認めた。 ま た V 0 i d V 0 1 u m eにケラ

チンおよび Az 0 c 0 1 1分解活性が存在 した。

M . c a n i sでは、 T . m e n t a g r 0 p h y t e s 、T. r u b r u mと

異なり 3万 8千により高いケラチン分解活性、 そ

して Az 0 c 011分解活性を示したが、 このピークは
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全く s-2 5 8 6に活性を示さなかった。 また、 2万

1千にも活性ピークを認めたが、 このピークは、

いずれの基質に対しでも分解活性を持っていた。

T • r u b r u m、そして M• c a n i s共に、 S -2 586の分解

活性は、 分子量 2万 1千に一致して最大のピーク

を示した。

5) F-n nonadでは (Figure 5) 

T • m e n t a g r 0 p h y t e sにおいて、 ケラチン分解活性

は、 V 0 i d V 0 1 u m eと 3万 8千にピークを示し、

Azocoll分解活性は、 3万 8千および 1万 4千にピー

クが認められた。 S-258 6分解活性は、 分子量 1万

4千に最大のピークを示した。 また、 F-1 nonad 

と同様に、 S -2 5 8 6にはほとんど分解活性を示さ

ない高分子領域の活性を認めた。

T.rubrumでは、 ケラチン分解活性は、 分子量

約 7万そ して 3万 8千に ピー ク を認めた。 A Z 0 C 0 1 1 

分解活性は、 分子量 3万 6千に小さ なピー ク を認

めたのみであった。 S -2 5 8 6分解活性は、 分子量

3万 5千分解活性を認めた。

M . c a n i sでは、 ケラチンそ して AZ 0 C 0 1 1分解活
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性は分子量 3万 8千に最大のピー ク を示したが、

s -2 586に対しては T.rubrumと 同様約 3万 5千に活

性の ピー クが認め られた。

6 ) F-lli nonadにおいては ( F i g u r e 6 ) 

T . m e n t a g r 0 p h y t e sでは、 ケラチン分解活性は分

子量 7万、 3万 8千、 そ して 2万に活性を認めたが、

最大の分解活性は、 F-ll nonad分画と同 じ く 3万

8千であったロ A Z 0 C 0 1 1分解活性は、 ほぽケ ラチ

ン分解活性と 致して認め られた。 s -2 5 8 6分解

活性は、 分子量約 2万に認め られた。

T . r u b r u mでは T . m e n t a g e 0 p h y t e sと 同様、 分

子量 7万、 3万 8千、 そ して 2万の 3つのピー ク が存

在し、 A Z 0 C 0 1 1分解活性もこれにほぼ 致してピ

ークを示した。 また、 s -2 5 8 6分解活性は、 T . 

m e n t a g r 0 p h y t e sと同様約 2万にピークを認めた。

11 • C a n i sでは、 ケラチン分解活性、 A Z 0 C 0 1 1分

解活性は、 分子量 3万 8千に つの大きなピーク

を示したが、 S -2 5 8 6分解活性は、 やはり、

T . m e n t a g r 0 p h y t e s、 T . r u b r u mと同様約 2万に活性

のピークが示された。

-16・



5 .合成発色基質

ペプチド合成発色基質を用いて各分画のケラ

チナーゼの基質特異性を調べた。

1) F-I adにおいて、 高い活性を認めた分子量

3万 5千のケラチナ ゼについて調べたところ

F i g u r e 7に示すように T. m e n t a g r 0 p h y t e sでは、

S -2 5 8 6 ( A r g -P r 0 -T y r -p N A )を最も効率良く分解

した。 その他、 -A r g、 -L y s、 -V a 1についは極め

て低い活性にとどまった o この傾向は、

T.rubrum、 11 . c s n i sについても同様であり、

F -1 a dの分子量 3万 5千のケラチナーゼは菌種に

関係なく、 3種すべてがキモトリプシン様の酵素

の基質である S-2 5 8 6に最大の活性を示すこ とが

明かとなった。

2 ) F -1 n 0 n a dの分子量 2万 1千のケラ チナ ーゼ

は F i g u r e 8に示すよ つ T . m e n t a g r 0 p h y t e s 

では ad分画と 同様に、 S -258 6に最も高い活性を

示し た。 T . r u b r u m、 11 . c a n i sについても S-258 6に

最大の活性を示し た。

3 ) その他のフ フ ク シ ヨ ン、 F -n 、 F -m での
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s -2 5 8 6に対する比率は低い レ Jて Jレに と どま って

お り、 F -1 に大部分の S-258 6分解酵素が含まれ

ていると考え られた。

6 • K m {I直の比較

ペプチ ド合成発色基質の結果、 F -1 a d、

F -1 n 0 n a d共に極めて似かよった基質特異性を示

している事が明かとなったが、 これらが、 さ ら

酵素学的に同 じものであ るかどう か検討す

るために S-2 5 8 6に対する Km値の比較を行った。

T a b 1 e 4に示すよ つ F -1 a dでは

T • m e n t a g r 0 p h y t e s、 T . r u b r u m、 1'1 . c a n i sの Km 儲は

それぞれ 1.43 m問、 o . 5 6 m 1'1、 4 • 0 m 1'1と異なった

値を示し、 これらのケラチナ ーゼの S-2586に対

する親和性に違いがある 、、，ー と がわかった。 また、

T • m e n t a g r 0 p h y t e sの F-1 a dの分子量 7万のケラチ

ナーゼ分画(L )、 そ して 3万 5千の分画(S )では、

K m値は 1• 2 5 m 問、 1 .43 m 1'1と極めて近い値を示し

てはいるものの、 キモス タチンに対する Ki値を

比較してみる と ( L )が 2• 7 Dl円、 ( S )が 65 m 1'1と大

き く 異なっている 仏、，国~ とが確認された。
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一 方、 F -1 n 0 n a d分画では、 T . m e n t a g r 0 -

p h y t e sにおいて、 ( L )が 1. 1 8 m問、 ( s )が 2. 9 m 11と

はっき り と異なった値を示したが、 3穫の F-1 

n 0 n a dの つ ち分子量 2万 1千のケラチナーゼは、 S 

-2 5 8 6に対してそれぞれ 2. 9 m 11、 2 • 9 m問、 2 .86 

m 11と 同一の Km値を持つことが示された。

7 .イ ンヒ ピタ 一感受性

1 ) F i g u r e 9に示すよ つ F -1 a dでは

T . m e n t a g r 0 p h y t e sの分子量 7万の分画(L )、 およ

び T. r u b r u m、 M • c a n i sを含む 3万 5千の分画(s )の

すべてが、 D F Pに特異的に阻害されたことから

これ らは セ リ ン酵素である ことが明かと なっ

た。 また 微生物起源のイ ン ヒ ビタ 一 では

c h y m 0 s t a t i nが 3万 5千の F-1 a dのケラチナーゼを

阻害した。 これらは、 やは り、 3種の菌に共通 し

てお り、 本ケラチナーゼはキモ ト リ プシン様の

性質を持つこ とがイ ンヒ ビタ 一感受性の面から

も確認された。

T . m e n t a g r 0 p h y t e s、 F -1 n 0 n a d は 分子量 3万

8千(L )と 2万 1千(s )の 2つの明瞭な ピー ク を示し
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たので、 ( L )、 ( s )の 2つの分画において阻害活性

を調べた(F i g u r e 10) 。 その結果、 やはり、

D F P、 c h y m 0 s t a t i nに阻害されるが、 F-1 nonad 

( s )では、 F-1 nonad(L)に比べてより強く阻害を

受けていることが特徴であった。 また、 F -1 

n 0 n a d ( L )は、 D F Pで完全に抑制されなかった。

F-n nonad、 F-m nonad共に F-1 nonadと同様に

D F P、 c h y m 0 s t a t i nに限害されるが、 このほか、

S B T 1、 a n t i p a i nにも若干阻害を受けた。

2 ) T • r u b r u mでは F -1 n 0 n a d、 F-m nonadは

D F P、 c h y m 0 s t a t i nに特異的に阻害されるが、

F -n n 0 n a d は D F P、 c h y m 0 s t a t i nに よ る阻害効果

は弱 く E D T Aに よ り 強 く 抑制された。

3 ) M . c a n i sでは 分子量 3万 8千の F-1 n 0 n a d 

( L )は、 D F P、 C h y m 0 s t a t i nはほ とん ど阻害効果を

万てきず、 E D T Aのみが活性を抑制する ι、，ー. と カ言明か

と なったロ その他の分画の分子量 2万 1千のケラ

チナ ーゼは、 D F Pおよび Ch y m 0 s t a t i nが活性を強

カに阻害 した。 F-m nonadでは、 これ らの阻害効

果は F-1 n 0 n a d、 F -n n 0 n a dに比 し て弱い傾向が
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認め られた。

従って、 n 0 n a d分画においてもま た 3菌種のど

の分画においても、 主たる酵素はキモ ト リ プシ

ン様のセ リ ン酵素である ことがわかった。

4 ) しかしなが り』 、 多く の分画で ED T Aに対する

感受性を示すことが明かとなった。 これらの分

画 ( M. c a n i s、 F -1 n 0 n a d ( L ) ) は、 T a b 1 e 5に刀τ

したよ つ C a + +が添加されるこ とによって

E D T Aによる抑制が無効と なる ことが示された。
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N. 考案

著者は、 各種白癖菌の中から、 臨床面で分離

される頻度の高い T• m e n t a g r 0 p h y t e s、 T • r u b r u m、

M . c a n i sの 3穫を選んで、 これらの白癖菌の産生

する細胞外、 および膜結合ケラチナーゼの抽出

分磁を行った。 これら 3菌 1障は、 近年の藤井ら

の報告 2o )によれば外来分離株の、 それぞれ

33. 1 語、 58. 1 語、 5 . 4 湾、 全体で 96 .6 %を占め、

林らの報告 2 1 )でも 3菌種で 87.7 %を占めている。

我々の教室での過去 2年間でのまとめでも、

T . m e n t a g r 0 p h y t e sが優位の傾向があるものの、

3種で 96 . 5 %を占めていた o

ケラチナーゼの測定として、 従来は、 モルモ

ットの毛 3-6 ) A Z 0 C 0 1 1 1 3 )が用いられてきたロ

しかし、 皮膚糸状菌が寄生している場であるヒ

ト表皮のケラチンを用いるのが最善であること

は明かであるロ したがって、 著者は、 まず負ぎ

に、 ヒト表皮ケラチンを基質として用い、 これ

を分解するすべての酵素を分離することを目標

とした D さらに、 活性の測定に、
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A Z 0 C 011、 合成発色基質を加えることにより真菌

の産生する蛋白分解酵素に対して総合的に検討

しようとした。

細胞外ケラチナーゼについては、 すでに多く

の報告があり、 確かに菌体周囲に存在するケラ

チンを分解し、 栄養源としていることは疑いを

得ないであろう o しかしながら、 真菌症の感染

の過程を考えると、 恐らく膜結合ケラチナーゼ

が初期の侵入・局在に重要な意味をもっている

のではないかと思われる。 しかしながら、 この

膜結合ケラチナ ゼについては、 y uら 5 )の報告

に述べられているものの、 これまで、 その詳細

についてはほとんどわかっていなかった o

著者は、 細胞外ケラチナ ゼと同時に、 膜結

合、 細胞内ケラチナ ゼについても詳しく検討

することとし、 まず、 抽出条件、 そして至適 pH 

についての条件決定を行った o 膜結合酵素の可

溶化には、 酵素活性を保持したまま可溶化出来

ること、 および、 可溶化の効率が問題となるが、

著者は、 この点で、 最も 般的に使用される頻
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度の高い非イオン性界面活性剤である Tr i t 0 n X 

-100を用いた。 その結果、 o . 5 %の Tr i t 0 n X 

-100で、 室温で 30分反応させる条件が膜結合ケ

ラチナーゼの可溶化に最も有効であることが明

かとなり、 本研究ではこの濃度を用いた(

Table 1) 。 また、 同濃度で、 4 oc、 1 4時間振

漫し、 菌体を破壊した後の上清を細胞内抽出液

とした。 さらに、 至適 pHについては、 弱アルカ

リ側においてのみ活性が認められ、 この点は、

これまでの報告と類似していた(T a b 1 e 2) 

3種白癖菌における各分画のケラチナーゼ活

性の比率は、 細胞外(F -1 )膜結合(F -11 ) 

細胞内(F -m )が、 おおよそ 70: 15: 15であ

った (Table 3) 0 細 胞外のケラチナーゼが最

も多かったが、 膜結合ケラチナーゼが占める

15%という割合は、 その限られた部位を考える

と非常に高い活性を示していると考えられる o

本研究においては ケラチナーゼの分子量に

ついてゲル溜過を用いて検討したが、 ケラチナ

ーゼの分子量は、 細胞外 DE A E吸着分画(F -1 a d 
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においては、 3万 5千が 3種に共通してお り

F i g u r e 1 ) 細胞外非吸着分画 nonad) 

では、 2万 1千の分子量が全ての菌種において認、

め られた ( Figure 4 ) この 2つの分子種が菌

穫にかかわ らず存在する ことから、 恐 り』 く 細

胞外のケラチナ ゼは この 2穫がケラチン分

解と いう 作用の中心をな している と思われる。

膜結合 DE A E吸着分画 (F-II ad) ケラチナーゼ

は、 T . m e n t a g r 0 p h y t e sではい く つもの ピー ク を

認めるが、 3種に共通 して認め られたものは

V 0 i d V 0 1 u m e、 分子量 3万 5千である ( Figure 2 )。

これは、 細胞外 DE A E吸着分画 a d ) ケラチ

ナーゼと 同 の分子量であ り、 恐 り く 同じ物で

はないかと思われる。 膜結合 DE A E非吸着分画

F-II nonad) ケラチナーゼでは 分子量約 4万が

共通していた ( Figure 5 ) 細胞内 ( F -m ) で

は 吸着分画 ( a d ) 非吸着分画 ( nonad) 共に

3万......， 3万 8千の分子量に主要なケラチナーゼ活性

が認められた ( Figure 6 ) 。

これらを通じて特徴的なこ とは、 M . c a n i sがい
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ずれの分画においてもほとんど単一のピークの

ケラチナーゼしか示さず、 他の T• m e n t a g r 0 -

p h y t e s 、 T • r u b r u mがいくつかのケラチナーゼ

のピークを示した事に比較して、 際だった対称

をなしていた。

3種に共通して高い活性を示す細胞外 DE A E吸

着分画 (F-I ad) の分画のケラチナーゼについ

て、 合成発色基質を用い基質特異性の検討を行

ったところ、 A r g -P r 0 -T y r -p N A (S -2 5 8 6 )に最も

高い活性を示すことが明かとなった(f i g u r e 7 

)。 しかも、 この 3万 5千のケラチナーゼは、 そ

れぞれにおいて最大の活性を示す分画であったロ

又、 細胞外 DE A E非吸着分画 (F-1 nonad) の 2万

1千のケラチナーゼにおいても、 分子量が異な

るものの S-2 5 8 6に最も高い活性を示した(

F i g u r e 8) 

それぞれの Km備を比較したところ、 細胞外

D E A E吸着分画 (F-I ad) の分画ケラチナーゼは

それぞれ異なった値を示したのに対し、 細胞外

D E A E非吸着分画(F-1 nonad) の分子量 2万 1千
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k . 

( S) のケラチナーゼは 2• 9 m 11と全て 致して

いた ( Table 4 ) 細胞外 DE A E吸着分画

a d ) の 3菌種のケラチナーゼが、 分子量が同じ

で も異なった Km値を示したことは、 これら 3種

の醇素は似通つてはいるものの、 それぞれの菌

種に特有の酵素学的修飾を受けている可能性が

ある。

また、 細胞外 DE A E吸着分画の 3万 5千 [ F -1 

a d ( S ) ] と 細胞外 DE A E非吸着分画の 2万 1千

F -1 n 0 n a d ( S ) ] の酵素のイ ンヒ ピター感受性

試験では、 全て DF P及び ch y m 0 s t a t i nによ り最も

効果的に阻害を受けることが明かとなった ( F i 

g u r e 9 ， 1 0 ) このことは 基質特異性のみな

らずイ ンヒ ピタ 感受性の面からもこれらのケ

ラチナーゼがキモ ト リプシンに極めて似通った

酵素であることを裏付けている。 ざ らに、 T • 

m e n t a g r 0 p h y t e sでは、 分子量 7万 ( L) のダイマ

ーと思われる部位にかな りのケラチナーゼが見

いだされたが、 S -2 5 8 6に対する Km値が異なるこ

と chymostatinに対する Ki備が ( L) カミ
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、時

2 . 7 m問、 ( S) が 65 . 0 m聞と数十 倍も異なって

いることから単純なダイマーとは考えにくい。

細胞外のケラチナ ゼについては、 y uら 2-5 ) 

が分子量 4万 8千で、 芳香族アミノ酸であるフエ

-・
、圃圃圃. ル アラニンおよびチロシン基質を分解する

酵素を T• m e n t a g r 0 p h y t e sから分離している。 又、

T • r u b r u mからは A s a h iら 12 )が 4万 4千と 3万 6千

のブェニ ルアラニンに親和性が高く、 かつ、

C a + + 依存性の酵素を精製した。 また、 M.canis 

からは、 T a k i u c h iら 1 1 . 2 2 . 2 :3 )が、 分子量 4万 5

千と 4万 8千のセリン酵素の阻害剤である P11 S Fで

阻害され、 かつ、 C a + + 依存性の酵素を分離した。

この様に、 3種の白癖菌からは、 分子量や他の性

質の類似したケラチナーゼの存在が報告されて

いるが、 著者は、 3種を同時に、 同一の方法で比

較検討する事により、 これらの白癖菌に存在す

る細胞外ケラチナ ゼが、 物理的に完全に同

でないまでもきわめて似通っている事を明らか

にする事が出来た。

また、 滝内ら 1 3 • 1 4 )は、 M • c a n i sから 4万 5千
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のケラチナーゼを精製し、 その抗体を産生し、

T • r u b r u m、 T . m e n t a g r 0 p h y t e sにも交差をすると

報告しているが、 恐らくこの酵素は、 本研究で

明らかになった 3つの菌種に共通する分子量 3万

5千か 2万 1千に関連したものであろうロ

本研究で著者は、 真菌の産生するケラチナ

ゼの大部分が、 セリン酵素かつキモトリプシン

様酵素であることを明らかにしたが、 T • r u b r u m 

の F-n分画において、 D F P、 c h y m 0 s t a t i nに全く

阻害されず、 E D T Aのみに阻害される酵素を見い

だした。 このことは、 膜結合酵素の一部には、

金属酵素が含まれることを意味しており(

T a b 1 e 5) 、 これまで全く報告に認められなかっ

たメタルプロテアーゼが、 真;菌症に重要な関わ

りを持っている可能性がある。

Hibinoら 2 4 )は、 表皮抽出液中において、 蛋

白分解酵素の阻害物質のスクリーニングテスト

を行った。 その中で、 彼らは、 トリプシン、 プ

ラスミノーゲンアクチベータ一、 システイン酵

素に対する少なくとも 3種の阻害物質が表皮に

-29・



存在することを明らかに した。 この中で、 キモ

ト リ プシンに対する阻害物質は全く認められな

かったことと、 ケラチナーゼの主要なものがキ

モ ト リプシン様の酵素であったという ことから、

表皮では本酵素が阻害されずに働き得るという

ことを示唆している。 また 同様に、 メ タルプ

ロテアーゼに対する阻害物質もヒ ト表皮からは

見つかってお らず、 恐ら く 真菌はこ つ した表

皮の防御の弱点をついてその感染を成立させ得

るものと考える。

開30・



r 

V 結語

3 種白癖菌の分泌する細胞外ケラチナーゼの

性質を明らかにすると共に、 膜結合ケラチナ

ゼ 細胞内ケラチナーゼについても詳しい酵素

学的な検討を加え、 菌種間の違いについても比

較検討を行った D その結果、 次の知見及び結論

が得られた。

1 ) 3種菌株よ り抽出した細胞外 膜

結合 ( F -n ) 細胞内 ( F-皿[ ) のケラチーゼ活

性は、 ほぽ同様の比率を示し、 それぞれ

7 0 : 1 5 : 1 5であった。

2 ) D E A E吸着分画のケラチナーゼは、 主に分子

量約 3万 5千と 7万よ り なり、 D F P、 c h y m 0 s t a t i nに

より特異的に阻害を受け、 S -258 6に強い分解活

性を持ち、 キモ ト リプシンに良く似た性質を示

した。

3 ) D E A E非吸着分画のケラチナーゼは、 分子量

約 2万 1千と 3万 8千よ りなり、 D F P、 c h y m 0 s t a t i n 

に特異的に阻害され、 酵素学的には吸着分画の

ケラチナーゼと良く似た、 キモ ト リプシン様の

-31・



酵素であったロ

4 ) 即ち、 白癖菌の産生するケラチナーゼの大

部分がキモ ト リプシン様酵素l であることが明か

となった。

5 ) しかしながら 非吸着分画の 一 部には、 ケ

ラチンと AZ 0 C 011のみを分解し、 S-2586には活性

を示さない酵素の存在が認め られた。 これらは

D F P、 C h y m 0 t r i p s i nに全く、 も し く はほとんど阻

害されず、 E D T Aのみに阻害され、 更に、 この

E D T Aの抑制効果は Ca + +添加によって無効になる

ることから メ タルプロテアーゼと考えられた o

6 ) 当教室の Hi b i n 0の研究で、 表皮中にはキモ

ト リ プシンに対する阻害酵素は存在しないこと

が確認されている。 白癖菌のケラチナーゼの主

要なものがキモ ト リプシン様の醇素であったこ

という今回の結果から、 表皮では、 本酵素が阻

害されずに働き得ることが示唆された o また、

メ タルプロテアーゼに対する阻害酵素もヒ ト表

皮からは見つかっていない。 白癖菌はこう した

表皮の防御機構の弱点、をついて感染を成立させ

-32・



得るものと考えた。

稿を終わるにあたり、恩師 J~ 宰市教授に対し深

甚なる感謝を捧げます.終始ご指導を賜った日比

野利彦助手、瀬川郁雄講師に対し深く感謝の意を

表します。又、本研究を始めるにあたり真菌の基

礎からご指導いただいた青森県立病院皮膚科部

長福士 費先生に深く御礼を申し上げます o

なお、 本論文の要旨は、 第 34回日本医真菌学

会(平成 2年 9月 29日、 神奈川)第 273回日本皮膚

科学会東北地方会(平成 3年 2月 10日、 宮城)

第 90回日本皮膚科学会総会(平成 3年 4月 28日、

京都)において発表した白

-33・



文献

1) Noval， J.J. and Nickerson， W.J. 

Decomposition of native keratin by 

Streptomyces fradiae. J.Bacteriol. 77， 

251・263，1959. 

2) Y u， R. J .， H a r m 0 n， S. R. a n d B 1 a n k， F. 

Isolation and purification of an 

extracellular keratinase of Trichophyton 

mentagrophytes. J.Bacteriol. 96， 1435・ 14 36 ， 

1968. 

3) Yu， R.J.， Harmon， S.R.， Blank， F.， et al.: 

Hair digestion by a keratinase of 

Trichophyton mentagrophytes. J.lnvest. 

Dermatol. 53， 166・171，196 9 . 

4) Yu， R.J.， Harmon， S.R.， 'Wachter， P.E.， et al. 

Amino acid composition and specificity of 

a keratinase of Trichophyton mentagrophytes ・

Arch.Biochem.Biophys. 135， 363・370，1969. 

5) Y u， R. J .， H a r m 0 n， S. R .， S a r a h， F.， e t a 1 . : 

Two cell-bound keratinase of Trichophyton 



mentagrophytes ・ J.Invest.Dermatol. 56， 27-32， 

1 97 1 . 

qu

・

e

s

a

 

s

e

c

 

a

+

し

・

1

n

y

g

b

 

・

1

y

L

H

O

+

し

E

D

n

r

可

i

a

o

o

 

r

s

r

十
U

e

e

g

a

 

V

A

r

a

m

 

-
-
内
d

+

し

F

i

p

A

-

r

n

・

0

e

F

t

e

2

D

 

s

m

7

e

-

'

L

u

n

u

U

1

i

s

 

L民

u

n

-

i

o

-

-

n

s

o

n

n

s

 

a

+

し

'

0

1

i

s

v

J

n

t

u

-

-

+

し

n

D

U

L

H

咽

i

・

V

J

O

P

ι

F

h

υ

n

F

L

U

 

E

G

n

o

t

i

n

y

 

n

・l
L

H

・

'

o

a

+

し

e

n

-

-

-

K

+

し

a

・

1

噌

i

n

a

.

F

A

F

A

F

h

υ

3

M

m

M

 

T

J

e

中

I

噌

i

司

i

r

b

u

n

D

e

 

'

n

f

ょ
，

A
U

+

し

c

l

o

p

h

υ

A

U

ハ
V

ハ
V

噌
『
ム

n
u
n
u

g

b

q

U

2

u

・

可

l

a

s

e

'

 

n

k

・

1

m

a

-

s

s

y

-

-

n

u

e

 

'

v

d

Z

+

u

・

s

・

1

4

n

n

円

p

a

T

J

o

e

e

n

 

-

F

A

.

、
i

'

・14

n

k

z

q

e

r

L

H

+

し

V

J

ρ
い

v

ρ
し

V

3

U

2

u

'

n

n

r

p

r

r

 

u

L

u

x

a

e

 

v

I

+

し

円

巴

n

b

t

k

、

‘

，

，

，

、

、

.

，

，

n

n

u

円

i

145，245・255，1972. 

.，
 nu
 
n
o
 

の
J
臼

••. 

，

.

 

-

P

U

F

円

U

n

H

a

q

u

・

司

A

F

h

u

-
唱

A

+

し

n
，，“

'

s

s

n

 

し
民

O

u

-

-

'

n

u

+

し

a

門

i

a

v

d

p

u

s

n

u

-

-
A
E
n

・

e

1

ム

n

D

p

n

d

'

s

 

O

門

i

・

a

a

d

t

9

F

n

c

 

n
H
3
u

噌

g

i

-

-

司

A

.

、.4

a

m

n

b

t

g

 

r

'

a

0

 

・

e

ハ
U

'

r

司

i

F

U

I

q

n

U

可

i

e

o

噌
』
ム

ρしV

官
官
民
+
し

n

r

n

u

-

n

r

a

 

・

1

p

u

p

f

i

m

'

n

u

a

o

r

 

I

n

s

r

e

 

a

e

'

p

u

e

n

u

 

r

s

n

O

可

i

a

a

且

u

z

'

0

・

円

、

u

n

u

t

-

-

n

H

H

S

，
.

1

v

R

・

I

・

+

し

2

u

・

・

・

c

u

n

r

a

c

u

m

-

o

 

・

r

・

-

可

i

+

し

T

d

e

，b
'

a

v

d

 

L

k

n

v

ハ
V

L

U

，

1

i

・

1

t

p

s

c

i

O

P

A

e

o

 

nu

ハv
ι

し

ρし

v

+

し

・

1

a

+

し

'

a

1

i

e

m

u

-

m

 

1
3
4
可
』
4
F
A
ρ
し

V

A

a

u

F

A

o

o

e

z

i

・

e

nし

n

H

u

n

U

円

巴

ρ

し

J
U

、
、
，
，
，
、
、
.
，
，

o

o

n

u

u

 

197 3 . 

10)Sarah，F.G. Role of keratinases in 

dermatophytosis ・ Dermatologica 153， 157・ 16 2 ， 

1976. 

11 )渚 佳治、樋口道生、滝内石夫 Microsporum 



r、

canisの産生する Keratinaseの生化学的性状につい

て.昭和医会誌. 39， 49・54，1979. 

12)ASAHI， M.， Lindguist， R. Fukuyama， K.， et al. 

Purification and characterization of major 

extracellular proteinase from Trichophyton 

rubrum. Biochem.J. 232， 139-144， 1985. 

1 3 )滝内石夫、 清 佳治、 樋口道生 Extracellularな

Keratinaseに対する抗血清の作製.日皮会誌 91，

771・ 773，1 9 8 1 . 

1 4 )清 佳治、滝内石夫 Keratinaseの人角質層に対す

る作用並びに局在に関する研究.真菌と真菌症 23

， 308・31 3， 198 2 . 

1 5 )古賀美保、清 佳浩、樋口道生、他 白癖病巣部角

質よりのケラチナーゼの粗抽出ならびに局在に関す

る研究.真菌と真菌症 27， 107・112，1986. 

16)Hibino， T. Purification and characterization 

of keratin hydrolase in psoriatic epidermis: 

Application of keratin- agarose plate and 

keratin-polysdrylamide enzymography methods. 

Anal.Biochem. 147， 342・352，1985. 



17)Apodaca， G. and Mckerrow， J.H.: Regulation of 

Trichophyton rubrum proteolytic activity. 

Infect.lmmun. 57， 3081・3090，1989. 

18)Lineweaver， H. and Burk， D.:The Determina-

tion of Enzyme Dissociation Constants. 

e
 

L
U
 

'

+

し

r

'

 

r

'

h

u

q

1

υ

 

免

u

+

し

n
H
U

凋
斗
a

a

n

H

・a

・
-
ム
噌
4
4

q

u

w

 

。υ
'

1
4

・

t

m

T

d

n

e

 

'
・

e

L

u

n

O

M

N

m

p

u

 

n

o

e

 

n
o
I
q
r

市

i

-

n

M

U

o

 

n

A

V

3

u

q

u

・
市
i

F

b

a

n

D

-

n

o

'

e

・

・

ー

;

・

'

h

H

m

M

T

，u
u

岨‘

4
Z
H

，
，
b

ゐ

p

・
:
・
・

品

市

首

叫

』

A
g
u

n

o

u

n

-

骨

円

台

噂

「

「

U

A

U

・
司
ム
+
し

r

e

n

d

旬

、

h

υ

+
し

e

、
r
u
z
h
r

c

e

o

g

L

z

q

帽
恕

ハv
c

u

p

A

3

u

l

j

s

o

p

e

g

白

F
H門

r

v

E

E

‘

.

ー

:

]

1

村

る

m

'

・

1

i

F

U

r

l

-

e

.

、i
O

Q

u

n

ロ

れ

町

一

h

u

U

H

a

n

-

-

、
〉

C

・

e

4

4

、

o

t

h

-

-

-

-
阿型

V

」

e

P

5

担
-

2

F

r

'

7

・

e

y

'

n

2

事

m

r

・

・

1

・

i

h

品

A

m

w

y

b

可
i

F

h

U

4

4

J

岡崎げ

0

・

O

R

u

-

t

l

・
，

T

J

'

b

a

A

n

r

q

L

語
版
酬

H
E

、.J
1

.

，，

nuυ

ハU

噌

E

A

η

f

“
他:旭川医科大学

医真菌会誌 31，

133， 1990. 

2 1 )林 紀孝、幡本明利、一木幹生、他:福岡大学病院

における 17年間の白癖菌培養成績.医真菌会誌.

31， 134， 199 0 . 

e
 

・・

c
u

-

a

 

可
1

4

n

H

3
u

・司
Ae

・

+

し

+

し

q
u

e

o

-

-

r

n

 

'

o

a

 

-

D

A

P

U

 

V
1

・

'

r

m

ワゐ

・1

a

u

o

o

e

-

-

r

n

M

 

n

D

u

o

-

-

1

i

n

r

 

'

1

i

s

-

-

e

o

n

o

 

n

u

c

r

n

6

 

'

a

c

ワム

.、i
F

A

-

-

4

・

L

H

+

し

M
円

噌

i

c

x

n

o

 

u

e

m

η

L

 

g

b

n

v

 

・
1

n

r

'

u

u

a

s

i

ハU。f臼

'

2

i

、EJ

-

A

V

ρ

し

V

2

U

T

I

-

-

F

D

.

、よ

'

n

a

J

U

 

・

司

ム

ハ
v

n

u

n

u

E
n
-
-

・1

a

p

u

+

し

ふ

し

F
A

H

U

2

U

2

u

n

u

 

-
司
ム
司
E

4

F

A

n

u

-
b
瓜

ハ

V

O

M

L

υ

a

s

v

n

a

 

中

l

T

i

r

t

‘、

n
b

、‘.，，
η
J
H
 。ι



へ .. . 

r
 
a
 
-，4 

・・

nu

.

1

・4

1

i

1

4

 

a

e

 C
 

+

'

U

2

u

 

ρし
v

F

A

+し

'

x

 

・

e

nn 

e
 

，
・
hu

-

-

4

+
し

タ
hu
n

d

g

i

 

L
民

ハ

v

a
 

T

i

n

 

o
 

'
・
1
4

・

+

し

V

I

a

 

z
 

，
.
1
 

.、ム

F
A

e

e

 

F
D

↑しc
 

'

a

 

・

r

T

1

4

q

d

 
L
H
 

'

p

v

 

-
司
よL

u

z

i

 

c

a

 

n

u

.

、4

・T

4

+

し

し
民

F
A

a

a

 

T

A

n

r

 

、‘E
，J
qtυ 
η
f
u
 

Keratinase from Microsporum canis ・

Sabouraudia 22， 219・224，1984. 

24)Hibino， T. ，Izaki， S.and Izaki， M.: Detection 

of Serine protinase inhibitors in cornified 

Cells. Biochem.Biophys.Res.Commun. 101， 948・

955， 1981. 



r M 可

abstract 

Keratinases are thought to have a central 

role for pathogenesis of dermatophytes 

infection. 1n the present study， the author 

isolated & characterized extracellular (F-1 )， 

membrane bound (F-11 ) and intracellilar (F-m ) 

keratinases from T richophyt on m entagrophytes， 

I.r ubru !!!， and Microsporu !!! ~is ， which shares 

more than 80% of this disease in Japan. F-1 

wasobtained througheach filtrate of culture-

medium coutaining human hair as in the 

nitrogen sorce. F-II was extracted with 0.5 出

Triton X-100 fromthe residue of F-1 for 30 

minits at room temperature. F-m was obtained 

by extration with Triton X-100 overnight at 4・C. K 

eratinase activities were measuredusing keratin-a 

garose plate， azocoll and synthetic tripeptidesub 

strates. 

The ratio of keratinase activities among 

F-1 ， F-11 and F-m was approximately 70: 15:15， 



~ ・、 - w ・ 品

which was relatively constant in three species ・

Keratinase fractions were first applied to 

DEAE Sepharose colomn and separated into two 

fractions(adsorbed & nonadsorbed). DEAE adsorbed 

keratinases were further purified by Sephacryl 

S-200 and Mono Q chromatography. DEAE non-

adsorbed keratinases were isolated using 

SephacrylS-200 and hydroxylapatite chromato-

graphy. Each adsorbed fraction(F-1 ，....." F-ill) fromt 
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howedMr. 21，000 and 38，000 keratinases. 

keratinases hydrolyzed Arg-Pro・Ty r -p -

nitroanilide， the substrate developed for 

These 

chymotrypsin. In addition， these enzymes were 

susceptible to diisopropyl fluorophosphate(DFP) 

and chymostatin， confirming chymotripsin-like 

character. Although majority of keratinases 

produced by three species of fungi were found tob 

e chymotrypsin like serine proteinases， some 



、 ー 昌 一 角、

minor metallo-proteinase-like activity was also d 

etected in nonadsorbed fractions. These 

results indicate that the dermatophytes are 

capable of degrading keratin in the epidermis byu 

sing keratinases without any obstacles， since 

epidermis dose not contain inhibitors against 

chymotrypsin as shown in the previous study. 
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