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　抄録：細菌の産生する菌体外deoxyribonuclease（以下DNaseと略す）は＆ψんyZo60c6μs醐rθ俗

や3〃ε♪ZOωC‘俗クγogεηε5などで良く知られているが口腔レンサ球菌についてはまだ報告がない。

　私たちは5Zrθμoのτ鋤5勿砿αη5，5．5αη8μ砧1，H，5．砺z‘5，5．　sαZ‘脚r㌦sのDNase産生能に

ついて検討したところ，以下の成績を得た。

1．3．沈μ比η5，3．sαη8μ‘sI，n，5．勿碗s，3．∫αZ勿α〃從の中で5．s畝g碗1のみが嫌気性培

　養下でDNaseを産生したが，好気性，5％CO2培養，ローソク法ではDNaseを産生しなかった。

2．ぷ．sαηgμ‘∫IChallis株を液体培養し，培養液上清から得た粗酵素画分をDNAに作用させ，活性を

　測定したところ，粗酵素画分はDNAと反応し，反応10分後には260nlnでの吸収がみられ，活性は時間

の経過と共に高まった。

　この成績から粗酵素画分は菌体外DNaseであることが確認された。

緒 言

　細菌の産生する菌体外DNaseは5’αφ的1・

060CCμ3αμrθμS，5〃εμ0εOC6〃5ρツ09θη■∫，

8θグτα’桓タπαrcθ∫cθη5セこついての報告が多く

みられる。

　Staphylococciでは8．碗r％∫の性状の1

つであるcoagulase産生能とDNase産生能
の一致率が非常に高いことから8．αμrθμ5の鑑

別上有用な性状1）として重要視されている。

　また8．ρyogθη65を他の溶血レンサ球菌か

ら2），5err碗iα勿αr6θ5cθη5をEnterobact－

eriaceaeから鑑別3）する性状としてDNase産

生能が注目されてきた。

　私たちは口腔レンサ球菌のDNase産生能に

ついて検討したところ5．∫αηgμゴsIが菌体外

DNaseを産生する事を見い出したので報告する。

実　験　方　法

1．使用菌株：5．’助‘αηぷE49，　Fa－1，　GS

5，6715，LM　7，分離菌株11株，8．5αηg泌

IATCC　10556，　Challis，分離菌株85株，

8．∫αη9μゴ5皿ATCC　10557，分離菌株17株，

8．〃2砺ぶATCC　g811，分離菌株23株，5．5α五

uαr‘μ5ATCC　13412，分離菌株20株，8．αμr一

θμ∫ATCC　25923，8．ρyo9εηθs　ATCC　6302，

5ετ侃z辺〃砿r‘ε5εεη∫分離菌株の各1株，計

169株である。

2．培地：Todd　Hewitt　broth（以下TH　br・

othと略す，　BBL），　DNA培地（栄研），

Toluidine　blue　O－DNA培地（0．01％Tolui－

dine　blue　O－DNA培地），　Methyl　green　D・

NA培地（0．05％Methyl　green－DNA培地），

6．5％食塩加Trypticase　soy　broth（BBL），

Extracellular　deoxyribonuclease　ofぷ〃ερZoωc6μs∫απ9痂s　I
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40％胆汁加血液寒天培地，Arginine培
地（tryptone　59，　yeast　extract　109，　K　2

HPO429，91ucose　59，　arginie　39，精

製水1000ml），Methylene　blue　milk培地

（skim　milk　1009，1％methylene　blue水

溶液100ml，精製水1000ml），糖分解用基礎

培地（beaf　extract　19，　proteose　peptone

No．3　109，　Nacl　59，　phenol　red　O．018

9，精製水1000ml）

3．培養：前培養はすべてTH　brothを用い，

37°C，20時間培養した。

4．DNase産生能の検討4）：DNA寒天培地を

用い塩酸で判定する方法一DNA寒天培地に前

培養菌を1白金耳接種し，37°C，20時間培養後，

1N塩酸を寒天平板全面に注ぎ，発育した集落

の周囲に透明帯の生じたものを陽性とした。

Toluidine　blue　O－DNA寒天培地による方法

一接種，培養法は上記の方法に従い，培養後，

発育した集落の周辺が青色からピンク色に変色

したものを陽性とした。

Methyl　green－DNA寒天培地による方法一

接種，培養法は上記の方法に従い，培養後，発

育した集落の周囲が無色になったものを陽性と

した。

4．生物学的性状検査：10°C，45°Cでの発育

一TH　brothに前培養菌を1白金耳接種し，

10°C，45°Cで培養，発育の有無を観察した。

40％胆汁加血液寒天培地上での発育一40％胆汁

加血液寒天培地に前培養菌を画線培養し，

37°C，48時間培養後，発育の有無を判定した。

Arginineの加水分解性一Arginine培地に前

培養菌を1白金耳接種し，37°C，48時間培養

後，ネスラー試薬0．1m1を滴下し，培養液が

褐色になったものを陽性とした。Methylene

blue　milk還元性一Methylene　blue　milk培

地に前培養菌を接種，37°C，24時間培養後，

青色が消えたものを陽性とし，変色しなかった

ものを陰性とした。糖分解性一糖分解用基礎培

地にglUCOSe，　maltOSe，　laCtOSe，　SUCrOSe，

trehalose，　salicine，　maltose，　inuline，　ar・

abinose，　xylose，　glycerine，　mannit，　sor一
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bit，　raffinoseを1％に加えて用い，前培養菌

1白金耳を接種し，37°Cで培養，7目間観察

し，培養液が黄色になったものを陽性とした。

5．培養法の検討：

　好気性，ローソク法による培養，5％CO　2培

養（炭酸ガス培養ふらん器による），GasPak

法による嫌気性培養の4つの方法による培養条

件で検討した。

6．DNaseの分離と活性測定

DNaseの分離一図1に示した方法に従って
S．sαπ9μ《s　l　Challis株を500mlのTH　broth

で37°C，18時間培養後，4°C，6000r．p．m．

30分間，遠心し，その上清を減圧下で150mlに

濃縮した。これに固型硫酸アンモニウム110g

を加え，90％飽和し，4°C1夜静置後，遠心

してその沈澱を飽和硫安水で洗浄し，生理食塩

水40mlに溶解したものを粗酵素画分とした。

DNase活性の測定一〇．0001MMgc1を含む

0．001M　Tris－HCI　bufferで500μ9／mlに調

整した（仔牛胸線，P－L）0．21nlと粗酵素画

分0．05mlを37°Cで反応させ，10分毎に0．2N

過塩素酸2mlで反応を停止させて，分光光度

計（島津UV210）を用い，260nmで吸光度を

測定した。

培養液
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　図1　菌体外Deoxyribonucleaseの分離



120

実　験　成　績

1．口腔レンサ球菌のDNase産生能
　はじめに8．彿μ拓η5，5．5αη9μゴぶ，8．勿碗5，

8．5α〃uαr∠μsの産生能をToluindine　blue　O－

DNA培地を用いて調べた。

　培養は好気性，嫌気性の2方法で行い，表1

に示す成績を得た。すなわち8．5αηgμむ1で

はATCC　10556，　Challis株のみがDNaseを

産生し，このDNase産生能は嫌気性培養法で

のみ認められ，好気性培養法では認められなか

った。DNaseを産生する菌として従来知られ

ているS．αμrθμ3，8．カyo9εη65，　S．ρηεμmoηゴー

αε，5ετrα’桓〃泌τ6ε5cεη5を対照としてDN－

ase産生能を調べたが，5．αμr斑5，8．ヵη飽〃z・

oη桓θは好気性，嫌気性いつれの培養法でも

DNaseを産生し，5．カηε醐oηiαε，ぷθrrαz∠α

表1　ロ腔レンサ球菌のDNase産生能

供　　試　　菌　　株

5〃εμococcμsητ砿αηs

　　　　　E49

　　　　　Fa－1

GS　5

6715

　　　　　LM　7

5〃εμ0ωCCμS∫αη8紗∫l

　　　ATCC　10556

　　　　　Challis

5疏εμoωccμs　5αη9痂∫H

　　　ATCC　10557
5τr6μococαぶ痂τゴ∫

　　　ATCC　9811
3’rθμococcμs∫αZ加αr‘μ5

　　　ATCC　13412
3zαρんパoσo‘‘μsαμr¢μs

　　　ATCC　25923
8τrθμ060CCμSカツ08εηθ5

　　　ATCC　10389
ぷτrθμOCOCCμS勿eμ沈0ηiα■

　　　ATCC　6302

5θrrαがα7παπεscεηs

培　　養　　法

好気性

十

十

十

十

嫌気性

十

十

十

十
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表2　口腔レンサ球菌分離株のDNase産生能

分　　離　　菌　　株

　　　　　　　（175株）

ぷ’プψ’0606τμ∫吻駕彦απ3

　　　　　30株

ぷZrθμ060Cεμ5ぶαπ8痂31

　　　　　85株
Sτrεμoτ06τμ∫sαη9痂5町

　　　　　17株

3Zrθμoεoccμ5初伍5
　　　　　23株
5／rεμ060ccμ∫∫αZψαrゴL

　　　　　20株

培　　養　　法

好気性 嫌気性

十

沈αrcε∫cεηsでは好気性培養法でのみDNase

を産生した。以上の成績は塩酸法や，Methyl

green－DNA培地による判定でも同じであっ
た。

　8．sαη9μ∠51ATCC　10556，　Challis株が

嫌気性培養法でのみDNaseを産生することが

わかったので口腔レンサ球菌分離株についても

DNase産生能を調べた。その成績をまとめる

と（表2）8．∫αηg痂∫1分離株85株は全て嫌気

性培養でDNaseを産生し，8．5αη9痂皿と他の

8．切砿αη3，5．彿劔s，8、5αZ劫αγ㌦∫．の分離株

は好気，嫌気いつれの培養法でもDNaseを産

生しなかった。

2．DNase産生能に及ぼす0、，　CO、の影響

　0、，CO、の存在とDNase産生能との関係

を調べてみた。いつれも37°C，20時間培養し

たが8．∫αη9μゴ51ATCC　10556，　Chaliis株，

分離菌株85株は好気性培養法，ローソク法，5

％CO、培養法で充分な発育を示しているにも

かかわらずDNase産生は陰性でGasPak法
による0、の全く存在しない嫌気性培養法での

みDNase産生が陽性となった。ぷ．5αη9μゴ∫皿

ATCC　10557，分離菌株17株はいずれの培養法

でもDNaseを産生しなかった。（表3）。また

8．卿μ診αη∫E49，　Fa－1，　GS　5，LM　7，6715，

分離菌株30株，S．〃碗∠5　ATCC　g811，分離菌

株23株，5．∫αZ初αr↓俗ATCC　13412，分離株

20株ではいつれの培養法でもDNaseを産生し

なかった。



岩医大歯誌　7：118－123，1982 121

表3　DNase産生能に及ぼす02，　CO2の影響

供試菌株
培養法

3τrεμococτμ55αη8酩s　I

　　　ATCC　10556

　　　Challis

　　分離菌株85株
3Zrθμococ‘μ55伽9μ‘ぷ　n

　　　ATCC　10557

　　分離菌株　17株

（⇒性）［ 　　CO2
（ローソク法）

　5％CO2
（CO2培養法）

　CO2十H2
（GasPaK法）

十

十

十

3．好気性，嫌気性培養法による生物学的性状

の比較

　0、の存在がS．∫αη9μi∫1のDNase産生

能だけでなく代謝にも影響を及ぼしているの

ではないかと考え，好気性，嫌気性培養下で

∫．sαη9μ‘51ATCC　10556，　Challis株と分離

菌株85株について生物学的性状を比較検討し

た。10°C，45°Cでの発育，6．5％食塩加培地，

40％胆汁加血液寒天培地上での発育の有無，

Arginine水解性，　Methylene　blue　milkの

還元性，glucose，　maltose，　sucrose，　inuline，

1actose，　arabinose，　xylose，　glycerine，

mannit，　sorbit，　raffinoseの糖分解能の成績

はS．5αη9μis　I　ATCC　10556，　Challis株，

分離株菌85株，すべて好気性，嫌気性培養での

結果は一致するものであった。
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図2　菌体外DeoxyribonucleaSe活性

4．8．∫αη9μ‘slChallis株の菌体外DNase

についての検討

　DNA培地上で認められたDNase産生株
S．5αη9μ∠51Challis株のDNaseが菌体外

DNaseであるかどうかを検討した。8．5αηgμi∫

IChallis株をTH　brothで培養し，遠心に

より菌体を除いた培養液上清部分についてDN・

ase活性を測定した。その結果，図2に示した

ように反応10分後には0．D．260nmでの吸収

がみられ，DNase活性を示した。また活性は

時間の経過とともに高まる傾向を示した。

　菌体を除いた培養液上清部分にDNase活性

を認めたので，このDNaseは菌体外DNase
である事が明らかになった。

考 察

　5．sαηgμi8の産生するDNaseについての研

究はこれまでにStarosciak，　B．　J．5）らによる

報告があり，彼らは5．∫αηgμゴ51Challis株

のendonucleaseについて検討している。し

かし菌体外DNaseについての報告は未だみら

れない。

　私たちは口腔レンサ球菌のDNase産生能に

ついて検討し8．∫αη9μi∫1のみがDNase産生

能をもつという結果を得た。このDNase活性

は菌体を除いた培養上清中に認められDNA基

質を含む寒天平板培地上でも確認され，菌体外

DNaseと考えられる。

　8．∫4ηg碗5では8．∫αηgμゴ∫IATCC　10556，

Challis，分離菌株は全てDNaseを産生した

が8．∫αη9μis口ATCC　10557，分離菌株17株
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はDNaseを産生しなかった。8．　sαπgμ：s　Iは

Arginieを水解し，　inuline，　raffinose非分解

の性状を示し，8．5αη9μ乞5nはArginieを分

解せず，inuline非分解，　raffinose分解性を

示すものとして分類されている6）。8．αμrεμ∫，

5．カyo9εηθsや8εrrα彦桓御αrcε5cεη5などで

はDNase産生能を鑑別の1指標として用いて

いるが，S．∫αηgμi51のDNase産生能も他の

口腔レンサ球菌の中からS．5αηgμむ1を鑑別す

る1つの性状になり得るのではないだろうか。

　またDNase産生能の機構についてはJoeje，

H．7’8）らはBαci〃μ5∫μろεiz‘5についてnonc・

ompetent　cellではDNaseを菌体外に放出し

ないが，これを初期培養42°Cから37°Cに切り換

えて培養したところcompetent　cellになり，

DNaseを菌体外に放出したと報告している。

同時に彼らはこのnoncompetent，　competent

の状態における細菌の形態を光学顕微鏡で観察

し，competent　cellは球菌様に膨化し，　non・

competent　cel1とは著しく異なることを報告

している。

　私たちは8．5αヵg痂51を好気性，嫌気性培

養条件下で培養したところ，嫌気性培養下での
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みDNase産生を見い出したが，これらの条件

下での細菌の形態を光学顕微鏡で観察すると，

嫌気性培養下でDNaseを産生している場合は

レンサ球菌としての形態を示したが，好気性培

養下でDNaseを産生しない状態では著しく膨

化し，球桿菌状を呈しているのが観察された。

Starosciak，　B．　J．5）らがnoncompetent　ce11

の5．∫αηgμ‘∫1からとり出しているDNase

と，私たちが嫌気性培養下で見い出した菌体外

DNaseを考えあわせると，先に述べたB．5μ一

ろZ〃i5のnoncompetent　cellとcOmpetent　cell

のように細菌細胞の形態や機能的変化が菌体外

にDNaseを放出する一因になっているとも考

えられる。

結 論

　5．彿μ拓η∫，s．∫αη9碗51，∬，8．勿垣5，8．

5αZ劫αプ飢5の菌体外DNaseを検討したとこ

ろ，5、5αη9μゴ∫1のみが菌体外DNaseを産

生し，このDNase産生能は好気性培養，ロー

ソク培養，5％CO、培養では見られず，　Gas・

Pak法による嫌気性培養でのみ産生がみられ

た。

　Abstract　：Deoxyribonuclease　of　3ταヵん〆ococcμぷαμrεμぷ，3〃εμoωετμ∫ρッog6解5，ぷθrrα’ゴα

勿αrcε5cεη∫has　been　known．

　However，　the　production　of　DNase　by　oral　streptococci，　hitherto　have　not　been　reported．

　In　this　report　the　production　of　extracellular　DNase　by　oral　streptococci，ぷ．∫αηg酩3，8．仇砿αηs，

5．7π弼5andぷ、sαZ初αr㍑5　was　examined，　and　the　following　results　were　obteined．

1．Only　5．sαη8碗s　produced　when　incubated　under　anaerobic　condition，　but　not　under　aerobic

condition，　in　CO2　incubater　or　candle　jar．　On　the　other　hand，3．η2励αη5，8．ητ琵ゴs　and　S．∫αZWαr㌦5

did　not　produced　any　condition．

2．Crude　enzyme　fraction　of　5．5αηg励s　I　Challis　strain　was　obteined　from　supernatant　of　culture

broth，　and　its　DNase　activity　was　determinated．

　From　these　results　it　was　concluded　that　the　crude　enzyme　fraction　isolated　culture　ofぷ．sαηg紗5

1was　extracellular　DNase．
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