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克

　Abstract：Asoluble　mitogenic　factor　was　partially　purified　from　the　culture　supernatant　of

S舵ρτococcμsαηg仇osμs　by　DEAE－Sephadex　column　chromatography，　followed　by　Sephadex　G－100

column　chromatography．　In　Sephadex　G－100，　three　protein　fractions　were　separated．　Fraction　1（F

1）from　Sephadex　G－100　contained　mitogenic　activity　for　human　peripheral　blood　mononuclear

cells．　The　specific　activity　of　FI　was　increased　to　4．4　times　that　of　the　of　culture　supernatant．　The

mitogenic　activity　of　FI　rose　at　from　O．1ρ9／ml　to　ll㎎／ml，　but　the　activity　fell　at　a　dose　of　101㎎／ml．

These　results　suggest　that　the　novel　mitogenic　factor　from＆αηg仇osμs　culture　supernatant　may

cause　inflammation．

Key　words：S舵μococcμsαηg乞ηosμ8，　mitogenic　factor，　partial　purification．

緒 言

　Sτ？roρ‘OCOCCτ4S　　αη画ηOSZ4S　‘ま＆　　COηSτoπ〔πμS

およびs．仇ε¢物θ〔ガμsとともに“＆m棚θガ”グ

ループに属する細菌で歯肉膿瘍の主要な原因菌

といわれ1），さらに呼吸器感染症2），種々の化膿

性疾患3）や成人歯周炎からも分離されると報告4）

されている。また，他の口腔レンサ球菌にくら

べ，歯肉縁下プラークから高率に分離されると

いう報告5）もあるが，その病原因子については

明らかになっていない。

　同じレンサ球菌属の＆ρ夕ogθηρsが産生する

発赤毒素は，スーパー抗原とも呼ばれ，多彩な

生物活性を有することが報告6）されている。す

なわち抗原が抗原提示細胞内でフラグメント化

されずにMHCクラスH分子の外側に直接結合

し，特定のVβを有するT細胞をクローン性を

こえて活性化させる。その際過剰に産生される

サイトカインが種々の炎症性疾患の原因となる

ことが考えられている。また，Limaら7）は＆

伽θ耽¢砺μsが産生するB細胞マイトジェンは

サプレッサーT細胞を誘導し，感染局所で＆

鋤¢㎜θd㌦sの生存をゆるし感染を増強すると

報告している。

　このようにレンサ球菌が産生するマイトジェ

ニックファクターが炎症性疾患との関連で話題

になっている。今回，著者らは，＆αηg仇osμs

が菌体外にマイトジェニックファクターを産生

することを見いだしたので，その部分精製法に

ついて報告する。
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材料と方法

　使用菌株：SZ陀餌ococcμsαηg仇08μ∫（NCTC

8787）を用い，Todd　Hewitt　Broth（BBL）で

37℃，24時間，ガスパック法で嫌気培養した。

　マイトジェニックファクターの部分精製法：

1）DEAE－Sephacelカラムクロマトグラ
フィー；S．αηg仇osμsの培養上清（180　ml）を

0．45μmのメンブランフィルターでろ過し，氷冷

精製水で5倍希釈した後にpHを8．0に修正し

た。以後の精製過程はすべて4℃下で行った。5

倍希釈した培養上清にDEAE－Sephacel
（Pharmacia）を40　ml加えて，30分間，時々撹

拝しながら樹脂に吸着させた。未吸着物を20

mM　Tris－HCI緩衝液（pH　8．0）で洗った後，樹

脂をカラム管に充填した。Nac1をOM，および

0．6M含む20　mM　Tris・HCI緩衝液（pH　8．0）

を用いて，吸着物をNaClのリニアグラジェン

トで溶出した。

2）　Sephadex　G－100カラムクロマトグラ

フィー；DEAE－Sephace1でのタンパク質溶出

画分（fL　25－fr．33）30　mlをプールして，アミ

コンフィルターYM－10（Amicon）で2mlに濃

縮した。Sephadex　G－100（Pharmacia）カラム

（2cm×100　cm）に上記サンプルを添加し，流速

25ml／hrで20　mM　Tris－HC1緩衝液（pH　8．0）

により溶出した。

　リンパ球幼若化反応：健康ヒト末梢血からセ

パレートL（ムトウ化学）を用いて単核細胞

（Peripheral　blood　mononucler　cells：PBMC）

を分離し，10％ウシ胎児血清，100U／mlペニシ

リン，100μ9／mlストレプトマイシンを含む

RPMI　1640（ニッスイ）に106／mlとなるように

浮遊した。96穴マイクロプレート（住友べ一ク

ライト）にPBMCを190μ1加え，さらにサンプ

ルとして培養上清あるいはSephadex　G・100

溶出画分を0．01，0．1，1，10μ9／mlとなるよう

に10μ1加えて，5％CO2存在下，37℃で66時

間培養した。培養後［3H］Thymidine（［3H］TdR）

を0．2μCi加え，さらに6時間培養してセル

ハーベスターで細胞を集あ，液体シンチレー
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ションカウンターで放射活性を測定した。

　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動：

Laemmliの方法8）に従い12．5％アクリルアミ

ドゲルを用いて電気泳動し，クマシーブリリア

ントブルーR250で染色してタンパク質のバン

ドを検出した。

　タンパク質定量：Bradford法で行い，595

nlnにおける吸光度を測定した。

結 果

　＆αηg仇osμsマイトジェニックファクターの

部分精製：

　＆αηg‘ηosμs培養上清のDEAE－Sephacel吸

着画分からの溶出は（Fig．1），0．03　M　NaClか

らタンパク質およびマイトジェン活性の溶出が

始まり，0．06Mで［3H］TdRとりこみのピーク

画分が認められ，その値は4，850dpmであっ

た。0．18MNaClでタンパク質および［3H］TdR

とりこみ活性のほとんどすべてが一致して溶出

した。

　っぎにDEAE・Sephace1の活性溶出画分を

Sephadex　G－100カラムで分画すると
（Fig．2），タンパク質のピークはfr．15～fr．21

（F1），　fr．23～fr．31（F　2）およびfr．33～fr．

45（F3）の3画分に分かれた。［3H］TdRとりこ

み活性はF1と一致して認められピーク値は

6，600dpmであった。

　Sephadex　G－100溶出画分のヒトPBMC幼

若化活性：

　F1，　F　2およびF3のヒトPBMC幼若化に

ついてみると（Fig．3），　F　1では0．1μ9／mlから

幼若化活性の上昇が認められ，1μ9／mlで最も

値が高く，5，450dpmであった。さらに用量を

上げ10μ9／mlにすると幼若化活性は低下した。

F2およびF3ではいずれの用量でも幼若化活

性の上昇は認められなかった。

　各精製過程における回収率と特異的幼若化活

性：

　各精製過程の総タンパク質量，特異的幼若化

活性および回収率などをTable　1に示した。培

養上清の総タンパク質量は2．16㎎で最終的に
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Fig．l　Elution　profile　of　DEAE・Sephacel　coloumn

　　　　　　chromatography．　The　culture　supernatant

　　　　　　of　S．αηg伽osμ∫was　diluted　5－fold　with

　　　　　　cold　distilled　water．　The　pH　was　adjusted

　　　　　　to　8．0，　and　then　l／20　volume　of

　　　　　　DEAE－Sephacel　equilibrated　in　20　mM

　　　　　　Tris－HCI　buffer（pH8．0）was　added．

　　　　　　Bound　proteins　were　eluted　with　80ml
　　　　　　each　of　O　to　O．6M　NaCl　in　Tris－HCI　buffer

　　　　　　（pH　8．0）．　An　aliquot　（10μ1）　of　each

　　　　　　fraction　was　examined　for　mitogenic

　　　　　　activity　with　human　PBMC．　The
　　　　　　mitogenically　active　fractions　（tubes　25－

　　　　　，33）were　pooled　and　concentrated　by　10

　　　　　　－fold．
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Elution　profile　of　Sephadex　G－100　column

chromatography．　The　　pooled　　and
concentrated　fraction　from　DEAE－Sephacel

was　subjected　to　Sephadex　G－100　column

（2．5　×　100cm）　equilibrated　in　20mM
Tris－HCI　buffer　（pH　8．0）．　Separated　pro・

tein　fractions，　tubes　15－21，　tubes　23－31　and

tubes　33－45，　were　pooled　and　concent－

rated．　These　fractions　were　designated　Fl，

F2　and　F3，　respectively．
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Fig．3　Mitogenic　response　of　human　PBMC
　　　　　　stimulated　with　S．αη印ηosμs　mitogenic

　　　　　　factor．　Human　PBMC　were　stimulated

　　　　　　with　various　doses　of　S．　αη9仇osμs

　　　　　　mitogenic　factor　for　66　hrs．　After

　　　　　　incubation，0．2　μCi　of［3H］thymidine

　　　　　　was　added　to　each　welL　Following　a

　　　　　　further　6　hrs　incubation，　cells　were

　　　　　　collected　and　incorporation　of　［3H］

　　　　　　thymidine　was　counted．

　　　　　　Symbols　indicate●：Fl，○：F2，　and△

　　　　　　　：F3．
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SDS－PAGE　analysis　of　F1，　F2　and　F3．

Two　micrograms　of　protein　were
subjected　to　12．5％　of　acrylamidegeL
After　electrophoresis，　the　gel　was　stained

with　Coomassie　brilliant　blue　R－250．
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Table　l　Summary　of　partial　purification　of　mitogenic　factor　from＆αηg仇osμs

Fraction Volume Protein Total Specific Total Recovery
protein activity activity

（ml） （㎎／ml） （㎎） （dpm／μ9） （dpm×10－3） （％）

Culture　supernatant 180．0 0，012 2．16 5，458 11，789 100．0

DEAE－Sephacel　eluate 30．0 0，041 1．10 8，431 9，274 78．7

Sephadex　G－100　F　1 0．75 0．25 0．19 23，875 4，536 38．5

＋YM　10

Human　PBMC　were　stimulated　with　each　fraction　samples　for　66　hrs．　After　incubation，0．2μCi　of［3H］

thymidine　was　added　to　each　welL　Following　a　further　6　hrs　incubation，　cell　were　collected　and

incorporation　of［3H］thymidine　was　counted．　Sephadex　G－100　Fl　was　concentrated　by　Amicon　filter

YM－10．

Sephadex　G・100で得られた部分精製画分のF

1は0．19㎎となった。タンパク質1熔当たりの

幼若化活性についてみると，培養上清で5，458

dpm，　DEAE－Sephacel溶出画分では約1．5倍

上昇し8，431dpm，またSephadex　G－100のF

1では23，875dpmで約4．4倍上昇した。総活

性の回収率はSephadex　G・100のF1で
38．5％であった。

　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動：

　Sephadex　G－100溶出画分をプールして得ら

れたF1，　F　2およびF3を濃縮してそれぞれ，

2μ9を電気泳動した（Fig．4）。最も活性が高い

F1では存在するタンパク質バンド数も多かっ

た。F2，　F　3では数本のバンドが認められた。

考 察

　近年，S〃⑳‘OCOCCμS属の産生するマイト

ジェニックファクターは種々の炎症性疾患の病

原因子として注目されている。なかでもT細胞

の活性化9）によりインターロイキンー26），腫瘍

壊死因子βlo）などのサイトカイン産生やエンド

トキシン感受性の増大11）などが特徴的な生物活

性として報告されている。著者らは口腔レンサ

球菌のうち＆αηg仇08μs培養上清中にヒト

PBMC中のリンパ球を幼若化して，［3H］TdR

とりこみを上昇させるマイトジェニックファク

ターを見い出し，DEAE－Sephace1および

Sephadex　G－100を用いて部分精製した。

DEAE・Sephacelの精製過程では，吸着タンパ

ク質を分離できず，一っのピークが溶出した。

つぎにDEAE・Sephace1の溶出画分を
Sephadex　G－100を用いて分画したところ，3

つのタンパク質画分に分かれた。これらのうち

ヒトPBMCに対してマイトジェン活性を有す

る画分はF1であることがわかった。そして比

活性は培養上清のDEAE－Sephace1溶出ピーク

画分で約1．5倍，Sephadex　G－100でのF1濃

縮画分で約4．4倍上昇し精製度が高まった。し

かし，最終的に得られたF1をSDS－PAGEで

みるとまだ多くのバンドが存在しており，また比

活性がS．ρyogθηθsのマイトジェニックファク

ター12）やcytoplasmic　membrane・associated

protein13）の精製度にくらべて低いことから，

さらに高速液体クロマトグラフィーなどによる

精製が必要と考える。

　最近，Costalongaら14）はロ腔レンサ球菌の

一菌種である＆sαηgμお培養上清からスー

パー抗原様物質を分離し，家兎の実験で心内膜

炎をおこしたり，エンドトキシンショックを促

進する働きがあることを報告している。また，

＆〃2仇sが産生するスーパー抗原は，組織破壊

に関与し口腔粘膜疾患を誘発することが示唆さ

れている15）。歯性感染症の後，敗血症性ショッ

クとDICを起こした症例から，“S．〃捌碗”グ

ループの細菌と飽鋤os彦w⑳Zococcμs　spp．，

P㎎〃碗¢ZZαspp．を分離したという報告16）もあ

り，　＆αηg仇osμsのマイトジェニックファク

ターも，敗血症性ショックなどの全身性疾患の
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病原因子となる可能性も考えられる。また，口

腔領域では＆　αηg伽sμsは歯肉膿瘍からの分

離率が高く1），成人歯周炎患者の歯周ポケット

からの分離率も高いという報告5）もある。歯周

疾患は歯周ポケット内細菌の菌体成分や菌の代

謝産物に対する生体の免疫応答により引き起こ

される炎症性の疾患ともいわれている。著者ら

が見いだしたS．αη創ηosμsのマイトジェニッ

クファクターも歯周ポケット内で産生された場

合，歯肉組織中のリンパ球あるいは浸潤したリ

ンパ球を活性化し，炎症性サイトカインや炎症

性メディエーターを産生することも考えられ

る。すなわち，S．αηg仇osμsが産生するマイト

ジェニックファクターは口腔領域の炎症性疾患

や化膿性疾患の原因，あるいは歯周疾患の炎症

を増悪する因子となっている可能性も考えられ

る。

結 論

1．S’吻Zococcμsαηgτηosμs培養上清からマイ

トジェニックファクターをDEAE－Sephace1お

よびSephadex　G－100を用いて部分精製した。

2．このマイトジェニックファクターはヒト末

梢血単核細胞に対する幼若化反応をみると，培

養上清にくらべDEAE－Sephacel溶出画分で

1．5倍，Sephadex　G－100のF1で4．4倍高まっ

た。
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