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コアグラーゼ陰性ブドウ球菌の産生する

elastin分解酵素の研究

　　　　横　田　光　正
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　　　（主任：藤岡幸雄教授）
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　　　［受付：1987年10月15日］

　抄録：日和見感染の病原菌であるcoagulase－negative　staphylococci（C－NS）を感染症患者と対

照群の健常者から157株を分離し，細菌学的諸性状を検索した。その結果，分離同定した菌種は大部分

がSεαρんyZococcμs¢ρiderm元dis（89．8％）であった。また病原因子の一つと考えられれelastin分

解酵素産生菌の検出率は68．8％であった。さらに，この菌についてSephadex　G－100　gel　chromato－

graphy，　CM－Toyopearl　ion　exchange　chromatographyを用いて，　elastin分解酵素の分離・精

製を行い，酵素活性と生化学的性状を検討した結果，①porcine　elastinならびにSuc－（Ala）、－PNA

を水解し，②分子量：22，500，③等電点：9．4～9．5，④thiol　protease様酵素であることなど，他の

elastaseとは異なる性質を有することが判明した。さらに，この酵素はモルット背部皮内への投与に

より，皮膚に深い潰瘍と膿瘍を形成したことから，＆eがderm減sの病原性に重要な役割を演じてい

ることが確認された。

　Key　WOrdS　：COagulase－negative

elastolytic　enzyme，　ulcer，　abscess．

staphylococci，　identification，　partial　purification，

緒 言

　近年，医療技術の進歩や高齢者人口の増加に

伴い，種々の基礎疾患を有する患者が多くなり，

ステロイド剤や抗癌剤の投与放射線療法など

による免疫抑制や抗菌剤の連用，あるいは臨床

検査や術後のカテーテル留置などによる易感染

性や耐性菌の出現が指摘されているD。特に最

近は日和見感染の報告加8）が多くみられるよう

になり，その感染機序や病原性が問題となって

いる。

　特に，口腔感染症や尿路感染症の患者からは

coagulase－negative　staphylococci（C－NS）が

頻繁に検出され，いわゆる日和見感染の病原菌

として注目されてきた←1㌔しかし，その病原

性についてはいまだ不明な点が多い。

　VaradiらωはSZαρ疫yZococcμs　eρ協θrm㎡誌

による皮膚病変について，Murphy15）とHarman

ら‘6）は，S．　eがdθrm掘誌の病原性に関与すると

いわれているelastase産生にっいて報告して

いるが，精製酵素の性状や病原性にっいては，

著者が文献を渉猟した限りでは報告されていな
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い。そこで，著者は種々の感染症よりC－NSの

分離と，その病原性の一因と考えられるelastin

分解酵素の産生能を調べ，さらに酵素の分離・

精製を試み，生化学的性状と病原性につき検討

し，興味ある知見を得たので報告する。

実験方法
1．材料

　盛岡赤十字病院の感染症の入院患者（乳幼児

から成人206名）の口腔およびその他の部位

（主に泌尿・生殖器など）からの分泌液あるい

は膿汁，尿を主な材料とした。また対照群とし

て健常者（岩手医科大学歯学部学生）93名を選

び，その咽頭拭い液と，上腕内側皮膚面より滅

菌生理食塩水に浸した滅菌綿棒で拭い採取した

材料を用いた。

2．ブドウ球菌の分離培養

　材料をブドウ球菌培地（ニッスイ）に塗抹し，

37℃，48時間培養した。発育したコロニーにっ

いてグラム染色でグラム陽性球菌であることを

確かめた後，catalase　testを行い，陽性のも

のについてGF培地mを用いてブドウ糖発酵

試験を行った。その結果に基づいて陽性菌を

8Zαρ々10COCω8属，陰性菌をルfiorOCOCCμ8属

と同定した。っぎにSZαρ々IOCOCCωS属にっい

てcoagulase産生の有無をスライドグラス法と

試験管法によって，C－NSの判別を行った。さ

らにブドウ球菌同定キットIDテスト・SP－18

（ニッスイ）を用い，その菌種を同定した。

3．供試菌株

　材料より分離したC－NS　157株とSZαpんパo－

coccμs属の基準株12株（S．　xッZosμs　ATCC

22971，　S．coんη混　ATCC　29974，　＆αμrωs

ATCC　25923，　S．¢ρ掘erη1掘岳ATCC　14990，

＆カαθmo砂がωs　ATCC　29970，　＆ωαrπθri

ATCC　27836，　＆妙iωs　ATCC　11249，

＆simμZαπs　ATCC　27848，＆sαρropゐッがcμs

ATCC　15305，　S．　sc加ri　ATCC　29062，＆Zθπ施s

ATCC　29070，　S．　cαρε£ic　ATCC　27840）の計

169株を用いた。

4．Elastin分解酵素産生試験
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　Elastin分解酵素産生試験は，　Brain　heart

infusion（BHI，ニッスイ）broth　2．Om1で37℃

一夜培養した菌液（106cells／ml）を用い，ミ

クロプランター（佐久間）にて，elastin平板培

地（025～0．5％elastin（Sigma），　BHI　agar）

に接種した。37℃，好気，嫌気（Gaspak，

BBL），　CO、（5，10，15％）存在下で24時間

培養（桜精機製CO、培養艀卵器）を行い，その

後，37℃，4℃，室温の3方法で4日間観察し

て最良の条件を検討した。判定はcolony周囲

にelastinを溶解し透明帯がみられたものを，

elastin分解酵素（elastolytic　enzyme）産生

陽性とした。

5．Elastin分解酵素の分離・精製

　扁桃周囲膿瘍患者より分離同定したelastin

分解酵素産生能の著しく高い＆θpj∂θrm城s

T41と，基準株＆θp掘erm㎡岳ATCC　14990の

2株を用いて，elastin分解酵素の分離・精製

を試みた。

①分離方法

　Hartmanら’6）のdialysis　meInbrane　tech－

nique（DMT）に準じ，　Spectrapor　membrane

tubing（Spectra／por　3，家田貿易）を用いた。

筒状膜は切り開いてシート状とし，蒸留水で十

分洗浄の後，115℃，15分間高圧滅菌してBHI

agarの角シャーレ（栄研1号）上にmembrane

を広げて密着させた。っぎにBHI　brothで

一夜培養した菌液（106cells／ml）1．Omlを

membrane上に滴下し，コンラージ棒で均一に

塗抹して，37℃，10％CO、下で48時間培養した。

次いで，培地を24時間4℃冷所に保管した後，

角シャーレ1枚毎に0．05M　Tris－HCI緩衝液

（pH7．0）1．Omlを加えて菌混合液を回収した。

菌混合液は4℃で12，000rpm，30分間遠心して

菌体を除去し，上清に4℃，60％飽和になるよ

うに硫酸アンモニウム（和光）を加え十分に撹

拝した後，4℃で24時間静置した。さらに4℃，

10，000rpm，30分間遠心し，沈澱物を0．05　M

Tris－HCI緩衝液（pH7．0）約10m1で可溶化し

た。これをMillipore　filter（0．45μm）にて

濾過滅菌し，粗酵素標品とした。
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②精製
　Sephadex　G－100（Pharmacia　Fine　Chemi－

cals）をcolumn（L5×100cm）に充填し，0．05

MTris－HCI緩衝液（pH7．0）を用い，粗酵素

約2．Omlをchromatochamber内（15℃）にて

各fraction約3mlずつに分画した。ついで0．05

MTris－HCl緩衝液にて調整した0．5％elastin

加0．8％agarose（Seakem）平板上に直径9

mmの穴をあけ，各fractionの200μ1を注入

した。この平板法で活性を確認し，elastase活

性のあるfractionをSpectrapor　membrane

tubingに注入し，ポリエチレングリコール

20，000（和光）にて，一夜濃縮した。その後，

CM－Toyopearl　ion　exchange　chromatography

（東洋曹達，column　1．5×7．5cm）にて0，3M

NaCl（0．05M　Tris－HCI緩衝液溶解）で展開し，

linear　gradientにより溶出した。さらに得ら

れた活性のあるfranctionを同様に濃縮し，精

製標品とした。

③分子量および等電点

　Weberら18）の方法に準じて，　polyacryl－

amide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）を

用いて分子量を測定した。同様に等電点は

SDS－PAGE等電点電気泳動法により決定した。

④含有蛋白量の測定

　Spectrophotometer（Simadzu）を用い，280

nmの波長で吸光度（A　280nm）を測定し，

bovine　serum　albumin（BSA，半井）を等倍

希釈して得られた検量線より試料の含有蛋白量

を相対的に計算した。なお，分離時の試料は核

酸を含むため260nmの吸光度による測定を

行い，kalcker法（A280nm÷A260nm＜1．5の

場合は，次の式にて補正した。protein（mg／

m1）＝1．45×A280nm－0．74×A260nm）にて

計算補正した。

⑤回収率
　精製過程における合成基質水解能（amido－

lytic　activity）を当初の総水解能で除した値

を回収率とした。

6．Elastin分解酵素の活性測定法と生化学的

　　性状

291

①活性測定法

　Orcein．elastin（Sigma），合成基質Succinyl－

L－Alanyl－L－Alanyl－L．Alany1－p．Nitroanilide

（Su（※Ala）、－PNA，半井）を用い，精製標品

の活性を測定した。

a．Orcein－elastin法

　0．05M　Tris－HCI緩衝液（pH7．0）2．Oml

にorcein－elastinを11．2mg混合し，精製酵素

20μ1を加えた。37℃，30分間撹拝た
後，3，000rpm，15分間遠心し，その上清を

Spectrophotometerにて590nmの吸光度を

測定した。

b．Suc．（Ala）3－PNA法

　Biethら19）の方法に準じ，125mM　Suc－（Ala）、－

PNAをN－methylpyrrolidone（東京化成）1．O

mlに溶解し合成基質溶液とした。精製酵素200

μ1と合成基質溶液20μ1を混合し，さらに2－

mercaptoethano1（2－ME，半井）を20μ1加

え，0．05M　Tris－HCI緩衝液（pH7．0）で最終

容量を20mlとした。良く撹拝した後，3，000

rpm　15分間遠心して上清を分離し，37℃，3

時間から9時間にわたり反応させた。吸光度は

410nmにて測定した。

②生化学的性状

a．至適pHの測定

　Suc－（Ala）、－PNA系において，溶媒を下記に

調整した各緩衝液を用いて精製酵素の至適pH

を測定した。すなわち，pH　5．0，5．5は0．05　M

クエン酸緩衝液，pH　6．0，6．5は0．05　Mリン酸

緩衝液，pH97．0，8．0，8．5は0．05M　Tris－HCI緩

衝液を用いた。

b．耐熱性

　精製酵素200μ1に0．05M　Tris－HCI緩衝液

（pH8．0）725μ1と反応速度を上げるために，

10倍希釈2－ME　75μ1を加え，　Suc－（Ala）、－

PNA　20μ1と混合し37℃，4時間で反応させ

た後，吸光度（A410nm）を測定した。精製酵素

は前もってヒートブロック（HF21，　Yamato）

で60℃，5分間隔で処理したものと，100℃沸

騰水中にて同様に処理したものを用いた。

c．酵素単位ならびに比活性
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　1分間に1μMのSuc－（Ala）、－PNAを1μM

のnitroanilideに水解する酵素量を1Unitと

し，その活性単位（U）を酵素に含まれるタン

パク質（mg）で除した値を酵素の比活性（U

／mg）とした。吸光度係数はSuc－（Ala）、－PNA

の水解産物であるnitroanilideの分子吸光度係

数ElM、1㎞＝8，800を用いて換算した。

d．Elastin分解酵素の活性増強および抑制因

　　子

　MgSO4，　MgC12，　Na－citrate，　EDTA，　CaCl2

の各イオンを10－1，10－2，10－3Mの濃度にて

pH8．0のSuc－（Ala）、－PNA系に加え，酵素と反

応させた後に3，000rpm，15分間遠心し，3時

間にわたり410nmで吸光度を測定した。ま

たTrypsin（Sigma），2－ME，　elastatinal（半

井），α卜antitrypsin（Sigma）↓こついても同

様の系で反応させ，増強，抑制作用の程度を判

定した。

e．各種proteinase　inhibitorによる阻害実験

　phenylmethane　sulfonylfluoride（PMSF），

N－ethylmaleimide（NEM），　E－64，　phospho－

ramidon，　pepstatin　A（以上，ペプチド研

究所，大阪），diisopropylfluorophosphate

（DFP，　Sigma）の各proteinase　inhibiもorを

10－2～10『6Mの濃度になるようにSuc－（Ala）3－

PNA系に加え，37℃，3時間まで吸光度（A

410nm）を測定し，　elastin分解酵素の阻害実

験を行った。

7．Elastin分解酵素の投与による病理学的実

　　験

　Hartley種，6週齢の雄性モルモット（約350

g）の背部皮膚の体毛を脱毛クリームにて

除去した後，＆印㎡θrm掘おT41の精製した

elastin分解酵素とpancreas　elastase（porcine

elastase，エーザイkk．）を滅菌生理食塩水，

滅菌0．05M　Tris－HCI緩衝液（pH7．0）に各々

溶解し，200μ1（58μg）を皮内投与した。対

照として滅菌生理食塩水と滅菌Tris－HCI緩衝

液を各々，皮内投与した。

　投与後3日目に屠殺し，当該部の皮膚を切除

した後，10％ホルマリンにて固定した。その後，
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通法に従ってパラフィン薄切標本を作製し，

hematoxylin　eosin染色を施し鏡検した。

結 果

1．コアグラーゼ陰性ブドウ球菌の分離

　臨床材料（206名）ならびに対照群（93名）

よりグラム陽性球菌315株を分離し，ルf‘croco－

ccαcθαe　307株を得た。そのうち」協crococcμs

属と同定されたものは62株（20．2％）でS麺ρ乃ツー

Zococcμ8属と同定したものは245株（79．8％）で

あった。さらにSZαρ妙Zococcμs属245株のうち，

coagulase－posithve　staphylococcus　（C・・PS）

が88株（35．9％），C－NSは157株（64．1％）で

あった（Fig．1）。また，対照群と感染症群に

おけるC－PSとC－NSの分離率は，対照群では

C－NSがC－PSに較べて2倍の高率で，口腔か

らの分離率がやや高かった。一方，感染症群で

は，C－NSがC－PSの約1．6倍の分離率で，口腔

と泌尿・生殖器からの分離が高い値を示した。

　分離したC－NS　157株の菌種にっいて同定し

た結果，Table　1のごとく＆θp滅θm㎡るが

106株で大部分を占め，S．”Zosμs　4株，　S．

加m仇C3株，＆α垣旛，＆ωαrπθri，＆

加θmolyziα偲各々2株ずっであり，＆sciμrj

が1株であった。残りの37株はブドウ球菌同定

キットIDテスト・SP－18では同定不能であっ

た。実験群別にみると，対照群は＆oρ㎡θηπ㎡誌

45株（64．3％），＆ωαrπerj，＆cαρτ加が各々

2株（2．9％）であり，感染症群はS．θp㎡θrm掘岳

61株（70．1％），＆〆osμs　4株（4．6％），＆

加miπC　3株（3．4％），S．』θmoZッs‘cμs　2株

（2．3％），＆sciμri　1株（L1％）の割合であっ

た。

2．Elastin分解酵素産生試験

　Elastin分解酵素産生条件の検討では10％の

CO，存在下での培養が最良であり，判定が容易

なelastinの濃度は0．5％が最適であった。また

判定までの保管方法は4℃が雑菌の混入もなく

良好であった。以上の条件の下で，分離したC－

NS　157株のelastin分解酵素産生試験の結果は，

elastin分解酵素産生株は108株（68．8％），
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lsolated　strains
　　　315’
　　　　l

　HiCrOCOCCaCeae
　　　307”

［Healthy］ ［Patient］

　　　147

一⊥一
　　　160

Hicrococcus　　Sta　h　lococcus　　 Hicrococcus　　 Sta　h　lococcus
42　　　　　　　105 20 140

Coagulase（十）　　　Coagulase（一）　　　Coagulase（十）　　Coagulase（一）

　　35　　　　　　　　　　　　70　　　　　　　　　53　　　　　　　　　　　　87

　　　　　Elastase（十）　　　　　Elastase（一）　　E｜astase（十）　　　　εlastase（烏）

　　　　　　　43　　　　　　　　　　　　27　　　　　　　　　65　　　　　　　　　　　　22

Fig．l　Identification　from　315　strains．

　　　’：from　healthy　93　persons　and　patient　206　persons．

　　⇔lNo．　of　strains、

Table　l　Source　and　classification　of　coagulasg－negative　staphylococci　157　strains

Healthy（53　Persons） Patient（87　Persons） Total

Oral

cavity

＆eρidermi（1i8

＆ωαrπθr‘

＆cαρ‘zis

unknown

0
9
一
1
0

n

δ
　
　
　
－

＆¢ρidθm泌s　18

＆九〇ηLjη‘8　　　　　2

unknown　　　　　4
67

Others

814）i山！er7ηjd‘s　　　15

＆cαPごtεs　　　l

unknown　　　　11

＆4）idθr7πidjs　　　43

＆xylos1LS　4
S九αemo↓yZ‘ωs　2

S．九〇mεηis　　　　　1

＆sc以ri　　　　　　l

unknown　　　　12

90

Total（strains） 70 87 157

elastin分解酵素非産生株は49株（31．2％）で

あった。

　Elastin分解酵素産生108株についてこの由来

を検討すると，Table　2のごとく大部分が＆

¢ρ掘θrm掘誌であった。これを感染症群でみ

ると口腔と泌尿・生殖器が各々18株，眼と鼻が

各々6株，その他9株で，対照群では口腔26

株，皮膚14株であった。両群を合わせると＆

¢ρ㎡θr7π㎡岳は97株（89．8％）で，そのうち62

株（63．9％）が口腔ならびに泌尿・生殖器に集

中していた。

　一方，Staphylococcus基準株の12株にっい

てelastin分解酵素産生試験を行ったとこ

ろ，＆ερ泌θrπ1㎡CATCC14990にっいてのみ

elastin分解酵素産生が認められた。

3．Elastin分解酵素の分離・精製

　DMTにより得られたS．¢ρ泌em滅おの

slime（粘液性物質）は粘液性に富み，12，000

rpm，30分間の遠心でも菌体との分離が困難で

あり，分離した後も，slimeはmillipore
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Table　2 Source　and　classification　of　108　elastolytic　enzyme　production　strains　in　coagulase．

negative　staphylococc1

Oral　Skin　Nasal　Eye Ear　Wound　Uro．寧Milk　Liquid　Total

Healthy

s．eρi∂em城s

　s．ωαrηθri

　unknown

26

6

14

1

40

2

1

Patient

＆¢ρjdθm硫8

　＆んomiηIS

＆んαθmoJyziωs

SxyZo8μs

　Ssc加ri

　unknown

18

2

6

1

6

1

3 3 18

1

1

1

1

2 1 57

3

1

1

1

2

奉：UrOgenital　OrganS．

－
‘
1
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
1
‘
‘
」
‘
‘
‘
‘
‘
‘
l
I
‘
‘
‘
‘
l
l
‘
」

2
　
　
　
　
　
　
ユ
　
　
　
　
　
　
o

　
◆　

　
　
　
　
　
　
　
　
昌
自
O
g
。
N
捕
8
已
d
ρ
』
o
ω
ρ
＜

．3

．2　　F「・1（一）

　　　Fr．a（一）

．1

0

Fig2

Fr．b（＋）

㌔G。。σ♂

20

2（＋）

、L＜㌔◇◇◇◇

　　　40

Fractions

60

．3

（Σ
）

2　
●

口
O
写
d
』
一
已
Φ
O
口
O
O

　
　
　
　
　
　
　
1

　
　
　
　
　
　
　
　
●

一
〇
閃
Z

Sephadex　G－100　gel　and　CM－Toyopearl　ion　exchange　chromato－
graphy　of＆〔1μd！eηL‘d‘s　ATCC　14990．

Solid　line：elution　of　Sephadex　G－100．　A　column　with　1．5　x　100cm

was　used．　Dotted　line：elution　of　CM－Toyopearl　of　Fr．2．
Acolumn　with　1．5×7．5cm　was　used．（±）：elastolytic　activity．

filter（0．45μm）にて濾過滅菌することがで

きなかったため，硫酸アンモニウム塩析後に濾

過滅菌を行った。

　Sephadex　G－100を用いたchromatography

では，S．¢ρ㎡θrπ己掘誌ATCC　14990はFig．2の

実線のごとく，約4っのピークに別れ，大きな

0

2つ目のピーク（Fr．　Nα40付近）にのみ，　elastin

分解酵素活性が認められた。また，CM－

Toyopearl　ion　exchnge　chomatographyを用

いた精製では，破線のごとく3っのピークに別

れ，最後のピーク（Fr．b）にelastin分解酵素

活性が認められた。そのときのNaCl濃度は
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Fig．4

ATCC　14990 T41

鑛

灘灘馨

難羅

Marl（er　proteins

灘

睡
翻

34，700

24，000

14，300

SDS－PAGE（polyacryamide　gel　electrophoresis）of　purified　elasto－

lytiC　enZymeS．

B．C．G：BC．G　tracking　dye．
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0．03～0．04Mであった。

　一方，＆¢ρ㎡θrπ2㎡誌T41ではSephadex　G－

100のchromatographyでFig．3の実線のごと

く大きな2っのピークがあり，最後のプラトー

部（Fr．　Nα55付近）に，　elastin分解酵素活性が

あった（Fr．3）。　Fr．3を濃縮し，　CM－Toyopearl

ion　exchange　chromatographyにかけた結果

が破線である。Fr．bにelastin分解酵素活性が

認められ，そのNaC1濃度は，0．03M付近であっ

た。

　この酵素の分子量の計測を行ったところ，

sDs－PAGEでは，　Fig．4のごとく，21，000～

24，000付近に単一バンドを示した。そこで

calibration　lineを作成し，測定した結果，分

子量は22，500であった（Fig．5）。　SDS等電点

電気泳動による等電点は，9．4～9．5であった。

　酵素の回収は，角シャーレ20枚から総蛋白質

量476mg（156．6U），　Tris－HCl緩衝液で溶解し

た分離液27mlを得た。その後，硫酸アンモニ

ゥム塩析やSephadex　G－100，　CM－Toyopearl

のchromatographyによる分離によって，
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Fig．5　Calibration　line　of　marker　proteins．
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Suc－（Ala）、－PNAに対する活性（amidolytic

activity）が156．6Uから29．2Uに低下し，反対

に比活性は2．04U／mgまで上昇した。最終的

に酵素は14．3mgが回収され，回収率は18．6％

であった（Table　3．）。また，得られた酵素は

凍結乾燥により失活しやすい性質であることが

確認された。

4．Elastin分解酵素の活性測定と生化学的性

　　状

①活性測定法

　Orcein－elastinに対するS印掘erm硫s　T41

とS．¢ρ掘em㎡岳ATCC　14990のelastin分解

酵素は24時間後でも明らかな基質の水解はみら

れず，またtrypsinや2－MEを加えた系で測定

しても活性測定はできなかった。

　Suc－（Ala）、－PNA法では，全体に反応速度が

遅いので，2－MEの添加による測定を採用し

た。2－MEの添加量は酵素62．5μg／mlあたり

10μ1からさほど変化はみられず，25μ1以上

では抑制的であったため，各測定時に2－ME

を20μ1／ml加えて測定した。

②生化学的性状

a．至適pHの測定

　各pHの緩衝液にSuc－（Ala）、－PNAを溶解し

て反応を見た結果，3時間まではあまり著明で

はなかったが，9時間経過した後，pH8．0にピー

クがみられ，至適pH8．0であった（Fig．6）。

b．耐熱性

　60℃5分間では約80％が，10分間では100％

が失活した。

c．Elastin分解酵素の活性増強および抑制因子

Table　3　Summary　of＆¢ρ元dθrm‘d‘s　elastolytic　enzyme　purification

Volume
（ml）

Protein

（mg）
Amidolytic　　Specific　　　　Yield
aCtiVity（U）　aCtiVity（U／mg）　　（％）

TBS‘extract

60％（NHa）2SO4

G－100b

CM．Tpc

27．0

9。5

16．9

7．0

476．0

121．1

48．3

14．3

156．6

37．1

32．0

29．2

0．33

0．31

0．66

2．04

100．0

24．0

20．0

18．6

‘：Tris－HCI　buffer　saline．　b：Sephadex　G－100　gel　chromatography．“：CM－Toyopearl　ion

　exchange　chromatography．
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　Ca2＋を除くほぼすべてのイオンは10－3Mから

10－2Mまでの間では活性が増強的に作用したが，

10－MではMg2＋がさらに活性を増強させた。

Na＋は10－3Mにて活性増強作用を示し，　Ca2＋は

終始変化がみられなかった（Fig．7）。

d．各種proteinase　inhibitorによる阻害実験

　Proteinase　inhibitorのelastin分解酵素の

阻害結果は，Table　4に示したとおりであった。

溶解度の関係もあり濃度は一様ではないが，

thiol　proteaseの阻害剤であるE－64により92．7

％が阻害され，serine　proteaseの阻害剤であ

るPMSFにより64．1％の阻害作用を受けた。

また，elastinalにより64．0％が阻害された。

　以上の結果よりS．εpi∂θrmん∂isの産生する

elastin分解酵素は，　thiol　proteaseに近い性

質を示した。

5．Elastin分解酵素の投与による病理学的実

　　験成績

　酵素投与群では投与部位に潰瘍が形成され，

潰瘍面は痂皮により覆われていた（Fig．8，9）。

潰瘍周辺にはび慢性の炎症性細胞浸潤が顕著で

あり，この炎症性細胞浸潤は筋層にまで達して

いた。また，潰瘍周囲の毛包部は広範にわたっ

て破壊されていた。滅菌生理食塩水のみを投与

した対照群では，投与部に著変は認められなかっ

た。また，滅菌Tris－HCI緩衝液のみを投与し

たものでは毛包間の結合組織の一部にごくわず

かな小円形細胞浸潤をみるものもあったが，明

かな炎症性病変を惹起したものはなかった。

　一方，pancreas　elastase投与群では表皮の

凝固壊死とその周囲に帯状の小円形細胞浸潤が

みられたが，膿瘍形成をみたものはなかった。

考 察

　旧来，C－NSの病原性については不明な点が

多く，非病原菌として扱われてきた。しかし，

1960年代以後，心内膜炎2），術後感染症3），皮

膚化膿性疾患“），女性の尿路感染症8・9）などの起

炎菌あるいは病原菌としての報告がなされ，日

和見感染の病原菌としてC－NSが注目されるよ

うになった⑳・2’）。
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Table　4　Effect　of　proteinase　inhibitors　on　Sεpiderm泌8　elastolytic　enzyme

Inhibitor Inhibitor　concentration Inhibition　（％）

1，　Class　specifics

　　Phospholamidon

　　Pepstatin　A

　　E－64

PMSP
DFPb

NEM

11．8μg／m1

3．6μ9／ml

3．4mM

4．lmM

1．OmM

2．5μ9／ml

43，9

43．9

92．7

64．1

48．1

53．7

2．　Others

Elastatinal

α’－antitrypsin

53．0μg／ml

25．0μg／ml

64．0

0d

a：Phenylmethanesulfonyl　fluoride．　b　l　Diisopropylfluorophosphate，

“：N－ethylmalleimide，　d：positive　inhibition　in　elastin－plate　method，

Examination　was　done　under　the　condition　of　2．5mM　Suc－（Ala）3－PNA　for　3　hours　at　37℃，

and　enzyme　volume　was　200μg／ml．

2
’
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〇二毒騨壕

　平田らIU）は口腔の化膿性炎および歯周疾患の

盲嚢からC－NSを53．5％分離し，小佐野ら22）は

歯肉炎，歯石，軟化象牙質などよりC－NSを24

％分離したと報告している。

　著者は口腔内から67株（42．7％）株のC－NS

を分離iし，さらにS．印漉rm泌s　48株（71．6％）

を分離した。またC－NSのelastin分解酵素産

生菌は48株（71．6％）であり，その大部分がS．

¢ρ㎡θrπL泌844株（91．7％）であった。

　一方，泌尿・生殖器に限定するとC－NS　28
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株（17．8％）が分離され，S．θpε∂θrm城s　19株

（67．9％）が同定できた。C－NSのelastin分解

酵素産生菌は22株（78．6％）であり，うちS．

θpidθrmdis　18株（81．8％）がelastin分解酵

素産生菌であった。

　以上のように，elastin分解酵素を産生する

C－NSの検出率，ならびにS．θp掘θrm∂isの分

離率が著しく高い結果となった。このことは，

C－NSの関与する疾患においてS．θp掘θrmid誌

とθZαs加分解酵素産生が，病因として重要な

役割を演じていることを示唆しているものと思

われる。

　また，SZαρ勧lococcμs基準株（12株）の

elastin分解酵素産生能にっいて検討した結果，

S．θpεdεrπ成岳ATCC　14990のみがelastin分解

酵素を産生することが確認された。

　これらのことから，C－NSのelastin分解酵

素産生株は大部分が＆ep掘θrπ↓硫sで，疾患の

部位を問わず化膿性疾患および健常者の口腔よ

り分離され，elastin分解酵素の産生がその特

徴的性状とみなすことができる。しかし，著者

の用いたブドウ球菌同定キットIDテスト・SP－

18（12菌種2亜種分類可能）による菌種の同定

では＆θp掘θrm泌s以外にもelastin分解酵素

を産生する菌種が存在し，Hartmanら16）の報

告にもあるように，著者の分離したS．側reμs

（2株）にもelastin分解酵素の産生がみられた。

　SZαρんッZococcμs属は1983年に13菌種4亜種に

分類聰）され，1987年現在では19菌種4亜種に分

類別）されていることなどを考慮すれば，同定キッ

トについて今後さらに検討すべき点があるよう

に思われる。

　8εαρ的ZOCOCCμ8属で代表的病原菌種として

あげられる＆αμrθμsは，enterotoxin，α一toxin，

exofoliative　toxin，　coagulase，　protease，

DNase等各種の菌体外毒素および酵素を産生

し，これらがS．αμrθμsの病原性の本能である

とされている。一方，＆θp㎡erm硫sは，

phosphatase，　urease，　gelatinase，　caseinase，

collagenase，　hemolysinなどの菌体外活性物

質を産生することが知られてはいるが，S．
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αωrθμsと同じ菌体外毒素ならびに酵素を産生

せず，S．αμreμsに比べその病原性については

不明な点が多い。

　著者は，C－NSの病原性を考える上で日和見

感染の病原菌の一っであるPsω∂omoηα8

αθrμgiη08αがexotoxin　A，　exoenzyme　S，

leucocidin，　elastase，　alkaline　proteaseなど

の菌体外物質を産生し，これらが病原性の根源

であるとされていることから％），同様な酵素で

あるelastin分解酵素に注目し，その産生能に

ついて検討してきた。著者の研究結果のごとく，

C－NS感染症の多くはS．θp㎡θrm》輪によるも

のであり，しかもその大部分がelastin分解酵

素産生株であることから，elastin分解酵素が

C－NS感染症に関与していることが示唆された。

さらに，Sεp㎡erm∂£sによるelastin分解

酵素の産生は炭酸ガス培養と膜による培養時

にその産生能が著明で，通常の培養方法では

elastin分解酵素の産生がみられないことから，

elastin分解酵素産生能は，生体組織類似の状

態で培養された時にのみ発現される機能のよう

に思われる。

　次に，elastin分解酵素の分離・精製では，

著者はelastin分解酵素の分離に際し，まず液

体培地からの分離や固形培地からの直接分離を

試みたが，いずれの方法でもelastin分解酵素

の産生を確認することができなかった。

　Elastin分解酵素産生能はelastinを0．5％混

合した培地において確認することができ，さら

にelastin分解酵素はHartmanら‘6）が提唱する

dialysis　membrane　techniqueにより初めて回

収可能であった。

　S．θp㎡θrm硫8の産生するslimeの本体は既

に著者ら別）が報告したごとく，DNA　6．1％（w

／w），protein　6．3％（w／w），ムコ多糖類10

％（w／w）であり，slime存在下でのelastin

分解酵素の分離操作は非常に困難であった。一

方，硫酸プロタミンやストレプトマイシン等に

よる核酸沈澱を行うと，elastin分解酵素も同

時に沈澱し，分離することが困難であった。

　酵素活性の測定方法では，Hartmanら16）
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が述べているようにelastinでelastolytic

activity（elastin分解酵素産生能）の検討をす

ることが望ましいが，orcein－elastin法に感受

性がなく，elastin平板法では拡散速度の問題

があり定量が困難であった。従って，合成基質

を用いてamidolytic　activity（Suc－（Ala）、－

PNA水解能）の測定を行った。

　Proteinase　inhibitorの検討ではこの酵素

がserine　protease　inhibitorであるPMSFと

DFPによって阻害されず，　metalloprotease

inhibitorであるEDTAにも阻害されないこと，

2－MEによって活性化され，　thiol　protease

inhibitorであるE－64によって阻害されること

などから，通常のelastaseとは異なるprotease

であることが示唆された。しかし，elastinや

Suc－（Ala）3－PNAを水解し，　elastin平板法にお

いてelastatinalやα1－antitrypsinによって阻

害され，elastolysic　activityを有することな

どから，分子量の近接した2種類のelastin

分解酵素（elastase）の可能性も考えられる。

また，serine基とthiol基を持った全く新しい

酵素が，測定時に添加した2－MEなどにより

active　siteが開裂し，　thiol　proteaseの性質を

発現しているとも考えることができる。

　Elastaseはpancreas　elastaseに代表される

serine　proteaseとP．αθw8iπosα27）や，　Macro－

phage卵）のelastaseのようなmetalloprotease

が，知られているが，thiol　proteaseはまだ報

告されていない。以上のことから現段階では

proteaseの分類は困難であった。

　著者の精製したelastin分解酵素をモルモッ

トの背側皮膚に投与した結果，投与部に壊死な

らびに膿瘍を形成することが明らかになった。

　一方，pancreas　elastaseを投与したもので

は当該部の凝固壊死をみたが，膿瘍形成をみた

ものはなかった。このことはpancreas　elastase

の作用が組織溶解性を主とするのに対して，S．

θp㎡¢rπ1硫sのelastin分解酵素は化膿性炎症を

惹起する作用が強いと考えられる。しかしなが

ら，炎症性細胞のchemotaxisに関し，　elastin

分解酵素と，elastin水解産物のいずれに起因

岩医大歯誌　12：289－302，1987

するものであるかは，今回の研究結果からは言

及できなかった。

結 論

1．感染症患者206名と健常者93名より
SZαρんッZococci　245株を分離し，　C－NS　157株

　（64．1％）を得た。そのうち，＆eρ掘θr7π㎡岳

が106株（67．5％）同定され，elastin分解酵

素産生株は108株（68．8％）であった。

2．臨床材料より分離したS．epidermidis　T41

　とS．θp成erm∂js　ATCC　14990の産生した

elastin分解酵素が精製された。その分子量

は22，500，等電点は9．4～9．5，至適pHは8．0

　であった。

3．精製されたelastin分解酵素はthiol

proteaseと似た阻害様式をもつ酵素であっ

　た。

4．Elastin分解酵素はモルモット背部皮膚に

潰瘍ならびに膿瘍を形成し，＆oρ㎡θrm硫8

　の病原性に重要な役割を担っていることが確

認された。
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　Abstract　l　Coagulase－negative　staphylococcus（C－NS）seems　to　be　one　of　the　pathogenic

bacteria　in　opportunistic　infections．　Of　315　strains，157　strains　of　C－NS　were　isolated　from

inpatients　and　from　healthy　persons　used　as　controls　to　study　on　their　bacteriological

characteristics．＆qρんylococcμs¢μderm↓dLs　was　isolated　from　most　of　them（89．8％）．　It

produced　an　elastolytic　enzyme　that　seemd　to　be　a　pathogenic　factor　in　their　infections．

Elastolytic　ennzyme　was　detected　by　a　bacteriological　and　biochemical　analysis，　in　68．8％

of　S．4）id1erητε（戎s．

　The　enzyme　from＆¢μderm硫s　was　partially　purified　by　using　two　assays：Sephadex

G－100gel　chromatography　and　CM－Toyopearl　ion　exchange　chromatography．　The　results

were；（1）the　elastolytic　enzyme　hydrolyzed　porcine　elastin　and　Suc．（Ala）1ザPNA，（2）mole－

cular　weight　was　found　to　be　22，500，（3）the　isoelectric　point　was　betweem　9．4　and　9．5，（4）

characteristics　of　the　elastolytic　enzyme　indicated　that　there　is　a　similarity　to　that　of　thiol

protease，　however，　they　were　different　from　those　of　other　elastases．

　　Four　guinea　pigs　were　given　an　intracutaneous　injection　of　the　elastolytic　enzyme　to

detect　the　pathogenic　mechanism　of　the　enzyme．　Deep　ulceration　and　abscesses　were

observed　in　the　skin　of　the　back．　These　histopathological　findings　indicate　that　the

enzyme　is　deeply　associated　with　the　pathogenicity　of　C－NS．

文 献

1）船田　久：日和見感染，臨床検査，27：1338－

　1347，1983．

2）Keys，　T．　F．　and　Hewitt，　W．　L：Endocar．

ditis　Due　to　Micrococci　and　8ZαρんyZococcμs

　昧）id1ermid妃8．　Arcん．17λεθrη、」M「θd！．132：216－220，

1973．

3）Rubin，　J．，　Redgers，　W．　A．，　Taylor，　H．

M．，Everett，　E．　D．，Prowant，　B．　F．，　Fruto，　L．

V．and　Nolph，　K．　D．：Peritonitis　during

continuous　ambulatory　dialysis．・4πη．加em．

　Med．92：7－13，1980．

4）Joseph，　F．　J．　Jr．，　Gramling，　P．　K．　and

O’dell，　N．　M．：Species　identification　of

coagulase　negative　staphylococci　from
　urinary　tract　isolates．　J　　CZ‘η．　Mjcrobεo膓．

　8：435－437，1978．

5）Sherotha，　T．　L．　and　Darell，　J．　H．：Urinary

infection　with　coagulase－negative　staphy－

　lococci　in　a　teaching　hospita1．　　J　　CZ‘η．

　PαZんoZ、32：299－302，1979．

6）Jakubicz，　p．　and　Borowski，　J．：SεαρんyZo－

coccμs　eρZ∂εrη掘元s　and　Micrococci　as　an

　etiological　agent　in　urinary　tract　infection．

　ZbZ．　Bα加．　SμρρZ．10：141－143，1981、

7）Akatov，　A．　K．，　Witte，　M．　and　Khatenever，

M．L　：Differentiation　of　8εqρ九ッZococcμ8

　4）idermi（1is　and　SZαρ力yZococcμs　saprophy－

　ticus　strains　isolation　of　coagulase　negative

staphylococci　from　urine．　ZbZ．　BαんZ．8砲μ．

　10：85－89，1981．

8）Wallmark，　G．，　Arremark，1．　and　Telander，

　B．：Staphylococcur　saprophyticus；A　frequent

cause　of　acute　urinary　tract　infection　amang

　outpatients．」1㎡ecε．1）↓s。138：791－797，1978．

9）Bollgren，1，　Nord，　C．　E．　and　Vaclavinkove

　V．：Characterization　of　coaglase－positive

　and　coagulase－negative　staphylococci　in　the

　periurethral　flora　of　adult　women，　ZbZ．　Bα丘ε．

　SμρρZ．10：1005－1009，1981．　　．

10）平田佳子，本田寿子，田近志保子，金子　克：健

　康者および臨床材料から分離したコアグラーゼ陰

　性ブドウ球菌の性状にっいて，岩医大歯誌，5：208，

　1980．

11）Akatov，　A．　K．，　Khatenever，　M．　L．　and

　Devriese，　L　A．：Identification　of　coagulase

　negative　staphylococci　isolation　from
　clinical　sources．　ZbZ．　Bα厩．　SμρρZ．10　：153－

　161，1981．

12）Papapetorpoulos，　M．，　Pappas，　A．，　Papa－

　vassilious，　J．　and　Legakis，　N．　J．：Distri－

　bution　of　coagulase－negative　staphylococci

　in　human　infections。」1ηゾεcZ．2：145－153，

　1981．

13）Sewell，　C．　M．，　Clerridge，　J．　and　Guthrie，

　R、K．：Clinical　significance　of　coagulase
　negative　staphylococci．　Jl　CZ‘η．　Mεcrob‘oL

　16：236－239，1982．

14）Varadi，　D．　P．　and　Saqueton，　A．　C．：Peri－

　follicular　elastolysis．　Br．」．　Dεrητ．83　：143－

　　150，1970、

15）Murphy，　R．　A．：Elastase　production　by

　oral　staphylococci．」ヱ）eπ£．　Res．88：745－757，

　　1974．

16）Hartman，　D．　P．　and　Murphy，　R．　A．：

　Production　and　detection　of　staphylococal
　　elastase．1ηプεcZ．1mητμηoZ．15：59－65，1977．

17）潮田　弘，辻　明良，小川正俊，五島瑳智子，坂

　井千三：コアグラーゼ陰性ブドウ球菌とミクロコッ



302

　カスの鑑別のための簡便なブドウ糖発酵試験法の

　検討一GF培地の組成の設定と有用性について，日

　細誌，351753－763，1980．

18）Weber，　K　and　Osborne，　M．：The　reliability

　of　molecular　weight　determinations　by
　dodecy　sulfate－polyacryl　amide　gel　electro－

　phoresis．」．　Biol．　C九εmi．244；4406－4412，1969．

19）Beish，　J．，Spiess，　B　and　Wermuth，　C．　G．：

　The　synthesis　and　analytical　use　of　a　highly

　sensitive　and　convenient　substrate　of　elastase．

　Biocんθη㍗．1レfε（1．11　：350－357，1974．

20）Nicolle，　L　E．，　Hoban，　S．　A．　and　Harding，

　G．K．　M．：Characterization　of　coagulase．

　negative　staphylococci　from　urinary　tract

　speciemens．」α‘η．　MicrobわZ．17：267－271，

　1983．

21）奥田俊郎，広沢千男，遠藤宣子，善養寺浩：尿路

　感染症の起炎菌として分離されたコアグラーゼ陰

　性ブドウ球菌の種の分類および薬剤感受性，感染
　症誌，57：964－970，1985．

22）小佐野悦雄，別所　優，緒方正規，田中東平，江

　口博康，日比栄子：コアグラーゼ陰性ブドウ球菌の

岩医大歯誌　12：289－302，1987

　口腔よりの検出とその酵素産生性，愛院大歯誌，21：

　694－701，1983．

23）藪内英子，江崎孝行：医学細菌の分類学一現状
　と問題点，臨床検査（臨時増刊），27：1412－1422，

　1983．

24）江崎孝行：微生物の新しい分類と命名H一グラ
　ム陽性菌，臨床と微生物，14：14－27，1987．

25）本間　遜：緑膿菌研究の歩み一とくに病原性に
　っいて，感染症，14116ユーユ67，ユ984．

26）浜田育男，金子　克，横田光正：8Zαρ九ッL

　ococcμs　eρ緬ermZd‘sの産生するSlimeに関す

　る研究，岩医大歯誌，9：168－178，1984．

27）Morihara，　Kazuyuki　and　TsuzukuダHiro－

　sige：Pseudomonas　aeruginosa　elastase；

　Affinity　chromatography　and　some
　properties　as　a　Metallo－neutral　proteinase．

　Arg．　B乞oL　Cんεm．39：1123－1128，1975．

28）Banda，　M．　J．　and　Werb，　Z．：Mouse

　macrophage　elastase，　purification　and
　characterization　as　a　metalloproteinase．
　・Bjocんeητ．」．193　：589－605，1981．


