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8ZαpんyZococcμs　ep‘∂ermidi8の産生するslime中に

みとめられるproteaseの精製とその性状について

佐々木　　　実　　金　子　　　克

　岩手医科大学歯学部口腔微生物学講座

　　　　（主任：金子　克教授）

　　　　〔受付：1989年1月19日〕

抄録：SZqρ九yZococcμs　eρidθrmid‘s　slime中のproteaseはbrain　herat　infusion　agarを用いた

dialysis　membrane　techniqueで培養後，得た粗画分をDEAE－SephacelおよびHydroxylapatite

column　chromatographyを用い，　NaClのstepwiseで溶出を行い単一に精製した。このprotease

の分子量は25，000，等電点は5．9，至適pHは8．5であり，　thiol　protease阻害剤およびCu2＋，　Zn2＋によ

り活性が低下したが，serine　protease阻害剤，　carboxyl　protease阻害剤およびEDTAでは活性に

影響は認あられなかった。さらにこのproteaseはazocasein，　gelatin，　IgGおよびIgAを分解した

が，elastin，　collagen，　albuminに対する分解は認められなかった。

Key　words：8Zqρんylococcμs　epidθrmjdi8，　slime，　protease，　purification，　virulence　factor．

緒 言

　日和見感染の起炎菌の一つであるcoagulase－

negative　staphylococciは，近年臨床材料から

の分離率が増加し，なかでもSZ叩々ZOCOCωS

印掘εrm泌sは最も頻繁に検出される細菌であ

るL2）。とくに医療技術の進歩にともなって生

じたcompromised　host3），静脈内留置カテー

テル装着患者4・5）などで深刻な問題となり，本

来弱毒菌であるといわれてきた＆印㎡θrm㎡●

の病原因子の早急な解析が求められている。S

Oρi∂θrm硫sの産生するslimeは医療器具への

付着あるいは生体防御能におよぼす影響など，

その多岐にわたる生物活性が注目をあびてい
る6～8）。

著者ら9・1°）はさきに，＆¢ρ掘θm㎡玩のslime

産生性とマウスに対する致死性，およびslime

産生性とcrude　slimeの中に特徴的に認められ

る分子量約24，㎜の糖タンパク質との関連，

またslime産生性と菌体のもっ生物学的性状

のうちprotease活性などとの関連から，この

slime中のproteaseがvirulenceの本体になっ

ている可能性を示唆してきた。今回は，slime

中のproteaseを単離し，その諸性状について

検討したので報告する。

材料および方法

1．使用菌株：口腔内より分離した＆0ρ掘θ一

rm㎡岳STE－19を用いた。

2．培養およびslimeの分離：著者らの方法9）

に従いbrain　heart　infusion　agar（BHI　agar，

ニッスイ）で，10％CO、存在下，　dialysis

membrane　techniqueを用い37℃，48時間培養

した。培養後，培地（ニッスイ角シャーレ1号）

上に5mlの滅菌生理食塩水を加え，菌体およ

び菌体外物質を集め，10，000xg，30分間冷却遠
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心した。上清を濾過（0．45μ，Gelman）し，蒸

留水に48時間透析したのちpolyethyleneglycol

（MW：20，000，和光）で濃縮した。

3．＆¢ρ掘θrm㎡誌slime中のproteaseの精

製：crude　slimeをDEAE．Sephace1（Pharma．

cia）で，　NaC1を0．1，0．2および0．3M含む

Tris－HCI　buffer（pH6．5）を用いて分画した。

さらに，Hydroxylapatite（生化学工業）column

chromatographyをNaClのstepwiseで行い，

単一なものに精製した。

4．Sodium　dodecyl　sulfate．polyacrylamide

gel　electrophoresis（SDS－PAGE）：Laemmuli

の方法11）に従い，試料を10％acrylamide　gel

で定電圧定電流装置（PAV400，常光）を用

い30mA，5時間泳動した。分子量の測定は

SDS－PAGE　Moleculaer　Weight　Standards

（BIO－RAD）を用いた。

5．等電点電気泳動：Wrigleyの方法12）に従い，

7．5％acrylamide　gelにAmpholine（pHl3．5．

10，LKB）を4％に加え，300V，3時間泳動し

た。泳動後amidoblack（和光）で染色し，標

準ゲルのpHと比較して等電点を求めた。

6．酵素活性測定法

　1）Casein分解活性：KregerとGrayの方法13）

に従い，試験管に5mg／mlのazocasein
（Sigma）を含む0．1M　Tris－HCI　buffer（pH8．0）

0．4mlを入れ，これにprotease　20μg／0．1ml

を加え37℃，20分間インキュベートした。5％

trichloroacetic　acid　1．5m1で反応を停止させ，

遠心分離した上清1mlに0．5MNaCl　lmlを加

え，440nmにおける吸光度を分光光度計（DU－

60，Beckman）で測定して，吸光度1を示す値

を1unitとした。

　2）Collagen分解活性：Keil－Dlouhaの方法14）

に従いcollagen（Type皿，Sigma）を0．1M　Tris．

HCI　buffer（pH6．5）に1mg／mlとなるよう

に溶かし，その0．1mlを試験管にいれ，

proteaseを50μg加える。37℃，6〔扮間インキュ

ベートして，氷冷した0．1M　Tris－HCI　buffer

（pH　6．5）1m1を加え反応を停止させ，その1

ml中に含まれるfree－amino　acidを定量した。
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　3）Gelatin分解活性：SmithとGoodnerの方

法’5）に従いプラスチックシャーレ（ニッスイ）

に4％gelatin（Difco）および1．5％寒天を加

え固形化した後，径3mmのウェルを作成し，

protease　10μ1を入れ，37℃で6時間インキュー

べ一トした。proteaseを入れたウェルの周囲に

透明帯を形成した場合は（＋）とし，変化を認

めなかった場合は（一）とした。また対照とし

て0．1M　Tris－HCI　buffer（pH6．5）を同量使

用した。

　4）Elastin分解活性：HartmanとMurphyの

方法16）に従い，プラスチックシャーレに0．25％

elastin（Sigma）を含むBHI　agarを調製し

固形化した後，径3mmのウェルを作成し，

protease　10μ1を入れ，37℃で6時間インキュ

ベートした。proteaseを入れたウェルの周囲

に透明帯を形成した場合は（＋）とし，変化を

認めなかった場合は（一）とした。また対照と

して0．1M　Tris－HCI　buffer（pH6．5）を同量使

用した。

　5）IgG，lgAおよびalbumin分解活性：

HolderとWheeler17）の方法に従い，　IgG

（human，Behring），　IgA　（human，　Behring）

およびalbumin（bovine　serum　albumin，半

井）の1ml（100μg／ml）を試験管に入れ，

protease　50μgと37℃，60分間インキュベー

トした後，SDS－PAGEを行い分析した。

7．至適pHの測定

　GrenierとMcbrideの方法正8）に従い，いずれ

も0．1Mのacetate　buffer，　phosphate　buffer，

Tris－HCI　bufferおよびcarbonate　bufferで

pH　4－11の緩衝液を作成し，そのれそれのpH

におけるazocaseinの分解活性を酵素活性測定

法1）に従って，至適pHの測定を行った。

8．重金属，EDTAおよびprotease　inhibitor

の影響

　Protease　20μgを試験管に入れて重金属，

EDTAおよびprotease　inhibitorをTable　3

に示す濃度になるように加え，30分間，室温

でインキュベートした後，それぞれの影響を

azocasein分解活性を酵素活性測定法1）に従っ
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て検討した。

9．タンパク質の定量

　Lowryらの方法19〕に従い，タンパク質のフェ

ノール試薬による呈色を750nmにおける吸光

度で測定した。

結 果

1．＆印㎡θmばおslime　proteaseの精製

　Fig．1aはDEAE－Sephacelの溶出パターン

を示したものである。最初のピークすなわち

19

Fraction　1はwashing　buffer，　Fraction　2は

0，1M　NaC1，　Fraction　3は0．2M　NaC1，　Frac－

tion　4は0．3M　NaC1をそれぞれ含むTris－HCl

bufferにより溶出した画分である。これらの

画分をSDS－PAGEにより分析したところ，

Fraction　1に高いprotease活性と求めるタン

パク質のバンドを認めたのでFraction　1をさ

らにHydroxylapatiteで分画した。

　Fig．1bはDEAE－Sephacelにより得られた

Fraction　1のHydroxylapatiteによる溶出パ
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Fig．la　DEAE－Sephacel　column　chromatogram　of　Sωρ九ylococωs¢ρεdεr一

　　　肌泌sslime　protease．　The　preparation　from　crude　slime　was
　　　　chromatographed　with　NaCl　stepwise　elution（0．i－0．3M）．　The　bar

　　　　（←〉）indicates　the　fraction　in　which　potease　activity　was　detected．
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Fig．lb　Hydroxylapatite
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　　　　　　　　column　chromato－
gram　of　partially　purified　protease　of

8ZqρんyJococcμs¢ρ‘derη1城s　slime　by

DEAE－Sephacel．　The　bar（＜→）indi－

cates　the　presence　of　protease　activity。

ターンを示したものである。最初のピークは

washing　bufferで，次のピークは0．1M　NaC1

を含むbufferで溶出したものである。これら

2っのピークのうち初めのピークにprotease

活性を認め，これをSDS－PAGEで分析したと

ころ，単一に精製されていることを確認した。

2．Proteaseの分子量測定

　Fig．2に示したようにSDS－PAGEにより

proteaseの分子量をStandard　Molecular

Markerの移動度と比較して求めたところ，そ

の分子量は25，000であった。
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（1）

Estimation　of　molecular　weight　of＆αρんyZoccμ8¢ρidθrm城s　slime

protease　by　SDS－PAGE．　Ten　percent　of　polyacrylamide　gel　was

used．　After　electrophoresis，　the　gel　was　stained　by　Coomassie　BBR－

250．　［Lane　1］Standard　marker　proteins：（A）；Rabbit　muscle

phosphorylase　b，97，400（B）；Bovine　serum　albumin，66，200（C）；

Hen　egg　white　ovalbumin，42，699（D）；Bovine　carbonic　anhydrase，

31，000（E）；Soybean　trypsin　inhibitor，21，500（F）；Hen　egg　white

lysozome，14，400［Lane　2］The　arrow　indicates　the　Sεαρ九ッlococcμs

eρiderηL泌s　slime　protease．

難←

（2）

3．精製過程における回収率および酵素活性

Table　1にこれら精製過程における回収量あ

るいは回収率，酵素活性を示した。回収率は

Hydroxylapatiteで最終的に11．0％，　specific

activityはcrudeで1．6unit／mg　proteinであっ

たものが7．1unit／mg　proteinになり，約4．4倍

Table　l　Purification　steps　and　recovery　of　Stαρ九ッZoco¢cαs　ep緬θrmid‘s　slime　protease．

Total　protein
　　　（mg）

Total　activitya）Specif三c　activjtya） Recovery
　　（％）

Crudeb） 275、0 440．0 1．60 100

DEAE－Sephacel
COIUmn　elUate

69．6 292．3 4．20 25．3

Hydroxylapatite

COIUmn　elUate

30．3 215．1 7．10 11．0

The　activities　were　determined　by　using　azocasein　assay．

a）unit／mg　Protein
b）Crude　in　this　study　was　obtained　from　8．｛翠）↓der励読80n　brain　heart　infusion　agar　cultu．

re　by　using　dialysis　membrane　technique．
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Optimum　pH　of　SZqρ九yZococcμs¢ρi∂θ一

r斑dis　slime　protease．　The　optimum
pH　was　determined　in　the　value　of　the

hydrolysis　of　azocasein　by　the　use　of

SεαρゐツZococω8¢P‘dθrm泌8　slime　pro－

tease．　Symbols：Acetate　buffer（●），

Phosphate　buffer　（○），　Tris－hydro－

chloride　buffer　（▲），　Carbonate　buffer
（△）．

に上昇した。

4．等電点の測定

　Ampholineを担体として等電点電気泳動を

行い，陰極側からの距離とゲルのpHとの関係
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Table　2　　The　action　of　8εαρんyZococcμ8　4）」－

　　　　　　derm泌s　slime　protease　on　various

　　　　　　substrates．

Substrates Cleavage

Azocasein
Gelatin

IgG
IgA

Elastin

Collagen
Albumin

十

十

十

十

The　determination　of　the　cleavage　was　indi－

cated　in　the　text．

十　：cleaved

－ ：not　cleaved

をFig　3に示した。このproteaseは矢印に示

した位置すなわち陰極側から約6．5cmのところ

に移動し，ゲルのpHは5．9であり，等電点は

5．9であった。

5．至適pHの測定

　Fig　4に示す4種類のbufferを用い，縦軸に

示すazocaseinの分解を指標に至適pHにっい

て検討したものである。図から明らかなように

pH8．5にピークを認め，至適pHは8．5であった。

6．種々の基質に対するproteaseの活性

　Azocasein，　collagen，　gelatin，　elastin，　albu－

min，　IgGおよびIgAに対してS．0ρ漉m掘誌

slime　proteaseが分解活性を示すかにっいて

検討した。Table　2のように，このproteaseは

azocasein，　gelatin，　IgGおよびlgAに対して

分解活性を示したが，elastin，　collagenおよび

albuminは分解しなかった。

7．重金属，EDTAあるいはprotease阻害剤

のprotease活性におよぼす影響

　Table　3に示すようにCu2＋では72％，　Hg2斗

では18％，Zn　2＋では58％にまで活性が低下し

たほかは，ほとんど重金属の影響は受けなかっ

た。また，EDTAで活性は変化せず，　serine

protease阻害剤であるTLCK，　PMSF，　Soybean

trypsin　inhibitorあるいはcarboxyl　protease

阻害剤であるpepstatin　Aでは全く阻害されず，

thiol　protease阻害剤であるiodoacetate，
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Table　3
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Effect　of　metal　ions，　EDTA　and　protease　inhibitors　on　the　8εqρんy↓ococωs
eρ£∂θrmjdis　slime　protease．

Reagents Concentration Residual　activity（％）

CaC12
FeCl2
CuCl2
MgCl2
HgCl2
NaCl
ZnCl2

EDTA息）
2－MEb）

TI．CKC）

PMSFの
TPCKε）

Iodoacetate

Ethylmaleimide

Pepstatin　A

Soybean　trypsin　inhibitor

　2mM
　2mM
　2mM
　2mM
　lmM
　2mM
　2mM
　4mM
　20mM
　5mM
　5mM
　5mM
　5mM
　5mM
10μ9／ml
25μ9／ml

3
8
2
0
8
0
8
5
1
8
7
8
2
5
6
3

0
8
7
1
1
1
5
0
9
9
9
9
7
8
9
0

¶
1
　
　
　
　
1
　
　ー
ユ
　
　
ー
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

－

Enzyme　activity　was　measured　by　the　use　of　azocasein　assay．

The　test　reagents　and　inhibitors　were　used　at　the　indicated　concentrations．　a）：Ethylene－

diamineteraacetate，　b）：2－Mercaptoethanol，　c）：Tosyl－L－lysine　chloromethyl　keton，　d）：

Phenylmethanesulfonyl　fluoride，　e）：Tosyl－Lphenylalanine　chloromethyl　ketone．

ethylmaleimideで活性が低下した。

考 察

　細菌の産生するproteaseは種々の生体成分，

例えば免疫に関わるIgG17），組織構成成分の

collagen勿），　fibronectin2Dなどを分解して組織

を破壊し，細菌感染症発現に重要な役割を演じ

ていると考えられている。

　＆¢ρ㎡θrm㎡誌の感染にっいてGutschikら躍）

はウサギ心内膜炎のモデル実験を行い，感染成

立にS．¢ρ㎡θrπL硫s菌体の産生するprotease

が関与していることを示唆している。一方，敗

血症⑭あるいは心内膜炎患者から分離した＆

¢ρ掘θrm㎡誌の多くはslimeを産生することが

報告％）されている。このようにS．¢ρ漉rm硫s

のslimeとproteaseは敗血症あるいは敗血症

の亜型ともいえる心内膜炎において感染成立の

一因子になっているのではないかと考えられる

が，両者の関連およびそれらの性状についての

報告はいまだ少ない。

　著者ら911°）はS．¢ρ㎡θrm硫sのslime産生性

とマウスに対するvirulence，またslime産生

性とslime中のprotease活性との関連を明ら

かにしてきた。そこでS．¢ρ㎡θrm㎡おのslime

中に認められるproteaseがS．0ρi∂θm硫8感

染成立に重要な役割を演じているものと考え，

今回，S．¢ρ㎡θrπ1硫8　slime中のproteaseの

精製とその生化学的な分析を行った。

　Bactrial　proteaseの精製はP8θμ∂omoπαs

αθrωgiπ・8α綱），　Sθrrα泌mαrce8Cθπ8湖），　ESCんθ一

ric肱Z　C・Z㈱，　Vibrε0リωZηヴicμS3°），　S畑妙Z・－

COC四SαμrθμS31）などで報告されており，中でも

Eαθrμgiπ08αのalkaline　proteaseおよびela－

staseは硫安塩析，アセトン沈澱の後，　DEAE－

Celluloseで単一に精製され，その性状あるい

は兄αθrμgiη08α感染時における役割などにつ

いて多くの報告32⑭がある。

　S．¢ρ己θrm硫sのproteaseの精製とその性

状にっいては，横田語）がelastin分解酵素につ

いて病原性との関連を報告しているにすぎない。

著者らは＆eρ㎡erm城s培養後に得られた

crude　slime画分をDEAE－Sephacel，　Hydro－

xylapatite　column　chromatographyをNaClの

stepwiseで溶出させることによりslime中に特
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徴的に存在し，今までの報告16・衡）とは性質の異

なるproteaseを単一に精製することができた。

　生化学的な分析によるこのproteaseの性質

は分子量25，㎜，至適pHは8．5，至適pH域は

PH　7－9であり，このproteaseはalkaline

proteaseであることを示し，またEDTAの影

響を全く受けないことから，PS四∂o励παS

αθr㎎‘ηOSα，　SθrrαzjαmαrcθSCθπSのmetallO－

proteaseとは異なる性質のものと思われる。

一方，重金属の影響についてみるとCu2＋，　Zn　2＋

で活性が低下した。これはcollagenaseのもっ

性質に類似しているが，collagenを基質とした

場合このproteaseはほとんど分解活性を示さ

なかった。さらに種々の阻害剤の影響について

みると，iodoacetateおよびethylmaleimideに

より活性が低下したことはthiol　proteaseの

可能性を示唆するものであった。またこの

proteaseはazocasein，　gelatin，　IgG，　IgAを分

解しelastin，　collagenおよびalbuminに対す

る分解は認められなかった。

　以上のことからこのproteaseはS．¢ρ㎡θr－

m硫8slime中に特徴的に認められること，ま
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たslime産生S．¢ρ㎡θmばおではマウスに対

するvirUlenceがslime非産生S．¢ρばθrm㎡誌

にくらべ強いことからS．¢ρ㎡θrπ瑚岳の病原

因子の一つになっているものと考えてきた91’°）。

特にこのproteaseはazocazein，　gelatin，　IgG

およびIgAを分解することから，血液中の生体

防御タンパク質あるいは細胞の構成成分を基質

として分解作用を示し，生体防御能に影響を与

え，S．¢ρ㎡θrm硫sの病原性の発現に重要な役

割を演じていることが推察される。

結 語

　S．¢ρ掘θm掘おslime中のproteaseはDEAE．

Sephace1およびHydroxylapatite　column　chro－

matographyを行うことにより単一に精製さ

れた。このproteaseは，分子量25，000，等電点

pH5．9，至適pH8．5であり，　thiol　protease阻

害剤により活性が低下した。さらにこのpro－

teaseはazocasein，　gelatin，　IgGおよびIgAを

分解するが，elastin，　collagenおよびalbumin

に対する分解は認められなかった。

Abstract：The　8εqρんyZococcμs　eρiderm泌s　slime　protease　was　purified　4．4－fold　with　a

yield　of　ll％by　using　DEAE－Sephacel　and　Hydroxylapatite　column　chromatography．　The

molecular　weight　of　the　purified　enzyme　was　25，000，　the　isoelectric　point　was　5．9　and　the

optim皿pH　was　8．5．　The　activity　of　S　eμderm硫8　slime　protease　was　degraded　by　thiol

protease　inhibitors．　On　the　other　hand，　S．　eρjdθrm城s　slime　protease　was　not　influenced

by　serine　protease　inhibitors，　carboxyl　protease　inhibitor　and　ethylenediaminetetraacetate．

The　protease　cleaved　azocasein，　gelatin，　IgG　and　IgA　but　did　not　cleaved　elastin，　collagen

and　albumin．
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