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＆α助yZ・・occμ8θpZdθrm城s精製slime

proteaseのマウスにおける病原性について

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5月31日〕

　抄録：S拍ρ妙Zococ仇s　eρ‘dermZ∂isの産生するslime　proteaseの病原因子としての役割を明らか

にする目的で，精製slime　proteaseのマウスにおける＆ξρjdermZ∂‘8感染時の影響，および好中球

の貧食殺菌活性におよぼす影響にっいて検討した。＆eρ緬εrm∂isのslime産生株はslime非産生株

にくらべ，マウスに対する致死性が強いが，菌体外物質を除去することにより，致死性は減弱した。こ

れに対して，slime非産生株のマウスに対する致死性は，＆eρ↓derm‘（1‘sの精製slime　proteaseを注

射することにより増強され，注射48時間後の生存菌数も多かった。なお，精製slime　proteaseはiη

u》Zroにおける好中球の倉食殺菌活性を阻害した。これらのことは，　slime　proteaseがマウスにおけ

る＆ξ垣dθrm励s病原性発現の一因子となっている可能性を示唆している。

　Key　words：8口ρんッJococcμs　ep掘erm疏s，　slime　protease，　experimental　infection，　patho－

genicity．

緒 言

　一般に微生物の産生する菌体外毒素や酵素

は，微生物の病原性発現の重要な因子の一っで

ある1－3）。なかでも，医療技術の進歩にともなっ

て生じたcompromised　hostでのSZαρ的Zo－

COCCμS頭dθrm城s，　P8θμdomoπαSαεrμgiπOSα，

、4c読εZo占αczεr　c碗coαczZcusなどの弱毒菌によ

る感染は，日和見感染であることが多く4），そ

の病原性発現の本態は，菌体外毒素あるいは酵

素などに依存していると考えられている2・5・6）。

　著者ら7・8）は，先にS．¢ρi也rmi∂isのslime産

生性とslime　protease活性とのあいだに相関

のあることを報告した。今回，S．¢ρi∂θrm城s

の産生するslime　proteaseの病原因子として

の役割を明らかにする目的で，マウスにおける

S．¢ρidεrmi∂is感染時の精製slime　proteaseの

影響と好中球倉食殺菌活性におよぼす影響にっ

いて検討した。

材料および方法

1．使用菌株：口腔内より分離したslime非産

生＆0ρi∂εrπz‘直8STE－5株とslime産生STE－

19株を用いた。

2．＆¢ρ》∂θrm顕sの産生するslime　protease

の精製：著者らの方法’）に従い，DEAE－Sepha－

cel（Pharmacia）およびHydroxylapatite（生

化学工業）カラムクロマトグラフィーにより

crude　slimeからproteaseを分画し，単一に精

製した。

Pathogenicity　of　slime　protease　purified　from　8εαρ妙Zococωs　eρ掘εrm泌s　in　experimental

　infection　of　mice．

　Minoru　SAsAK｜and　Masaru　KANEKo．

　（Department　of　Microbiology，　School　of　Dentistry，　Iwate　Medical　Univefsity，　Morioka

　O20）
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3．マウス感染実験：

1）Slime産生S．θρ漉rm硫8　STE－19株あるい

は非産生S．¢ρi∂θrmm8　STE－5株接種マウス

の生存率：ddY系マウス（4週齢雄）を1群

10匹用い，一匹あたり＆θp㎡εm硫sの10”

CFU／0．5mlを腹腔内に接種し，各々の実験群

におけるマウスの生死を7日間観察した。

2）Slime産生＆θpi∂θrm∂i8菌体の洗浄によ

るマウス生存率の変化：Slime産生Sθρi∂εrm一

読sをbrain　heart　infusion　brothで37℃，24

時間培養後に集菌して，滅菌生理食塩水で5回

洗浄した洗浄菌と非洗浄菌のそれぞれをddY

系マウス（4週齢，雄，1群10匹）に一匹あた

り，109cells／0．5mlを腹腔内に接種し，マウ

スの生死を7日間観察した。

3）Slime非産生S．θ亘∂θrm城s　STE－5株接種

マウスの生存率におよぼす精製slime　protease

の影響：精製proteaseの0．1mgをマウスの尾

静脈内に注射した後，ただちにslime非産生の

＆0ρ尻θrm∂i8（109CFU／0．5ml）を腹腔内に

接種して，＆θが∂θrπ↓idjs感染成立に対する精

製slime　proteaseの作用を検討した。

4）＆¢が∂θrm硫8接種48時間後における血

液，腎臓中の生存菌数の測定：Slime産生S．

¢ρ‘∂θrm滅s　STE－19株あるいはslime非産生S．

θpidθrm城8　STE－5株を接種したddY系マウス

（4週齢，雄）をそれぞれ1群4匹ずつ用いた。

すなわち，S．θがdθrm硫s精製slime　protease

を，腹腔内には0．5mg／mouse，尾静脈内へは

0．1mg／mouseを注射した48時間後に，心臓穿

刺により採血した血液あるいは無菌的に摘出し

た腎臓を，0．1Mの滅菌phosphate　buffered

saline（pH7．0）中でホモジナイズして得たホ

モジネートのそれぞれを10倍階段希釈し，マン

ニット食塩培地（ニッスイ）に0．1ml接種して，

37℃，48時間培養し，生菌数を算定した。

4、好中球の分離：ヘパリン加ヒト血液の20ml

に5％dextran－salineを5ml加え，室温に30

分間静置して得られた血漿層をセパレートL

（武藤化学）に重層し，1，400g，30分間遠心し

て，好中球を分離した。
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5．仇砿roにおける好中球倉食殺菌活性にお

よぼす＆〔1ρi∂θmj∂i8精製slime　proteaseの影

…響：Hanks’BSS中にlmlの好中球浮遊液（106

cells／ml）とS．0ρi∂θrmi∂C　STE－5株（106

CFU／ml）1ml，ヒト血清0．2mlおよび精製

slime　protease（1mg／ml）の20μ1を滅菌試

験管に入れ，37℃でインキュベートした。そし

て60分および120分後にインキュベーションメ

ディウム中から0．1mlをとり，それぞれをマン

ニット食塩培地に接種し，37℃，48時間培養後

に生菌数を算定した。対照には精製slime

proteaseの代りにTris－HCI　buffer（pH　7．4）20

μ1を加えたものを使用した。

結 果

1．Slime産生S．θpi∂θrm∂i8およびsliime非

産生S．θpi∂erm硫s接種マウスの生存率：

　＆¢ρidθm硫sのslime産生STE－19株および

slime非産生STE－5株のそれぞれをマウス腹腔

内に接種したときの生存曲線をFig．1に示した。

slime非産生株では接種1日後の生存率は90％

であり，2日目以降死亡するマウスは認められ

％
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Fig．1　Survival　rates　of　mice　after　injection

　　　of　slime　producing　Sεαρんylococcμs

　　　epiderml硫s　STE－19　0r　slime　non－
　　　producing　8ZαρんyZococcμs　eP‘derη亘（戎s

　　　STE－5．

　　　Each　organism（109cells）was　injected

　　　intraperitoneally　into　the　mice．

　　　Each　group　consists　of　10　ddY　mice．

　　　●　　　●slime　producing　strain，

　　　○　　　Oslime　non－producing　strain
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Fig2　Survival　rates　of　mice　after　injection

　　　　of　washed　or　non－washed　ce1】s　of
　　　　8ZopんyZOcoccμs　epi（ゴεrmid》s　STE－19．

　　　　Each　organism（109cells）was　injec．

　　　　ted　intraperitoneally　into　the　mice．

　　　　The　cell　was　washed　five　times　in

　　　　sterilized　physiological　saline。　Each

　　　　group　consists　of　10　ddY　mice．

　　　　○　　　Owashed　cell，●一一●non．
　　　　washed　cell

なかった。一方，slime産生株を接種したマウ

スの生存率は，接種1日目で80％，2日後で10

％，3日後には全てのマウスが死亡し，slime

産生株はslime非産生株にくらべ，マウスに対

する致死性が高かった。

2．Slime産生S．¢ρidθrm∂isの洗浄菌および

非洗浄菌接種マウスの生存率：

　＆¢加dθrm硫8の非洗浄菌では，菌体を接種

後3日目で全てのマウスが死亡した。これに対

して洗浄菌では，接種3日目で40％が生存して

おり，その後死亡するマウスは認められなかっ

た（Fig．2）。

3．Slime非産生＆¢ρ」鹿m泌8接種マウスの

生存率におよぼす精製slime　proteaseの影響：

精製slime　proteaseを注射したマウスでは菌

体のみを接種した群にくらべ，明らかな生存率

の低下が観察された（Fig．3）。

4．S．印㎡θrm硫s接種マウスにおよぼす精製

slime　proteaseの影響：

　slime産生のS．¢ρi∂θmi∂is　STE－19株あるい

はslime非産生＆¢ρ厄θrm輪STE－5株をマ

ウス腹腔内に接種した群（1群4匹）およびS．
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Survival　rates　of　mice　after　injection

of　slime　non－producing＆qρ万）ノloco－

ccμs　印緬θr7ηi（戎8　STE－5　and　that　of

injection　of　slime　non－producing
＆O！ρん）ノZococcμs　e餌【ゴerm‘（戎s　STE－5

after　treatment　with　a　slime　protease

purified　from　S随ρ妙Zococ仇sεp緬θr－

m励s．The　organism（109cells）was
injected　　intraperitoneally　　into　　the

mice．　The　purified　slime　protease
was　given　intravenously　at　the　dose　of

O．1mg／mouse．　Each　group　consists
ofユO　ddY　mice．
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Effect　of　slime　protease　purified　from

SZ〔μ）九ニソZococcμ8　qoidεrητidis　on　　the

bactericidal　activity　of　neutrophil　‘π

ひ紘ro．

●　　　　●in　the　presence　of　protease

O　　　　Oin　the　absence　of　protease
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Table　l　Effect　of　the　treatment　with　slime　protease　purified　from　8ZαρんッZococω8ξρider－

　　　　mdZs　on　viable　cell　counts　in　blood　and　kidney　of　mice　intraperitoneally　injected

　　　　cellS．

Strains Slime　protease

　production

Protease
inlection

Viable　cell　counts（mean）

Bl。。d（CFU／ml）　Kid・・y
　　　　　　　　　　（CFU／kidney）

STE．19

STE－5

STE－5

STE－5

十

＋（ip）

斗（iv）

9．Ox107

1．3x104

2．1x105

3．6x104

6．Ox107

5．Ox104

2．7x104

5．6x105

The　organisms（109cells）were　inlected　intraperitoneally　into　the　mice．

The　purified　slime　protease　was　given　to　each　mouse　at　the　dosage　of　O．1and　O．5mg　intraven－

ously（iv）or　intraperitoneally（ip）　．

Mice　were　sacrificed　48　hr　after　treatment．

Table　2　Effect　of　the　treatment　with　slime　protease　purified　from　S口ρんッZococcμ8　eμdθr．

　　　　m泌son　viable　cell　counts　in　blood　and　kidney　of　mice　intravenously　injected
　　　　cells．

Strains Slime　protease

　production

Protease
lnJectlon

Viable　cell　counts（mean）

Bl。。d（CFU／ml）　Kid・・y
　　　　　　　　　　（CFU／kidney）

STE．19

STE．5

STE－5

STE－5

十

＋（ip）

＋（iv）

5．Ox103

9．8x102

2．1x102

1．Ox103

2．2x104

2．5x103

2．7x102

6．7x104

The　organisms（10gcells）were　injected　intravenously　into　the　mice．

The　purified　slime　protease　was　given　to　each　mouse　at　the　dosage　of　O．1　and　O．5mg　intraven－

ously（iv）or　intraperitoneally（ip）　．

Mice　were　sacrificed　48　hr　after　treatment．

印丘fθrπL‘d‘s精製slime　proteaseを腹腔内およ

び静脈内に注射した後，ただちにS．印㎡θrm硫8

を腹腔内に接種した群（1群4匹）の48時間後

の血液と腎臓中の残存生菌数の平均値をTable

1に示した。slime産生株では血液で9x107

CFU／m1，腎臓で6x107CFU／mlであった。

これに対し，slime非産生株では，血液で1．3x

104CFU／ml，腎臓で5．Ox10℃FU／mlであっ

た。一方，精製slime　proteaseを腹腔内に注

射した場合，slime非産生株の残存生菌数は血

液で2．1x105CFU／ml，腎臓で2．7x104CFU／

ml，また精製slime　protease　O．1mgを静脈内

注射した場合，残存生菌数は血液で3．6x104

CFU／ml，腎臓で5．6x105CFU／mlであった。

　Table　2はslime産生株およびslime非産生

株をマウス尾静脈内に接種した群（1群4匹）

と精製slime　proteaseを腹腔内あるいは静脈

内注射した後，ただちにS．¢p漉rm硫sを静脈

内に接種した群（1群4匹）の48時間後の血

液と腎臓中の残存生菌数の平均値を示したもの

である。slime産生株では残存生菌数が血液で

5．Ox103　CFU／m1，腎臓で2．2x104　GFU／mlで

あった。slime非産生株では残存生菌数が血液

で9．8x102CFU／ml，腎臓で2．5x103CFU／ml

であり，slime産生株およびslime非産生株の

間に差は認められなかった。一方，slime非産

生株を接種したマウスに，精製slime　protease

の0．5mgを腹腔内に注射した時の残存生菌数は，
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血液で2．1x102CFU／ml，腎臓で2．7x102CFU

／mlであった。また，精製slime　protease　O．1

mgを静脈内注射した時の残存生菌数は，血液

で1．Ox103CFU／ml，腎臓で6．7x104CFU／ml

であり，残存生菌数の増加が観察された。

5．iη励roにおける精製slime　proteaseの好

中球貧食殺菌活性におよぼす影響：精製slime

proteaseを好中球浮遊液中に添加することに

より，好中球の殺菌活性（Fig．4）は60分後に

は明らかに阻害され，120分後の生存菌数は対

照の約100倍高い値を示した。

考 察

　細菌や真菌が菌体外に産生するproteaseは，

病原因子の一っであり，微生物の感染成立に重

要な役割りを演じていると考えられ，近年，常

在性の弱毒菌でも問題になっている’°川。近藤

ら12・13）は，Cαπ∂認ααZb》cαηsのprotease産生株

がprotease非産生株にくらべマウスに対する

病原性が強く，また発育鶏卵においても侵襲性

が強いと報告している。また，Psθ磁omoπαs

αθrμgiπ・8α14），　Eπ亡θr・c・ccμ8∫θαcα↓‘8’5），　Sθrrα一

εiαmαアcθ8cθsηs16）などの日和見感染をおこす

細菌においても，その病原性に菌体の産生する

ρroεεαsθが深い関わりをもっていると考えら

れている。日和見感染をおこす細菌といわれて

いるS．θp㎡θrm泌sは，臨床上，敗血症’7），心

内膜炎8）の患者などからしばしば分離され，特

にcompromised　host4）においてS．εp㎡θrmms

による感染は深刻な問題となっている。

　著者ら7－9）は，先に＆θp滅θrmi∂おの産生す

るslime中にproteaseが存在することを見い

出し，このproteaseがS，0ρ㎡θrm滅8感染で病

原因子としての役割を果たしている可能性のあ

ることを示唆した。本研究では，このslime

proteaseがマウス感染モデルにおいてどのよ

うな役割を果たし，かっ生体防御因子の一っで

ある好中球の殺菌活性におよぼす影響について

検討した。

　S．¢p㎡θm妬sslime産生株は，　slime非産生

株にくらべマウスに対する致死性が明らかに高
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かった。また，滅菌生理食塩水で菌体を洗浄す

ることにより，菌体外物質を除去した場合，マ

ウスに対する致死性が低下したことから，菌体

外slimeの病原性発現への関与が示唆された。

さらに，slime非産生株を接種したマウスに精

製proteaseを追加注射した場合，菌体単独の

接種にくらべマウスの生存率捌氏下した。また，

slime非産生のS．θpi∂θrm‘∂‘sを腹腔内に接種

した後，精製slime　proteaseを静脈内注射し

た時には，生存菌数の増加が顕著であり，Fig、

3におけるマウス生存率の結果を反映するもの

であった。このようなことから，＆¢ρ成θr7励直8

slime中のproteaseはマウスにおける＆¢ρi（〕θr－

m硫s感染においては病原因子として働き，感

染を増強させるものと考えられる。

　P．αθrμ9仇osαのalkaline　proteaseやelas－

taseは，生体の感染防御因子である好中球，

血清タンパク，リンパ球に対して種々の抑制作

用を示し，P．αθrμgiπosαの感染を増強あるい

は成立させる可能性のあることが示唆されてい

る19－21）。本研究において＆ρρ㎡θm硫sslime

proteaseの倉食殺菌活性におよぼす影響を検

討したところ，精製slime　proteaseが好中球

の倉食殺菌活性を阻害することが示された。ま

た，著者ら9）は，先にS．θp滅θrm泌s精製slime

proteaseがヒト血清中のIgGを分解すること

を報告した。

　以上のことから，S．¢ρ㎡θrmi∂i8　slime　pro．

teaseは生体内において，好中球の補食殺菌過

程に対して抑制作用を示すことにより，S．

θp掘erm硫s感染における病原性発現の一因子

となっていることが示唆される。

結 語

1．＆¢p掘θmidis　slime産生株ではslime非

産生株にくらべマウスに対する致死性が高く，

Sθp掘θrm硫8　slime産生株の菌体外物質を除

去することにより，マウスに対する致死性は低

下した。

2．＆θ戸∂θrm硫s　slime非産生株のマウスに

対する致死性は精製slime　proteaseを追加注
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射することにより増強され，48時間後における

生存菌数が増加した。

3．S．印㎡θm妬8精製slime　proteaseはiπ

u加oにおいて好中球の倉食殺菌活性を阻害し
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た。

　論文の要旨は第63回日本感染症学会総会（盛

岡，平成元年4月19日）で発表した。

　Abstract：To　determine　the　action　of　the　slime　protease　as　a　pathogenic　factor　in

8ZαρんyZococcμsξρidermZdεs　infection，　the　effects　of　purified　slime　protease　obtained　from＆

¢ρ掘erm励s　on　experimental　infection　in　mice　and　on　bactericidal　activity　of　neutrophil仇

o捉ro　were　examined．　A　slime　producing　strain　of＆¢ρ掘er九di8　was　more　virulent　than　a

slime　non－producing　strain．　The　virulence　of　slime　producing＆¢ρ緬erη涯dis　was　reduced

by　washing．　The　lethality　of　slime　non－producing　S．（翠）緬erm励8　was　intensified　by

treatment　of　mice　with　purified　slime　protease　of　S¢ρi∂θrητ励s　in　mice，　and　the　viablρcelゼ

count　in　mice　after　48　hr　treatment　with　purified　slime　protease　was　higher　than　that　in

mice　untreated　with　the　enzyme．　Furthermore，　purified　slime　protease　from　S印掘erm掘is

inhibited　the　bactericidal　activity　of　neutrophil　iπu琵ro．　These　results　suggest　that　S．

ερidermdis　slime　protease　may　be　one　of　the　pathogenic　factors　involved　in＆ξρ緬erm↓d↓s

infection．
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