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Summary

　　We　found　that　an　oral　strain　of　Propionibacterium　acnes（EXC・1）produced　neur－

aminidase　in　the　culture　supernatant．　It　was　purified　from　the　culture　medium　to　homogene－

ity　by　a　sequential　procedure，　including　ammonium　sulfate　precipitation，　ion　exchange

chromatography，　gel　filtration，　and　hydrophobic　chromatography．

　　The　purified　sample　showed　a　single　protein　band　on　SDS・PAGE．　The　enzyme　was

purified　2，400・fold　with　a　recovery　of　27．7％．　The　molecular　weight　was　estimated　to　be

75，000．The　optimum　pH　for　the　activity　was　5．0．

　　This　enzyme　was　heat　labile；the　activity　was　lost　by　heating　at　55℃for　10　min．　Ca2＋

at　lmM　increased　the　activity　about　twofold，　and　inhibition　of　the　activity　was　observed

by　treatment　with　EDTA．

緒 言

　Propionibacterium　acnesは，ヒトの皮膚・粘膜

の常在菌1｝で成人のdental　plaqueやgingival

creviceから108～109／gレベルの菌数が検出され

る2）．一方，本菌は，歯周疾患患者の病巣局所から

しぼしぼ高率に検出されること3・4），また，dental

plaqueを用いての実験感染症病巣における本菌

（1990年10月25日受理）

の増量や黒色色素産生Bactero　idesおよび

Bacteroides　hePan’nolyticzLsとの純培養菌，3菌種

の組み合わせで混合感染症を成立せしめる5）．今

日，歯周病原菌としてとくに嫌気性グラム陰性桿

菌種が注目されているのが混合感染症である歯周

病の発症ないし進行・悪化にP．　acnesもこれらグ

ラム陰性桿菌種と共に密接に関連するものと考え

られる．

　P．　acnesの歯周疾患に対する直接の病原的因子

として歯周組織破壊に関する産生酵素が挙げられ
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る7・8）．本菌はゲラチン1・9・1°）やアゾコール3・9）を分解

するプロテアーゼ，ピアルロニダー一ゼ11’12｝，フォス

フォリパーゼCl3）およびリパーゼ活性14・15）などを

右しロ腔細菌中でも極めて産生酵素の多様な菌種

である．すでにわれわれは，リパーゼを除く本菌

のこれらの酵素を精製し，その性状を明らかにし

ている10・12・13）．

　一方，宿主の細胞膜表面に存在するシアル酸含

有複合糖質であるglycoproteinやoligosaccha・

ridesは，免疫現象や感染におけるcolonization

processesなどに関連して注目されてきte16・17）．ノ

イラミニダーゼ（シアリダーゼ）は，これらシァ

ロラクトースおよびシアル酸を含む糖蛋白ないし

糖脂質末端のシアル酸を遊離させる酵素である．

これらの背景から近年，口腔領域におけるノイラ

ミニダーEの役割が指摘されるようになっ
た18・19）．すなわち，本酵素は，transferrinに対す

るproteolysisを促進させる2°）こと，また，歯周病

原菌のcolonization機構における検討からは，

Actinomyces　Pt　h：本酵素処理血球に対して凝集す

る21・22）こと，また，Okudaら19）は，ヒトの血球や

上皮細胞をノイラミニダーゼ処理すると黒色色素

産生Bacteroidesの血球凝集能や上皮細胞への付

着能が上昇することなどを示している．

　われわれは，口腔内嫌気性菌のノイラミニダー

ゼ活性を検討23・24）し，P．　acnes　tt強いノイラミニ

ダーゼ活性を認めた．本研究は，P．　acnesのノイラ

ミニダーゼを精製し，その性状について調べたも

のである．

材料と方法

1．供試菌株と培養

　歯肉溝材料による実験混合感染症膿汁から分離

したP．　acnes（EXC・1）5）を供試し，これを0．2％

yeast　extract加BHI　broth（3．5％，　Difco）を用

いて，37℃，3日間anaerobic　glove　box（N2：

CO2：H2＝85：5：10）で嫌気培養した．

2．培養試料の調整

　P．　acnesの培養液を遠心（15，000　g，15分，4℃）

によって集菌した．菌体は，0．05Mトリス塩酸緩

衝液（pH7．2）で2回洗浄した．洗浄菌体を同緩衝

液で懸濁後，超音波処理（9KHz，15分，4℃）

にょって破壊した．この試料の超遠心（100，000g，

40分，4℃）上清および培養液の遠心上清試料に
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ついてノイラミニダーゼ活性を測定した．

3．酵素活性の測定法

　2’・（4・methylumbelliferyl）一α’D’N－acetyl・

neuraminic　acid（Sigma，　MUA）をノイラミニ

ダーゼ活性の基質とした．ノイラミニダーゼ活性

は，Poteirら25｝の方法に準じた．すなわち，1．O

mM　MUA　O．2　ml，0．1M酢酸緩衝液（pH4．6）

0．2m1，酵素試料0．1mlおよび1mM　CaCl2の

0．1ml添加して，37℃，20分間インキュベーショ

ンした．反応終了後，0．06M　NaClと0．083　N

NaCO3を含む0．133　Mグリシン緩衝液（pH10．7）

2mlを加えて反応を停止させた．活性は，　MUA

より遊離した4methylumbelliferoneを励起波

長365nm，蛍光波長450　nmの条件下の分光蛍光

光度計（日立，650・10）で測定した．活性単位は，

上記反応系で酵素1ml当り1分間に遊離する1

μMの4・methylumbelliferoneを1単位（U）とし

た．

4．蛋白質の定量

　蛋白質の定量は，標準蛋白質にbovine　serum

albumin（Sigma）を用いクーマシーブルーG法26）

によって測定した．

5．ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミド

　ゲル電気泳動（SDS・PAGE）

　精製した酵素の濃縮試料にSDSおよび2・メル

カプトエタノールをそれぞれ1％になるように添

加し，100℃，1分間処理した．この試料を

Laemmli27）の方法に準じてSDS－PAGE（10％ゲ

ル）を行った．なお，標準蛋白質としてphosphor・

ylase　b，　bovine　serum　albumin，　ovalbumin，　car・

bonic　anhydraseおよびsoybean　trypsin　in・

hibitor（Sigma）を使用した．泳動ゲルは，電気

泳動用銀染色キット（関東化学）を用いて銀染色

　した．

　6．酵素の精製

　培養液の遠心上清を酵素の精製の出発試料とし

た．精製は，4℃の条件下で行い，また，使用し

た緩衝液のすべてに5mM　CaCl2および5mM
　2・メルカプトエタノールを添加した．まず，培養

遠心上清《こ80％飽和になるように硫酸アンモニウ

　ムを加え，80％硫安画分を得た．この沈査画分を

0．05Mトリス塩酸緩衝液（pH7．2）に溶解して，

　同緩衝液に対して24時間透析した．この透析内液

　の超遠心（100，000g，40分）上清試料を0．05　Mト
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リス塩酸緩衝液（pH7．2）で平衡化したQ・

Sepharose　Fast　Flowカラム（2．6×18　cm，　Phar・

macia）に添加した．カラムを同緩衝液で洗浄後，

NaCl（0～0．5M）の直線濃度匂配によって溶出

した．この活性画分を集め濃縮後，透析した試料

を0．15M　NaC1を含む0．05Mトリス塩酸緩衝液

（pH7．2）で平衡化したSephacryl　S・300（2．4×

90cm，　Phamacia）でゲル濾過した．この活性画

分を集め，さらにハイドロフォービッククロマト

グラフィーによって精製した．すなわち，活性画

分を1．OM　NaC1を含む0．05Mトリス塩酸緩衝

液（pH7．2）で平衡化したPheny1・Sepharose　CL・

4B（1．6×12．5cm，　Pharmacia）に添加して洗浄

後，0．05Mトリス塩酸緩衝液（pH7．2），っいで

10％エチレングリコールを含む同緩衝液，50％エ

チレングリコールを含む0．05Mトリス塩酸緩衝

液（pH7．2）で溶出した．なお，精製試料のエチレ

ングリコールは，Sephadex　G－25（2．5×10　cm，

Phamacia）を用いてゲル濾過によって除去し
た．

結 果

1．培養試料のノイラミニダーゼ活性

　P．　aCnesのノイラミニダーゼ活性は，菌体の超

音波処理した遠心上清試料には認められず，培養

遠心上清にのみ認められた．

2．酵素の精製

　培養上清中のノイラミニダーゼ活性のほとんど

が80％硫安飽和で塩析・回収することができた．

本酵素は，Q・Sepharose　Fas亡Fiowカラムに吸着

し，0．05～0．15M　NaCl濃度で溶出した（Fig．1）．

　この活性画分のSephacryl　S・300によるゲル濾

過の溶出パターンは，Fig．2に示した．活性は，大

きな蛋白ピークの前溶出画分に認められた．さら

に，この活性画分をPheny1－Sepharose　CL・4Bに

添加するとノイラミニダーゼ活性は，O．05Mトリ

ス塩酸緩衝液（pH7、2）の溶出画分にわずかに認め

られたが，ほとんどの活性が50％エチレングリ

コールを含む0．05Mトリス塩酸緩衝液（pH7．2）

で溶出した（Fig．3）．この活性画分を集め，　Se－

phadex　G－25によるゲル濾過によってエチレング

リコールを除去した濃縮試料についてSDS・

PAGEによって純度検定するとFig．　4に示す如

く単一のバンドを示した．このPAGE所見から本

酵素は，高純度に精製されたものとみられた．

　ノイラミニダーゼの各精製段階による成績は，

Table　1に要約した．出発試料の培養上清に対し

て最終的Pheny】－Sepharose　CL・4Bによるクロマ

トグラフィーによって比活性は，約2，400倍に上昇

し，回収率は27．7％であった．

3．分子量

　分子量は，SDS－PAGE法によって約75，000と算

定された（Fig．5）．

4．至適作用pH

　至適pHは，各pHにおける酵素活性の測定に

よって判定した．なお，pH4．0～5．5は，酢酸緩衝

液，pH5．5～7．5は，トリスマレイト緩衝液，

pH7．5～9．0は，トリス塩酸緩衝液を用い，反応混

液中の各緩衝液が0．33Mになるように添加した．

本酵素の活性は，pH5．0で最大ピークとして認め

られ，pH8．0以上のアルカリ性では全く活性がみ

られなかった．この成績から本酵素の作用至適

pHは，5．0とみられた（Fig．6）．

5．熱抵抗性

　熱抵抗性は，精製酵素を30～70℃，10分間処理

した後，各試料の活性を測定して判定した．本酵

素活性は，40℃でやや活性の低下を来たし，50℃

で50％の活性が消失，55℃，10分間処理で完全に

失活する易熱性を示した（Fig．7）．

6．金属イオンおよびEDTAの影響

　本酵素の各2価の金属イオン（1mM）および

EDTA（1mM）による活性の影響は，　Table　2

に示した．なお，精製試料中のCaC12を除去するた

め，供試酵素試料を0．05Mトリス塩酸緩衝液

（pH7．2）で24時間，透析して供試した．供試2価

金属イオン中Mn2＋では活性に影響はなく，

Mg2＋，　Fe2＋，　Co2＋，　Zn2＋およびEDTAで15～60％

の阻害を受け，Hg2＋，　Cu2＋で完全に活性が阻害さ

れた．しかし，Ca2＋によって活性が約2倍に促進

された．

考 察

　成人歯肉溝材料による実験感染症膿汁から分離

されたP．acnes（EXG　1）にノイラミニダーゼ活

性を認め，この酵素を各種クロマトグラフィーに

よって高純度に精製した．

　Von　Nicolaiら28）は，ヒトのnomal　skinや

acnelesionsから分離したP．　acnesのノイラミニ
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ダーゼ活性を調べ，38菌株中32菌株に活性を認め，

その殆んどの菌株の活性が培養遠心上清と菌体の

両者に存在し，6菌株のみが培養遠心上清に認め
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られたと報告している．skin由来のこれら少数菌

株と同様に本研究で供試したロ腔由来のP．acnes

（EXC・1）のノイラミニダーゼ活性は，菌体の超
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音波処理試料には認められず，培養遠心上清のみ

に認められることから本酵素は，菌体外産生性と

考えられた．

　細菌ノイラミニダーゼは，細菌種によって分子

量，作用至適pHなどに大きな差異がある．すなわ

ち，分子量は，約30，000～150，000，作用至適pH

は，3．5～7．0と幅広い29～31）．本酵素の分子量は，

SDS・PAGE法による算定から75，000，作用至適

pHは，5．0であった．　Von　Nicolaiら28）は，ヒト

のnomal　skinから分離したP．　acnesのノイラミ

ニダーゼの分子量は，ゲル濾過法によって33，000，

作用至適pHは，5．o付近と報告している．　skin由

来の児鋤εs菌株と本酵素の作用至適pHは，ほ

ぼ一致しているが，本菌のノイラミニダーゼの分

子量は，やや大きく，これらP．　acnesのノィラミ

ニダーゼと異なるものであった．これらの知見か

らP．　acnesのノイラミニダーゼは，由来や菌株に

よって異なり，酵素の多様性を示唆する．
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Fig．3．　Chromatography　of　neuraminidase　on　Pheny1・Sepharose　CL・4B　column

Table　1．　Purification　of　neuraminidase

Step Volume
（ml）

Total
protejn
（mg） 轡輪内隅㎞漂

Culture　supernatant

Ammonium　suttate
（80％saturation）

Q・Sepharose　Fast　Flow

SePhacryl　S・300

Phenyl・Sehparose　Cし4B

600　　　240．2

1t8　　　74．6

208

45

42

19．9

6．47

0．028

6，279

4，798

4，534

4，172

26．1

64．3

228

645

1，740　　　62，143

t．0　　100

2．5

8．7

24．7

2，381

76．4

72．2

66．4

27．7
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Fig．4．　SDS－PAGE　of　purified　neuraminidase：A，

　　　P．acnes　neuraminidase；B，　standard　pro・

　　　teins（1，　phosphorylase　b；2，　bovine　serum

　　　albumin；3，0valbumin；4，　carbonic　anhy・

　　　drase；5，　soybean　trypsin　inhibitor）
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　本菌のノイラミニダーゼ活性は，Ca2＋添加に

よって著明な活性の上昇が認められ，EDTAで強

く阻害された．このことから本菌のノイラミニ

ダーゼは，Ca2＋依存性と考えられる．　Ca2＋依存性

ノイラミニダーゼは，広くVibn’O　cholerae，　StreP－

tococczcsやCorynebacten’um32’－34｝などでも報告さ

れており，本菌酵素もこれらの性状と近似するも

のであった．

　細菌の宿主細胞への定着は，細菌感染の基本的

なステップである．従って，口腔領域においては

歯牙や歯周局所における口腔細菌の定着機序が重

要な課題となっている．歯周局所に対する歯周病

原菌の付着因子や定着に関連して多くの検討がな

されている35・36｝．近年，黒色色素産生Bacte－

roides　i9）やActinomyces　viscoszts2i・22）などでノイ

ラミニダーゼ依存性の細胞付着能が示され，本酵

素の定着機構における役割が指摘されている．一

方，Beightonら37）は，　dental　plaqueのaccu－

mulationに関するglycoproteinを介しての口腔

streptococciの付着性機構にsialic　acid　rickな

transferrinのreceptor的役割も示している．ま

た，Homer　and　Beighton20）は，このtransferrin

が口腔streptococciのノイラミニダーゼの作用

によって口腔細菌のtransferrinに対するpro・

teolysisを示し，これらglycoproteinのproteoly－

sisにおける細菌ノイラミニダーゼの役割を報告
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Fig．5．　Estimation　of　molecular　weight　of　neuraminidase　by　SDS－PAGE
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Fig．　7．　Heat　stability　of　neuraminidase

している．従って，口腔P．αcnesのノイラミニ

ダーゼもこれら定着機構やglycoproteinのpro－

teolysisに深く関連するものと考えられる．

　本菌は，Bacteroidesの2菌種との組み合わせで

実験混合感染症を成立させる感染能を有し5｝，ま

た，本研究で明らかになったノイラミニダーゼの

ほかに歯周組織破壊に関連する多様な酵素属性を

有する1・3’8～エ2）．P．　acnesは，歯垢や歯肉溝の常在

菌2）であり，歯周局所においてその多様な諸酵素

と共にノイラミニダーゼが他の歯周病原菌種の局

所への定着やproteolysis機構にも密接に関与し

ている可能性が強い．現在，P．　acnesの精製ノイ

ラミニダーゼを用い，歯周病原菌の付着やglyco－

proteinなどのproteolysisにおける本酵素の役

割について検討中である．

結 論

　ロ腔i　Propionibacteium　acnes（EXC・1）のノイ

ラミニダーゼ活性を調べ，本酵素を硫安塩析，イ

オン交換クロマトグラフィー，ゲル濾過およびハ

イドロフォービッククロマトグラフィーによって

精製し，その性状を調べた．

　本菌のノイラミニダーゼ活性は，菌体外産生性

であった．精製酵素は，SDS－PAGEで単一バンド

を示し高純度であった．培養上清試料に対して各

種クロマトグラフィーによって比活性が2，400倍

に上昇し，回収率は，27．7％であった．本酵素の

分子量は，75，000，作用至適pHは，5．0であった．

酵素活性は，55℃，10分間処理で失活し，易熱性



Table　2．

松本歯学　16（3）1990

Effects　of　divalent　ions　and　EDTA　on　neuraminidase　activity
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lons Concentration
　　　　（mM）

Relative　aCtivity
　　　　　（％）

None

Ca2十

Mg2十

Fe　2十

Co2＋

Mn2十

Zn2十

Hg2十

Cu2十

1．0

1．0

1．0

1．0

1．0

1．0

1．O

1．0

100

236

54．5

86．4

86．4

100

36．4

0

0

EDTA 1．0 31．8

であった．また，本酵素の活性は，EDTAで強く

阻害され，2価金属イオン（1mM）中Ca2＋で約

2倍に促進された．
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