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Summary

　　　Screening　tests　of　gingival　crevice　dental　plaque　conducted　to　detect　the　bacterial

strains　responsible　for　degradation　of　acid・mucopolysaccharides　provided　an　adequate

strain　for　the　production　of　hyaluronidase．　This　strain　was　identified　as　StreptococczLs

milleηi，　based　on　its　various　biological　properties．

　　　The　enzyme　produced　in　the　culture　supernatant　of　anaerObic　culture　was　purified　to

homog印eity　by　sequential　procedures　including　ammonium　sulfate　precipitation，　ion・

exchange　chromatography，　and　gel　filtration．　The　specific　activity　increased　15，000　fold

and　the　recovery　of　the　enzyme　activity　was　21．3％，

　　　The　molecular　weight　was　100，000　and　its　isoelectric　point　was　9．3．　The　optimum　pH

for　the　activity　was　6．O．　Heating　of　the　enzyme　at　60℃for　5　minutes　resulted　in　complete

inactivation．　The　enzyme　activity　was　inhibited　strongly　by　Zn2＋，　Hg2＋，　and　Cu2＋，　while

Ca2＋，　Mg2＋，　Fe2＋，　Co2＋，　Mn2＋，　and　EDTA　had　no　effect．　The　enzyme　was　active　against

hyaluronic　acid，　however，　chondroitin　sulfate，　chondroitin　sulfate　A，　B，　and　C　were　not

degraded　by　this　enzyme．　In　the　enzymatic　products　of　hyaluronic　acid，　unsaturated

disaccharides　were　detected　by　the　methods　of　gel　filtration　and　paper　chromatography．

緒 言

　歯周病に対する細菌の病原的因子の一つに産生

酵素が挙げられる．細菌酵素は，歯周組織に直接

障害をもたらすものと考えられ，歯周細菌の蛋白

分解酵素ト3）や酸性ムコ多糖体分解酵素4～6）などが

（1988年6月30日受理）

注目されている．われわれは，これまで歯周病巣

よりしばしば高率に分離されるBacteroides　heP’

an’獅盾撃凾狽奄bZCS7・8）および」P拍ρioηibo6Z¢W勿acnes7・9）

に広範な酸性ムコ多糖体分解能を有すること，ま

た近年，B．　oπ跳にもピアルロニダーゼ活性を認

め1°），これら分解酵素をそれぞれ精製し，その性状

を明らかにしている10～13｝．歯周細菌の酸性ムコ多

糖体分解能を酸性ムコ多糖体を含むSmithら14）
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の基質加平板を用いて幅広く検討したところ，レ

ンサ球菌種にも強いピアルロニダーゼ活性を認め

た．本研究は，ピアルロニダーゼ産生レンサ球菌

株の生物学的性状を調べ菌種の同定を行い，この

レンサ球菌のピアルロニダーゼを精製し，その性

状について検討したものである．

材料と方法

1．ピアルロニダーゼ産生菌の検索と菌種の同定

　ヒァルロニダーゼ活性産生菌の検索は，Smith

ら14）の方法に準じて行った．すなわち，ピアルロン

酸（0．4mg／ml，　Sigma）加brain　heart　infusion

（BHI，　Difco）brothに0．4％bovine　albumin，

L3％noble　agar（Difco）を添加し，平板を作製

した．歯肉溝材料を希釈してこの基質加平板に塗

抹し，37℃，3日間嫌気（N2：85，　H2：10，　CO2：

15）培養した．本培養集落をレプリカ法によって

GAM（日水製薬）平板に移した後，培養平板に2N

acetic　acidを添付し，1ytic　zoneを発現した集落

から分解性菌を判定した．

　ピアルロン酸分解性の分離菌株のうちグラム染

色性，形態配列，mitis・salivarius　agar（MS培地，

Difco）での発育性状からレンサ球菌種と考えられ

る5菌株についてレンサ球菌種を指標とした通常

の検索法により生物学的性状を調べ菌種の同定を

行った．

2．供試菌株と培養

　強いピアルロニダーゼ活性を示したA・6株を

供試し，0．2％yeast　extract加BHI　broth

（Difco）にて37℃，3日間嫌気培養した．この培

養液を遠心（15，000G，4℃，15分）し，菌体と培

養上清を得た．

3．培養試料の調整

　菌体は，0．05Mトリス塩酸緩衝液（pH　7．2）に

て2回遠心洗浄した．洗浄菌体を同緩衝液に懸濁

し，超音波処理（180W，15分）した．この超音

波処理試料を超遠心（100，000G，4℃，40分）し

てその上清および培養上清試料について，それぞ

れピアルロニダーゼ活性を測定した．

4．酵素活性の測定法

　ピアルロニダーE活性の測定はLinkeri5）の方

法に準じた．すなわち，ピアルロン酸（2mg／ml）

0．2ml，0．5Mリン酸緩衝液（pH　6．0）0．2m1，

酵素試料および精製水各O．lmlを加えて（全量，
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0．5ml）37℃，30分間インキュベートした後，3％

過塩素酸液（2．5mのを加えて反応を停止させた．

この反応混液を10分間静止後遠心し，その上清に

ついて基質ビアルロン酸によって生じる不飽和糖

を232nm吸光度で測定した．なお，活性単位は上

記反応系で試料1ml当り0．1の吸光度を上昇さ

せる活性を1単位（U）とした．

5．酵素の精製

　培養遠心上清（21）を酵素精製の出発試料と

した．まず，上清試料に80％飽和になるように硫

酸アンモニウムを添加して，沈査画分を得た．こ

の画分を0．05Mリン酸緩衝液（pH　6．0）に溶解

し，同緩衝液に対して24時間透析した．この試料

を超遠心（100，000G，4℃，40分）し，上清試料

を同緩衝液で平衡化したCM・32（Whatman）カラ

ム（2．6×38cm）に吸着させ，食塩（0～1．OM）

による直線濃度勾配によって溶出した．なお，溶

出画分は10・ml／tubeとし，各画分について280

nm吸光度およびピアルロニダーゼ活性を測定し

た．

　CM・32カラムから溶出した活性画分を集めて

エバボレーターによって濃縮後，0．15M食塩を含

む上記緩衝液にて透析した．この試料を同緩衝液

で平衡化したSephacryl　S・300（Phamacia）カ

ラム（2．4×90cm）を用いてゲル濾過を行った．

なお，ゲル濾過の各溶出画分は5ml／tubeとした．

6．ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）

　Sephacryl　S・300カラムで溶出した活性画分の

濃縮試料にドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を1％

に添加して，100℃，1分間処理した．この試料を

Lae㎜li16）の方鄭準じてSDS・PAGE（0．1％，

10％）を行った．また，分子量マーカー（Phar・

macia）についても同様に泳動した．なお，泳動ゲ

ルは，銀染色法（電気泳動用銀染色キット，関東

化学）によって染色した．

7．酵素の性状

　1）分子量

　分子量は，精製試料のSDS・PAGEによって算

定した．なお，標準蛋白質としてphosphorylase

b，bovine　serum　albumin，　ovalbumin，　carbonic

anhydrase，　trypsin　inhibitorおよびα一1actal・

bumin（Pharmacia）を使用した．

　2）等電点
　等電点は，Vesterbergら17｝の方法に準じてカラ
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ム等電点電気泳動法によって測定した．すなわち，

精製試料を1％グリシン液に対して24時間透析

後，この試料を110m1のカラム（LKB）にpH　5

～8とpH　9～11の2種類のアンフォライト
　（LKB）を1：4に混合したものを1％濃度にな

るように加え，600Vの定電圧で44時間泳動し

た．各画分は3ml／tubeとした．

　3）作用至適pH

　pH　4．0～6．0は，0．5M酢酸緩衝液，　pH

6．0～7．5は，0．5Mリン酸緩衝液，　pH　7．5～9．0

は，0．5Mトリス塩酸緩衝液を用いて各pHにお

ける活性を測定した．

　4）熱抵抗性

　精製酵素を40～80℃まで6段階の各温度でそ

れぞれ5分間処理した後，各試料のピアルロニ

ダーゼの活性を測定して判定した．

　5）金属イオンおよびEDTAの影響
　CaC12，　MgC12，　FeSO4，　CoCl2，　MnCl、，　ZnC12，

HgCl2，　CuSO4およびEDTAの各化合物を反応系

に1．OmMになるように加え，活性を測定して判

定した．

　6）基質特異性

　酸性ムコ多糖体基質としてピアルロン酸，コン

ドロイチン硫酸，コンドロイチン硫酸A，Bおよ

びC（Sigma）を用い，精製酵素（6．OU）と30分

間反応させ，各基質からの232nm吸光度によっ

て判定した．

8．ピアルロン酸分解産物の検索

　精製酵素によるピアルロン酸からの分解産物

は，Sephadex　G・25によるゲル濾過およびペー

パークロマトグラフィーによって調べた．0．2M

リン酸緩衝液（pH　6．0）に溶解したピアルロン酸

（5mg／ml）2mlと精製酵素試料（420　U）2

mlを37℃で24時間作用させた．脱塩ct）ためこの

反応混液を濃縮し，10mM酢酸で平衡化したSe・

phadex　G－25（Pharmacia）カラム（1．6×90　cm）

でゲル濾過した．なお，溶出画分は3ml／tubeと

し各画分の232nm吸光度を測定した．この232

㎜吸光度のピーク画分を濃縮してペーパーク・

マトグラフィーに供した．ペーパークロマトグラ

フィーは，試料を東洋濾紙No．50　Aにスポット

し，n・ブタノール：酢酸：精製水（10：3：7v／v）

を溶媒とした下降法によって展開した．糖の検出

はアルカリ性硝酸銀試薬ls）による呈色反応で行っ

た．なお，ピアルロン酸由来の不飽和二糖（生化

学工業）および市販のStrePtomyces　hyalurolyticus

由来のピアルロニダーゼ（生化学工業）を上記の

方法に準じて反応させて得られた不飽和四糖およ

び六糖を標準オリゴ糖とした．

結 果

1．ピアルロニダーゼ産生レンサ球菌の生物学的

　性状

　ピアルロニダーゼ活性を有する分離レンサ球菌

5菌株の生物学的性状は，Table　1に示した．5

菌株ともエスクリンを加水分解し，アルギニンか

らアンモニア，グルコースからアセトインを産生

した．H202の産生はみられなかった．シュクロー

スからグルカンおよびレバンの合成能はみられな

かった．炭水化物分解能は，いずれもグルコース，

シュクロース，ラクトース，トレハロース，サリ

シンを分解したがマンニット，ソルビット，ラフィ

ノース，イヌリンを分解しなかった．

　ピアルロニダーゼ活性を有するこれら供試5菌

株の生物学的性状は均一であり，いずれもStreP－

tococcus　milleriと同定された．

2．培養試料のピアルロニダーゼ活性

　培養液の遠心上清試料中にのみ活性が認めら

れ，菌体の超音波処理試料には全く活性が認めら

れなかった．

3．酵素の精製

　培養上清中のピアルロニダーゼ活性は，80％硫

安飽和でほとんどが回収できた．本活性は，CM・32

カラムに吸着し，0．25～0．50Mの食塩濃度で溶出

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，後溶出の大きな蛋白質ピークの前に溶出

し，わずかな280nm吸収ピーク（画分No．44）と

一致して認められた．

　各精製段階における成績はTable　2に要約し

た．培養上清に対してSephacryl　S・300のゲル濾

過によって比活性は15，500倍に上昇し，回収率は

21．3％であった．

4．精製酵素のPAGE所見

　Sephacryl　S・300によるゲル濾過で得た活性画

分（No．42～No．46）の濃縮試料のSDS・PAGE所

見はFig．3に示した．精製試料は分子量マー

カー，94，000よりわずかに上の泳動位置に単一バ
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Table　1．　Biologica】properties　of　hyaluronidase－producing　Streptococctts　strains

Isolates

Characteristic A・1 A－3 A－5S A・6 A・7

Gram　stain 十 十 十 十 十

Morphology Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci

Arrangement Chain Chain Chain Chain Chaln

Growth　on　MS　agar 十 十 十 十 十

Colony　morphology（BHI　agar） Rough Rough Smooth Rough Rough

Hydrolysis　of　esculin 十 十 十 十 十

Production　of

ammonia　from　arginine 十 十 十 十 十

　　　　．≠モ?狽nln 十 十 十 十 十

H202 一 一 一 一 一

Synthesis　of

glucan 一 一 一 一 一

fructan
一 一 一 『 一

Acid　from
glucose 十 十 十 十 十

sucrose 十 十 十 十 十

1actose 十 十 十 十 十

trehalose 十 十 十 十 十

salicin 十 十 十 十 十

mannitol
一 一 一 一 一

sorbitol
一 一 一 一 一

raffinose
一 一 一 一 一

inulin
一 一 一 一 一

Table　2．　Purification　of　hyaluronidase

Step Volume
（ml）

Total
proteln
（mg）

Total
act1Vlty
　　（u）

Specific
activity
（U／mg）

Purification

　　（fold）

Yield
（％）

Culture　supernatant

Ammonium　sulfate
（80％saturation）

CM－32
Sephacryl　S－3eO

2，000

143

90

35

28，600

2，371

53．5

0．39

113，600

61，147

41，148

24．186

4．0

25．8

　　796

62，016

1．0

6．5

　　192

15，500

100

53．8

36．2

21．3
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ンドとして認められた．この成績からS．milleri

のピアルロニダーゼが高純度に精製されたものと

みられる．

5．酵素の性状

　1）分子量

　SDS－PAGEにより分子量は約100，000と算定

された（Fig．4）．

　2）等電点

　等電点電気泳動法の成績は，Fig．5に示した．ピ

アルロニダーゼ活性は，pH　9．3で最大活性を示

し，本酵素の等電点は9．3と推定された．

　3）作用至pa　pH

　pH　6．0で最大活性を示し，　pH　5．0以下ではほ

とんど活性を示さなかった（Fig．6）．本酵素の作

用至適pHは6．0とみられる．
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　4）熱抵抗性

　45℃，5分処理まで活性の低下が認められな

かった．50℃でやや活性の低下がみられ，60℃，

5分処理によって完全に失活した（Fig．7）．

　5）金属イオンおよびEDTAの影響
　活性はZn2＋，　Hg2＋で強く阻害され，　Cu2＋で完全

に阻害された．しかしながら，Ca2＋，　Mg2＋，　Fe2＋，

Co2＋，　Mn2＋およびEDTAによる活性の影響はほ

とんど認められなかった（Table　3）．

　6）基質特異性

　精製酵素は基質ビアルロン酸に対してのみ232

nm吸光度の上昇を示し，その他の酸性ムコ多糖

体からは232nln吸光度の上昇は全く認められな

かった（Table　4）．

6．分解産物の同定

　1）Sephadex　G－25カラムクロマトグラ

　　フイー

　市販のStrOPtomyces　hyalurolytictLs由来のピア

ルロニダーゼおよび精製酵素によるピアルロン酸

分解産物のSephadex　G・25カラムクロマトグラ

フィーの溶出パターンはFig、8に示した．市販ピ

アルロニダーゼによる基質分解産物は2つのピー

Table　3．　Effects　of　divalent　ions　and　EDTA

　　　on　hyaluronidase　activity

Concentration　Relative　activity
　　（mM）　　　　　（％）
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ク（1，II）として認められた．この酵素による

基質分解産物が明示されている事実に基づき，

ピーク1を不飽和六糖，IIを不飽和四糖と同定し

た．一方，精製酵素によるピアルロン酸からの分

解産物は不飽和四糖（ピークII）より後溶出の一

つの大きなピーク（III）として認められた．

　2）ペーパークロマトグラフィー

　精製酵素による分解産物（ピークHI），ビアルロ

ソ酸由来不飽和二糖，市販酵素による分解産物の

不飽和四糖および六糖のペーパークロマトグラ

フィrの結果はFig．9に示した．精製酵素を作用

させて得た主要分解産物（ピークHDは不飽和二－

糖のRf値と一致して検出された．

100

蒙
￥h

き・・

§

畠

　0　　　　　40　　　50　　　60　　　70
　　　　Treatment　temperature｛°C）

Fig．7．　Heat　stability　of　hyaluronidaseIons
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Table　4．　Degradation　of　acid・mucopoly－

　　　saccharides　by　hyaluronidase

Mucopo】ysaccharides Activity（△A232）
　　20　　　　　　　　　30

　　　　　　　　　Fractlon　numb●r

Fig．8．　Gel　filtration　of　degradation　products　of

　　　hyaluronic　acid　on　Sephadex　G－25：

　　　○一〇，S．〃露〃θガhyaluronidase；

　　　○…○，　Strel》tomyces　hyalurolytiCttS　hyalur・

　　　onidase

Hyaluronic　acid

Chondroitin　sulfate

Chondroitin　sulfate　A

　　　　　　　　B
　　　　　　　　C

0．584

0．003

0．007

0．023

0．016
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察

　基質加BHI平板を用いて歯肉溝細菌のピアル

ロン酸分解能を幅広く検索したところ，MS培地

に発育するレンサ球菌株にも強い活性が検出され

た．分解活性を有する分離菌株は，いずれも均一

な生物学的性状を示し，S．　milleriと同定された．

この∫milleriに加えてすでに・P．　acnes，　B．　hePa一

物0砂批泌およびB．oralisのピアルロニダーゼ

が明らかとなっている7・8・10～12）ことから歯肉溝細

菌の酸性ムコ多糖体分解性菌種が多様であること

を示唆する．

　これまでピアルロニダーゼ産生のレンサ球菌と

してA，B，　CおよびG群に属する病原性レンサ

球菌が示されている．一方，Nordig｝は歯垢細菌中

のピアルロニダーゼ活性を調べ，S．幼加が産生

すること，また，Schultz・Haudt20）もS．吻Z∫るおよ

欝
難嚢．

Fig．9．　Paper　chromatograms　of　degradation

　　　products　in　hyaluronic　acid　by　＆〃zilleri

　　　hyaluronidase　and　　Streptomyces　h夕alur－

　　　olyticzts　hyaluronidase：A，　＆祝〃θγ‘

　　　hyaluronidase；B，　hyaluronic　acid；C，　un・

　　　saturated　disaccharide；　D，　＆〃ti〃e夕∠

　　　hyaluronidase：peak　m　of　Sephadex　G・25；

　　　E，　unsaturated　hexasaccharide，　Stre一

　　　力to〃1夕ces　hyaluroんticus　　hyaluronidase：

　　　peak　I　of　Sephadex　G－25；F，　unsaturated

　　　tetrasacchar三de，　St物to〃ayces　hyalerrolytias

　　　hyaluronidase：peak　II　of　Sephadex　G－25

びS．salivariZtSにピアルロニダーゼ活性を認めて

いる．さらに，Kilpper・Balzら21｝やRuoff　and

Ferraro22）は近年，臨床林料からしぽしば分離さ

れ，その病原性が注目されるレンサ球菌としてS．

milleriのピアルロニダーゼ活性を示している．

Kilpper－Balzら21｝は通常S．物1」θガのbiotypeで

ラクトース非分解株がピアルロニダーゼを産生す

るとしているが，Ruoff　and　Ferraro22）は，患老から

の分離菌株中でラクトース分離株にもピアルロニ

ダーゼ活性を認めている．本研究で分離された歯

肉溝からのピアルロニダーゼ産生のS，milleri株

はいずれもラクトース分解菌株であった．しかし，

分離菌株も少なくピアルロニダーゼ産生は口腔

S．〃〃吻脅こ共通する属性か否か，また，biotype

との関連性が不明である．

　口腔常在菌叢におけるS．砿〃斑の部位別生態

は舌や唾液に比較して，歯垢とりわけ歯肉溝細菌

叢で優勢なレンサ球菌種である23’2‘）．本菌のピア

ルロニダーゼも他菌種の産生酵素と軌を一にし歯

周組織破壊に関与する可能性が強い．また，＆

励〃碗のピアルロニダーゼ活性は菌体の超音波

処理試料に殆んど認められず培養上清中に著明で

あることから多くの細菌ピアルロニダーゼ同様に

菌体外産生性であると考えられる．

　Nord’g｝et　S．　mitisのピアルロニダーゼを精製

してその酵素の分子量はゲル濾過法によって

150，000，等電点，5．O，作用至適pHが5．1～5．3

であると報告している．S．　milleriのピアルロニ

ダーゼの分子量は，SDS－PAGEによって
100，000，等電点，9．3，作用至適pHが6．0でS．

mitisのこれら酵素とはかなり異なる性状であっ

た．また，同属のS．equdSimilis25）やS，　Pyogenes26）

のピアルロニダーゼともこれら性状における類似

性が認められなかった．

　S．勿醐顔のピアルロニダーゼはCa2＋，　Mg2＋，

Mn2＋などの2価金属イオンの添加によって著明

な活性の上昇が認められず，また，EDTAによっ

てもほとんど活性に影響がなかった．本酵素もP．

acnes11），　B．　hePan’nolyticacs　i　2），　B．　oraldSie）などの

ピアルロニダーゼ同様にこれら金属イオン依存性

でないことを示唆する．

　B．　hePan’nolyticusやP．　acnesでみられるよう

に細菌ピアル・ニターゼの多くは複数の酸性ムコ

多糖体を分解する7’8’エ1・12）．Ruoff　and　Ferraro22｝は
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S．milleriの臨床分離株のピアルロニダーゼ活性

をもつ36株中4株にコンドロイチナーゼ活性を

認めている．しかし，これらの分解活性は精製酵

素による検討ではなく，基質加平板による分解所

見に基づくもので，従って彼らが報告したS．mil－

Zεガピアルロニダーゼの基質特異性は不明である

が，本S．加椛ガの精製酵素はコンドロイチン硫

酸，コンドロイチン硫酸A，B，　Cに対して全く

分解作用が認められずピアルロン酸のみに作用す

る特異性を有していた．この基質特異性はB．

oralislo）のピアルロニダーゼと一致していた．

　Streptomyces　hyalurolyticztsを除く多くの細菌

ピアルロニダーゼの最終分解産物は不飽和二糖で

あることが示されている1°・11・27）．本酵素によるピ

アルロン酸分解産物もSephadex　G・25によるゲ

ル濾過所見およびペーパークロマトグラフィ＿に

よる検討から，不飽和二糖であることが確認でき

た．

　歯周組織傷害に歯垢ないし歯肉溝細菌の産生す

るピアルロニダーゼやコンドロイチナーゼなど酸

性ムコ多糖体分解酵素が密接に関連するとの報告

も多い28“－3°）．S．　milleriの精製ピアルロニダーゼ

を用いて歯周組織に対する障害や感染における本

酵素の役割を検討しなけれぽならない．

結 論

　歯肉溝細菌の酸性ムコ多糖体分解能を基質加平

板で検索してレンサ球菌株にも強いピアルロニ

ダーゼ活性を認めた．分離菌株の生物学的性状か

らピアルロニダーゼ産生菌は∫〃z∫〃励と同定さ

れた．本菌のピアルロニダーゼ活性は，培養上清

に産生され，硫安塩析，CM－32カラムクロマトグ

ラフィー，SephadexS’300のゲル濾過によって精

製できた．

　精製試料は，SDS－PAGEで単一の・ミンドを示

し，比活性は15，500倍に上昇し，回収率は21．3％

であった．酵素の分子量は，SDS－PAGEで
100，000，等電点，9。3，作用至適pHは6。0であっ

た．本酵素活性は60℃，5分処理で失活し，また

Zn2＋，　Hg2＋，　Cu2＋で強く阻害されたが，　Ca2＋，

Mg2＋，　Fe2＋，　Co2＋，　Mn2＋およびEDTAによる影

響はほとんどなかった．基質特異性はピアルロン

酸のみ分解し，コンドロイチン硫酸，コンドロイ

チン硫酸A，B，　Cは分解しなかった．本酵素に
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よるピアルロン酸分解産物は，ゲル濾過および

ペーパークロマトグラムの所見から不飽和二糖と

同定された．
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