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S㎜mary

　　When　8　strains　of　B．　intermedit｛s　were　isolated　from　pus　samples　collected　from　the

human　oral　lesions　and　examined　for　their　DNase　production　on　DNA－TBO　agar　plates，

it　was　found　that　all　the　strains　had　DNase　activity．　DNase　was　purified　partially　from　the

cell　extract　of　one　of　those　strains，　LM－4，　and　its　enzymatic　properties　were　studied．

Molecular　weight　was　estimated　to　be　52，000　and　isoelectric　point　was　7．2．　Optium　pH　for

the　activity　was　around　7．0．　The　enzyme　was　activated　by　Mg2＋or　Fe2＋，　and　inhibited　by

EDTA．　The　DNase　hydrolized　both　denatured　DNA　and　RNA，　indicating　that　this　DNase

may　be　a　non－specific　nuclease．

緒 言

　歯周疾患の病巣局所に嫌気性グラム陰性桿菌の

著明な増量がみられ1｝，これら桿菌群の病原性が

注目されている．とくに成人歯周炎の主要な病原

菌群として黒色色素産生の．仇磁γo漉∫sp．が示さ

れ2），B．　gingivalisをはじめとする各菌種の病原的

属性についての検討が加えられ，これらBacter－

oides　sp．の病原的因子は極めて多様であることも

明らかになっている3｝．

　：われわれは，歯周炎の病巣局所で増量し，B．

gingivalisなどと共にその病原的役割が注目され

るB．　intermedittS　tC強いDNase活性を認めた．

　DNase産生細菌としては，レンサ球菌4｝，ブドウ

球菌5），大腸菌，Pseudomonas　aeruginosa6）　tgど

種々の菌種が示され，これら菌種のDNase産生

の多くは菌種ないし近縁菌の鑑別上の性状の一つ

とされている7・s）．一方，A群レンサ球菌の産生す

るDNaseは本菌感染症の患者血清中にDNase
に対する特異抗体が見られることから，その血清

　本論文の要旨は，第21回松本歯科大学学会例会（1985年11月16日），第28回歯科基礎医学会総会（1986年9月15日）におい

て発表した．（1986年10月30日受理）
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学的診断にも利用されている9｝．

　口腔細菌とくにグラム陰性嫌気性桿菌種の

DNase産生についてRichardi°）らが報告してい

るが，これら菌種の産生する酵素の性状は必ずし

も明らかではない．本論文は歯周疾患病巣局所か

ら分離したB．intermediusのDNase活性を調

べ，この酵素の抽出・精製を行い，その性状につ

いて検討したものである．

方 法

1．供試菌株とDNase活性の検索

　成人の歯周炎患者より分離したB．intermedi”s

8株を供試した．各菌株をDNA培地（栄研）に

GAM　broth（日水製薬）｝2量と0．01％toluidine

blueを添加した培地（DNA－TBO培地）に画線塗
　グ

抹した．活性は4日間anaerobic　glove　box内で

嫌気培養後，集落の周囲に発現するDNA分解帯

（メタクロマジー）を調べた．

2．DNaseの抽出と局在

　平板法によって強いDNase活性を示したLM

－4株を供試し，本活性の抽出と局在について検討

した．すなわち，LM－4株のGAM　broth　22

（hemin　5　mg／2，menadione　O．5mg／e添加）

で5日間嫌気培養した培養液から遠心（15，000×

G，4℃，15分）によって菌体と培養上清を得た．

菌体は0．05Mトリス緩衡液（pH7．2）で2回洗浄

後，同緩衡液に懸濁して，超音波処理（Kubota

model　200M，180W，20分）した．この試料を超

遠心（100，000×G，4℃，30分）し，その上清を

超音波処理試料（150ml）とした．培養上清はエバ

ボレーターによって10倍に濃縮後，0．05Mトリス

緩衡液（pH7．2）に透析した．この超音波処理試料，

および培養上清濃縮試料についてDNase活性を

測定した．

3．DNase活性の測定法

1）DNA寒天平板法

DNA平板に作製したwe11（直径8㎜）1こ一定

量の酵素試料を入れ，37℃，24時間反応させた．

反応後，平板上に1N塩酸を添加してwellの周囲

に発現する透明帯を調べた．また上記のDNA

－TBO培地を用いて同様にwe11周囲に発現する

メタクロマジーによって調べた．

2）DNA・Methyl　green測定法11｝

　DNA・Methyl　green（Sigma）を0．05Mトリス

緩衡液（pH7．2）に溶解し640㎜吸光度0．7になる

ように調製した．このDNA基質液0．9mlに酵素

試料O．1ml加え37℃で一定時間反応させた後，吸

光度（640nm）を測定した．酵素活性の単位は，』

料1ml当り1分間で0．001の吸光度を減少させ

る活性を1unitとした．

3）UV測定法
　DNA（Sigma，　Type　HI）を0．05Mトリス緩衝液

（pH7．2）に溶解（2mg／m1）した．このDNA

基質液0．9mlに酵素試料0．1ml加え37℃で一定

時間反応させた後，3％過塩素酸1ml加え反応

を停止させた．これを10分間氷中に静置後，遠心

（3，000rpm，10分）により沈殿を除去し本上清の

260nm吸光度を測定した．酵素単位は試料1ml

当り1分間に260nm吸光度を0．001増加させる活

性を1unitとした．

4．リボヌクレアーゼ（RNase）活性の測定法

1）RNA寒天平板法

　0．05Mトリス緩衝液（pH7．2）に1．5％のagar

（栄研）を溶解し，これに0．2％RNA（Sigma，

Type　m）を加えて平板を作製した．　DNA寒天平

板法と同様に，wellに酵素試料を入れ37℃，24時

間反応後，RNase活性を調べた．

2）UV測定法
　RNAを0．0らMトリス緩衝液（pH7．2）に溶解

（2mg／ml）した．これをRNA基質液として

DNase活性の検索に準じてRNase活性を測定し
た．

5．酵素の精製

　GAM　broth（4e）から得たLM－4株の洗浄

菌体（湿重量，約829）を上記同様に超音波処理

を行い，その超遠心上清をDNaseの精製の出発

試料とした．

　出発試料を0．05Mトリス緩衝液（pH7．2）で平衝

化したDE－32（Whatman）カラム（2．6×35　cm）

に添加した．このカラムの非吸着画分を集め濃縮

後，0．15M　NaC1含有のトリス緩衝液（pH7．2）

に透析した．

　この試料を同緩衝液で平衝化したSephacryl　S

－300（Phamlacia）カラム（2．4×90　cm）により

ゲル濾過を行った．なお各溶出画分は5ml／tube

とした．

　活性画分を集め濃縮後，0．01Mリソ酸緩衝液

　（pH7．0）に透析した．
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　この活性画分を同緩衝液で平衝化したハイドロ

キシアパタイト（Clarkson　Chemical　Company）

カラム（1．6×18cm）に添加し，約100　mlの同緩

衝液でカラムを洗浄した後，同緩衝液を開始点と

して0．4Mリソ酸緩衝液までの直線濃度向配で溶

出した．なお各溶出画分は3．4ml／tubeとした．

6．Polyacrylamide　gel電気泳動（PAGE）

　ハイドロキシアパタイトカラムで溶出した活性

画分の濃縮試料にSodium　dodecyl　sulfate（SDS）

および2・メルカプトエタノールをそれぞれ，

2．5％になるように添加し，100℃，2分間処理を

した．この試料をLaemmliの方法12）に準じて

SDS・PAGE（0．1％，10％）を行った．泳動ゲル

は銀染色した13）．また，酵素活性の測定はDavis

の方法14）に準じ濃縮酵素試料を用いPAGE

（7．5％）を行い，泳動ゲルをDNAおよびRNA

寒天平板に埋め込み，それぞれ活性を検索した．

7．酵素の性状

1）分子量

　精製試料および標準標品としてBovine　Serum

Albumin，　Ovalbumin，　Chymotrypsinogen　A，

Cytochrome　C（Pharmacia）を用いてSephadex

G－200カラムによるゲル濾過法によって算定し
た．

2）等電点

　本酵素の等電点はVesterbergらの方法ls）に準

じてisoelectric　focusing（110　mlカラム．　LKB）

による電気泳動法によって測定した．なお，供試

試料eX　Sephacryl　S－300によるゲル濾過で溶出し

た活性画分を1％グリシン溶液に透析後，1％ア

ンホライトpH3．5－10．0（LKB）を用い定電圧

（600V）で45時間泳動した．各画分は3ml／tube

としてそれぞれ280　nm吸光度，　pHおよびDNase

活性を測定した．

3）至適pH
　O．05Mの各緩衝液（pH4．0，4．5，5．0，5。5は酢

酸緩衝液，pH5．5，6．0，6．5，7．0，7．5はトリスーマ

レイト緩衝液，pH　7．5，8．0，8．5，9．0はトリスー塩

酸緩衝液，pH9．0，9．5，10．0は炭酸緩衝液）にそ

れぞれDNAを2mg／mlになるように溶解し
た．これを基質液として精製酵素を用いてUV測

定法によりDNase活性を測定した．

4）熱感受性

　精製酵素を30℃～70℃まで8段階の各温度でそ
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れそれ10分間処理した．各試料のDNase活性は

DNA・Methyl　green法で測定した．

5）金属イオンの影響

　CaC12，　MgC】2，　FeSO，，　CoCl，，　MnCl2，　ZnCl2

の各化合物を1．OmMまたは0．1mMになるよう

にDNA・Methyl　green基質液に溶解した．この

金属イオン添加基質液と精製酵素を反応させ

DNase活性を測定した．

6）阻害剤の影響

　精製酵素液に阻害剤としてP一クロルマーキュ

リー安息香酸，ジイソプロピルフルオロリン酸，

2・メルカプトエタノール，ヨード酢酸，N一エチ

ルマレイミド，EDTA，　EGTA，1．10一フェナソ

トロリンを1～10mM添加して，37℃10分間イン

キュベートした．各試料のDNase活性をDNA・

Methyl　green法で測定し，活性残存率から阻害剤

の影響を判定した．

結 果

1．DNase活性と局在

　歯周炎病巣より分離したBintermedius　8株

はDNA・TBO培地でいつれも集落周辺に幅広い

（5～8mm）DNA分解帯を発現した（Fig．1）．

　LM－4株のGAM　brothで培養した上清試料に

は，わずかな活性が認められたに過ぎなかった．

これに対して菌体の超音波処理試料の活性は極め

て強かった．すなわち，DNA寒天平板法でこの試

c

Fig．1．　Screenlng　test　of　DNase　production

　　　on　DNA－TBO　agar　plate．

　　a：β．ゴ漉nneditcs　LM－4

　　b：B．i吻rmediZtS　LM－2

　　c：B．hePan’nolyticus’No．26
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料の128倍希釈液によっても分解帯が発現した．ま

た，DNA・Methyl　green法で238　U／mlの活性を

示した．

2．酵素の精製

　本活性はDE－32カラムに吸着せず非吸着画分

にのみ活性が認められた．

　非吸着画分のSephacryl　S－300によるゲル濾過

llacteroides　intermediusの核酸分解酵素

の溶出パターンet　Fig．2に示した．　DNase活性

は，Fraction　No．50を中心としたノ」・さな280㎜

吸光度ピークに接して認められた．

　本ゲル濾過の活性画分をハイドロキシアパタイ

トカラムに吸着させリン酸緩衝液の直線濃度勾配

で溶出させると，DNase活性は0．23～0．33　Mで

溶出した（Fig．3）．
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　ハイドロキシアパタイトカラムで溶出した活性

画分のSDS・PAGE所見は，分子量50，000～
60，000の位置に2本のバンドが認められた．なお，

本酵素をゲル濾過によって分子量を測定すると

52，000程度と算定されることから，この2本のパ

ンド所見は，本酵素がサブユニットに分かれたも

のではなく完全な精製標品でないことを示す．

　各精製段階における成績はTable　1に要約し

た．菌体の超音波処理試料に対して最終のハイド

ロキシアパタイトカラムによって比活性は382倍

上昇し，回収率は18．6％であった．

3．DNaseの性状
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　1）分子量

　　Sephadex　G－200によるゲル濾過法によって本

　酵素の分子量は52，000と算定された（Fig．4）．

　2）等電点

　　本酵素のisoelectric　focusingによる成績は

　Fig．5に示した．　DNase活性はFraction　No．22

をピークとする280㎜吸光度と一致して認めら

　れた．その最大活性はpH　7．2で，本酵素の等電点

　は7．2と推定された．

　3）至適pH
　　pH　7．0で最大活性を示し，　pH　5．0以下および

pH　9．0以上ではほとんど活性が認められなかっ

Table　l．　Purification　of　B．　intemaeditts　DNase

Step VOlume Total　protem 1btal　activity Specific　activity Yield Purification

（m1｝ （mg） （u） （u／mg） （％｝ （fold）

Cell　sonicate 176 1．4432 41，888 29．0 100 1．0

DE－32 315 299．3 39，375 13t5 94 4．5

Sephacryl　S－300 60 25．8 10，500 407．0 25 14

Hydroxylapatite 73 0．82 7，8¶1 9，526 19 328
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た（Fig．6）．本酵素の作用至適pHは7．oとみられ

る．

4）熱感受性

　40℃，10分処理まで活性の低下は認められな

かった．45℃より活性が低下し，65℃，10分処理

で本酵素は完全に失活した（Fig．7）．

5）金属イオンおよび阻害剤の影響

　本酵素はFe2＋およびMg2＋によって活性の上昇
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がみられた．とくにMg2＋の添加によって約4倍

の活性一ヒ昇を示した．一方，Zn2＋によって強い阻

害を受け，0，1mMで80％，　l　mMで100％の阻害

を示した（Table　2）．　SH阻害剤，還元剤および

セリソ酵素阻害剤ではほとんど活性に影響がみら

れなかった．キレート剤であるEGATおよび1・

10一フェナントロリンでは阻害されなかったが

EDTAで本活性が完全に阻害された（Table　3）．

6）基質特異性

　精製酵素を用いてRNAに対する分解性を

RNA寒天平板およびRNA・TBO平板法によっ
て調べた．いずれの平板上においても明瞭な分解

帯を発現した．また，DNA，熱変性DNA，　RNA

の各核酸に対する分解性を調べるため，それぞれ

の基質と作用させUV測定法によって検討した．

Table　2． Effect　of　divalent　ions　on　DNase

activity
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なお，熱変性DNAの調製はDNAを0．05　Mトリ

ス緩衝液（pH　7．2）に溶解（2mg／mDし，100℃，

30分間加熱した．加熱後は氷中にて急冷し，4℃
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Time　course　of　hydrolysis　by　the

DNase　of　DNA，　denatured　DNA，　and
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Table　3． Effect　of　various　reagents　on

DNase　activity

Reagents Concentration Relative

（mM） activity（％｝

Control 100

P－Ch！oromercuribenzoic　acid 1．0　　　　‘　　　　　　　‘ 116
　　　　　　　1P0．O　　　　　　　I 57

2－Mercapbeth朋o杁 1．o 1†o

10．0 112

Diisopropyl　fluorophosphate 1．O　　　　． 124

Iodoacetic　acid 1．O 101

10．O 114

N一臥hy’ma回mide 1．0　　　　‘ 128

10．0 156

EDTA 1．o 0

EGTA

1，tO■Phenanthroline

1．0

1．0

100

120

Fig．9．　Polyacrylamide　gel　electrophoresis　of

　　　　DNase：Gel　was　embedded　in　agar

　　　　plate　containing　RNA（left　half）and

　　　　DNA（right　half），　followed　by　incuba－

　　　　tion　at　37℃for　24hr．　After　the　incuba－

　　　　tjon，　the　pユate　was　overlaid　with　IN

　　　　HCI　to　visualize　the　hydrolytic　zones

　　　　of　nucleic　acids，
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に保存した．

　本酵素はいずれの核酸に対しても作用が認めら

れたが，熱変性DNAおよびRNAに対してはそ

の分解程度が低く，DNAに対する分解のそれぞ

れ10～30％であった（Fig．8）．

　一方，DNA，　RNAに対する作用が電気泳動的

手段で分離できるか否かについて検討したが，両

基質に対する活性は同一の泳動部位に認められた

（Fig．9）．

考 察

　成人歯周炎病巣より分離したB．intermeditcs

8株についてDNase活性を検索したところ，い

ずれの菌株においても強いDNase活性が認めら

れた．この成績からDNase産生能は本菌種の普

遍的属性と考えられる．Richardらは1°），嫌気性グ

ラム陰性桿菌のDNase活性について検討し，

Bacteroides中B．　fragilisおよびB．　melanino－

genictcsが本活性を有することを示している．し

かし，これらBacteroides珍．のDNaseの性状は

明らかではない．

　濱田らは口腔から分離したS．sαnguisの菌体

外産生DNaseについて報告しているユ6）が，多く

の細菌のDNaseは菌体結合性であることが示さ

れている17｝．B．　intermedizesのDNase活性は培養

上清にはわずかに認められたに過ぎず，菌体の超

音波処理試料中に強く発現した．このことは多く

の細菌のDNaseと類似して本菌のDNaseも菌

体結合性と考えられる．

　菌体から超音波処理によって抽出した本菌の

DNase活性はDE－32カラム（0．05　Mトリス緩衝

液pH　7．2）に吸着せず，非吸着画分をSephacryl

S－300，ハイドロキシアンアパタイトカラムに

よって精製し，超音波による抽出試料に対し382倍

に精製することができた．この精製試料中（蛋白

量0．06μg）の純度を7．5％polyacrylamideディス

クゲルおよび同スラブでPAGEを行ったところ，

コマジーブリリアントブルー染色および高感度な

蛋白検出法である銀染色を行ったが，いずれも明

瞭な蛋白バンドを得ることができなかった。しか

し，この泳動ゲルをDNA寒天平板に埋没して活

性を調べてみると，Rfニ0．26の泳動部位にやや幅

広く活性が認められた．この成績から本酵素蛋白

は，電気泳動的に不均一な性状を有することを示

唆する．SDS・PAGEでは2本のバンドが認めら

れた．この2本のバンドは分子量50，000～60，000

の部位に相当したが本酵素の分子量はゲル濾過法

により52，000であることを考え合わせると，この

SPS・PAGE所見はサブユニットに分かれたので

はなく，本試料は未だ単離精製標品でないことを

示し，部分精製と考えられた．本酵素の最終的な

ハイドロキシアパタイトカラムでの回収率は19％

であったが，さらに調製用isoelectric　focusing，

P一セルロースなどによって精製を試みたが，本酵

素活性は精製が進むにつれ失活性も強く完全な酵

素標品を得ることができなかった．

　一般に細菌のみならず多くのDNaseは2価金

属イオン要求性であることが示されている17）．本

菌酵素も，キレート剤であるEDTAで強い阻害

を受けFe2＋やMg2＋の添加で2．5～4倍の活性上

昇を示すことから，2価金属イナ／要求性である

と考えられた．

　本酵素は，DNA，熱変性DNA，　RNAいずれの

基質にも作用したが，DNAに対し最も強い活性

を示すこと，さらにDNA，　RNAに対する分解性

について，PAGEゲルのDNA，　RNA寒天平板に

よる検討からは，両基質に対する活性は同一部位

に確認されることから，両基質に対する作用は同

一酵素蛋白に起因することを示唆する．これらの

所見から，本菌DNaseは非特異的なヌクレアー

ゼと考える．

　B．intermediusの産生するDNaseの生理的意

義は不明である．A群レンサ球菌のDNaseは
streptodornaseと呼ばれ4），　staphylokinaseとと

もに膿汁や濃厚滲出液の粘稠度を低下させ，薬剤

が病巣に到達し易くする目的で製剤化され，臨床

的に応用されている．B．　intermediusは歯周疾患

病巣局所に増量している菌種でもあり，本菌の

DNaseは感染局所の侵襲機序に関与する可能性

が考えられる．
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