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Summary

　　From　a　culture　supematant　of　B．　o微伝ATCC　33269，　hyaluronidase　was　purified　to

homogeneity　by　ammonium　sulfate　precipitation，　DEAE－cellulose　column　chromatogra－

phy，　gel　filtration　on　Sephacryl　S－300，　and　hydroxylapatite　column　chromatography．

Specific　activity　increased　12，000　fold　and　recovery　was　5．8％

　　The　molecular　weight　was　determined　to　be　75，000　by　gel　filtration，　and　the　isoelectric

point　was　Z6、　The　optimum　pH　for　the　activity　was　5．5．　The　purified　hyaluronidase

degraded　hyaluronic　acid，　but　it　had　no　activity　against　chondroitin，　chondroitin　sulfate　A，

B，C，　heparin　and　heparan　sulfate．　From　degradation　products　of　hyaluronic　acid，　unsatur－

ated　tetrasccharides　and　disaccharides　were　detected　by　paper　chromatography．

緒 言

　歯周疾患の病型によって病巣からの検出菌種が

異なり，各歯周病に対するそれぞれ主要病原菌種

が指摘されている．最も罹患率の高い成人歯周炎

患者の病巣局所からは嫌気性グラム陰性桿菌群が

圧倒的に多く検出され，これら嫌気性菌群は本症

の主要病原菌種とみなされている1・2）．とくに，

Bacteroides　gingivalisをはじめとする黒色色素産

生Bacteroidesの病原性に多くの注目が寄せら

れ，その定着因子や歯周組織破壊に関連する各産

生酵素，内毒素活性などについて検討が加えら

れ3・4），本菌群の病原的属性が極めて多様であるこ

とが明らかにされている5）．しかし，病巣局所から

黒色色素産生Bacteroidesとともにしぽしぽ高率

に検出される菌種に非黒色Bacteroidesがあ

る6・7）．これまで，口腔内非黒色Bacteroidesの分類

学的不明確さから，しぼしぽ病巣より検出される

非黒色Bacteroides　crの多くは，同定不能として

扱われていた．近年，歯周病原菌として嫌気性グ

ラム陰性桿菌種が注目されるようになり，非黒色

本論文の要旨は，第29回歯科基礎医学会総会（1987年8月27日　於札幌市）において発表した．（1988年3月14日受理）
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Bacteroidesの分類学的検討とともに新しい菌種

が提示されつつある8）．しかし，これら非黒色

Bacteroidesの病原的属性については不明な点が

多い．われわれは，口腔の非黒色Bacteroides　＠の

酸性ムコ多糖体分解活性について検討を加え，近

年，新しい菌種として採録されたB．heParinoly－

tiCt｛s9）とともにB．　oralisに強いピアルロニダー

ゼ活性を認めた．本研究は，B．　oralisのピアルロ

ニダーゼを精製して，その性状について検討した

ものである．

材料と方法

1．供試菌株と培養

　B．　oralis　ATCC33269を供試して，メナジオン

（0．5mg〃）およびヘミン（5mg〃）加GAM

broth（日水製薬）でAnaerobic　glove　box（N2：

85，H2：10，　CO2：15）にて嫌気培養した．これを

遠心（15，000G，4℃　15分間）して，菌体と培養

上清を得た．

2．培養試料の調整

　培養菌体は50mMトリス塩酸緩衝液（pH7．2）

で2回洗浄後，同緩衝液に懸濁して超音波処理（9

KHz，15分間）した．この試料を超遠心（100，000

G，4℃　30分間）して上清を分離しこれを菌体か

らの抽出試料とした．この菌体からの抽出試料お

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．

3．酵素活性の測定法

　ピアルロニダーゼ活性の測定は，Linkerの方

法lo）に準じて基質ピアルロン酸（Sigma）分解に

よって生ずる不飽和糖を232㎜吸光度の増加を

測定することによって行った．すなわち，ピアル

ロン酸（2mg／m¢）O．2　me，1．OM酢酸緩衝液

（pH5．5）0．1m2，酵素試料および精製水各0．1

m2を加え，全量0．Smeの反応系で行った．反応

混液を37℃30分間インキュベート後，3％過塩

素酸液2．S　me加え反応を停止させ，10分間静置し

た．これを遠心してその上清について，232nm吸

光度を測定した．なお，活性単位は，上記の反応

系で試料1m2当り吸光度O．1上昇させる活性を

1単位（U）とした．

4．培養日数と酵素活性

　供試菌株を上記GAM　brothで1～4日間，嫌
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気培養して経日的に培養上清についてピアルロニ

ダーゼ活性を測定した．

5．酵素の精製

　前記GAM　broth（22）で3日間嫌気培養して

得た，培養上清を酵素精製の出発試料とした．こ

の上清試料に70％飽和になるように硫安を加え，

4℃にて2時間静置後，遠心して沈渣を得た．こ

の沈渣を50mMトリス塩酸緩衝液（pH7．2）に溶

解し，同緩衝液に24時間透析した．透析試料を同

緩衝液で平衡化したDE・32（Whatman）カラム

（2．6×20cm）に添加し，この非吸着画分を集め

た．これを濃縮後，0．15M　NaClを含む上記緩衝

液に対して透析し，同緩衝液で平衡化したSepha・

cryl　S－300（Pharmacia）カラム（2．4×90　cm）

によるゲル濾過を行った．活性画分を集め，この

試料を10mMリン酸緩衝液（pH7．0）で透析後，

同緩衝液で平衡化したハイドロキシアパタイト

（Clarkson　Chemical　Company）カラム（1．6×

15cm）に添加した．このカラムを約70　m2の同緩

衝液で洗浄後，20mMおよび60　mMリン酸緩衝

液（pH7．0）にてステップワイズで溶出した．

6．ポリァクリルアミドゲル電気泳動（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，ドデシル硫酸ナトリウム

（SDS）およびメルカプトエタノールをそれぞれ

1％になるように加え100℃　1分間処理した．こ

の試料をLaemmliの方法ll｝に準じて，10％のア

クリルアミドゲルを用いて，SDS・PAGEを行っ

た．また分子量マーカー（Pharmacia）を用いて

同様に泳動した．なお，泳動ゲルはコマシープルー

によって染色した．

7．酵素の性状

1）分子量

　精製試料および標準標品として，キモトリプシ

ノーゲンA，オブアルブミン，ウシ血清アルブミ

ン，アルドラーゼ，フェリチン（Pharmacia）を

用いて，Sephacryl　S－300カラムによるゲル濾過法

およびSDS・PAGEによって算定した．

2）等電点

　等電点はVesterbergの方法12）に準じてカラム

（LKB　110　m4）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％グリシン液に透

析後，1％アソホライトpH3．5～10（LKB）を用

い定電圧（400V）で30時間泳動した．各画分（3



60　　　　　　　　　　　　柴田他：

m〃tube）について，それぞれ280㎜吸光度，　pH

および酵素活性を測定した．

3）至適pH

　1．OM緩衝液（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，　pH

7．5～9．0はトリス塩酸緩衝液）各0．1m2，ピアル

ロン酸（2mg／m2）0．2me，精製試料および精

製水を加え全量0．Sm¢とした反応系で酵素活性

を測定して判定した．

4）金属イオンの影響

　CaCl2，　MgC12，　FeSO4，　CoCl2，　MnCl2，　ZnCl2，

CuSO4，　HgCl2を供試し，反応系にそれぞれ1．O

mMになるように添加して，酵素活性を測定し
た．

5）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，コンドロイチン硫酸A，B，　C，ヘパ

リン，ヘパラン硫酸（各Sig皿a）を用い，精製試

料と作用させそれぞれ232nm吸光度の増加を経

時的に測定して判定した．

8．酵素によるピアルロン酸分解物の検索

　本菌酵素のビアルPン酸分解物はペーパークロ

マトグラフィーによって調べた．ピアルロン酸（2

mg／mの1．2　me．，1．OM酢酸緩衝液（pH5．5）

O．3　me，精製酵素試料O．S　me，精製水1．O　meの

全量3meの反応混液とし，37℃　24時間作用さ
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Fig．1：Time　course　of　production　of　extracel・

　　　1ular　hyaluronidase　by　B．　oraliS

せた後，これを減圧下で濃縮した．濃縮試料は10

mM酢酸で平衡化したSephadex　G－25（Phar・

macia）カラム（1．6×90　cm）を用いゲル濾過法に

よって脱塩した．また，このゲル濾過画分（3m

〃tube）の232　nm吸光度を測定した．この吸光度

ピーク画分の濃縮試料を東洋口紙No．50Aにス

ポットして，n一ブタノール：酢酸：水（10：3：

7v／v）を溶媒とした下降法により展開した．糖の

検出は，アルカリ性硝酸銀試薬13）による呈色に

よって行った．なお標準オリゴ糖として，ピアル

ロン酸由来の不飽和二糖（生化学工業）および分

解産物が明確となっている市販のStrePtomyces

hyalurolytict｛s由来のピアルロニダーゼ（生化学工

業）を用いて上記の精製酵素の分解産物に準じて

得た不飽和六糖および四糖をも供試した．

結 果

1．培養試料のピアルロニダーゼ活性

　培養遠心上清，超音波処理によって菌体からの

抽出試料のいずれにもピアルロニダーゼ活性が認

められた．しかし，培養遠心上清試料は菌体から

の抽出試料に対して約150倍の活性を示した．

2．培養日数による酵素活性

　培養2日目まで上清中に直線的に酵素活性が増

加し，3日間培養で最大活性が認められた（Fig．
1）．

3．酵素の精製

　培養上清の70％硫安飽和画分にピアルロニダー

ゼ活性の殆んどが回収された．この試料をDE－32

カラムに添加したが，活性は本カラムに吸着せず

非吸着画分に活性が認められた．非吸着画分の

Sephacryl　S－300によるゲル濾過の溶出パターン
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　　　hyaluronidase
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はFig．2に示した．活性は溶出画分No．　76を中心

とした大きな蛋白質ピークの前に溶出するわずか

な280nm吸収と一致して認められた．この活性画

分をハイドロキシアパタイトに添加すると，ヒァ

ルロニダーゼ活性は非吸着画分および20mMリ

ン酸緩衝液の溶出画分には全く認められず，60

mMリン酸緩衝液で溶出した（Fig．3）．

　ハイドロキシアパタイトカラムで溶出した活性

画分の濃縮試料のsDS・PAGE所見はFig．4に

示した．単一パンドが認められ，また，この・ミン

ドは分子量マー一カー70，000～80，000の間の位置で

あった．この成績からB．oralisビアルロニダーゼ

は高純度に精製できたものとみられる．

　各精製段階における成績はTable　1に要約し

た．培養上清に対して最終精製のハイドロキシア

パタイトカラムによって，比活性は約12，000倍に

上昇し，回収率が5．8％であった．

4．酵素の性状

61

1）分子量

　Sephacryl　S－300によるゲル濾過法および

SDS・PAGEによって，ピアルPニダーゼの分子

量は約75，000と算定された（Fig．5）．

2）等電点
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Fig．3：　Hydroxylapatite　chrornatography　of

　　　hyaluronidase

Fig．4： SDS・polyacrylamide　gel　electrophoresis

of　the　purified　hyaluronidase

Table　1：　Purification　of　B　oralis　hyaluronidase

Steps Protein

　（mg）

Activity　　Sp．act

　（U）　　　（U／mg）

Purification　　　Recovery

　（fold）　　　　　　　　（96）

Culture　supernatant 37120 74400 2 1 100

Ammonium　sutfate
（0－70％saturation）

DE－32

1377

2tl

47719

40314

35

191

17．5

95．5

64

54

Sephacryl　S－300 1．16 25430 21922 10961 34

Hydroxylapatite 0．り8 4280 23778 S1889 5、8
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Fig．5：Estimation　of　molecular　weight　of

　　　hyaluronidase二Hyaluronidase　and　2mg

　　　of　each　standard　protein　“・ere　chromato・

　　　grophed　on　Sephacryl　S－300，

　　　The　elution　volume　was　detemined　by

　　　absorbance　at　280　nm．
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　等電点電気泳動法の成績ぱFig．6に示した．ピ

アルロニダーゼ活性は，pH7．6で最大活性を示し，

本酵素の等電点は7．6と推定された．

3）至適pH
　pH5．5で最大活性を示し，　pH7。0以上のアルカ

リ側ににおいては殆んど活性を示さなかった。

（Fig．7）．この成績から酵素の作用至適pHは5．5

付近であるとみられる．

4）金属イオンの影響

　ヒアルロニダーゼ活性VS　Hg2＋　Cu2＋イォンで

強く阻害された。しかし，Ca2＋Fe2＋Mn2＋

Zn2＋イオンによって殆んど活性に影響はみとめ

られなかった（Table　2）．

5）基質特異性

　精製酵素は基質ピアルロン酸に対してのみ，232

nm吸光度の増加を示し，その他の供試酸性ムコ

多糖体からは全く232nm吸光度の増加がみられ

なかった　（Fig．8）．

5．分解産物の同定

1）Sephadex　G－25カラムクロマトグラフィー

　市販のStrePto7n））ces　hyalurolytictts由来の酵素

反応液㈹およびB．oγα伝からの精製酵素との反

応液（B）のそれぞれのSephadex　G－25カラムクロ

マトグラフィーによる溶出パターンはFig．9に

示した。市販ピアルロニダーゼの反応液より2つ

のピーク（1，II）が認められた．本酵素の分解

産物が明示されている事実にもとずいて，この232

nm溶出画分をそれぞれ，不飽和六糖，四糖と同定

Table　2： Effect　of　divalent　ions　on

hyaluronidase　activity

lons Concentratton　　Relative　activity
　　（mM）　　　　　　　｛96）

4．0　　　5．0　　　6．0　　　7．0　　　8．0　　　9．0　　10．O

　　　　　　pH

Fig．7：　Effect　of　pH　on　hyaluronidase　activity
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した．一方，精製酵素の反応液（B）より市販酵素に

よるピーク（II）と同じ溶出位置，これより遅れ

てより大きな232㎜吸収ピーク（HI）が認められ
た．

2）ペーパークロマトグラフィー

　ピアルロン酸由来不飽和二糖，市販酵素を作用

さぜて（反応液（A））得た不飽和六糖および四糖，

および精製酵素を作用させて（反応液（B））得たピー

ク（II）（m）のそれぞれ試料について口紙クロマ

トグラフィーの所見はFig．10に示した．　B．　oralis

の精製酵素による先のピーク（II）（HI）は，それ

ぞれ，各不飽和二糖および不飽和四糖のRf値と

o．8
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Fig．8：Time　course　of　degradation　of　various

　　　mucopolysaccharides　by　hyaluronidase：

　　　⊂）一一一（）　hyaluronic　acid

　　　●　　　●　　heparin，　heparan　sulfate，　con・

　　　　　　　　droitin，　condroitin　sulfate　A，

　　　　　　　　B，C
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Fig．9：　Gel　fi】tration　of　digestive　products　of

　　　hyaluronic　acid　on　Sephadex　G－25：

　　　一」3．oralis　hyaluronidase

　　　・’・…　Sτ均）to〃zツces　hya　lu　ro　lyticus　hyalur－

　　　　　　　onidase
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一致した．これらの成績からB．oη伝のピアルロ

ニダーゼによる基質分解産物は不飽和四糖および

不飽和二糖と同定した．

考 察

　歯周病原菌として注目される嫌気性グラム陰性

桿菌群中非黒色Bacteroidesの病原的属性など不

明な点も多い．われわれは，歯周病巣からしぼし

ぼ高率に分離される非黒色Bacteγoides中，　B．

乃幼α渤0砂批κS14・15）が種々の酸性ムコ多糖体分解

Fig．10：Paper　chromatograms　of　degradation

　　　products　in　hyaluronic　acid　by．B．　oralis

　　　hyaluronidase　and　Strelりto〃zツces　hyalur－

　　　olyticz｛s　hyaluronidase：

　　　　1．A．五〇ralis　hyaluronidase：peak　II

　　　　　of　Sephadex　G－25

　　　　2．B．丑ora～is　hyaluronidase：peak　III　of

　　　　　Sephadex　G－25

　　　　3．　C．unsaturated　disaccharide

　　　　4．D．　unsaturated　hexasaccharide，　Stre一

　Pto〃z二yces　　hyalurol夕ticzas　　hyalur－

　onidase：peak　I　of　Sephadex　G－25

5．E．　unsaturated　tetrasaccharide，　Stre・

　カ『o〃zyces　　hya　lu　rO　ly　ticus　　hyalur・

　onidase：peak　II　of　Sephadex　G－25
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能を有し，これら分解酵素を精製して，本菌のヘ

パリナーゼおよびピアルロニダーゼの性状を明ら

かにしている16」7）．本研究でB　hePan’nolyticztsを

除くその他の非黒色Bacteroidesのピアルロニ

ダーゼ活性を調べ，B．　o抱伝の培養上清中に強い

活性を認めたので，B．　oralisのピアルロニダーゼ

を精製して，その性状について明らかにした．

　B．oralisのピアルロニダーゼ活性は菌体から

超音波処理して得た抽出試料に比較して培養上清

中に強く認められることから，本菌のピアルロニ

ダーゼは，B．　heParinolyticusピアルロニダーゼ1η

とは異なり，菌体外産生性であることを示す．

　本酵素の分子量は，ゲル濾過法およびSDS・

PAGE所見のいずれによっても75，000と算定さ

れ，StaPhylOCOCCZLS　aureUS，　StrePtOCOCCZ｛S　equir・

imilis．　Propionibacterium　acnes，　B．　hePar－

inolyticzcsなど多くの細菌ピアルロニダーゼの分

子量が84，000～90，000程度であるとされてい

る17－20）のに比較すると，やや小さく，またSDS・

PAGE所見などから考え，この酵素は単純ポリペ

プチド鎖と推定される．等電点電気泳動法によっ

て本酵素の等電点（pI）は7．6で，　P．　acnes2i）やB．

舵ρα励o加iα岱16）のそれに比較し，やや高い値を

示したが近似するものであった．

　B．力幼α崩o頒α硲やP．acnesなど，多くのピ

アルロニダーゼは複数の酸性ムコ多糖体分解能を

有する．これら細菌酵素と異なり，B．　oralisピアル

ロニダーゼは酸性ムコ多糖体中，ピアルロン酸の

み分解するに過ぎず，硫酸基を持つコンドロイチ

ン硫酸A，B，　C，ヘパリン，ヘパラン硫酸のみな

らず，硫酸基を欠除するコンドロイチンに対して

全く分解作用がみられず，極めて基質特異性の高

い酵素とみられる．

　多くの細菌ピアルロニダーゼ（StrePtomyces

hyalurolyticzcsを除く）が二糖を最終分解産物とす

ることが示されている22）．B．0κ硫ピアルロニ

ダーゼによる分解産物のベーパークロマトグラ

フィーによる検討から，不飽和四糖および不飽和

二糖が検出，確認された．しかし，二糖に比較し

て四糖の検出が極めてわずかであることから，こ

の四糖の検出は，本反応系で酵素量に対する基質

濃度の過剰が考えられ，最終的には多くの細菌酵

素と同様その分解産物が不飽和二糖であると考え

られる．

　歯周組織破壊に直接関与する因子の一つに，

種々の細菌酵素があげられる3・4）．竹内らは23），蛍

光抗体法によってヒトの炎症歯肉における細菌性

ピアルロニダーゼやコンドロイチナーゼの局在を

調べ，両酵素が歯周組織破壊に直接関与する病原

因子と述べている．事実，ピアルロニダーゼを動

物の歯周に滴下しても，炎症変化がみられること

が示されている24・25）．これらの知見からB．oralis

のピアルロニダーゼが菌体外産生性であり，歯肉

内縁上皮の破壊や炎症の初発に直接作用する可能

性を示唆する．本菌の精製ピアルロニダーゼを用

いて，今後，歯周組織破壊や感染における役割を

明らかにしたい．
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能を有し，これら分解酵素を精製して，本菌のヘ

パリナーゼおよびピアルロニダーゼの性状を明ら

かにしている16・17）．本研究でB．heりarinolyticztsを

除くその他の非黒色Bacteroidesのピアルロニ

ダーゼ活性を調べ，B．　o勉伝の培養上清中に強い

活性を認めたので，B．　oralisのピアルロニダーゼ

を精製して，その性状について明らかにした．

　B．oralisのピアルロニダーゼ活性は菌体から

超音波処理して得た抽出試料に比較して培養上清

中に強く認められることから，本菌のピアルPニ

ダーゼは，B．　heParinolyticusピアルロニダーゼ17）

とは異なり，菌体外産生性であることを示す．

　本酵素の分子量は，ゲル濾過法およびSDS・

PAGE所見のいずれによっても75，000と算定さ
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inolyticzcsなど多くの細菌ピアルロニダーゼの分

子量が84，000～90，000程度であるとされてい

る17－20）のに比較すると，やや小さく，またSDS・

PAGE所見などから考え，この酵素は単純ポリペ

プチド鎖と推定される．等電点電気泳動法によっ

て本酵素の等電点（pI）は7．6で，　P．　acnes2i）やB．

彪ρα励o励αc16）のそれに比較し，やや高い値を

示したが近似するものであった．

　B．heParinolyticzcsやRacnesなど，多くのピ

アルロニダーゼは複数の酸性ムコ多糖体分解能を

有する．これら細菌酵素と異なり，B．　oralisピアル

ロニダーゼは酸性ムコ多糖体中，ピアルロン酸の

み分解するに過ぎず，硫酸基を持つコンドロイチ

ン硫酸A，B，　C，ヘパリン，ヘパラン硫酸のみな

らず，硫酸基を欠除するコンドロイチンに対して

全く分解作用がみられず，極めて基質特異性の高

い酵素とみられる．

　多くの細菌ピアルロニダーゼ（Streptomyces

hyalurolyticusを除く）が二糖を最終分解産物とす

ることが示されている22）．B．　oralisピアルロニ

ダーゼによる分解産物のベーパークロマトグラ

フィーによる検討から，不飽和四糖および不飽和

二糖が検出，確認された．しかし，二糖に比較し

て四糖の検出が極めてわずかであることから，こ

の四糖の検出は，本反応系で酵素量に対する基質

濃度の過剰が考えられ，最終的には多くの細菌酵

素と同様その分解産物が不飽和二糖であると考え

られる．

　歯周組織破壊に直接関与する因子の一つに，

種々の細菌酵素があげられる3・4）．竹内らは23），蛍

光抗体法によってヒトの炎症歯肉における細菌性

ピアルロニダーゼやコンドロイチナーゼの局在を

調べ，両酵素が歯周組織破壊に直接関与する病原

因子と述べている．事実，ピアルロニダーゼを動

物の歯周に滴下しても，炎症変化がみられること

が示されている24・25）．これらの知見からB．oralis

のピアルロニダーゼが菌体外産生性であり，歯肉

内縁上皮の破壊や炎症の初発に直接作用する可能

性を示唆する．本菌の精製ピアルロニダーゼを用

いて，今後，歯周組織破壊や感染における役割を

明らかにしたい．
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