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ブドウ球菌の細胞外蛋白質について

　微生物が細胞外にオートリシス（自己溶菌）に

よらず積極的に毒素たんぱくや酵素を分泌するこ

とはよく知られていることである．臨床的にはジ

フテリア菌毒素，溶連菌で狸紅熱のときに紅斑を

おこす発赤毒，激烈な下痢をおこすコレラ毒素，

いずし中毒のポツリヌス毒素などが有名である．

そもそも細胞外たんぽくの研究の動機は病原細菌

学の立場からはそれらの細菌の病原性との関連，

病因論，あるいは感染によって生ずる病変とのか

かわりあい，免疫などが主で，生物学的興味から

は生化学性状，生物活性，分泌の様式を解明しよ

うとする．ここでは主に後者の立場から比較的新

しい研究の動向を紹介したい．多くの種類の菌に

ついて触れることはできないので筆者も多少携っ

たことのあるブドウ球菌のヘモリジン，プロテ

アーゼ，スタフィロキナーゼについて述べたい．

文献の紹介は原則として1970年以前のものはか

んたんに新しいところを詳しくしたい．

1．ヘモIJジン（溶血毒素）

　ヘモリジンにはα，β，γ，δの四種類がある．こ

の分類はレンサ球菌のそれが，血液寒天平板上で

（1978年10月24B受理）

の溶血環の形態によってなされるのとは違い，

もっとも強く溶解する赤血球の動物種によってさ

れる．

ブドウ球菌ヘモリジンの存在は1870年代より知

られているが，この毒素はブドウ球菌の細胞外た

んぱく質のうちエンテロトキシンとならんでもっ

とも活発に研究されてきた．活発に研究されるよ

うになったのは一つの医療事故がきっかけになっ

ているといわれる．すなわち，1928年にオースト

ラリアの小村Bundarbergで21名の子供にジフ

テリアワクチンを接種したところ，そのうち12名

がつぎつぎに死亡した．委員会が設けられて原因

を調査したところ，ワクチンがブドウ球菌で汚染

されていたことが判明した．これ以来ブドウ球菌

毒素が注目されるようになった．

A：α一ヘモリジン

　この毒素は致死毒性，皮膚壊死毒性，溶血作用

をもつ．NeisserとLevaditiee）は1900年に血液寒

天上でブドウ球菌が溶血をおこし，培養上清に対

する抗血清でこの溶血作用は中和されることを報

告している．a－一ヘモリジンはウサギ赤血球に対し

て強く溶血するが，他の動物のものにはほとんど

影響を与えない14）．致死毒性もLD5。（μgtoxin／

kg　body　weight）はウサギ2，ニワトリ60，マウ

ス40，カエル400となっておりウサギに強く作用
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する1）．

（D産生

　Gladstone43）が1938年最初に産生について系

統的な研究を開始し，アルギニン，プロリン，グ

リシン，炭酸ガスがその産生を促進することを合

成培地を用いて調べている．近年Dalen26）2ηは酵

母抽出物中から産生促進物質を探し，それを同定

した．それによると，酵母抽出物全体を与えれば

むしろ産生を阻害するが，60％エタノールで沈殿

したものを除いた上清中には産生を促進するもの

が含まれていて，これをセハデックスG－25，ダ

ウエックスクロマトグラフィー，薄層クロマトグ

ラフィーで精製した．この物質はニンヒドリン反

応陽性でポーリー試薬に赤染するので，アミノ酸

のうちイミダゾール基をもつもの，すなわちヒス

チジンであると予想された．実際ヒスチジンと共

に薄層クロマトグラフィーで展開するとRf値が

一致し，合成培地にヒスチジンを加えると産生は

4．7倍促進された．さらにヒスチジンよりもグリ

シルヒスチジン，ヒスチジルグリシン，アラニル

ヒスチジンのようなヒスチジンのジペプチドが促

進効果は強いことを示している28）．培地のpHは

7．0～8．0のとき産生は最大で，pH　6以下あるい

は8．5以上ではほとんど産生はなくなる11）．非常

に不思議な現象としてペニシリン系の抗生剤が産

生を促進する50）．これはペニシリンの作用から考

えて細胞壁合成の障害と細胞外への分泌との関係

であろうと思われるが，理由はまだ解っていない．

もし細胞壁合成の障害が原因ならば，なぜ他の毒

素，酵素の分泌もpleiotropicに促進されないの

かという疑問が残る．

㈹精製と性状

　精製は古くから試みられている．代表的な例は

BernheimerとSchwartzi5）の硫安画分，カーテン

電気泳動，ゾーン電気泳動，超遠心の組合せ，

Lominski67）の酢酸メタノール沈殿，セハデックス

G－75，DEAE一セハデックス，メタノール沈殿，

Robinsong3）の亜鉛沈殿，　CM一セルロース，寒天

ゲル電気泳動，Coulter25）の酢酸メタノール沈殿，

酢酸抽出，セハデックスG－100による精製があ

　り，Arbuthnott　2）はBernheimerとSchwartz15｝

の方法で部分精製後，熱精製，尿素抽出を行って

いる．これらのデータによれば，すべてα一ヘモリ

ジンは単純たんぱくで分子量は44，000　15｝，　29，600

と21，20025）と報告されている．特長として精製さ

れたα一ヘモリジンは凝集しやすいことで，これ

は尿素で防ぐことができる．最近エレクトロ

フォーカシングの開発が行われ，これを使って

Wadstr6m，lo6）M611byとWadstrbm，80）McNiven

ら78）・4）によって精製がされた．Wadstr6mのグ

ループはV8株の培養上清62をエバボレーター

で20倍濃縮し，透析後生じた沈殿を除き，上清を

尿素を加えた系でエレクトロフォーカシングをお

こない，3つのpIの異なるα一ヘモリジン分画を

得た．このheterogeneityについてMcNivenら

はWood　46株でさらに研究を進めた．培養上清

に硫安を加えて濃縮し，エレクトロフォーカシン

グで分画して4つのα一ヘモリジンを得た（αA

一αD）．それぞれの等電点はαAが8．55±0．12，α

Bが9．15±0．07，αcが7．36±0．03，αDが6．28±

0．11であった．量的にはαAが85～95％を占め

る．αAとαBはSDS一ディスク電気泳動でとも

に分子量は36，000と170，000の二種類があるこ

とが判るが，尿素一ディスク電気泳動ではともに

一本のパンドとなる．

　α一ヘモリジンの凝集についてはかなり調べら

れており，Arbuthnottら2）は精製した毒素を超遠

心で分析すると，その90％は3S（α3、）で10％は

凝集した12S（α12s）であった．α3。は溶血活性を

もち分子量は33，000～36，000で⑭，α12、は不活性

で不溶性であるが，8M尿素水に可溶で尿素処理

によって活性が現われる二尿素を透析で除けばま

た不活性で不溶性となる2）．α3sからα12。への変

換はジグリセリド，レシチン，コレステロール，

リゾレシチンのような脂質によっても誘発でき

3），凝集（polymerization）は毒素が脂質と疎水

結合をするからであるという．

　sixら97）はWood　46株培養上清から硫安画分，

セハデックスG－50，G－100，分取りポリアクリ

ル電気泳動で精製し，ディスク電気泳動で2つの

泳動度の異なるα一ヘモリジンを得ている（Aと

B）．SDS一電気泳動ではAとBは泳動度が同じ

で，分子量27，500を示しゲル内沈降反応で中心に

抗←ヘモリジン血清をおき，周囲にAとBをお

くと沈降線は融合するので免疫学的にも等しい．

末端アミノ酸はアミノ基がともにアラニン，カル

ボキシル基がリジンである．アミノ酸分析値も似

たりよったりで，強いていえばアスパラギン酸が
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40と43，グリシンが20と24，でこれも有意の差

かどうか疑わしい．等電点はAが7．2，Bが8．4と

測定されている98）．分子内のどこに違いがあって

泳動度，等電点に違いがでてくるのかは不明であ

る．

　WatanabeとKato　iio）は同様にWood　46株を

用いてゲル濾過，ゾーン電気泳動，CM一セハデッ

クスで精製し単一の標品を得ている．分子量は

36，000±2，000で　あ　る　が，Wadstr6m，106）

McNiven78）らのような等電点の　heterogeneity

がみられず，pH　7．98±0．05だけにみられた．

　最新の報告であり，ガラスビーズでのクロマト

グラフィーを使った文献も注目される．Cassidy

ら17｝18）は，培養上清をpH　6．8にしてから0．05　M

リン酸バッ・・一（pH　6．8）で平衡してあるガラス

ビーズカラムにのせ，リン酸バッハーの濃度匂配

で溶出する．溶出した　（r－’ヘモリジン分画を

DEAE一セハデックスで更に精製するとディスク

電気泳動で単一のパンドのα一ヘモリジンを得

る．

　α一ヘモリジンのアミノ酸組成については4つ

ほど報告がある15）25）98）・110）がどれも値はよく合致

しており，特長的なのは，シスチンが含まれず，

したがってS－S結合はない．リジン，アスパラギ

ン酸，スレオニン，セリン，グルタミン酸，グリ

シンが多く，ヒスチジン，アルギニン，トリプト

ファンの塩基性アミノ酸は少ない．

6ii作用機構

　溶血反応が，α一ヘモリジンに特定の酵素活性が

あってそれによっておこるという証明はまだない

ようである．1930年代にForssman35）はこの反応

が酵素反応の様式に従うとしたが，LevineM）は，

毒素と赤血球の反応はストイキオメトリックで

あって酵素反応ではないとした．この点は近年，

溶血反応を経時的に観察するとシグモイドカーブ

となり毒素濃度の低いところでは反応速度は毒素

濃度に比例することが解った66）．Cooperら22｝も

同様シグモイドカーブを得ており，始めにprely－

tic　phaseがあり続いて直線的に溶血が進み，その

後反応は次第に停止する．prelytic　phaseは25℃

～46℃の間では温度を上げるにしたがい短くな

る．また，抗血清を反応開始後2分以内に加える

と以後の溶血はおこらず，3～5分後に加えれば

prelytic　phaseは対照と同じ時間になる23）．また
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反応系に庶糖を加えると反応は一時的に抑えら

れ，ポリエチレングリコールでは完全に阻害され

る．一度血球に結合したα一ヘモリジンは他の血

球に再び結合することはない．

　cr一ヘモリジンで赤血球を処理するとヘモグロ

ビン放出が検出される前に50％～75％の血球中

のK〒が急激に放出されてしまう．抗血清を反応

初期に加えればヘモグロビンはもちろんK一の放

出もなくなるが，庶糖，ポリエチレングリコール

存在ではK〒放出は正常になされる24）．溶血の様

式は以上のように決して一元的におこらず複雑な

機構がありそうである。Doeryら30）はcr一ヘモリ

ジン産生株（他の種類のヘモリジンを産生しない

株）の培養上清から硫安塩析でα一ヘモリジンを

得てそれの酵素活性を調べたところイノシトール

ポスホリパーゼ活性を検出した．α一ヘモリジンを

ウサギの血管内に注射したところ血中のコレステ

ロールエステラーゼ活性が著明に減少し（約％に

なる）ホスホリパーゼ，リパーゼ活性は変化しな

かったという実験もある90）が，その意味するとこ

ろは不明である．

　Wisemanのグループは，α一一ヘモリジンは不活

性の形で分泌され119）（プロトキシン）赤血球中の

たんぱく分解酵素によって活性化され溶血活性を

もつようになるという説120）をだしている．そして

溶血の動物種による強さの違いは，赤血球の化学

構成によるのではなくて，活性化するたんぱく分

解酵素の多様性によるものだと考えている．活性

化はトリプシンによっても可能であるので，プロ

トキシンをトリプシン（実際にはカルボキシメチ

ルセルロースに吸着させたものを使い，あとでα

一ヘモリジンから分離できるようにしてある）で

37℃で30秒処理しセルロースを除き，P一トル

エンスルポニルーL一アルギニンメチルエステル

（TAME）を基質にしてエステラーゼ活性を調べ

ると明らかにその活性が生ずると同時に溶血活性

も生ずる．N末端アミノ酸を調べるとプロトキシ

ンはヒスチジンであるが活性型はイソロイシンか

ロイシンのどちらかであった121）．これはいわゆる

Zymogenの活性化機構と同様にプロトキシンの

N末端側のペプチドがたんぱく分解酵素によって

とりのぞかれ活性化されるのとよく似ている。

（ilV）細胞，膜，その他に対する作用

　α一一ヘモリジンの細胞毒性について1960年代に
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なって多く報告されるようになった5）41）ng）49）SS）57）

SS）「v）87）91）103）．使用する細胞もヒト，ウサギ，マウ

スなどでprimary　cellを使ったもの，line　cellを

使ったものなどまちまちであり毒素の精製度，投

与量，培養法なども統一されていないが，少くも

共通していえるのは細胞膜に傷害を与えることで

ある．Artensteinら5｝はウサギ腎細胞，エール

リッヒ腹水ガン細胞にα一ヘモリジンを与えて細

胞培養すると細胞質の滲出がみられ，この中には

ヘルペスシンプレックスウイルスや，前もって放

射性のメチオニン標識したたんぱく質も含まれる

ことを示した．これも細胞膜の傷害によるものと

思われ，KB細胞にsubtoxicな量で与えた実験ss’

では細胞の溶解にヌクレアーゼの共同作用がみら

れた．Galantaniの報告42）では細胞内のATP量

の増加がみられ，ぶどう糖の消費と乳酸産生の減

少がみられるという．これは細胞膜傷害の二次的

効果と思われる．

　Wadstr6mのグループは細胞に対する影響の

研究を進めて次のような結果を得ている．細胞と

してヒト胎児肺繊維芽細胞（ディプロイド）を用

い，予めトリチウムーウリジンでラベルし，これ

に毒素を与えてメヂウムに放出される放射能を
もって細胞の膜傷害の指標とした104）．それによる

と，Ctr一ヘモリジンはほとんど影響を与えないとい

う．長い時間処理すると細胞が膨潤する．もっと

も影響の大きいのはα一ヘモリジンで作用させる

温度に依存しない．ただしarヘモリジンもKB

細胞に対しては傷害を与えることを確認してい

る．この傷害は抗←ヘモリジン血清で中和され

るlo9）．ウサギにsublethalな量を注射すれば，マ

スト細胞からヒスタミンが放出されるらしいとい

う報告101）もある．

　Novakら99）は粗標品のα一ヘモリジンはラッ

ト肝ミトコンドリアでのADPの酸化的リン酸化

を抑制しエネルギー産生の過程にも影響をおよぼ

すと述べている．

B：β一ヘモリジン・

　GlennyとStevenS　45）は1935年，（rヘモリジン

とは中和に要する抗血清の量の違い，hot－cold溶

血（後述）をするなどの点で異なる溶血毒素をみ

つけβ一ヘモリジンとした．BryceとRountree16）

は1936年にβL一ヘモリジンは動物から直接分離

した菌株によって多く産生され，ヒツジ赤血球を

よく溶血することを報告した．β一ヘモリジンは

α一ヘモリジンとならんで非常によく研究されて

いる．

（D産生

　β一ヘモリジンは種々のメジウムで簡単に産生

させることができる．Chesbroら19）は培養液の透

析外液でβ一ヘモリジンの産生を見，L一アルギ

ニンが産生を促進することを報告し，Wis㎝an

114）はGladstoneの基礎培地43）を用いてL一アル

ギニン，グリシン，L一プロリンが産生に必須で

あることをみつけている．ShamaとHaque96）は

L一プロリン，グリシン，L一アルギニン，　L一シ

スチン，L一グルタミン，　L一ヒスチジン，　L一イ

ソロイシン，L一ロイシン，　L一リジン，　L一メ

チオニン，L一フェニルアラニン，ニコチンアミ

ド，チアミン，グルコース，クエン酸，りん酸塩，

硫安，Mg2〒，　Fe2〒，　Ca2’を含む合成培地を作り，

空気中ではL一スレオニン，L一チロシン，イノ

シトール，葉酸，リボフラビン，ピリドキサル塩

酸，コリン，パントテン酸が促進作用をもち，炭

酸ガス下ではL一プロリン，L一グルタミン，　L

一シスチンが必須であった．

　Fujimuraら36）は細胞外たんぱくの産生と

ファージによる溶原化との関係を調べているうち

に，マイトマイシンCを対数増殖前期に培養に加

えると，本来産生が非常に高いものがほとんど産

生しなくなったり，産生がほとんどないものが高

単位のβ」一ヘモリジンを産生するようになる現象

をみつけた．この現象の考えられる説明はスタ

フィロキナーゼの項で扱うことにする．

㈹精製と性状

　精製の報告は1960年以後の代表的なものをあ

げる．Jacksonss）はハートインフユージョン培地

で培養し亜鉛沈殿，アルコール沈殿，ハイドロキ

シアパタイトクロマトグラフィーで50～60％の

回収率で255倍精製．Chesbroら19）はセルロース

ホスフェートに吸着させバッハー濃度の匂配で

150倍精製した．この標品には3％の核酸が含ま

れ，免疫学的にも2種の抗原が含まれるという．

Doeryら30｝は硫安沈殿とハイドロキシアパタイ

トで精製，Chesbroら19｝と同様免疫反応で2種の

抗原を含む．Maheswaranら69）は42℃で48時間

培養の上清を硫安分画，セハデックスG－100，

DEAE，　CMで精製したものは，4℃で3日間は安



’

松本歯学　4（2）1978

定であると報告した．GowとRobinson46）は硫安

分画，セハデックスG－100，CM，　DEAE，濃度勾

配電気泳動で精製し，免疫電気泳動でパンドは一

本を示し，超遠心像も単一ピークで沈降定数は

1．7sであった．4℃では安定であるが，100℃では

10分で失活する．

　HaqueとBaldwin52）はアセトン沈殿とDEAE

で免疫電気泳動で単一な標品を得ている．

　WadstrdmとM611by　ionは，カゼインの加水分

解物，酵母抽出物，ぶどう糖の入った培地で大量

のβ一ヘモリジンを含む上清を出発材料として，

CM，エレクトロフォーカシング，ピオゲルP－10

を用いて比活性を40，000倍上げ，免疫拡散，ディ

スク電気泳動でホモジナスな標品を得た．等電点

は9．4で分子量は38，000．不安定な物質で精製標

品は4℃でhalf－lifeは12～24時間，－20℃でも

24－48時間で貯蔵するには凍結乾燥以外にはな

いという．精製標品をpH　8～10の間でエレクト

ロフォーカシングすると僅ながらヘテロジェニ

ティがありpH　8．8，9．4，9．8にピークを示す．も

ちろん9．4がメインのピークである．β一ヘモリジ

ンの性状で重要なものに“hot－cold　lysis”なるも

のがある．これは赤血球サスペンションとβ一ヘ

モリジンを37℃でインキュベートしただけでは

溶血は観察されず，一度4℃に冷却してはじめて

溶血するのでこの名前がある．血液寒天上で集落

の周囲の溶血を調べるときも集落形成のあと平板

を冷やさないと溶血環は現われない．この　hot－

cold　lysisの現象はまだ説明がついていない．

　β一ヘモリジンはヒツジ赤血球にもっとも強く

作用するが，ヒツジに対してが2048溶血単位／mI

とすれぽ，ウシ512，ヒト256，ネコとウサギが64

という報告ll5），あるいは，ヒツジを109溶血単位／

mlとすると，ウシ108，ヤギユ05，ウサギ102，ヒト

とネコ101という報告108）がある．溶血におよぼす

ヵチオンの影響も甚大で，Wisemanによれば，

Co2＋，　Mg2←がもっとも促進し，　Mn2・がこれに続

き，　Ca2＋，　Zn2†は阻害する．　Robinsonら92）によれ

ば，Co2＋＞Ni2＋＞Fe2＋，　Mn2←＞Mg2↑，　Haqueと

BaldWinsi）によればMg2tとFe2・が促進，　Ca2・

が阻害となっている．

⑥作用機構

　β一ヘモリジンのもつ酵素活性についてはかな

り確実な結果がでている．Maheswaran　と
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Lindorfer「o）は，β一ヘモリジンはヒツジ赤血球に

作用させると水溶性の有機りんを生ずること，ス

フィンゴミエリンを分解し，この反応はMg2一で

促進することを観察し，β一ヘモリジンの本体はス

フィンゴミエリナーゼであってこれが赤血球膜の

スフィンゴミエリンを溶解して溶血をおこすのだ

ろうと考えた．このことは他の研究者によっても

追試されている30｝117）．Wadstr6mとM611bylo8）

は，高度に精製したβ一ヘモリジン10「）とスフィン

ゴミエリンとをMg2〒存在下でインキュベートし

てからクロロホルムーメタノールでホスホリピド

を抽出し，薄層クロマトグラフィーで分離すると

N一アシルスフィンゴシンのスポットが現われる

ようになるので，β一ヘモリジンの本体はスフィン

ゴミエリナーゼであるとした．この標品はホスハ

チジルコリン，ホスハチジルエタノールアミン，

ホスハチジルセリンを分解しないee）．スフィンゴ

ミエリンに対する作用は次のように考えられる．

　スフィンゴミエリン十水→」V一アシルスフィン

ゴシン＋ホスホリルコリン．なおWiseman　と

Caird　117）によれば種々の動物の赤血球中のス

フィンゴミエリン含量の全ボス．ホリピドに対する

割合はヒツジ50．5％，ウシ45％，ヒト21．6％，ウ

サギ19．7％，ヤギ38％となっている．

　組織培養細胞などに対する影響

　粗β一ヘモリジン標品はKB細胞に対して強～・

細胞毒性を示しcr－一ヘモリジンと異なり細胞の酵

素活性の変化をきたすという59）．高度に精製され

た標品による細胞毒性はWiseman　116）によって

確認され，ヒト羊膜，サル腎，KB細胞に変性をき

たすことを報告した．また，あわせて細胞のスフィ

ンゴミエリン含量がβ一ヘモリジン処理によって

細胞中の全ホスホリピドに対して17％から3．5％

へ減少することも確認した．Wadstr6m　と
M611by　108）は，ウサギ，モルモット，マウスに対し

て10～100μ9投与すれぽ致死的で，ニワトリ胎

児は0．25～10μgで死亡する．この致死作用は抗

β一ヘモリジン血清で抑制される．一方ヒトトロン

ボサイ』ト，rグラニュルも速やかに溶解される

が，ヒト白血球，細菌のプロトプラストは影響を

受けない．これらの感受性の差も細胞のホスホリ

ピドの構成に由来していると考えられる∴事実，

白血球膜のスフィンゴミエリン含量は少ないIl1）．

最近Lowらos＞はβ一ヘモリジンをヒトとウシの
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赤血球と反応させ，そのゴーストをフリーズエッ

チさせ電子顕微鏡で観察し，おそらくスフィンゴ

ミエリンの分解物（N一アシルスフィンゴシン）

と思われるparticle－freeの物質が二重膜の疎水

性部分に集積していることを示した．またこのこ

とはスフィンゴミエリンが二重膜の外側に多く偏

在していることを示唆している．1970年代にはホ

スホリパーゼ（細胞由来，蛇毒由来など）の溶血

性，膜に対する作用，リピドに対する影響が続々

と報告されている20）　21）　44）47）OSm）85）89）94）　122）が，ここ

では直接関係しないので詳述はさける．

C：γ一ヘモリジン　　　　　　　　　　　，

　γ一ヘモリジソの存在はすでに1938年’S㎞ith

とPriceloo）によって報告され，ウサギ，ヒツジ，

ヒトの赤血球を溶解する．この観察は後に
Marks75）によっても確認された．

　粗α一ヘモリジンの抗血清でtrヘモリジンは

中和されるが，精製のすすんだcrヘモリジンの

抗血清では中和されないのでα一ヘモリジンとは

異なる物質で，以前はδ一ヘモリジンのコンタミ

ネーションであるといわれたこともあったが，現

在では独立のヘモリジンであることが一般に認め

られている．文献はα一，β一ヘモリジンと比べて

少なく，α一，β一ヘモリジンの如く研究がされつ

くしたという感じはない．

（i）産生

　このヘモリジンの産生株としてSmithse）の発

見したSmith　5Rというのがよく使われるが，特

に産生条件について詳しく調べたという文献はな

いようであるが，培養器にきざみを入れて通気を

よくしたり，直接送る空気量を多くしたりすると

産生は悪くなるという8D．　FackrellとWiseman・

32｝は産生について調べ次のような結果を得てい

る．寒天培地を滅菌セロハンでカ・ミーし，その上

に菌を接種し37℃，24時間，10％（v／v）炭酸ガ

ス中で培養後，集菌してサスペンジョンとし上清

中のヘモリジンを調べると，ドルマンーウイルソ

ン寒天，グラットストンーハイニンゲン寒天でよ

く産生することが解る．産生のタイムコースは特

異で24時間までは直線的に進むが，それ以後は活

性がなくなり（失活してゆく），72時間ではほとん

ど活性がなくなる．菌体内のγ一一ヘモリジンを調

べても同様のカーブを描くがピークは多少前へず

れる．至適pHは7．0付近で6．0以下，8．0以上で

は産生は悪くなる．温度は37℃が至適，炭酸ガス

濃度｛ま10％カ；よし、．

（ii）精製と性状

　Guyonettら48）はハイドロキシアパタイトで2

つのコンポネントを得た．この2つのヘモリジン

は溶血作用において共同作用がある．M611byと

Wadstrδm8i）はSmith　5Rの培養上清をDEAE

一セハデックスにpH　8．5で吸着を試みると，α

一，β一，δ一ヘモリジンは吸着しないが，hヘモ

リジンは吸着させることができるので，これを利

用して　ltヘモリジンを0．2Mトリス緩衝液

（pH8．5）－0．2M食塩で溶出させ，画分をさらに

エレクトロフォーカシングで分離するとpH　9．5

のところにγ一ヘモリジンの大きなピークが得ら

れ，pI　8．5のところに小さなピークを得る．pl　9．5

のものを種々の動物の赤血球に作用させると，

ウサギ，ヒト，ヒツジ，ヤギ，イヌ，ニワトリ，

ウマに対してそれぞれ10溶血単位／ml，240，640，

2560，2560，640，〈10，20であった．その後彼らは

ブレインハートインフユージョン培地で多量に産

生させることに成功し，培養上清を人工腎臓で透

析し濃縮後pH　6．5でCM一セハデックzに吸着

させpH　9．0で溶出，硫安67％で塩析し，エレク

トロフォーカシングで部分精製（ディスク電気泳

動で5本の㌘ンドがでるという）した．標品はα

一ヘモリジンを含まずマウス，ウサギに致死毒性

がある．特長的な性状として寒天，ヘパリン，デ

キストラン硫酸のような多糖によって活性が阻害

されるzz）．　Fackrel1とWiseman32）はウルトラ

フィルトレーション，セハデックスG－75，硫安

分画で2，700倍精製しディスク電気泳動，免疫電

気泳動で単一のパンドを示す標品を得た．現在の

ところ彼らの標品が最も純度が高いと思われる．

この標品で性状を調べsa）次のような事が解った．

分子量は45，000，plは6．0，抗原的にα一，β一，

δ一ヘモリジンと交叉せず，アミノ酸組成ではアス

パラギン酸，グルタミン酸，グリシンが多くメチ

オニンが極端に少なく，シスチンは含まれない．

溶血スペクトラムは，ウサギ，ヒツジ，モルモッ

ト，ラット，イヌの順に強い．EDTAによる阻害

がみられ，10－4Mで約半分，10－3Mで完全に阻害

される．この阻害はEDTAを透析で除けば活性

は回復するので可逆的である．Taylor　と 、
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Bernheimerlo2＞は2つのコンポネントのγ一ヘモ

リジン1，IIを得，それぞれの分子量は29，000と

26，000，等電点はpl　9．8と9．9，両者ともプロナー

ゼ，ズブスチリシンによって失活し，種々のリピ

ド（ホスハチジルセリン，ホスハチジルイノシトー

ル，ホスハチジルグリセロール，スフィンゴミエ

リンなど）が溶血活性を抑制することを報告して

いる．

‘i》作用機構

　作用機構に関する知見は貧弱でFackrellと
Wiseman33）の報告以外みあたらない．それによる

とまずヒト赤血球から僅か窒素を放出し，

Clos仇4㍑祝ρε砺ηgεηsのホスホリパーゼCと同

等の酸可溶性のりんを放出することから，γ一ヘモ

リジンにもホスホリパーゼ活性がありそうである

が，スフィンゴミエリンを分解しないのでβ一ヘ

モリジンとは異なり，ホスハチジルエタノールア

ミン，ホスハチジルコリンにも変化を与えない．

またWisemanらの（r－・一一へ毛リジンの活性化機構

120）（プロトキシン）もない．

D：δ一ヘモリジン

　β一ヘモリジンの発見後20年経って　William

とHarperii3）は1947年に抗cr，β一ヘモリジン

血清を含むヒツジ赤血球寒天上で抗血清で阻害さ

れない溶血がおこることをみつけ，δ一ヘモリジン

と呼んだ．S一ヘモリジンは溶血スペクトラムが広

く，ウサギ，ヒツジ，ヒト，サル，ウマ，ラット，

マウス，モルモット赤血球に作用する．Marksと

Vaughan74）75）は1950年に0一ヘモリジンの存在

を再確認し，ヒト，ヒツジ赤血球に作用させたと

きβ一ヘモリジンとの共同作用があることをあわ

せて報告した．

（i＞産生

　産生条件についてもっとも詳しく調べたのは

MurphyとHaque84）である．寒天平板上に滅菌セ、

ロハン紙をカバーし，その上に菌を増殖させてδ

一ヘモリジンを産生させた場合，空気中の炭酸ガ

ス濃度は10％が最適で，pHは6．0～8．0の間で大

した差はない．添加する糖の効果をグルコースと

ラフィノースで調べたところ，前者は産生を下げ，

後者は影響がなかった．培養の至適温度は35℃

～41℃でpHとともにstrictではない．市販の培

地ではブレインハートリパーが最もよく，ブレィ

ンハートィンフユージョン，ユーゴン寒天が続く．
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　Yoshida　i99）はCCY培地（カゼイン分解物と酵母

　抽出物を主成分とする）の透析外液を用い37℃で

　回転培養するとIag　phaseなしに産生が始まり

　18h～24　hで終了するという．

’㈹精製と性状

　　Yoshidai23）は硫安分画，アルコール抽出，クロ

　ロホルム抽出，メタノール抽出，CM一セルロー

　ス，カルシウムホスヘートゲル，TEAE一セルロー

　スで結晶化している．沈降定数は6．1Sで，アミ

　ノ酸組成ではアスパラギン酸，イソロイシン，フェ

　ニルアラニン，リジンが多く，リジン以外の塩基

　性アミノ酸は極端に少ない．プロリン，チロシン

　含量も少なく，シスチンは調べていない．分子量

　は74，000で標品にはなおRNaseとfl一ヘモリジ

　ンのコンタミネーションがある．Kregerら61）は

Wood　46株（α一ヘモリジンの高産生株）の変異株

でα一一ヘモリジンを野性株の5％しか産しない株

を用い，62の培養上清を出発材料としδ一ヘモ

　リジンをハイドロキシアパタイトに吸着させ，pH

7．4のリン酸バッハーで溶出させδ一ヘモリジン

画分を透析すると不溶性と可溶性のものに分かれ

　る．この段階で画分はホスホリパーゼを含まない．

可溶性のものをさらにセハデックスG－150，ピオ

　ゲルA－5Mの分子箭にかけると二峰性の活性の

　ピークを示し主成分は分子量が150，000～200，

000であった．このヘテロジェニティはp遠心法

でも確認され11．9Sと4．9Sに分かれ等電点も
　　　　　　　　　　　　　　　　　　，re
pH　9．5と5．0の二っに分かれる．アミノ酸組成で

特長的なのはイソロイシン，ロイシン，バリンの

非極性のものが全体の31％を占めプロリンはな
し・．

　MaheswaranとLindorfer　71）の成績によれば，

plは3．32，3．75，8．45でKreger61）のとはかなり

ずれている．Kantorらss）はKreger61）の株を用

い，培養上清をアルミナゲルを通過させるだけの

一段階の精製でディスク電気泳動で単一のバン

　ドを示し回収率も93％と高率である．分子量は

103，000であるが非イオン性の界面活性剤で処理

すると21，000のサブユニットになる．SDSやグア

ニジン処理で10，000以下のペプチドに解離してし

まう．熱に対しては安定で80℃，15分で活性に影

響はなく，90℃で50％失活する．作用する赤血球

のスペクトルは広いがヒトに最も強く，hot－cold

lysisはない．アミノ酸組成ではヒスチジン，アル
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ギニン，プロリン，チロシン，シスチンを含まな

い事が特長的である．

㈹作用機構と毒性

　WisemanとCaird　118＞はδLヘモリジンは赤血

球に対して酵素的に作用すると主張した．すなわ

ち，赤血球より有機リンを放出しホスハチジルイ

ノシトール，ホスハチジルセリン，ホスハチジル

コリンを加水分解するので赤血球より放出された

有機りんはホスホリピドの酵素的分解の産物であ

ろうと考えた．しかしその後の詳細な実験はされ

ていない．

　δ一ヘモリジンは培養細胞，白血球，細菌のプロ

トプラスト，スフェロプラスト，リソゾームにも

作用をおよぼすといわれている．動物に対する

LD5。はKreger61）によれぽマウス2mg，モルモッ

トZ17　mgであるという．

II．プロテアーゼ

　プロテアーゼ（たんぽく分解酵素）は多くの微

生物が産生する．中でも枯草菌のズブスチリジン

や放線菌の一種によるプロナーゼは実験室でも日

常的に使われる．ブドウ球菌のプロテアーゼはそ

れほどよく知られてはいないが，最近重要な知見

が得られているので紹介する．

（D産生について

　プロテアーゼ研究にはよくV8という株が使わ

れる．Arvidsonら9）12）もV8株を用いカゼイン

の加水分解物と酵母抽出物を主成分とする培地

（CCY培地）で産生機序を調べた．産生は約2時

間のIag　phaseを経て始まり対数増殖期の中期に

は終了してしまうので産生は約3時間しか続かな

い．その後3時間ばかりは急激に培養液中のプロ

テアーゼは失活してゆくが8時間以後の失活はゆ

るやかである、培地から酵母抽出物を除いた培地

（CC培地）では産生は極めて貧弱で僅か13％に

減ってしまう．そこで既知の物質で酵母抽出物に

代わりうるものを探したところ，Ca2＋2．5　mMを

CC培地に加えるとかなり産生は回復するのが

解った．Ca2tの効果はプロテアーゼ産生がCa2＋

の存在によって増強されたのかまたは異種のプロ

テアーゼが新たに産生されるようになったのかを

調べるためCCY培地でプロテアーゼを産生させ

EDTAをいろいろの濃度で加えてから酵素活性

を調べると0．8mM　EDTAで50％阻害される

が，それ以上の濃度のEDTAではもはや阻害は

進まないのでCCY培地で作られるプロテアーゼ

にはEDTAに感受性のもの（EDTA－S）と耐性

のもの（EDTA－R）があるらしいことが解った．

そして　CC　培地で産生されるプロテアーゼは

EDTA－RでCC培地十Ca2†でできるのは
EDTA－Sであった．すなわち，みかけ上Ca2〒が

EDTA－Sの産生を促進するが実際にはCa2†が

EDTA－Sの産生を誘導するのではなく，　Ca2†の

存在がEDTA－Sのプロテアーゼの安定性に必須

なのである．

㈹精製と性状

　前出12）のEDTA－RプロテアーゼをArvidson

ら13）はV8株培養上清をイソェレクトロフォーヵ

シングでプロテアーゼを分離すると，plが4．0（プ

ロテアーゼー1）と9．4（プロテアーゼーII）の2

つがあることが解った．それぞれをイオン交換樹

脂へのnegative　adsorption，イソェレクトロ

フォーカシング，ゲル濾過で精製し，ゲル内沈降

反応でともに単一の物質を得た．1とIIを比較す

ると，1は分子量は21，000でDFPで10％失活，

いろいろの2価金属イオンで活性を失わず，エス

テラーゼ活性を持たない．IIは分子量12，500で

DFPで30％失活，　Hg2t，　Agl＋，　Zn2t，　Co2＋で失活

しエステラーゼ活性をもつ．一方，EDTA－Sのも

のをArvidsonら6）8｝はCC培地＋Ca2＋で作り

セハデックスG－200を2回通過させて精製しプ

ロテアーゼーIIIとした．分子量は約28，000でゲル

内沈降反応でプロテアーゼー1ともIIとも融合し

ない．酵素活性はCa2＋で2倍，　Zn2〒で1．6倍，

Mg2tで1．74倍上昇する．1mM　EDTAで99％

失活しこれは非可逆的である．DFPで活性に影響

はない．IIIはすなわちメタロ酵素であろうが酵素

分子にカルシウムが含まれているという成績は得

られていない．

　プロテアーゼー1，II，　IIIのカゼインを基質と

したときのKm値はそれぞれ0．59％，　O．19％，

0．29％である7）のでIIがカゼインに対してもっと

も親和性が高く1がもっとも低いということにな

る．Arvidsonらの一連の仕事6）7）8）9）　12｝　13）より

以前にV8株を用いて精製と酵素学的検討がなさ

れている．すなわち，Drapeauら31）は52の培養

上清に3kgの硫安を加えて塩析し，沈殿を2mM

塩化カルシウムを含むトリスパッハー（pH　7．5，10
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mM）に溶解しアセトン沈殿，　DEAE一セルロー

ス，分取りポリアクリルアミドゲル電気泳動を行

い単一なプロテアーゼを得た．分子量はSDS一ポ

リアクリルアミド電気泳動で11，400，超遠心で

12，000，沈降定数は2．9Sである．アミノ酸組成

ではシスチンを含まない．酵素活性はpH3．5～9．5

まで陽性で至適pHは4．0と7．8の2っにあ

る．0．1mM　DFPで失活するのでセリンプロテ

アーゼということになる．Ca2†，　Mg2＋，　Mn2＋，

Zn2＋，　EDTAは1mM－10　mMで影響をおよぼさ

ない．ArVidson　らの結果と矛盾が多いが

Arvidsonらはこれについて言及していない．

　精製されたプロテアーゼでアミノ酸配列既知の

インスリン，RNase，リゾチームなどを加水分解

させ，生じたペプチドのアミノ末端基，アミノ酸

組成を調べるとどこで加水分解されたのかが解

る．この方法で2つの至適pH　4．0，7．8いずれに

おいてもグルタモィルボンドが加水分解されるこ

とが解ったM）．一般に細菌のプロテアーゼは，ラ

ンダムに加水分解するが，ブドウ球菌のは非常に

特異性が高いので実験室でのよい道具の一つとな

ろう．

m．スタフィロキナーゼ

　いわゆる繊維素溶解現象はプラスミンによって

おこるのであるが，プラスミン（一種のプロテアー

ゼ）の前駆体である不活性型のプラスミノーゲン

を活性化してプラスミンに変えるキナーゼは細

菌，尿，組織に由来する．細菌ではレンサ球菌と

ブドウ球菌によって産生され前者のストレプトキ

ナーゼはヒトプラスミノーゲンに強く作用するの

で臨床的にも使用され，かつ，プラスミノーゲン

の活性化機序の解明に多大の貢献をしている．そ

れに対してブドウ球菌のスタフィロキナーゼはヒ

トにあまり作用しないことからそれほど注目され

る事もなく現在でも，世界でも数個所の研究室で

扱われているにすぎない．LewisとFurgusonss）

はスタフィロキナーゼはイヌプラスミノーゲンを

もっとも強く活性化し，活性化はpHや温度に依

存することを報告したのが実質的なスタフィロキ

ナーゼ研究の始まりといってもよい．

（D産生

　産生機序で最も注目すべき点は，テンペレート

ファージによる溶原化とスタフィロキナーゼ（以下キ
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ナーゼと略す）産生との関連である．Winklerら

112）はキナーゼ非産生でかつβ一ヘモリジン産生株

が溶原化するとキナーゼ産生，β一ヘモリジン非産

生に変換してしまうことを発見した．これはダブ

ルコンパージョンと呼ばれるものである．Mason

とAllen76）もこの観察を追試するとともにキナー

ゼ産生，β一ヘモリジン産生を変換させるファージ

の遺伝子は異なる座に分布するらしいことを報告

した．Fujimuraらss）38）は，10のキナーゼ産生株に

ついてマイトマィシンCでプロファージを誘発す

ると菌は溶解してゆくが，その後の培養でキナー

ゼ産生がコントロールよりも増加するものと減少

するものに分かれ，増加は約2倍である．このこ

とはキナーゼ産生株のうちあるものはその遺伝子

がプロファージにあって（ブドウ球菌はほとんど

すべての株がプロファージによって溶原化してい

る）．これが誘発されると合成される子孫ファージ

の数の遺伝子数が増え産生も増加することを示唆

する．一方，誘発によって産生が減少するものは，

キナーゼの座は菌の染色体にあり誘発されると菌

の遺伝子の発現がとまるので産生も抑制されるも

のと考えられる．なお誘発によるβ一ヘモリジン

産生の増加にドラマチックであり，70倍にも達す

るものがある．キナーゼ産生がマイトマィシンC

で増加するものとβ一ヘモリジンが増加するもの

とは必ずしも一致しない．また，arへ手リジンと

ヌクレアーゼ産生は誘発により一般に抑制され

る．マイトマイシンCの効果は抗ガン剤ブレオマ

イシンでも可能で誘発のメカニズムとキナーゼ産

生との関係も論じられている37）．ブドウ球菌の遺

伝学的解析がほとんどされていない現今，これ以

上は産生のメカニズムを探れないのは残念であ

る．産生に対する生理的条件では炭素源として乳

酸やピルビン酸が非常に有効で培地のpHもきび

しく7．5前後がよい．6以下ではほとんど産生は

ない．（藤村，未発表）．キナーゼ産生株のうち

Fujimuraらが検索した限りではPS　47という株

が非常に高単位の産生を示し，これを33℃で乳酸

を加えた自然培地で培養し培養上清中のキナーゼ

を時間を追ってセハデックスG－75で溶出量を

調べると培養初期では分子量が約15，000である

（Type　A）が，15時間ほど培養したものは分子量

が約320，000（Type　B）になる39）40）．このType

AからType　Bへの変換は通常の培養温度の37
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℃では決しておこらず，また培地に乳酸を加えな

いとおこらない．このことからも予想できるよう

に変換はType　Aの重合によっておこるのでは

なくて，仮定上の物質（Complex　Forming

Substanceという）が産生されてそこにキナーゼ

分子がいくつも結合して変換がおこる．33℃，乳

酸といった条件もComplex　Forming　Substance

の産生に必要なのである．事実Type　AもType

Bもキナー主部分について調べたところ等電点

はともに5．6と6．0にあり各Typeを抗原として

得た抗血清をクロスして使うと抗血清による活性

阻害は同程度におこる．Complex　Forming　Sub－

stanceはたんぱく質であることがわかったが，キ

ナーゼとの結合は高濃度の塩や界面活性剤ではず

れる．また結合はキナーゼに特異的ではなく

β一ヘモリジンやチトクロムCとも可能でチトク

ロムCとの結合はキナーゼとよりは強く，かつ結

合するサイトは共通である．

㈹精製と性状

　Satoh95）は全培養液に塩化亜鉛（1％）を加え菌

体および培養液中のたんぽくを沈殿させ，沈渣よ

りりん酸ナトリウムでたんぽくを抽出しアセトン

および硫安で分画し，DEAE－，　CM一セルロース

で精製し比活性を約90倍あげた．収量は14％で

標品は免疫学的にまだ単一といえず抗血清との間

に複数の沈降線がみられる．分子量は18，500で熱

に対して安定である．LackとGlanville62）は硫安

分画，CM一セルロース，アルコール沈殿で106倍

精製し収量は18％であった．標品はコアグラー

ゼ，ロイコシジン，α一，β一，δ一ヘモリジンを

含まず分子量は22，500であった．Vesterbergと

Vesterbergio5）は培養上清を1％グリシン液で透

析し，イソエレクトロフォーカシングで分けたと

ころpH　5．8，6．2，6．8に分布しヘテロジーナスで

あることを示した．各コンポネントの間には金属

イォン，EDTA，システインによる活性への影響

の違いはなく，至適pHもすべて共通であった．

Arvidsonらlo）によれば培養上清を人工腎臓で透

析しpH　5でDEAE一セルロースでnegative

adsorptionを行い非吸着部分をイソエレクトロ

フォーカシングで2，000倍精製した標品は分子量

が16，000－22，000で等電点はpH　5．6，6．0，6．55，

6．7にあり，やはりヘテロジーナスである．

（iii）プラスミノーゲンの活性化機構

　活性化機構についての知見は貧弱でそれもスト

レプトキナーゼの活性化機構と比較するのが多

い．Davidson29）は活性化中にキナーゼは消費され

ず酵素的に作用するとした．Kowalska－Lothと

Zakrzewski60）はCM一セハデックスとイソエレ

クトロフォーカシングで精製したものを使って活

性化機構を調べた．プラスミノーゲンはヒト由来

のものである．まずプラスミン生成のタイムコー

スを調べると，キナーゼ量が少なければ1ag期が

長くなり，多ければ短くなる．そしていずれの場・

合もシグモイドカーブとなる．一定量のプラスミ

ノーゲンにプラスミンを加えて反応を始めると，

lag期はなくなってゆくので，反応初期にキナー

ゼはプラスミノーゲンにではなくプラスミンとか

かわり合いを持つのではないかと考えられる．

　NPGB（P－nitrophenyl－P’－guanidinobenzoate）

という合成基質で生成したプラスミンのアクティ

ブサイトを定量する実験では，キナーゼ濃度がプ

ラスミン生成の制限因子でこれは明らかにキナー

ゼが活性化中に消費されることを示すのでストィ

キオメトリックである．このことからキナーゼは

プラスミノーゲンに酵素的に作用するのではなく

プラスミノーゲンを修飾する物質であると言え

る．またキナーゼとプラスミノーゲンはモル比で

1：1で結合することが飽和曲線から類推され

る．

　Makinoらza）およびMakino73）はイヌのプラス

ミノーゲンを精製しこれに高度に精製したスタ

フィロキナーゼを作用させて，キナーゼの変化を

追跡したところ，精製キナーゼはpI　5．7，6．1，6．

7の3つのコンポネントを含むが，反応が進むう

ちに，pl　6．7と6、1のものは，　pl　5．7に変化して

ゆくことが観察されこれは，生成したプラスミン

の蛋白分解作用によるものと考えた．（培養から3

つのコンポネントが得られるというのは，培養中

に，post－translational　modificationをやはり蛋

白分解酵素の作用で受けると考える）．この点はト

リプシンを作用することによっても確認された．

付記．本総説中で筆者の報告は，札幌医科大学微

生物学教室に在籍中，林　喬義教授，牧野利一助

教授の指導下で行われたものである．
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