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論文内容の要旨

緒言

Vibrio uulnificus は，低度好塩性の病原性ピブリオで，海水を本来の棲息域としており，夏期に河

口水，沿岸海水などから多数分離される。本菌による感染症は創傷感染型と敗血症型に大別され，前者

は，創傷部位の紅斑，浮腫の形成が主症状である。後者は，肝疾患などの基礎疾患がある場合に日和見

的に発症し，症例数は多くないが死亡率は高く，ほとんどの症例で紅斑，水泡，蜂巣炎の形成など皮膚

病変の併発が報告されているO 従って，炎症反応を起こしうる物質が，本菌の重要な病原因子の一つで

あると考えられるO 本菌は， cyto1ysin. protease など種々の因子を産生することが報告されており，

このうち cyto1ysin はマウスに蜂巣炎を形成することが報告されているO 一方，著者は，本菌の産生す

る protease に着目し，この protease を精製し，その性状，病原因子としての役割を検討した。

本論

敗血症患者の血液から分離した V. uulnificusL-180株を 2 % NaCI を含むpy培地中で培養し培養

上清を限外濃縮した後， DEAE -8ephace1 カラムクロマトグラフィー. 8ephacry 18 -200カラムクロマ

トグラフィーおよび FPLC 装置を用いた Mono Q カラムクロマトグラフィーを行なうことによって，

ポリアクリルアミドゲル電気泳動で均一な 1 本のバンドを形成する段階まで精製した。また，この標品

に対する抗血清は，未精製の酵素材料とゲル内沈降反応において l 本の沈降線を形成した。従って，著

者が行なった操作手順によって V. uulnificus の産生する protease は精製できたと判断した。比活性

は. 8ephacry 18 -200カラムクロマトグラフィーの段階で培養上清の約900倍に，二回目の Mono Q カ

ラムクロマトグラフィーの段階で約30 ， 000倍に上昇し，回収率は29.6%だった。
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精製した protease は， azocasein の他， type 1 insoluble collagen および elastin-Congo red も分

解した。また， V. vulnificus 10株の培養上清を限外濃縮した材料と，著者が精製した protease に対す

る抗血清を用いてゲル内沈降反応を行なった結果，調べたすべての株が融合する 1 本の沈降線を形成し

た。従って，著者が精製した protease は，調べたすべての V. vulnificus が産生し，カゼイン，コラー

ゲン，エラスチンを分解することのできる protease であることが明かとなった。分子量は， SDS ポリ

アクリルアミドゲ、ル電気泳動を行なった結果から約45 ， 000であった。等電点は，両性担体として

pharmalyte pH3 -10 を用いて求めた結果5.80であった。

これまで報告されているすべての protease は，活性基の性質から四つのグループに分けられている

ので， V. vulnificus protease はどのグループに属するかを種々のフ。ロテアーゼインヒビター，キレー

ト剤および金属イオンを用いて検討した。その結果， V. vulnificus protease は，活性基に 2 価のカチ

オンとして， Zn2+ または Fe 2 + あるいはその両方が関与している metal protease であると考えられ原

子吸光分析を行なった結果， V. vulπificus protease 1 分子中に約 1 原子の Zn を検出したが， Fe 原子

は検出できなかった。また，この protease の合成基質に対する基質特異性は， これまで報告されてい

る Zn 原子を必須成分として含有している protease の基質特異性と類似していたことから ， V. vulnif 

icus protease は， 1 分子中に 1 原子の Zn を必須成分として含有する metal protease であることが明

らかになった。

次に， V. vulnificus protease をモルモットおよびラットの皮膚に接種し，炎症反応が起こるか否か

を調べた結果， この protease が0.3μg から 10.0μg の範囲で濃度依存的に，血管などの組織破壊によっ

て起こる出血斑，血管透過性の充進によって起こる青色斑を形成することを認めた。 V. vulnificus pr 

otease による血管透過性冗進反応の時間経過を調べた結果，モルモット，ラット共に青色斑は proteas

e 接種後 2 分から形成され始め， 10分間でプラトーに達した。従って， V. vulnificus protease による

血管透過性冗進作用は， ヒスタミンあるいはブラジキニンのような短時間作用の血管透過因子を生成す

ることにより起こると考えられた。

V. vulnificus protease による血管透過性充進作用に対する抗ヒスタミン剤の影響を調べた結果，ラッ

トの皮膚における青色斑の形成は抗ヒスタミン剤により抑制されたが，モルモットの皮膚における青色

斑の形成は抗ヒスタミン剤ではほとんど影響されず，モルモットの皮膚における V. vulnificus prote 

ase の血管透過性冗進作用には， ヒスタミン同様短時間作用の血管透過因子であるブラジキニンの関与

が考えられた。そこで，モルモットの皮膚における V. vulnificus protease の血管透過性冗進作用に

ブラジキニンが関与しているか否かを明らかにするため，キニナーゼ E のインヒピターを用い，生成さ

れたブラジキニンの不活化を阻害することによって血管透過性冗進作用が増強されるか否かを調べた結

果， kininase II inhibitor を混合接種した場合は，明らかな青色斑形成の増強が認められた。また，血

紫カリクレインの特異的なインヒビターである soybean trypsin inhibitor を用いて血管透過性冗進作

用が抑制されるか否かを調べた結果， soybean trypsin inhibitor を混合接種した場合には，明らかな

青色斑形成の抑制が認められた。更に， in vitro においてモルモットの血衆に V. vulnificus protease 

を加え，血衆プレカリクレインが血衆カリクレインに活性化されるか否かを調べた結果，この protease
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によって血衆プレカリクレインが血衆カリクレインに活性化されることが示された。従って，モルモッ

トの皮膚における v. vulnificus protease の血管透過性充進作用は，血紫カリクレインーキニン系を

活性化することにより生成したブラジキニンによって起こることが明らかになった。

論文の審査結果の要旨

V. vulnificus の産生する protease の精製，性状の解明を試み，病原因子としての役割について検討

した。その結果，本 protease は検討したすべての V. vulnificuα 株が産生し，. 1 原子の Zn を必須成分

とする metal protease であることを明らかにした。また，この酵素はモルモット 及びラットの皮膚

に対して血管透過生充進作用を示すことを明らかにし，本菌の病原性のひとつが，この作用に起因して

炎症を起こす結果となることを証明した。この成果は創傷感染の原因物質ならびにその機構を明らかに

したものといえ，薬学博士を授与するに値するものと判定した。
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