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緒 論

Vibrio属 の細菌 は、淡 水か ら海 水 までの水域 に広 く棲 息 し、水 中で の有機

物 分解 の一翼 を担 って いるグラ ム陰 性 の従 属栄養細 菌 であ る。 この属の細 菌 の

多 くは非病 原性 の菌 種で あるが 、 ヒ トの疾 患の原 因 となる病原 性 の菌種 も 一部

には含 まれ て いる。1970年 代 の半 ば ま では、 ヒ トの疾 患 の原 因細菌 と して認

め られ ていた菌種 は、V.choleraeな らび にV.parahaemolyticusの わ ず か

2菌 種 で あっ た。す なわ ち、V.choleraeは 、何世 紀 にもわた り入類 に驚異 を

与 え続 けて いるコ レラ症(激 しい水 様性 の下痢症)の 原 因細菌 で 、この細菌 に

汚染 され た輸 入海 産物 に よる発 症例 が我 国 でも時折報 告 されて いる。 ただ し、

コ レラ症 を引 き起 こす のはv.choleraeの すべ ての菌株 で は な く、特定 の菌

体 抗原 〈01抗 原)を 持 つ菌株(V.choleraeO1)の みであ る。も う一 方 のV.

parahaemolyticusは 、Fujinoら に よ りシラス食 中毒の 原 因細菌 と して発見

された 。 そ して、我 国 において は、 発見 以来食 中毒 の原因細菌 と しては常 に上

位 にラ ンクされ、腸 炎 ビブ リオ とい う和 名で広 く知 られて いる菌種 であ る。 し

か し、 この2菌 種 以外 に、最 近 の研 究 に よ り次 々 と新 種 の病 原性Vibrio属

細 菌が 発見 され、現 在 では ヒ トの疾 患の原 因 となる菌種 は10菌 種 にのぼ っ て

いる(Tablel)1>。 これ らの 中で 、v.choleraenon-Ol(01以 外 の菌体抗 原

を持 つv.choleraeの 菌 株)、V.mimicus、V.parahaemolyticusお よびV.

fluvialisの4菌 種 は食 中毒 原因 菌 に指 定 され てい る。

前 述 の よ うに、Vibrio属 の細菌 は水系 に広 く棲息 して いる。 したが って 、

ほ とん どの感 染が 、創傷部位 の海水 等 へ の接 触(創 傷 感染)、 あ るいは、 細菌

に汚 染 された 魚介類 の生食(経 口感 染)に よ り起 こ って いる。 経 口感 染 では 、

細菌 が 消化管 内 に とどま り、そ こで病 原 因子 を産生 し胃腸 炎 を引 き起 こす場 合
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Table1.Diseasescausedbypathogenicirispecies

SpeciesPrimarydiseaseOtherdisease

Y.al文inolvticusWoundinfectionsSepticemiaO
titis

Y.幽01CholeraNone
nonOIGastroenteritisWoundinfections

Septicemia

V.cincnnatiensisMeningitisNone

y.fluvialisGastr°enteritisN°ne

y,furnissiiGastroenteritisNoney

,hollisae __GastroenteritisSepticemiaV

.metschnikoviiCholecystitisNone

Y,mimicusGastroenteritisWoundinfectionsO
titis

y.narahaemolvticusGastroenteritisWoundinfectionsy

,vulnificusSepticemiaGastroenteritis

WoundinfectionsPneumonia

が ほ とん どで ある。 しか しな が ら、宿主 の健 康状 態 に よっては、細菌 が消 化 管

壁 を破 壊 し、 血液 中も しくは リ ンパ液 中へ と侵入 し、重篤 な敗血症 を招 き死 亡

す る場 合 も あ る。 とくに最近 で は、高齢 化社会 の到来 、な らび に、医療技 術 の

進 歩 によ りimmunocompromisedhost(易 感染性 宿 主)が 増 加 して きて い るの

で 、 日和見 感 染症 としてV.vuinificusな どの菌 種 による敗血 症の症 例 の報

告 が増 えて き ている。

1970年 にRoland2>は 、海 水 浴 とハマ グ リ拾 いの あ と左下肢 に壊疽 が起 こ っ

た症例 か らVibrio属 の細菌 を分離 した 。そ して、 こ の報 告以降 、 ヒ トの創 傷

部 位 あ るい は血液 か ら類 似 の性 状 を持 った細菌 があ い ついで分離 された 。 これ

らのVibrio属 細菌 は、V.parahaemolyticusと して当初 は分類 されて いたが、

ラ ク トース を遅 れ て分解 す る点 でV.parahaemolyticusと は区別 され る こと

よ り、1976年 にHollisら3)が このvibrioをlactose-positivevibrioと

呼称 した 。そ の後 、Farmer4)がV.vulnificusと 命名 し現 在 に至 って いる。

-2一



な お、V.vulnificusと い う名 称は創 傷(vulnus=wound)に 由来 して いる。

V.vulnificusは 、創傷 感染 症 と敗 血症 の2つ の タイプ の感 染症 を引 き起

こすi・5,8,7,8)。 創傷感 染症 で は、海 水 等 にさ らされた創傷 部位 に、腫脹 、発

赤 、紅 斑 が まず現 われ 、やが て激痛 を訴 え る と共 に、水疱 、壊 死性潰瘍 の形成

へ と進 行 す る。敗 血症型 の感 染症 は、 日和見 的 な疾 患 であ り、肝 疾患 ある い は

糖 尿病 な どの基礎 疾 患 を持 ち、 生体 の感 染 防御 能力 が低下 して いる高齢 の 男性

にお ける症例 がほ とん どである 。そ して 、症状 は重 篤 な場合 が多 く、致命 率 は

50%と 高 い。敗血症 型 では、 多 くの症例 にお いて、 悪寒 、発熱 、低 血圧 な ど

の敗血症 の症 状 に引 き続 いて、 四肢 に紅斑 、水 疱、 出血斑 の形 成 な ど、創 傷感

染 症 と類 似 した皮 膚 の2次 病 変 が出 現す る。我 国にお いて は、1978年 に最 初

の症例 が報 告 され て以来 、毎年 年間 に数症 例 が報告 され て いる8)。 そ して、 そ

の ほ とん どが敗血症 型 の感染 であ る。

一 方
、 実験 動物 を使 った感染 モデ ル 実験9・10・iDも 行 われ て いる。 ヒ トにお

ける感 染症 の場合 と同 じように 、生 きた菌 体 を皮下 に接種 した場合 には、血 管

透過性 の亢進 に よって血漿成 分 が血 管 外へ 漏 出 し、浮腫 の形成 と極端 な血液 濃

縮(ヘ マ トク リッ ト値 は、70%に まで上 昇す る)が 起 こる。 さ らに、組 織 の

破壊 、菌 体 の血液 中へ の侵入 によっ て菌 血症 も起 こるので 、動物 は数 時間 以 内

に死亡す る。 また、腸管 内 に投 与 した場 合 には、腸 管 壁 の破壊 、菌体 の生体 内

へ の侵 入 によ って菌血症 が起 こ り、2次 的 な皮 膚障害 は出現 しな いが 、動 物 は

24時 間以内 に死亡 している。 しか し、 これ に対 して死菌 を投与 した場合 には、

いか な る病 変 も出現 して いな い。

Vibrio属 の細菌 による非 消化器 系疾 患(創 傷 感染 、敗血 症 な ど)は 、も っ

とも頻 度 の高 いV.vulnificusに よ る感 染症 で も、年 間数 症 例 が報 告 され て

い るにす ぎな い(た だ し重症 例 や珍 しい症 例 のみが症 例報 告 と して公表 され 、

一般 的な軽症例 は全 く調査 されて いな いのでその実態 は不明で ある) 。 しか し、
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海 産物 を生食 す る習慣の ある我 国で は、水系 に広 く棲 息す るVibrio属 の細 菌

と接 触 す る機 会 は多 いと考 え られ る。 よ って、immunocompro皿isedhostの 増

加 に伴 い、 これ らの細菌 によ る感染 症(と くに 日和 見的な疾 患 で ある敗血 症)

が 今後 さ らに増 加す るも の と予想 され る。 そ こで著者 は、代 表 的な非 消化器 系

疾 患の原 因 とな るVibrio属 細菌 で あるV.vulnifcusの 病 原性 を解 明す るた

め 、そ の病 原 因子 に着 目した。特 に 、この細菌 による感染症 の特 徴 である皮 膚

病 変の発現 に関係 して いる因子 に焦 点 を絞 り研 究 を行 った 。そ の結果 、菌 体 外

に分 泌 され る金 属 プ ロテ アーゼ(VVP)が 、血 管透 過性亢 進 作 用 を持つ 炎症 の

ケ ミカル メデ ィエ ー ター を遊離 させ 、皮 膚病 変の発現(と くに浮 腫の形成)に

深 く関与 して いる ことを明 らか に した。 さ らに、生体 内(血 漿 中)にVVPの

不活性 化 因子 が存在 して いる こ とも見 出 し、この因子 によるVVP不 活性 化 の

機構 に関 して も検 討 した 。
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本 論

第1章V.vulnificusproteaseに よ る血 管透過性 亢進 の機構

第1節 序論

緒 論 で述 べ た よ うにv.vulnificus感 染症 の特 徴 は、浮 腫 、壊 死性 潰瘍 な

どの皮 膚病 変 の発 現 であるi・5・6・7・8)。一 方、感 染 モ デル実IE21°〉で は、 生菌

接種後 数時 間 以内 に浮腫 が形成 され 、極端 な血 液濃縮 が起 こ り動 物が死 亡 して

いる。 しか し、死菌 を接種 した場合に は血液濃縮 は観察 され ていない。つ ま り、

V.vulnificusの 生菌 は、血管 透過性 を亢 進 させて浮 腫 の形成 を引き起 こす 因

子 を分 泌 して お り、 この因子 が重要 な病原 因子 である と考 え られ る。

V.vulnificusが 分泌 す る因子 と しては、cytolysin(細 胞 溶解毒 素)、 プ

ロテ アーゼ 、 スル フ ァターゼ 、ホス ホ リパ ーゼ な どの種 々の加水 分解酵素 、 そ

して、Fes+に 特 異 的な低 分子 の キ レー ト化合物 であ る シデ ロフ ォァな どが知

られ て いる。 この細菌 がcytolysinを 分泌 す る ことは、1981年 にKregerと

Lockwood12>に よ り報 告 された 。Cytolysinは 分子 量56kDaの 疎 水性 の 高 い

蛋 白質 で、細胞膜 の コレステ ロール と結 合 した のち、膜上 で数分 子が 会合 して

直径3n皿 前 後の穴 をあ け多種 類 の細胞 を破壊 するi3'14>15,iB)。 この毒素 を

マウ ス の皮膚 に接 種 する と、組 織 が破壊 され蜂 巣炎が形成 され る ので、菌体 の

生体 内へ の侵 入 にcytolysinが 関与 して いる と考 え られ て いる生7)。スル フ ァ

ターゼ は、 ドデ シル硫酸 ナ トリウム(SDS)を 無機 硫 酸 と水 に不溶性 の ドデ シ

ル アル コール に分解 す る。 したが って 、V.vulnificusはSDSを 添 加 した培
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地上 で は、 そ のコロニー の周 囲 に ドデ シル アル コー ル の蓄 積 によ りhaloを 形

成 す る。 この性状 を利用 して、SDSを 含 ん だ選択 培地 が考 案 され、環境分 離株

の簡便 な 同定 に利 用 され てい る18,19)。 しか し、 この酵素 は精製 され て いな い

の で、生 化学 的性状 あ るいは病 原 因子 としての役割 な どは不明 である 。プ ロテ

ァーゼ は1985年Kotharyとgreger2°)に よ り部 分精 製 され 、一 部 の性 状 が

報 告 され て い る。

さて、 生体 の生理機 能 の調節 な らび に恒 常性 の維持 に、プ ロテ アーゼ とその

阻害 因子 が重 要な役割 を担 って いる こと は周知 の事 実 である。 したが って 、病

原 微生物 のプ ロテ アーゼな どの外来 性 プ ロテ アーゼ の侵入 に よって、生体 内の

プ ロテ アーゼ ープ ロテアーゼ 阻害 因子 のバ ランスが くず され る と、生体 は危機

的な状 態 に陥 る と考 え られ る。 ところで、 日和見病 原 細菌 であ るPseudomonas

aeruginosaやSerratiamarcescensは 菌体外にプ ロテアーゼ を分泌 して いる。

これ らの分 泌性 プ ロテアーゼ は 、生体 に備 わ って いる種 々の感染 防御 機構 を破

壊 す るの で、細 菌 の病原 性 と深 く関係 して いる と考 え られ て いる21・22)。 しか

も、S.marcescensの 分 泌性 プ ロテ ア ーゼ にお いて は 、ハ ーゲ マ ン因子 一血 漿

カ リク レイ ンーキニ ン系 を活性 化 し、血 管透過性 を亢 進 させる こ とも報告 され

て いる23'24)。V.vulnificusの 場 合 にもすべ ての菌 株が プ ロテ アーゼ を分 泌

して いるの で、著 者 はV.vulnificusの 病原 因子 と して、分 泌性 プ ロテ ア ー

ゼ(V.vulnificusprotease:VVP)に 着 目した。 そ して 、VVPを 精 製 しその

性 状 に関 して研究 した結 果、VVPがP.aeruginosaやS.marcescensの 分泌

性 プ ロテ ア ーゼ 同様、Zn1分 子 を含 む金 属プ ロテ アーゼ で あ るこ とを明 らか

に した25)。 最 近 、KotharyとKreger26)もv.vulnificusの 他 の菌 株か ら、

著 者の報 告 したプ ロテ アーゼ と性状 が よ く一致す る金 属プ ロテ アーゼ を精 製 し

た。 さ らに、著 者 は このVVPが 血 管透 過 性 を亢 進 させ る因子 で ある こ と を見

出 した ので、 この章 ではWPに よ る血 管 透過 性 尤進 の機 構 につ いて検 討 した
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結 果 を報 告 す る 。

第2節 ラ ッ トの 皮 膚 に お け る血 管 透 過 性 亢 進 の機 構

【実 験 材 料 お よ び 実験 方法 】

1)UVP

VVPは 敗 血 症 患 者 の 血 液 か ら分離 さ れ たV.vulnificusL-180株 の 培 養 上

清 か ら精 製 した25)。L-180株 をPY培 地(1%bactopepton、0.5%yeast

extract、2%NaCl、pH7.5)で37℃ 、24時 聞 振 と う(140cycles/min)

培 養 した の ち 、7,000Xg、50分 間 の遠 心 操 作 を行 い培 養 上 清 を 回収 した 。 次

に 、 培 養 上 清 をYM30メ ン ブ レン(Amicon、Lexington、Mass.、U.S.A.)で

濃 縮 後 、20祕 トリス ー塩 酸 緩 衝 液(pH8.5)で 平 衡 化 し て お い たSephacryl

S-200カ ラム(2by95cm)で ゲル ろ過 を 行 っ た 。 得 られ た 各 分 画 に つ い て 、

azocaseinに 対 す る 分 解 活 性 を測 定 し活 性 の あ った 分 画 を 回収 した 。 この 回 収

した 分 画 を20畷 トリス ー塩 酸 緩 衝 液(pH8.5)で 平 衡 化 して お いたMonoQ

HR5/5カ ラ ム(PharmaciaLKB、Uppsala、Sweden)に 添 加 した 。 そ し て 、 同

じ緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 した の ち、OMか ら0.5MのNaClの 直線 型 濃 度 勾

配 を か け 、 活 性 の あ っ たNaCl濃 度0.3M付 近 の 分 画 を 回 収 した 。 得 られ た

最 終 標 品 は高 度 に精 製 さ れ て お り、 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳動(PAGE)

27>な らび にSDS存 在 下 で のPAGE(SDS-PAGE)m)で1本 の バ ン ドを示 した

の で 、 こ の標 晶 を精 製VVPと して 使 用 し た 。

2)血 管 透 過 性 の 亢 進 作 用 に対 す る 抗 ヒ ス タ ミ ン剤 の 効 果

0.9%NaC1溶 液 で希 釈 した60pmol(3.0μg)、20pmo1(1.0μg)お

よ び6pmol(0.3μg)のWP(100μ1)を 単 独 、 あ る い は 、1μgの ジ フ ェ
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ンヒ ドラ ミン(興 和 、名 古屋 、愛知)と 混 合 して、 予め5%の エバ ンス ブル

ー(1ml/kg)を 静 注 して お いたWistar系 雄性 ラ ッ ト(180-220g)の 背部

皮 内 に接種 した。15分 後皮 膚 を剥 ぎ と り、血管 透 過性 が亢 進 した ことに よ り

血 管系 か ら漏 出 して きた、エ バ ンス ブル ー一 アル ブ ミン複 合体 によ って形 成 さ

れた青 色斑 の 直径 を測定 した 。

3)肥 満細胞

肥 満細胞 はSugiyamaの ア ラ ビア ゴム重層 比重 法zs)に 従 ってWistar系 雄

性 ラッ トの腹 腔か ら分離 した 。分離 した細胞 は、0.01%ウ シ血 清アル ブ ミン

を含む リン酸 緩衝 生理食塩 水(154祕NaC1、2.7祕KCI、0.9祕CaC12、6.7

祕k2HPO4-Na2HPO4、pH7.2)に105cells/mlの 濃度 にな る よ うに懸濁 し使

用 した 。

4)ヒ ス タ ミン と乳酸脱 水 素酵 素(LDH)の 定量

肥 満細胞 の懸濁 液(0.5ml)に 、1:ipmo1のVVP(10μ1)を 加 え37

℃ で保温 した。3分 後、4.5皿1の 氷冷 した生理食塩 水 を加 え反応 を停 止 させ 、

4℃ で3,000Xg、15分 間遠心操 作 を行 った 。そ して、得 られ た上清 と沈 渣

の ヒス タ ミン量 をShoreら の蛍光法3°)で 定量 し、 ヒス タミ ンの遊離 率(全 ヒ

ス タ ミン量 に対す る上清 の ヒス タミ ン量)を 算 出 した 。 さらに、上 清 と沈 渣 の

LDH活 性 をRoyら の方法31)に 従 って測 定 し、LDHの 漏 出率 を算 出 した。な お、

沈 渣 の場 合 には、 予め0.01%TritonX-100で 細 胞 を破 壊 した のち 、LDHの

活性 を測定 した。

【実 験結 果 】

ラ ッ トの皮 内にVVPを 投 与 する と、数 分以 内 に、VVPの 濃 度 に依 存 して青

色斑が形成 され(Fig.1)、VVPに 血管 透 過性 を亢進 させ る作 用 のあ る こ とが

示 され た。血管透過性 を亢進 させ、炎症 を引 き起 こす メデ ィエー ターと しては、
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ヒス タ ミン、 ブラ ジ キニ ンが知 られ て いる。そ こで、VVPの 血 管透過性 亢進 作

用 にお ける これ らの メデ ィエー ター の関与 を検 討す る ため 、まず 、抗 ヒス タ ミ

ン剤 で ある ジフ ェ ンヒ ドラ ミンの効 果 を調 べた。そ の結果 、1.0μgの ジフ ェ

ンヒ ドラ ミンの同時投与 で、血管透過性 の亢進作用が強 く抑 え られ(Fig.1)、

ヒス タ ミンの 関与 が示唆 され た 。

   Fig. 1. Effect of  diphenhydramine on the permeability reaction of VVP. (A) VVP 
alone. (B) VVP mixed with 1  Alg of diphenhydramine . VVP amounting to 60 (1), 

20 (2), or 6 pmol (3) was injected into the dorsal skin of a rat , and the blueing 
spot was measured at 15  min postinjection.

ヒス タ ミンは、肥 満細 胞の顆 粒 中 に局 在 してお り、肥 満細胞 が ある刺激 に応

答 して 顆粒 を放 出 した場 合、 あ るい は、肥 満細胞 が破壊 され た場 合に細胞 外 に

出て くる 。そ こで次 に、 ヒス タ ミンの貯蔵 細胞 であ る肥 満細胞 をラ ッ トの腹腔

か ら分 離 し、VVPと37℃ で保 温 し、遊 離 ヒス タ ミン量 を測定 した。 そ の結

果 、Fig.2に 示 したよ うに、30秒 以 内に脱 顆粒 が起 こ りヒス タ ミンが細胞 外

へ 分泌 された 。 しか し、細胞 質酵素 で あるLDHの 細 胞外 へ の漏 出は観 察 され

な か った ので、細胞 は破壊 され ていな い と判断 された 。

 -  9



A

   Fig. 2. Histamine release and LDH leakage from isolated rat mast cells induced 
by  VVP. Mast cells were incubated at 37 C for 3  min with  VVP, and then histamine 
release  (II) and LDH leakage (0) were determined .

　 したが って 、ラ ッ トの皮膚 にお いて は、WPの 肥 満細 胞 に対 す る直接作 用 に

よ って、開 口分 泌 による ヒス タ ミン遊 離 が誘発 され、遊 離 され た ヒス タ ミンの

作 用によ り血 管透 過性 が亢進 した と考 え られた 。

　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　 　 【考 察 】

　 V.vulnificusに よる感染症 にお いて は、血管透過 性 を亢進 させる因子 が 、

疾 患 と深 く関 係 して いる と考 え られ て いる。既 に、S.　marcescensの 分泌 す る

プ ロテ アーゼ に血 管透過性 を亢進 させる作 用が ある こ とが知 られ て いる23,24)

の で、著 者 も この細菌 が分泌 す るVVPに 着 目した。 そ して、 このWPを ラ ッ

トの皮 内に接 種 した ところ、短 時間 の内 に血管 透過性 が亢進 し血漿 中の アル ブ

ミンが血管 外 へ漏 出 した 。そ こで、 この血 管透 過性 亢進 の機構 について解 析 し

た。そ の結 果 、透過 性 の亢進 作 用が 、抗 ヒス タ ミン剤 で強 く抑 制 され た こ と、

お よび 、 ラ ッ トの腹 腔 よ り分離 した肥 満 細胞 をVVPと 保温 す る と30秒 以 内

　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 一10一



に 開 口分 泌 に よ る ヒ ス タ ミン遊 離 が 起 こ った こ とか ら、WPが 肥 満 細 胞 に 直 接

作 用 し、 ヒス タ ミ ン遊 離 を誘 発 し、遊 離 され て く る ヒ ス タ ミ ンの作 用 に よ っ て 、

血 管 透 過 性 を 亢 進 さ せ て い る と い う 機 構 が 考 え られ た 。

肥 満 細 胞 に 直接 作 用 し 、 ヒ ス タ ミ ン の遊 離 を 誘 発 す る 因 子 は 、 多 数 知 ら れ て

い る 。 しか し、 プ ロ テ ア ー ゼ に 関 す る報 告 は わ ず か 数 例 しか な い32,33,34)。

し か も 、 そ の す べ て が 、 哺 乳 動 物 由 来 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ(セ リ ン残 基 が 活

性 の 発 現 に必 須 の プ ロ テ ア ー ゼ)で あ る 。 これ に対 して 、VVPは 細 菌 か ら 分 離

さ れ た 金 属 プ ロ テ ァ ー ゼ(Znが 活 徃 発 現 に 必 須 の プ ロテ ア ー ゼ)で あ り 、 異

質 な 存 在 で あ る 。 今 日 ま で 、 いず れ の プ ロ テ ア ー ゼ に お いて も 、 ヒ ス タ ミ ン遊

離 を誘 発 す る機 構 は ほ と ん ど明 らか に さ れ て い な い。 した が っ て 、VVPが 多 く

の プ ロテ アー ゼ に 共 通 した機 構 で 、 あ る い は 、 全 く異 な る独 自の 機 構 で 、 ヒ ス

タ ミ ン遊 離 を誘 発 して い る の か は興 味 の も た れ る点 で あ る。

第3節 モ ル モ ッ トの 皮 膚 に お け る 血 管 透 過 性 亢 進 の 機 構

【実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法 】

1)試 薬 お よ び 材 料

ジ フ ェ ンヒ ドラ ミ ン は興 和(名 古 屋 、 愛 知)よ り購 入 した 。SQ20881(テ プ

ロ チ ド:pGlu-Trp-Pro-Arg-Pro-Gln-11e-Pro-Pro)お よ び 大 豆 トリプ シ ン イ

ン ヒ ビ タ ー(SBTI)は 、SigmaChemical(St.Louis、Mo.、U.S.A.)の 製 品 を

使 用 した 。Carbobenzoxy-phenylalany1-arginine-4-methyl-coumaryl-7-amide

(Z-Phe-Arg-MCA)とproly1-phenylalany1-arginine-MCA(Pro-Phe-Arg-MCA)

は 、 ペ プ チ ド研 究 所(箕 面 、 大 阪)よ り入 手 した 。 モ ル モ ッ トの ハ ー ゲ マ ン因

子 お よ び 血 漿 プ レ カ リ レイ ンは 、 そ れ ぞ れYamamotoとCochraneの 方 法35)、
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Imamuraら の 方 法36)に 従 って 、Hartley系 モ ル モ ッ ト(300-700g)の 血 漿

よ り精 製 した 。 コ ー ン ト リプ シ ンイ ン ヒ ビ タ ー(CTI)はHojimaら の 方 法37)

に 基 づ い て精 製 した 。 これ らの 蛋 白質 は 、SDS-PAGE28)に よ っ て 均 一 に精 製 さ

れ て い る こ と を確 認 した 。

2)血 管 透 過 性 の亢 進 作 用

V.vulnificusL-180株 の 培 養上 清 よ り精 製25)し たWP(6-60pmol)を

予 め5%の エバ ン ス ブ ル 巴(1ml/kg)を 静 注 して お い たHartley系 雄 性 モ

ル モ ッ ト(400-500g)の 背 部 皮 内 に接 種 した 。15分 後 皮 膚 を剥 ぎ と り、 血

管 透 過 性 が 亢 進 した こ と に よ り血 管 系 か ら漏 出 して き た 、 エ バ ン ス ブ ル ー 一 ア

ル ブ ミ ン複 合 体 に よ っ て 形 成 さ れ た 青 色 斑 の 直 径 を測 定 した 。

ジ フ ェ ン ヒ ドラ ミ ン(1μg)、SQ20881(5nmo1)お よ びSBTI(5nmol)

の 効 果 を検 討 す る 場 合 に は 、 これ らの試 薬 をVVPと 混合 して 皮 内 に接 種 した 。

3)VVPに よ る 血 漿 プ レ カ リ ク レイ ン の活 性 化

血 漿 プ レカ リク レ イ ンの 活 性 型 へ の変 換 つ ま り血 漿 カ リ ク レ イ ンの 産 生 は 、

Uchidaら の 方 法38)を 改 良 し て 測 定 した 。150祕NaC1お よび0.05%poly-

brene(Sigma)を 含 む20mMト リス ー塩 酸 緩 衝 液(pH8.0)1.8m1に 、 モ ル

モ ッ トの血 漿(200μ1)と0-200pmolのVVP(100μ1)を 加 え 、 さ らに 、

血 漿 カ リ ク レ イ ン に 対 す る 基 質 であ るZ-Phe-Arg-MCA(最 終 濃 度0.2祕)を

添 加 し30℃ で 保 温 した 。 そ して 、 血 漿 カ リ ク レ イ ン の作 用 に よ っ て 、 基 質

か ら遊 離 され て く る7-amino-4-methyl-coumarin(AMC)の 量 を370nmに お

け る吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り経 時 的 に定 量 した 。

4)精 製 した ハ ー ゲ マ ン 因 子 お よび 血 漿 プ レカ リ ク レ イ ンの 活 性 化

200p皿01のVVP(50μ1)を150mMNaC1、0.02%NaNsお よび0.01%

ウ シ血 清 アル ブ ミ ン を含 む20mMト リス ー塩 酸 緩 衝 液(pH7.4)950μ1と
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混 合 した。 この混合 液 に、ハ ーゲマ ン因子 の活性 化 を調べ る場合 には、ハ ーゲ

マ ン因子(200pmo1)とPro-Phe-Arg-MCA(最 終 濃 度0.1mM)、 血漿 プ レカ

リク レイ ンの活性 化 を調 べ る場 合 に は、血 漿 プ レカ リク レイ ン(180pmol)と

Z-Phe-Arg-MCA(O.1祕)を 加 え、37℃ で保 温 した 。そ して 、 これ らの基 質

か ら遊離 され て くるAMCの 量 をKatoら の蛍 光 光度法(励 起 波長380nm、 蛍

光波長460nm)39>に 従 って経 時的 に測 定 した 。

【実験 結果 】

モルモ ッ トの皮 膚 にVVPを 投与 した 場合 にも 、 ラ ッ トの皮膚 の場合 と同様

に、数 分 以内 にVVPの 濃 度 に依存 して血管透 過性 が 亢進 し青 色斑が形 成 され

た 。 しか しな が ら、 ラ ッ トの皮 膚 の場合 とは異 な り、 この作用 に抗 ヒス タ ミン

剤 はほ とん ど効果 が なか った 。 そこで 、も う一 つの メ ディエ ータ ーで ある ブ ラ

ジキニ ンの関与 が考 え られた 。

プラ ジキニ ンは、ハ ーゲマ ン因子 一血漿 カ リクレイ ンーキニ ン系の活性 化 に

よ り産 生 され る(Fig.3)。 この系 の活性 化 の最初 の段 階は、 内因系 の血 液凝

固 の開 始段 階 でもあ るハーゲ マ ン因子 の活性 型 への変 換 であ る。次 に、活 性 型

ハーゲ マ ン因子 が、血漿 プ レカ リク レイ ンを限 定分解 し、活性 の ある血漿 カ リ

クレイ ンに変換す る。 この血漿 カ リク レインは、positive-feedback的 にハ ー

ゲマ ン因子 を活性 型 に変換 す る一 方 で、高分子 型 キニ ノーゲ ンか らブラ ジキニ

ンを切 り出す 。この切 り出された ブ ラジキニ ンが強力 な血 管透過 性亢進 因子 で

あ り、血 漿蛋 白質 の血管 外へ の漏 出 を引 き起 こす。 しか しなが ら、ブ ラ ジキニ

ンは、短 時 間 の内に 、ア ンジオテ ン シ ン変換酵 素な らび にカル ボ キシペ プ チ ダ

ーゼNに よ って
、 不活性 なペ プチ ドに分解 され る 。一方 、活性 型ハ ーゲ マ ン

因子、 血漿 カ リク レイ ンおよび ア ンジオテ ンシ ン変換 酵 素の特異 的な阻 害剤 と

して、 それ ぞ れ、CTI、SBTIな らび にSQ20881が 知 られて いる。
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Fig. 3. Schema of  Hageman  factor—plasma  kallikrein—kinin system.

CTI、SBTIな らび にSQ20881は 、 いずれもVVPの 蛋 白質 を分解す る活 性

(azocaseinに 対 す る分解 活性)25)に は全 く影響 を与 えな か った。 そ こで、

モ ルモ ッ トの皮 膚 にお ける血管透過 性 の亢進 作用 に、 プラ ジキニ ンが関与 して

い るのか検 討す る最 初 の方法 と して 、 これ らの阻害 剤 をVVPと 混合 して皮 内

に接種 しその効果 を調べ た。Fig.4に 示 したよ うに、VVPの 血 管透過 性亢 進作

用 は、 ブラジ キニ ンを活 性 のな いペ プチ ドに分解 す る酵 素 であ るア ンジオテ ン

シ ン変 換酵 素 の働 き を阻 害す るSQ20881(5n皿ol)の 同時投与 によっ て3倍

以上増 強 された 。逆 に、透過性 の亢進 作 用 は、 ブ ラジ キニ ンを産 生す る酵 素 で

あ る血 漿 カ リク レイ ンの働 き を阻害 す るSBTI(5mo1)に よ ってほぼ完 全 に

抑 え られ(Fig.5)、 活性型 ハーゲ マ ン因子 に対す る阻害 因子 で あるCTIの

同時投与 で は50%抑 制 され た。
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   Fig.4. Effect of SQ 20881 on the permeability reaction by VVP. (A) VVP alone. 
(B) VVP mixed with 5  nmol of SQ 20881. VVP amounting to 60 (1), 20 (2), or 6  pdol 
(3) or saline (4) was injected into the dorsal skin  of'a guinea pig, and the blue-
ing spot was measured at 15  min postinjection.

   Fig. 5. Effect of SBTI on the permeability reaction by VVP. (A)  VVP alone. 
(B) VVP mixed with 5 nmol of SBTI. VVP amounting to 60 (1),  20  (2), or 6 pmol (3) 
was injected into the dorsal skin of a guinea pig, and the blueing spot was measured 
at  15  min postinjection.
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次 に 、モル モ ッ トの血漿 に、VVPと 血 漿 カ リクレイ ンに対 す る特異 的な基 質

(Z-Phe-Arg-MCA)を 加 え、血 漿 プ レカ リク レイ ンの活性 型 へ の変換 を酵 素 的

な手 法 で調 べ た。VVPを 添 加 しな い場 合 、基質 か らのAMCの 遊 離量 はわず か

で あっ た。 しか し、VVPを 添加 する と、VVP自 身 には この基 質 を分解 する作 用

が な い にもか かわ らず、多 量 のAMCが 基 質か ら遊 離 し、VVPの 添加 に よ って

血漿 プ レカ リク レインが 活性 のある血漿 カ リク レイ ンに変 換 されて いる こ とが

示 され た(Fig.6)。 な お、 この血漿 カ リクレインの産生 作用 は、血 漿プ レカ

リク レイ ンに対 す る抗体 で90%、 ハ ーゲ マ ン因子 に対 す る抗体 で70%阻

害 され た。 よ って、モル モ ッ トの皮膚 に お いて は、血 管透 過性 の亢進 が、 ハ ー

ゲマ ン因子 一血漿 カ リク レイ ン ーキ ニ ン系 の活 性化 に基 づ いて いるこ とが 強 く

示 唆 された 。

   Fig. 6. Activation of plasma prekallikrein by VVP in vitro. Guinea pig plasma 
(0.2 ml) was incubated with VVP amounting to 200  (•) or 100  (^) or with saline 

 (A) in the presence of  Z  -Phe  -Arg  -MCA, a substrate of plasma kallikrein. The amount 
of  AMC released by degradation of the subtrate was then measured.
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そこで、透過性 亢 進 の機構 を より明確 にす るため 、モ ル モ ッ トの血漿 か らハ

ーゲマ ン因子 と血 漿 プ レカ リク レイ ン を精 製 し、 これ らの前駆 体 がVVPの 作

用 によ り活性型 に変 換 され るか検 討 した 。ハ ーゲマ ン因子 あ る いは血漿 プ レカ

リク レイ ンをVVPと 保 温 し、前駆 体 の活 性型 へ の変換 を活性 型 に対す る特 異

的な基 質の分解 量 を定量 す るこ とに よ って調べ た。 そ の結 果、 両方 の前駆 体 と

もVVPの 添 加 によ って基 質 を分解 で きる ように なっ た(Fig.7、Fig.8)。

しか し、VVP単 独 で は どち らの基 質 も分解 され なか った。 した が って 、 この結

果 は、 ハーゲ マ ン因子 と血漿 プ レカ リク レインの両 方が、VVPに よって活 性 型

に変換 された ことを示 して いる。

   Fig. 7. Activation of Hageman factor by VVP. VVP (200  pmol) was added to 200 
pmol of purified guinea pig Hageman factor in a total volume of 1 ml in 20 mM Tris-
HCI buffer (pH  7:4) containing 150 mM NaC1 and 0.01  %  bovine  serum albumin. 
Immediately after addition of  Pro-Phe-Arg-MCA, a substrate of activated Hageman 
factor,  AMC liberation was measured continuously at 37 C.  (•) Hageman factor 
mixed with VVP.  (())  Hageman factor alone. 
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   Fig. 8. Activation of plasma prekallikrein by  VVP.  VVP (200 pmol) was added 
to 180 pmol of purified guinea pig plasma prekallikrein in a total volume of 1 ml in 
20 mM  Tris  -HC1 buffer (pH 7.4) containing 150 mM  NaCI and 0.01  % bovine serum 
albumin. Immediately after addition of  Z-Phe-Arg  -MCA, a substrate of plasma  kalli  - 
krein,  AMC liberation was measured continuously at 37 C.  (•) Plasma prekallikrein 
mixed with  VVP. (0) Plasma prekalikrein alone.

これ らの結 果か ら、モル モ ッ トの皮膚 において は、VVPは 一般 的な ハー ゲマ

ン因子 の活性 型へ の変換 に加 え、血漿 プ レカ リク レイ ンも活性 型 に変換 させ る

という新 しい機構 に よって、ハ ーゲ マ ン因子 一血漿 カ リク レイ ンーキニ ン系 を

活 性化 させ 、 その結果 として産 生 されて くるブ ラジ キニ ンの作 用 によ って 、血

管 透過性 を亢進 させ ている と考 えられ る(Fig.9)。
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    Fig. 9. Activation scheme of Hageman  factor--plasma  kallikrein--kinin system 
by  VVP.

【考察 】

VVPを モルモ ッ トの皮膚 に投与 した場合 にも、ラ ッ トの皮膚 の場合 と同様 に、

短 時間 の内 に血管 の透過性 が亢進 した。 しか し、ラ ッ トの皮膚 の場合 とは異 な

り、透過 性亢 進作 用 は抗 ヒス タ ミン剤 では抑 え られな か った。モル モ ッ トの皮

膚 の場合 、 この作 用 は血漿 カ リクレ イ ンの阻害剤 で あ るSBTIで 完全 に抑 え ら

れ 、逆 に ア ンジオ テ ンシ ン変換 酵素 の阻 害剤 では3倍 以上増 強 された 。 さ ら

に、モル モ ッ トの血漿 にVVPを 添 加す る と、血漿 プ レカ リク レインが活性 型

である血漿 カ リク レインに変換 され た。 そ こで 、ハ ー ゲマ ン因子 一血漿 カ リク

レインー キニ ン系 の活性化 に よる血 管透過 性亢進 の機 構 が考 え られた。既 に、

S.marcescensの 金属 プロテ ア ーゼ(56kDaプ ロテ アーゼ)が 、こ の系 を活

性 化 して血 管透 過 性 を亢進 させ る こ とが知 られ て いる23'24>。56kDaプ ロテ

アーゼ の場合 、ハ ーゲマ ン因子 一血 漿 カ リクレインー キニ ン系 の活性 化 は、 ハ

ー ゲマ ン因子 を限定 分解 して活性型 ハ ー ゲマ ン因子 を産生 す る こ とに基 づ いて

い る23)。 した が って、活性型 ハー ゲマ ン因子 に対す る阻害 剤 であるCTIを 混

合 して投 与す る と、56kDaプ ロテ アーゼ の血管 透過 性亢進 作 用 は完 全 に抑 え
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られ る23・24>。VVPの 場 合 にもCTIの 効 果 を検 討 したが、血 管透過性 亢 進 作

用 は部 分 的に しか抑制 されず 、VVPが56kDaプ ロテ アーゼ とは異 な る機 構 に

よ って この系 を活 性化 して いる と考 え られ た。 そ こで、モル モ ッ ト血 漿 よ り精

製 したハ ー ゲマ ン因子な らび に血漿 プ レカ リク レイ ンにVVPを 作用 させ た。

その結 果 、WPは 両 方の前駆 体 を活性 型 に変換 した。 したが って 、モル モ ッ ト

の皮膚 にお け るVVPの 血管 透過性 亢進 の機 構 と して は、ハ ーゲ マ ン因子 と血

漿 プ レカ リク レイ ンの両 方 を活 性型 へ変換 させ る こ とによって、 ハーゲ マ ン因

子 一血 漿 カ リクLイ ンー キニ ン系 の活性 化 を引 き起 こ し、産生 されて くる ブラ

ジキニ ンの作 用 で血管透過性 を亢進 させ る という機 構 が考 えられ る。つ ま り、

今 日まで一般 に、 ハー ゲマ ン因子 一血漿 カ リク レイ ンーキニ ン系 の活性 化 の 開

始機 構 は、 ハ ーゲ マ ン因子の活 性型ハ ーゲ マ ン因子 へ の変換 で ある といわ れ て

いたが 、WPは 血漿 プ レカ リク レイ ンも活性型 に変 換 させ ると いう新 しい機 構

によ って この系 を活性化 する こ とが示 され た。

ヒス タ ミンの貯蔵 細胞 であ る肥 満細胞 の各種 刺激 に対す る応 答性 には種 差 が

ある32)。 す なわ ち、 ラ ッ トの肥満 細胞 は応答 性 が よ く、数 多 くの因子 に よる

刺激 に対 して応 答 し、脱 顆粒 を起 こ しヒス タ ミ ンを遊 離す る。 これ に対 して 、

モル モ ッ トの肥 満細 胞 は応答 性 が悪 い。 一 方、ハ ーゲ マ ン因子 一血漿 カ リク レ

インーキニ ン系 を構成 して いる因子(ハ ーゲマ ン因子 、血漿 プ レカ リク レイ ン、

高分 子 型 キニ ノー ゲ ン)の 血漿 濃度 にも種 差が あ る40)。 す な わち、 モル モ ッ

トの血 漿 申 には いず れの 因子 も高濃 度 に含 まれ ている が、ラ ッ トの血漿 で は こ

れ らの 因子 の濃度 は低 い。 した がって、VVPは ヒス タ ミンの遊離 を誘 発す る機

構 、な らび に、ブ ラ ジキニ ンの産生 系 を活性化 させ る機構 とに よ って血 管透 過

性 を亢進 させ るけれ ども 、ラ ッ トとモ ル モ ッ トで は2つ の機 構 の発達 の程 度

が それ ぞれ異 なっ ている ため、観察 され た透過性 亢進 の機構 が一 方 に偏 ったの

で あろ う。
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第4節 小括

WPを ラッ トあるいはモルモッ トの皮内に接種すると、直ちに血管の透過性

が亢進 し血漿成分が血管外へ漏 出した。このVVPに よる血管透過性亢進 の機

構 を解 析 した。その結果、VVPは 肥満細胞 に直接刺激 を与 え、ヒスタミンの遊

離 を誘発する機構、および、ハーゲマン因子と血漿 プレカ リクレインの両方の

前駆体 を活性型に変換 させることによりハーゲマン因子一血漿 カリク レインー

キニン系の活性化 を引き起 こす という新 しい機構 とによって、血管透過性 を亢

進 させ ることが示 された。
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第2章V.vulnificusproteaseに よる プラジ キニ ンの分 解 と不 活性 化

第1節 序論

第1章 で述 べた よ うに、モル モ ッ トの皮 膚 にお いて は、VVPは ハー ゲマ ン因

子 な らび に血漿 プ レカ リクレイ ンを、 それ ぞれ 活性 型 ハ ーゲマ ン因子 と血 漿 カ

リク レイ ンに変換 させる ことに よ り、ハ ーゲマ ン因子 一血漿 カ リクレイ ンー キ

ニ ン系 を活性 化 して血管 透過性 を亢進 させ る。 この活 性型 ハー ゲマ ン因子 あ る

いは血 漿 カ リクレイ ンをモル モ ッ トの皮 膚 に投 与 した場合 、 これ らの 因子 によ

る血 管透過 性 の亢進 は、生体 内 のブ ラジ キニン分解酵 素 であ るカルポ キ シペ プ

チ ダー ゼNと 類似 した基 質特 異性 を持 ってい るブ タ膵臓 由来 の カル ポ キ シペ

プ チ ダーゼB(CPB)1.8Uの 同時投 与 で90%以 上抑制 され る41,42)。 そ こ

で 、VVPに つ いて もCPBの 効 果 を検 討 したが、CPB(1.8-8.7U)はVVPの 血

管透 過 性亢進 作 用 には全 く影響 を与 え なか った。 また 、WPにCPBを 不 活性

化す る活 性 も認 め られな かった 。よ って、 この矛盾 の原 因 と して 、WPが 自ら

の作 用 で ブラ ジキニ ンを分解 し不活性 化 してい るこ とが予想 された ので 、 この

章 では この点 に関 して検 討 を行 った。

第2節 ブラ ジキニ ンの分解 と不活性化

【実験 材料 および 実験 方法 】

1)試 薬

ブ ラ ジキニ ンはペ プチ ド研究 所の製 品 を使用 し、 サ ーモ リジ ンとセ ラチ オペ
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プチ ダーゼ はSigmaChemica1よ り購入 した。

2)ブ ラ ジキ ニ ンの分解

ブラジ キニ ン(100nmol)とVVP(0.3-10pmo1す な わち15-500ng)を

50祕 トリス ー塩酸 緩衝液(pH8.0)中 で30℃ 、30分 間保 温 し、分 解 の程

度 をニ ンヒ ドリン法43)で 測 定 した 。 さ らに、 ブラ ジ キニ ンの 分解 を薄 層 クロ

マ トグラ フ ィー(皿C)で 確認 した。 すな わち、 反応液(5μ1)を シ リカ ゲル

プ レー トにス ポ ッ トし、n一ブ タ ノール:酢 酸:水=2:1:1で 展 開 し、

ニ ンヒ ドリンスプ レーで分解物 を検 出 した。

サー モ リジ ンとセ ラチオペ プ チダ ーゼ の ブラ ジキニ ン分 解作 用 を調べ る 場合

に は、1μgの プ ロテ アーゼ を100nmolの ブラ ジ キニ ン と30℃ 、30分 間

保 温 した。

3)プ ラ ジキ ニ ンの血管透 過性 亢進 活 性 に対 するWPの 効 果

ブラジ キニ ン(5-20n皿01)とVVP(10pmol)を10亜 トリスー塩酸 緩 衝

液(pH8.0)中 で30℃ 、30分 間保 温 し、予 め5%エ バ ンスブル ー を静 注

してお いたHartley系 雄 性モル モ ッ ト(400-500g)の 背 部皮内に接 種 した。

15分 後 皮膚 を剥 ぎ とり、 ブラ ジキ ニ ンの血管透 過 性 を亢進 させ る活性 によ り

形成 された 青色斑 の 直径 を測定 した 。

【実 験結果 】

ブ ラ ジキニ ンをVVPと 保 温 する と、VVPの 濃度 に依 存 して ブラ ジキニ ンが

分解 された(Fig.10)。 さ らにTLCで 解 析 した と ころ、ブ ラ ジキニ ン(Rf=

0.33)以 外 の物質(Rf=0.46)が 検 出された。次 に 、VVPと 保温 後の ブラ ジ キ

ニ ンをモル モ ッ トの皮膚 に投与 した 。Fig.11に 示 したよ うに、 ブラ ジキ ニ ン

の血 管透 過性 を亢進 させ る活性 は著 しく減 少 してお り、WPと の保 温 によ って

ブラ ジキニ ンが不 活性化 され た こ とが示 された 。
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   Fig. 10. Hydrolysis of bradykinin by VVP. VVP  (0.6--20 pmol) was incubated 
with 100 nmol of bradykinin at 30 C for 30  min, and the degree of hydrolysis was 
measured by ninhydrin method.  (•) Bradykinin incubated with VVP. (0) Bradykinin 
incubated with phosphoramidon-inactivated VVP.

   Fig. 11. Effect of VVP on the permeability reaction by bradykinin. (A) Brady-
kinin alone. (B) Bradykinin incubated with 10 pmol of VVP. Bradykinin amounting to 

 20  (1), 10 (2), or 5 nmol (3) or saline (4) was injected into the dorsal skin of a 
guinea pig, and the blueing spot was measured at 15  min  post  injection.
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以 前Miyataら44,45)は 、Serratia属 細 菌 の産 生 す る金 属 プ ロテ ァー ゼ

(セ ラ チオペ プチ ダーゼ)に ブ ラ ジキニ ンを分解 す る作用 があ る ことを報 告 し

て いる。 そ こで、セ ラチオペ プ チダ ーゼ、 な らび に、 細菌 由来 の金属プ ロテ ァ

ーゼ の"prototype"で あ るサ ーモ リジ ンにつ いて も
、 ブ ラジ キニ ンの分 解 作

用 を調 べ そ の分解 物 をTLCで 解 析 した。 これ らの金 属 プロテ ア ーゼ も ブ ラ ジ

キニ ン を分解 したが、分解産物 は異な っていた。す なわち、TLC分 析にお いて、

サー モ リジンの分解 産物 はVVPの 分 解 産物 と同 じ位 置(Rf=0 .46)に 移 動 し

たが、 セ ラチオペ プ チダーゼ の分解物 は移動度 が異 な って いた(Rf=0 .55)。

【考察 】

VVPは ブラ ジキニ ン産生系 を活性 化 し血 管透 過性 を亢進 させ るプロテ ァー ゼ

で あるが 、産 生 され たブ ラジキ ニ ンを不 活性 なペ プ チ ドに分解 し、血 管透過 性

の亢進 作 用 を負に調節 して いる ことも示 され た。 この ことは、VVPが 抗 炎症 薬

と して利用 で きる可能性 を示 してい る。例 え ば、VVPに ポ リエ チ レング リコー

ル な どの高分 子化 合物 を結合 させ る と、立 体的 な障害 によ って ハーゲ マ ン因子

や 血漿 プ レカ リク レイ ンな どの高分 子量 の蛋 白質 に対 しては作用 できな い けれ

ども、立 体 的な障害 が少 な い低 分子 量のペ プチ ドで あ るブラ ジキニ ンに対 して

は作 用 で きる酵 素 に修飾 でき るかも しれな い。

金属 プ ロテ ァーゼ は、基質特異 性 に基 づ いて2つ の グル ープに大別 で きる。

す なわ ち、サ ーモ リジンに代 表 され る基 質特異 性 が狭 く、疎水 性 ア ミノ酸 の イ

ミノ基 側 のみ を分 解 する グル ープ46)と 、セ ラチ オペ プ チ ダーゼ に代表 され る

基 質特 異性 が広 いグル ー プ44'47>で ある。VVPは 、 サ ーモ リジ ンの属 する グル

ープ に対 する競合 的 な阻害剤 で あるphosphora皿idonで 阻害 され20 ・25)
、 この

グルー プ に特 異 的な合成 基質 を分解 した 。そ して今 回 、ブ ラジキニ ンに対 す る

分解作 用 に関 してもVVPと サ ーモ リ ジンに違 いは認 め られ なか った。 したが っ
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て 、VVPは サ ーモ リジ ンと同 じグル ープ に属す る金 属 プ ロテ アーゼ であ る と考

え られ る。

第3節 小括

プラ ジキ ン産 生 系 を活性 化 させ るプ ロテ アーゼ であ るVVPに は、 反対 の作

用、す なわ ち 、炎症 の重要 な メデ ィエー ターで ある ブラ ジキニ ンを分 解 し、 そ

の血管透 過性 亢進 活性 を消失 させ る作 用 もあ った 。つ まり、VVPは 血 管透 過性

の亢進 作用 を負に調節す る因子 と しても機 能 してい る ことが示 された 。

一26一



第3章 生体 内のV.vulnificusproteaseに 対 す る不活性化 因子

第1節 序論

既 に述 べて きた よ うに、VVPは 炎症 の メデ ィエ ー ターを遊 離 させ、血 管透過

性 を亢 進 させ るプ ロ テア ーゼ で ある。 しか しなが ら、 ラッ トとモルモ ッ トいず

れ の動 物 の皮 内 に接 種 した場合 にも 、VVPは 短 時間 の 内に不 活性 化 され て しま

い、皮 内接種 後10分 を経過 した時点 で は、WPに 血 管透過性 を亢進 させ る活

性 は認 め られ なか った。 このよ うにWPが 短 時 間で失活 した こ とよ り、血 漿

中 にVVPに 対 す る不活 性化 因子 が存在 して お り、VVPの 作 用 によって 血管 の

透過 性 が亢進 す る と、 この因子 が血管 外 に漏 出 して きてVVPを 不活性 化 して

いる と考 え られた。

哺乳動物 の血漿 中には、多種類のプ ロテ アーゼ不活性化因子が存在 して いる。

しか し、細菌 の産 生 する金属 プ ロテ ア ーゼ に対 す る特 異的 な不活 性化 因子 は、

いず れ の哺乳 動物 の血漿 か らも単離 され て いな い。 さ て、 ヒ トの血漿 中に高濃

度(2-4㎎/皿1)に 存在 して いる α2一 マ クロ グロブ リン(α2M)は 、分 子量

180kDaの 同一サ ブユ ニ ッ ト4個 か ら構 成 され て いる700kDaの 巨大な糖 蛋

白質 で ある48,49'5°)。 この蛋 白質 は、 内因性 の プ ロテアーゼ(ト リプ シ ン、

キモ トリプシ ンな どの消 化酵 素 、線 溶 系 一凝 固系 一 キニ ン系 に関連 した血漿 中

のプ ロテ アー ゼ、 リソゾーム のプロ テア ーゼな ど)だ けでな く、数多 くの外 来

性 プ ロテ アーゼ(微 生物 プ ロテ アー ゼな ど)も1:1の モル 比 で不 活性 化す

る万能な 因子で ある45・48'51'52)。 α2Mに よるプロテアーゼ の不活性化 には、

まず 、各サ ブユ ニ ッ トの 中央付 近に位 置 して いるbaitregionと 呼 ばれ て い

る部分 が 、プ ロテ アーゼ によ り切断 され る必要 が ある 。この切 断が引 き金 とな
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り、 α2M分 子 の構造 が変化 し、プロテ ア ーゼ 分子が α2M分 子 内 に取 り込 ま

れ不 活性 化 され る48>49・50)。 つ ま り、a2Mに よる プロテ ア ーゼの不 活性 化

は立体 的 な障害 に基 づ いてお り、プロテ ア ーゼ の活性 中心 が ブ ロ ックされ て し

ま うわ けでは ない。 した がって、不 活性 化 され て いる状態(α2Mに 取 り込 ま

れ て いる状 態)で も 、プ ロテ ア ーゼ は立体 障害 を受 けな い低 分子 量の基質 は よ

く分解 できる 。一 方 、他 の多 くの哺乳 動物 の血 漿か らも、 ヒ トのa2Mと 性 状

が よ く似 て いる一 群 の蛋 白質 が単離 され て お り、 α一マ クロ グロ ブ リンフ ァミ

リー(a-macroglobulins:αMs)と 総 称 され て いる49・53・54>。 これ らの蛋

白質 も ヒ ト血 漿 のa2Mと 同様 の機構 によ って多種 類 のプ ロテ アーゼ を不 活性

化 でき る。

予試験 的 に、 ヒ ト、モルモ ッ トおよび ラ ッ トの血 漿 を用 いて 、血漿 中のVVP

不活 性化 因子 を検 索 した結果 、 いず れ の動物種 にお い ても分 子 量700kDaの

高分子量 の成 分 のみがWPの 活性 を抑制 した。 しかも、 ヒ ト血 漿の場 合 には、

a2Mに 対 す る抗 体 で血漿 を予め処理 す る と、WPを 不活性 化す る作 用が 失 わ

れた。 よって、血漿 中に存在 し、皮 内で機 能 して いるVVPの 不 活性 化因子 が、

αMsで あ る可能性 が 強 く示 唆 され た 。 この章 で は、 αMsがVVPの 不 活 性

化 因子 で ある こ とを明 らか にす るた め、 まず、 ウシ血漿 中 の αMsに 属す る蛋

白質(α 一macroglobulin:α 皿)で あ る α2Mを 用 いて、VVPの 不 活性 化 と

そ の機 構 に関 して検 討 を行 った。次 に、 モルモ ッ トにお いて、モル モ ッ ト血漿

中 の αMで あ るマ クロアルブ ミン(MA)が 、皮 内に接種 され たVVPを 不 活性

化 し、VVPの 作用 を生体 内で制 御 して いる ことを明 らかに した。
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第2節 ウ シ血 漿 α2一 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン に よ るV.vulnificusproteaseの

不 活 性 化

【実 験 材 料 お よ び 実 験 方法 】

1)試 薬 お よ び 材 料

ウ シ血 漿a2MはBoehringer-Mannheim(Germany)よ り購 入 し、 使 用 時 に

活 性 の あ る α2Mの 濃 度 をSwenson1とHowardの 方 法55)に 従 っ て定 量 し た 。

Azocaseinとelastin-CongoredはSig皿aChemical、carbobenzoxy-glycy1-

phenylalanineamide(Z-Gly-Phe-NH2)は ペ プ チ ド研 究 所 よ りそ れ ぞ れ 入 手 し

た 。

2)VVPの 活 性 測 定

ラ ッ トお よ び モ ル モ ッ トの 皮 膚 に お け る血 管 透 過 性 亢進 活 性 は 、第1章 で 述

べ た 方 法 に よ り測 定 した 。Z-Gly-Phe-NH2に 対 す る 分解 活 性(peptidase活 性)

はMoriharaとTsuzukiの 方 法46)に 従 っ て測 定 した 。WPとZ-Gly-Phe-NH2

(最 終 濃 度2.5祕)を300μ1の50囲 ト リス1.1酸 緩 衝 液(pH8 .0)中

で30℃ 、30分 間保 温 した の ち、700μ1の 氷 冷 した クエ ン酸 緩 衝 液(pH5 .0)

を 加 え て 反 応 を停 止 さ せ 、基 質 の分 解 の程 度 を ニ ン ヒ ドリ ン法43)で 定 量 した 。

Azocaseinに 対 す る 分解 活 性(proteinase活 性)はKregerとLockwoodの

方 法12)を 一 部 改 良 して25>測 定 した 。 す な わ ち 、VVPとazocasein(1mg)

を600μ1の50祕 ・トリス ー 塩酸 緩 衝 液(pH8.0)中 で30℃ 、15分 間 保

温 した の ち、5%ト リク ロル酢 酸(1.4皿1)を 加 え反 応 を停 止 させ た 。 次 に 、

こ の反 応 液 を1,000Xgで5分 間 遠 心 操 作 し 、得 ら れ た 上 清 に 等 量 の0.5N

NaOHを 加 え440nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 した 。Elastin-Congoredに 対 す

る 分 解 活 性(elastase活 性)はKotharyとKregerの 方 法20)に 従 っ て 測 定

した 。VVPとelastin-Congored(2mg)を200μ1の50mMト リ ス ー 塩 酸
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緩 衝液(pH8.0)中 で30℃ 、3時 間振 とう(180cycles/min)し なが ら保 温

した。 そ して 、氷 冷 した緩衝 液 を加 え反応 を停 止 させ たのち、1,000Xgで5

分 間遠心 操作 を行 な い得 られ た上清 の495nmに お ける吸光度 を測定 した 。

3)ウ シ血 漿a2Mに よ るVVP活 性 の阻害

VVP(100p皿ol)と α2M(0-150pmol)を0.2MNaClを 含 む30mMト リ

ス ー塩酸 緩 衝液(pH8.0)中 で30℃ 、30分 間保温 後、残 って いるVVPの 活

性 を測 定 し活性 の阻害率 を算 出 した 。

4)α2M-VVF複 合体 の形成

等 モル量 のVVPとa2Mを0.2MのNaClを 含 む30祕 トリス ー塩 酸 緩

衝液(pH8.0)中 で30℃ 、30分 間保 温 した 。 そ して、複 合体 の形成 を確 認

す るた め、反応液 の一部(200μ1)を50耐 リン酸 緩衝液(pH6.8)で 平衡

化 して お いたTSgG-4000SWカ ラム(東 ソー 、東 京)に 添 加 してゲル ろ過 を

行 った 。そ して、各分画 の280mに お ける吸光 度 お よびZ-Gly-Phe-NH2に

対す る分解 活性 を測定 した。

【実験 結果 】

1)ウ シ血漿a2Mに よるVVP活 性 の阻害

高分子量 の基質 であるelastinとcaseinに 対 す る分解活性(elastase活

性 とproteinase活 性)はa2皿 の濃度 に依存 して阻害 され、VVPと α2Mの

モル比1:0.9で 阻害 効果 はプ ラ トー に達 した(Fig.12)。 この濃度 比 にお

いてelastase活 性 はほ ぼ完全 に抑 え られ たが、proteinase活 性 は15%程

度残 っ ていた 。 これ に対 して 、Z-Gly-Phe-NH2に 対 す るpeptidase活 性 は過

剰 量の α2Mで も全 く阻害 され なか った。第1章 で述べ た ように、WPは ラッ

トの皮 膚 にお いては ヒス タミ冫 を遊 離 させ 、モル モ ッ トの皮膚 に おいて は ブラ

ジ キニ ン産生 系 を活 性化 させ る ことによ って血 管透 過性 を亢進 させ る。VVPの
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血管透 過性亢 進活 性 も、 ラ ッ ト、モ ル モ ッ トどち らの皮膚 の場合 にも、等 モル

量 の α2Mでgo%以 上 阻害 された(Fig.13)。

   Fig. 12. Effect of  oe2 M on the protease activity of VVP. VVP (100 pmol) was 
incubated with various concentrations of  oe2 M at 30 C for 30  min, the residual 
proteolytic and peptidase activities were assayed, and the inhibitory rate of 

 elastase(•), caseinase  (AL), and peptidase  (^) activities were calculated.

   Fig. 13. Inhibitory effect of  a2 M on the permeability activity of VVP. VVP 
(100 pmol) was incubated with various concentrations of  a2 M at 30 C for 30  min, 
the residual permeability activity was measured, and the inhibitory rate of the 
activity in rat skin  (•) and guinea pig skin  (A), were calculated.

 3  1



次 に、VVPとa2Mを1:1あ る いは1:4の モル比で30℃ で保 温 し、

残 っ て いるVVP.のproteinase活 性 を経 時 的 に測 定 した。 そ の結 果 、 どち ら

の モル 比 の場合 にも 、WPの 活性 は1分 以 内 に阻害 され 、 α2MとVVPの 相

互 作用 が極 め て速 いこ とが示 された 。.

2)a2M-VVP複 合体 の形成 とその性 状

WPとa2Mを1:1の モル比 で混合 して、30℃ 、30分 間保温 した のち、

TSKG-4000SWカ ラム に添加 してゲル ろ過 を行 った。Fig .14に 示 した よ うに、

α2M(280nmに おける吸光 度 が最 大 とな る位 置)とVVP(peptidase活 性 が

最 大 とな る位置)が 同 じ分画 に溶 出 した の で、 α2M-VVP複 合 体 が形 成 され て

いるこ とが示 され た。 また、複 合体 の保 持 時間(32 .1分)はnativeなa2M

の保持 時 間(31.4分)よ りも少 し遅 く、 α2M-VVP複 合体 がnativeなa2M

分 子 よ りも少 しコ ンパ ク トな形 状 を'して いる こ とも示 された。

   Fig. 14. TSK G-4000 SW column  chromatogram of  ce2  M incubated with VVP. The 
 a2  M (500 pmol) and VVP (500  pmol) were incubated at 30 C for 30  min. The mixture 

was applied to a TSK G-4000 SW column equilibrated with 50 mM sodium phosphate 
buffer (pH 6.8), and the column was eluted with the same buffer . Five hundred 

 microliter fractions were collected , and peptidase activity toward Z-Gly-Phe-NH2 was 
measured. Symbols :  (--) absorbabce at 280  nm,  (0) peptidase activity. 
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次に 、SDSの 存 在下 で α2M-VVP複 合 体 の電 気泳動 を行 った 。a2Mの 各サ

ブユニ ッ トは 中央 付近(お そ らくbaitregion)で 切 断され てお り、a2Mの

サ ブユニ ッ ト(185kDa)に 相 当す るバ ン ドが 消 出 し、90kDa付 近 に新 しいバ

ン ドが形 成 され た。 さ らに、 α2M-VVP複 合体 のpeptidase活 性 の阻害 実験

を行 った 。複 合体 のpeptidase活 性 は、低 分子 量 のペプ チ ド性 の阻 害剤 で あ

るphosphora皿idonで は阻 害 された が 、高分子 量 のIgG抗 体 で は抑 え られな

か った。

【考 察 】

哺乳動物 の血漿 中に高濃度(1-4mg/m1)に 存在 している αMSは 、 プ ロテ

ア ーゼ を分子 内 に取 り込 む ことによ り、 多種類 のプ ロテアー ゼ を1:1の モ

ル 比 で不活性 化す る 万能 な 因子 であ る48'49'50>。 つ まり、 αMsに よ る不 活

性化 の場合 に は、 プ ロテ アーゼ の活性 中心 はブ ロ ックされ て いな いので、不活

性化 されて いても低 分子量 の基 質や阻害 剤 とは反応 できる48,49・50>51・53・54>。

しか しな が ら、高分 子量 の基 質や抗体 に対 す る反応性 は立体 的 な障害 によ り著

し く低 下 して いるm・49'5°'51,53,54)。 今 回、 ウシ血 漿 中の αMsの メンバ ー

で あ るa2Mを 用 いて 、VVPと の相 互 作 用 を検 討 した結 果 、高 分子 量 の基 質

(elastinとcasein)に 対す るWPの 分 解 活性 は等モル量 のa2Mで 阻害 さ

れ たが 、低分子 量 の基質 で あ るZ-Gly-Phe-NH2に 対 する分解 活 性 は阻 害 され

な かった 。さ らに、a2Mと 複 合体 をつ くって いるVVPのZ-Gly-Phe-NH2に

対 す る分解活 性が 、ペ プ チ ド性 の阻 害剤 で あるphosphora皿idonで は抑 え られ

た が、高 分子量 のIgG抗 体 では中和 され なか った。 これ らの結 果 は、VVPも

他 の多 くのプ ロテ ア ーゼ と同 じよう に、 α2M分 子 内 に取 り込 まれ て不 活性化

さ れた こ とを示 して いる 。

αMに よ るプ ロテア ーゼの取 り込 み には、 αMの 各サ ブユ ニ ッ トのbait
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regionの 切 断 と、その後 に起 こる αM分 子の構造 の 変化が必 要 である48・49・

5°)
。 ウ シ血 漿 α2MとVVPの 複合体 の場合 に も、a2M分 子 に同様 の変 化が

観 察 された ので 、 ウ シ血 漿a2Mに よるWP不 活性 化 の機 構 も他 のプ ロテ ァ

ー ゼの場合 と同 じであ る と考 え られ る。

第3節 モル モ ッ ト血漿 マク ロアル ブ ミンによ るV.vulnificusproteaseの

作 用 の制御

【実 験材料 および実験 方法 】

1)モ ルモ ッ ト血漿 中のVVPに 対 す る不 活性化 因子 の精製

Hartley系 モル モ ッ ト(400-500g)よ り回収 した血漿 をXM300メ ンブ レ

ン(Amicon)で 濃縮 した。 この濃縮物 を20mMト リス ー塩酸 緩衝液(pH8.5)

で平衡 化 して お いたSephacrylS-400カ ラム(2by95cm)に 添加 して ゲル

ろ過 を行 った。各 分画 につ いてVVPのazocaseinに 対 す る分 解作用 を阻 害 す

る活性(VVP不 活性 化 因子 活性)を 測定 し、分 子量700kDaの 不活性 化 因子

活 性 が あった分 画 を 回収 した 。 この 回収 した分 画 を20mMト リス ー塩 酸緩 衝

液(pH8.5)で 平衡 化 してお いたMonoQHR10/10カ ラ ム(PharmaciaLKB)

に添 加 した。 カ ラム を同 じ緩衝 液 で洗 浄 後 、OMか ら0.5皿 のNaC1の 直線

型 濃度 勾配 をか け、溶 出 して きた不 活性 化 因子 の分 画 を回収 した 。次 に、 この

分画 を50mMリ ン酸緩 衝液(pH6.8)で 平衡化 してお いたMonoQHR5/5カ

ラ ム(PharmaciaLKB)に 添加 した。 そ して、 カラ ム を洗 浄 した のち、OMか

ら0.5皿 のNaClの 直線 型濃 度勾配 をか け、不 活性 化因子 活性 のあ ったNaC1

濃度0.3M付 近 の分画 を回収 した 。

得 られた最 終標 品 は、免疫電 気泳 動で は全モル モ ッ ト血漿蛋 白質に対す る抗
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体(Sigma)に 対 してアル ブ ミン領域 に沈 降線 を形成 し、SDS-PAGE28)で は180

kDaの 位置 に1本 のバ ン ドを形成 した。 した が って 、精 製 した モル モ ッ ト血

漿 中のWPに 対す る不活性化 因子は 、 αMsに 属するマ クロアル ブミン(MA)

53)で あ る こ とが 明か とな った ので
、 この標 品 を精 製MAと して使用 した。

2)MAに 対 す る抗 体 の調 製

精製 した 皿A(1.0㎎)を 等量 のFreund完 全 ア ジュバ ン ト(DifcoLabora-

tories)と 混 合 して 、 ウサ ギ の背部 皮 下 に接種 した。2週 間後 と4週 間 後 に

も同様 の 方法 で皮下 に接 種 し、初回接 種 の5週 間後 に抗血 清 を得た。 この抗

血 清 に40%飽 和 にな る よう に硫酸 ア ンモニ ウム を加 え、IgG分 画 を部 分精

製 し、MAに 対 す るIgG抗 体 と して使 用 した。 さ らに、得 られ たIgG抗 体 の

一部 はFab抗 体調 製 のた めに使 用 した。 すな わち 、IgG抗 体 を20副 トリス

ー塩酸 緩 衝液(pH8 .5)で 平 衡化 してお いたProteinAsuperoseHR10/2カ

ラム(PharmaciaLgB)に 結合 させ 、100祕 クエ ン酸緩衝液(pH3.0)で 溶 出

させた 。次 に、10mMリ ン酸緩 衝液(pH8.0)に 対 して透 析 を行 った のち 、パ

パ イ ン(1㎎/100mgofIgG)と37℃ で4時 間保 温 し、IgGをFab断 片

に消化 した 。 この消 化物 をも う一度ProteinAsuperoseHRlO/2カ ラム に添

加 し、未 消化 のIgGとIgGのFc断 片 を取 り除 いた 。 こう して得 られた標 品

をMAに 対す るFab抗 体 として使 用 した。

コ ン トロー ルIgGと そ のFab断 片 を調製す る場合 に は、0.9%NaCl溶

液 を等量 のFreund完 全 アジュバ ン トと混合 して ウサ ギの背部皮下 に接種 した。

3)MAに よるVVP活 性 の阻害

VVP(50pmo1)とMA(0-75pmo1)を25祕 トリス ー塩酸 緩衝液(pH8.0)

中 で30℃ 、5分 間保温 した。 そ して、残 って いるVVPの モル モ ッ トの皮 膚

に お ける血管 透 過性亢進 活性 、azocaseinに 対 す る分解活 性(proteinase活

性)、 お よび 、Z-Gly-Phe-NH2に 対 す る分解 活性(peptidase活 性)を 測定 し
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た 。

4)VVPの 作 用 に対 す るMAの 抗体 の効果

血管透 過性亢進作 用 に対す る効果 を検討 す る場合 には、WP(0.6-20pmol)

をMAに 対 す るFab抗 体(20μ1)と 混合 し、 予 めエバ ンス ブルー を静 注 し

てお いたモ ルモ ッ トの背部 皮 内 に接 種 した。 そ して、30分 後 に青色斑 の 直径

を測定 した。

血漿 カ リク レイ ンの産 生作 用 に対 す る効果 を調べ る場合 に は、 モル モ ッ トの

血 漿(100μ1)をMAに 対す るIgG抗 体(30μ1)と4℃ で20分 間保 温

してMAの 活性 を抑 えた のち 、0.9%NaC1と0.05%polybrene(Sigma)

を含 む氷冷 した20mMト リス ー塩酸 緩 衝 液(pH8.0)900μ1と 混合 した 。

この混合溶 液 にVVP(20-60pmol)と 血 漿カ リク レインに対 す る特 異的 な基

質 であ るZ-Phe-Arg-MCA(最 終 濃度0.2mM)を 加 え 、37℃ で10分 間 保 温

した。 そ して 、血 漿 カ リク レイ ンの作 用 によっ て基 質 か ら遊 離 したAMGの 量

を370nmに おけ る吸光 度 を測 定す る こ とによ り定 量 した。

5)血 管 外漏 出液 の回収

VVP(200pmol)を モル モ ッ トの背部 皮 内に接種 し、15分 後 に皮膚 を剥 ぎ と

り、血 管外 に漏 出 してき た液体 を回収 した 。そ して 、一次元 放射 状免疫拡 散 法

によ り漏 出液 中のMAの 濃度 を定量 した 。

6)血 管 外漏 出液 のTSKG-4000SWカ ラム によ る分画

血管外漏 出液200μ1を50祕 リン酸緩衝 液(pH6.8)で 平衡化 して お い

たTSKG-4000SWカ ラム に添 加 して ゲル ろ過 を行 った。 そ して、VVPに 対 す

る不活性 化 因子 を検 索す る場合 に は、各 分画(100μ1)を10μ1のMAに

対 す るIgG抗 体 、 ある いは、 コ ン トロールIgGと30℃ で10分 間保 温 し

たの ち、VVPのazocasein分 解活性 に対 する阻 害作 用 を測 定 した。 さ ら に、

血 管外液 のMA分 画 につ いて はアセ トン処理 も行 った 。つ ま り、外液 のMA分
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画 を回収 した のち 、60%ア セ トン、 さらに、20mMト リス ー塩酸緩 衝液(pH

8.5)に 対 して透析 を行 い、 そ して、MA-VVP複 合体 を検 出す るた めVVPに 対

す る抗 体 とゲ ル内沈 降反応 を行 った 。

【実 験結 果 】

1)Invitroで のVVP不 活性 化

ウシ血漿a2Mと 同様 に、 モルモ ッ ト血 漿MAもVVPを1:1の モル 比 で

不活性 化 した 。す な わち、VVPの 血 管透過 性亢 進活性(ブ ラ ジキニ ン産 生系 の

活性化 作用)とazocseinに 対 す る分解活 性 は、ほ ぼ等モル 量 のMAで90%

以上抑 え られ たが 、Z-Gly-Phe-NH2に 対 す る分 解活性 は過剰量 のMAで も全 く

阻害 されなか った(Fig.15)。 また 、MAと 保 温 したVVPのpeptidase活 性

はphosphora皿idonで は完全 に阻害 された が、VVPに 対す るIgG抗 体 で は中

和 され な かった 。 したが って 、モル モ ッ トの血 漿MAもVVPを 分子 内 に取 り

込 み不活性 化 した と考え られ た 。

   Fig. 15. Effect of MA on the activity of  VVP.  VVP (50 pmol) was incubated 
with various concentration of MA at 30 C for 5  min, the residual activities were 
assayed, and the inhibitory rates of peptidase  (II) , proteinase (A), and permea-bili

ty  (•)activities were calculated .
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以前Miyataら51)は 、 ヒ トの血漿 α2Mと 複 合体 をつ くっ て いるセ ラ チオ

ペ プチ ダーゼ の抗原性 が、 アセ トン処 理 を行 う と回復 す る ことを報 告 した。 そ

こで、VVPに つ いても アセ トン処理 の効果 を調 べた ところ、MAに 取 り込 まれ

不 活性 化 され た状態 で は消失 していたWPの 抗原性 が、60%ア セ トンに対 し

て透析 を行 う と回復 し、 ゲル 内沈 降反 応 でVVPに 対 す る抗体 と沈降線 を形 成

した。

2)Invivoで のVVP不 活性 化

皿Aに 対す るFab抗 体(20μ1)は 、 ブラジ キニ ンの血 管透過 性亢進作 用 に

は影響 を与 え なか ったが 、ブ ラ ジキ ニ ン産生系 を活性 化す るVVPの 血 管 透過

性 亢進 作 用 は10倍 増強 させ た(Fig.16)。

   Fig. 16. Enhancement of permeability action of  VVP by antibody against MA. 
 VVP was mixed with 20  gl of anti-MA Fab antibody  (AL) or control Fab fragment  (IC 

and was injected into the dorsal skin of a guinea pig. At 30  min postincubation, 
diameter of the  blueing spot was measured.

また、モル モ ッ ト血漿(100μ1)をMAに 対 す るIgG抗 体(30μ1)で 処理

してMAの 作 用 を抑 えたのち 、VVPを 添 加す る とブ ラジ キニ ン産 生酵 素で あ る

血漿 カ リク レイ ンの産 生量が著 しく増 加 した(Fig.17)。 よ って、MAが 皮 内

に投与 され たWPを 短 時間の 内 に不活 性 化 して いる こ とが強 く示 唆 された 。
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   Fig. 17. Enhancing effect of antibody against MA on in vitro activation of 

plasma prekallikrein by VVP. Guinea pig plasma (0.1  ml) was pretreated with 30  Al 
of anti-MA IgG antibody  (A) or control IgG  (•) and was incubated with VVP in the 
presence of Z-Phe-Arg-MCA, a substrate of plasma kallikrein. At 10  min after the 
incubation, the amount of  AMC released by hydrolysis of the substrate was measured.

　MAは モル モ ッ トの皮膚 には含 まれ ていな い53>の で 、　MAが 皮 内でVVPを 不

活性化 す るた め には、WP接 種 後活 性 の あるMAが 血管 外へ漏 出 し、 その場 で

WPを 分子 内 に取 り込む必要 が ある。 そ こで、　VVPの 皮 内接種 後血管外 に漏 出

して きた液体 を回収 した。 この漏 出液 にはMAが 血 漿 中の濃 度 の約80%の

濃度 で含 まれ て いた 。次 に、漏 出液 をTSH　 G-4000　 SWカ ラム でゲル ろ過 し各

分画 のVVP不 活性 化活性 を測定 した。 その結果 、分子 量700　 kDaの 高分 子 量

の成分 の みがVVPを 不活性 化 した(Fig.18)。 しか も、 この成 分 をMAに 対

す る抗体 で予 め処 理 する とWP不 活性 化作 用が 完全 に中和 された(Fig.18)

ので、血 管外漏 出液 中のVVP不 活性 化因子 がMAで あ るこ とが 明か とな った。
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   Fig. 18. TSK G-4000 SW column chromatogram of the extravascular fluid 
collected after the injection of  VVP. The fluid (0.2 ml) was applied to a TSK 
G-4000 SW column, one milliliter fractions were collected , and  VVP inactivating 
activity (inhibitory rate of proteinase activity) of each fraction was calculated . 
Symbols  :  (--) absorbance at 280  nm,  (ID) VVP-inactivating activity of the fraction 
preincubated with control IgG,  (A) VVP-inactivating activity of the fraction pre-
incubated with anti-MA IgG antibody.

さ らに、皮 内にお けるMA-VVP複 合体 の形成 を調 べ るため に、血管外 漏 出液

のMA分 画(VVPを 不活性化 した分 画)を 回収 し、VVPに 対 す る抗体 とゲル 内

沈 降反応 を行 った 。MA分 画 はその ま までは抗体 と反応 で きなか ったが、60%

アセ トンに対 して透 析 を行 うとWPに 対す る抗体 と反応 し沈 降線 を形 成 した。

しか も、 この 沈 降線 は精 製VVPの もの と完全 に ヒュ ーズ した。 これ らの結 果

は 、VVP接 種 後 活性 のあるMAが 血 管外 に漏 出 し、漏 出 した場 所 でVVPを 分

子 内に取 り込 ん で いるこ とを示 して いる。
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【考察 】

モル モ ッ トの皮 内 に接 種 され たWPは 、その 血管 透過性 を亢 進 させ る作 用

の結果 、血 管系 か らMAの 漏 出 を引 き起 こ し、 この漏 出 してきたMA分 子 内 に

取 り込 まれ て不活性 化 され た。 この こ とは、皮 内 に接種 され たWPの 血 管透

過性亢 進活性 が極 め て短 時間 で消失 した事実 とよ く一致 して いる 。モル モ ッ ト

のMAと 類似 した一群 の蛋 白質(αMs)が 、哺 乳動 物 の血 漿 中 に広 く存 在 し

て いる48・49'5°'54)。 この αMsは 多数 の 内因性 プ ロテアーゼ を 直ちに不活 性

化 で きる50,53・54)が 、 あ ま りにも多種類 のプ ロテ ア ーゼ が αMsで 不 活 性 化

され るので、 αMsの 真の標 的 となって いる内因性 プロテアーゼは不明である。

したが って、 αMsの 生体 内にお ける生理 的役割 もはっき りしていない。一 方、

αMsは 病原 微生 物 の産 生す る プロテ アーゼ な どの多 くの外来性 プロテア ーゼ

も短時 間の内に不活性化 できる45'48'51'52)。 これ らの事実 を考 え合わせ る と、

αMsの 第一 の役 割 は、生体 内 の恒常 性 を乱 して生体 を危機 的状 態に陥れ る可

能 性が あ る外 来性 プ ロテ アーゼ 、特 に病原 微生物 の産 生す るプ ロテァ ーゼ を直

ちに不活性化 し、生体 を保護 する ことに あるのかも しれ ない。換言するな らば、

この不活 性化 因子 は、病原 微生 物 に対 す る生体 の構成 的な 生体 防御機 構 と して

発達 した のか も しれな い。

第4節 小括

VVPを 皮 内 に接 種 す る と、血 管 の透過 徃 が亢 進 し血 管系 か ら αMが 漏 出 し

てきた 。 そ して、VVPは 他 の多 くのプ ロテ アー ゼ と同様 に、 α 皿 の各 サ ブユ

ニ ッ トのbaitregionを 切断 し、 αM分 子 の構造 を変化 させ 、1:1の モル

比 で αM分 子 内に取 り込 まれ て不 活性 化 され た。 す なわち 、哺乳動 物 の血 漿
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中 には、予 め外来性 プ ロテア ーゼに対す る不活 性化 因子 が存在 してお り、侵入

してきたプロテアーゼ の作 用を制御 し、生体 を保 護 して いるこ とが 明 らか にな っ

た。
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第4章v.vulnificus感 染 症 にお けるプ ロテ アーゼ の役割

第1節 序論

V.vulnificus感 染症 の特徴 は、 発赤 、腫脹 、浮腫 形成 な どの皮膚病変 の発

現 であ るi'5・6・7・8>。 そ して、 ヒ トの感 染 症 の場合 と類似 した皮 膚病変 は、動

物 を使 った感染 モ デル実験 でも観察 され て いる9・i°)。 しか も、皮膚 病変 の発

現 に深 く関与 して い る因子が菌体外 に分 泌 され て いる因子 で あ る ことも示 唆 さ

れ て いるio)。 そ こで、 この章 では、炎 症 の メデ ィエ ーター を産生 させ血 管透

過 性 を亢進 させ る分 泌性 因子 であるVVPが 、 生菌 を接種 した 場合 に現わ れ る

皮 膚病変 、特 に浮 腫形 成 に関与 して いるの か検 討を行 い、本 菌感 染症 にお ける

WPの 役 割 を調べ た 。

第2節 生菌 の浮腫 形成 作用 におけ るプ ロ テア ーゼ の役割

【実験 材料 お よび実験 方法 】

1)試 薬 および材 料

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosogua.nidine(NTG)は ナ カラ イテ スク(京 都)

よ り購 入 し、SBTIはSig皿aChe皿ica1の 製 品 を使用 した。

VVPに 対す るIgG抗 体 は、以下 の手順 で調製 した。VW)(1.2㎎)を 等量 の

Freund完 全 ア ジュバ ン ト(DifcoLaboratories)と 混合 し、Hartley系 モル

モ ッ トのfootpadに 接種 した 。2週 間後 と4週 間後 にも同様 の 方法 でfoot-

padに 接種 し、初 回接種 の5週 間後 に抗 血清 を得た 。この抗血 清 に40%飽

和 にな るよ うに硫 酸 ア ンモニ ウム を加 え、IgG分 画 を部分精製 し、WPに 対す
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るIgG抗 体 と して使用 した。

コ ン トロールIgGを 調 製す る場 合 には 、0.9%NaCl溶 液 を等量 のFreund

完全 ア ジュバ ン トと混合 し、 モルモ ッ トのfootpadに 接種 した 。

2)菌 株

V.vulnificusL-180株(vvPの 精製 に使用 した菌 株)とcDcB2828株 は、

とも に敗 血症 患者 の血液 か ら分離 され た菌株 で ある。 これ らの菌 株 の産生 す る

プ ロテ アーゼ は、免 疫学 的に も生化 学 的 にも区別 できな か った が、L-180株 の

プ ロテ アーゼ 産生量 はCDCB2828株 の3倍 以 上で あ った 。 また、 どち らの菌

株 もcytolysinも 産生 していた。

プロテ ア7ゼ の産 生量 が低 下 した 変異株 はL-180株 をNTGで 処理 す る こ と

によ って作成 した。す なわ ち、1.5%NaC1を 加 えたheartinfusionbroth

(HIB)中 で一 晩培 養 したL-180株 を2%NaClを 加え た20祕 リン酸緩 衝

液(PBS:pH7.0)で 洗 浄 したのち 、0.01%NTGを 加えたPBSに 懸濁 し37

℃ で1時 間保温 した。 このNTG処 理 菌体 を2%NaCI溶 液 に再 び懸濁 させ、

1%skimmilkと2%NaClを 含 む普 通寒天 培地 に接種 し37℃ で培 養 し

た。24時 間後 、ski皿 皿ilkを 分解 して いな い(コ ロニー の周 囲 に透 明な ゾー

ンが形 成 され て いな い)コ ロニ ーを釣 菌 した。そ して 、安定 な変 異株 を得 るた

め に、 同 じ培 地で何 代か継代 培養 を行 った結果 、2株(L-180-1株 とL-180-2

株)の 変異 株 が得 られ た 。 これ らの変 異株 は、cytolysinの 産 生量 は野 生 株

(L-180株)と 同程 度で あった が、プロテ アーゼの産生量 は10%以 下 であ っ

た。

3)V.vulnificusの 浮腫形成 作用

1.5%NaC1を 加 えたHIB中 で一 晩培 養 した菌体 を2%NaCl溶 液 で洗 浄

した の ち、5×107-5XlOgCFU/m1の 濃度 にな る よ うに2%NaC1溶 液 に

懸 濁 した。 こ の懸濁 液 を予めエ バ ンス ブル ーを静注 してお いたWista.r系 雄 性
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ラ ッ ト(180-200g)も しくはHartley系 雄 性 モル モ ッ ト(400-5008)の 背

部皮 内 に接種 し、6時 間後 に浮 腫の大 きさ、す なわ ち、血管透 過 性が亢進 した

ことに よって血管 外 に漏 出 して きた 、エ バ ンス ブル ー一 アル ブ ミン複合体 によ

り形成 された 青色 斑 の直径 を測 定 した。

VVPに 対す るIgG抗 体(100μ1)あ る いはSBTI(10皿01)の 浮腫形 成作

用 に対 す る効果 を検討 す る場 合 には、 各 々 を菌体(5×108CFU)と 混合 して

皮 内に接種 した 。な お、使用 した抗体 な らび にSBTIに は殺菌効 果 はな く、菌

体(5×108CFU)と37℃ 、6時 間保 温 しても 生菌数 は減 少 しなか った 。

ホルマ リン死菌 に よる浮腫 の形成 作用 を調 べ る場 合 には、菌体 を1.5%ホ

ル マ リ ンを含 むPBS中 で25℃ 、30分 間保 温 した の ち、2%NaC1溶 液 で洗

浄 し動物 の皮 内に接種 した。

【実験 結果 】

V.vulnificusの 生菌(107-109CFU)を 皮 内に接 種す ると、数時 間以 内 に

接種 した菌の量 に依 存 して血管透過 性 が亢 進 し浮腫 が形成 され た(Fig。19)。

一 方
、ホル マ リン死菌 を接種 した場 合 にも 高濃 度(109cells)で は浮 腫 が形

成 され た。 しか し、浮腫 を形 成 する活性 は弱 く生菌 の活性 の5-10%に す ぎ

な か った。次 に、 プ ロテ ァーゼ の産 生量 が低 下 した変 異株 につ いても浮腫形 成

作用 を調べた。 どち らの変異株 もホル マ リン死菌 の活性 は野 生株 と同程度 であ っ

た が、 生菌 の浮腫 をつ くる活性 は野 生株 よ りも 明 らか に(P〈0.01)劣 って いた

(Fig.19)。 このよ うに、生 菌接種 によ る浮腫形 成 にVVPが 関与 して い る こ

とが示 唆 され た ので 、よ り明確 にす るた め に次 の実験 を行 った。
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   Fig.  19.  Enhancement of vascular permeability by V. vulnificus living cells. 
Living cells were injected intradermally into the dorsal skin of a guinea pig or a 
rat. At 6 hr postinjection, the diameter of the blueing spot caused by extra-
vasation of Evans blue was measured. Each plot represent the mean of five 
experiments. The standard deviation was with in 10 to 15  % of the mean. Symbols : 

 (•) L-180,  (A)  L-180-1,  (II) L-180-2. Blueing spot formed by each of both mutants 
(L-180-1 and L-180-2) were statistically smaller (P<0.01) than that by the wild-type 
strain (L-180).

まず 、VVPに 対 す るIgG抗 体 を生 菌 と混合 して皮 内に接 種 し、浮 腫 の形 成

作 用 に対 す る効果 を調べ た。Table2に 示 した よ うに、L-180株 にお いても 、

そ して プ ロテ アーゼ の産 生量 がL-180株 よ りず っ と少な いCDCB2828株 に お

いて も、100μ1のIgG抗 体 を菌 体 と同時投 与 す る ことに よっ て、生菌 の浮

腫形 成作 用 が70%以 上 抑 え られ た 。第1章 で述 べ た よう に、モル モ ッ トの

皮膚 の場合 、VVPは ハー ゲマ ン因子 一血 漿 カ リクレイ ンーキニ ン系 を活性 化 さ

せ血管 透過 性 を亢 進 させ る。 そ こで次 に、血漿 カ リク レイ ンの特 異的 な阻害 剤

であ るSBTI(10n皿01)の 浮腫 形成 作用 に及ぼす 効果 につ いて調 べた。 そ の結

果 、 どち らの 菌株 の場合 に も生菌 の浮腫 を形成 す る作 用が 、SBTIの 混 合投 与

によ って有意 に抑 え られ た(Table3)。
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 Table 2. Inhibitory effect of anti-VVP IgG on the 
  permeability enhancement by  y, vulnificus  cellsa' 

            Diameter of the blueing spot 
          formed by living cells mixed with Inhibitory 

Strain   rate 
           Control IgG  Anti-VVP IgG 

           (mm) b' (mm) b) (%)o) 

  L-180  25.5:L3.0  20.6:L3 .2 73.0 C
DC B2828  22.5J:3.7  18 .3:1=2.4 71.4 

    a' Living cells (5 X  108 CFU) 
were mixed with control I

gG (100  121) or anti-VVP IgG (100  ILO and injected into 
the dorsal skin of a guinea pig. At 6 hr postinjection , the diameter of the blueing spot was measured .  ''' N

umbers represents the  mean:Es.d. of eleven exper-
iments. Permeability enhancement by living cells was sig-
nificantly inhibited by anti-VVP IgG  (P<0 .01).      a' Th

e number of cells (CFU), which was equivalent to 
the diameter of the blueing spot, was estimated from the 
dose-response curve, and inhibitory rate was determined as 
follows  : (1 — CFU equivalent to anti-VVP IgG and  cellls 
mixture / CFU equivalent to control IgG and cells mixture) 
X 100. 

Table 3. Inhibitory effect of SBTI on the permeability 
          enhancement by I. vulnificus  

            Diameter of the blueing spot 
          formed by living cells mixed with Inhibitory 

Strain rate 
       Saline SBTI 

 (mm)')  (mm) b) (%)'' 

 L-180 23.2±1.7 19.3±1.2 65.3 
CDC B2828  20.8J:1.8  18.0.7E1.4 58.3 

 a' Living cells (5 X  108  CFU) were mixed with saline 

(100  it  1) or SBTI (100  ILO and injected into the dorsal 
skin of a guinea pig. At 6 hr  postinjection, the diameter 
of the blueing spot was measured. 

       Numbers represents the  mean±s.d. of eight experi-
ments. Permeability enhancement by living cells was sig-
nificantly inhibited by SBTI (P<0.01). 

      The number of cells (CFU), which was equivalent to 
the diameter of the blueing spot, was estimated from the 
dose-response curve, and inhibitory rate was determined as 
follows  : (1 — CFU equivalent to SBTI and  cellls mixture 

 / CFU equivalent to saline and cells mixture) X 100. 
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したが って、動物 の皮 内 に接種 され たV.vulnificusに よ って引き起 こさ

れ る浮 腫 の形成 は、その大 部 分 が生 体 内 で産生 されたVVPの 血管透過 性 亢進

作 用 に基 づ いている と考 え られ た。

【考 察 】

第1章 にお いて、VVPが ヒス タ ミンの遊 離 を誘発 す る機構 とブラ ジキニ ンの

産生系 を活性 化 す る機構 とによ って血 管透 過性 を亢 進 させ る ことをラ ッ トとモ

ル モ ッ トの皮 膚 にお いて示 した。つ まり、 ヒス タ ミ ンとブラジキ ニ ンが ヒ トに

お いて も血管 透過性 を亢進 させ 浮腫 を形 成 させ るメデ ィエ ーター であ るこ と、

および 、 ヒ トの感染症 にお いて発現 す る皮膚病 変 と類 似 した病 変が動物 の感染

モ デル 実験9・10)で も発現 して いるこ とか ら、VVPがV .vulnificus感 染症 の

特 徴 であ る皮膚病 変(発 赤 、腫 脹 、浮腫)の 形成 に関与 して いる可能性 が示 唆

され た 。そ こで この章 にお い て、WPに 対す るIgG抗 体 、 な らび に、VVPの

血 管透 過 性亢 進作 用 を阻害 す るSBTIが 、生菌 の浮 腫形成 作用 を抑制 す るか検

討 した 。 その結果 、生菌 の作用 はこれ らの因子 の同時投与 によ り有意 に抑 え ら

れ た。 さ らに、VVPの 産生量 が低下 した変異株 では、浮腫 をつ くる能 力 も野 生

株 よ り明 らか に劣 って いた 。 よって、VVPが 本 菌感染 症 にお いて発現 す る皮 膚

病 変 、少 な く とも浮腫形成 に深 く関 与 して いる と考 え られ た。

V.vulnificusが 産生 す るcytolysinは 、肥 満 細胞 を破壊 して ヒス タ ミ ン

を漏 出 させ る56)。 そ して 、 この毒素 を動物 の皮 内 に接種 した 場合 に も血 管 透

過性 が亢 進す る12,13・57>。 しか し、cytolysinの 血 管透過 性亢進 作用 は、VVP

よ りもず っ と弱 く、同程 度 の 青色斑 を形成 す るた め にはVVPの10倍 以 上 の

用量 が必 要で あ る。 しか も、 この毒 素 は生体 内 に多量 に存 在 して いる コ レステ

ロール で 完全 に失 活す る13>15,16,58)。 さ らに、VVPの 産 生量 が低 下 した変 異

株 では、cytolysinの 産 生量 が変化 して いな いのに もかか わ らず 、浮腫 をっ く

一48一



る能力 は著 し く低下 して いた 。 した が って、cytolysinは 浮腫 形成 の原 因 因子

と して はそれ ほ ど重 要 で はな い と考 え られ た 。

今 までに、補体 に依存 した 生体防御 機構 や食 細胞 の作用 に対 して抵抗す る因

子 であ る莢膜59,B°81,B2・63)、 細菌 の増 殖 に必 須 の栄養 素 で ある鉄 を血 漿 中

の鉄輸送蛋 白質であ る トラ ンス フェリンか ら奪 い取 るの に必要 であ るシデ ロフ ォ

アB4,85)、 お よび 、組織 を破壊 して菌体 の生体 内へ の侵入 を促 進 させ る因子 で

あ るcytolysin17)が 、V.vulnificusの 病原 因子 と して報 告 されて いる 。 こ

れ らに加 えて 、血 管透過 性 を亢 進 させ浮腫 の形成 を引 き起 こす 因 子で あるVVP

も また この細 菌 の病 原 因子 として重 要で あ るこ とが示 され た。

第3節 小括

v.vulnificusの 生菌 をラ ッ トあ る いはモル モ ッ トの皮 内に接種 す ると、数

時 間以 内 に血 管透過 性 が亢進 し浮腫 が形 成 され た。 この生菌 の浮腫形成 作 用 に

お けるVVPの 関与 を検 討 した 。 まず 、VVPの 産 生 量 が低下 した変異株 をつ く

り浮腫形成作用 を野 生株 と比較 した結果 、 その作 用は野生株 よ りも明 らかに劣 っ

て いた 。 さらに、野 生株 の浮 腫形成 作 用 は、WPに 対 す るIgG抗 体 、な らび

に、VVPの 血管透過性亢進作 用 を抑える阻害剤の同時投与で有意 に抑え られた。

よ って、V.vulnificusの 生菌 による浮腫 形成作 用 にvvPが 深 く関わ って い

る ことが示 された 。
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総 括

V.vulnificusは 、 まっす ぐある いはや や湾 曲 した桿菌 で、汽水域 か ら海 水

域 に棲 息 して いる グラム陰性 の従属栄 養細 菌 である 。 この菌種 による感染 症 は

2つ の型 に大 別 され て いるi・5・6・7'8)。 すな わち、海 水等 にさ らされた傷 口周

辺 に細菌が感染 し、浮腫や壊 死性潰瘍 な どの皮膚病変が現われ る創傷感染型 と、

この細菌 に汚染 され た海産物の生食後 敗血症 に至 る経 口感染型 である。そ して、

経 ロ感染 型 で は多 くの症 例 にお いて 、創 傷感染 型 と類 似 した皮 膚 の2次 病 変

が発現す る。 なお 、経 口感染 症 は 日和見 的 な疾 患で あ り、肝疾 患な どの基 礎 疾

患 を持 ち、生体 の感 染防御能 力 が低 下 して いる高齢 の男性 にお け る症例 が ほ と

ん どで ある。 一方 、感染 モデル実験9'1°il)で は、 生菌 の皮下 投与後数 時 間以

内に浮腫 が形成 され、極端 な血液濃縮が起 こり、感染動物が死 亡する。 しか し、

死菌投与 で は浮腫 の形成 は起 こ らな い。 したが って、v.vulnificusは 、 血管

透過性 を亢進 させ て浮腫 の形 成 を引 き起 こす因子 を分泌 して お り、この因 子 が

重要な病 原 因子 であ る と考 え られる 。

さて、プ ロテ アーゼ とその阻 害因子 は 、生体 の生 理機能 の調 節 および恒 常性

の維持 に重要 な役 割 を担 って いる。 ゆえ に、病原微 生物 の産 生す るプ ロテ ァ ー

ゼ な ど外来性 プロテ ァーゼが侵 入 し、生体 内の プロテ アーゼ ー プロテ アーゼ 阻

害 因子 のバ ラ ンスが くず され る と、 生体 は危機 的状 態 に陥 る と考 え られ る。 と

ころで、 日和見病 原細菌 であるP.aeruginosaやS.皿arcescensは 、菌 体 外

にプロテ アー ゼ を分 泌 している。 これ らの細菌 にお いて は、分泌性 の プロテ ア

ーゼが、種 々 の生体 の感 染防御 因子 を分解 できるの で、病原性 と深 く関係 して

いる と考 え られて いる21,22)。 しかも 、S.marcescensの プ ロテ アーゼ の場 合

には、ハ ーゲ マ ン因子一血漿 カ リク レイ ンーキニ ン系 を活性 化 して血管透 過 性

一50一



を亢進 させ る こ とが報告 され て いる23,24)。V.vulnificusの 場 合 にも、全 て

の菌株 が プ ロテ ァーゼ を分泌 してい るの で、著 者 はV.wlnificusの 病原 因

子 として分泌 性 プ ロテアーゼ(VVP)に 着 目した 。

VVPは 分子 量50kDaのZnを 含 む金 属 プロテ アーゼ で、活性 の至適pHは

7.5付 近 であ る25)。 このVVPを ラ ッ トあ る いはモ ル モ ッ トの皮 内に投与 した

ところ、数分以内 に血管透 過性 が亢 進 して血漿蛋 自質が血管外 に漏 出 した。 ラ ッ

トの皮膚 にお いて は、 この作 用 は抗 ヒス タ ミン剤 であ る ジフ ェ ンヒ ドラ ミ ンの

同時投 与 でほ ぼ完全 に抑 え られ た。 さ らに、ラ ッ トの腹腔 か ら ヒス タ ミンの貯

蔵細胞 であ る肥 満細胞 を分離 し、WPと37℃ で保 温 した結果 、30秒 以 内 に

細胞 が破 壊 される こ とな く脱 顆粒 が起 こ りヒス タ ミンが遊 離 された 。よ って、

ラ ッ トの皮膚 で は、VVPは 直接肥満 細胞 に作 用 して ヒス タミンの遊離 を誘 発 さ

せ 、遊 離 され て きた ヒス タ ミンの作 用 に よ り血管透 過性 が亢進 している と考 え

られた 。今 日まで 、細菌 由来 の金 属 プロテ アーゼが ヒス タミン遊 離 を誘発 す る

という報 告 はな く、VVPは ユニ ー クな存在 であ り、 ヒス タミン遊離 を誘 発す る

機構 につ いても興味 がもたれ る。 これ に対 して、 モルモ ッ トの皮 膚 においては、

透過性 の亢進 作用 は、血漿 カ リクレイ ンに対 す る阻 害剤 で あるSBTIで ほぼ完

全 に抑 え られ 、 ア ンジオ テ ンシ ン変換酵 素 の阻害剤 であ るSQ20881で は逆 に

3倍 以上 増強 され た。次 に、モ ルモ ッ トの血 漿 にWPを 添 加 し37℃ で保 温

した結 果 、血 漿 プ レカ リクレイ ンが活 性型 へ変換 され た。 つま り、WPに ブ ラ

ジ キニ ンを切 り出す酵素 であ る血漿 カ リク レイ ンを産 生す る作 用 があ るこ とが

示 され た 。さ らに、モル モ ッ トの血漿 か らハ ーゲマ ン因子 と血 漿 プ レカ リク レ

イ ン を精 製 し、 これ らの前 駆体 がVVPに よ って活 性型 へ変換 され るか検 討 し

た ところ 、WPは 両 方の前駆体 に作 用 しどち らも活性 型へ と変換 させた。 した

が って、 モル モ ッ トの皮 膚 にお いて は、VVPは 一般 的 なハ ーゲマ ン因子 の活性

型 へ の変換 に加 え、血漿 プ レカ リク レイ ンも活性 型 に変換 させ る という新 しい
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機 構 に よ って 、ハー ゲマ ン因子 一血漿 カ リクレイ ンー キニ ン系 を活性 化 させ 、

そ の結 果産 生 されて くるブ ラジ キニ ンの作 用に よ り血 管透 過性 の亢進 を引 き起

こ して いる と考 え られた 。な お、WPは ヒ トの血漿 に添加 した場 合 にも血 漿 プ

レカ リク レイ ンを活 性型 に変換 させた ので 、 ヒ ト血 漿 のハーゲ マ ン因子 一血 漿

カ リク レイ ンーキニ ン系 も活性 化で きる と思 われ る。WPが 、 ヒ ト血漿 にお い

ても、 モル モ ッ トの血漿 と同 じ新 しい機構 に基 づ いて この系 を活 性化 して いる

のか は、今後 の研究 によ る解 明が期 待 され る ところで ある。

ヒス タ ミ ンの貯 蔵細胞 であ る肥満 細胞 の各種 刺激 に対す る応 答性 に は種 差 が

あ る32)。 すな わ ち、ラ ッ トの肥満細胞 は応答性 が よ くモル モ ッ トの細胞 は応

答性 が悪 い。 また、 モルモ ッ トの血漿 にお いて は、 ハ ーゲマ ン因子 一血漿 カ リ

クレイ ンー キニ ン系 を構成 して いる因子の濃度 が とても高い4°)。 したが って、

WPは ヒス タ ミンの遊離 を誘 発す る機 構 とブ ラ ジキニ ンの産生 系 を活 性化 させ

る機構 の両 方 よって血管 透過性 を亢進 させ る けれ ども、 これ らの機構 の 発達 の

程 度 が動物種 によ り異 な るた め、 ラ ッ トとモル モ ッ トでは観 察 された透 過性 亢

進 の機 構 が一方 に偏 って しま った と考 え られ る。

ブ タ膵臓 由来 のCPBは 、生体 内の ブ ラ ジキニ ン不 活性化酵 素 であ る カル ポ

キ シペ プチ ダーゼNと 基 質特 異性 が類 似 した酵 素 で ある。 ゆ え に、活 性 型 ハ

ーゲ マ ン因子 あ るいは血漿 カ リクレイ ン をCPBと 混合 して投 与 す る と
、 産 生

され た ブラ ジキニ ンがCPBで 直ちに不 活性化 され るので、 これ らの 因子 の血

管 透過性 亢進作 用 は強 く抑 え られる41,42)。 しか し、活性型 ハ ーゲマ ン因子 と

血 漿 カ リク レイ ンを産 生す るプ ロテ アーゼ であ るVVPの 血管 透過性 亢 進 作用

に対 しては、CPBは 全 く効果 が なか った 。 これ には、VVPが 自 らの作用 で ブ ラ

ジキニ ンを不活性 化 して いることが考 え られ、 この点 に関 しても検討 を行 った。

そ の結果 、 モル比 で1000倍 以上 の ブラ ジキニ ンが、VVPと30℃ で30分

間保温 す る とほぼ 完全 に分解 され不活性 化 され た。 ブ ラジキニ ンは炎症 の重要
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な メデ ィエー ター である ので、 この結果 よ り、WPに 適 当な修 飾 を施 せ ば、炎

症 を引 き起 こす プ ロテァ ーゼで あるWPが 逆 に抗 炎症薬 と して利 用で き る可

能性 が示 唆され た。

VVPは 動物 の皮 膚 の血 管透過 性 を亢進 させ たが 、活性 の持続 時 聞はわず か数

分 間で あ った の で、 生体 内(お そ ら くは血漿 中)にVVPの 不 活性化 因子 が存

在 して いる可 能性 が示唆 され た。動物 の血 漿 中 には数 多 くのプ ロテアーゼ不 活

性 化 因子 が存 在 して いるが 、細 菌由来 の金 属 プ ロテ ア ーゼ に対 す る特異 的 な不

活 性化 因子 は、 いずれ の動物 の血漿 か らも発 見 され て いな い。 よ って、多 くの

哺 乳動 物 の血 漿 中に存在 し、多種類 のプ ロテ アーゼ を1:1の モル比 で不 活

性化 できる αMsが 、WPの 不活性化 因子 で あろうと推測 された 。そこで次 に、

この点 に関 して検 討 を行 った 。 まず 、 ウシ血漿 中の αMで あ るa2MとWP

を種 々の濃度 比 で保 温 して、残 って いるVVPの 活性 を測 定 した 。VVPの 血管

透過性 亢進 活性 は 、ラ ッ トとモルモ ッ トいずれ の皮 膚 の場 合 にも 、等モル量 の

a2Mで90%以 上阻害 された。VVPの 蛋 自質基質(エ ラス チ ン、カゼ イン)

を分解 す る活 性 も等 モル量 のa2Mで 抑制 され たが、低分 子量 のペ プチ ド基 質

を分 解す る活性 は過剰量 のa2Mで も阻 害 され な か った。分 子量700kDaの

巨大 な蛋 白質 であ る αMsは 、 プロテ アーゼ の活性 中心 に直接 作用 して、競合

的 な阻 害 によ りプ ロテア ーゼ を不活性 化 す るの ではな く、その 分子 内にプ ロテ

ア ーゼ分子 を取 り込 む ことに よ りプ ロテ アーゼ を不 活性化 す る48・49・50>。 っ

ま り、 αMsに よる不活 性化 は立体 障害 に基 づ いて お り、 プ ロテ アーゼ の活性

中心 はブ ロッ クされ ていな い。その ため不 活性 化 され て いる状態 でも 、プ ロテ

アーゼ は立体 障害 のな い低分子量 の基 質 は よ く分解 で きる。よ って、a2Mと

VVPの 作 用に お いて観察 された 阻害 スペ ク トル は、VVPも 他 の多 くの プロテ ァ

ーゼ と同様 に 、a2M分 子内 に取 り込 まれ 不活性化 された こ とを示 して いる。

さ らに、 αMsが 生体 内 でVVPの 不活 化 因子 と して機能 して いるのか検 討 し
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た 。モル モ ッ ト血漿 中の αMで あ るMAをSephacrylS-400カ ラム によ るゲ

ル ろ過 とMonoQカ ラム による イオ ン交換 によ って精 製 した。 このMAに 対 す

る抗 体 をVVPと 混合 してモル モ ッ トの皮 内に接 種 した結 果 、VVPの 血 管透 過

性 亢進 作 用 が10倍 増 強 され た 。 また、モルモ ッ トの血漿 をMAに 対 す る抗 体

で処理 してMAの 働 きを抑 えた のち 、VVPを 添 加す る と、VVPの 血漿 カ リ クレ

イ ン産 生作 用 が大 き く促進 された。MAは モル モ ッ トの皮膚 には含 まれ て いな

い53)の で、MAが 皮 内に接 種 されたVVPを 不活性 化 す るため に は、VVP接 種

後 活性 のあ るMAが 血管外 へ漏 出 し、 そ の場 でVVPを 分子 内に取 り込 む 必 要

が ある。 この点 を明 らかにす るた め、VVPの 接 種後 血 管外 に漏 出 してきた 液体

を回収 し、TSHG-4000swカ ラム によ るゲルろ過 を行 った 。その結果 、血 管外

漏 出液 中のVVPを 不活 性化 す る因子 はMAの みで あ り、 しかも 、血 管外 漏 出

液 中でVVPがMA分 子 内に取 り込 まれ て いる こ とが示 され た。 したが って、

生体 内 に接 種 され たWPは 、 その血 管透過性亢 進作 用 の結果 、 αMの 血 管 外

へ の漏 出を引 き起 こし、 この巨大 な蛋 白質 に取 り込 まれ て不活性化 され て しま

う ことが 明 らか にな った。

V.vulnificus感 染症 の特徴 は、浮腫 形成な どの皮 膚病 変の 発現で ある1・5・

6・7・8)
。 そ して、 この皮膚病 変 と類 似 した病変 は、動 物 を使 った感染 モデル 実

験 でも観察 され てい る9・i°〉。 そ こで 斗血 管透 過性 亢進 作用 を持 つWPが 、生

菌の浮腫形成作 用に関与 しているのか検 討 した。生菌 をラ ッ トあるいはモル モ ッ

トの皮 内に投 与す る と、数時 間 以内 に血管透過 性が 亢進 し浮腫 が形 成 され た。

この生 菌 の浮腫 形成 作用 はVVPに 対 す る抗体 お よびSBTIの 同時投与 で有 意

に抑制 され た 。 さ らに、NTG処 理 に よ り得 られ たVVPの 産 生能 力が低 下 した

変 異株 で は、 その浮腫形成能 力 も野 生株 よ り明 らか に低 下 して いた。 よって 、

WPは 生菌接 種時 に形成 され る浮腫 の重要 な原 因因子 であ り、本菌感 染症 の特

徴 であ る皮膚 病変 の発現 と深 く関係 して いる と考 え られた 。
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本研 究 によ っ て、VVPがV.vulnificusの 病 原 因子 と して重 要で あ り、肥

満細胞 か らの ヒス タ ミン遊離 を誘発 す る機 構 とブラジ キニ ン産 生系 を活性 化 す

る機構 の両 方 によ って血 管透過 性 を亢進 させ 、V.vulnificus感 染症 の特 徴 で

あ る浮 腫形成 に深 く関わ って い るこ と、な らび に、血 管透過性 が亢進 した こ と

に よ って血 管系 か ら漏 出 して きた、 αM分 子 に取 り込 まれ て 直ちに不活 性 化

され る こ とが 明 らか にな った 。 これ らの知 見 は、生体 の生理機 能 の調節 に重 要

な役割 を担 っ てい るプロテ アーゼ ープ ロテ アーゼ阻害 因子 のバ ラ ンスが 、外 来

性 のプロテアーゼの侵入 で くず される と生体 にとって重大な危機が訪れる こ と、

な らび に、生 体 は外 来性 のプ ロテア ーゼ に対す る不活性 化 因子 を生体 防御 機構

の一つ と して保持 している こ とを示 して お り、細 菌感 染症 にお けるプ ロテ アー

ゼ の病原 因子 と して の役 割に重 要な 位置付 けを与 えた もの と考 え られ る。

また 、本論 文 ではふれ なか ったが 、VVPに は血 管透過性 亢進 作 用に加え て、

組織 を破壊 し出血 を引 き起 こす作 用 もあ る25・26>。 さ らに著者 は 、細 菌に必 須

の栄養素 で ある鉄 をヘム蛋 白質(ヘ モ グロ ビンな ど)か ら獲得 す る場合 に は、

WPに よ るヘ ム蛋 白質の分解 が 必要 で あ る ことも 見 出 した 。 したが って、VVP

はV.vulnificusが 消 化管壁 か ら血液 中ある いは リンパ液 中へ と侵入 し、 さ

らに、全 身の 各組 織 内へ拡散 して敗 血症 が成立 す る過 程 にも関 与 して いる と考

え られ る。 この過 程 にお けるVVPの 役割 を解 明す るため には、 αMに よ る不

可性 化 を受 けず 、活性 が長 時間 持続 で き る型 にVVPを 修飾 す る必要 があ る 。

お そ らく、WPを 高 分子量 の物 質 と結合 させ巨大な 分子 にすれ ば 、 目的に あ っ

た修飾 酵素 に なる と予想 され る 。

今 日まで、病 原性 細菌 の病 原 因子 として は、一般 に"毒 素"と 呼称 され て い

る特殊 な成 分 が主な 因子 であ り、ご くあ りふれた酵素 であるプ ロテ アーゼ は、

毒素 の活性 化作 用66・67)、 ある いは 、組 織 を破 壊 し毒 素や菌 体 の侵入 を促 進 さ

せ る作 用 を持 った補 助的 な因子 であ った。例 え ば、 コ レラ症 の原 因細菌 で ある
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V.choleraeO1に おいて は、"コ レラ毒 素"が 重 要 な病 原 因子 であ り、プ ロ

テ ァーゼ は 、 コ レラ毒素 を限定 分解 し活性化す る作 用66)、 お よび 、消化 管壁

の表面 に存 在 して いるム チ ンを分解 し毒素 の上 皮細 胞 への結合 を促進 す る作 用

68・69>に よ って
、 コ レラ毒 素 の働 き を助 ける役割 を担 っている にす ぎな い。 し

か し、 日和 見 感染症 の原 因細菌 であ るP.aeruginosaやS.marcescensの 場

合 には、分 泌性 の プロテアー ゼ が、生体 内の感 染 防御 因子 を分解 して破壊 す る

の で、重要 な病 原 因子 であ る と考 え られ て いる21,22,23'24)。 本研究 によ り、

日和 見 的 に敗 血症 を引き起 こすV.vulnificusに お いても 、分 泌性 の プ ロテ

ァーゼ が病 原性 と深 く関係 して いる こ とが示 され た 。 したが って、本研究 の結

果 は、近 年問 題 とな って いる 日和見感染症 の原 因細菌 の病 原因子 に関す る研 究

にある一 つ の方 向性 を与 えるも の と思 われ る。

Vibrio属 の細 菌 による疾 患 として は、 コ レラ症 あ るいは 胃腸 炎 とい った 消

化器 系感 染症 が注 目され 、非 消 化器系 感染症(創 傷 感 染症 、敗血 症な ど)は あ

ま り注 目され ていな い。 これ は、非 消化器系感 染症 が稀 な疾患 で あ り、も っ と

も頻 度 の高 いv.vulnificusに よ る感染症 でも 、年 間数症 例 が報告 され て い

るにす ぎな い こ と、 しか も、消 化器系 感染症 とは異 な り集 団感 染 が起 こ らな い

ことによ るも の と思われ る。 しか しなが ら、海 産物 を生食す る習慣 のあ る我 国

で は、 水系 に広 く棲 息 して いるVibrio属 の細菌 と接 触す る機 会 は多 く、 しか

も、 高齢 化社 会 の到来や 医療技 術 の進 歩 によ り、immunocompro皿isedhostが

増 加 し続 け て いる現状 にお いて は、Vibrio属 の細 菌 によ る非 消 化器系 感染 症

が今後 さ らに増 加す るもの と考 え られ る。 した が って、非 消化器 系感 染症 を引

き起 こすVibrio属 細菌 の代 表 的な菌 種 であ るV.vulnificusの 病原 因 子 と

してVVPを 同定 し、そ の作用 な らび に制 御 の機 構 を解 明 した こ とは意 義 深 い

と考 え られ る。
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結 言侖

非 消化 器系疾 患 の原因 とな るVibrio属 の細 菌 であ るv.vulnifiusの 分 泌

す るプ ロテア ーゼ(WP)に 関 して研 究 を行 い以 下 の結論 を得た 。

1)汽 水域 か ら海 水 域にか けて広 く棲 息 し、 ヒ トに創 傷感染 症 あ るいは敗血症

を引 き起 こすv.vulnificusが 分 泌 する金 属 プロテ アーゼ(vvP)を 動物

の皮 内に接種 す る と、数 分以内 に血 管 の透 過性 が亢進 し血漿 蛋 白質が血 管

外 へ漏 出 した。

2)VVPは 、肥 満細 胞 に直接 作 用 して開 ロ分泌 によ る ヒス タ ミン遊離 を誘 発 さ

せ 、遊 離 され た ヒス タミ ンの作 用 に よって血管透 過性 を亢進 させ る機 構 、

な らび に、ハ ーゲマ ン因子 と血 漿 プ レカ リク レイ ンの両 方 を活性型 に変換

させ る と いう新 しい機構 でハ ーゲ マ ン因子 一血漿 カ リクレ イ ンーキニ ン系

の活性 化 を引 き起 こ し、産生 され て くるブ ラジキニ ンの作 用 によ って血管

透 過性 を亢進 させ る機構 の2つ の 様 式 に よ り血 管透過 性 を亢進 させ る こ

とが 明 らかにな った。

3)ブ ラ ジキ ニ ン産 生系 を活 性化 させ るVVPに は、 その産物 である ブ ラ ジキ

ニ ンを不 活性 化す る働 きもあ り、負 の調節 因子 と して の機 能 もあ るこ とが

示 された 。

4)ヒ ス タ ミンとプラ ジキニ ンが ヒ トにお いても血管透過性 を亢進 させる メデ ィ

エ ー ター で ある こ と、V.vulnificusの 生菌 の浮腫形 成作 用 が、VVPに 対
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す る抗体 あ るい はVVPの 血管透 過 性亢進 作用 を阻害す る因子 の投 与 で有

意 に抑 え られ た こと、さ らに、WPの 産 生量が低 下 した変 異株 の浮腫 を形

成 す る能力 も低 下 して いた こ とか ら、vvPがv.vulnificus感 染症 の特

徴 であ る皮膚病 変特 に浮腫 の形 成 と深 く関与 して いる こ とが強 く示 唆 され

た。

5)多 数 の動 物 の血漿 中に多量 に存在 し、多 くの種 類 のプ ロテ ァーゼ を不 活性

化 でき る α一マ クロ グロブ リンフ ァ ミ リー(αMs)は 、他 の多 くの プ ロ

テ アーゼ の場 合 と同様 に、 その分子 内 にVVP分 子 を取 り込 み1:1の モ

ル 比 でVVPを 不活性 化 した 。

6)αMはVVPの 作用によ り血管透過 性が亢進 する と血管外 に漏 出してき た。

そ して、 その場 でVVPを 直ち に不活性化 しVVPの 作 用 を制御 した。 この

よ うに、動物 の血漿 中に外来性 の プ ロテ アーゼ で あるWPに 対す る 不活

性化 因子 が存在 する こ とが 明 らか にな り、プ ロテ アーゼが病 原微 生物 の病

原 因子 と して重 要で ある こ とが示唆 され た。
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略 語 表

略 語 につ いて は、本論 文 中に おいて もその都度 表記 した が、主 な略語 にっ い て

こ こに付 記 した。

略語 用語

aMsa‐macroglobulins

α一マ クロ グロ ブ リンフ ァ ミリー 。分 子量180kDa

程 度 の同一 サブ ユニ ッ ト4個 か ら構成 され て いる

万能 なプ ロテ ァ ーゼ不 活性 化 因子 。 また このフ ァ ミ

リー に属す る個 々の蛋 白質 は、本 論文 に おいて は α

Mと 略 した。

a2Ma2‐macroglobulin

αMの 中で 、免疫電 気泳 動 を行な った場合 に、 α2

領域 に移動 す る蛋 白質 。 ヒ トや ウ シの血 漿中 の α

Mはa2Mで あ る。

AMC7-amino-4-methyl-coumarin

CPBcarboxypeptidaseB

蛋 白質、ペ プチ ドのC末 端 か ら塩 基性 ア ミ ノ酸 を

遊離 させる酵素 。 本研究 で は、ブ タ膵臓 の酵 素 を使

用 した 。
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略 語 用 語

CTIcorntrypsininhibitor

LDHlactatedehydrogenase

肥 満 細 胞 で は 、 ヒス タ ミ ンが 顆 粒 中 に 局 在 して い る

の に 対 し、 細 胞 質 に 局 在 して い る 。

MAmacroalubu皿in

モル モ ッ ト血 漿 中 の αM。 こ の蛋 白質 は 、免 疫 電 気

泳 動 で アル ブ ミ ン領 域 に移 動 す る 。

MCA4-methyl-coumaryl-7-amide

SBTIsoybeantrypsininhibitor

SQ20881pGlu-Trp-Pro-Arg-Pro-Gln-lle-Pro-Pro

テ プ ロ チ ドとも 呼 ばれ て い る 。

VVPV.vulnificusprotease

Z-carbobenzoxy一
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