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微生物のプロテアーゼインヒビター活性の分布
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　生体中にはプロテアーゼの活性を阻害するプロテアーゼインヒビターが存在

している。これらの多くはタンパク質であり、生体中で種々の重要な役割を果

たしているプロテアーゼの活性をコントロールできることから、重要な生体成
　　　　　　　　　　ユラ
分として注目されている。

　動物や植物等の高等生物からは種々のプロテアーゼインヒビターが分離・精
　　　　　　　　　　　　　　　　1－3）
製され、その特性が解明されつつある。微生物のプロテアーゼインヒビターに
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
ついては、アンチパイン、ペプスタチン等が青柳らにより発見され、現在、研
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）
究用試薬として製造・販売されている。また、E－64をはじめとするエポキシ

コハク酸誘導体がシステインプロテアーゼのインヒビターとして分離されてい

る。これらの低分子性プロテアーゼインヒビターは放線菌や一部のカビ類を中

心とした限られた微生物群を対象としており、微生物全般における分布はまだ

明らかでない。また、タンパク性のプロテアーゼインヒビターの報告例は少な
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
く、詳しい特性が知られているのは放線菌のサブチリシンインヒビターとメタ
　　　　　　　　　　　　　7）　　　　　　　　　　　　　　　　8）
ルプロテイナーゼインヒビター、Candiciaのシスタチン、酵母のプロテアーゼ
　　　　　　9）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1o）
AインヒビターとプロテアーゼBインヒビターなど数種にすぎない。

　プロテアーゼはその活性中心に基づき4つのタイプに分類されるが、プロテ

アーゼインヒビターもそれぞれに対応する4種、すなわち、セリンプロテアー

ゼインヒビター、システインプロテアーゼインヒビター、アスパルティックプ

ロテアーゼインヒビター、メタルプロテアーゼインヒビターに大別される。こ

れらの代表的なインヒビター活性の強度を各種の微生物間で比較検討した研究

例は見られない。

　本研究では、これまで多くのプロテアーゼの研究がなされているのに対し、

そのプロテアーゼインヒビターの存在があまり知られていない微生物について、

プロテアーゼインヒビターの分布状況を明らかにすることを目的として、まず
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代表的な4つのタイプのプロテアーゼに対する阻害活性をカビ、酵母、細菌に

ついて検討した。

実験方法

1．実験材料および試薬

　微生物サンプルとしては、Table　Iに示すカビ8種、酵母3種、細菌13種を

東京大学分子細胞生物学研究所細胞・機能高分子総合センターIAMカルチャー

コレクションより入手し、実験に用いた。プロテアーゼとして、パパイン

Table　I Microorganisms　Investigated　for　Their　Inhibitory

Activities　against　Four　Kinds　of　Proteases

Molds

M
M
M
M
M
M
M
M

A
A
A
A
A
A
A
A

I
　
I
　
I
　
I
　
I
　I
　
I
　I

2630：　ノ1ミウergi”ws　ory2ae

2930：　ノ1spergi〃us　nig・er

5009：　Fusariu〃z　OXiソ母Pom〃z

6131：Mucor　rourii

7003：PeniCi〃ium（瀦露η％〃2

7095：」Penin’〃ium　PuiPurogenum

7106：」Peni（n’llium　chrysogenum

8001：ルfonascas　anha

Yeasts　IAM　4220：Candida　zatilis

　　　　　IAM　4967：Pichia　anomala

　　　　　IAM　12209：Z）ebaryomyces　hansenii

Bacteria

M
M
M
M
M
M
M
M
M

A
A
A
A
A
A
A
A
A

I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
I
　
I

1007：　」Pseudomonasαθ㎎「inosa

1011：StaPhylocczes　aurettS

1025：　Proteus　zノπ佐「α鉱s

1041：　Lactobacillz｛s　Plantan｛”2

1056：　1レficrococcus　luteus

1104：　Serratia〃varcescens

1207：　BacillZtS　natto

1264：　Esche7ichia　coli

1645：Brevibacten’um　ammonicrgenes

IAM　12118：、Bacillus　subtilis

IAM　12435：Coり，mebacten’um　glnttamicum

IAM　13004：Leuconostoc〃zesenter（）ides
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（Sigma，　Type　I）、トリプシン（Sigma，　Type　I）、ペプシン（Sigma，2×crys－

tallized）、サーモラインシン（Sigma，　Type　X）、プロテアーゼ活性測定用基質

として、N一α一Benzoyl－DL－arginine一β一naphthylamide（BANA）（Sigma）、ヘ

モグロビン（DIFCO　Laboratories）、カゼイン（Merck，　Hammarsten）を用い

た。透析チューブとしては、Spectra／Por　Membrane　MWCO；3500（Specut－

rum　Medical　Industries，　lnc．）を用いた。

　なお、以下の記述では次の略号を用いる。BANA，1＞：一α一Benzoyl一肌一arginine一

β一naphthylamide；PB，リン酸ナトリウム緩衝液；TCA，トリクロル酢酸；

EDTA，エチレンジアミン四酢酸；2－ME，2一メルカプトエタノール。

2．活性測定用サンプル原液の調製

　微生物の培養は、糸状菌はツァペックドックス氏液体培地を用い25℃で、酵

母はハイダック氏液を用い37℃で、細菌は肉エキス・ペプトン液体培地を用い

37℃で、それぞれ72時間振とう培養iした。培養後、培養i液を15000回転、10分

間遠心分離して上清と菌体に分離した。菌体は10mM　Tris－HC1（pH8．0）に

懸濁し、Ultra－Turrax　T25（JANKE＆KUNKEL　GmbH＆Co）で24000回

転、2分間ホモジナイズした後、15000回転、10分間遠心分離し、得られた上

清を菌体の抽出液とした。

　得られた培養液上清と菌体抽出液をそれぞれプロテアーゼインヒビター活性

測定用サンプル原液とした。

3．プロテアーゼインヒビター活性測定

　4種類のプロテアーゼ（パパイン、トリプシン、ペプシン、サーモライシン）

に対する微生物培養液上清と菌体抽出液について以下に述べる各々の測定法に

より阻害活性量を求め、サンプル原液1ml当りの阻害活性量を求めた。サン

プル原液は必要に応じて純水で希釈して検液として用いた。

　4種のプロテアーゼのいずれの場合も、（a）検液＋プロテアーゼ、（b）検液のみ、

（c）プロテアーゼのみの場合、のプロテアーゼ活性を以下の1）～4）の方法によ

り求め、（b）と（c）の和と（a）の差により阻害活性量を求めた。つまり阻害活性量は

次式により求められる。

　　　　　｛（b十c）－a｝×原液希釈倍率……（1）式

　また、プレインキュベート後、反応停止液を加えた後、基質を加えたものを

a、b、　cのそれぞれについて測定し、各々の盲検とした。
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1）パパインの阻害活性測定

（a）パパイン液（25μg／ml　25mM　PB，　pH7．0）0．1ml、検液0．2m1、10mM

　EDTAを含む0．5M　PB（pH6．0）0．1ml、50mM　2－ME　O．1rnl

（b）25mM　PB（pH7．0）0．1ml、検液0．2ml、10mM　EDTAを含む0．5M　PB

　（pH6．0）0．lml、50mM　2－ME　O．1ml

（c）パパイン液（25μg／ml　25mM　PB，　pH7．0）0．1ml、未培養培養液0．2ml、

　10mM　EDTAを含む0．5M　PB（pH6．0）0．1m1、50mM　2－ME　O．1ml

　　各々を混合後、37℃10分プレインキュベートし、1mM　BANA水溶液

　0．2mlを加え20分反応させた後、2％HC1／ethanol　lmlを加え反応を停止

　させた。さらに0．06％p－dimethylaminocinnamaldehyde／ethanol　lmlで

　発色させ、30分間放置したものを1cmセルを用い540nmの吸光度を測定

　　した。阻害活性を（1）式より求め、△E540／hr／m1で示した。

2）トリプシンの阻害活性測定

（a）　トリプシン液（150μg／25mM　PB，　pH7．0）0．1ml、検液0．2ml、0．5M　PB

　（pH7．0）0．1ml、純水0．1ml

（b）25mM　PB（pH7．0）0．1ml、検液0．2ml、0．5M　PB（pH．7．0）0．1m1、純水

　0．1ml

（c）トリプシン液（150μg／25mM　PB，　pH7．0）0．1ml、未培養培養液0．2ml、

　O．5M　PB（pH7．0）0．1ml、純水O．1ml

　　以下の操作はパパインと同様にした。阻害活性は△E540／hr／mlで示した。

3）ペプシンの阻害活性測定

（a）ペプシン液（100μg／ml水）0．1ml、検液0．5m1、0．1N　HCI　O．1m1

（b）純水0．1m1、検液0．5ml、0．1N　HCI　O．1ml

（c）ペプシン液（100μg／ml水）0．1ml、未培養培養液0．1m1、　O．IN　HCI　O．1ml

　　各々を混合後、37℃、10分間プレインキュベートし、2．5％ヘモグロビ

　ン／0．1N　HCI　O．5mlを加え、37℃20分間反応後、4％TCA　5mlを加えて

　反応を停止させた。10分間放置後3500回転10分間遠心分離し、上清を

　1cmセルを用いて280nmの吸光度を測定した。阻害活性は△E280／hr／ml

　で示した。

4）サーモライシンの阻害活性

（a）サーモライシン液（60gg／10mM　Tris－HCI，　pH8．0）0．1ml、検液0．5ml、

　0．1M　Tris－HCI（pH8．0）0。1ml、0．5mM　CaCl20．1m1

（b）10mM　Tris－HC1（pH8．0）O．lml、検液0．5ml、0．1M　Tris－HCI（pH8．0）
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　0．1ml、0．5mM　CaCl20．1ml

（c）サーモライシン液（60μg／10mM　Tris－HCI，　pH8．0）0．1ml、未培養培養

　液0．5ml、0．IM　Tris－HCI（pH8．0）0．1m1、　O．5mM　CaC12　O．lml

　　各々を混合後、37℃10分間プレインキュベートし、1％カゼイン／10mM

　Tris－HCI（pH8．0）0．1mlを加え、37℃20分間反応後、5％TCA　3mlを加

　えて反応を停止させた。10分間放置後3500回転10分間遠心分離し、上清

　を1cmセルを用いて280nmの吸光度を測定した。阻害活性を（1）式により

　求め△E280／hr／mlで示した。

結果および考察

1．培養液中のプロテアーゼインヒビター活性

　4種のプロテアーゼ、トリプシン、パパイン、ペプシン、サーモライシンに

対する阻害活性を72時間培養液について調べた実験結果をTable　IIに示す。

培養液には様々な成分の分泌とともに培養i液成分の組成の変化が阻害活性に影

響することも考えられるため、阻害活性の認められたものについては水に対し

て透析して透析内液の活性測定も行った。

1）トリプシンの阻害活性が認められたのは、カビ1種、酵母1種、細菌1種

でいずれも微弱であった。このうちCandidU　utilisとProtez｛s捌忽腐にお

いては、阻害活性は非透析性で、タンパク性のトリプシンインヒビターによる

可能性が大きい。

2）パパインの阻害活性は3種のカビにおいて認められ、いずれも大部分の阻

害活性は非透析性でシスタチン様のタンパク質による可能性が考えられた。最

近、ASPergillZtS　oryzaeの培養液上清においてパパイン阻害活性を有する低分
　　　　　　　　　　11）
子物質の存在が報告され、また、kojistatin　Aという物質の存在も報告され
　　　12）
ているが、今回の実験条件ではASPergillz｛s　Oi　yzaeの培養液にパパイン阻害活

性は検出されなかった。また、酵母、細菌においてはパパイン阻害活性は認め

られなかった。

3）ペプシンの阻害はCandicia　utilisと10種の細菌の培養液において認めら

れたが、いずれも透析すると非透析性画分の活性は見られなくなった。原因と

して、細菌の場合、アンモニアの産生による培養液のアルカリ化によるペプシ

ンの活性低下が考えられる。実際、培養後の細菌培養液のpHはいずれも培養

前よりおよそ2pH単位程アルカリ側にずれていた。また、　CandidU　utilisの

場合と細菌の一部では透析性ペプスタチン様の低分子ペプチドの分泌による可
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Table　II Protease　Inhib｛tor　Activit｛es　of　the　Culture　Media　of

Various　Microorganisms

Inhibition　of　Inhibition　of　Inhibition　of　Inhibition　of

　　papain　　　trypsin　　　pepsin　　thermolysin
（△E540／hr／m1）　（△Es40／hr／ml）　（△E280／hr／ml）　（△E280／hr／ml）

且砂．oryzae

Peη．　chrys（）genum

ルfonascms　anha

Pen．　PurPurogθunm

1勉Sα7ゴ彿〃ZO剛母）orn〃Z

物00770Ztxii

4纏）．nige7

Pen．　citri’nzam

A’chia　ano〃2alO

Candida　Utilis

Debaryo〃zyces　hansel¢ii

Pes㍑do〃ZOηas　aeraginosa

StaPhylOCOCCUS　aureUS

ProteUS微忽αγ乞∫

Lactobac〃ZCS　Plantaη4〃Z

ルficrOCOCCUS　lute％S

s〔lrr2tia　ma7cθsens

五lacillUS　matto

Esche7Z「chia　coli

Brevi．α〃zmoniage7¢θS

Bati〃Z4S　SZtbtilis

五eucono．〃iθsente70ides

Coリノnebact．　glutamicza〃z

　　　0

4．74（4．70）

5．39（2．56）

16．32（5．80）

　　　0

　　　0

　　　0

3．73（0）

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

　　　0

）380（

　0（

　082（

　762（

1
0
0
0
0
0
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　18．79（0）

　　　　0

　　　　0

32．74（0）

　7．81（0）

　14．14（0）

　14．14（0）

66．22（0）

　　　　0

141．17（0）

150．66（0）
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53．94（0）

50．22（0）
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（

4
2
7
0
4
0
0
0
0
2
6
0
0
0
9
0
0
0
6
0
0
0
0

3
6
3
　
9
　
　
　
5
1
0
　
　
　
0
　
　
　
5

2
0
3
　
0
　
　
　
1
1
1
　
　
　
1
　
　
　
1

＊The　inhibitory　activities　due　to　non－dialyzable　fraction（M．W．＞3500　daltons）

　were　shown　in　parentheses．

能性も考えられる。

4）サーモライシンの阻害はカビ4種、酵母3種、細菌1種でみられたが、い

ずれも微弱であり、透析すると透析内液の阻害活性は消失した。

2．菌体抽出物の阻害活性

　各微生物の菌体を10mM　Tris－HCI緩衝液で抽出した場合の活性をTablelII
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Table　III Protease　Inhibitor　Activities　of　the　Extract　from　Various

Microbial　Cells

Inhibition　of　Inhibition　of　Inhibition　of　Inhibition　of

　papain　　　trypsin　　　pepsin　　thermolysin
（△Es40／hr／m1）　（△E540／hr／ml）　（△E280／hr／ml）　（△E280／hr／ml）

A彰）．orツ2ae

Pen．　chリノsogenza〃Z

ル10nαscus　anka

Pen．　PU71buγogeuηm

Fusan’um　oaysl）ornm

M％CO7γozaxii

・4⑫．niger

Pe7¢．　ciim’nu〃z

Pla’chia　anomala

Candida％tilis

Dθろαりりmyces　hansenii

Pesudomonas　aeruginosa

StaPhylOCOCCUS　aurez｛S

Proteus　vzelgan’S

Lactobacillus　Plantamm

Micrococcms　luteus

Seγratia〃varcθsens

Baci〃US　netto

Es（：heri’chia　coli

Brevi．　a〃Z〃zoniagenes

Bati〃％S　sub彦ilis

」乙ezacono．　mes（3nteroidθS

Coη7¢ebact．　gluta〃liCUM
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に示す。

1）トリプシンの阻害は、カビ2種で微弱であるが検出された。また細菌では

9種において阻害活性が認められ、トリプシンインヒビターは細菌菌体中に比

較的広く分布していると考えられる。特に明確に活性が見られたのは、

Pseudomonas　aernginOSU，　StaPhylOCOCCUS　aurezes，　Escherichia　60既Bacillus

subtilisの4種であった。

2）パパインの阻害は、カビ3種、酵母1種、細菌3種でみられたが、MonaSCZtS

ankaとPenicillium　Pu7Purogenumの場合以外は微弱であった。
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3）ペプシンの阻害がみられたのは、カビ4種、細菌5種であるが、Pseudo－

monas　aerzrginose，　StaPhylOCOCCZts　aurezes，　Escherichia　coli以外はいずれも微

弱であり、明確でない。酵母においては、ペプシン類似のプロテアーゼAを阻

害する分子量約24000のインヒビターが細胞質内に存在することが知られてい

るが、今回検討した酵母においてはペプシン阻害活性は検出されなかった。

4）サーモライシンの阻害は、カビ3種、細菌5種でみられたが、いずれも微

弱であった。

　今回の研究では、カビ、酵母、細菌ごとに同一の培地で同一時間の培養を行っ

ている。そのため、菌体の増殖状況は菌により同一ではなく、同じ菌体量当た

りの阻害活性での比較が今後必要であろう。プロテアーゼの場合と同じく、培

地への成分分泌は、培地の成分により誘導されるケースが多く、その意味でも

今後、インヒビターの誘導に適した培地の検討と培養条件の検討が必要である。

今回の研究は一般的な培養条件下でのインヒビター活性の産生の度合いを示す

ものであり、今後、有用なプロテアーゼインヒビターのスクリーニングを進め

るうえで基礎となる情報を提供するものである。

要約

（1）トリプシンの阻害活性は、細菌の菌体に広く分布していた。また、分泌性

　のものは活性は弱いが、CandidaとProtetcsにおいて非透析性の活性成分の

　存在が認められた。

②　パパインの阻害活性は、菌体内、分泌性のいずれの場合も、Penicillium

　やMonαSCZtSなどのカビ類で多くみられた。

③　培養液がペプシン阻害活性を示すケースが見られ、大部分はアンモニアの

　生成によると思われた。菌体抽出物では3種の細菌でペプシン阻害活性が検

　出された。

（4）サーモライシンの阻害はいずれの微生物においても微弱であった。
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