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緑膿菌プロテアーゼに対する matrix metalloproteinase阻 害薬の効果
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要

Matrix metanoproteinase(MMP)阻 害薬 として開発

された CS‐610の緑膿菌プロテアーゼに対する効果をれ

況′roで 検 討 した.実 験 に は緑膿菌 IID‐ 1117_1030,
‐1130株 を使用 した。これ らの菌株はアルカ リプロテ

アーゼ(1143～ 4977 unit/ml I型 コラゲナーゼ換算等

量),エ ラスターゼ(13.6～ 22.6 unit/ml I型 コラゲナー

ゼ換算等量 )を 培養液内に産生 していた.培 養液の zy‐

mographyで CS-610は アル カ リプロテア ーゼを IC50
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約

(50'6 inhibition concentration)=:=1.06´ ‐29.0(X10-8

M),エ ラスターゼを IC50=1・ 0未 満～33.3(X10-8M)で

阻害 した。CS‐610は れ 況″οで緑膿菌プロテアーゼ阻

害効果を有すると考えられた。(日 眼会誌 102:83-87,
1998)

キー ワー ド:Matrix meta1loproteinase阻 害 薬,緑 膿

菌 ,アルカリプロテアーゼ,エ ラスターゼ
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Abstract
We examined the effect of CS-610, a newly devel- an IC;u (50% inhibition concentration) of f .06-29.0 ( x

oped matrix metalloproteinase (MMP) inhibitor, on l0-'M) and elastase with an ICm of 1.0-33.3 ( x l0-*M).
pseudomonal proteinases in vitro. Alkaline protein- CS-610 is a potent inhibitor of pseudomonal protein-

ase (1143-4977 lurut/ml Type I collagenase equivalent) ases. (J Jpn Ophthalmol Soc 102 : 83-87, 1998)

and elastase (13.6-22.6 unit/ml Type I collagenase

equivalent) were obtained from strains of P. aerugi- Key words : Matrix metalloproteinase inhibitor,
nosa of IID-lll7, IID-1030 and IID-1130. Zymographic Pseudomonas aeruginosa , Alkaline
analysis of cultured broth of P. aeruginosa demon- proteinase, Elastase

strated that CS-610 inhibited alkaline proteinase with

I緒  言

Matrix metaloproteinase(MMP)は 組織細胞,食 細胞

によって産生される細胞外マ トリックスを構成するタン

パク質を分解する酵素の総称である1)。 MMPは生理的条

件下で生物の発生,分化,組織形成,修復に関与する一方,

組織破壊を伴う疾患ではその要因となり得ることが知ら

れている1'2'。

現在,MMPは その分子構造,基質により12

種に分類 され1'2),角
膜組織では実質細胞由来の MMP-2,

上皮細胞由来の MMP‐ 9の発現が確認されている3).近

年,それらの創傷治癒,角 膜潰瘍への関与が注 目される41

とともに,MMP阻害薬 (MMPI)に よる潰瘍治療の可能

性が検討されている5卜8).MMPは
活性中心部に亜鉛を有

することを特徴の一つとするため],2),MMPIの
多くはそ

の構造中に亜鉛キレー ト分子を有する5'-9)。
今回,我 々の

検討した CS-610は ヒドロキサム酸基をキレー ト分子と

するMMPIで あるア)｀ 9)(図
1)。 CS-610は線維芽細胞由来

コラゲナーゼ,ス トロメリシンなどの内因性 MMPに高

い特異性を有する。)。

また,MMPと 同様に活性中心に亜

鉛を有し,metalloenzymel。
)に

分類され,角 膜潰瘍 と関係

が深いとされる緑膿菌エラスターゼ11,12)に
対 しても阻害

効果が認められている8'p).し かし,緑膿菌が産生しエラス
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図l CS¨ 610の構造式.

円で囲んである部位はヒドロキサム酸基を示す

ターゼと同様に,角 膜潰瘍の要因であるアルカリプロテ

アーゼに対する効果は不明である.我 々は本邦において

CS-610を 角膜潰瘍治療に応用するに当たり,jれ υ″Ю で

のCS_610の 緑膿菌エラスターゼ,ア ルカリプロテアーゼ

に対する効果を緑膿菌 IID-1117,■ 030_1130株 を用いて

検討した.

II実 験 方 法

1.緑膿菌培養液の調整

緑膿菌菌株 (ⅡD■ 117,-1030,-1130)は 東京大学医科学

研究所か ら供与を受けた。菌 を培養液 (Mueller‐ Hinton

broth 500 ml,カ ルシウム 50 μg/ml,マ グネシウム 20 μg/

ml)にエーゼを用いて播種 し,11フ ラスコ中で 24時間,

37℃ で振盪培養した。培養後,培養 ,I更 から菌体成分を除

去するために培養液を1,700g,4℃ で 30分 問遠心分離

し,さ らに,上 清 をポアサ イズ 0.45 μmの フィル ター

(Falcon)で濾過 した。濾過後の試料の一部を ドルガルス

キー培地を用いて 37℃ ,72時 間培養し,菌 の発育がない

ことを確認した後,測定に用いた。測定まで培養液は分注

し,-80℃ で保存した。

2.Zymographyに よる培養液中のプロテアーゼの検

出,定量,CS‐610の阻害効果の検討

1)プロテアーゼの検出

Zymographyは既報
3)に

準 じて行った。0.1%の ガゼイ

ン(和 光純薬),ま たはゼラチ ン(和光純薬)を 含有する

100× 100× lmm大の 10%sodium dodecyl sulfate poly_

acrylamide gel(SDS)を 用い,各菌株から得た培養液 5 μl

を sample buffer(Tris SDS Seprasol°,第一化学薬品)と

ともに4℃ で 200V,1時間電気泳動をした。次に,酵素活

性を妨げるグル内のSDSを 置換するために 2.5%Trト

ton X-100(和 光純薬)中 でゲルを 60分 間洗浄 した後,37

℃の緩衝液 (50 mM Tris― HCl pH 6.8,10 mM Ca2+)中 で

21時 間酵素 反応 を行 った。反 応 後 ゲル を0.05%の

Coomassie brilliant blue R-250・ (Bio Rad)で 染色 し,プ

ロテアーゼの活性を示すバンドを検出した。

2)プ ロテアーゼ活性の定量

日眼会誌 102巻  2号

各培養液 0.05,5 μl,I型 コラゲナーゼ(SIGMA)5,25,

50 unit/ml各 5 μlを 同一ゲルにおいて 1)と 同様にガゼ

インzymOgraphyを 行った。得られたゲルをデンシトグ

ラフQ(ア トー(株))を 用いて明暗反転 させた後,プ ロテ

アーゼ活性バンドをデンシトメトリーした。I型 コラゲ

ナーゼの活性バンドの濃度から検量線を作製し,培養液

の各プロテアーゼ活性バンドの活性量をI型 コラゲナー

ゼ換算等量で算出した。

3)CS-610の 阻害効果の検討

各菌株の培養液 5 μlを 同一のガゼイングルで 1)と 同

様に電気泳動を行った後,酵素反応に用いる緩衝液中に

CS‐610を 0,10■ 106,10■ 10-3M添 加 した zymography

を行った。得られた活性バンドを2)と 同様にデンシトノ

メ トリーし,CS-610無添加の活性バ ンドの濃度を 100%

として,CS-610各濃度添加時における活性バンドの濃度

の比率を求めて抑制曲線を作製した.グ ラフから活性バ

ン ドの濃度 を50%に 減弱 させ る CS-610の 濃度,IC50

(50%inhibition concentration)を 算出した.

III  結   果

1.Zymographyに よるプロテアーゼ活性の検出

IID■ 117,-1030株 の培 養液中には分 子量 56 kDa,33

kDaに ,IID-1130株 は 56 kDaの みにゼ ラチナーゼお よ

びガゼイナーゼ活性 を示すバンドを認めた (図 2A,B).

2.プロテアーゼ活性の定量

I型 コラゲナーゼ 5～50 unit/mlに おいて,I型 コラゲ

ナーゼ活性バンドの濃度は酵素濃度依存性に増加を認め

た (図 3).

56 kDaの活性バ ン ドは表 1に示す ように,I型 コラゲ

ナーゼ活性として 3株で高値を示 した。一方,33 kDaの

活性バ ンドはIID-1117,-1030株 の 2種でのみ検出され ,

かつ ,そ の活性度は 56 kDaの 活性バ ン ドに比べ低値で

あった。IID-1130株 か ら 33 kDaの 分子量 にプロテアー
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図 2 A:ゼ ラチ ン zymography,B:ガ ゼ イン zymO‐

graphy.

lane l:Ⅱ D^1117,2:IID-1030,3:IID-1130
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図 3 各濃度I型コラゲナーゼのデンシティー.
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ゼ活性は検出されなかった(表 1).

3.CS‐ 610の阻害効果

CS-610を 添加 したガゼインzymOgraphyで各菌株の

56,33 kDaの プロテアーゼ活性バ ンドはCS_610の濃度

に依存じ減弱した (図 4A～ C).

デンシメ トリーでは 56 kDaの 活性バ ンドの濃度は

CS-610の 101Mの 添加で各菌株 とも10%以下に低下し,

33 kDaの バンドはCS-610の 10・Mの添加でバンドの検

出はされなかった (図 5A,B).抑 制曲線か らCS‐610は

56,33 kDaの プロテアーゼ活性を表 2に示すように低濃

度で阻害し,そ のプロテアーゼ阻害力は 3菌株間で同等

であった(表 2).

緑膿菌プロテアーゼとmatrix meta1loproteinase阻 害薬・古作他
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図 4 CS‐610を添加 したガゼイン zymOgraphy.
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図 5 ガゼイン zymOgraphyお ける CS‐610無添加を 100と したときの各 CS‐610濃 度の活性バ ン ドのデン

シティー.
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表 1 プロテアーゼ活性量

分子量
菌株

56 kDa 33 kI)a

13.6± 5.54

22.6± 4.55

検出されず

単位 :unit I型 コラゲナーゼ m1/ n=3

表 2 56,33 kDaプ ロテアーゼに対する CS-610の iCm

分子量
1棠 il朱

56 kI)a 33 kDa

日眼会誌 102巻  2号

アーゼについて 50 kDaの近傍でアルカリプロテアーゼ

以外のプロテアーゼの報告はない。故に本実験で検出さ

れた 56 kDaの プロテアーゼはアルカリプロテアーゼと

考えられるが,今後はプロテアーゼの同定のために特異

抗体などの開発が望 まれる。以上から,緑膿菌ⅡD-1117,―

1030株 はエラスターゼおよびアルカリプロテアーゼ産

生株,IID-1130株 はアルカリプロテアーゼ産生,エ ラス

ターゼ非産生株であると考えられた。

エラスターゼ活性の定量方法は酵素抽出後カラムクロ

マ トグラフイーを用いてエラスターゼ分子量の分画を分

離 し,ガゼイン分解能 を測定することで得る方法が報

告
17)さ れている。今回,我々はzymography上 で基準プロ

テアーゼとガゼイン分解能とを比較することで,ア ルカ

リプロテアーゼ,エ ラスターゼ活性の定量を行った.こ の

方法は,実験条件によってプロテアーゼの分子量が異

なっても直接 zymographyの ゲルを観察 し対象するプ

ロテアーゼ活性を測定でき,ま た,複数のプロテアーゼを

1枚のゲルで比較することが可能であった。しかし,zy´

mographyでのデンシ トノメトリーは複数のプロテアー

ゼ活性バンドが重複 しないこと,基準プロテアーゼを常

に同一ゲルにおくことが必要である.緑膿菌プロテアー

ゼの検討では,基準プロテアーゼとして分離抽出された

アルカリプロテアーゼ,エ ラスターゼを用いることが理

想的であると考えられるが,今回我々はそれらを得るこ

とができず,代 わりに活性値が既知の I型 コラゲナーゼ

を用いた。しか し,基準 とするプロテアーゼ,zymogra―

phyの条件を一定にすることで菌株間の比較は十分可能

であると考えた。

本実験の菌培養液 はアルカリプロテアーゼ,エ ラス

ターゼ活性を合わせて 1,156.6～ 4,999。 6 unit/mlI型 コ

ラゲナーゼ換算等量の活性を示した。Grayら 12)は
実験的

角膜潰瘍を3.5 unit/mlの コラゲナーゼを用いて作製 し

てお り,本実験の培養液中には角膜潰瘍を誘発する十分

な活性を有する酵素が存在すると考えられた。

Zymographyで CS‐610は アルカリプロテアーゼ,エ

ラスターゼの両者を薬剤濃度依存性に阻害 した。それら

に対する CS‐610の IC50は ,ア ルカリプロテアーゼ 1.0～

29.0× 108M,エ ラスターゼ 1.0～33.3× 10-8Mで あった。

CS-610のエラスターゼに対する阻害力については既に

Grobelnyら 91が Ki(抑 制定数)=2.0× 10-8Mを 報告 して

お り,今回我々の結果はそれらと同等であった。CS‐610

のアルカリプロテアーゼに対する報告は我々が初めてで

あり,その阻害効果が確認された。また,過去にMMP阻
害薬 として jれ υ力Ю,れ υわοで緑膿菌プロテアーゼ阻

害効果が検討されている thiol― based peptideは ,エ ラス

ター ゼヽをKi=300 nN16),2‐ Inercaptoscety‐ L‐phenylalanyl―

Lleucineは Ki=200 nM5)で 阻害することが報告されてい

る。CS-610は ,こ れ らと同等のエラスターゼ阻害力を有

し,角 膜潰瘍でもその効果が期待される.し かし,実際の

IID-1117

111:)-1030

11D-1130

1143■ 222

4977± 625

4490±:1222

IID■ 117

11D-1030

11D-1130

1.06

24.7

29.0

<1.0

33.3

単位 :10-8M n=3

IV考  按

緑膿菌の産生するエラスターゼ,ア ルカリプロテアー

ゼはコラーゲン,プ ロテオグリカンなどの細胞外マ ト

リックスを分解 し,緑膿菌角膜感染症における角膜潰瘍

形成に重要な役割を担っているとされる■■2)。 それ故,こ

れらプロテアーゼの酵素学的な性質,角膜潰瘍形成にお

ける役割について多くの報告
13'¬ 6)が

なされている。緑膿

菌プロテアーゼの分子量は同定されたDNAの塩基配列

からエラスターゼは 33 kDa13),ア ルカリプロテアーゼは

49 kDaい とされ,ま た,両 者 は ガゼ イン,ゼ ラチ ンzy_

mographyで検出されるプロテアーゼである15"6).本
実験

に用いた緑膿菌 IID-1117,‐ 1030_1130株 か らは 33ま た

は 56 kDaの 2種類のガゼイナーゼおよびゼラチナーゼ

を有するプロテアーゼが検出された.ZymOgraphyの 分

子量から33 kDaの 酵素活性バンドはエラスターゼと考

えられる。しか し,我 々と同様な手技で,Twiningら
15'は

緑膿菌 PA-01,-103,-158,-388株 に対する検討において分

子量 163 kDa,ま た Matsumotoら 16)は
緑膿菌 RPS,599A

株について 110 kDa,Barlettaら 8)は
緑膿菌 W■86株つい

て 123 kDaを エラスターゼとして報告している。それら

の報告では,DNAの塩基配列か ら予測 されるエ ラス

ターゼ分子量と異なる理由として酵素が複合体を形成し

ている可能性を推察している。緑膿菌エラスターゼは菌

株,培養条件の違いで,そ の形態が異なると考えられ,形

態による酵素学的な差異については,今後検討を要する

点である。3株すべてに検出された 56 kDaの緑膿菌プロ

テアーゼの報告は今までない。しかし,こ の分子量は49

kDaと されるアルカリプロテアーゼロ),ま た Twining

ら151,Ma―tsumotoら “
)の

報告による53 kDaの アルカリ

プロテアーゼと近い分子量である.緑膿菌において,こ れ

らアルカリプロテアーゼの現在までの報告はエラスター

ゼに比較するとほぼ同分子量であり,ま た,緑膿菌プロテ
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角膜潰瘍へ の応用では組織へ の薬剤浸透性 ,作用 時 間な

どを含めた検討が必要であ り,れ υjυοの角膜潰瘍 モデル

における潰瘍抑制効果が今後 の検討課題である。

稿を終 えるに当たり,日 本大学医学部微生物学教室小野

魁教授,宇野正恒講師の御協力に感謝します .

本研究は角膜潰瘍治療薬開発研究班 (金井 淳班長)の一部

として行われた。
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