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研究成果の概要（和文）：白癬で生じる痒みのメカニズムへの関与の可能性が指摘されている表皮ケラチノサイ
トの膜受容体Protease-activated receptor 2 (PAR-2)を特異的部位で切断し活性化させる白癬菌由来のトリプ
シン様セリンプロテアーゼの同定を試みた。
　白癬菌A. vanbreuseghemiiのゲノムシーケンスデータを利用して選抜した候補遺伝子を酵母で発現させた組換
えタンパク質に基づくアプローチに加え、カラムクロマトグラフィーによる本菌細胞抽出液からのタンパク質精
製に基づくアプローチにしたがってトリプシン様セリンプロテアーゼの同定を目指したが、目的とする分子の同
定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The detailed mechanisms of pruritus in dermatophyte infections remain poorly
 understood. Previously, among the endopeptidases, trypsin-type serine proteases secreted from the 
dermatophyte A. vanbreuseghemii were suggested to cause itching through activation of the 
proteinase-activated receptor-2, a member of the G-protein-coupled receptors, which may be one of 
the causal mechanisms of the pruritus associated with dermatophytosis. The aim of this study was to 
identify trypsin-type serine proteases from this fungus.
 Based on the whole genome sequence data, several candidate genes were selected and expressed in the
 yeast Pichia pastoris. Two recombinant proteins were successfully obtained, both of which showed no
 trypsin-like substrate specificity. We simultaneously challenged purification of trypsin-type 
serine proteases from a mycelial extract of the fungus by column chromatography. However, the 
isolation of desired proteases with trypsin-like substrate specificity was not achieved.
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１. 研究開始当初の背景 

我が国では“国民病”と言われるほど罹患率が

高い皮膚糸状菌症（白癬）において、“痒み”は
極めて身近で不快な症状である。しかしなが

ら、起因菌である白癬菌が組織への侵入を

進める過程で痒みが発生するそのメカニズム

は未だ不明な点が多い。今から５年ほど前、

“マウスの掻き動作の回数”を指標に確立され

た“痒みの動物評価モデル”を利用して、白癬

における痒みの発生メカニズムの解析が行わ

れ、「皮膚表層の大部分を占めるケラチノサイ

トの膜に局在する受容体(Protease-activated 
receptor 2, PAR-2) の活性化を起点とする経

路が関与していること」、そして「パラサイトで

ある白癬菌が産生するプロテアーゼの中に、

PAR-2 分子をその細胞外アミノ（N-）末端
側ペプチド鎖内の特定の部位で切断し、

PAR-2 分子の活性化に寄与するものがあるこ

と」など、新たな知見が報告された（Andoh T 
et al, J Pharmacol Exp Ther, 2012）。 
 
２. 研究の目的 

PAR-2 は三量体 G タンパク質共役型膜受容

体で、ポリペプチド鎖の N-端側にある細胞外

露出領域にトリプシンの認識部位（アルギニン）

がある。PAR-2 は、トリプシン様の基質特異性

を有する特定のエンドセリンプロテアーゼによ

って上記アルギニンのカルボキシル（C-）末端

側で特異的に切断され、受容体活性化配列

が露出することにより活性化される。 
 これまで、トリプシン様の基質特異性を有す

るプロテアーゼが白癬菌から単離された例は

見られない。しかしながら、上記論文において

実施された実験を通じて、白癬菌において産

生されたトリプシン様の基質特異性を示すセリ

ンプロテアーゼが PAR-2 ポリペプチド鎖の特

異的部位での切断および分子の活性化に関

与していることが示唆されている。 
 そこで、表皮ケラチノサイトの膜に存在する

PAR-2 ポリペプチド鎖の特異的部位での切断

および分子の活性化に関与に関与する白癬

菌由来トリプシン様セリンプロテアーゼの同定

と単離を試み、白癬菌の感染によって生じる

痒みのメカニズムの解明につなげていくことが、

本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 

 今から５年ほど前に、主要な白癬菌群のゲノ

ムシーケンスデータが公開され、多種多様な

プロテアーゼ遺伝子がゲノム上に存在すること

が明らかになると共に、白癬菌の遺伝子情報

の蓄積が進んでいる。しかしながら、白癬菌の

ゲノム中には、トリプシンのホモログ（オーソロ

グ）をコードすることが強く示唆される遺伝子は

認められない。また上記の通り、過去にトリプシ

ン様の基質特異性を有するプロテアーゼが白

癬菌から精製された例も見られない。 
 そこで白癬菌のゲノムシーケンスデータを利

用して、翻訳産物中にトリプシン様のモチーフ

（ドメイン）を含むことが予想され、さらに他の糸

状菌のプロテアーゼ遺伝子の情報との比較を

通じてセリンプロテアーゼをコードすることが予

想される遺伝子の検索を行い、解析の候補と

なる遺伝子(TSLP)の選抜を進めていった。 
 遺伝子操作の系が確立されている白癬菌

Arthroderma vanbreuseghemiiを材料に用

い、上記TLSPの候補として選んだ３個の遺伝

子（AvTLSP1-3）の各々について、相同組換

えによる遺伝子破壊株の作出を試みた。また、

RT-PCR法を用いてAvTLSP1-3のcDNAを

単離した。単離したcDNAは各々発現ベクタ

ーに組み込んで酵母Pichia pastorisに導入

し、組換えタンパク質（rAvTLSPs）の発現を

試みた。そして、組換えタンパク質の発現が確

認されたものについては、その基質特異性を

解析し、目的とするトリプシン様の基質特異性

を有するセリンプロテアーゼの同定を進めた。 
 一方、組換えタンパク質を利用したトリプシン

様セリンプロテアーゼの同定と並行して、サブ

ローデキストロースブロスを用いた液体培養に

よって得られたA. vanbreuseghemiiの発育

菌糸の凍結粉砕物から細胞粗抽出液を調製

し、硫安分画法および（アフィニティークロマト

グラフィーおよびゲルろ過を組み合わせた）カ

ラムクロマトグラフィーによるトリプシン様セリン

プロテアーゼの精製を試みた。 
 
４．研究成果 

上記の通り、トリプシン様のモチーフ（ドメイン）、

そして他の糸状菌のプロテアーゼ遺伝子情報

を利用したホモロジー検索を通じて、最終的に

３個の遺伝子（TSLP1-3）を選抜した。そして、

液体培養で得られた A. vanbreuseghemii の

発育菌糸から total-RNA を調製し、RT-PCR
法を用いて、各遺伝子の cDNA（AvTSLP1-3）

を単離した。さらに、組換えタンパク質を用い

た解析や、カラムクロマトグラフィーによるタン

パク質精製の後、目的とするプロテアーゼに

対して遺伝学的視点からの解析を加えるため

に、A. vanbreuseghemii のゲノム上にある

AvTSLP1〜3 の各々について相同組換えに

よる遺伝子破壊用コンストラクトを構築し、遺伝

子破壊株の作出を試みた。アグロバクテリウム

法を用いた遺伝子破壊実験の結果、各遺伝

子の破壊株を作出することができた。得られた

遺伝子破壊株の発育速度を解析したところ、



AvTLSP2 のみ、親株や他の破壊株に比べて

菌糸の発育速度の低下が認められた（データ

割愛）。 
 RT-PCR 法 を 用 い て 単 離 し た ３ 個 の

AvTSLP cDNA の各々について発現ベクタ

ーを構築し、酵母 P. pastoris に導入して組換

えタンパク質（rAvTLSPs）の発現を試みた。

その結果、AvTSLP1（AvARB_01633）、そし

て 2（AvARB_00131）を導入した P. pastoris
において、組換えタンパク質（rAvTLSP1、 
rAvTLSP2）の発現が確認された。そこで、質

量分析計（MALDI-TOF-MS）を用いたインス

リ ンb鎖消 化産 物の 分 子量 測 定に 基づ く

rAvTLSP1 および rAvTLSP2 の基質特異性

解析を試みた。その結果、何れの組換えタン

パク質もプロテアーゼ活性は認められたものの、

アルギニンの C-末端側を切断する活性は示さ

ず、rAvTLSP1 は主に疎水性アミノ酸残基の

C-末端側を、rAvTLSP2 はロイシンとチロシン

の間を優先的に切断することが示唆され、トリ

プシン様の基質特異性を有するセリンプロテ

アーゼの同定には至らなかった。 
 一方、組換えタンパク質を介したトリプシン様

セリンプロテアーゼの同定と並行して、サブロ

ーデキストロースブロスを用いた液体培養によ

って得られたA. vanbreuseghemiiの培養菌

糸の凍結粉砕物から細胞粗抽出液を調製し、

トリプシン様セリンプロテアーゼの精製を試み

た。菌糸の凍結粉砕物を50mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 10 mM CaCl2に懸濁したのち、２

度の遠心によって細胞残渣を除去し、得ら

れた上精について硫安分画を行った。トリプシ

ンの人工基質であるN-p-Tosyl-Gly-Pro-Arg 
p-nitroanilideを利用した（トリプシン様）プ

ロテアーゼ活性の測定結果を指標に、硫安

40-70%飽和で得られた沈殿を遠心によって

回収し、少量の50mM Tris-HCl (pH 8.0), 
10mM CaCl2に再懸濁した。脱塩、限外ろ過

によるサンプルの濃縮を行った後、

Benzamidine Sepharose担体を用いたアフィ

ニティークロマトグラフィーを実施し、プロテア

ーゼ活性の認められた画分を回収して

Sephacryl S200 HR担体を用いたゲルろ過

に よ る 分 画 を 行っ た 。 N-p-Tosyl-Gly-Pro-
Arg p-nitroanilideに対するプロテアーゼ
活性の認められた画分を回収し、再び

Benzamidine Sepharose担体を用いたアフィ

ニティークロマトグラフィーとSephacryl 担体

（S200HR）を用いたゲルろ過を組み合わせて

タンパク質精製を進めた。最終的に回収した

画分についてSDS-PAGEによる解析を行っ

たところ、分子量約57kDa、約27kDaおよび

約20kDa付近にメジャーバンドが認められた。

そこで、これらのメジャーバンドを切り出し、N-
末端アミノ酸配列の解析を実施した。しかしな

がら、約57kDaおよび約27kDa付近のポリペ

プチド鎖はプロテアーゼではないことが示唆さ

れた（約57kDa:グルコース-6-リン酸イソメラー

ゼ、約27kDa:無機ジホスファターゼ）。また分

子量約20kDa付近のポリペプチド鎖は純度が

低く、同定には至らなかった。 
 上述の通り、今回の解析を通じて、目的とす

るトリプシン様の基質特異性（アルギニンの C-
末端側を認識）を有するセリンプロテアーゼの

同定には至らなかった。しかしながら、白癬菌

か ら 単 離 し た プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 を P. 
pastoris に導入し、酵素活性を有するプロテ

アーゼ組換えタンパク質を発現させることがで

きた。したがって、P. pastoris を用いた組換え

タンパク質の発現系を活用し、解析を行うプロ

テアーゼ遺伝子の範囲を広げることで、トリプ

シン様セリンプロテアーゼに関する新たな知見

が得られる可能性がある。また、その他の宿主

を用いた組換えタンパク質の発現系も試みた

が、基質特異性の解析が可能なレベルでの組

換えタンパク質の発現は認められなかった。し

たがって、現時点では P. pastoris を宿主に用

いた組換えタンパク質発現系が白癬菌のプロ

テアーゼ遺伝子の発現系としてより適している

と考えられる。 
 一方、カラムクロマトグラフィーによるトリプシ

ン様セリンプロテアーゼの精製においても、目

的とするプロテアーゼの単離には至らなかった。

最終的に回収した画分の SDS-PAGE による

解析で認められた２本のメジャーバンドは、い

ずれもプロテアーゼではないことが示唆された。

本実験で得られた結果は、アフィニティークロ

マトグラフィーとゲルろ過のみによる目的タン

パク質の精製が困難であることを示している。

しかしながら、回収した画分には N-p-Tosyl-
Gly-Pro-Arg p-nitroanilide に対するプロテ

アーゼ活性が認められたことから、量的には少

ないもののトリプシン様の活性を有するプロテ

アーゼが回収した画分に含まれている可能性

がある。したがって、実験方法の再検討を行い、

上記分画法にイオン交換クロマトグラフィー等、

原理の異なる別の分画法を適宜加えることで、

タンパク質精製のレベルを上げ、目的とするト

リプシン様の基質特異性を有するセリンプロテ

アーゼの単離に至る可能性があると考えられ

る。 
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