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研究成果の概要：黄色ブドウ球菌放出病原プロテアーゼ staphopain A と B の立体構造に基づい

て活性中心部の鍵穴に当てはまる化学物質を30万種類程度の試薬リストからコンピュータを使

ってドッキング計算より選出し、阻害効果を調べた。Staphopain B については Ki 値が数 10µM

程度の阻害物質しか得られなかったが、A に対して最も強い阻害効果をもつ chemical #11 は、

Ki 値 1.3µM で拮抗型阻害を示し、本菌敗血性ショック発症に直結する staphopain A の血管漏

出作用を 20 µM でほぼ完全に抑制した。さらに他の細菌や細胞、血漿由来のプロテアーゼに対

してもその種類や基質特異性とは無関係に阻害効果がみられたことから、プロテアーゼが関係

する疾患への治療を含めた多方面への応用性が示唆された。
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１．研究開始当初の背景
新興•再興感染症の発生、耐性菌の出現な

ど、感染症は依然大きな医療対象であり、特
に死亡率が高い敗血性ショックの治療法開発
は緊急の課題である。黄色ブドウ球菌は普遍
的に存在する病原菌であり、グラム陽性菌に
よる敗血性ショックの主要な原因菌である。
黄色ブドウ球菌感染では MRSA 等の耐性菌の
出現の問題があり、抗生物質に代わる新たな
感染症治療薬が求められている。

２．研究の目的
黄色ブドウ球菌の産生•放出するプロテアー

ゼ staphopains が重要な病原因子であり、シ
ョックに直結する血管漏出と血圧低下を誘導
することを示し、敗血性ショックの病態に貢
献していることを明らかにした。そこで、
staphopains の阻害剤を開発してショック関
連作用抑制効果を示し、プロテアーゼ阻害剤
が本菌敗血性ショック治療薬として有用であ
ることを明らかにする。

３．研究の方法
① Staphopains の精製： 黄色ブドウ球菌培

養上清から、種々のカラムクロマトグラ
フィーによって staphopain A と B を
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SDS-PAGE ゲルによる解析で単一バンドに
なるまで精製した。

② Staphopains に対する抑制活性の測定：抑
制活性のスクリーニングのために、各
stapjopain 10 nM に対し、10 µM で抑制
効果がみられる化学物質を選出して Ki値
を求めた。抑制効果のみられた物質の情
報を加えてコンピュータによる抑制物質
のさらなる探索を行った。staphopain A 5
nM、 staphopain B 10 nM が蛍光基質
Z-Leu-Leu-Glu-MCA (167 µM)と Z-Phe-
Arg-MCA (167 µM)を各々水解する活性に
対して得られた化学物質 2 µM の抑制効果
を調べた。Staphopain A の種々の濃度の
Z-Leu-Leu-Glu-MCA(s)に対する水解速度
(v)を抑制物質 2 µM 存在下と非存在下で
測定した。1/v vs. 1/s プロットのグラフ
を作成し、そのパターンから阻害形式を
明らかにした。また、種々の基質濃度に
おける水解速度からコンピュータを使っ
た Taylor 展開を併用する最小自乗法
(Sakoda & Hiromi, 1976)で Km値、阻害物
質存在下の Km値(Kmapp)を求めた。阻害形
式が拮抗型であったことから、Ki 値は、
Kmapp = Km (1 + i/Ki) から iに 2 µM を
代入して求めた。プロテアーゼ活性によ
る水解で放出されるAMC量は励起波長380
nm、蛍光波長 440 nM で蛍光分光光度計に
て測定した。

③ IC50によるプロテアーゼ抑制効果の比較：
種々濃度の阻害物質の存在下でプロテア
ーゼが各々に特異的な基質を水解する速
度を測定し阻害物質非存在下の50%の速度
になる阻害物質の濃度を調べた。

④ Staphopain A 血管漏出抑制効果の測定：
モルモットにエバンスブルー(80 mg/kg体
重)を静脈注射し、即座に剃毛した背部に
サンプル 100 µl を皮内注射した。10 分後
モルモットを脱血死させ、背部皮膚を剥
離して注射部を切り出し、3 ml のホルム
アミドに浸して 60˚C、48 時間でエバンス
ブルーを抽出し、620 nM の吸光度で定量
した。

⑤ Staphopains 阻害物質の探索： 既に明ら
かになっている staphopains の立体構造
に基づいたプロテアーゼ活性中心部の鍵
穴に当てはまる化学物質を 30万種類程度
の試薬リストからコンピュータを使って
ドッキング計算より選出し、上位の物質
を阻害物質候補としてプロテアーゼ抑制
活性測定の対象とした。

４．研究成果
①Staphopains 阻 害 候 補 物 質 の 選 出 ：

Staphopainsの立体構造に基づいてドッキ
ング計算より stapopain A と B に対して
上位 40 種類と 90 種類を選出し、プロテ

アーゼ阻害活性測定によりKi値数µMから
数 10µM の阻害活性を持つ物質が各々3 種
類と 4 種類得られた。これらの物質の情
報を選出の条件に加えてさらに強力な阻
害物質探索を行い、その候補物質の上位
から入手可能な 14 種類と 9 種類をそれぞ
れ staphopain A と B の阻害物質対象とし
た。

②Staphopains 酵 素 活 性 抑 制 作 用 ：
Staphopain A に対しては、表１に示すよ
うに自家蛍光のため蛍光基質では測定不
能であった#8 を除き、13 種類すべてに抑
制効果が認められた。なかでも chemical
#11 は最も抑制効果が強かったので、さら
に検討を行った。一方、staphopain B の
方では 5 種類に抑制がみられたものの Ki
値は数 10 µM で、最初の選出で得られた
抑制物質より抑制効果の強い化合物は得
られなかった。

表１.Staphopain A(5nM)に対する抑制効果
chemicals (2 µM) Residual activity (%)

#1 87
#2 91
#3 68
#4 74
#5 85
#6 84
#7 44
#8 自家蛍光で測定不能
#9 74

#10 79
#11 30
#12 81
#13 63
#14 58

③ Chemical #11 の staphopain A 活性抑制形
式： 図１A で示すように、chemical #11 (2
µM)によって Km値は 188 µM から 483 µM に
増大した。これらの値から得られた Ki 値
1.3 µM は、最初に選出した chemicals の
Ki 値 7～数 10µM より小さいことから
chemical #11 は こ れ ま で 調 べ た
staphopain A 阻害物質の中で最も強力で
あることがわかった。さらに図１Bの 1/v
vs. 1/s プロットのグラフで示されるよう
に、両直線が同じ y 軸の１点で交わるこ
とから、その阻害形式は拮抗型であるこ
とが明らかとなった。この結果はchemical
#11 が stahopain A 阻害剤として in vivo
でも応用可能である事を示唆する。

図１



④ Chemical #11 の staphopain A 血管漏出作
用抑制効果： Staphopain A に対する阻害
剤としての chemical #11 の in vivo にお
ける効果の１つとして敗血性ショックに
直結する血管漏出作用への効果を調べる
と、図２Aに示すように chemical #11 は
濃度に比例して staphopain A の血管漏出
作用を抑制することがわかった。漏出し
たエバンスブルーを抽出して活性を定量
すると、図２Bに示すように staphopain A
300 nM の血管漏出活性は chemical #11 の
3 µM(図２A-e)で約 1/3 にまで抑制され、
20 µM(図 2A-f)でさらにその半分に、100
µM(図 2A-g)でほぼ完全に消失した。
chemical #11 は 100 µM(図 2A-h)では血管
漏出活性はみられなかった。この結果は
chemical #11 が staphopain A 阻害剤とし
て in vivo でも有効であることを示す。

図２Ａ. Staphopain A の血管漏出活性と
chemical #11 の阻害効果（皮膚写真）

a,staphopain A 300nM; b,staphopain A
100nM; c,staphopain A 30nM; d,10mM
Tris-HCl buffer, pH 7.3, 150mM NaCl; e,
staphopain A 300 nM + chemical #11 3µM; f,
staphopain A 300 nM + chemical #11 20µM;
g, staphopain A 300 nM + chemical #11
100µM; h, chemical #11 300µM.

図２Ｂ. Staphopain A の血管漏出活性と
chemical #11 の阻害効果（抽出エバンスブ
ルーの定量）

*, P < 0.01 vs. staphopain A 300nM のみ(n
= 3).

⑤ Chemical #11 の他のプロテアーゼに対す
る抑制効果（表２）：Chemical #11 は
staphopain B に対しても Aとほぼ同様の
阻害効果を示した。細菌由来の同じシス
テインプロテアーゼでファミリーが異な
る gingipain R および Kに対しても、ほ
ぼ同じ IC50の値であった。膵臓由来のセ
リンプロテアーゼには IC50 はやや高いが
阻害効果がみられた。肝臓由来のシステ
インプロテアーゼの cathepsin B やと血
漿由来凝固因子でセリンプロテアーゼの
トロンビンには阻害効果は弱かったが、
線溶プロテアーゼの plasmin には効果的
であり、しかも植物由来のシステインプ
ロテアーゼに対して最も強い阻害効果を
示した。これらの結果は、chemical #11
がプロテアーゼの種類や基質特異性に無
関係に阻害効果を発揮することが明らか
になった。

表２. Chemical #11 の種々のプロテアーゼ
に対する阻害効果

protease
IC50

(µM)

staphopain A (10nM) 1.8
staphopain B (10nM) 2.5

V8 serine protease (50nM) 11.0

gingipain R (0.1nM) 2.8

gingipain K (5nM) 1.8

pancreatic elastase (3nM) 3.5

pancreatic trypsin (3nM) 3.0

pancreatic α -chymotrypsin
(1nM)

4.5

pancreatic kallikrein (3nM) 6.0

cathepsin B (5nM) 0.4

thrombin (0.1nM) 36.0

plasmin (10nM) 1.4

papain (10μg) 0.3
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