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研究成果の概要（和文）： 
 Glu 特異的プロテーゼファミリー分子では自己消化によるプロ配列の段階的切断が起こり，
この短縮化により活性化過程が効果的に起こることを示した．Glu 特異的 ETA の酵素活性の測
定系を初めて開発し，表皮剥奪活性の発現にはプロテアーゼ活性が必須であることを明らかに
した．さらに，ジペプチジルペプチダーゼ（DPP）11 と DPP7 の生化学的性質，基質特異性を明
らかにし，これらの結果に基づく新たな分子系統分類法を報告した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Shortening of the propeptide of Glu-specific serine peptidase (GluV8) family commonly 

occurred in an auto-catalytic manner. Accompanied with propeptide-shortening, the 

pro-mature junction became more susceptible toward the maturation enzymes. We 

demonstrated the in vitro Glu-specific endopeptidase activity of exfoliative toxin (ET) 
A for the first time, which was measured with Escherichia coli-expressed recombinant ETAs 
and synthetic peptidyl substrates. The animal model revealed that the proteolytic 

activity was indispensable for exfoliation of the skin. In addition, we determined 

characteristics of DPP11 and DPP7, and proposed a novel phylogenetic system of these 

family molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 細菌性心内膜炎患者からは黄色ブドウ球
菌(Staphylococcus aureus)が 30-50%と最も

高頻度に分離されるが，多くの症例でその感
染経路は明らかになっていない．口腔通過菌
と考えられる Staphylococcus 属菌の口腔内
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菌量は必ずしも多くないが，それらの病原性
は比較的高いことから，Staphylococcus 属菌
が歯-組織境界を越えて血流に移行した場合，
全身感染症の起炎菌となる可能性を見出し
た．実際，80%以上の健康成人口腔からブド
ウ球菌属が分離され，それらの中でS. aureus
は，表皮ブドウ球菌(S. epidermidis)と共に
唾液およびプラーク中に最も高頻度に存在
する菌種であった．これらの細菌はS. aureus
の病原因子であるグルタミン酸(Glu)特異的
プロテアーゼ(GluV8)ファミリープロテアー
ゼを産生するが，それらの酵素活性と活性化
過程は明らかになっていない． 
 S. aureus グルタミン酸特異的プロテアー
ゼ GluV8 は菌の増殖や生存に関与し，S. 
epidermidis 酵素と同様に菌体表層の接着分
子や菌体外マトリックスを分解,修飾するこ
とが知られている．さらに，水疱性膿痂疹や
ブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群の原因因子
とされる表皮剥奪毒素（ETA）は，デスモソ
ーム構成タンパク質であるデスモグレイン
(Dsg)1の Glu-Gly間を切断するGlu特異的プ
ロテアーゼであることが報告された．しかし，
より高いペプチド分解活性を示すGluV8のS. 
aureus 起炎性表皮剥奪性疾病への関与は明
らかになっていない． 
 
２．研究の目的 
(1)ETA 組換え体，および関連する Glu 特異的
プロテアーゼの大腸菌発現組換え体を発
現・精製し，同プロテアーゼファミリーの活
性化過程とプロセシングの普遍性について
の知見を得る． 
(2)ETA の in vitro 酵素活性測定系について
検討し，その酵素活性と生物活性，表皮剥奪
活性の関連性を明らかにする． 
(3) Glu 特異的 DPP11 と疎水性アミノ酸特異
的 DPP11の生化学的性質および基質特異性を
明らかにし，それらの分子系統分類法を確立
する． 
 
３．研究の方法 
(1)大腸菌タンパク質発現系を用いて S. 
aureus, S. epidermis, コアグラーゼ陰性ブ

ドウ球菌，Enterococcus faecalis が産生す

る Glu 特異的プロテアーゼの野生型，および

部分配列欠損変異型組換え体を発現精製す

る．1 アミノ酸置換変異体を作成し，プロセ

シング，および酵素活性に影響を及ぼすアミ

ノ酸を特定し，また，プロ酵素からの活性化

機構について検討する．酵素活性は MCA ペプ

チド基質を用いて測定する．自己消化によっ

て発現効率が低い場合には，プロ配列にアミ

ノ酸置換を導入し，自己消化抵抗性の組換え

体として発現を行う．これらの分子種につい

て，プロ配列の短縮過程と最終的な活性化過

程の関係についてサーモライシン感受性を

指標に測定・評価する． 

(2)活性型および種々の変異 ETA 組換え体を

作成，発現し，それらの酵素活性を MCA ペプ

チド基質を用いて測定する．セリンプロテア

ーゼ阻害剤の効果を測定する．また，酵素活

性，基質特異性について GluV8 のそれらと比

較検討する．精製 ETA 各分子種および GluV8

を新生仔マウス皮下に投与し（水疱性膿痂疹

新生仔マウスモデル），経時変化肉眼所見と

組織学的検討により，ペプチダーゼ活性と表

皮剥奪活性の関連性について検討する． 
(3)Glu 特異的 DPP11 と疎水性アミノ酸特異的
DPP11 はアミノ酸配列の相同性から S46 ペプ
チダーゼファミリーに分類される．分子系統
分 類 上 の ５ つ の ク ラ ス タ ー に 属 す る
Bacteroidetes 門の代表的細菌の DPP 遺伝子
を増幅し発現ベクターに組み込み，野生型お
よび変異型組換え体を発現精製する．それら
の酵素活性をジペプチド MCA基質を用いて測
定する．また，アミノ酸配列の相同検索を行
い，全配列，部分配列等を用いた分子系統分
類法の妥当性について知見を得る． 
 
４．研究成果 
(1)プロ配列の長さを変えた種々の GluV8 分
子を発現し，それらの活性化を検討したとこ
ろ，プロ配列の長さが短くなるにつれてサー
モライシンによるプロ-成熟酵素間の切断が
容易になり，酵素活性が獲得されることが明
らかになった（図１）．  
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このプロ配列の短縮化にともなう酵素の
活性化過程について，発現分子のアミノ末端
配列の検討と成熟過程についての検討を行
い，コアグラーゼ陰性ブドウ球菌および E. 
faecalis由来GluV8ファミリー分子種におい
ても普遍的に起こることを明らかにした．ま
た，3 残基程度の短縮プロ配列を有する分子
種がペプチダーゼ活性を有することは初め
て示し，Ｎ末端短縮が自己消化によっておこ
る可能性を示した（図２）． 
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図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GluV8 ファミリープロテアーゼのプロ配列の
比較．シグナルペプチダーゼによる切断を点
線矢印，プロ配列内の切断箇所を矢印，プロ
-成熟酵素切断位置を矢尻で示す． 
  
(2)プロ ETA，成熟 ETA，1 へリックス欠損
ETA，および必須 Ser233Ala 変異体を大腸菌
発現系で発現精製し，その酵素活性を
Leu-Leu-Glu-MCA を用いて in vitro で初めて
測定した．Phe24 および Glu39 をＮ末端とす
る ETA では経時的な基質分解が観測され，一
方，この分解活性はセリンプロテアーゼ阻害
剤である Pefabloc の共存により抑制された
（図３）． 
 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また,ETA は Leu-Leu-Glu-, Leu-Glu-, およ
び Ala-Glu-を切断し，P1 アミノ酸が Gln, 
Asp, Alaであるペプチドは加水分解しないこ
とが明らかになり，この傾向は GluV8 のそれ
と等しかった． 
 ETA および GluV8 分子種をマウス新生仔背
部皮下に投与し，表皮剥奪活性について動物
モデルで検討した結果，GluV8 投与では発赤
は認めたものの有棘層の解離は起こらず， 
プロテアーゼ活性を有する ETA分子種ではこ
の解離が見られること，Glu39ETAは Phe24ETA
よりも同活性が高いこと，必須 Ser とともに
1 へリックスが表皮剥奪活性の発現に重要
であることを明らかにした（図４a,b）． 
 
図４a 
 
 
 
 

 
図 4b 
 
 
 
 
 
 
 
 
有棘層の剥離を Intact index=length of 
adhesion area/length of total area 
appearing in a histochemical section x 100 
(%)で示す．プロテアーゼ活性が有意に高い
Glu38ETA は Phe24ETA よりも有棘層剥離活性
が顕著である．また，プロテアーゼ活性を認
めないその他の ETA 分子種，および GluV8 で
は有棘層剥離が観察されなかった． 
 
(3)５つのクラスターに分類される DPP7ホモ
ローグ遺伝子がコードするタンパク質を発
現し，それらの酵素活性をジペプチジル MCA
基質を用いて測定した．いずれの DPP も酵素
活性を有し，それらの基質特異性の結果，未
知であったクラスター１と５が DPP7であり，
クラスター２が DPP11であることを決定した． 
 
表１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに，1 アミノ酸残基置換変異体と基質
特異性，アミノ酸配列相同検索，クラスター
解析により，必須 Ser，および酵素活性に関
与するアミノ酸残基を含む C末端側保存領域
による分類が全配列による分類よりも妥当
であることを示した．これらの検討から，
DPP7 は 673 番目のアミノ酸が Gly であり，
DPP11 は Arg あるいは Ser であることを明ら
かにした． 
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