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研究成果の概要（和文）：　アエロモナスが産生する菌体外メタロプロテアーゼ、セリンプロテアーゼの性状解析を行
った。メタロプロテアーゼは中間体として菌体外に放出されたのち、成熟体へと移行する。その中間体の性状解析のた
め、大腸菌でメタロプロテアーゼを発現させたが、中間体は検出されなかった。また、セリンプロテアーゼは37℃より
25℃の方が産生量が多く、またその産生は培地中に添加したスキムミルクで増強されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：  The properties of metalloprotease produced by A. hydrophila and of serine protea
se produced by A. trota were examined.  A. hydrophila produces the metalloprotease as the intermediate for
m, which is composed of mature domain and carboxy-terminal domain, into milieu.  The intermediate form rel
eased into milieu is immediately cleaved to remove the carboxy-terminal domain and turns into mature form.
  To clear the property of the intermediate form, we constructed the plasmid harboring metalloprotease gen
e and introduced it into Escherichia coli.  The examination of the metalloprotease produced by the transfo
rmed cell showed that the intermediate form is not detected, though the mature form is detected.  
  Subsequently, I showed that A. trota produced much amount of serine protease at 25 degree than at 37 deg
ree and that the addition of skim milk in the medium promoted the production of serine protease by A. trot
a.
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１．研究開始当初の背景 
  
 アエロモナスは水性環境に広く存在する
グラム陰性菌であり、旅行者下痢症や国内で
の散発例の下痢症の原因菌として頻繁に分
離されている。また、創傷感染も引き起こす
事が知られている。さらに、腸管や傷口など
の感染部位から菌が血中に移行すると、敗血
症、髄膜炎、肺炎や軟部組織の壊死性疾患（筋
壊死や蜂巣炎）を併発する事から、種々の重
症症状の起因菌として注目を集めている。 
 アエロモナス属菌のうち、下痢原因菌とな
る菌種は 7種報告されている。そのうち、A. 
hydrophila、A. sobria は食中毒原因菌にも指定
され、特に病原性の強い菌種である。これら
の菌種による感染では軟部組織の壊死性疾
患、敗血症などの重症症例も報告されている
が、その原因因子は明らかになっていない。
創傷感染や軟部組織の傷害ではしばしば菌
の産生するプロテアーゼが関与すると考え
られている。また、細菌の産生するプロテア
ーゼは環境中の蛋白質をアミノ酸やペプチ
ドにまで分解し、菌はそれらを利用し生育す
る事から、菌の生存には重要な因子であると
考えられる。 
 そこで、A. hydrophila の産生するプロテア
ーゼについて研究を開始したところ、一部の
A. hydrophila は血管壁や肺胞、靭帯などに含
まれる結合組織タンパク質であるエラスチ
ンを分解する事を見出した。アエロモナスの
産生する主要な菌体外プロテアーゼとして
はメタロプロテアーゼとセリンプロテアー
ゼが知られているが、欠損株を用いた解析か
ら、このエラスチン分解活性にはメタロプロ
テアーゼが関与している事を明らかにした。
アエロモナスの産生するメタロプロテアー
ゼはサーモリシンファミリーに属するプロ
テアーゼであり、588 個のアミノ酸からなる
前駆体蛋白質として生合成された後、N末端
ドメインがプロセッシングされた中間体が
菌体外に産生される。その後、中間体はカル
ボキシ末端(C 末端)ドメインがプロセッシン
グされて、305 残基からなる活性体(33ｋDa)
へと変換される。しかし、活性体を精製し調
べた結果、メタロプロテアーゼ活性体は可溶
性蛋白質であるカゼインは分解するが、エラ
スチンは分解しなかった。この事からエラス
チン分解にはメタロプロテアーゼ活性体で
はなく、中間体が重要である、つまり、活性
体では失われるC末端ドメインがエラスチン
分解に重要な役割を果たしている事が示唆
された。また、エラスチンを分解しない A. 
hydrophila もメタロプロテアーゼを産生する
が、その C末端ドメインには、エラスチン分
解性株のメタロプロターゼに比べ、多くのア
ミノ酸置換が生じていた事から、エラスチン
分解にはC末端ドメインの構造が重要である
と考えられた。このように本菌の産生するメ

タロプロテアーゼはプロテアーゼ活性本体
とは異なる領域に機能性ドメインを有する
のではないかと考えられる興味深いプロテ
アーゼである。 
 また、A. trota は下痢の原因となる菌種の一
つであるが、本菌の病原性状についてはこれ
まであまり解析が進んでいなかった。そこで、
本菌が産生するプロテアーゼに関する研究
を開始し、A. trota はメタロプロテアーゼ遺伝
子を保有していないが、セリンプロテアーゼ
遺伝子は保有している事を明らかにした。遺
伝子の一部の塩基配列を同定した結果、A. 
trota のセリンプロテアーゼはこれまでに解
析したA. sobriaのセリンプロテアーゼとは塩
基配列がわずかに異なっていた。これまでの
研究から、A. sobria のセリンプロテアーゼは
哺乳類のプロテアーゼであるフーリンと極
めて類似しており、基質特異性も類似してい
る事を報告している。フーリンは体内でプロ
エンザイムを活性化する重要なプロテアー
ゼであり、哺乳類の生存には欠く事のできな
い酵素である。このフーリンと A. sobria のセ
リンプロテアーゼが類似していることは非
常に興味深い。A. trota のセリンプロテアーゼ
の性状解析は一連のホモログプロテアーゼ
の理解に有益な知見を与えると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 前述したように、アエロモナスの産生する
メタロプロテアーゼは菌株によって異なる
だけでなく、活性体と中間体では異なる性状
を有していると推察される。しかし、それら
性状を明らかにするためにはそれぞれの蛋
白質を精製し、精製蛋白質で比較する事が不
可欠である。しかし、これまでに安定的なメ
タロプロテアーゼ活性体は野生株培養上清
から精製することができたが、中間体は精製
過程で容易にプロセッシングされる事から
精製に至っていない。そこで、メタロプロテ
アーゼ中間体の精製方法の確立とその性状
解析を本研究の目的とした。 
 また同様に、A. trota セリンプロテアーゼ
を精製し、A. sobria セリンプロテアーゼや真
核生物プロテアーゼとの性状比較を行い、相
関性を明らかにすることを目的とする。 
 そこで、本研究では以下の解析を実施した。 
(1) A. hydrophila メタロプロテアーゼに関す
る解析  
 ① 大量発現系の構築、メタロプロテアー
ゼ中間体の精製方法の検討 
 ② メタロプロテアーゼとエラスチンとの
親和性の評価 
(2) A. trota セリンプロテアーゼに関する解析  
 ① セリンプロテアーゼ遺伝子および遺伝
子周辺の塩基配列の決定 
 ② 大量発現系の構築、セリンプロテアー
ゼの精製、性状解析 



 
３．研究の方法 
 
(1) A. hydrophila メタロプロテアーゼに関す
る解析  
 ① 大量発現系の構築、メタロプロテアー
ゼ中間体の精製方法の検討 
  
 これまで、アエロモナス野生株の培養上清
を出発材料に中間体の精製方法を検討した
が、いずれも精製過程に分解を受け、精製で
きなかった。そこで、より簡便な精製方法が
必要である事から、本研究では大腸菌形質転
換株を用いた大量発現系の構築、および C末
端タグを利用した融合蛋白質の簡便な精製
方法の樹立を試みた。本遺伝子を PCR法にて
増幅し、DNA断片をプラスミドに挿入し、大
腸菌宿主へ形質転換した。また、部位特異的
変異導入法を用いて変異型遺伝子を構築し、
同様に変異メタロプロテアーゼ発現形質転
換株の樹立を試みた。得られた形質転換株を
培養し、培養上清および菌体破砕液のプロテ
アーゼ活性をアゾカゼイン、エラスチンコン
ゴレッドを基質に用いて測定した。また、メ
タロプロテアーゼ蛋白質は特異的抗血清を
用いたイムノブロッティング法で検出した。 
 
 ② メタロプロテアーゼとエラスチンとの
親和性の評価  
 
 クロストリジウム属菌のコラゲナーゼで
報告されているコラーゲン結合ドメインの
コラーゲンに対する親和性を評価した系を
参考に、エラスチンに対する親和性を評価し
た。メタロプロテアーゼ活性体、および中間
体を含むサンプルをエラスチン粒子と混合
した後、遠心、もしくは限外ろ過フィルター
を用いてエラスチン粒子を分離した。エラス
チン粒子を SDS バッファーに溶解し、
SDS-PAGE、イムノブロッティング法を用い
てエラスチンと共沈するメタロプロテアー
ゼ分子種を検出した。 
 
(2) A. trota セリンプロテアーゼに関する解析 
 ① セリンプロテアーゼ遺伝子および遺伝
子周辺の塩基配列の決定 
 
 これまでに類縁プロテアーゼを比較解析
し、特に相同性の高い領域にプライマーを設
計し、PCRを行った。その結果、A. trota セリ
ンプロテアーゼの遺伝子の一部を検出した。
しかし、決定した領域以外は PCRでは増幅で
きなかった事から、本研究では本遺伝子をシ
ョットガンクローニング法を用いて単離し
た。これまでに決定している A. sobria セリン
プロテアーゼ遺伝子ではその遺伝子下流に
は活性体構築に必要なシャペロン蛋白質

（ORF2）の遺伝子がコードされているが、本
法で A. trota の両遺伝子全長の塩基配列を決
定した。 
 
 ② 大量発現系の構築、セリンプロテアー
ゼの精製、性状解析 
 
 A. trota セリンプロテアーゼの産生条件を
検討した。プロテアーゼ活性はアゾカゼイン
を基質に用いて測定した。また、セリンプロ
テアーゼ蛋白質の特異的ペプチド配列を認
識する特異的抗血清を作製し、それを用いた
イムノブロッティング法でセリンプロテア
ーゼ蛋白質を検出した。 
 その後、その至適条件下で培養して産生さ
れたセリンプロテアーゼを培養上清から硫
安分画、カラムクロマトグラフィーにより精
製した。精製プロテアーゼを用いてプロテア
ーゼ活性を測定し、A. sobria セリンプロテア
ーゼと比較した。  
  
４．研究成果 
 
(1) A. hydrophila メタロプロテアーゼに関す
る解析  
 ① 大量発現系の構築、メタロプロテアー
ゼ中間体の精製方法の検討 
 
 本研究ではこれまで精製が困難であった
メタロプロテアーゼ中間体の精製を目的に、
簡便な精製方法を可能にする形質転換株を
用いた大量発現系の構築を試みた。そこでま
ず、アエロモナスのメタロプロテアーゼ遺伝
子をプラスミドに挿入し、大腸菌に形質転換
したところ、作製した形質転換株はメタロプ
ロテアーゼ活性体を培養上清に産生するが、
アエロモナス野生株とは異なり、中間体は培
養上清に産生しなかった。また、野生株では
菌体内にメタロプロテアーゼは検出されな
いが、大腸菌形質転換株では菌体内にメタロ
プロテアーゼ活性体が滞留している事が分
かった。しかし、大腸菌内で検出されるメタ
ロプロテアーゼも活性体が多く、中間体はほ
とんど検出しなかった。これはアエロモナス
野生株では生合成され、成熟したメタロプロ
テアーゼは速やかに菌体外に排出されるが、
大腸菌では排出できていないと考えられる。
そのため、菌体内の制限された空間でメタロ
プロテアーゼが貯留した結果、高頻度に自己
分解が生じ、活性体が多く存在したのではな
いかと考えられる。また、培養上清で検出さ
れたメタロプロテアーゼ活性体は溶菌した
菌体から漏出したものではないかと考えら
れる。 
 そこで、この大腸菌形質転換株でも安定的
にメタロプロテアーゼ中間体を産生するた
め、部位特異的変異導入法を用いて、変異型



蛋白質の作製を試みた。自己分解によるプロ
セシングを阻害するために、活性中心モチー
フにアミノ酸置換を導入した変異型遺伝子、
また活性体とC末端ドメインが切断される部
位にアミノ酸置換を導入した変異型遺伝子
を作製した。しかし、これら変異型遺伝子を
有するプラスミドを形質転換した株では培
養上清、菌体内ともにメタロプロテアーゼ蛋
白質は検出されなかった。一方、終止コドン
を導入し、C末端ドメインを欠失した変異型
遺伝子では、野生型遺伝子と同様に、メタロ
プロテアーゼ活性体が産生され、アゾカゼイ
ンに対するプロテアーゼ活性を発揮した。以
上の結果から、C末端ドメインは活性なメタ
ロプロテアーゼの構築には必須ではないが、
活性中心やC末端ドメインのプロセシング部
位は安定なメタロプロテアーゼを構築する
過程に必須の役割を示しているのではない
かと考えられる。 
 大腸菌形質転換株では中間体を産生する
事が困難であった事から、次に、in vitro発現
系を用いて、メタロプロテアーゼの作製を試
みた。大腸菌形質転換株で用いた作製プラス
ミドのうち、pET30プラスミドに挿入したメ
タロプロテアーゼ遺伝子は T7 プロモーター
下で発現される事から、本プラスミドを用い
て in vitroでの発現を試みた。その結果、わず
かでは有るが、遺伝子全長が翻訳された蛋白
質が生合成され、プロセシングされた分解産
物は生じなかった。この結果は、in vitro発現
系を用いる事でメタロプロテアーゼ中間体
の産生が可能であり、また、本蛋白質は C末
端 His-tag融合蛋白質である事から、簡便な精
製方法を利用する事でメタロプロテアーゼ
中間体の精製が期待される。 
 
 ② メタロプロテアーゼとエラスチンとの
親和性の評価 
 
 メタロプロテアーゼ活性体、中間体では C
末端ドメインの有無がエラスチンへの結合
に関与し、その結果、分解活性の有無に関連
するのではないかと考え、活性体、中間体の
エラスチンへの親和性を評価した。 
 エラスチン分解性 A. hydrophila 453株およ
びエラスチン非分解性 A. hydrophila 436株を
普通ブイヨン培地で培養し、メタロプロテア
ーゼ活性体、中間体を含む培養上清を得た。
この培養上清にエラスチン粒子を混和した
後、エラスチン粒子を分離し、イムノブロッ
ティング法でメタロプロテアーゼを検出し
た。しかし、いずれの株もメタロプロテアー
ゼ活性体、中間体のバンドがともに検出され、
違いは見られなかった。 
 
(2) A. trota セリンプロテアーゼに関する解析  
 ① セリンプロテアーゼ遺伝子および遺伝

子周辺の塩基配列の決定 
 
 A. trota セリンプロテアーゼ遺伝子をショ
ットガンクローニング法を用いてプラスミ
ドに単離し、遺伝子の塩基配列を決定した。 
決定した A. trota セリンプロテアーゼ遺伝子
は全長 1,825bp で、その遺伝子下流には A. 
sobria のシャペロン遺伝子に類似した遺伝子
が存在した。A. trota のセリンプロテアーゼお
よびシャペロンは推定アミノ酸配列で A. 
sobria とそれぞれ 83.4%、76.5%の相同性を示
した (GenBank accession number AF253471)。
この A. trota セリンプロテアーゼのアミノ酸
配列をもとに、アエロモナスセリンプロテア
ーゼに特異的なペプチド配列を認識する抗
血清を作製した。 
 
 ② 大量発現系の構築、セリンプロテアー
ゼの精製、性状解析 
  
 A. sobriaは普通ブイヨン培地で37℃で培養
すると菌体外にセリンプロテアーゼを産生
する。しかし、 A. trota は 37℃で培養すると
セリンプロテアーゼを産生しなかった。培養
温度を変えて培養すると、30℃以上ではセリ
ンプロテアーゼを産生しないが、15℃や 25℃
での培養ではA. sobriaよりも多くのセリンプ
ロテアーゼを産生した。 
 A. trota セリンプロテアーゼの産生は培養
温度による厳密な調節を受ける。そこで、
25℃、37℃で培養した菌体から RNA を抽出
し、本遺伝子の転写量を RNA ドットブロッ
トハイブリダイゼーション法で検出した。す
ると、セリンプロテアーゼの産生が見られる
25℃、9 時間培養で転写量が著しく上昇した
が、37℃培養ではほとんど検出されなかった。
以上の結果から、A. trota セリンプロテアーゼ
遺伝子では培養温度依存的な転写調節が生
じていることが分かった。 
 一方、①のショットガンクローニング法で
作製した本遺伝子を含むプラスミドを形質
転換した大腸菌形質転換株では、いずれの培
養温度でもセリンプロテアーゼの産生は見
られず、A. trota 野生株で観察される培養温度
依存的な発現は見られなかった。 
 そこで、A. trota を普通ブイヨン培地、15℃
で 48 時間培養し、その培養上清からセリン
プロテアーゼを精製した。培養上清を硫安分
画すると、セリンプロテアーゼは 40-60%飽和
硫安画分に局在し、それを疎水性カラム
(HiPrep16/10 phenyl FF)を用いて分画して、精
製セリンプロテアーゼを得た。本蛋白質の N
末端アミノ酸配列をエドマン分解法で、分子
量をMALDI-TOFMSで調べた結果、N末端ア
ミノ酸配列は NENXA(X; シグナル無し)、分
子量は 64262.84であった。①で求めた推定ア
ミノ酸配列のうち、25-29 残基は NENCA で



あり、そこから C 末端までの推定分子量は
64248.12であり、決定した分子量と類似した。 
 得られた精製プロテアーゼを用いて、アゾ
カゼインに対する分解活性を測定した結果、
A. trota セリンプロテアーゼは A. sobria セリ
ンプロテアーゼに比べ、およそ 2倍高い比活
性を示した。 
 前述したように、A. trota を普通ブイヨン培
地で 37℃で培養すると、培養上清にセリンプ
ロテアーゼは産生されない。しかし、本菌を
スキムミルクを含む普通寒天培地で培養す
ると、37℃で培養してもコロニー周辺に分解
環を形成し、プロテアーゼ活性を発揮する。
これはスキムミルクがセリンプロテアーゼ
の産生を亢進しているのではないかと考え、
スキムミルク(終濃度 1%)を添加した普通ブ
イヨン培地でのセリンプロテアーゼ産生を
調べた。その結果、A. trota はわずかではある
が、37℃での培養であってもスキムミルク存
在下ではセリンプロテアーゼを産生した。同
様に 25℃培養であっても、スキムミルク存在
下でセリンプロテアーゼの産生量は増加し
た。RNAドットブロット法を用いて、本遺伝
子の転写量を調べると、25℃、9 時間で検出
されるスポットが、スキムミルク存在下では
より濃く検出される事が分かった。このスキ
ムミルクによるセリンプロテアーゼの産生
亢進作用は A. trota だけでなく、A. sobria でも
同様に生じた。しかし、スキムミルクの主要
な構成成分であるカゼインやラクトースで
はセリンプロテアーゼ産生亢進作用は見ら
れなかった。 
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