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北大水産業報
担 (2)，10←110. 1983. 

サケ科魚類せっそう病原因薗 Aeromo11sssalmonicidaの

産生する病因物質の検討-1

A. salmonicida， Ar・4(EFDL)の産生するプロテアーゼの精製

田島研一*・高 橋恒人紳

絵面良男*・木村喬久*

Studies on the Virulent Factors Produced by Aeromonas salmon-

icid，α. a Causative Agent of Furunculosis in Salmonidae-I 

Purification of the extracellular protease of Aeromonas 

salmonicida Ar・4(EFDL) 

Kenichi T且JIMA*， Tsune七oTAKARASHI**， Yoshio EZURA* 

and Takahisa KIMURA * 

Abstract 

In the present paper we conducted the purification of the extracellular 
prote乱鴎 ofAeromo偽ω salmonic必:aAr-4 (EFDL) as品計四lentfactor of this 
pathogen. 

The experimental results can be summarizedωfollows: 
1. A. saln叩nic必αAr-4(EFDL) protea駒 hωbeenpur温ed173 fold in 

11.3% yield. 
2. The purified prote制 ew品salmosも homogeneousby electrophoresi日 on

poly，制rylamidegel. 

緒 言

せっそう病は Aeromonassalmonicida感染に起因するサケ科魚類の古くから知られ，かつ最も広

範囲な研究がなされてきた代表的な細菌性疾病である 1)-6)。しかし， 本病の発病機序K関連して病因

物質についての研究は比較的少なく，エンドトキシン叫，白血球溶解因子.7)，起病因子としてのブロテ

ア{ぜ8)，赤血球溶解因子的等の報告をみるにすぎない。と乙ろで，せっそう病の最も特徴的な症状は

皮下筋肉組織が融解し，血液等を含む膿揚病巣，いわゆる癒 (Furuncle)の形成であり，本病名も ζ

れに由来している。と乙ろで，本病の原因菌である A.salmonicidaの大多数の菌株は，菌体外にプ

ロテアーゼおよびリバーゼを産生するととが知られており， 前述の病巣形成に乙れらの酵素が関与し

ている ζ とが推察されるが， リパーゼについてはサケ科魚類に対して毒性がないとの報告別がある。

また，Pseud07抑制sfiU07・'escens近縁菌のプロテアーゼがニpマス (Salmogaird即 ri)に対して榔様

病巣を形成するとの報告10)等がある乙とから，著者らは，A. salmonicidaの産生する菌体外プロテ
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田島ら A.sal'l1ωnicidaの産生するプロテアーゼの精製

ア{ゼに着目し，本菌の病原性との関連性についての検討を試みた。先ず本報では， 当講座保存の

A. salmonicida菌株中でプロテアーゼ産生能の高い菌株を選ぴ， その産生するプロテア{ゼの精製

を試みたので，その結果について報告する。

実験方法

1. 供試菌ならびに培養法供試菌として予め予備実験で多数の教室保存 A.salmonilida菌株の

中からカゼイン分解活性の最も強かったAr-4(EFDL)株を選出して用いた。また培養ば，同様に予

備実験で検討した供試菌のプロテアーゼ産生の最適培地， すなわち酵母エキス 0.7%，パクトカヲト

ン1.0%，食塩0.2%の組成の培地を 500m!容坂口フラスコに 300m!分注したものを用い， 20
0

C， 27 

時間振遁培養を行った。

2. プロテアーゼ活性測定法 プロテアーゼ活性は 2%カゼイン加トリス塩酸1緩衝液 (pH8.8) を

基質溶液としてプロテアーゼ精製過程における各段階の酵素液を 300Cで 20分間反応させた後，

An回n-萩原の方法11)に基づいて測定した。すなわち 2%カゼイン加緩衝液 1m!と被検液 1m!を混和

して 30
0

Cで反応きせた後， 0.4M三塩化酢酸 (TCA)溶液 2m!を加えて十分混和して反応を停止

させ，その後 30
0
C，20分間保持して未反応の蛋白質を十分沈澱させた後，猪過した。その減液 1m!

を取り， ζれに 0.4MNa2C03溶液 5m!を加え，さらに 1Nフエノール試薬 1m!を加えて激しく混

和後， 30
0
Cで20分間保持して発色を完成させ， 660nmで比色した。なお対照には被検液に 0.4M

TCA溶液を加えて十分混和した後に基質溶液を加え，以後前述と同様の操作を行ったものを用いた。

またプロテアーゼ活性1単位を反応時間 1分聞に 660nmにおける吸光値を 0.001増加させる活性と

し，活性単位は蛋白質 1mg当りに換算した値として表わした。

3. 蛋白質濃度測定法蛋白質濃度の測定はSchacter!eand Pollackの方法2)に基づいて行った。す

なわち被検液 1m!とアルカリ性硫酸銅溶液 1m!を十分混和した後，室温で正確に 10分間静置した。

その後 1/9Nフエノール試薬溶液 4m!を加えて激しく混合し，直ちに 55
0
Cの恒温槽で正確に5分

間保持した後，流水で 1分間冷却して直ちに 650nmにおける吸光度を測定し，予め牛血祭アルブミ

ンを用いて同様の操作を行って作製した検量線から蛋白質濃度を測定した。対照としては0.2M トリ

スーO.lN塩酸緩衝液 (pH7.8) を用い，前述と同様の操作を行った。

4. 精製法 プロテアーゼの精製は Fig.1fと示すごとくほぼ Shiehand地 cl品 nの方法13)fL.準拠

して行った。手順は次の通りである。

1) 供試菌Ar-4(EFDL)株を 1.で述べた要領で振渥培養後，培養液を 9，000X g (5
0
C)で20分

間遠心分離し，その上清に 2倍量の冷アセトンを携持しながら少量ずつ加えた。 ζの混合液を OOCf乙

15分間静置後， 20， 000 X g (5
0
C)で 15分間遠心分離し，得られた沈澱を冷 0.2MトリスーO.lN塩

酸緩衝液(pH7.8)に溶解し同緩衝液fL.対して 16時間透析 (OOC) した。

2) 1)によって得られた蛋白溶液に対して粉末硫安を加えて 85%飽和とした後， 40C fL. 30分間

静置後， 20，∞OXg (5
0

C)で20分間遠心分離し，沈澱を集めて前述の冷緩衝液に溶解し， 同緩衝液

に対して 16時間透析(OOC) した。

3) 2) で得られた蛋白溶液を凍結乾燥により濃縮し， 乙れを 2.7X46. 3cmの DEAE-セルロース

カラムに展開した。なおカラムは予め前述の緩衝液で平衡化したものを用いた。また溶出液として

NaC!をOMから約 0.5Mまで連続的K増加させる !in町 gradientIとより溶出を行った。溶出速度

は5ml/12minとした。溶出終了後，各フラクションについてブロテアーゼ活性および蛋白質量を測

定し，ブロテア{ゼ活性フラクションを集め合せて同緩衝液に対して 16時間透析 (OOC) した。

4) 3)で得られたブロテアーゼ活性フラクションを凍結乾燥により濃縮し， これを前述と同じ大

きさの DEAEーセファデックス A-50カラムに展開した。なおカラムは予め前世の緩衝液で平衡化し

たものを用い，同緩衝液で NaC!!in田 rgradient Iとより溶出を行った。溶出速度は 5ml/20minとし
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Incub晶tiedat 2000 for 27 hr on晶 shaker

Oentrifuged抗 500for 20 min. (9，000 x g) 

Added cold乱cetonand stood for 15 min.前 000

Centrifuged抗 500for 20 min. (20，000 x g) 

Dissolved precipitate in Tris-HOI bu宜er(pH 7.8) 

J 
Dialyzed at 000 against Tris-HOI buffer (pH 7.8) for 
16 hr 

Broughtも085%saturation by the addition ofpowder-
ed ammonium sulfate 

Stood for 30 min. at 400 

Oentrifuged at 500 for 20 min. (20，000 x g) 

Dissolved precipitate in Tris-HOI buffer (pH 7.8) 
j 

Dialyzedω000 against Tris-HOI buffer (pH 7.8) for 
16hr 

Oonc喝ntratedby lyophilization 
」

DEAE-cellulose column chromatography 
j 

Active fr乱ctionof prote品目e

J 
Dialyzed at 000 against Tris-HOI buffer (pH 7.8) for 
16hr 

Ooncentrated by lyophiliz乱もion

DEAE・sephadexA-50 column chromatography 

Active fraction of protease 

Dialyzed at 000乱gainstTris-HOI buffer (pH 7.8) for 
16hr 

Ooncentrated by lyophilization 

Purifi.ed protease 

Fig. 1. Procedure for purification of pro飴品目eof Aeromo叫晶88almonwidα
Ar-4 (EFDL). 

Tこ。溶出終了後，各フラクションについてブロテア{ゼ活性および蛋白量令測定し， ブロテアーゼ活

性フラクションを集め合せて同緩衝液に対して 16時間透析 (OOC)し， これを凍結乾燥により濃縮し

たものを精製ブロテアーゼとした。
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5. ディスク電気泳動による均一性の検定精製過程の各段階におけるブロテアーゼの精製度合を

調べるために，ディスク電気泳動を行った。ディスク電気泳動は電気泳動実験法1叫に従い， アクリル

アミドゲル (5x90mmガラス管)に試料を添加し， 1.5mAの定電流を通して室温で3時間展開後，

アミドブラック 10Bで染色し， 7%酢酸溶液で脱色した。

結 果

1. プロテアーゼの精製 供試菌Ar-4(EFDL)株の産生するブロテアーゼの精製は，前述の Fig.

1 Iと示した方法で行った。各精製段階における精製の度合を Table1 Ir.示した。すなわち前述の供試

菌培養上清から精製の各段階におけるプロテアーゼの精製比(比活性の増加率)は， アセトン沈澱画

分で 32倍，硫安沈澱画分で 101倍と上昇した。この硫安沈澱画分を DEAEーセルロースカラムに展開

した場合の溶出図を Fig.21己示した。同図tとみられるごとし蛋白質のピークが大小2つの画分に出

現したが，プロテアーゼ活性ピークは食塩濃度が O.IM付近から溶出し始める両分のみで，前述の2

つの蛋白質のピークのうち高いピークの画分と一致した。なお食塩濃度 0.3M以上では蛋白質および

ブロテアーゼ活性のピークは全く溶出して乙なかった。 乙のブロテアーゼ活性ピークのフラクション

を集め，前述の方法で脱塩・濃縮したブロテアーゼ酵素液の精製比は 172倍であった。 さらに乙れを

DEAEーセファデックス A-50カラムに展開した場合の溶出図を Fig.31乙示した。 その結果， ブロテ

アーゼ活性ピ{クおよび蛋白質ピークがそれぞれ lつずつみられ，両者の溶出位置は一致した。 乙の

プロテアーゼ活性画分は， DEAEーセルロースカラムクロマトグラフィーの場合と同様，食塩濃度が

O.IM付近から溶出し始めるものであった。 なお他にブロテア{ゼ活性画分あるいは蛋白質画分の溶

出がみられなかったことから，乙の段階でかなりプロテアーゼの純度が高まったものと考え， 精製を

終了した。プロテア{ゼ活性ピークのフラクションを集め， 前述の方法で脱塩・濃縮したプロテア{

ゼ酵素液の比活性は 3，290 units/mgで，精製比は 173倍となり，収量は 11.3%であった。

2. 精製プロテアーゼの均一性の検定 1.によって得られたプロテア{ゼの均一性について，方法

の項で記載したディスク電気泳動によるプロテアーゼの泳動像iとより検討した。精製各段階のブロテ

アーゼ試料のディスク電気泳動バターンは Fig.41乙示した。アセトン沈澱函分では蛋白質のバンドは

3本みられた。しかし， 硫安沈澱函分ではアセトン沈澱函分でみられた易動度の大きいバンドが消失

Table 1. Purifica品ionofprore晶seof Ae抑制叫ω sal叫 側 似daAr-4 (EFDL) 

Fr乱心tion Volume I Activitv*1 units料 Protein ;ai;it; Yield Relative [inlr l 同 ii (ml) 1'__00 "OJ 1 (~oìÕ3) 1 (叫) I (ぷh周)1 (%) Ipuri制 ion

Supern品tantof 5，000 0.18 900.0 46，000 19 100 1 
culture medium 

Aceton 131.4 3.45 453.3 746 608 50.4 32 
precipitation 

(NH，)sSO， 7.3 40.50 295.7 154 1920 32.9 101 

DEprAeEci.p。ietlaltuiloOnBe 
49.0 4.00 196.0 60 3267 21. 8 172 

column chroma-

DEtoAgEr品4pehpyhadez 5.1 20.00 102.0 31 3290 11. 3 173 
A-50 column 
chrom乱tography

事 expressedas 660 nm O.D. min.-1 ml-1 

柿 aunit of prote湖 eactivity was definedω ぬ抗 amountwhich yielded 0.001 O.D. at 660 
nm unit of change per minute under the conditions mentioned in the p晶per.
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し，バンドは 2本となった。きらに DEAEーセルロースカラムクロマトグラフイ{および DEAEーセフ

ァデックス A-50カラムクロマトグラフィーと精製が進むにつれ，最も易動度の小会い主パンドはそ

のまま残り，中等度の易動度を示すパンドは最終の DEAE-セファデックス A-50カラム展開後もか

すかに残った。
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田島ら A.sal.仰向仰の産生するプロテアーゼの精製

以上の結果から最も易動度が小きし最終精

製までそのまま存在したバンドがプロテア{ぜ

に相当するものであると考えられた。供試菌の

プロテアーゼは， DEAEーセファデックスカラ

ムの溶出図からは活性ピ{クと蛋白質ピーク共

Ic一致する一つのピークのみとして検出きれた

が，本画分はディスク電気泳動による検討結果

から，わずかながら異質の蛋白質が混合してい

るものと考えられる。しかし前述の Fig.4の4

K示した電気泳動に供試した試料の量は蛋白質

量として 60l'gであったがζの量を 40l'gI乙減

じた場合にはまったく他のバンドは検出きれな

かった。供試した蛋白質染色試薬のアミドブラ

ック 10Bの染色限界蛋白質量は経験的に 51'g

である乙とから，最終精製プロテアーゼ画分に

おける爽雑蛋白質の含量、ま 5阿 /40暗から

5μg/60l'g，すなわち 12.5%から 8.3%程度と

概算された。

+ 

考 察

供試菌Ar-4(EFDL)株の産生するプロテ

アーゼの精製を行い，ほ1-1均ーと思われるブロ

テアーゼ画分を得る ζ とができた。しかし，デ

ィスク電気泳動による均→全の検定を行ったと

ころ， 本ブロテアーゼの純度はほぼ 90%前後

1 2 3 4 

Fig. 4 Polyacrylamide gel disc electr-
ophoresis of proもeaseof Aer.仰 ω加 8

sal仰向仇Ar-4(EFDL) at diffe-
rent stages of purification (飽唱 Fig.l)
1. protease obtained after precipi-
t品.tionwith acetone 
2. protease prep乱rationafter pr・
ecipitation with ammonium sulfate 
3. prote品sepreparation afl句rchro-
matography on DEAE-cellulose 
4. Protease prep乱ration品fterchro-
matography on DEAE-sephadex A-
50 

と考えられた。 乙の段階の精製度合は比活性 3，290units/mg，精製比は 173倍，収量は 11.3%であっ

た。と乙ろで Shiehand MacLean13
)も同様に A.salmonicidaの産生するブロテアーゼの精製を行

い，最終的に比活性1，750units/mg，精製比500倍，収量 28%で，ディスク電気泳動的にも均一な精

製ブロテアーゼを得ている。本研究とは供試菌株， 供試培地および培養方法が異なる ζ とから直接比

較できないものの，本研究で得られた精製プロテアーゼは前述の Shiehand陥 cLean13)のそれと比

べ，比活性で約 1.9倍，精製比で約2/5であり，ほ1-1同程度の精製ブロテアーゼを得たと考えられる。

なお電気泳動で確認された微量の爽雑蛋白質についても，本プロテアーゼ画分の精製純度が90%前

後である ζ とから，以後の酵素化学的検討に十分供試し得るものと考えられ， また供試菌のブロテ

アーゼの病原因子としての検討には， 乙こで得られた精製ブロテアーゼ画分を用いて十分目的を達し

得るものと考えられる。
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