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ANOVA: analysis of variance 

BSA: bovine serum albumin 

CBB: coomassie brilliant blue 

CBD: collagen-binding domain 

CD: circular dichroism 

CMG2: capillary morphogenesis gene 2 

ColG: Clostridium histolyticum (Hathewaya histolytica) type I collagenase 

ColH: Clostridium histolyticum (Hathewaya histolytica) type II collagenase 

DIG: digoxigenin 

DTT: dithiothreitol 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid 

FITC: fluorescein isothiocyanate 

FPLC: fast protein liquid chromatography 

IEQ: islet equivalent 

JHF: juvenile hyaline fibromatosis 

LC-MS/MS: liquid chromatograph-mass spectrometry 

MMP: matrix metaloprotainase 

NEM: N-ethylmaleimide 

PCR: polymerase chain reaction 
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PKD: polycystic kidney disease 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 

PPC: bacterial pre-peptide C-terminal 

QTOF-MS: quadrupole time-of-flight mass spectrometry 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

STZ: streptozotocin 

TFA: trifluoroacetic acid 

TEM8: tumor endotherial marker 8 

�

 

�  



 6 

�¤�� �� 
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R��}Rj�xn�w��zy�Ga�!
��D^�E{�!/=5&�M���


bB�	�!)<3>hl����iO$p����!����"��![1]���#��

/=5&�M���
}R��bB��HJ�%94��F��w�/=5&��6<-
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}Y� I���!�
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2)� ):>(= 

� ):>(=���^81;0&,�B�/=5&����~��¡��¡������

U���T�X�e�Mc��	 �K/=5&��	�� 30%$Q�!�):>(=�

yDL�	�!iO���?�s�/=5&�����X��"��\|$hl��m�

��!���!�T�):>(=
xn���s�$S ��X�gf�r�j$@�

��!����u�/=5&�����):>(=
���!��� �]v����M

P������ @���!���!� 

� ):>(=� Gly-Xaa-Yaa¢Gly%';+=�Xaa%��%94��Yaa%��%9

4�£�� "��N���!�#���"!7;
6�	
�o�U�����s�$�

�����M`��!��� ��):>(=� IZ):>(=�� ��� 1.5 nm�$

� 300 nm�M`
���U�����$hl��������V�
�U��):>(
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;�XVII;�XXIII;�XXV;c�Multiplexin!-1 0bXV;�XVIII;c���A

IF]�HX�2�� 28O@�6=O�M����[2]� 

 

3)�  RY@!- (1% 

� !- (1%�/@3+� HEXXH^7�B��&/+/��1%��!-1 0��
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Gly-Xaa-Yaa�7�<
^7� Yaa-GlyT9� .6[
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�:'HX��� M9A�M9B �"��	,.1�6@����M9 A ����.�Y
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�(LE!- (1%�!���[1]

bFig. 2c� 
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Clostridium histolyticum ID�#0"*4&]ColG�ColH^����C. histolyticum

� 16s rDNA�+�	8L���Hathewaya histolytica�3��(&�����C- 

XB��5A:�EK�����MT&��� C. histolyticum �UD��[3]�C. 

histolyticum #0"*4&�C,���3]#0"*4&���4� �̂<J?*R?F

] polycystic kidney disease-like [PKD]^���3�#04"3N:���3

]collagen-binding domain [CBD] �̂_�����3��@�/�����3'3- Y

�����LL�#0"*4&����3EZ�9���ColG �� PKD � 1 !�CBD

� 2!�/���ColH�� PKD� 2!�CBD� 1!����9L���3�=6EZ

����3% �W4�����]Fig. 3 �̂ColG ��/�����3'3- Y���

�=6EZ��6����#04"38W�+���1)�����[4, 5]� 

� ColG�C,���3�#0"*4&���4��'���� ��4'4���3��

.��4&���3�������3��@�[5]]Fig. 3A �̂����3�!1$31(

�134�>���K8�EZ������#04"38W5?�#0"*4&���

4������� ��4'4����.��4&�����3�0V�����&0�

38W5?��.��4&���3�	�5?�A�
��<������
�KB���

� ��4'4���3��.��4&���3�$F��#04"38=��[���

EZ�W��I"���.��H��.��4&���3�#2���Q�����ColG

� PKD���3� 7C��-%)03���@��-���EZ�����[5]]Fig. 3B �̂G

S���;>��������#04"3��N:�M���[6]�#04"3PO�@7

���#04"3�,/4�I"���7H�1)�����[7, 8]�CBD � 10 C��-

%)03���@� jelly-rollEZ�����[4, 9]]Fig. 3C �̂CBD�UJ���2$3

�.
\;�����J�#04"3��[���EZ�EG�N:��[10]�ColG�
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tandem CBD��2W5LCZ�������� ��"*-!,P4c���� 55�a

��8$�/�������ColG� tandem CBD�"*-!,RQ_���-�.


�RQVc�T
G�@����P4���:���[4]�eY29_)d8^V:��

��ColG�"*-!,09� CBL�� NBL�/���*����0W����7

5������[11]�tandem CBD �N/CZ�3 CBD �"*-!,P4)�Z���

��CBL�� NBL�/��*��X>���[4]�3J���,�N/CZ��"��

���"*-!,0W��'���<1������(i) CBD �!��\M�"*-!,

RQ�P4��(ii) PKD���,�"*-!,RQ�RC���"*-!,09���

�"*-!,NRQ�b'����(iii) "*!&-#��-��"*-!,09��^

��
CZ�W��b'���(��]��(��-#���,�(=�[1]� 

� ���3YDG?�	Z�����ColG�"*-!,�5��B?�=	�4@�(�

��5���[<�B?�K��5��ColH�4@�(���5��B?�=	�"*

-!,�5���[<�B?�K�������\M�"*-!,(=\#�G���

�	75�����[12]�ColG�"*-!,(=\#�"*-!,�BL\0�����

5��ColH�"*-!,�.4\�&#�(=��NU?"*!&-#�"*-!,�

%+�(�����0W����\M�	"*-!,[1� Xaa#� �$),]�0

��(��]�(=�������H�����[13]�����-�FRQ�>@� VI

6"*-!,�(=������	H�����[14, 15]� 

� C. histolyticum "*!&-#�NT,a����OS0AE\M����IKEX�

��E������1 6O6F9Q��S7M?����S70a������%*,;

P_Dupuytren’s contracture`�AJ�E%�DH�UI��
�OS�`-����+

JEX���;	E������[1]� 
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3-2)� ��.�%IA"-!'1% 

� ��.�%IA�&/*/��1%�0=3)�:7=X5HEXXH��,(YX5�

 WE6=���MI�#��-$\�-$ I�II�III]�4I���[16]�0=3)��

,(YX5�[����-$ I� HEVSH-E��-$ II� HEYTH��-$ III� HEYVH

���� WE6=�[�����-$ I ��-$�0�$��0=	<
�"-1!0

�4V�����$���-$ II��-$ III�"-1!0�4V���-$ II�2>

9�&0)�W��U���	%�0�4V�����$����-$ III�"-1!0�

%-�0�7C�	%�0�4V����#��-$�4I�����M9A�%�"

-!'1%�B�����-$ II��-$ III�S�������.�%"-!'1%�

�� Vibrio alginolyticusIA"-!'1%	LN�����[17-20]�V. alginolyticus"

-!'1%�A#��0�PKD ��0�*��*�
1% C @O\pre-peptidase 

C-terminal: PPC]��0�^����0��?�+����0&0)�W����

"-1!0�%-�0�	%�0�4V��V. alginolyticus"-!'1%�/0=�J

����3��27�?8�H����59�".��QR�G������	K���

��[21, 22]� 

 

4)� Grimontia (Vibrio) hollisae 1706B-IA"-!'1% 

� Vibrio hollisae� 1982:����J@��� -�H=T�[23]�2003:�Grimontia

%��4I���T���[24]�Grimontia hollisae� thermostable direct hemolysin�

��DP�GF�[25]��'��>B��!6�D;��Z;�<=4�(�C���

	98�����[26]�1998:�F+��,�E*+!�1&;��� G. hollisae 1706B
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/�#>��[27]���j/�'0�3@'��0F�E�#0"*4'�QP���

�.�������L#0"*4'�8?=� 60 kDa��3F#04"3�%3F#0

4"3�'0�3�;G(nvZ-GPLGP�Pz-PLGPRw�8m������'�3�8m

���[28]�L#0"*4'� pH 4.5�11�0F�bH������3F#04"3�8

m�+�8< pH� 7.0�8.0����8<1D� 35���60�� 308!4����

)0���	��EDTA���)0��&13����$%��38ms_�����

��$
�������L#0"*4'��(2.2��4'������.�����

��L#0"*4'����o:��$�4�3!���W��8m�"�`f�`f8

J����Q��R�%gF�e����[29]� 

 

5)� LX[��l 

� ��������595�C	�R����� 2%)1��,SM#0"*4'�

� -�����/,tr9�#04"38?Z�@'������ad8JRs_�

���#0"*4'k�������	����e���LX[�� G. hollisae 1706B

/SM#0"*4'�Q��R������q6? 24+3!����
A�aI�(

3- n�7k��
��^x\��� 2%)1��,SM#0"*4'�� -�

��� VI=#04"3�;*�&�ad�5�����iBFY?:cbhT�hU�#

04"38N�����̂ y\���G. hollisae 1706B/�#0"*4'q6?�<A��

����1�,SM�#0"*4'(3- n��6<FmN���L#0"*4'��

��3Op��2��������������%V���R��aI�(3- n�7

k�����<A��q6?�#0"*4'�#4��q6?������7:���

^z\���G. hollisae 1706B/SM#0"*4'� PPC���3�&� CK]u>�
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� "�!��E��
/C�#$	�<'
� CBD ����	����$A�

�
�����G. hollisae� ��"�� C-7F(�;,��!��B�%?	���

*� "�!�����*� "�!G� !H��
�<'���
�������

��C-7F(��	 74 kDaD9�"����!��� 60 kDaD9�3��C-7F(

�� "�!&@ *����#����	��8I6��60 kDa � G. hollisae 

1706B�4.� ��"����	�������5�	�3��;,��!��B�

21����	��0��60 kDa�;,��!��B�� "�!&@ *�=+	

��������� ��"�?��	��3����� *��)*�������

�����!�&%�	�3����:>��%
��������	�� 

 

 

�  
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UrT� VI;#,0"/	k7dS�cBER?8ZY_N�_O�#,0"/6H 

 

2.1 Cg 

VI;#,0"/�� W[��6(�@���#,0"/����>
�W[����

Kj(�/�����������
�V]��#�54��V]L^�-(����	

Q�����[30]�VI;#,0"/���12��22��32��G��2	�m��	K

j����6?��V]5��14�DF���6����V]=�)�#,0"/2

	�!��������0�%ZY�DF��pFig. 4q�VI;#,0"/��0�%ZY

� I ;#,0"/���ZYE#,0"/�
����
���@���0�%ZY

��'$�Kj�����V]=*(-'!%&/)!h�V]���'(�0!DF

��1����\��������(������&*�Pa�$)�`�io�3'�

+b�/�1.W[����me�V]=*(-'!%F6���������VI;#,

0"/	������Ullrich ;��E&�%(.��0� Bethlem +
)0����

&""�!�.����	Q�����[31]� 

� VI;#,0"/	k7dS��""������ J24	El3�X9W[""�

��cBER?8ZY_NpJuvenile hyaline fibromatosis: JHF [MIM #228600]q	Q

�����[32-34]���""�N%���n(�#+�o��D��*�-��02�

70��,�P�_O��	,����P�_O�� (���������0��M�

���	Q��������$'�=%(��3�����[35]pFig. 5q�W[�(f

H�����Pa�iW[�_O��V]=��AD�� -/ h�k7dS	<:�

����[36]�_O�#,0"/6H�XI�_OW[���� I;#,0"/���[37]

� VI;#,0"/��#& 	.������	*������[32, 33]�2003B���
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�#�48[-;	 capillary morphogenesis gene 2 (CMG2)�����	&�����

�[38, 39]�CMG2 �����#!#�IA0MPS��(*�)��0��/�� 

EY	+
���,�L�3	���[-;���6<���[40]�CMG2 ")%�X

�*P�FT�&���������	�CMG2")%�X�������)��()

#8;"�& A���)	 IV9�(*�)�('$)�Q5������CMG2")

%�X� in vivo��� .")%�X��!&"*�������T>	-����[40]�

���PS.�!&"*���#�%G�],�����R������ tumor 

endotherial marker 8 (TEM8)�+6>	����	&�������")%�X��)

V	?D�,��!&"*��������	:7���[41, 42]�����CMG2 [

-;��(�@�#�J'�]/>�&���������� 

� JHF����#����@������ 10	��:7����	�JHF�($���

�@��>̂ �%� 38�_	UK��5�%��
�,�.2����UK�.,���

��
�F�����[-;WB�QC�@J��� CMG2 [-;�	
�) 15 � AG

^[-;\2 1796�1797_	����������(	")%�X�'����*� 

�#�(�!�1��������,0����[35]�@NO���G3�*WB�-;

6"4/=�X31B&���")%�X6<�%�H���JHFIAUK�*P��(

*�)1B�$��Z��:7�+"���)��� 

 

�  
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2.2 63�49 

2.2.1 �) 

� -�� ����JHF�# ��	�5�	2�'&F6.5 cm × 4 cmG�����F1 

cm × 1 cmG�A<��*�	��#���'��(���'�'��
��$(�'

*7���&.+�(%0���D'*7"����' �D,/
(�:�	��	�

�$(�'*7��'�&(���
���=B�:�	[43]� 

 

2.2.2 �$(�'�� 

� JHF;��=B���A<F'��G����=B 0.1 g� 5 mm!�> ��!&	�

(��'��(!�F1 mM EDTA�0.1 mM NEM�10 µM PMSF�10 mM disodium 

phosphate�pH 7.4G����	�$���0.1 N��E!�����?@�$"��	�

1 mg/ml�1������!�'FWako Pure Chemical Industries, Osaka, JapanG

�����4��H�)���
�$(�'��!+�	[44]� 

 

2.2.3 SDS-PAGE 

� &���� Laemmli�49[45]����7.5%"%��%��#����:�
��	�

��������/�F50%���(��10%%EG� 3*)�/����8��F0.25% 

Coomassie brilliant blue (CBB) R-250�50%���(��10%%EG�8��	�1*�

��8���*�����F5%���(��7.5%%EG����	� 

 

2.2.3 &�����
'����%(C7 

� NIH image�:�
 CBB8��	&������$(�'��'�����C7�	�
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I +�"&�%��1 )���2 )�V +�"&�%��1 )�VI +�"&�%��1 )�

�2)��3)�.(��I+�V+�VI+�"&�%��!��%��� 

 

2.2.4 �$6--�*$/ 

� JHF 5��86=7'�'�>�	7�!�	����� VI +�"&�%�'

=Polysciences,  Warrington, PA, USA>
 4�	"�0������0.8 nm3�$�

��%���	�� IgG�'=Aurion, Wageningen, Netherlands>
0�����!

��. =0.2 %�%�%<�2.5 %���������>������.�����2%�

�!	�<�0.1 M#%<����&=pH 7.4>
��	 30)0�����.����

!�+#�	������	 30 )�3�$��45,1/-=Aurion R-gent SE-LM, 

Aurion>������!���&*�
��&�  	)���
 ���(������

0,�!�(9��2<	"% ��
%<4 	6-2*�.�����1;+6--

�*=JEOL JEM 1230, JEOL, Tokyo, Japan>	$/��� 

 

2.2.5 	���%�$�� 

� �3�����%��:� 7.5% #��#��!���6�����),�����

� PVDF#=Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, USA>�&����PVDF#� 2%

���!��	�$��%���	����� VI +�"&�%�'
��	 2 �+0

����PBS(-)	���������&��%���	�� IgG �'
0����

PBS(-)	����SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate=PIERCE, 

Rockford, IL, USA>	
"���"%���!�&�&(LAS-3000, Fiji Film, Tokyo, 

Japan)	�%������� 
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2.2.6 >&09��:���*#�>�35 

� �������� VI4�'+�*;8��*�������1 mm�< ����

����+�$�����A25 mM @�?�*�"	��50%��!"!(�B�

�����	���!"!(�����
������%�����+����A10 

mM DTT�25 mM @�?�*�"	�B�����56�� 450'�*���+!�


�*$������������	�����2�(������1�A55 mM �+�

��!�&��25 mM @�?�*�"	�B����
��"� 300'�7�����

����	�����1��2�(����!"!(�����
�����.�!�

���!($�*#��������
��/������	��������6�

@�?�*�"	�����
�37��,���/�1������1�����
�

�A50% ��!"!(��0.1% TFAB����
�$� ��
�������6�

��� 100% ��!"!(��0.1% TFA��� 100% H2O�0.1% TFA�
�����

>&09��*$����� 

� �-�)%!�'�>&09ALC-MS/MSB� Agilent 1200 LC�������!($

��@�("��
*!' $>&09�A3200 Q TRAP, AB Sciex, Foster City, CA, 

USAB�:�
����0)�'�� 5 µm Xterra C18A150 mm x 2.1 mm, Waters, 

Milford, MA, USAB�:����-�)%!�'��+�>&09� Analyst® software

AAB SciexB�:�
���	����+�� ProteinPilot Ion SearchAAB SciexB�=

9��� 
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2.3 I@ 

2.3.1 JHFD>HL��%(�'H; 

� JHFD>HL��%(�'H;�(�����JHF�������=�:��)R6.5 

cm × 4 cmS�����R1 cm × 1 cmS�ME���FN�C���$ '	����

%(�'�� -����������%(�'�,-�H;�$'����RFig. 

6AS�JHF�%�FN�� I1�%(�'	*;,�����*� III1�V1�VI1�

%(�'	������Rlane 2S����'
#!('�����FN��%(�'H;

�0B�������Rlane 1S�)<�JHF�%�ME����)������ME��

� VI 1�%(�'	3�����#�"� I 1�%(�'	�����Rlane 3,4S�

.G�%(�'��'
�	' "�"&(O?���6*�����JHF�%��)

������ME�����FN���� 10�*� VI1�%(�'	�������)

<�I1�%(�'��������FN� 57%�38%����RFig. 6BS� 

 

2.3.2 JHFD>ME���� VI1�%(�'�,8 

� JHFD>ME���� VI1�%(�'�,8�(������� VI1�%(�'�+

�C�����5.�+&7������)ME��*� I 1�%(�'�KJ�	&7

���VI1�%(�'��(�!KJ�9; I1�%(�'KJ�
�������,

8���RFig. 7A, 7BS�)<���ME�� I1�%(�'KJ,��69Q2	4


&7����VI1�%(�'� I1�%(�'KJ�
������69Q2����&

7��� 100 nm 
����BAP+��,8�����	�������RFig. 7C, 

7DS���AP+� VI1�%(�'��(�!KJ	����/��Zebra body���

��I1�%(�'KJ,��,� VI1�%(�'��(�!KJ0�	�/����
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���M����XFig. 7EY� 

 

2.3.3 �#$,�+%&PB���1/81��VI4!*- ,����Q./B��

F�� VI4!*- ,�39 

� ���80#/+:���NH����VI4!*- ,	1EDR1���Zebra body�

	',������� VI 4!*- ,�.�F���#$,�+%&PB����VI

4!*- ,	1/81�����������-������NH���60 kDa� VI

4!*- ,�V���W5��,��6� 150 kDa��� 220 kDa�
� VI4!*-

 ,�.�	<���,�	�����XFig. 8AY�����1/81���,���"

�IO��� JHF$)�IO���������������������NH�?	�

-�NH��
1/81���,�	7
�������LC�����80#/+:�

*����Zebra body���(",��/PTK��=	���M����� 

� E��� VI4!*- ,�.�	<���,�	�����S0� 	��Q./B�

�F��/B���Fig. 8B�(�� 5A��,��39LC� Fig. 8C�(����V�

��W5��,� 1�2�3������1(VI)��2(VI)��3(VI)�����150 kDa��,

� 4�220 kDa  ��,�5�
��3(VI)�39�����,� 4����3(VI)��V��

�W5X�)'U�
22022�2045�Fig. 9AY��� C@J�&���,X�)'U�


22165�2178�Fig. 9BY��*��,&	39���������C @J�&���

,X�)'U�
22165�2178Y��*��,&��"#��,	����1�����

�)����1"#��,��������"#��,!	�#����L2�;>�

�����	%�����������,� 5���,� 4�3��V���W5X�)

'U�
22022�2045Y��*��,&	39���XLC��G�Y����LC�
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���� VI ������������������
���������	����

��� 

 

 

�  



 21

2.4 cD 

� MYZ������"�Xf�JHF #,UNXf��� JHF #,UNeW�T7 )

5O ���JHF #,UNeW���"�Xf��� JHF #,UNXf�%��#,/

".�^I	�7�����eW�� I<#,/".	����VI<#,/".	?��

����� *.��������eW����� VI<#,/".��5A�83���

�Zebra body�	B���� -���������eW����� VI <#,/".

	$%�. ��������15A7��
C7��'������ *.��� 

� JHF #,UNeW�T7 )YZ�����������	�Katagiri ��eW� VI

<#,/".	("�������>:�[33]�Lubec �� I <#,/".���	��

�����>:����[37]�MV��eW�����>:�9S�_P����oFig. 6p�

I <#,/".�#,/".a`�2I5����^b�g;�� )FE�QjH 1

����Rk `J�����0K�VI<#,/".�T34���/�'a`���]

a`�B���^bRk�`J�]d�]d@+(-'!%I5 ������G6 

�������eW�� I<#,/".�a`�a`��0 	����� VI<#,/"

.��5A�83����Zebra body�	����oFig. 7p��� VI<#,/".	$

%�. ��������
C7������	$������oFig. 8, 9p�/"��

*$.����&7�� ����8�VI<#,/".� NL[��� CL[��'�

��.��7����m��
n=��	�&7����0K�eW� VI<#,/".�

��'���.	������&7������	$�������oFig. 8p��_P�

5A4���5A0�������*$.����7��H	�������� +��

������
T34�	 MMP-1 ���&.)!i5hl\���5h�!���H 

+�c�����eW�� I<#,/".��� ����� VI<#,/".	
C7
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�'��)"���g[�K�Tq�cN���������� 

� 4.*��(2�"�	�#6���"*���������2��g[	W����

	GC�����[35]�	��g[������!�������M4�� 12�o

	 �>����	]�����[46]�P^`��(�"�����2���g[��@

<R�	�(�g[���
�42 �>����d��������2�	��

����M4	�	� �>�&�3��,%����d�����4O�"��g[

���
�S��
�M4�'�g[�d������g[�� VIF#03"2�&(�

BU��������tFig. 6u��Zebra body��KM� VIF#03"2� 3�9I�

�����
�g[�M4�&�3��9I����������pJ�CMG2,)

! �*/�&	8k���	�������iD����)"�/�����*�/�

�����g[�KM������[34, 47, 48]�!4��&�H�����
 VIF#

03"2�r=j_	+0���[34, 48]�g[KM���+������g[�M4�

VIF#03"2�s:L�m%����������^`	#l���� 

CMG2(2-!o�W�Vf��m%�		����	�CMG2(2-!o	 VIF#

03"2��'.(3��8X��2�$*3%&��� VIF#03"2�<m�

s5����	GC���[34]�g[YQae�� VIF#03"2� �7l�#03"

2�WAM��"���	�VIF#03"2�<m������� VIF#03"2�)

"��	1������	%�������4O�PZ��� I F#03"2���	�

�����VI F#03"2�)"������n%�����$
������JHF

$-YQ\h�#03"2bM��"�\h�BU���tFig. 6u�VIF#03"2�5

<H>�/������tFig. 8u�JHF$-�;&���� CMG2(2-!o	���

���	�g[��
#03"2���)"	/���?E���m%�������g



 23

C����������� VI3"(+!*�@?	�����������	�.Q��

�����R/OF������ VI3"(+!*)%����D����������4

���# '�����I 3"(+!*�?19����.Q������������

	����� 

� LC����5����$����
��$�����	��LC	?������

���!��,���������������"(+!*	��OF������

����&(*� ���
M"���	���"(+!*	��OF�����M

"��0���"(!'+$P�SG���=	������[49]�LC�������

	�2<�"(!'+$��-����LC�	�
��������!����#�

����K����������������HN8"(!'+$� Clostridium 

histolyticumB:�"(!'+$	��
�����C. histolyticumB:"(!'+$�

VI3"(+!*�.Q������	E���������;������������

�����VI3"(+!*�	.Q���"(!'+$P�	�����IJ�Q���

���7A��	6	��JHF�LC�$�����	����>����K����� 

 

 

�  
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YpX� Grimontia hollisae&3%-7*�h:Ci=�?D�\J�+6/#g�;c 

 

3.1 Ff 

� [bG&3%-7*��+505�"7*����3G9*���d�GjZ�&6)

6'(i=��� HEXXHi=!I��[bG&3%-7*��&G&37%6	��&

G&37%6n*3�6o��?!<e���jZ����&37%6�l��
mA�

O);i=��� Gly-Xaa-Yaa �>�Di=� Yaa-Gly ]>!�-�Gly-Xaa-Yaa

�,4�0��!����<e��nXaa�Yaa ��+�"2.ko[1]�[bG&3%-

7*������OF!I����[a!H����\`<KRjZ����VWRE�

�R������A(</����A(<H[50]������,36,=nDupuytren’s 

contractureo[51]�2:���� :RE��E�R������� 

� [bG&3%-7*�VW���(%7b��U��� Clostridium 

histolyticum 
QP��&3%-7*�VW
E�U����� [6, 52-55]�C. 

histolyticum&3%-7*�h:CeM����C. histolyticum&3%-7*�C'��

�6�BSG#a@Nnpolycystic kidney disease-like [PKD] o���6�&37%6]

>���6ncollagen-binding domain [CBD]o�p�����6��H�1�����6

+6/#g�����
.������������jZ���Q��R�����H

F@C���P�3G!I�+6/#g!&37%6_^�"6�46$���T;�

CBD !�R��VW	� ����[56]�8L���[bG&3%-7*�� Vibrio 

alginolyticus &3%-7*	U�����[17-20]�V. alginolyticus &3%-7*�13

G�I����5��48�B9�R����6;�%0�\`!G"�����
U

�����[21, 22]��$��N��b��&3%-7*
!H�����h:Ci=
?
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8�����[16, 57-60]�����I��J��*��NO�L����� 

� V. hollisae� 19829����L=���)�D<U�[23]�20039� Grimontia%

��0F��U���[24]�Grimontia hollisae� thermostable direct hemolysin��

�GP�IH�[25]��'��=D�#2�@:��_:�9:3�(�?
�
�	

54�����[26]�G. hollisae 1706B.�-�B+,#�0&7 ���E��[27]�


�U.�#)�+7!��/<�;�!) %,#�IH��
�!) %,#���

M
��0Y��
�	���[29]�A!) %,#�06C� 60 kDa��2<!),

 +��2<!), +�#)�+�2>"Z̀ Z-GPLGP�Pz-PLGPRa�0Y���	�

-<5�$+'�Z��V���
#�+�0Y����A!) %,#� pH 4.5�11

�/<�S?������2<!), +�0Y�$��;A pH � 7.0�8.0 ���

[27-29]�A!) %,#�	Q�<4YC�I��J�T�#2�\.6]1����

-FE[��5	)X���� 

� ANO���G. hollisae 1706B.�!) %,#\.6�38�������"L�

��J��R@�$+'�Z�/W������W�R@�$+'�Z�J��	Q

�<4YC�����38�\.6	!) %,#�!,���\.6���
��8

>��������8����(&^]1�����*	%KB�!) %,#$+'

�Z��63<YC����A!) %,#����+E[��1�� 

 

�  
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3.2 85�6< 

3.2.1 ��
*����&)�(� 

� G. hollisae 1706B ����&������ ���/)�	[27]�?&)�(�

pCC1BAC����!C TransforMaxEPI300JEpicentre Biotechnologies, Madison, WI, 

USAK� G. hollisae 1706B��$�)��)*-.D��� -�����!��
=

�	�&)�(� pGEM-T Easy ����!C�,
,!�� JM109JPromega, 

Madison, WI, USAK����+-#,���� -�����!��
=�	�?��

 -pNY326��� Brevibacillus choshinensis S5JTakara Bio, Shiga, JapanK�B4

� ,%�F.D��� -�����!��
=�	� 

 

3.2.2 SDS-PAGE 

� ��	�� Laemmli �6<[45]����7.5%���� 10%'*��*��(����

=�
��	�	�������3�J50%� $-��10%�IK� 3 /'�3��

��;��J0.25% Coomassie brilliant blue (CBB) R-250�50%� $-��10%�IK

�;��	�1/���;���(�����J5%� $-��7.5%�IK����	� 

 

3.2.3�DHA�%/�($IG0�23 

� G. hollisae 1706B�>9�)�"-�� Suzuki�6<���#D�	[28]��DHA

���*���,��&	�-��!*&�,�V8&+
�-��=�
#D�	�DH

A
1��� N7@�($IG0�&+
�,�-��,�-�
E:�	[61]��<�

��
 ,%�F� 10%'*��*��(�����	����/)������ PVDF

"JImmobilon-P, Millipore, Billerica, MA, USAK�$��	�PVDF"� CBB R-250
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�@�����"����	��D$��-������	��IOF� N>E�)%P

N6�&,	-�.�
-�. (Procise 491, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 

USA)���J?�	� 

 

3.2.4 G. hollisae 1706B!�%�*	�*+.�3I 

� G. hollisae 1706B !��%� DNA � QIA genomic DNA extraction kit (Qiagen, 

Hilden, Germany)�B�
)I�	��I�	�%� DNA���OF EcoR I��7��

0.6%��,.��������5,�	�2 kb��� DNA ������������

�OF���	C�&*�)� pCC1BAC�G���������
��",'�.��

-A���	'H TransforMaxEPI300�;K*=��50 µg/ml��-��+-��� LB

�
�����:�	�37��/����;K*=2��,$.�	��������

�,*���$�.��<;K*=2��
 G. hollisae 1706B!�%�*	�*+.�

3I�	��%� DNA �)I����%�*	�*+.�3I��IL�.�.�(

$������
��	� 

 

3.2.5 DNA&,.��)I 

� �*�#.!M19��,.$-��	�&Q&*	(.����	�Forward&*	

(.F1��IOF�4+N6RAAFSSNHMYS����Reverse&*	(.R1�%8<

���	 V. alginolyticusRaccession number: CAA44501S� V. parahaemolyticus 

Raccession number: NP_797719S�*�#.!�#<0��(����- -��N6

(HEYVH)����	� 
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F1: 5�-GAGGCNATCTTTAGCTCCAATCATATGTAYAAY-3’ 

R1: 5’-ATCTAAGT AATGCACGTATTCATGYTCNAGRTT-3’ 

F20� Y�R�N����� C/T�A/G�A/C/T/G�
����� 

 

� ��&)�'-�!"�>�
 PCR�8G95� 0.51�45� 0.51�72� 11�

50����H����1,080 bp� PCR=��5����5��� PCR=�� 1%��+

-��������1��
����pGEM-T Easy� -�?������A JM109

�7D�:����B��&)�(
��4��
�digoxigenin (DIG)-high prime 

labeling reagent (Roche, Basel, Switzerland) �>�
DIG)�3&+-��/B���

DIG)�3&+-��/B��BE�-�-�'$�����
���� 

 

3.2.6 DIG)�3&+-��>��G. hollisae 1706B��%�)��)*-���*-

$,� 

� �%�)��)*-���*-$,���+$-���*	��-��,;�>�
�

����,��*,�97D�:.�#�+,�,��,�����0.5 N� NaOH�

>�
A.��C����9�� DNA��,��,��63� protease K�����

��	�DIG )�3&+-��>�
���*	��-��,�����LB ��	

��<@���9�+$-������,��*,��� LB �.	��	������

�A.�� QIA genomic DNA extraction kit�>�
�)�#-��9�+$-� BAC 

DNA�������+$-���*	��-��,��BE�-�-�'$�����


���� 
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3.2.7 DNA�)�(�(� 

� �?�	 BAC DNA pCC1BAC-2�����&� )�B*2���C-� DNA�

)��)��(�)FPrism 310, Applied BiosystemsG�:�
@8�	�.3�	�&

� )����C-� DDBJ�)�)��	�	Faccession number: AB600550G�

.3�	�&� )�B*2C-��.5@8� GenBank�)�)��BLAST�)�

"'�&���� CLUSTAL W2"'�&���:�	� 

 

3.2.8 =7��(!�A�,? 

� pCC1BAC-2 ��/��
��&� )�B*2�1��	����
���;�	�

=7��(!�A�,?��	���&� )�B*2�6�+E0� 5’� Noco I�

����3’� Hind III��������"&�$)��
�	� 

 

Forward: 5’-AAACCATGGCTTTCGCTGCGGTTGAACAGTGTGATCT-3’ 

Reverse: 5’-AAAAAGCTTTTACTGACGACACTGGTTAC-3’ 

�>��
D<������� 

 

� 5’� Noco I�����3’� Hind III�������	�&� )�B*2� DNA

��� Expand High Fidelity PCR system (Roche)�:�
1��	�Noco I� Hind III

����	���
���;���)pNY326 �
����� �C-����&�

 )�B*2� DNA���=����;�"&�%	 pNY326-Col2�,?�	�=7�

�&� )��,?��	������'#�)��(9��;�"&�%	

pNY326-Col2� Brevibacillus choshinensis S54A�7�	����
���4A�
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;.� 50 µg/ml��'��+��� 2SLN
	H4% &)�%!+ S�0.5% F
��

2% ���,��0.001% FeSO4�7H2O�0.001% MnSO4�7H2O�0.0001% ZnSO4�7H2O�

50 µg/ml��'��+I� 30��48�%
��
�
���������B.9/�&

����� 0.2 µm ����,��E�B�
��	�G�+�#	�!�����50%

�G�+�#	��5�������
��(��C�DEAE-SepharoseHGE Healthcare, 

Little Chalfont, UKI�>�
 FPLC�������
���� 50 mM Tris-HCl���

�!D��2������0�
 DEAE-Sepharose������0.2�1.1 M NaCl�5�

���(�
+!�*'!�(��,�!���/��
��(�",��8����/

����30 kDa� !����3�E�>���"��50 mM Tris-HCl�����=�

��CA;�F@�
�
� 

 

3.2.9 FITC(��0�(,�+�>�
�(,�+/D�8� 4 

� �(,�+/D�8� FITC-�(,�+�>�� 4�
[62]�Collagenase AMANO 

(Amano Enzyme, Nagoya, Japan)� C. histolyticum?<�(�",���>�
�F

@!� 0.05% FITC-�(,�+�200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl

���HpH 7.5I�1��30�� 30/%�7��
��7��EDTA�������

������7����
��7�� 70%
�$,���� 50 mM Tris-HCl���HpH 

9.5I��$������� 30 /%�:���8�(,�+�����
���/'�

�����-��'�
/D��
�(,�+���������%�,!),�,

HSH-9000, Corona Electric, Ibaraki, JapanI��� 530 nm���65� 4�
H�

#(485nmI��(,�+/D�8 1�# !HUI��30��1/%�
�� 1 µg� FITC-

�(,�+�/D	��84�	�� 
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3.2.10 @8��(�#,���5!3BA: 

� Km�Vmax�specific constant (Vmax/Km)����	����5�3BA:���	�

0.5 µg�D?� �"E10�50 µgF� FITC-�(,�+�	0��30�� 5-#�5

��	�3.2.9�1<�9=��
��43��2��Lineweaver-Burk plot���Km�

Vmax�specific constant (Vmax/Km)����	� 

� FITC-�(,�+���07�C N-(3-[2-furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA; 

Bachem AG, Bubendorf, Switzerland)�>�
�5�3BA:���	[63]�1 µg�D

?��0.4 M NaCl � 40 mM CaCl2��� 50 mM Tricine ��� (pH 7.5) ��A�	 

�"E0.5�3.0 mMF� FALGPA �	0��30�� 5 -#�5��	��5��%�

,"),	,�>�
 345 nm ���3�.��2�	�Lineweaver-Burk plot ���

Km�Vmax�specific constant (Vmax/Km)����	�FALGPA-A�6 1�$!"EUF

��30��1-#�	�� 1 µmol� FALGPA�-A���6�2���� 

 

3.2.11 )�� ������(�, 

� 0.05% FITC(��.�(
+��� 10%&)��)��'����>�
�)�� 

������(�,���	[64]�D?����������������� 2.5% 

Triton X-100��� 50 mM Tris-HCl���EpH 7.5F� 30-��	����$��

200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl���EpH 7.5F����
�37�

� 5	#�+���,"�	��(�#,���.��	 FITC-�(
+�"(+���

'�, ,�
��	� 

� �����%*��,������;�
���	����+���,��+���/
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����������������������������	 EDTA ���

o-phenanthrolin������������������ NEM������������

�	 PMSF
��� 20 mM�2 mM�5 mM�1 mM������ 

 

�  
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3.3 HA 

3.3.1 G. hollisae 1706B�D?�*�$."L1:��,.%-� 

� G. hollisae1706B�D?�*�$."L1:�9�
�����JNG�4#M6 6

QAAFSSNHMYR��+	�*�$."��<0���-!-� M6QHEYVHR�

�� P'*�(.���	��9���� 1,080 bp � PCRB��L1:M6���;

����)&OM6���JNG�K@����	� 4E$�#5�)&OM6Q4#

M6 2�3�4�7R������QFig. 10R��&�*��*+. �+.%-����

������ PCR B��L1:M6���'* )��C� DIG *��7	� DNA

',.��"J	��DIG*��7 DNA',.�� EcoR I
7	� G. hollisae1706B

�D? DNA �&�*��*+.�C��,%.���+
�".��-	�����

30 ���<�,.-�	���<�,.-����50 kb ����-�.#�=�

pCC1BAC-2�
�	�������C��� 

 

3.3.2 G. hollisae 1706B�D?�*�$."L1:�L1:M6�K@ 

� pCC1BAC-2��-�.#�L1:M6�K@	�2.3 kb� G. hollisae 1706B�D?�

*�$."L1:�L1:M6�8;	�QFig. 10R��*�$."L1:�	.'-+

.��-���.������-� ATGQ+1R������-� TAAQ+2,301R���

767 �)&O��.�
������������ATG ��-��	� Shine-Dalgarno

M6QAGAAGAAR��!���Q-11�-5R��������- TAA��	�� stem-loop

M6��!���Q+2,328�+2,347R� 

� I2D?�JNG� N>FM6��� Ala-Val-Glu-Gln- Cys-Asp-Lys-Ser-Gln��L

1:M6���;����)&OM6���
����� 262�� 288���3�/�	
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�U3<V9���#.).��0"�&?2#�,���):V9��� HEXXH�

���� 
� 1,474�� 1,488
� HEYVH�*.��������Q4JE��R

WM�:=��70V9	6�1
ZFig. 10[� 

� H� BLASTP).�,��I���� V9���=����+'XV9�):?��

�����G. hollisae  ,�&0"� V. alginolyticusJE ,�&0"[20]��� V. 

parahaemolyticusJE ,�&0"[16]����� 59%�60%��+'X����1�)

:?�+
���	���WM��):?SF����G. hollisae  ,�&0"�)

�).Y;�-!��
/�)��)�0" CDLZpre-peptidase C-terminal: PPC[

��
/[65]����*����
/WM���	��$�����ZFig. 11[�1C�

����-�"JE��#.).��0"��):?� 35%���������� C. 

histolyticum JE ,�&0"� ColG ��� ColH ��):?����� 12%�11%�

��� 

 

3.3.3 ������!K	��I�NB� ,�&0"�5R���?(SF 

�  ,0�/8S&?�PA
NB�#/(�T�5R�������������

����!K	��I��@�WMZ�+'X
� 88�767[�K	�!%�����

K	),!+� pNY326-Col2 �>T/B
>T/B4���
�������� ,

0�/8S&?� FITC- ,0�/�I��'=
�	���$��%�
�1� ,

0�/8S&?������	�OG���&?�PA
NB�#/(�T�8��

����	��$������ 

� NB�#/(�T�?(�SF�����DEAE-Sepharose�,��I������

��NB�#/(�T��R
ZFig. 12A[�1-$%�������� 0.2�,��N
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@�$/)�S�������������/��$%����74 kDa�60 kDa�40 kDa

��C��/��������74 kDaUK�*�*.W8X�+(V�
 1�87Y�(�

��#49'�1�
��2P�49��� 60 kDaUK�N3HD��OUK�71�

49'�M�����#,�/����,��0������	��74 kDa�60 kDaU

K�!� 40 kDaUK�#,�/4Q"=���	���������XFig. 12BY��

�����	/���0&�����$.*.�0#���� EDTA �

o-phenanthrolin ���
��	��/����
��� !�/*.�0#���

��� NEM�"-/*.�0#���� PMSF���
��/����
����

XFig. 12CY������	���I)�49�7� NBJT5�?�	����74 kDa

UK�CBJW8������60 kDaUK� 40 kDaUK�F���M�����FITC-

�,0�/�G��,0�/4Q"=�#:
��	��!"=� 5,841 U/mg����

�����!"=�!� 5.8 ���
���1A�CL@�$/)�S�
#�/4

Q"=�?������ [66]� 

 

3.3.4 L@��,�'0#�	<&;RQE 

� FITC-�,0�/�6>�S FALGPA�G��G. hollisae 1706B HDL@��,

�'0#�	<&;RQE�����XTable 1Y�G. hollisae 1706B HDL@��,�

'0#� FITC-�,0�/����!"=� 5,314 U/mg����C. histolyticumHD�

,�'0#�!� 4.1�*��FALGPA����!"=� 7.40 U/mg �C. histolyticum

HD�,�'0#�!� 19�*���� 

� FITC-�,0�/����
���%�),�0$0���
��	��Km � C. 

histolyticum HD�,�'0#�7�;������Vmax� 4.2 �&����5.3 �*�
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specific constant (Vmax/Km)��
��FALGPA��/�
��!����� Km��0+

��"�$�������
��G. hollisae 1706B
*',&����� �� Vmax�

C. histolyticum *'���� ����� 25 ����24 ��� specific constant 

(Vmax/Km)��
��G. hollisae 1706B
*',&����� ����%����*�


���� specific constant (Vmax/Km)��#
����.��������-(�G. 

hollisae 1706B 
*',&����� �� FITC-�� ��� FALGPA �����

/��
�� C. histolyticum *'���� ��������/)%���	��	

������� 

�  
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3.4 T> 

� DNP���� G. hollisae 1706B$KE +�&/#�5Z3<[7�8=���8=

��Z3<[7� 2,301 ����@��767 �*']� /��Z3<�����'8

?WF�SG�
/).,/��.���/���
�����,
!KE +�&/#

�/�'8?�)�����������"L	
�J��RB�$.(�X�4V�

@����!	
.��/%���� EDTA � +/�.6W%?	��������

8=��Z3<[7	�!\Q� /��Z3<������(+��� 

� BLASTP!/�SG�V. alginolyticus�V. parahaemolyticus +�&/#� 60%�

��'8?�)���0C�C. histolyticum +�&/#��� ColG��� ColH��

��� C. perfringens +�&/#��� ColA�� 20%���'8?��������

����G. hollisae 1706B$KE +�&/#�MEROPS�/$�/"�6.�M9A

�6.��� +�&/#�����	#������[67]�0C���,
!KE)-

��/#�6.�M������%?2"�'8?[7 HEXXH��*'][7��XI

&?���O.�!��+"^�+" I�II�III_�6.���[16]�D6.�����'

8?�/� V. alginolyticus�V. parahaemolyticus +�&/#�8��+" III�6.

�������������V. alginolyticus�V. parahaemolyticus +�&/#��#

	.6W%?�A���	;9������G. hollisae 1706B$KE +�&/#���

#	.6W%?	����������\Q�?X	&��\Q��T��������

XI&?�-��\Q���	.HY�,:�����U?	T�����V. 

alginolyticus�V. parahaemolyticus +�&/#�* ��	.�PKD��	.�PPC

��	.����\Q���	�G. hollisae 1706B$KE +�&/#� PKD��	.

�A�����̂ Fig. 11_�����	.	�#	.6W%?��1����������
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����������G. hollisae 1706B,E?#,"(/&�!,% III��	��	�

����*��!,%�2>����L����	����[��VI��33�S�

��	4����� 

� J;� G. hollisae#,"(/&�./8� C. histolyticum#,"(/&��
�(�

��?���XTable 1Y��7;6QP@�KA�J;� G. hollisae #,"(/&� C. 

histolyticum #,"(/&�.���"8#,/".���49�+��!R���

FALGPA�$����2P;6�4�����KA��#,/".���&,�.�$

��VI�2P�)��	2�����4������0<�>GH�D�� C. 

histolyticum #,"(/&����������VI��N6�6%
31	2��

��	F��������KA�P��$��U��'O	�����	��'.*!

R�:��KA�>GH�D�� C. histolyticum#,"(/&� CBD� PKD���.

	�)���25
0< 	����[66]���KA�./8	�
����M8	��� 

� �9�����J;� G. hollisae#,"(/&� C. histolyticum#,"(/&��


./8	?������J;� G. hollisae#,"(/&����13�#,/".�2P

���������������#,/".�2P���������2P�)���

P+	�
����#,/".��W���BT�:��-0�25����073�+

-� /&�$��2P8�=����#,/".�2P���VI�073�#,

"(/&�5��#,"(/&���F������
���25�#,/".�2P

����C&3�2P�)���:���	F����������E?#,"(/

&��� MMP-1 �8#���.� CBD ���1D�����$.���.�Z��

���.	�:���W����P���=��)���	F�����[68]�C. 

histolyticum#,"(/&� ColG���MMP-1��2���)��2P���	8
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'���.e!+ (/%���/�f�V	Ha`G��,������ColG�!+

 (/%���/������/&/���.��*��/%���.�g�����.

�����"���.�!+/ .XW��	
	�!+/ .XW��!+/ .04

9�)��	������!+/ .49�!c����`���*��/%���.��

=�4`�������)��	+&��[5]�0C�MMP-1�
 C. histolyticum!+

 (/%� ColH�
 CBD	!+/ .�4`��*���Z������[6, 69]���

���ColH���� PKD���.	!+/ .XW� CBD�V6�8;��
�	P

�����[6]����,�MF�!+/ .�4`���$,.*-��/%���

deseasin MCP-1���PKD���.	!+/ .XW�V6��!+/ .XW�7/

���
�����9'���.�!+/ .4`.=�����
�	5������

[7, 8]�0C�U@� G. hollisae!+ (/%�bS.=�d1���Z������ CBD


 PKD���.
?����9'���.�	� 60 kDabS�2��7:� CBD

	%������
����������:!+ (/%��1��4`��)���D

���
�����U@�G. hollisae!+ (/%�4`��)���`,������

���V	Ha`G���HaI\4d�QR��*_	��� 

� � ����#O���L��.=�W?�U@�!+ (/%�3^�>��


���	3���	���� ����#��+��=T]�����0N�<�)�

;
�.�'�".�KJ�����#
MF5B�L�������
�	����

�	���EU@�!+ (/%�8(6-��T[6-���UY4ALbS��

�$2L<�L����!+ (/%���DL����Z����� 

�  
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M`K� Grimontia hollisae",!&/$%.( V� C@L]7�ERSB 

 

4.1 :U 

� Grimontia hollisae 1706B��GF�",!&/$�X28Y4�69���6SB

���PC�Vibrio alginolyticus�V. parahaemolyticus",!&/$��6;����

���MEROPS/%�/#��
�M9A�3��������������[66]�X

28Y4���9����+'[Y4�SB���PC�A",!&/$%.( V�)

�)-]7^�+'[�� 1�87_�����
.^�+'[�� 88�615_�)��)�

�/$ C@L^pre-peptidase C-terminal: PPC_��
.^�+'[�� 688�749_�

�<�����������[66]������N @L�+'[Y4SB�PC�A",!

&/$�����
.�PPC��
.���C@L]7��<� 74 kDa%.( V��

�3�����Q����[66]� 

� 0?�M9B�3���� Clostridium histolyticum� ColG��� ColH� 2I��"

,!&/$�3���C. histolyticum",!&/$�*����
.ZN����ColG

� 2�� PPC��
.��ColH� 1�� PPC��
.�=�[1]�C. histolyticum",

!&/$� PPC ��
.��DWERSB���",/!.P5��
.

^collagen-binding domain: CBD_����	����������[6, 54, 70]�G. 

hollisae ",!&/$� C. histolyticum ",!&/$���� ,#�3������

G. hollisae",!&/$� PPC��
.� CBD����	������������� 

� AHJ���G. hollisae",!&/$� PPC��
.��� C@L]7�",/!.

��\��	DW�����P5� CBD ����1T�������1T����

����G. hollisae",!&/$� C@L]7^�+'[�� 616�767_�O>�%.
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��7� 5����'����������'�����=����>���3#�


����	��	�3#�
����;9"��$'6*��,+8��������

'(circular dichroism: CD)!*����(&�24'������� CBD 
�� C. 

histolyticum������� CBD����./������� CBD
������	�

����C)0<%��� 74 kDa:1���	
����� 60 kDa:1�-��C)

0<%������!6�'�	��������	����� M9A ����

������ PPC���$'6*����	� 

 

 

�  
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4.2 :7�8< 

4.2.1 ��
)����%(�'� 

� G. hollisae 1706B�?;�(�"+�H,4���@�%(�'� pNY326-Col2� C

9BI/L�'#J�� 616�767M��+���H,4I/��1�
>���@�

� +pBIC2���Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3LTakara Bio, Shiga, JapanM

�C6� *$�G-F�� +�����!�
>��� 

 

4.2.2 G. hollisae�(�"+�� C9BK2�C6� *$�G�-F 

� � pNY326-Col2��1�
�C9BK2L�'#J�� 616�767M��+���H

,4I/�3�
����1@�%(�'� pBIC2�C6� *$�G�-F������

C9BK2L�'#J�� 616�767M��+���H,4I/� 5’���� 3’��@�%

(�'���0���I/�����%(�&+�
	
��	�%(�&+�>��	

���A�H,4��	��.���"�I/�����D����� N 9B� AD + 

6×His + DDDDK (Enterokinase���I/)����5�.����	������ 

 

Forward: 5’- GATGACGATGACAAAACCGAGGCGCTGGCGAAG -3’ 

Reverse: 5’- CATCCTGTTAAGCTTTTACTGACGACACTGGTT -3’ 

�E���1@�%(�'� pBIC2��0�I/���� 

 

� 5’���� 3’��@�%(�'���0���I/���
� C9BK2L�'#J�

� 616�767M��+���H,4I/� DNA��� Expand High Fidelity PCR system 

(Roche, Basel, Switzerland)�>�3�
��3�
� PCR=����1@�%(�'
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� pBIC2��/��Brevibacillus in vivo cloning:��� Brevibacillus choshinensis 

HPD31-SP3 �4B*7��<�"%�$��+@����������4B*7*�

TMNm��H10 g/L ���)��10 g/L ��	�(�"�(�5 g/L ��&��� �

�����2 g/L D���� B2�10 mg/L FeSO4�7H2O�10 mg/L MnSO4�7H2O�1 mg/L % 

ZnSO4�7H2O�50 µg/ml��#	�(�pH 7.0I	 30��48,����������

$����?*6,�-���� 0.2 µm����)	�C�?������E�(��


�&��!��50%�E�(��
��3	�
�#����%��@ Ni-chelating

%�HcOmplete His-Tag Purification Column, RocheI�;�� ÄKTA systemHGE 

Healthcare, Little Chalfont, UKI	�����
� Tris-HCl���H50 mM Tris-HCl�

500 mM NaCl�pH 8.0I�&A��0���	��-�� Ni-chelating%�����

��250 mM 	$��)��"� Tris-HCl���H50 mM Tris-HCl�500 mM NaCl�

250 mM imidazole�pH 8.0I	&����&��,����5 kDa������2�C

�;���(��Tris-HCl���H50 mM Tris-HCl�1 mM CaCl2�pH 8.0I��9���

1 U/ml�3��(�'��)�
�/��25�	16,�5���His��� %���

"'��)�	(���)HPefabloc, RocheI��!���5������������

%��'#��%��)��� His ���.�-���C 8=G1H�$ E�	

616-767I�>7��(!�B�')��)�,�&����&��,� 5 kDa��

����2�C�;���(��Tris-HCl���H10 mM Tris-HCl�1 mM CaCl2�pH 8.0I

��9���@��� 

� �@��>7��(!�B�
F���,B+,9�HmaXis II, Bruker, Billerica, 

MA,USAI�N8=�$ E,9�(Procise 491, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)�

�	�	-�'#��%��)HÄKTA system, GE HealthcareI���')���,�
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�7�MNanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USAN�@���7

��������	��@��� 

 

4.2.3 SDS-PAGE 

� ����� Laemmli �:?[45]���7.5%���� 10%),��,��*����

@���������������6�M50%�$'/��10%�KN 3 3&�6��

��=��M0.25% Coomassie brilliant blue (CBB) R-250�50%�$'/��10%�KN

=����13���=���'�����M5%�$'/��7.5%�KN����� 

 

4.2.4 C4	� 

� �$8�+/�.ED�!	�C4	��Matsushita�:?[6]����������

C<AL5�B9�$.(�I�BSA�C4�%��/M50 mM Tris-HCl�200 mM NaCl�

5 mM CaCl2�pH 7.5N�$H��
��� 0.2 mg/ml�7��4��%G���5 mg�

�$8�+/�.ED������ 400 µl�C4�%��/ 5������100 µl��

4�� 5 mg��$8�+/�.ED�!�.
+�M)���� 0.22 µmN2�4��


# 303&�.���/&���10,000 × g 153&�"�����J������

�1����������.��;������$8�+/�.ED��C4��6���

��7����%���4��C4�%��/� NaCl�7� 0�0.1�0.5�1.0 M���

>�%�������pH����%���4���	�� 50 mM� MESMpH 6.0N�

HEPESMpH 7.0N�TAPSMpH 8.0��� pH 9.0N� ����
� ���	.���

�%���4���C4�%��/� 10 mM EGTA����������0:�#+

.�!	�C4F�%���4����$8�+/�.ED�#+."��-/!�/
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�OGE HealthcareP���	���8�&*�)IH��L�	��1�2@����

����� 

 

4.2.5 Scatchard analysis 

� �&*�)IH����8�	�
������G1���:A�	�	� Scatchard 

analysis������G1��������1�,� C<EN4F9�!)$�L��7

�@���7O0.1
2.0 mg/mlP���	�BSA �7� 0.05 mg/ml ��6	��50 µl

��1�� 2.5 mg ���8�&*�)IH�B��G1��������;C�7� C

<EN4F9�!)$�L����	�NIH ImageJ ��#����B�� CBB ?�

���)�����6�	���I�-J	��G1��������)%��)��

6�
�������G1	�!)$�L����	����	������G>�

Scatchard plot���K=	�K 6
Odissociation constant: KdP���G1�Onumber 

of binding sites on insoluble collagen: BmaxP���	�� 

 

4.2.6 0D�&*�)G1
*��-J 

� 0D�%�)��/�&*�).5O�� I3�II3�III3�V3�&*�)[Nippi, Tokyo, 

Japan]�	# IV3�&*�)[Collagen Research Center, Tokyo, Japan]P� ��(*

�
*�ONHS-activated SepharoseTM 4 Fast Flow, GE HealthcareP��6/	�0D

�&*�)��
�G1�	�	���M��K	�0D�&*�)�������7�

�%')��"��*��1	��"%')�����J	�O1.5 mg/ml �&*�)�

0.2 M NaHCO3�0.5 M NaCl�4% ��(*�P�+:�CNBr�8/ ��(*�� 1 mM 

HCl��	� ��(*�
*���8/	���8/	�
*���"%')���
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��,��4�� 2�!�������/��
�����
�/��#&�%�"�
��

0.1 M Tris-HCl (pH 8.0)�������� 2	!�/���
�/��0��$���


���0@0��8#���B0.1 M Tris-HCl [pH 8.0]��� 0.1 M sodium acetate�

0.5 M NaCl [pH 4.0]C�7����� 3������;,����&���	��;,

���(�
� 

 

4.2.7 �" @?*��-0=3 

� Protein BLAST!$�#��7���G. hollisae�#��&�� PPC
�	%���

C29A.�'54>��:<0�#��&�� PPC
�	%��-0�=3�
��

" @?*��-0=3� Clustal Omega!$�#��7�����
[71]� 

 

4.2.8 in silico�54>�� 

� :<0�#��&��PPC
�	%��54>���NPS@structure server�7��

���
[72]�+8 PPC 
�	%�?*���� �����G. hollisae �#��&�

BNCBI accession number: BAK39964C� PPC
�	%$�" @�� 647
767�C. 

histolyticum�#��&� ColG (NCBI accession number: D87215)� CBD1$�" @

�� 888
999��� CBD2$�" @�� 1007
1118) � C. histolyticum�#��&

� ColH (NCBI accession number: AB014075)� CBD$�" @�� 906
1016��54

>�����	�
���58#�16BMLRC[73], DSC[74], GOR IV[75], PHD[76] and 

PREDATOR[77]C�7��=3�
� 

 

4.2.9 �����0BCDC)3 
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� CD ���"����/ 1 mm ������=��)4�
�/��5�INanoDrop 

1000J�=�� ,%�D�5��"�
�1> PPC��
,� 10 mM*,H�!�	

-IpH 7.5J�
����5 0.1 mg/ml�(5 20���/���,����
��/��

�,� 0.1 nm�� 8%���,��	���� CD���"��- �
���*!�

����-"��
!<;E$.� )��
��BeStSel software �=�� CD ��

�"��- �C:�
[78, 79]� 

 

4.2.10 @9��)�#-��,B 

� pNY326-Col2�6D-9�
�������6D-9.� 50 µg/ml�(
�,�$

� 2SLN	�I4% '*�&", S�0.5% G
����2% ���-��0.001% FeSO4�

7H2O�0.001% MnSO4�7H2O�0.0001% ZnSO4�7H2O�50 µg/ml�(
�,J� 30��

48�0	��
�	����&����A.8/�1���� 0.2 µm��� -��

F�A�
����H�,�$��*��#��50%�H�,�$���5�	�%�

�
��)��B� DEAE-SepharoseIGE HealthcareJ�=�
 FPLC�������


�	� 50 mM Tris-HCl ����*C��2������0�
 DEAE-Sepharose

������0.2�1.1 M NaCl�5����)��,"�+("�)��-�*"��/

��
�74 kDa�)�#-���� 60 kDa�)�#-��*"�/����30 kDa�

!"���3�F�=���+��50 mM Tris-HCl�����:���B@9�G?

���
[66]� 

 

4.2.11 �)-�,/C'7����)�,/C'7�)4 

� �)-�,/C'7� FITC )��0�)-�,�=��)4�
[66]�G?*�
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0.05% FITC-� $�#�200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl��1pH 

7.52�
'��30�� 30&��+��	��+��EDTA�	���	�����
�

+����	��+�� 70%���$���� 50 mM Tris-HCl��1pH 9.52���

	���	�� 30&��-�
��,� $�#�����	��&����
��%

����	&/��	� $�#�����������$�!$	$1SH-9000, Corona 

Electric, Ibaraki, Japan2��� 530nm���*)��(�	1���485nm2�� $

�#&/�, 1����1U2��30��1&��	�� 1 µg� FITC-� $�#�&/

���,�(���� 

� � 
#&/�,��(���'�� FITC-� $�#��
 FITC-� 
#�.�


�(�	��	�&/����	 FITC-� 
#�����������+�� 30%


)�	��	�!�""�0���	���	�� 30&��-�
��,� $�#�

����	�� 
#&/�, 1����1U2��30��1&��	�� 1 µg� FITC-

� 
#�&/���,�(���� 

 

 

�  
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4.3 KE 

4.3.1 G. hollisae 1706B$HC!- (0%� CAIV8�J@�&/*�Q�,O�

�!-0 /K6%=��� 

� G. hollisae1706B $HC!- (0%� PPC ��
/�!-0 /K6N�?��,

������PPC��
/��� CAIV8W�,)T�� 616	767X�J@�&/*

�Q�,O����WFig. 13AX��O��J@�&/*�Q���������15 kDa

�R�1B��/��)+���WFig. 13BX�������������������	

�49������
����S53�����#$�
/�!��$����K6�<

>����
��*������;����,)TS5��������&49.�

15,448.72 Da����	U����/Q.4DWQTOF-MSX������
��J@�

&/*�Q�49.� 15,445.01 Da���
��"������[80]�S52��� 4�

�#$�
/�!�2���$����K6�<>����&49.�15,444.72 Da��

����
���QTOF-MS�&;���
�(�49. 15,445.01 Da����R��

���NAI�,)TS5�PD���
��TEALAKGDSG�S5�)+��[80]��

���&/*�Q�������
��)+���������"
��0�.+'�-

��0��������J@�&/*�Q��6��
��	�49�: ����
�

�)+��[80]����KE�����-��J@�&/*�Q�����������

FNPD����G��
����� 

 

4.3.2 G. hollisae 1706B$HC!- (0%� CAIV8�J@�&/*�Q�!-0 

/K6%=��� 

� #����'= I 7!-0 /ML���%-/�0��!Q����C AIS5J



 50

7�"($�F�A.��������C 9?K1@7�"($�F���6�&)�(

CB��(	��)#	�	���	�A.	����"($�F���	��
���

�H�����	�������6�&)�(CB��(	��)#	��(%���

�&)�(CB��(	��)#
��(��������	�LFig. 13C �/M�*

8�!&�(�)
��(	��)#	��(%���!&�(�)
��(	��)#

	��(������������LFig. 13C�/M��(#')��	���	� BSA

���6�&)�(CB�!&�(�)
��(	��)#	��(������,�

����LFig. 13CM����A;�C9?I+@7�"($�F���6�&)�(CB

��A.
����6	�!&�(��A.	�������������
���C

9?K1@7�"($�F��&)�(��J���<G� "	�A.
������

������ 

 

4.3.3 Scatchard analysis 

� C 9?K1@7�"($�F���6�&)�(CB��
���6�!������

C9?I+@7�"($�F��5����A.������E$4�LKdM���A.

#LBmaxM���	��C 9?I+@7�"($�F��5�����������A.

#�2�	�LFig. 14AM�Scatchard plotE:���������Kd� ��	������������������

����� ��
�������	��������������������LFig. 14BM� 

 

4.3.4 ->�&)�(��
�A.D 

� I0�&)�(�3��&)�(��
�A.�!������I0�II0�III0�IV

0�V 0�&)�(��4,	� ��')��)
�=��A.�������LFig. 
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15V�!-0 /��<5�����$��.0#�0��!/'.0�����CALT

:M@�&/*�P�!/'.0��$��.0#�0���N7�������I9�II

9�III 9�IV 9�V 9!-0 /��<5��$��.0#�0��2��N7���

���ND�C ALR4M@�&/*�P� I 9!-0 /�;���II 9�III 9�IV

9�V9!-0 /��N7��
���������� 

 

4.3.5 C. histolyticumHB!- (0%� PPC
��/���� 

� C. histolyticumHB!- (0%� PPC
��/��	IK������CBD���

�	
�����������[6, 54, 81]�
��G. hollisae 1706B�HB!- (0

%� PPC
��/� C. histolyticumHB!- (0%��J�� CBD�������

����� 

� ���Clustal Omega+.�-�G��1FEQ��������[71]�G. hollisae

!- (0%� PPC
��/� C. histolyticumHB!- (0%��J�� CBD��

,)SR4��8>� 11.2%�� 22.7%����C. histolyticumHB!- (0%��J

�� CBD8���8>U30.3%�� 38.5%V�����������UTable 2V����

ND�G. hollisae!- (0%� PPC
��/�1FEQ� C. histolyticumHB!- 

(0%��J�� CBD�1FEQ�����
������� 

� F���FEQ�������� NPS@structure server [72]�G�� in silico�FE

Q��������
�OC�ND�G. hollisae !- (0%� PPC 
��/� C. 

histolyticumHB!- (0%��J��CBD���"0'�-/	!����?�&

/*�P���������UFig. 16V�C. histolyticum HB!- (0%��J��

CBD�� 8�9����"0'EQ�3=�����6�"0'EQ�-/	!����
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� 	�����/A�G. hollisaeJD�+�&."� NBN��"
X3[�*'Y�

�%30120\���� 7 �	�� .%FW	�����C. histolyticum JD�+�&

."��L#� CBD ������ .%�+-
��	��2=	#�������	

����������	�����UE������#-(�V��HFW�#����

�������� 

� ���������?��<��CD !��%����HFW���������G. 

hollisae�+�&."� CBNZ:P@�#-(�V� CD!��%�� C. histolyticum

JD�+�&."� CBD � CD !��%���1
���),�	�����[Fig. 

17A\�������
���� CD!��%���������HFW����#���

��[Fig. 17BE\�� .%FW�����O�UE��� BeStSel software[78]�I

�� CD!��%��.#�UE������C. histolyticumJD�+�&."� CBD

�������� .%FW���	 30%�>���������G. hollisae�+�&.

"� C BNZ:P@�#-(�V��������� .%FW���	 52.8%����

[Fig. 17B\�G. hollisae�+�&."� CBNZ:P@�#-(�V� C. histolyticum

JD�+�&."� CBD � CD !��%�	����),�	����������

����� .%FW���	$���	58��T����� 

� ����G���$�.�I��Q6�������[Fig. 18\�C BNX3P@�

#-(�V���?�+.�-SR���Q6������
>�!�[01 M\[Fig. 

18A\�pH��4[pH 69\[Fig. 18B\����� EGTA�	�[Fig. 18C�9\��

�������/A�Matsushita��KM�����C. histolyticumJD�+�&."

� CBD ��
>�!�[01 M\�pH��4[pH 69\�Q6����0���	�

EGTA �	����Q6	������;7�����[54]�CKM����� C. 
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histolyticum =9 (�$," ColG � CBDGCBD2 ��� CBD1-CBD2H�� EGTA

�	���A0���������%*��GFig. 18C�2H����A:�C8?F3

@6�#+&�E����� (,�+��A0����!	��
+������	�

C8?F3@6�#+&�E� C. histolyticum=9 (�$,"� CBD��#����

�%��� (,�+�A0��B5�&����� 

 

4.3.6 G. hollisae=9 (�$,"��
�/D!5��� C8?F3��: 

� G. hollisae (�$,"���� PPC���+��� C8?F3� (,�+/D!

5���.���+������C8?F3��� 74 kDa (�$,"�)����

+��� 60 kDa (�$,"�<�GFig. 19AH� (,�+/D!5���"(+/

D!5�"4���74 kDa (�$,"� (,�+/D!5� 60 kDa (�$,"�

!5� ����� 2�-�����������GFig. 19BH�-7��'�"(+/

D!5�1�����GFig. 19CH����A:�G. hollisae (�$,"���� PPC

���+��� C8?F3� (,�+/D!5�������%*���� 

 

4.3.7 G. hollisae (�$,"=9 PPC���+���M9A (�$,"=9 PPC��

�+�$15 

� G. hollisae 1706B �=9 (�$,"� PPC ���+��� M9A  (�$,"�

PPC ���+�$15�����
�����Protein BLAST '*�(��<��$

15��� (�$,"��������A:�7 >,���)
C=9 (�$,"�

(����� 

� ;��Clustal Omega'*�(�[71]�<���G. hollisae (�$,"��� 7>,
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�M9A�!��#�� PPC�	�"�$0/5�������
9Fig. 20:�G. hollisae

�!��#�� PPC�	�" 72��M9A�!��#�� PPC�	�"�� �7

6'��),� 41.0%�� 57.3%����C. histolyticum 1-�!��#��
2��

CBD)���),930.3%�� 38.5%:����������
9Table 2, Table 3:��


���� 82�� PPC�	�"������&/5��+(�8%	�����"��

�����*������������
����3.�72��M9A�!��#�

� PPC�	�"�$0/5� G. hollisae�!��#�� PPC�	�"�),����

�����&/5�������4,����
� 

 

�  
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4.4 O5 

� =GI�����G. hollisae 1706B�E>�)�%+"� PPC��*��� C<J

Z3	�)+�*��X���AU�'(��N1���	� CBD ���
��&��

��C <JZ3�M9�#*'�T	��7�)+�*�N1��7�)+�*[")	

*\��N1���
����C <JZ3	�X���AU�'(��N1��
�	#

���[Fig. 13C\����;4�LQ7�)�%+"� CBD��� C. histolyticumE

>�)�%+"� CBD�,BAU	!��
����	� CBD������,BAU�

"27�Y����G. hollisae�)�%+"� PPC��*� C. histolyticumE>�)

�%+"��H+� CBD��(&WV0�"27� C. histolyticumE>�)�%+"�

�H+� CBD2��"27��/������[Table 2\� 

� �BAU�� ��H+�:C�	����
���BAU�Y��� G. hollisae�)

�%+"� PPC��*� C. histolyticumE>�)�%+"��H+� CBD�"27

	���O�����NPS@structure server �D�� in silico �BAU� ���G. 

hollisae �)�%+"� PPC ��*� C. histolyticum E>�)�%+"��H+�

CBD �����BAURK��*����/6	+�����
�	�������

[Fig. 16\��BAURK��*�Y���in silico �BAU� �N@� BeStSel 

software�D�� CD!��$�
+#�S?��N@�,���[Fig. 17\�,:�CD

!��$�
+#S?���G. hollisae �)�%+"� C <JZ3M9�#*'�T�

C. histolyticum E>�)�%+"� CBD ��
�	� +$AU�M8�	!��
�

	�������[Fig. 17B�E\��%�� +$AU�M8�	!��
��O���

��#*'�T.-�����BAU�!���P7	#������%�$-AU�)

���
������N�AUS?�	��R	������GI�F�	������ 
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� �����G. hollisae'1&-4*�	�� PPC���3" 	 CFUe?
'14

&38`(C"�����"/���fFig. 19g�������� C. histolyticumP

H'1&-4* ColH ���5'1&-4* MMP-1 ������'1&-4*�
@<

� ���[6, 68]��.� CFUe?��9*�5�������
d!����.
'

14&3"8`���� CFUe?"E��O�����������C. histolyticum

PH'1&-4*� CBD�'14&3��c���Jb�����	�X:�[82]�0#

���3"'14&3ZY�����)��8`�������.��
%!� ��

�[6]����MMP-1 � CBD �������(3���3�0#���3��2���

c���"`��\�� ���[68]�G. hollisae'1&-4*�	�� PPC���3"

 	 CFUe?
�����0#���3�'14&38`(C"����������

��RT�������.��
`&� ��
�� �� 

� G. hollisae'1&-4*� CFUe?�BO"\�����1,%�2�24()��

�8��	��#323%8A�����O
\�� ��C. histolyticumPH'1&

-4*� CBD ����D4=A���:+3/$a����6
5���7��'14

&3
3$�W[�N�(C�a"�S����
����@<� ���[83, 84]��

��'14&3_�-'"G��W�:!��
5�����	�N�(C�a"���

4�!������I"Q�����
����
@<� ���[85]�G. 

hollisae'1&-4*� CFUe?�N�����	��K��>�'14&3�X:�

���� C. histolyticumPH'1&-4*� CBD�;�L^
,1� �[6, 54, 81]

fFig. 14, 15, 18A, 18Bg���C. histolyticumPH'1&-4*� CBD����N�

(C�a�#323%8A������\����������N�(C�a���:

+3/$a"V]
�O01)��,$��,(��'14&3C�M�
�"G�	+
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,��������>�#+���
�EH���
1?����G. hollisae $�#

'"�C5DR/�C. histolyticum@7 $�#'"�CBD�"�� $'�&��F

-���!�*02���������!���������M��A�EH�=�

LAEH����
��4���G����[86]SFig. 18CT� 

� EK2 $�#'"�BC�M9B��� C. histolyticum@7 $�#'"�BC�

����������6BC�����M9A��� G. hollisae $�#'"� PPC�

��&� 
� CBD�������!���6 CBD� C. histolyticum@7 $�#'

"� CBD�.:��P���9O�()�� $'�&�F-���30� CBD��

&)9O�J�"�������������F8� $'�&F-�2N
J�"��

�G�����������	�����%��� $�#'"������� PPC��

�&� G. hollisae $�#'"� PPC���&�(<9O�*��������%(�

�SFig. 20T�M9A $�#'"� PPC���&
 CBD����	��������PPC

���&�;I9O$Q�Q�BC�	���C. histolyticum@7 $�#'"�CBD

��"��1?��I2�'��	��G��������M9A $�#'"��	BC�

����M9A $�#'"� PPC���&�1?BC�		��������� 

 

�  
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WiV� Grimontia hollisaePHZF�&.%+2(�Z[6GfX��COSU 

 

5.1 @d 

� Y`D&.%+2(�&.2%1
4E6���Z[�_<��J��Z[�_<L*

,�Y]!�5����O���������Y]!�5����Y]�K^cI!�

���hb���[87, 88]���SU�	��	�1�Y]��5��1�Q�M�!SU

����hb���[89, 90]������Y]�5���Y]-&�+��M�+�6�

�	��"b��������\������[91-94]�����Y]�5����Z

[6GOfX��3/,� Clostridium histolyticumPH&.%+2(
�O������

C. histolyticumPH&.%+2(a��� ColG� ColH��T6�&.%+2(
��

��������T6�&.%+2(�&.2%1�6c�	��*��B8!���

��[95, 96]��fX
�),�Y]�5�"b��\����	�[12]������Z

[�_<�����T6�fX�2'
$19�����a�	��[97]�����C. 

histolyticum PH&.%+2(a��&.%+2(
�a��������	0)*3�

0)*5�(D�.��
0������3��a���T6�fX!�:����

a��
?D
�� ��/'#
����fX�.!�9���0)*3�0)*5�

(D�.��!M��������	����[98-101]������C. histolyticumP

H&.%+2(���#����"-,ge7[13]�&.2%16=T
>����

[14, 15]���Z[6GOfX����&.%+2(a�������	
��� 

� Grimontia hollisae �����/
 �66�����$.�4D`���[24]���

�����/
`�&.%+2(!NM���
R�����[1]�G. hollisae 1706B%


NM��&.%+2(�(D�A� 60 kDa�&.%+2(���;?���[28]��
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#*"',%�B���������6��$
'8	2
�	�G� 
0W���

�	���[29]�G. hollisae 1706B%E?#*"',%������8X R�����

-90����#*"',%U���OQ0<�D����	����T8	+���

�� 

� L]J���� G. hollisae 1706B%	CB��#*"',%�Y.5Z1 36�>

#*"',%�.����+�)��)�,%C=K���+ �	C=K\4��9

� 74 kDa&+(!X��0����� #�������������$F�

� D�� 74 kDa&+(!X��O;�&+(!X�/U �������74 kDa&

+(!X��0	��/0�[M	, �2��� C=K\4	�"���.���

�+��� 60 kDa&+(!X����� #����[66]������L^J����

74 kDa[M� 60 kDa[M��#*,"+0W'8	(���� #����[80]�-

-)�O;�&+(!X���&+(!X�&���-8��68��������

[102]	�74 kDaO;�&+(!X���A0 +����������74 kDaO;�

&+(!X�� 74 kDa[M� 60 kDa[M�	�������-8	��������

���� 74 kDa[M�, �2���'8��68
������� R�����74 

kDaO;�&+(!X #*"',%U����D�������
����	�

��G. hollisae 1706B%E?#*"',% OQ0<D[MU���7D�����60 

kDaO;�&+(!X *
F���!V	��� 

� >HI���60 kDa� G. hollisae 1706B%E?#*"',% ��������

$F�� D��O;�&+(!X CB��������@��60 kDaO;�&+(

!X	#*,"+0W'8 P:��������#*"',%U����D���

���'8��68	����������NS �1����	���������
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�!"��������	�����������	��������	��#��

������	��[103]��������������$��� ��	��[104]���

�����	�

��� 

 

 

�  
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5.2 75�69 

5.2.1 ���(����$'�&� 

� G. hollisae 1706B �;8 74 kDa �'�!*�B+3���<�$'�&�

pNY326-Col2� 62 kDa�'�!*�E�&"D�� 88�646F��� 60 kDa�'�!

*�E�&"D�� 88�624F��*�
�B+3C.��1�	�:���<�
��

*pNY326��� Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3ETakara Bio, Shiga, JapanF

�>4��)#�A,?�
��*����� �	�:��� 

 

5.2.2 
 

� Liberase MTF C/T, GMP grade kit (Roche, Basel, Switzerland)� C. histolyticum;8

	?�'�!*�?����	?�*�'��)?��	�:�����;8�$�)�

�/ I1�II1�III1�V1�'*�)ENippi, Tokyo, JapanF���;8D�� IV1

�'*�)ENippiF���	 ;8�$�)��/ VI 1�'*�)(BD Biosciences, 

Bedford, MA, USA)��'*�)-@�������'�!*���A�	�:��� 

 

5.2.3 G. hollisae�'�!*�;8>4��)#�A�,? 

� � pNY326-Col2��1�	��62 kDa�'�!*�E�&"D��88�646�1,677 bpF

��� 60 kDa�'�!*�E�&"D�� 88�624�1,611 bpF��*�
�B+3C

.�2�	����1<�$'�&� pNY326>4��)#�A�,?
�����62 

kDa�'�!*�E�&"D�� 88�646F��� 60 kDa�'�!*�E�&"D��

88�624F��*�
�B+3C.� 5’���� 3’��<�$'�&���0���C.

���
�$'�%*���	����$'�%*�:�����=�B+3���
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�0���#�E1�����?���>9� +%�C�0���������� 

 

62 kDa Forward: 5’- ������������������������������������-3’ 

62 kDa Reverse: 5’- CATCCTGTTAAGCTTAGGTATTACCACCAGATTCA -3’  

60 kDa Forward: 5’- ����������������������������������� -3’ 

60 kDa Reverse: 5’-������������������������������������ -3’ 

�@��!4=�&)�( pNY326��3�E1��
� 

 

� �!4=�&)�( pNY326�5�
�����&)�',�<��� 

Forward: 5’- ���������������������-3’�

Reverse: 5’- AGCGAAAGCCATGGGAGCAA -3’  

�@��+�,"� 5’���� 3’����	��3�E1��
� 

 

� 5’���� 3’��=�&)�(��3�	�E1���	� 62 kDa�)�#,�H�

($G�� 88�646I��� 60 kDa�)�#,�H�($G�� 88�624I��,


�D-6E1� DNA�� Expand High Fidelity PCR system (Roche)�<��5�	

��5�	� PCR;���!4=�&)�( pNY326��2	�Brevibacillus in vivo 

cloning:��� Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3�7C 9	�=�&)�(

�/B	���������7C 9.� TMNm��H10 g/L ���,��10 g/L ��

�"+�&"+�5 g/L ��*!�� 
�	����2 g/L F���� B2�10 mg/L 

FeSO4�7H2O�10 mg/L MnSO4�7H2O�1 mg/L % ZnSO4�7H2O�50 µg/ml�	'�

�+�pH 7.0I 30��48 
"��	����������	�A.80�#����
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� 0.2 µm����*��A>�	����C�)�!�� �����50%�C�)�

!���2��	����	��&��?� DEAE-SepharoseDGE Healthcare, Little 

Chalfont, UKE�;�	 FPLC ������	��	� Tris-HCl ���D50mM 

Tris-HCl�500 mM NaCl�pH 8.0E� @��/������-�	 DEAE-Sepharose

������0.2�1.1 M NaCl�2����&�	)��($��&��*� ���,

��	��&� *��4����,����30 kDa���
���0�A�;�
�!

��50 mM Tris-HCl�����8�
�?=6�B<���	�Coomassie Plus – The 

Better BradfordTM Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) �;

�
�2��������	 �;�	� 

 

5.2.4 SDS-PAGE 

� ����� Laemmli �7:[45]����7.5%���� 10%#'��'��%����

;�
��	���
�����1�D50%��"*��10%�CE� 3 ,#�1��

��9��D0.25% Coomassie brilliant blue R-250�50%��"*��10%�CE�9�

�	�1,�
�9���$�����D5%��"*��7.5%�CE����	� 

 

5.2.5 �&*�),@�4��1 

� � �&*�),@�4� FITC &��-�&*�)�;�
�1�	[62]�B< ��

0.05% FITC-�&*�)�200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl���DpH 

7.5E��.��30�� 30,#�3��	��3
�EDTA�����
�����
�

3����	��3�� 70%	�"*���� 50 mM Tris-HCl���DpH 9.5E��"

����
�� 30,#�5�
��4�&*�)��	��	���,%���
��+
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��"�
-5��
�(,�+���������$�,!),
,7SH-9000, Corona 

Electric, Ibaraki, Japan8��� 530 nm���10��/�
7��#485 nm8��(

,�+-5�2 1�# !7U8��30��1- �
�� 1 µg� FITC-�(,�+�-

5	��2/
	�� 

 

5.2.6 �/2�� 

� ��0 0.5 mg/ml�����64��� 200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM 

Bis-Tris-HCl	��7pH 7.58�����37���+���,!�
�6�12�18�24�

 ���+$�������
���(,�+-5�2��/	���64��/2

���
� 

 

5.2.7 )������(�+����(�, 

� 0.05% FITC(��.�(�+��� 10%%)��)��'����3���)���

������(�,����
[64]�64���������
������� 2.5% 

Triton X-100��� 50 mM Tris-HCl	��7pH 7.58� 30-��
����!��

200 mM NaCl�5 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl	��7pH 7.58������37�

� 5� �+���,!�
��(�",���.��
 FITC-�(�+�!(+���

'�,�,�	��
� 

 

5.2.8 ��	�!�*&!�(�, 

� ��	�!�*&!�(�,� Superdex 200 HR10/30 column (GE Healthcare) �

3�
 Alliance 2895 system (Waters, Milford, MA, USA) �����
��+$���
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"������200 mM NaCl��� 50 mM Bis-Tris-HCl
��>pH 7.5?�6���

� 0.75 ml/min�'��
�'��
�$ �;� 220 nm���-������
� 

 

5.2.9 �"��%��/� pH&+/����-&+/��, 

� �"��%��/� pH &+/�)0�; FALGPA (Bachem AG, Bubendorf, 

Switzerland)�6�
�/�,�����
[63]�1 µg�<7��0.2 M NaCl  5 mM 

CaCl2���
����9�
����>0.53.0 mM?� FALGPA �)��30��

10'��.��
�
��� 50 mM MES (pH 6.07.0)�50 mM HEPES (pH 7.08.5)�

50 mM TAPS (pH 8.5 and 9.0)��� 50 mM CHES (pH 9.0 and 10.0) �6�
��.��

!�%�#%�%�6�� 345nm���-�(��,�
�FALGPA'9�/ 1���

�>U?��30��1'��
�� 1 µmol� FALGPA�'9	��/,�	�� 

� �"��%��/��-&+/� Wünsch 4�������
[105]��;�)0�;

Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg-OH (Bachem AG, Bubendorf, Switzerland) �6�
�0.13 

µg/ml�<7��0.2 M NaCl  5 mM CaCl2��� 50 mM HEPES (pH 7.5)��9�


Pz �!	
�)������->1060�?��.��
�2�4�8�12 '����

	�� 25 mM ��$=��������.�����=�	�6��'95	

>Pz-Pro-Leu?����
�'��-��6�� 320 nm���-�(��,��1'�


���"��%��/�
��
� 

 

5.2.10 81��"��%���.�-:92 

� Km�Vmax�Kcat����
����.�-:92����
[66]�0.5 µg�<7���

��>1050 µg?� FITC-�"%�$�)��30�� 5'��.��
�5.2.5*3
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�.1
���	�+*��)��Lineweaver-Burk plot �� Km�Vmax�specific 

constant (Vmax/Km)����� 

� FITC-� #�"��'-�8 N-(3-[2-furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA; 

Bachem AG, Bubendorf, Switzerland)�2�	�,�*760������1 µg�:4��

0.4 M NaCl �40 mM CaCl2���50 mM Tricine �
	 (pH 7.5) �6�����"

<0.5�3.0 mM=� FALGPA ��'��30�
 5 $#�,�����,����#�!

#
#�2�	 345nm���*�%��)���Lineweaver-Burk plot��Km�Vmax�

specific constant (Vmax/Km)����� 

 

5.2.11 � #�"$6�� 

� ��3/ I(�II(�III(�IV(�V(� #�"<1 mg/ml� 5 mM�;�	 =�

�"��
	<100 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl�10 mM CaCl2�pH 7.5=��'�� 

�* 0.5 mg/ml �� #�"�	�!5�����3/ VI (� #�"� 50 mM 

Tris-HCl, 200 mM NaCl�5 mM CaCl2�pH 7.5�6�� �* 0.5 mg/ml�� #�

"�	�!5���� #�"�	 10 $� 1 "�� ��#��	<10 µg/ml=�


���30�
�"	��#����Fig. 23
���#��	�4$� 1"� SDS�"

�����#�
����,������&�"��� 7.5 %���2������

���� ��#���$69��$0��� 

 

5.2.12����";����	������$6�� 

� 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)  � � I ( �  # � " 3 / � � � � � 8

Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Hyp (GERGFO) ��6��	 2 mM GERGFO�	�!5���
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10 mM CaCl2��� 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 0.23 ml��� GERGFO�� 0.25 ml�

�-���� 37°C������0.01% Tween20��� 10 mM CaCl2 ��
��$

�"'!�� 20 µl�����4����
��4�� 37°C��������� 50 µl

��&#%&������&#��� 50 µl� 1%�F��-���4�����

D�*9�G3200 QTRAP, AB Sciex, Foster City, CA, USAH�� Gly-Glu-Arg (GER)�

2���GERGFO*C�5�	���#���D�������
 I/�$'�&

<8#���D Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp (GPOGPO)��;��Gly-Pro-Hyp (GPO)

�2���GPOGPO*C�5�	����4���G. hollisae<8�$�"'!	 20 

ng�C. histolyticum<8�B�$�"'!	 80�320 ng�E>�;�� 

 

5.2.13
 @<8F�� I/�$'�&�	)�,
� 

� �� 5 mM�F��C� 3 mg/ml�3�
 =A<8F�� I/�$'�&����

0.4 M NaCl�10 mM CaCl2��� 0.1 M Tris-HCl (pH 7.5)�D(��� 1:1�+-��

����$'�&�3� 1.5 mg/ml ��B���$'�&(5��������G. 

hollisae<8�$�"'!����
�G50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl�5 mM CaCl2�

pH 7.5H��
���3 0.01 mg/ml�E>���B�����$'�&�� 0.1 ml�

E>� 0.15 ml ��-���3 30°C ��4����4� 1�2�4�20�28 ��� 48

����4���&#%&���5*����������-20°C���?�1��*9

;�7���.:��C. histolyticum<8�B�$�"'!� 0.025 mg/mlE>���

B� ����$'�&�� 0.1 ml�E>� 0.15 ml��-���3 30°C��4�� �

*9;�7��B������$�"'!�������4�(�.���5����

������*0���� kcat������	�����D�6�� G. hollisae<8�
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(�#, � 2.5�&� C. histolyticumA<�K�(�#, ��L����1/=#:

��������
(�*'"�(��,�@��>��")�&��>8*E� (%)

���	�����
(�*'"�(��,� Superdex Peptide 10/30 HR (GE 

Healthcare) �@�� Alliance 2895 system��� ����+&��
(����	�

0.1 MO�N�+�$	��20%��"$")���"$")��@��% 0.75 ml/min

/�	��/�	�!+%�M� 220 nm���6�����	�� 

� >8	�")�&��5&�$���(,�+ 1 mg/ml� G. hollisaeA<�(�

#, 5 µg/ml��&�2	� 6 30°C 20�'�7����C. histolyticumA<�K

�(�#, � 12.5 µg/ml��	���7�� 0.1%�N�	���M&/="�

� Table 5�"	� 12D+�")�&�>8&�!5	�� 

 

5.2.14 �� 

� '	�#�/)�-O 20�27 �(�� 8 �� C57 BL/6 NCrSlc �'	� (Sankyo 

Laboratory, Tokyo, Japan) �@�� ���;���$���
�>?�!CF����

$����	$P	$�	,25-6Q������
����$��'$��������

�	�����.��'	���.��.�����(+PForane, Abbott Japan, Tokyo, 

JapanQ��03P400 Anesthesia Unit, Univentor, MaltaQ��� 4.5�5��6���

����B����� ��������H9��'����@	��03��� 1.5

�2.5%�6�������B��� ���4��!� 1.5�2.5%�6�����(+�

.��� �������
���� ��� 

 

5.2.15 '	�#J�0��/)	��/��(,�+&���GI&�5& 
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� #B�5�����6�; 3 ��(���� 21 ��(���=�
��;� ���

*�$. I0.00625�0.0125�0.025�0.05�0.10�0.15�0.20 mg/mlJ/:�;��

.�*��-I0.012 mg/mlJ��7���
�
(���#���F>���#B�

3�
��'�
#B������"��F>��0 37�� 15 4&�-	�.#��

#B��5�
��5��!� 1 mm��"����E��
�5	4�5	4�4(

�
������"���$E�
�5	4� 490 × g � 204&�������
��

��5	4�������5	4���
�
�5	4��5	4������5	4

������	4��*.�-%���?A%���	�
���6 M HCl�110��20

	&�����G��4C�
� 

� �*.�-%�D%4<��=��6	4��
,	�',+-%��:��2� 7.94

I(�� I9�*.�-�@�)%G� 12.6%��
,	�',+-�100%/12.6%=7.94J

�����������
[106]�D%4<����:������-'���:8�1

*��
�*.�-ISI-collagenJ������-'�&���-5������
[107]�

?A%��)%G4<�IL-8800, Hitachi, Tokyo, JapanJ�=��6	4�@�)%G

%��:��2� 1.64I����(��#B�@H%� 61.1%�!-&�D�

100%/61.1%=1.64J�����������
� 

 

5.2.16 (��#B�5��	4���(�
#����� IEQ (islet equivalent)��: 

� �;� ���*�$. I0.0125�0.025�0.05�0.10�0.15�0.20 mg/mlJ/:�

;��.�*��-I0.012 mg/mlJ��7�
F>���=���6�; 3��(���

� 18��(���#B��5�
��5��!� 1 mm��"����E�����


�5��	4�� ET-Kyoto ��(Otsuka Pharmaceutical, Tokyo, Japan) OptiPrep 
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(Axis-Shield PoC, Oslo, Norway) �/�	�*�5��.���
(���.�	���

��(diphenylthiocarbazone, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) ���-

��	(��/�+�(Olympus IX81, Olympus, Tokyo, Japan) �))��(��� IEQ

����	�IEQ� � 150 µm�(������
,��	(����1 IEQ� � 150 

µm��+(� 1��!	��[108, 109]� 

 

5.2.17 1'%�0�	�����(�$� 

� 20 
,���	 C57 BL/6 NCrSlc 9 ����������������6STZ, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA7120 mg/kg���#
!��1'%�0�	��

��"4�	�%�0��������STZ
! 5	��� 350 mg/dl����%�� 2

	���#�	�%��	�STZ��1�	 1'%�0�	��� 5��&�'���

.�	 300��(��$��	��	�%���(�����
 350 mg/dl����%�

�#��%�0����
 200 mg/dl����%��#������(�	��%���

(���������2 1�2 ������������	�����%��(&

6ACCU-CHEK, Roche Diagnostics, Tokyo, Japan7�����	�$� 38	��(��

$��	&3��-�
�$��	(���%������ ��!�	�"*�	� 

 

5.2.18��#�
�%���� 

� ��#�
�%�����$� 34	����	��
�%62.0 g/kg7���#�
!

��
!��
!� 15�30�60�90�120$��%���(�	��
�%������

���� ��
 5���� C57BL/6����/�	� 
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5.2.19+,(� 

� � �������������� ���� (������ �� �#���

+,(�%����-� 4%�������
	��&������ �����

�	����$/����+,(����")�#��
������� �� �#

(Dako, Glostrup, Denmark) ���)�#��
������!�
��������#

�*�
	���� 

 

5.2.20 	��� 

� �!����������������SD �.����'��	&� 2 ��!��

��
� unpaired t-test�*��4��!���� one-way ANOVA�*���P<����

�	��'����� 

 

�  
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5.3 QF 

5.3.1 G. hollisae 1706B!KD"-!(1%� CCO�
PA�&0*�T�,R��

"-1!06S#?��� 

� G. hollisae1706B!KD 74 kDa"-!(1%�)��8�I��CCO��
�� 60 

kDa"-!(1%�PA�&0*�T��������*���	0Y59.2 kDaZ� PPC

��	0��� CCOX:Y8.5 kDaZ�'�.0
1U7Y6.9 kDaZ��M���.0


1U75��"-!(1%�����	�"-1!0GU7YGly-Xaa-Yaa U72Gly

� .#0�Xaa� Yaa�����,)VZ�(�-�� 4��<����
��
�

Gly-Xaa-YaaU7����)��8���4=���.0
1U7� �%� 60 kDa�

.0
1U7� �/� 62 kDa��N1�&0*�T�����YFig. 21AZ����

��$L���J���$�1��L������������PA�&0*�T���

��3�6�����/+' -��1����R��
��@���YFig. 21BZ��N

1��R��PA�&0*�T�PA� 74 kDa"-!(1%������6E���


��)��8�I�� 60 kDa�"-!(1%� 60 kDa���	 62 kDa���
���

������YFig. 21BZ��W���0T.6EYQTOF-MSZ������
��)

��8�I�� 62 kDa �"-!(1%� 62 kDa �PA�&0*�T��9�6;N

Y61.9 kDa�61.5 kDa�61.1 kDaZ�����
��&+��[110]�FITC-"-1!0�

J��"-1!06S#?�$=���
��62 kDaPA�&0*�T� 60 kDaPA�

&0*�T�9�>�"-1!06S#?����YFig. 21CZ������
�"#?�

PA� 74 kDa"-!(1%�)��8�I�� 62 kDa"-!(1%�"#?��9�

>����2B�
�����PA�&0*�T�"#?�PA� 74 kDa"-!(1%

�"#?������������H��PA� 74 kDa"-!(1%��=?����
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���
��74 kDa&.)�N�)4:"� 62 kDa��$��6������",

/!.5M�=	����OFig. 21DP������74 kDa&.)�N� 62 kDa&.)

�N��!����#.*��",/!.5M�=��;���
�����=��&

.)�N��!���������OFig. 21EP����JD�I@� 74 kDa",!(/

%�$��6���	����",!(/%�=	�������
;�",!(/%L

��
G���������*9��
����� 

 

5.3.2 G. hollisae 1706B�FBI@� 62 kDa",!(/%�= MC 

� C AH�����I@�",!(/%����������
;G���������

� 60 kDaI@�&.)�N�*9��
;G������� 62 kDaI@�&.)�N

����
�����62 kDaI@�&.)�N�
;G���E��	$�/��G��

����������� 62 kDaI@�&.)�N��L�����������L��

I@�&.)�N�5C���
���L&.)�N� 62 kDa��0&.)�N���

�OFig. 22AP����#
��*�-+' ,��/�����L&.)�N���1�

�(2���
��#&���OFig. 22BP�I@�&.)�N�",!(/%����	

�#&������%,�.�
� ,��/�����L&.)�N�%,�.5M�

=�K?����
��#&��OFig. 22AP������7>�*���N����=

�;����%' pH� 7.5�9.0OFig. 22CP�%'�<� 30�40����
��#&�

�OFig. 22DP�
�JD��G. hollisae1706B�FB�L",!(/%�= �8	��

������JD�	$�/��G�������	��=�K?�� 62 kDaI@�&

.)�N�3L��
��>���������I@� 62 kDa",!(/%�
;=�

������
��62 kDa&.)�N� 37�� 24)��$��6���",/!.5
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D 6�,3���HFig. 22EI�
����A9� 62 kDa�(�$+!�$��/

�������(�$+! 6��3���(�$+!C	��@�������


��(����
��	���>��	��
� 

 

5.3.3 G. hollisae 1706B�?:A9� 62 kDa�(�$+!�
5'4ED; 

� � FITC(�/�(+�*�07�G FALGPA�>���G. hollisae 1706B�?:

A9��(�$+!�
5'4ED;����HTable 4I���� C. histolyticum?:

�C�(�$+!�����FITC-�(+�*����� 6��� FALGPA�����

 6����� 3���)��� 

� FITC-�(+�*���FALGPA����
����#�&(�+"+���
�	

��C. histolyticum ?:�C�(�$+!����'
	) ��*�*3�*Km�1

��������
5'4*Vmax������G��
�����'�����B<�

)��F�&�*Kcat��#
����B<�FITC-�(+�*� FALGPA�����

�G��
���G. hollisae 1706B�?:A9� 62 kDa�(�$+!� C. histolyticum

?:�C�(�$+!�1���(+�*�������%��+�8��1����%

��!���	��������� 

 

5.3.4 G. hollisae 1706B�?:A9� 62 kDa�(�$+!��(+�*.D� 

� � G. hollisae 1706B�?:A9� 62 kDa�(�$+!��(+�*�2���G="

6� C. histolyticum?:�C�(�$+!����������I2�II2�III2�

IV2�V2�VI2�(+�*�>�.D�������B<�A9� 62 kDa�(

�$+!��
-��2��(+�*�.D
�I2�II2�III2�IV2�(+�*
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����� 3
!�.�IFig. 23A�DJ�V3 (*�)����� 20
!�.�IFig. 

23EJ�VI 3 (*�)����� 72 
!�.�� �/F��IFig. 23FJ�+9�C. 

histolyticum@:E (�%*#� (*�)�3����/F�6��������I

3�II3�III3�IV3 (*�)����� 5
!�
� ��-�/F������IFig. 

23A�DJ�V3 (*�)����� 20
!�.�
IFig. 23EJ�VI3 (*�)��

��� 72
!�.�
����� �/F������IFig. 23FJ������I3�II

3�III 3�IV 3 (*�)������B8� 62 kDa  (�%*#����=��/

F>�� C. histolyticum @:E (�%*#�=��/F>���
/4�����

������IFig. 23A�DJ����C;�B8� 62 kDa (�%*#������-

��3� (*�)���� C. histolyticum @:E (�%*#��
/F�6�"

��D�����������<���=��12���	�������������

��	����
��	 (�%*#�G������������������F��

������ 

 

5.3.5��$')H��	�!�&���/F�� 

� C. histolyticum @: (�%*#���$')H��	�&����0�����

������A�����[13]�������$')H��	�" I 3 (*�)@:�

!�&�� GERGFO���� (*�)<�!�&�� GPOGPO �?��/F�

������B8� 62 kDa  (�%*#��" I 3 (*�)@:�&���G

GERGFO�,?�� Arg� Gly��!�����Gly-Glu-ArgIGERJ�>=���

����IFig. 24AJ�������C. histolyticum@:E (�%*#��5 60/�


 Arg� Gly��!�����������GER�=7�������+9�GPOGPO
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����(@�2��<4� 62 kDa�!��%� 20 µg/ml� C. histolyticum:6�?

�!��%� 80 µg/ml��+���2����DFig. 24BE� 

 

5.3.6	�>:6B
� I,�!%�$��'�)�� 

� 	�>:6B
� I,�!%�$�<4� 62 kDa�!��%�� 1���1����

71.7 %��"� �����(@���48����1�� 93.5 %��"� �����

(@���DFig. 25AE�&5�C. histolyticum:6�?�!��%���9
��*�

��1 ����1��
"�� ����#%��%��������"� ���

%�� 37.0 %�����48���1����*�� 68.7 %
��"� �����(@

������30%�0�
"�� ���
.��	���������DFig. 

25BE� 

� I,�!%�$�)������ 12;���"� ���/�
�=7�20����)

����� C. histolyticum:6�?�!��%���"� ��� 76.13 mg/g83


����
�<4� 62 kDa�!��%�� 271.48 mg/g� 3.6�-��"� ���8

3
�DTable 5E����I,�!%�$��A�
��*��<4� 62 kDa�!��%

����6� C. histolyticum:6�!��%���83
	���� Gly-Glu-Arg (GER)

��� Gly-Glu-Hyp (GEO)�83��	��������� GER� 13.07 mg/g�GEO

� 13.16 mg/g������������.����� Gly-Pro-Hyp (GPO)�83���

C. histolyticum:6�?�!��%�� 35.11 mg/g������
�<4� 62 kDa�

!��%�� 63.30 mg/g�� 2���=7����������C. histolyticum:6�

!��%��83�����"� ���C
�<4� 62 kDa �!��%��

Gly-Phe-Hyp (GFO)�� 63.8��Gly-Ala-Arg (GAR)�� 9.3��Gly-Pro-Val (GPV)�
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� 7.9��Gly-Leu-Hyp (GLO)�� 7.0��Gly-Ala-Hyp (GAO)�� 6.9��!(�$�

�;5��
��������@:�?6� 62 kDa �'�"* ��9 C. 

histolyticum =9�'�"* ����������������	��&#GE-�	

���������!(�$����,D���
��������� 

 

5.3.7 %�� B�<� G. hollisae 1706B�=9?6� 62 kDa�'�"* �?A,

7<F>����!�	��� 

� G. hollisae 1706B�=9?6� 62 kDa�'�"* �?A,7<F>����!��

���	������%�� B��
���?A��.���������4��

���'�"* H0.00625�0.0125�0.025�0.05�0.10�0.15�0.20 mg/mlI�+3�

4��*�'
�)H0.012 mg/mlI��0�F>���<���/�4 3��%���

� 21��%��� B��.���.��
�.�,��.�,������.�,

������,�,����'*�)"���?A"����HFig. 26AI� 

� 
�.�,����'�"* �4�#	��������'*�)"	?A"	�

����'�"* �4 0.05 mg/ml�����	���HFig. 26BI��.�,���

���'�"* �4�#	��������'*�)"�2����'�"* �4

0.05 mg/ml�����	����+8��.�,���?A"��'�"* �4�#

	���	2���	�������HFig. 26BI��.�,���'*�)"��'

�"* �4�#	���	2���	����������.�,��?A"��

�'�"* �4�#	�������2����'�"* �4 0.05 mg/ml����

�	���HFig. 26BI������C. histolyticum=9�C�'�"* �<��

�?A,7����?6� 62 kDa �'�"* ��?A,7�1������HFig. 
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26BQ����E:�D7� 62 kDa!( &*%�'	$.K�!(* )��.��

�����DG-8������:� C. histolyticumA9�L!( &*%L��1��

����	����������	���D7� 62 kDa!( &*%�DG-8@OC

���	-�@����H����� 

 

5.3.8 G. hollisae 1706B�A9D7� 62 kDa!( &*%�@��'	$.�-3	� 

� G. hollisae 1706B�A9D7� 62 kDa!( &*%	<J�F6��'	$.���

3������������5�&��!( &*%P0.0125�0.025�0.05�0.10�0.15�

0.20 mg/mlQ�+4�5�"*(�#)P0.012 mg/mlQ��0��OC#��@���

/�5 3 ��'	$�� 18 ��'	$�.K��.���.�-���
5�N��

>���'	$.���3����3��.��
��)�;���.�� islet 

equivalentPIEQ�1 IEQ�(� 150 µm�.�	+�Q������!( &*%�5

	4
�����	���.�� IEQ��3���!( &*%�5 0.05 mg/ml��

��$�����PFig. 27A, 27BQ������C. histolyticumA9�L!( &*%�

@����.�-3����D7� 62 kDa!( &*%��.�-3�1������

�PFig. 27A, 27BQ� 

� =��D7� 62 kDa!( &*%�@���3��.�	<J�F6�����)0

����5 �� 1 2+�B��'	$�,�-���* 	������,�-��

�.�* ��PiQ"�'�,�'����!�%	���PiiQ
��.��* ��

�1�4�+	������PiiiQ.��* ��,K��2������.�	<J

����������������DG�'�����������A���+/'��

�����[111]�,�-������* ���.�������	�?��?I��M



 79

���,�)B���
��!��$
%�%�$%�,�	����E��[112]�

'0�1��#� &�H0.15 mg/mlI�&�#��%H0.012 mg/mlI��-�
G

?��;��!�,'����.����!����%�> 1/��=���"��

5���� �� 300��!�����
HFig. 28AI���"������������

����� 3	������
�'4�!��������� 1/��=���"��

�����*���(�����
���� 38	�!������&	��!���

"�������#���(������������
HFig. 28BI���� 34	��

4 ����"���;��
�+
	���������
�����"�����"

��.8�#���������������
HFig. 28CI���%�$%�(�;�

��&�
!�����@D7������
����� ����%�$%�(�7

����!��:��������"�
HFig. 28DI����A6�@3� 62 kDa�

#� &�� C. histolyticum <5�F�#� &�F�.	�9E�C2�
"��

!���'����������
[108]� 

�  
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5.4 Y@ 

� HRS�����RSN���N`T]����� 	�� G. hollisae 1706B"OI

�VE� 62 kDa#."+2( 5]�����C��HVE�#."+2(���U

Z �+�����6�#."+2(#B D��� &��������
�&P

��� 62 kDa#."+2(��?P�" N��/)*�&�2��P�������

$�4��������
�6=�>���VE�#."+2(	������bFig. 

22A, 22Bc�`T]���]�8������ 	���� %)����UZ �

+�����6�#."+2(#B D����a���HVE�#."+2(�4B

,0�!2(�$2�.�%1��V�:������-�&'\ �8�L[ WD

�'� �+����� �!�����J�F>�`T]���� C. histolyticum

OI
]#."+2(]��;
����bFig. 26�28c� 

� G. hollisae 1706B"OIVE� 62 kDa#."+2(	UZ�+��6�#."+2(

#B D��������HVE�#."+2(�`T#B	�?����� &�

bFig. 22Ec�`T#B��?B�����	O	Y�����3�Q�	O��`T�


],0'&�����A�,�VE�#."+2(	���������������

�����,0�!2(	>����6^	*��������bFig. 22A, 22Bc���

Q�	O��H#."+2(	( �8�
���		O����( �8�9<�

��i) H#."+2(	4B,0�!2(#B G�����ii) HVE�#."+2(

�����#.2"1K_7bGly-Xaa-Yaa-Gly-Xaa-Yaac	( �8 ���
����

�������[B	Y�����4B,0�!2(#B�a���HVE�#."+

2(		(�16^#B D������XWUZ����UZMB	���� %)

���[110]�#.2"1K_7	( �8 ���
����a���HVE�#.
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#'.%��+-
.e<� 3���'���	-� 1���$*.#-Nc4	���

7C�)�� Q��3`�������� 4���$*.#-Nc4	 74 kDa$*#

'.%� PPC ��	-� ,���&�5 ���
��� $(���[110]��

���� QTOF-MS3K�YL���'���	-�$*.#-Nc4�+-
.e<�

$*.#-Nc4�"��&�5 ���
��[�����&�5�B�A�+�

 [@�����C. histolyticumRJ$*#'.% ColG�Y�Mb[5] �;����

,�.�+-" �������'���	-�$*.#-Nc4�dV�2�^/�

�����������$*#'.%&����3` ���
��[����[110]� 

� 74 kDa$*#'.%�� PPC��	- �� CHTe< 6�-��
�� 62 kDa

&-(!a��0_��������?�$*#'.%#A D�XE�$*#'.

%	����fFig. 21, 22g�74 kDa$*#'.%���?A�'���	-� PPC��

	- %�+-
.c4	&�5 ��������/OMb�*:��fFig. 21Dg�

62 kDaXE�&-(!a�$*.#-3`#A�'���	-���1>���'���

	-����C�$*#'.%	�
��=9�����[5, 6, 60, 113]	�GP )��

����W\ �.�����XZ3F��Q����=9�����$*#'.%�I

XE�$*#'.%������UhS�����PPC��	-�$*.#-Y7] D

��'���	- $*.#-����������$*.#-3`#A ������

 =9�[80]	�74 kDaXE�&-(!a��� PPC��	- ���� 62 kDaX

E�&-(!a��$*.#-3`#A	0�fFig. 21Cg�Matsushita �� C. 

histolyticum RJ$*#'.% ColH ��W�`K ���8N�=9 �������

Matsushita ��$*.#-Y7��	- 	��'���	-���XE�$*#'

.%	$*#'.%#A D��� �!�	���#A�$*.#-Y7��	- 
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��3-K?�#-"(0%�!=� 204� 1��������98��[6]�G. hollisae 

1706B�FAK?�#-"(0%��7��1�K?� 74 kDa#-"(0%�*M�

��	������K?� 62 kDa#-"(0%�!=�&� ���������	�

@GI���"����K?� 74 kDa#-"(0%�K?� 62 kDa#-"(0%�

����� 2�!=	.��L����SFig. 21CT������74 kDa&/*!O� 62 

kDa&/*!O� #����$/+�� !=��&/*!O� #�� �����

���SFig. 21ET�#-0"/�4N����K?� 74 kDa#-"(0%�K?� 62 

kDa#-"(0%���������������������	��K?� 62 kDa#

-"(0%��=#-0"/����=#-0"/���%-
/����!=	.�

���')��[110]���	���74 kDa&/*!O� 62 kDa&/*!O	����

��$/+����74 kDa#-"(0%	#-0"/�����4N�	�=��%-


/�����62 kDa#-"(0%������#-0"/���4N����%-
/�

+����<��L����� 

� G. hollisae 1706B�FAK?� 62 kDa#-"(0%�(��	/���QJ���

��������C. histolyticumFA#-"(0%� ��� !=	 3���.���

	�������STable 4T����6H#-0"/���4N	������K?�

62 kDa#-"(0%����D��4NE�� C. histolyticumFA#-"(0%�D�

�4NE����4:,	
��������SFig. 23T������4N!=��$�

�QJ��OC$=�2;�����L�����K?� 62 kDa #-"(0%� C. 

histolyticumFA#-"(0%��D>,���'.�+
�SGEO�GER�GFO�GAR�

GPV�GLO�GAOT�D>,	.���STable 5T���#-0"/�1BP5���

�����
� ,)R���
��#%�'.�+
����4N���	����
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S�����VI 6�&)�(�181���180��	7
9����� C. 

histolyticum HC�&�#)!�1W�����S������[14, 15]	�O?� 62 

kDa �&�#)!��$&�"'�$����1W����� VI 6�&)�(�
1

W�����
���\Fig. 23F]��&)�(�*DZ2����;��XE%>	O

?� 62 kDa�&�#)!��=.<	.�*5���������2�"#>��F

����S�����*A�%� *U��3	����[N��3��4	����\Fig. 

26]�BJK�G�� C. histolyticumHC�&�#)!� PKD���(��� CBD��

	/0[N������CBD���OR0��&)�(QP��������$&��&

)�(QP�1W��S�����*A�M^L���� G. hollisae 1706B!HC�&

�#)!� PPC���(
 CBD���
��� �����Y,8�������

+��3����������:�O?� 74 kDa�&�#)!	.V�����C. 

histolyticum HC�&�#)!��
���<�������4��<����(�1�

%� *U��3�����������
�JK�����OR1@[N�����

�� G. hollisae 1706B!HCO?��&�#)!�%-	.V�����	������ 

� G. hollisae 1706B!HCO?� 62 kDa�&�#)!	OR1@G[N���G��

���%� *U�G��
���BJK������&�#)!	%� *U�1@

��T��*U+��&)�(�1W��T���A�-����
����I��B


����[N���
���3�1��3�1������3�1�������1�

1���&)�(/���OR/�����
����\Fig. 26A]���3�1�OR

/�����3�1���OR/�OR1@G[N����&�#)!�T��)�

�3�1����&)�(/�����3�1����&)�(/��&�#)!	OR

+��&)�(�1W���'�&�T��)����*,&���&�#)!	*
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L�)5��K���6��0 ������������[104, 114]�����
�&

2+���;��0L�)5����,�+��#�"%!�'<����������

����������I�����������60 ���0L�QB&���(��

����[115]�0 �*���[116, 117]���0 )6�
����#�"%!��

*��O,�����
�
��?�����������8@A���QB��	��

�)�DH5����#%�$5�����E:��60 ������E:�&��

RFig. 26B, 27S�
��8@A��0 )6����0����
�����I�����

���>�������#�"%!N��DH)5<QB���4���������

�� ex vivo������7��I����� 

� G. hollisae 1706B#=9D4� 62 kDa�#�"%!���1<�I��+�D4�

62 kDa�#�"%!� C. histolyticum=9�N�#�"%!���"���� VI-�

#%�$�)P��
������RFig. 23FS�6/��N�#�"%!N��%��

���2����K2�I�����VI-�#%�$���DH���+�/����#

%�$���[30]�0L��/���
��?�����[118]��������DH�

GF*��� VI -�#%�$�.���
��?�����[119]�	20'�3��G

F*�� VI-�#%�$�.����K2�-������������D4� 62 kDa

�#�"%!� VI-�#%�$�)P�����C. histolyticum=9�N�#�"%

!�%���GF*�DH���CJ�6��<����K2���������D4

� 62 kDa�#�"%!�<��GF*�0L���)�	0 )6���+�	2

0'!/�1�0 .$�(������������[120]� 

� 8@A��������
	 >���<���0�D4� 62 kDa�#�"%!�

'N�3���
�D4��#�"%!��M+�-��#%�$�)P������
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�����
/� $	������!�,"�

���	��������

���
�����(����&+#��������
�	���*.	���
�

�'+- $0)��%'���� 

 

 

�  
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VjT� [B 

 

� ������X]@ +�&/"� Clostridium histolyticumOG� +�&/"�

��	�����C. histolyticumOG +�&/"^��� ColG� ColH��R6� 

+�&/"������������1@)-��/"����-!%,(
.�

neutral protease�������1@)-��/"�����^�����-$%4�-

$%5�+@��+���/������0��^�����eW��9��	��^�

��>@�
����,!�����X]@ +�&/"^��
���������

3)��"+�.=���+@�?� +�&/"�ML�� Grimontia hollisae 1706B

*��5
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Fig. 7 6'+1& 435/>JHF?50��;&=*9�

A�D. ��������VI%��������.�	���/�<850>A, B?����
	50>C, D?��;&=*9��I%�����43"#>A, B?�I%�����
43:VI%������!�>Zebra body)�C, D?������������	�
7
���������
2�	>B, D?��������1 µm>A, C?�500 nm>B, 
D?� E. VI%������!�),-($�
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(E) (F)
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Fig. 8 �VI2�$*�)�,�;������) (��F9�:,�(���$�GI
/9LLC-MS/MSM

A. �VI2�$*�)�,�;������) (���	��?�L'*)1M�E56
@30CBD=LJHFM=�?�L'*)2M�JHF=���D>L'*)3M� JHF=
�KHD>L'*)4M��"!�)�����0���$*�)�7.5%SDS�%��%
&�#��&�;�	�
7+
/����PVDF�������VI2�$*�)�,

�.����/30���)���
A��� B. JHF=���D><8�$*�)
J���-�1�5�)��LC-MS/MS�;��� C. LC-MS/MS���14����)
��G%���
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Fig. 9 �."4
36���&*�).!�&*�).!$�/.

A. VI4�*/�.�3?�0=�����@�(#<922022�2045A�&*�).!$
�/.�3�����.�&*�).!$�/.�:���;>���7����(#<
���36���N��&*�).!@b�+/���A�C��&*�).!@y�
+/���A�����O:%"-��'-+.� B. VI4�*/�.�3?�C��
8
")�.@�(#<922165�2178A�&*�).!$�/.�2�����.�&*�
).!$�/.�:���;>���7����(#<���36���N��&*�
).!@b�+/���A�C��&*�).!@y�+/���A����� C���
��.	5�,�(") ,1����.��	36����

A

B
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Fig. 10 G. hollisae64�%� *���/�	��0����$!=�	

74 kDa���60 kDa�%� *�N��	�����1�8�	�����2�7���
�-<9����-���8�	�����2�4��&�'�)�#"��*������5��
�&"�)�����6, 7��V8"(��*��,>�1<953+27.�	HEXXH�
�;
�SD�	��;
����:�	��

8�	�
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Fig. 11 G. hollisae4.�!��'�
<��!��'����;	��29

(A) G. hollisae�V.parahaemolyticus (NP_797719) �V. alginolyticus (CAA44501) 4.�!�
�'��CLUSTAL W2 �%�!��3��29���(����;���"��=�>	
6���(B) G. hollisae�V. parahaemolyticus �V. alginolyticus4.�!��'��� �&
/:�1,*�Pre�����#�����Pro���%� �&�Collagenase module����� 
�&�PKD��+5-)780� �&�PPC���$����'����� �&�
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Fig. 12 � ������������0)��!��2����(.1,

(A) ���!��2�6���$77.5%�����+#8� "!1� %'4�"�"�
 "!2�� ���������� "!3� ���!��2� (B) ���������
!������710%������+#8� "!1� %'4�"�"� "!2� ��
�!��2�SDS-PAGE� "!3� ���!��2����!������72*58�
 "!4� ���!��2����!������719*58� (C) ���!����
��
��3/�	�
�� "!1� SDS-PAGE� "!2� ���!�����
�7�		�8� "!3� ���!������7EDTA-&8� "!�� ���!
������7o-phenanthroline-&8� "!5� ���!������7NEM-
&8� "!�� ���!������7PMSF-&8�
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Fig. 13 G. hollisae 2�)8$�MGD�C�����9V���LT��� 28�7QB

(A) PPC(1�7�C������Y�/*UNA616�767Z�PI�%7+�S��R� (B)P
I�%7+�S�X��=�PI�%7+�S�.5,	&4"� �������4�20
�6
'�2-�8�����
��2 µg�PI�%7+�S�4-20%�2!�7'�4>K

��5871��>EW
8�8�5872����%7+�SY���J:Z�5873����%7+
�SY��J:Z�5874�>EW
8�8��"%3"�Y�Z�.27��587�O
��
(C) C����� 28�7QB��20 µg�PI�%7+�S�5 mg� 28�7-��	8
YFDZ����50 µl�$2&7�-�68",8#Y@DZ�?H	��2 µg>�PI�%7
+�S�4-20%�2!�7'�4>K
��>EW
8�8�;���4�F<�O
��
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Fig. 14 C������%(�';:�9-����Scatchard=4

���1B0.1 – 2.0 mg/mlC�C�����2.5 mg��%(�'!���(�7�
50 µl
���!�(*�9-0A�<	��30,��'�$"(��'2�
9-��' �>
�.��3�5�@�����CBB����'������'��#�&(���=4�


9-��' �>?��+���68��)/�0A9��Scatchard plot���=4�
��(A) �%(�';:����C�����9-?	;� (B) �%(�';:����C�
����Scatchard plot�
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Fig. 15 *7��#�"
�����
�9+

5 µg�84��"��:�50 µl�����#$�*7��#�"=I-�II-�III
-�IV-�V-��#�">�	/(�����!#��#�	)3����30'
��"���#��"1��9+��"��:�,��2�5�<������
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Fig. 16 G. hollisae��C. histolyticum����#��PPC���"��	&-�'

%*PPC���"��	&-�'�NPS@�#�#�(�	,����'����	&-
��$����
)����� �������#�����"����!�+��$
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Fig. 17 G. hollisae���C. histolyticum�&� +�PPC�%�*CD�#��(�
��6?��7�

(A)0:PPC�%�*CD�#��(�0:PPC�%�*B0.1 mg/mlCCD�#��(
�10 mM '*@��!�+BpH7.5C-�20�
81���G. hollisaeC�������
ColG_CBD2��2<�ColG_CBD1-CBD2��<�ColH_CBD��� (B-E)��6?
��7��BeStSel")�&$�9�	CD�#��(�>5����6?7���8�
��BeStSel")�&$
���+�6?�B4=����4=��+�C��;��8

������4=��+�6?�3	��
��/	�,:A�.A����(B) G. 
hollisaeC�����(C) ColG_CBD2�(D) ColG_CBD1-CBD2�(E) ColH_CBD�
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Fig. 18 G. hollisae�!��%�
C���	�ColG CBD
�!%�$6+	���

�/�pH��"�����3

5 µg
C���	��ColG CBD�50 µl
����%&�2.5 mg
�!%�$87�
*2����30)
�$� �%��$0�6+
�$��9�,��1�4�;
������!%�$�
6+������)-:�%�%
'���"
.(	5
���(A) 
�/
���#%$1: 0 M�#%$2: 0.1 M�#%$3: 0.5 M�#%$4: 
1.0 M�(B) pH
���#%$1: pH 6.0�#%$2: pH 7.0�#%$3: pH 8.0�#%$
4: pH 9.0�(C) �"���
���#%$1: C���	�#%$2: ColG CBD �
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Fig. 19 74 kDa���60 kDa�&� +���&+�*1E=:��&�*1E=:

(A) 74 kDa���60 kDa�&� +��G�	�0�C;��&� +��#(!��'��
��
��DEAE�"�)+��&%�@�
��	�2 µg��&� +��4-20%�&�
�*��'�1<�	�(+*1: 74 kDa�&� +��(+*2: 60 kDa�&� +��15
F�+�+�-���'�8/A�	� (B) �&+�*1E=:�74 kDa���60 kDa�
&� +���&+�*1E=:�FITC&$'2�&+�*�@�
>6�	� (C)�&�*
1E=:� 74 kDa���60 kDa�&� +���&�*1E=:�FITC&$'2�&�*�
@�
>6�	��+��,3�?B�	7H�94.�SD�DA�	�*P < 0.01�
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Fig. 20 G. hollisae&#�������PPC�����M9A�������PPC����
����*	��$)

G. hollisae ������ ����*' ��647�767�NCBI accession number: 
BAK39964��V. parahaemolyticus�������698�814� NP_797719��V. 
alginolyticus�������698�814� CAA44501�� V. proteolyticus�������607
�721� WP_021703968�� V. splendidus�������613�729� WP_102548390��
V. cyclitrophicus�������612�728� WP_016769033�� V. maritimus�����
��608�724� WP_112460283��V. variabilis�������608�724�
WP_112477837���PPC����CLUSTAL OMEGA program%�	$)���!�
����*������+�,
(���������"��
(���

G. hollisae GLPENCAVLPKISDGRLALDEAACLADTASASDVLWFSIPAVSEYQTIAITAGNGTGDLTLEYSNLNWPDGTNVQASSANMGNSECIILEHQANYWGYLKVSGSFENAALLVEAGSNQCRQ

V. parahaemolyticus TLPQNCAVQSKVSGGRLNAGEPVCLSNQ----QTIWLSVPAVNEHANIAISTGNGTGDLKIEYSNLGWPDGSNLHGWSDNAGNKECITVSSQANYWGYIKVSGSFENAAIVVDFDAEACRE

V. alginolyticus TLPQDCAVQSKVSGGRLTAGEPVCLANQ----QTIWLSVPAVNESSNLAITTGNGTGNLKLEYSNSGWPDDTNLHGWSDNIGNGECITLSNQSNYWGYVKVSGDFENAAIVVDFDAQKCRQ

V. proteolyticus SLP-GCDGQPTVSGGRVTVGEPVCLASQ----DVIWLSIEAVNAGQSIAITTGQGSGDLKLEYSNQGWPDGSNVDASSDNSGNQECIVVNSQSNYWGYLKISGAFSGAALAVDFDATSCR-

V. splendidus AFPEDCSVESKVDGGNVTAGVPVCLADQ----QTVWLGIGKVEQHQSIAITTANGTGNLLLEYSNQGWPNGSNVDGRSNKAGNNECIYLTNQSDYWGYIKVSGEFENAALVVDFNTEGCRN 

V. cyclitrophicus AFPEDCSVEAKVDGGNVTAGVPVCLADQ----QTVWLGIGKVDQHQSIAITTANGTGNLLLEYSNQGWPNGSNVDGRSNKAGNNECIYLTNQSDYWGYIKVSGEFENAALVVDFNTEGCRN 

V. maritimus PVPDVCTGNNATGSGRVTAGEAICLSSS----APLWLSVEAVNASSSIAISTAHGSGDLTLRYSNEGWPTGSASDAISAQLGNGECIVLDKQDNYWGYIQVSGEYSGASLIVELDTTECRR 

V. variabilis PVPDVCTGKNATGSGRVTAGEAICLSSS----APLWLSVEAVNASSSVVISTGHGSGDLTLRYNNQGWPTGSASDVVSSQLGNGECIVLDKQDNYWGYIQVSGEYSGASLIVELDTTECRR
*  *        *        **          *     *       *    * * *   * *  **        *   ** ***    *  ****   **    *   *      **
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Fig. 21 YL�$:+�^��]��� 5�);#PK

(A) 74 kDad�1*`UB88�767�PPC(3�:�C�e�62 kDad�1*`UB
88�646e�60 kDad�1*`UB88�624e�G. hollisae 5�);#�YL�$:
+�^�6:�;�	�Gly-Xaa-Yaa����
�	��ZV
��(B) �����
��_X�b��
>�DEAE�52�9�'�5-�;���.8,�%7"���
���YL� 5�);#���
��10 µl������2 µg���YL� 5�
);#�7.5%�6��67�1(�7�T��SDS-PAGE\N
��(C) FITC50
7@ 5;�:���YL� 5�);#�OPK�&;$�<D�SW
�Hc
�JF=�SD[V
��*P < 0.01�(D) 74 kDa 5�);#��GK�c�74 kDa
 5�);#�50 mM Bis-Tris-HCl (pH 7.5)�0.2 M NaCl�5 mM CaCl2��\
�
37�24Ma�:�40;'
��6Ma���!:/6:�
�SDS-PAGEdIEe
� 5;�:?\PKdAEe�RG
��&;$�<D�SW
�Hc�JF=
�SD[V
��(E) 74 kDa 5�);#�62 kDa 5�);#�O�	���_X
�Q� 5;�:?\PK�&;$�<D�SW
�Hc�JF=�SD[V
��
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Fig. 22 YN�62 kDa�3�*9$�LT\P

(A) ��YN�62 kDa�3�*9$�`���<b6981c�4�5%�0$3&8��1�
30b6982c�(B)YN�62 kDa�3�*9$� �#���7�(�30� �#���
7�(�3,�9�Superdex 200 HR10/30�30�V��Alliance 2895!"�0���Z
���� 8-5��=�����	50 mM Bis-Tris-HCl (pH 7.5)�0.2 M NaCl�V��
�^0.75 ml/min�Z��>�	�%8+�]�220 nm��J����=	��(C)YN�62 
kDa�3�*9$�pH
�L��3�*9$�AME]FALGPA�	��pH���,�9�
RA	�30��5>?K�
��pH 6.0�7.0: 50 mM MES�pH 7.0�8.5: 50 mM HEPES�
pH 8.5�9.0: 50 mM TAPS�pH 9.0�10.0: 50 mM CHES�(D)YN�62 kDa�3�*9$�
�J
�L��3�*9$�AME]Pz/-&)�50 mM HEPES (pH 7.5)�0.2 M NaCl�5 
mM CaCl2�RA	�10�60��?K�
��(E)YN�62 kDa�3�*9$��FL�a�
62 kDa�3�*9$�50 mM Bis-Tris-HCl (pH 7.5)�0.2 M NaCl�5 mM CaCl2��\	�
37��24O_�8�2.9(	��6O_��� 8-48�	�SDS-PAGEbHCc��
39�8>\QLb@Cc�SF	��'9%�:B�UX	�Ga�ID;�SD�[W	��
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Fig. 23 3,�62 kDa����!��1����!� #4)7

3,�62 kDa����!��I(8A9�II(8B9�III(8C9�IV(8D9�V(
8E9�VI(��!� 8F9�/&��30�
� ���!����'�2��%+
-6���	�1/45SDS� ������!�0$�	%+".��SDS-PAGE�
��#4�*������
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Fig. 24 B6�62 kDa�&�!)����C. histolyticum?8�&�!)��>����
�$"� +D2I

��I/�&)�(?8���$"� GERGFO(A)���GPOGPO(B)�0F���B6�
62 kDa�&�!)����C. histolyticum?8�&�!)��37�
�(�%#)����
�7��50 µl-4;��("'(���AH1%�G�<,�	-4*:��3�FH
+9E�>�	=5��GER(A)���GPO(B)�1H����)���.C��@���
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Fig. 25A OD�62 kDa�.�%3 �M��I:�.3�2����7=W

OD�62 kDa�.�%3 ���PNFTC5I:�.3�2�J9��30�
�2�-
)3#����E�8@I��2(/2����	A��8@4G��?�����
�1�#�.'�3�M�	6;V6��K<��LB��#/*("$���H��5�
�������1�#�.'�3�Superdex Peptide10/30 HR�.+�M��Alliance 
2895���+��Q�����2(0��5���
��	0.1 MU�T�2,��+�
20%��#�#/0��#�#/0�M���S0.75 ml/min
Q��6���!2&�R
�220 nm���>���5���
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Fig. 25B  C. histolyticumLD�-�$2��K��I9�-2�1���6<T

C. histolyticumLD�-�$2�
��MLDQB4I9�-2�1�H8��30�	�1
�,(2"����C��7?G��1'.1����	@���7?3E��>����
��0�"�-&�2�K��5:S5��I;��JA��".)'!#��F��
4��������0�"�-&�2�Superdex Peptide10/30 HR�-*�K��
Alliance 2895���*���N�����1'/�4���

��0.1 MR�Q�1+
��*�20%��"�"./��"�"./�K���P0.75 ml/min	N��5��� 
1%�O�220 nm��=����4���
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Fig. 26 A8�62 kDa�(��-����C. histolyticum>:�(��-��=�����
���15K

(A) ������15K#+��*�������G@<L�(��-�����-&(
��,M����37�
15/�,�'$-����276���1�/��1�/���
���1�/�
�/����(B) 3"(���,�(-�,IL�	M�A�IL�
	M�3"(���,�110��209J
�H0�/D���FI/;E�=�	!�+�
�#+),LHypMI�4I��HypI���(-�,I��.����% H/;E�=
�	��% HI�4I����% HI��A�I��.���A8�62 kDa�(��-
�B��5C
�C. histolyticum>:�(��-�B���C
?���
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Fig. 27  ������*�)�������	�	2(A)���IEQ (islet equivalent)(B)

�����=94>�%�!'�����'#%��&?�����37��15)�&
�$"' �	�+0.��*�)��*�)������*�)��)��	�
�-���/��5�
�*�)�����	��������&����	����
	�	��7�
���	2�IEQ��(�	�:1�62 kDa�%�!'��;��,
<��C. histolyticum63�%�!'��;���<�8�	�
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Fig. 28  (��!���������������(2

(A) (!�3)'4�.% �
�����300
�!�3&'4���1+0"�
������+500 µm3)'4�2 mm3&'4�(B) !������3(-4���
�������3�-4�$�!�%���*38��
��.��$���(C)!��
����3(-4����������3"	��-4�������3)�-4
���#����'#&2�(D) �$.�,��""��������*�����"
3)'4��������� �"3&'4�/	���������+100 µm�
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