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緒 言

　哺乳動物の表皮では定常的に細胞分化が行なわれて澄

り，細胞の形態の変化とともにミトコンドリア診よび核

が消失する。この現象は当然，RNA，　DNA診よび蛋

白質の分解消失，あるいは化学的な変化を伴なうものと

推定される。一方これらの分解消失とともに，物理的te

よび化学的に強靱なケラチソの生成が起こっている◎こ．

れらの分解および生成反応に蛋白質分解酵素が当然重要

な働きをしているものと考えられた。しかし従来，哺乳

動物表皮の蛋白質分解酵素に関する研究はほとんど見ら

れず，糠われ賑皮の細齢化騰醐魔覇購，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3ix．5）
ラット表皮の蛋白質分解酵素の研究を進めてきた。
前織蕨灘はE，id。，m。1。mi。。P，、、id。、e　1（MW

2◎◎，00◎）診よびEpidermal　aminopeptidase　lI

（MW　80，000）の2種が存在し，　Epiderinal　am　ino－

peptidase　IIは真皮にも存在するが，　Epidermal

aminopeptidase　Iは表皮にのみ存在すること，また，い

ずれもSH依存性である事を報告した。罪報では，表皮

に：のみ存在するEpiderm　al　amlnopeptidase　Iの重

要性を考え，この酵素のL－Ar墓一β一NA水解（アミノ

ペプチダーゼB活性）活性に対する低分子化合物の影響

として特に各種SH化合物の濃度の影響，k・よび各種

無機イオンの影響について調べた。その結果，酵素活性

とSH濃度変化についてシスティン詮よびグルタチオン

のような生体成分としと存在するSH化合物とメルヵプ

トエタノール，DT鴎k・よびチオグリコール酸のよう

な三生体性SH化合物の聞に明らかに異なったパターン

が認められた。またこの酵素活性に対する無磯イオンの

影響については従来，肝臓，皮膚（大部分は真皮）ある

いはE．ColiなどからのAminopeptidase　Bのもの

とは異なった影響が示された◎

実験材料および方法

　1）表皮の分離

　生後4日目（体重約7．　2g）のウィスター系ラットの

皮を0・24M塩化アンモニウム溶液中（．pH9．5）0℃でと

きどき撮朝しながら15分間処理後，表皮を真皮よ9ピ

ンセットを用いて剥離し，Earleの溶液中で数回洗った

後以後の実験に用hた。

　2）酵素の調整法

　すべての操作は0℃～＋4℃で行なった。前述の方法

により分離した表皮を幾つかの切片とし，0．01Mトリ

スー塩酸緩衝液（pH7．6）で比較的すり合わせのゆるや

かなTen　Breeck型ホモジナイザー一を用いて静かに往復

を5回程くり返し磨窪した。それを10，000×9，10分間遠

心し，その上澄液を10　S，000×g，60分間遠心した。

　5）酵素活性の測定法

　基質としてL一アルギニンーβ一ナフチルアマイドを

使用した。この酵素の作用に：より遊離するβ一ナフチル
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アミンをp一ジメチルアミノ桂皮アルデヒドとカップリ

ングさせ，比色趨する船等の油垢一緻良した

児愚論臨画旋．すなわち6．rrlMの、，ア、レギー

ンーβ一ナフチルアマイド溶液4GPt　eをとり，α1M

5リスー塩酸緩衝液（pH　7．　0）160μZを加えて37℃，

30分後，酵素液40μ君を加えて反応させた。SH還

元試薬存在下での測定には緩衝液を140μZにして，特

に記す以外は12mMジチオスレイトール終濃度1mM

DTT20μ君を加えて反応させた。37℃一定時間反

応後，反応高古より50，μZをとり0．2N塩酸溶液50

μ君に加えて反応を停止させα1％P一ジメチルアミノ

桂皮アルデヒドエタノール溶液8◎◎μを加えた。15

分後535nmに於ける吸光度を測定した。1分問に1

μmoleのβ一ナフチルアミンを遊離する酵素量を1単位

とした。

　4）ゲルろ過法による分子量の測定

　Andrewの方法に従って行なった。すなわち各標準，

蛋白質量2解を2履1のα01Mトリスー塩酸緩衝液（pH’

7．6）に溶解し同緩衝液で緩衝化した3沁一GelA一

⑪・5mのカラム（3。8×37耀）にかけ，溶出速度2．4

認／罐／hrで5認つつ分取した。標準物質としては以

下のものを使用した。

カタラーゼ（廼W24　O，0　00，牛肝臓　Sigma　chemi－

cal　Coinpany）

7一グロブリン（MW　l60．000，牛フラクシuンff，

Miles　Laboratory　lnc　）

訟よひ牛血清アルブミン（MW　67，000，　Sigma

chemical　Company）

　5）蛋白質の定量
L。w、i，yら莇媒従った．麟白蝋として細

岡
ε
＼
濱
§
台
芝
b
＜
の
ε
あ
繋
隅
臼
貞

×　20　“一3

80

60

49

P－O

　1’O，
　づ　＼？

　；　il
　i　’t

lt

@X終P．
6比巨、
　i／　1　1．i　’s．！
　　　　　冒
　　　　　6

s 気

Q
〔
し’

、
、
曳

、

○

’
6
r
－

、
ゐ　

穿
’

oi．　CK一一一一a，＝＝．p

“一

O．4

03

　バ　ε
　＼
　b幻
　義
02藏
　鯨δ

　ぢ

　a

gk

血清アルブミンを用いた。

実　験　結　果

　Bi◎一一　Gel　A－o．5mによるゲルろ過

　F童g．1に表皮の1◎5，00◎×g上澄液のBio－Gel

A一α5mカラムによるゲルろ過の溶出パターンを示し

た。最初に溶出してくるアミノペプチダーゼが表皮ア

ミノペプチダーゼ1である◎この酵素はSH：酵素

でありL－Leu一一一　IY一ナ：7チルアマイドよりL－Arg一β一

ナフチルアマイドを3～4倍よく水解した。

一．　ie
　　150　200　25g　300　350

Elutlon　Volume　（ml）　5ml／tube

Fig．　I

　Gel　chyomategraphy　of　epiderrnal　axn　inopep－

　ti曲ses　o叢aco鍛m簸嫉Bio－Gel　A一◎．5m　col－
　zimii　（3．8×37cm）．　Sa2nple　xx，’as　gme　homogenate

　S駅ma伽t飯d，　protein　c・簸centratio難11・・9／m2．

　Elutio“；O．OIM　Tyis－E｛Cl　p｝一17．6，　flow　rate；
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Fig．　2

　Determ　ination　of　the　m　olecular　weight　of　the

　aminepeptidase　by　the　gel　filtration　on　Bio－
　Gel　A－O．5m，（1）　Catalase，　（2）　r－Globulin，　（3）

　Serum　Albumin
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次va　Andrewの方法によるゲルろ過により表皮アミノペ

プチダーゼ1の分子量を求めた（Fig　2．）その結果，

表皮アミノペプチダーゼ1の分子量は200，◎00と測定

された◎

カチオンの影響

　Table　Iに本酵素のL一アルギニンー一　P一ナフチル

ァマイド水解活性に対するカチオンの影響を示した。

この表より，C。サZ洪C讃H詳，のような金属は

極めて顕著な阻害作用を示し，Na＋，　Mg鱈S計では

ほとんど影響が認められず，Ni＋＋一e：t　lo”2Mでは著しく

阻害するが1σ4Mでは57％の活性が示された。

Table　1
　　Effect　of　various　cations　on　the　hydrolysis

　　of　L－Arg一，E？一NA　by　the　enzyme　in　the

　　OユMTris－HCI　buffer（pH7．0）with　30

　　minutes　preincubation．　The　relative　activi－

　　ty　rate　was　given　as　percentages　of　the

　　control（without　cations）

cation　conceRtration（．M）

SH化合物の影響

Fig．3．にSH化合物の濃度変化の影響を示した。

OA

03
（
厳
償
ゆ
。
う
譲
O
O
）

02

》
θ
一
〉
一
載
9
邸
ω
厳
あ
N
償
繊
。ユ

。

ロー一一一ロー一一一“一一一一一一一一一一｛｝一一一一一・・一一一一一一一一m

　　，nご一一一｛1

〆
l　A、
1　二三
　　　　　　ノ　　　　　　　ヨ

1∠

1を／
1
7
1享

Cations
i　e－奄 ie－?

?
1西

れむロむ

Na　＋

K＋

　　十十Cu
　　十十Mg
　　十辛　Ca
　　十千Zn
　　十十
　Cd
　　十十
　Ba
　　十十
　Hg
　　十十
　Mn
　　十十
　Sr
　　一←十
　Co
　　．十十
　Ni

◎
4
5
1
・
1
7
5
3
2
3
5
0
7
9

0
9
1
　
9
9
　
　
8
　
3
9
5

1
　
　
1

0
4
1

0
9
3

1
　
　1

6
2
1
3
3
0
4
5
9
3
6

　
9
3
　
　
2
　
3
1
2
2

　
　
1
　
　
1
　
　

1
1

0
8
6
3
9
5
5
9
5
8
5
0
8
7

0
1
2
　9
4
　
　
1
1
2
1
3
5

1
1
1
　
　
　
1
　
　
　
1
｛
　
　
　
－
d
三

！鐸＝一
”一一一一一一一一一一Kl

Q　δ＿＿o＿＿＿．＿．つ＿＿＿＿℃

一．一w－L．一一一一一一一一〇

敷M詳は10－3～♂Mの濃度範囲でほぼ一定（65

～75％阻害）の阻害作用を示した。一方K，C　arH；B’討＋

齢よびC掩10　3～1σ4MにSls．いてやや促進する作用

を示した。

　　　　　　　　　　　　　一　一3
12345　7．5　10×10M
Concentration　of　Thiol　Corr｝pounds

Fig．　3

　Efiect　of　the　various　concentrations　of　SH

　compounds　on　the　hydrolysis　of　L－Arg－R
　　－NA　by　the　enzym　e　in　the　O．IM　T，ris－HCI

　buffer（pH7．0）　with　30　m　inutes　preincubation．

　　　＋　Glutathione　…　o…　Cysteine
　　　一一一一［1一一一　Thioglycolic　acid

　　　…　m・・一　Dithiothreitol

グ、。タチオン翫びシスティンは2．5×1ガ3Mの濃度va

活性のピークがみられ，それ以上の濃度では活性の低下

が示された。これに対してチオグリコール酸やジチオスレ

イトールでは25×1σ3M以上の濃度範囲でも活性の低

下がみられず活性に対する著しく異なるパターンが示さ

れた。

考 察

　ラット表皮Aminopbptidase　Iは基質としてL－Arg一

β一NAを　L－Leu一β一NAよりも3～4倍も早く水解

することからAminopeptidase　Bに属する可能性が示

唆された。しかし，この酵素の分子：量は200．000と算：

一1e5一
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出され，従来ラットの肝臓より抽出されたアミノペプチ

ダーゼB（MW　95，000）のそれより大きい分子量を示

し，ラットの肝臓に存在するアミノペプチダーゼBとは

明らかに異なる酵素である事が推定された。またし－

A　rg一β　一NAを基質とした場合のラント表皮アミノペプ

チダーゼ活性はC識H計Z識規びC♂＋のような

金属イオンによって顕著に阻害された。この点はラット

の肝臓アミノペプチダーゼBと同様でSH基に対する作

用の結果と推定された。これに反して，C尉KナBa既

teよびC3㌔低濃度（1（評M～1σ駈）で若干の活性促進

効果を示した。この点はラットの肝臓アミノペプチダー

ゼ：Bと異なる。次に本酵素のラット表皮からの抽出に

はK：Cl添加の効果が認められなかった。この点，ラッ

トの皮よりのプロティナーゼの抽出に8％KC　1の存在

沸しい細縫輪）を示し断簡とは異なる．訪，

本酵素活性に対する種々のSH化合物の濃度変化につい

て検討した結果，2つの異なったパターンが示された。

その1つのタイプはチオグリコール酸k・よびDτTに見

られるタイプでエ．5×1ガ秘付近で最大の活性を示し，

この濃度以一ヒにSH化合物の濃度を増加しても活性の低

下が示されなかった。これに対して，他のもう一つのタ

イプはシスティンおよびグルタチオンの場合に見られる

タイプで2．5×1σ駈付近で極大を示し，25×1σ3M

以上のSB濃度になると著しく活性を阻害する事が示さ

れた。これは現在まで実験に供したSH化合物の範囲内

で整理すると1のタイプは合成化学薬品としてのSH化

合物であり，ffのタイプは生体成分として存在するSH化

合物である。このことはこれら生体SH化合物がその体

内に澄ける濃度変化により本酵素の活性発現に重要な働

きを有しているものと推定され，その機構於よびその生

理的意義に関して現在研究を進めている。
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s麗m朧謂y

1．　Epiderma】　aminopeptidase　I　whlch　hydrolyzed　しarg一β一Naph出ylamlde　faster重han　L－Leu－ts　・・

Naphthylamide　was　purified　partially　from　the　extract　of　the　epidermis　of　new一一born　rats．　And　the

enzyme　presumably　belong　to　the　group　of　aminopeptidase　B．

2．　The　epidermal　aminopeptidase　1　was　activated　moderately　with　Ca　，　K　，　Ba　，　aitd　Co　ions　in

relatively　lower　concentra£ions　（in　lo一‘一一lo－3M）

3．　The　epidermal　aminopeptidase　B　activity　depended　on　the　presence　of　thiols．　The　maximum　ra｛e

was　observed　at　2．5　x　le－3　M　of　cysteine　and　giutathion，　and　iR　higher　concentration　of　the　thiols．　£he

activity　was　inhibited　remarkably．　Other　hand，　in　the　presence　of　Rofi－biological　SH，　no　decrease　of

the　activlty　was　demonstrated　in　higher　coRcentration．
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