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緒 言

　小腸粘膜のペプチダーゼは，膜結合酵素として存在す

る場合と細胞質の可溶性区分に存在するサイトゾル酵素

として存在する場合の2種類の存在様式をとり，それぞ

　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
れ異なる機能を有すると考えられており，それぞれのペ

プチダーゼの諸性質を明らかにすることは，小腸粘膜に

おけるペプチド類の消化・吸収を明らかにする上で重要

な課題である。

　　2）
　前報において豚小腸粘膜の可溶性アりルアミダーゼの

精製および性質について報告した。最近著者らは同じ豚

小腸粘膜の可溶性区分にアリルアミダーゼ活性を全く示

さず，アミノペプチダーゼ活性のみ示す酵素を見出した。

本報では，このアミノペプチダーゼの単離精製ならびに

若千の性質について検討した結果について報告する。

実　験　方　法

1．試料

屠殺直後の豚小腸粘膜を用いた。

2．試薬

＊福鵬県立会津短期大学

　ロイシルーp一ニトロアニリドおよびリジルーp一二

トロアニりドはMerck，アラニルーp一酌トロアニリド，

グルタミルーp一八トロアニリド，ロイシルーグリシン

およびロイシルーグリシルーグリシンは蛋白質研究奨励

会，N一α一ベンゾイルーDL一アルギニンーp∵ニトロ

アニリドはBDH，グリシルーグリシンは東京化成なちび

にアラニルーグリシンはSigma　Chemica1　Companyよ

り購入した。上記以外のすべてのロイシルペプチドは混

　　　　　　　　　　　　3）
合酸無水物法により合成した。

　3．粗酵素液の調製

　胃の末端部より約50（woの部分をとり切り開いて内容物

を除去した後，内壁を氷冷水を用いて軽く洗いガラス板

を用いて小腸粘膜をはぎとりビーカーに集めて，これに

約3樋の～飛Mリン開門（・H7・・）を加えガラス

棒を用いて掩拝しながら1時間抽出を行い抽出後三枚重

ねのガーゼで濾過する。次にこの濾液を3，000×g，10

分間遠心分離し，上澄液を10，000×g，10分間遠心分離

し得られた沈殿物を卸、1ン面当嚇（・H7・・）に

懸濁後，再び10，000×g，10分間遠心分離を行い2回の

IO，OOO×gの遠心分離で生じた上澄液を合わせさらに

105，000Xg，60分間遠心分離し上澄液を粗酵素液とし

て使用した。
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　4．酵棄活性の測定

　、（i＞縛プチドを基質にした場合　　　　　　tt、．

試験管・磁Mリン酸緩嚇（・H7．6）1・mlおよ癬二

言10辺を加え40℃，5分間放置後，IOmMのロイシル

ーグリシン溶液20辺を加え酵素反応を開始し一定記聞

反応さぜ々後　2mlのニンヒドリン溶液を加え100℃・

10分間加熱後．水冷し5　mtの50％アセトンを加え，575nm

の吸光度を測定した。1分澗に1μmσleのアミノ酸（グ

リシン〉を遊離する酵素量を1単位とした。

　なお，ニシヒドリン溶液の調整法は次のごとくである。

すなわち0．3Mクエン酸緩衝液（pH　5．2）とメチルセロ

ソルプを等容量含む液にニンヒドリンを玉％になるよう

に加え，使用直前に必要量のニンヒドリン混合液に塩化

スズ粉末を約0．1％になるように加えた。

　（ii）アミノ二一p一ニトロアニリドを基質にした場合

試験管に鳶Mリン酸緩鰍（・H7・・）1・6m♂およ購

素志0．4m1を加え40℃，5分間放置後，0．6mMのロイ

シルーp一驚トロアニリド溶液0．4m雄加え酵素反応を

開始し一定時間反応させた後，反応混液の405nmの吸光

度を測定した。405nmにおけるp一ニトロアニリンのモ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
ル吸光係数を8，800M－1，　cm一1として，　1分間に1μ

moleのp一ニトロアニリンを遊離する酵素量を1単位と

した。

　5．蛋白濃度の測定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）
　牛血清アルブミンを標準物質として，LQwry法によ

り測定した。

　6．ゲル濾過法による分子量の推定
　　　　　　　　6）
　Andrewsの方法に従って行った。すなわち各種標準

蛋頷5m・を・・15M　N・Clを二輪M　ll・三三鰍

（pH　7．0）2　mlに溶解し，同緩衝液で平衡化したSephadex

G　一　200のカラム　（2×50cm）にかけ，12ml／hrの流速

で溶出し，3．6　mlずつ採取した。標準蛋白質としては，

ウレアーゼ（分子量480，000，ナタマメ，長瀬産業），カ

タラーゼ（分子量240，000，牛肝蔵，Sigma　Chemical

Company），アルコールデヒドロギナーゼ（分子量150，000，

酵母，Boehringer　Mannheim）およびアルカリホス＝

アターーゼ（分子量115，000，牛小腸，Miles　Laboratorie

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ア
Ltd．）を用いた。ウレアーゼ活性はVans｝ykeらの方法

　　　　　　　　　　　　　　　8）
カタラーゼ活性はBeersらの方法，アルコールデヒド1

　　　　　　　　　　　　9）
ギナーゼはValleeらの方法およびデルカリホスファ；

　　　　　　　　　　　　10）
一ゼ活性はGarenらの方法　により測定しそれぞれの1

出量を求めた。
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実　験　結　果
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Fig．　1．　DEAE－Celiulose　Column　Chromatogra－

　　　　phy　of　Aminopeptidase．

　　　The　fraction　from　the　Sephadex　G－200

　columR　was　applied　to　a　DEAE－cellulose　col－

　umn　（1．8×20cm）　equilibrated　with　1／15M

　phosphate　buffer（pH　7．0）．　The　column　was

　washed　with　the　same　buffer　and　deveioped

　in　a　linear　gradient　from　400　ml　of　the　samc

　buffer　in　the　mixture．　and　400　ml　of　the　samE
　　　　　　　　　　　　’
　buffer　containing　O．5　M　NaCl　in　the　reservoii’

　The　flow　rate　was　32　ml　per　hour　and　frac－

　tioR　of　9．8　ml　were　collected．　Aminopeptidas

　activity　for　Leu－Glywas　assayed　by　ninhydri

　method　and　arylamidase　activity　for　Leu－p－

　nitroanilide　was　assayed　by　spec－trophotomet

　method　in　the　presence　of　l　mM　2－mercaptoethE

　o－o，　aminopeptidase　activity；　e－e，

　arylamidase　activity；　一一一一一一，　protein

　concentration．
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Table　1． Purification　of　Aminopeptidase　from　the　Soluble　Fraction　of　Hog　Small

Intestinal　Mucosa

Fraction
Total　p　rotein

　　（mg）

Total　activity　Specific　activity

　（units）　（unit／mg）
Recovery
　（％）

los，ooo　x　g，

supernatant　fraction

（NH4）2SO4
fraction　（60一一80％　）

Sephadex　Gm200
chromatography

DEAE－cellulose
chromatogra　phy

182　2．　5

292．5

102．3

2．　0

75　O．　O

351．0

171．6

3　4，　6

O．41

1．20

1．68

1　7．　30

100

47

23

5

　1．可溶性アミノペプチダーゼの精製

粗嚇液の硫安緬を行い，6・一8・％飽和区分絃M

リン酸緩衝液（pH　7．0）に溶解し，これを硫安分画酵素

液とした・この臆意をあらかじ輪Mリン塩鱒液

（pH　7．0）で平衡化したSephadex　G－200カラム（2．2×

60cm）を用いてゲル濾過を行いアミノペプチダーゼ活性

区分を集めた・次にこの区分をあらかじめ鳶Mリン酸緩

衝液（pH　7．0）で平衡化したDEAE一セルロースカラム

（1．8×20　cm）に吸着させた。吸着したアミノペプチダー

ゼは同緩衝＝病中の食塩濃度を0～0．5Mの範囲で直線的

に上昇させて溶出させた。DEAE一セルロースの溶出パ

ターンをFig．1に示したように最初にアミノペプチダー

ゼの溶出が認められ次いでアリルアミダーゼが溶出した。

このDEAE一セルロースのアミノペプチダーゼ溶出区分

を用いて以下の実験に使用した。各精製過程における比

活性，活性収率等をTableヱにまとめた。本酵素の収率

は5％で約42倍に精製された。

　2．分子量の測定

　分子量既知の標準蛋白質とともに，最終酵素標品をゲ

ル濾過した結果をFig．2に示した。これより本酵素の分

子量は約170，000と推定された。

　3．至適pH

　酵素活性におよぼすpHの影響を見た結果をFig．3

にまとめた。活性発現の最適pHは，8．0付近であった。

　4．至適温度

　酵素反応におよぼす温度の影響をpH　7．0，30分の反応

で見た結果をFig．4に示す。活性発現の最適温度は40

℃付近に認められた。

　5．各種金属イオンの影響

　次に酵素活性におよぼす金属イオンの影響をpH7．0で

各金属塩化物とともに，10分間室温でpre－incubat－

ionを行ったのちに40℃，30分間の酵素反応で調べた。

その結果をTable　2に示すように，本酵素活性は，0．1mM

の金属イオン濃度において，Zn2＋，　Mg2＋およびMn2＋に

よってほとんど影響を受けず，Hg2＋，　Ca2＋およびK＋に

より著しい活性の阻害が認められた。Co2＋により25％

の活性化を示した。一方1mMの濃度では，　Zn2＋により

44％の活性が阻害され，Mn　2＋により38％の活性増加が

認められた。

　6．各種試薬の影響

　各種試薬の酵素活性におよぼす影響について，金属イ

オンの場合と同様な方法で測定しその結果をTable　3

に示した。金属キレート試薬であるEDTAおよび。一フ

ェナントロリンにより強く阻害を受け，SH試薬である
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Fig．　2．　Estimation　of　Moiecular　Weight　by　Gel

　　　　　Filtration　on　Sephadex　G－200．

　　　A：　alkaline　phosphatase，　B：　alcohol　dehy－

　drogenase，　C：　cataiase，　D：　urease，　E：　solu－

　ble　aminopeptidase　from　hog　smail　intestinal

　mucosa．　See　“Materials　and　Methods”　for　the

　experimental　details．
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Fig．　4．　Effect　of　Temperature　on　the　Activity

　　　　　of　Aminopeptidase．

　　　The　activity　was　assayed　with　Leu－Gly　as

　a　substrate　at　various　temperature　for　30min

　in　1／15　M　phosphate　buffer　（pH　7．0）．　The

　activity　assayed　under　the　standard　cofldition

　（at　400C）　was　expressed　as　100％．
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Fig．　3．　Effect　of　pH　oR　the　Activity　of

　　　　　Aminopeptidase．

　　　The　activity　was　assayed　with　Leu－Gly

　as　a　substrate　at　various　pH　values　at　40℃

　for　30　min．　The　activity　assayed　at　pH　8．O

　was　expressed　atユ00％．　Buffers　used　were

　1／15　M　KH2PO4－Na2B407　buffer　（pH　6．3　一一

　8．9）　and　1／15　M　Na2B407－NaOH　b　uffer（pH

　9．4　一・一10．7）．

PCMBおよびNEMによっても著：しい阻害を受：けた、，有

機リン剤であるDFPによっては阻害を受けなかったが，

ハロゲン化スルポニルであるPMSFにより著しい阻書が

認められた、，

　次に本酵．素はEDTAにより著しく活性の阻害を受ける

ため、金属イオンの添加によるEDTA処理酵素の活性の

圃復について検討した（Table　4）。その結果，　l　mMの

Co2＋またはZn2＋の添加により活性は完全に回復した。

本酵素はまた透析により約60％の活性が失活するが，

Table　5に示すように1mMのCo2＋の添加により活性

の回復が認められた。

　7．基賀特異性

　各種ペプチドに対する基賀特異性について検討した

（Table　6）。その結果mイシルーチロシン，ロイシルー

ロイシンおよびロイシルーシスティンを良く水解したが，

ロイシルーアスパルギン酸，プロリルーグリシンおよび

グリシルーグリシンの水解は認められなかった。ジペプ

一　i38　一
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Table　2． Effect　of　Various　Metal　lons　on

the　Activity　of　Aminopeptidase

Table　3． Effect　of　Various　Reagents　on　the

Activity　of　Aminopeptidase

Metal　lons
Concentration　Relative　activity

　　（mM）　（％）
Reagents

Remaining　activity
　　　　　　　（％）

None

CoCl　2

ZnC12

MgCl　2

Mn　Cl　2

Hg　Cl　2

KCI

CaCl　2

1
　
1
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　　Mixtures　of　the　amiRopeptidase　and　indi－

cated　metal　ions　were　preincubated　for　10mi　n

at　room　temperature．　After　incubation，　each

acti　vity　for　Leu－GIy（O．2rnM）　was　assayed　by

ninhydrin　method　and　compared　with　a　control，

None　（control）

Ethylene　diamine　・
tetraacetate　（EDTA）

o－Phenanthroline

P－Chloromercuribenzoic
acid　（PCMB）

N－Ethylmaleimide（NEM）

2－Mercap　toethanol

Diisopropylphospho
fluoridate　（DFP）

PheRylinethanesulfonyl
fl　uoride　（PMSF）

N－Tosyl－L－phenylalanine

chloromethylketone　（TPCK）

N－Tosyl－L－1ysine

chloromethylketone　（TLCK）

Sodium　dodecyl　sulfate　〈SDS）

100

　　0

　　0

　　0

　20

110

101

o

98

2
U
｛
1

R
）
Q
）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mixtures　ef　the　aminopeptidase　and・　indica－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ted　reagents　at　concentration　of　l　mM　were

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　preincubated　for　l　e　min　at　room　temperature．

　　　Table　4．　Reactivation　of　EDTA－IRactivated　After　incubation，　each　activity　for　Leu－Gly

　　　　　　　　Aminopeptidase　by　Several　Metal　Ions　（O．2　mM）was　assayed　by　ninhydrin　method

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　compared　with　control．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Extent　of　reactivation
　　　　Metal　added
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％）

　　　　　　　CoCl　2　　　　　　　　103　　　　　　　　イシルnvグリシルーグリシンの水解を比較すると，ジペ

　　　　　　　MgCl　2　　　　　　　　　6　　　　　　　　プチドであるロイシルーグリシンを良く水解した。

　　　　　　　Mn　Cl　2　37
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p一ニトロアニリドの誘導体に対するアミノペプチダ

　　　　　　　Zn　C12　99
　　　　　　　CaCl　2　　　　　　　　　0　　　　　　　　一ゼの水解の有無を検討しその結果をTable　7に示し

　　　　The　native　enzyme　was　incubated　with　O．ユ　　た・本酵素は全くアリルアミダーゼ活性を示さず・またプ

　　mM　EDTA　at　room　temperature．　After　10　　　ロティナーゼの合成基質であるベンゾイルアルギニンーP－

　　minutes．　several　metal　salt　（lmM）were　added
　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニトロアニリドも水解しなかった。
　　to　the　incubation　mixture．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ten　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　minutes　later，

　　the　enzyme　activity　for　Leu－Gly　was　assayed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　　by　ninhydrin　method．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アミノペプチダーゼには，ペプチドを水解するペプチ

チドであるロイシルーグリシンとトリペプチドであるロ　　ダ一階活性およびアミノ酸のP一ニトmアニリドを水解

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　139　一
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Table　5． Reactivation　of　Dialysis－Amino－

peptidase　by　Several　Metal　lons

Table　7．　Action　of　the　Aminopeptidase　on

　　　　Several　Arfiino　Acid－P－nitroanilides

Metal　ad　d　ed
Extent　of　reactivation

　　　　（％）

Substrate Activity

Co　Cl　2

MgCl　2

MnC12

98
　9

　8

　The　native　aminopeptidase　soSution　was
dialysis　at　40C　for　14’hr．　After　then，　several

metal　sal　t　sol　utions　（1　mM）　were’added　to　the

incubation　mixture．　TeR　minutes　later，　the

enzyme　activity　for　Leu－Gl　y　was　assayed　by

ninhydrin　method．

Table　6．

Leu－P－nitroanilide

Ala－P－nitroanilide

Lys－P－nitroanilide

Glu－P－nitroanilide

Benzoyl－arg－P－nitroanilide

0
0
∩
）
0
0

Action　of　the　Aminopeptidase　on

Various　Peptides

Relative　activity
　　　（％）

　The　final　substrate　concentration　was　O．1

mM．　Enzyme　activity　was　assayed　by　spec－

trophotometric　method．

Substrate

Leu－Gly

Le亘一Tyr

Leu－Phe

Leu－Cys

Leu．　A玉a

Leu一　Asp

Leu一　Ser

Leu－Leu

しeu－Val

しeu．His

しeu－Glu

Gly－Leu

Gly－Gly

Pro－Gly

Met－Gly

Ala－Gly

Leu－Gly－Gly

0
3
1
4
2
0
5
7
3
6
7
8
0
0
7
3
1

0
5
6
9
9
　
0
4
3
8
7
8
　
　
3
6
2

1
2
1
1
　
　
1
2
1
　
　
　
　
　
1

　The　final　substrate　concentration　was　O．2

mM．　Enzyme　activity　was　assayed　by　nin－

hydrin　method．　Relative　activity　was　calcu－

lated　with　activity　against　Leu－Gl　y　taken　as

lOO．

するアリルアミダーゼ活性のいずれの活性も示す場合と，

ペプチダーゼ活性のみ示しアリルアミダ一合活性を示さ

ない場合の2種類存在する。本酵素はペプチダーゼ活性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
のみ示し，アリルアミダーゼ活性を示さず前報　におい

て報告した豚小腸粘膜の可溶性アリルアミダーゼとは明

らかに異なる酵素である。

　　　　　11）
　N6renら　は豚小腸粘膜の可溶性区分よりロイシル

ーp一ニトロアニリドを水解せずアリルアミダーゼ活性

を示さないペプチダーゼの精製を報告している。このア

ミノペプチダーゼはロイシルーチロシンよりもグリシル

ーロイシンを良く水解する点で，著者らの見出したアミ

ノペプチダーゼとは異なる基質特異性を示したが，基質

特異性以外の諸性質は報告されていないので，本酵素が

著者らの見出した酵素と同一であるか否かは明ちかでな

い0

　　　　　　12＞
　Manjusriら　は猿小腸粘膜の可溶性区分よりペプチ

ダ“ゼの精製を行なった6本酵素の分子量はゲル濾過法

の結果103，000と推定され，グリシルーwイシンを良く

水解し，EDTAおよびPCMBにより阻害を受け，0．1mM

のZn2＋により35％の活性化が認められた。著者らの見

出したアミノペプチダーゼはCo2＋およびMn2＋により

活性化を受けるが，Zn2÷による活性化は認められない。

　　　13）
Smithら　は豚小腸粘膜のロイシンアミノペプチダーゼ

がMn2＋およびCo2＋により活性化することを報告してい

るe
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　　　　14）
　Don玉onら　はモルモット小腸粘膜可溶性アミノペプチ

ダーゼの性質について報告している。本酵素の分子量：は

300，000，PCMBおよびDFPにより阻害を受けず，　Mn2＋

により活性化を受ける。またロイシルーp一ニトWアニ

リドを水解しない。

　本報で報告したアミノペプチダーゼはEDTAおよび。一

フェナントロリンにより著しく阻害を受け，阻害後Co2＋

またはZn2＋の添加により活性が回復し，また透析によ

り活性が60％失活するがCo2＋の添加により活性が回復

することから，本酵素は金属酵素の一一種と考えられる。

　PMSFはセリン酵素の活性部位であるセリン残基に対

して反応性が高く，しばしばDFPのかわりにプロテア

ーゼ阻害剤して使用されているが，本酵素はDFPによ

る阻害を受けず，PMSFにより著しい阻害：を受ける事は

興味深い。PMSFはプロティナーゼの一種であるパパイ

ンのSH基と反応し不活性化させるがDFPはパパイ㌧と

反応するけれども，その活性は失われないことが見出され
15｝，16｝

た　。小腸粘膜のアミノペプチダーゼはSH試薬により

強い阻害を受けることから，PMSFはパパインの例に見

られたようにSH基と反応して不活性化したと推測され

る。

　膜結合性のペプチダーゼは，3個以上6個までのアミ

ノ酸残基を持つペプチドを容易に加水分解すると言われ

ており，ロイシルーグリシンよりロイシルーグリシルー

グリシンを良く水解するが，本酵素は上記2つのペプチ

ドを基質にした場合，ジペプチドであるロイシルーグリ

シンを良く水解し膜結合酵素と異なる基質特異性を示し

た。

　　　　　　の
　最近の研究　により小腸内の蛋白質消化物の大半は依

然としてペプチド態で，そのうちの低分子ペプチドは遊

離アミノ酸とともに効率よく吸収される事が明らかにさ

れてきており，本酵素は小腸粘膜におけるペプチド類の

最終的な分解に関与し，ペプチドの消化・吸収に重要な

役割を果たしていると思われる。

要 約

　可溶性アミノペプチダーゼを豚小腸粘膜より抽出し，

硫安分画，Sephadex　G－200ゲルクロマトグラフィーお

よびDEAE一セルロースクロマトグラフィーにより精製

した。本酵素の分子量はゲル濾過法により約17万と推定

され，至適温度は40℃，至適pHは8．0であった。

　本酵素はlmMのCo2＋およびMn2＋により活性化が

認められ，金属キレート試薬およびSH試薬により強い

阻害を受けた。EDTAにより阻害を受けた本酵素は，Co2＋

またはZn2＋の添加により活性は完全に回復した。

　本酵素はロイシルーチロシン，ロイシル一尺イシンお

よびmイシルーシステインを良く水解したが，アミノ酸

のρ一ニトロアニリドを全く水解せず，アリルアミダー

ゼ活性は認められなかった。
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Summary

　　　　　From　the　buffer－extract　of　hog　small　in£estinal　mucosa，　a　soiuble　aminopeptidase　was　partially

purified　by　ammonium　sulfate　precipitation，　gel　fiitration　en　Sephadex　G－200　and　column　chromato－

graphy　en　DEAE－cellulose．

　　　　　The　molecular　weight　of　the　enzyme　was　estimated　to　be　abeut　170，000　by　gel　filtratien

method．　The　maximu　fi　activity　of　the　enzyme　was　obtained　at　pH8．0　and　40“C．　The　enzyrne　was

activated　about　1．3－fold　by　lmM　Co2’　or　Mn2“　and　the　activiry　was　strongiy　inhibited　by　the　addirion

of　the　metai－chelat量簸9　yeagents鋤d　SH　reagents。　The　acrivity　of　e麗y搬e　which　had　bee勲inactivated

w油EDTA　could　b鍵est◎red　almost　complete董y　by　the　additi◎n　of　Co2÷　or　Zn2÷。　Amo総g℃he　dipep－

tides　t¢sced，　Leu－Tyr，　Leu－Leu　and　Leu－Cys　were　hydrolyzed　most　rapidly．　No　activiry　of　the　en－

zyme　was　feugd　against　various　amine　acid－p－nitroanilides．
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