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　　　　　　　　緒　　　　　言

　　　　　　　　ン
　著者らは早早において豚小腸粘膜の可溶性区分に2種

のアリルアミダ一等を認め，そのうち活性の強い分子量

約130，000のアリルアミダーゼは2一メルカプトエタノ

ールにより活性化を受けEDTAにより阻害される事を

報告した。

　このアリルアミダーゼの性質を明らかにするため，ゲ

ル炉過やDEAE一セルm一ス等の方法により精製を行

なった結果，ほぼディスク電気泳動的に均一な酵素標品

を得る事が出来た。本酵素は活性発現にSH還元試薬を

必要とし，又Co2＋添加により約50％活性が増大し，ジ

ペプチダーゼ活性およびトリペプチダーゼ活性をも認め

られたので，これらの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

　Sephadex　G－200はPharmacia　Fine　Chemical

Co．，およびDEAE一セルロースはBrown　Co．，より

購入した。ロイシルーP一ニトロアニリドおよびリジ

ルーp一二トロァニリドはMerck，　アラニルーP一二

＊福島県立会津短期大学

トロアニリド，アルギニルーP一ニトロアニリド，グル

タミルーP一ニトロアニリド，アスパーテルーP一ニト

Uアニリド，グリシルーフ。ロリルーロイシルーP一ニト

ロアニリド，m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一アルギニルーP一ニトロァニリドはBDH　Che－

micals　LT　D，ならびにアラニルーグリシンはSigma

Chemical　Compaityより購入した。

　3．粗酵素液の調製

　胃の末端部より約50cm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樋の冷一露Mリン酸緩鰍（・H・7．・）を力・えガラス

棒を用いて撹惜しながら1時間抽出を行い抽出後三枚重

ねのガーゼで炉過する。次にこの瀕液を1，000×g，10分

間遠心分離し，上澄液を10，000×g，10分間遠心分離を

行い得られた沈殿物を鳶Mリ職緩鰍・懸灘縛

び10，000×g，10分間遠心を行い2回の10，000×gの

遠心分離で生じた上澄液を合わせさらに105，000×g，

120分間遠心分離し上澄液を粗酵素液として使用した。

　4。酵素活性の測定

　（i）アミノ酸一ρ一ニトロアニリドを基質にした場合

　前報の報告に従った。すなわち試験管に6×10－4Mの

・イシ・レーρ一ニト・アニリド鰍α鰯および売M

リン酸緩衝液（pH　7．0）1．6　meを加え40℃5分間放置
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後，基質緩衝液に酵素液0．4認を加え酵素反応を開始し

一定時間後，405nmにおけるP一ニトロアニリンのモ
　　　　　　　　　　　　　　　ラ
ル吸光係数を8，800　M－i，cm－1として反応混液の405

nmの吸光度を比色定量した。酵素液1　m9当り1分間に

1μmoleのP一ニトuアニリンを遊離する酵素量を1

単位とした。

qDペプチドを基質にした場合

　試験管に10mMのアラニルーグリシン溶液20μ4およ

び売Mリン酸緩鰍（・H7・・）1・・e力・え4・℃5燗

放置後，基質緩衝液に酵素液10μ4を加え酵素反応を開

始し一定時間反応させた後，2　meのニンヒドリン溶液を

加え，100℃10分間加熱後水冷し5　meの50％アセトンを

加え，575nmの吸光度を測定した。なおニンヒドリン

溶液の調整法は次のごとくである。すなわちα3Mクエ

ン酸緩衝液（pH　5．2）とメチルセロソルブを等容量含む

液にニンヒドリンを1％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。

　5．蛋白，濃度の測定

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
　牛血清アルブミンを標準物質として，Lowry法によ

り測定した。

　6．ディスク電気泳動

　7．5％のアクリルアミドゲルを使用し電極緩衝液は

0．1Mトリスー礪酸緩衝液（pH　8．3）を用いた。なおゲ

ル調整液および電極緩衝液には1×1『3Mの2一メルカ

プトエタノールを含んでいる。方法としては濃縮用ゲル

および試料用ゲルを省き，庶糖を加えて40％庶糖溶液

（w／v）とした試料を2本の分離用ゲルの上に静かに乗

せチューブ（6×60　mm）1本当り2mAの定電流で1時

間30分泳動を行い，そのうち1本は泳動後ゲルを2．5㎜

の長さにカミソリを用いて切りゲル切片をそれぞれ試験

管に入れ基質緩衝液を加え，40℃12時間反応させゲル中

のアリルアミダーゼ活性を測定した。もう1本のゲルは

amido　black　10Bで染色した。

　　　　　　　　実　験　結　果

　1．可溶性アリルアミダーゼの精製

　粗酵素液の硫安分画を行い，60～80％飽和区分を6　me

の鳶Mリン酸緩鰍（・H7．・）に癬しこれを二分

酵轍とした・上講素灘あらかじめ：ig一　Mリン酸

緩衝液（pH　7．0）で平衡化したSephadex　G－200カ

ラム（2×50　cm）を用いてゲル炉過し，溶出量が約113

meのアリルアミダーゼ活性区分を集めた。次のこの溶出

区分をあらかじめ壱Mリン酸三二（・H・7．・）で平衡

化したDEAE一セルes　一スカラム（1．7×30cm）に吸着

させた。吸着したアリルアミダーゼは同緩衝液中の食塩

濃度を0～0．5Mの範囲で直線的に上昇させて溶出した。

Fig．1に示すように蛋白およびアリルアミダーぜ活性の

溶出ピークは一致した。また，各精製過程における活性

収率，比活性等をTable　Iにまとめた。収率は10％で約

125倍に精製された。

　最終酵素標品について行なったディスク電気泳動の結

果をFig．2に示した。蛋白のメインバンドと活性のピー

クは一致しているが，1～2本のサブバンドが認められ

Table　1．　Purification　of　Arylamidase　from　the　Soluble　Fraction　of　Hog　Small　lntestinal　Mucosa

FractioR
Total　protein

　　（M9）

Total　activity　Specific　activity

　（units）　（unit／mg）
Recovery

lO5，000　×　g，　supernatant

fraction

（NH4）2　S　O，　fractioit（60－800／o）

Sephadex　G－200
chromatography

DEAE－cellulose
chromatography

967．5

185．8

66．6

O．8

11．220

6．732

7．028

1．163

O．01！5

0．0362

0．！055

L436

1OO

60

63

エ0

一　62　一



長谷川・児玉・赤塚：豚小腸粘膜のペプチダーゼに関する研究（第2報）

T
9　o．06

二

二
．El

　　O．04
ヒE
i
：
［i一一一

％

蚕0．02

曳

O．3

o．2愛

　　：

　　o
o．i　2

o

（
i
●
－
）

10 20

TUBE
　　　　30

NUMBER

40

（肖

W
＼
b
の
蔑
）
鷺
O
H
臼
く
餌
ト
Z
㊤
Q
Z
O
Q
Z
岡
国
↑
○
餌
山

50

40

30

20

10

50

Fig．　1．　DEAE－Cel｝ulose　Col　umn　Chromatography　of　Ary｝amidase．

　　　　The　fraction　from　the　Sephadex　G－200　column　was　applied　to　a　DEAE－cellulose　coluran

　　　　（1．7×30cm）equilibrated　with　1／15　M　phosphate　buffer　（pH　7．0）．　The　column　was　washed

　　　　with　the　same　buffer　and　developed　in　a　lifiear　gradient　formed　from　400　ml　of　the　same

　　　　buffer　in　the　mixer，　and　400　ml　of　the　same　bnffer　containing　O．5　M　NaCl　in　the　reser－

　　　　voir．　The　flow　rate　was　32　ml　per　hour　and　fractions　of　9．8　ml　were　col　lected．．Enzyrne

　　　　activity　was　for　Leu－p－Ritroanilide　（1×10－4M）　wa＄　assayed　by　spectrophotornetric　method．

　　　　一一〇一一　enZyrne　aCtiVity；　十　prOtein　COnCeRtratiOn

若干の不純蛋白質を含むものと考えられる。

　次にこの酵素標品を用いて以下の実験に使用した。

　2．各種金属イオンの影響

　各種金属イオン（1×10－4M）のアリルアミダーゼ活

性におよぼす影響についてロイシルーP一ニトロアニリ

ドを基質とし，　1×10－3Mの2一メルカブトエタノー

ル存在下でpH　7．　O，40。Cにおいて測定しその結果をTa－

b1e∬に示した。　Zn2＋およびCd2＋により強い阻害を

受けた。C　02＋では約1．5倍の活性化が認められたが他

の金属イオンによっては活性化は認められなかった。

　次にCo2＋の濃度の変化による活性におよぼす影響に

ついて検討しその結果をFig．3に示した。1×10M4Mの

濃度で最も良く活性化が認められ，1×10　一3　Mになると

約60％の阻害が認められた。

　3．各種試薬の影響

　各種試薬の酵素活性に対する影響をロイシルーP一ニ

トロアニリドを基質とし，1×10－3Mの2一メルカプト

エタノール存在下でpH　7．0，40。Cにおいて測定しその結

果をTable璽に示した。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され，界面

活性剤SDS，キモトリプシンの特異的阻害剤である

TPCKにより強く阻害された。

　精製酵素はSH還元試薬が存在しないと急激な活性の

減少が認められ，SH還元試薬の添加より活性は回復す

る。そこで，数種のSH還元試薬による活性におよぼす

影響について検討しその結果をFig．4に示した。システ

インおよびグルタチオンでは1×10－3Mの濃度で最も強

く活性化され，1×1　O　um2　Mにおいては活性の減少が認め
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Table　ll．　Effect　of　Several　Metai　lons　on　the

　　　　　　　　　Activity　of　Arylamidase

Metal　lons
Relative　activity
　　　　　　（％）

山
Σ
卜
N
Z

O．1

NoRe
Co　C　1，

ZnCl，

MgC1，

MnCl
　　　　2

CdCI
　　　　2

KCi
Ca　Cl
　　　　2

IOO

166

　　0

95

100

　　0

106

ユ02

o

　　　5　IO　15
GEL　SEGMENT　NUMBER

や

ORIGIN 　
B
　
P
盈
1
B

　　　Mixtures　of　the　arylamidase　and　indicated

metai　ions　at　concentratlon　of　1×10－4M　（pH

7．0）were　preincubated　for　IO　min　at　room　tem－

perature．　After　incubation，　each　activity　for

L・u－P一・it・・a・ihd・（エ・10“‘M）was　assay，d　by

spectrophotometric　method　in　the　presence　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3
2一　mercaptoethanol　（i　×　i　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M）　and　compared

with　a　control．

Fig．2．　Acrylamide　Gel　Elec毛rophoresis　of　the　Fi－

　　　　　　nal　Preparation　and　MeasureInent　of　activi－

　　　　　　ty　in　Eluates　from　Gel　Segments．

　　　　　　Tube　number　23　from　the　DEAE－cellulose

　　　　　　was　concentrated　with　the　Mi　nicon（B　15）

　　　　　　and　then　the　sample　was　applied　on　the

　　　　　　top　of　the　gel．　Electrophoresis　was　con－

　　　　　　ducted　at　2　mA　per　tube　for　1．5hr．　En－

　　　　　　zyme　activity　for　Leu－1）一nitroaniiide　（1×

　　　　　　10『4M）was　assayed　by　spectrophotometric

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　method　ln　the　presence　of　2－mercaptoetha－

　　　　　　nol（1×10－3M）．

Table丑至． Effect　of　Several　Reagents　on　the

Activity　of　Arylamidase

Reagents Remaining　activity
　　　　　　（％）

None　（control）

Ethylene　diamine
tetraacetate　（EDTA）

o　一　Phenanthroline

Phenylmethane　sul　fonyl

fl　uoride　（PMSF）

Carbaryl　（Sevin）

N－Tosyl－L－pheRylalaniRe

chloromethyl　ketone（TPCK）

A［一Tosy1－L－lysine

chloromethyl　ketoRe　（TLCK）

Sodium　dodecyl　sulfate〈SD　S）

100

5

31

ioo

90

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9

られた。2一メルカプトエタノールによっては1×10　2

Mにおいても活性の減少は認められなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　67

　　4．基質特異性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　P一ニトロアニリドの誘導体に対するアリルアミダー

ゼの基麟難をT。bl，4．に示した。この結果アリ，レ　Mixtu「es　of　the　a「yiamida三軍and　indicated「ea－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gents　at　concentration　of　1×IO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　（pH　7．0）　were

アミダーゼはリジルーP一ニトロアニリドを最も良く水　　preincubated　for　101nin　at　roorn　temperature．

解し次いでロイシル＿P＿ニトロアニリド，アラニルー　　After　incubatioR，　each　activity　for　Leu－P－nitro一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aRilide　（1　×lO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M）was　assayed　by　spectrophoto－

P一ニトロァニリド，アルギニルーP一癖トロアニリド
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　metric　method　iR　the　presence　of　2－mercaptoe一

の順に水解した・酸性アミノ酸であるアスパラギン酸お　　thanol（エ×10“3M）and　cornpared　with　a　contro1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一64一
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Fig．　3．　Stimulation　of　the　Arylamidase　by　Co2t

　　　　Mixtures　of　the　arylamidase　and　varying

　　　　amounts　of　CoCl，　were　preincubated

　　　　for　10　min　at　room　temperature．

　　　　After　incubation，　each　activity　for
　　　　Leu　一p　一nitroanilide（1　×　10－4M）was　assay－

　　　　ed　by　spectrophotometric　method　in

　　　　the　presence　of　2－mercaptoethanol（1
　　　　　　－3　　　　　　　　M）．　　　　×　10

毎
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O
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Fig．　4．　Stimulation　of　the　Arylamidase　by　SH

　　　　Cbmpounds．

　　　　Mixtures　of　the　arylamidase　and　varying

　　　　amounts　of　S　H　cornpounds　were　p　re－

　　　　incubated　for　l　e　min　at　room　tempe－

　　　　rature．　After　incubation，　each　activi－
　　　　ty　f。，　be。．か・it・・anilid，（1・10－4　M）

　　　　was　assayed　by　spectrophotometric

　　　　method．

　　　　十　　cysteine；…○…　　glutathione；

　　　　一　2－mercaptoethanol

よびグルタミン酸のP一ニトロアニリドはいずれも水解

せず，アミノペプチダーゼA様の活性は示さなかった。

プロティナ一刀の合成基質であるベンゾイルアルギニルー

P一ニトロアニリドおよびトリペプチドのP一ニトロア

ニリドであるグリシループUリルーロイシルーP一ニト

ロアニリドはいずれも水解しなかった。

　次にジペプチダーゼ活性およびトリペプチダーゼ活性

の有無をロイシルーグリシン，アラニルーグリシンおよ

びロイシルーグリシルーグリシンを基質として検討した。

Table　Vに示したように豚小腸粘膜の可溶性アリルア

ミダーゼはジペプチダーゼ活性およびトリペプチダーゼ

活性を示した。

考 察

　著者らは豚小腸粘膜の可溶性区分よりアリルアミダー

ゼの精製を行った。本酵素は精製後急激な活性の減少が

認められるが，SH還元試薬の添加により活性は回復す

るSH依存性のアリルアミダーゼである。Fig．4に示し

た様にシスティンおよびグルタチオンによっては1×

10－3M付近において最も強く活性化し，1×1r2Mに

おいては活性の阻害が認められた。・一方2一メルカプト

エタノールによっては，1×10－2Mにおいても活性の阻

害は全く認められなかった。

　ラット表皮に認められるSH依存性のアリルアミダー
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Table皿　Action　of　the　Arylamidase　on　Various

　　　　　AmiRo　Acid－P－nitroanilides

Table　V． ActioR　of　the　Arylamidase　on　Several

Peptides

Sttbstrate Relative　activity
　　　　（％　）

Pept圭de OD　（at　575nm）

Leu－p－nitroaRilide

Ala－p－nitroanilide

Arg－p－nitroanilide

Lys－p－nitroanRide

Glu－p－nitroanilide

Asp－p－nitroanllide

Gly－Pro－Leu－p－nitroanilide

BeRzoyl－arg－p－nitroanilide

100

75

53

ユ39

　0

　0

　0

　0

Leu－Gly

Ala一　Gly

Leu－Giy－Gly

O．150

0．065

0．470

　The　final　substrate　concentration　was　l　x
　コペ
10M．　Enzyme　activity　was　assayed　by

spectrophotometric　method　in　the　presence　of
2－mercaptoethanol（1×エ0畠3M）．　Relative　activi－

ty　was　calcuiated　with　activity　against　Leu－

P－nitroanilide　taken　as　エ00．

　　の
ゼは，生体成分として存在するシスティンおよびグルタ

チオンによって1．5×10　3M付近において活性の極大が

認められ，2．5×10－3M以上のSH濃度になると著しく

活性を阻害するが，合成化学薬品であるジチオスライト

ールおよびチオグリコール酸では2．5×10－3M以上の濃

度でも活性の低下は認められず，豚小腸粘膜の可溶性ア

リノレアミダーゼと類似の傾向が認められ興味深い。しか

し，ラット表皮のアリルアミダーゼはEDTAにより全

く阻害を受けない点で豚小腸粘膜の可溶性アリルアミダ

ーゼ’ ﾆ異なる。

　Fig．3に示した様に豚小腸粘膜の可溶性アリルアミダ

ーゼは1×10｝4MのCo　2＋により約1．5倍の活性化が認

められたが，他の金属イオンによっては活性化は認めら

れなかった。Co　2＋により活性化するアリルアミダーゼ

としては，ラット肝臓のプラズマメンプランに結合して
　　　　　　　　　5）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
いるアリルアミダーゼおよび人肝臓のアリルアミダーゼ

が報告されている。両酵素ともPCMBにより阻害を受

けず，SH還元試薬によっては活性化を受けない。

　　　　　の
M5kinerらは人皮膚のアリルアミダーゼがアラニンお

よびメチオニンのβ一ナフチルァミドを良く水解し，

Co2＋およびSH還元試薬で活性化する事を報告してい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4　The　final　substrate　concentration　was　2×　10

M．　Enzyrne　activity　was　assayed　by　ninhy－

drin　method　in　the　presence　of　2－mercaptoeth－
anol　（1×10”3M）．

る。Co2＋により活性化しSH依存性のアリルアミダー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
ゼの報告は極めて少なく著者らの知る限りでは人皮膚お

　　　　　　　の
よびラット表皮のアリルアミダーゼのみであり，今後

Co2＋により活性化を受けるSH依存性のアリルアミダ

ーゼの活性中心機構の解明が待たれる。

　アミノペプチダーゼにはペプチダーゼ活性およびアリ

ルアミダーゼ活性のいずれも示す酵素とペプチダーゼ活

性のみ示しアリルアミダーゼ活性を示さない酵素の2種

類存在するが，本酵素はアリルアミダーゼ活性，ジペプ

チダーゼ活性のいずれをも示しており基質特異性の点か

　　　　　　　　　　　う
ら見れば，Marouxらが報告している豚小腸Brush

border膜に結合しているアミノペプチダーゼと類似し

ている。

　　ノ　　　　9）

　Norenらは豚小腸粘膜の可溶性区分よりジペプチダ

ーゼの精製を報告している。このジペプチダーゼはロイ

シルーρ一ニトロアニリドを水解せずアリルアミダーゼ

活性を示さないことから可溶性区分のアリルアミダーゼ

とは異なる酵素であろう。

　著者らはDEAE一セルm一スのイオン交換クロマト

グラフィーにおいて，アリルアミダーゼ活性を示さない

ペプチダーゼの存在を確認しておりこのペプチダーゼは

　！　　　　9＞
Norenらの報告している可溶性ジペプチダーゼと類似

の酵素と考えられ，現在このペプチダーゼの精製を進め

ている。

要 約

1．可溶性アリルアミダーゼを豚小腸粘膜よりリン酸
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緩鰍（壱M，・H7・・）を用いて搬し・徽分画・

Sephadex　G一　200ゲンレクロマトグラフィーおよびDE

AE一セルw一スクロマトグラフィーにより精製した。

最終酵素標品はpH　8．3のポリアクリルアミドディスク

電気泳動によりほぼ均一であり比活性は約125倍増加し

た。

　2．本酵素はSH依存性であり，システィンおよびグ

ルタチオンにより1×10－3Mの濃度で最も強く活性化し

たが，1×10ff2　Mにおいては活性を強く阻害した。しか

し，2一メルカプトエタノールによっては1×10－2M．に

おいても活性の阻害は全く認められなかった。

　3．本酵素は1×1『4MのCo　2＋により約50％活性化

したが，他の金属イオンでは活性化は認められなかった。
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Summary

1．　From　the　buffer－extract　of　hog　small　intestinal　mucosa，　a　soluble　arylamidase　was　purified

by　ammoniurn　sulfate　precipitation，　gel　filtratioR　on　Sephadex　G－200　and　columR　chromatography

on　DEAE－cellulose．　The　final　preparation　was　nearly　homogeneous　in　polyacrylarnide　gel　disc

electrophoresis　at　pH8．3　and　was　purified　about　125－fold．

2．　This　arylamidase　activity　depeBded　oB　the　presence　of　SH　cdmpounds．　The　maximum　activity
was　observed　at　a　concentration　of　IXIO－3M　cysteine　or　glutathione，　and　at　a　concenrration　of

IX　IOM2　M　the　thiols，　the　activity　was　reduced　remarkably．　On　rhe　other　hand，　iR　the　presence　of

IXIO－2M　2－mercaptoethanol，　no　decrease　ef　the　activity　was　observed．

3．　The　arylarr｝idase　was　activated　abouc　1．5－fold　by　IXIOM4M　Co2’，　but　no　metal　ion，　other　than

co2“，　activated　the　enzyme　activity．
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