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　　　　　　　緒　　　　　　言

　　　　　　i一）
　著者らは尺寸に憂いて，放線菌Streptomyces　8ri－

sezes　ATCC3463の培養液からペプチダーゼ活性

を含まない3種のアルカリプロティナーゼ〔EC3．4．4．

グループ〕を分離し，そのうちの1点すなわち耐熱性プ

ロティナーゼを精製しその酵素化学的性質について報告

した。他の2種のアルカリプロティナ一儲と同様，DFP

で阻害を受けるセリン酵素であると思われる。

　本座では，粗酵素液のエタノール分画沈澱，セファデ

ツスG－1◎0クロマトグラフィー，CM一・セルロースク

ロマトグラフィーによる一連の精製操作によって2種の

アルカリプロティナーゼを得，さらに等電点分画法に供

した後セファデックスG－100クロマトグラフィーによ

って均一一な標品とし，ダイアフィルターによる濃縮を行

い，それぞれ62倍及び66倍に精製した。そしてその

酵素化学的性質について検討し，さらに大内の報告した
　　　　　　　　　　2＞
アルカリプロティナーゼとの相互比較を行った。その結．

果これら2種のアルカリプurティナーゼは，大内の報告

した酵素が精製法の検討によりさらに2種の酵素に分離

されたものと考えられたので報告する。

実　験　方　法

4．酵棄原液

放線菌StrePtomJ，ces　8瑠8κS　A　T　C　C　3463の培

　｝）

養液を連続式冷却遠心機（富永製作所製S－62型）を用

いて菌体を除去し，この上澄液を酵素原液とした。

　2．プ餌ティナーゼ活性の測定法
　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
　萩原の考案したヵゼインー275nm法に準じた測定法

を用いた。すなわちO・OlMホウ酸緩衝液（pH　IO・0）を用

い，基質濃度を2％として40℃で30分間消化試験の

後，蛋白質沈澱試薬Bで除蛋白して275nmの吸光度を

測定した。最：適基質濃度は2種のアルヵリプmティナー

ゼによって異なる；が，特に記さない限り2％（消化混液

面では1％）を使用した。

　プロティナーゼの酵素単位は，上記基準条件下で1分

間にL一チロシン1μmole相当量の生成物を一与える酵

素力価とし，u賦溜　と略記した。また比活性は酵素

蛋白質：量で除した値を用い，unit／囎と略記した。

　ろ．酵素蛋白質量の測定法

醸蛋韻錠蜘L。町撫より測定した．標勒

一M　お茶の水女子大学食物化学研究施設

K　I）FP：Diisopropylfluorophosphateの略

質は結晶egg　albumin（2回結晶，　Sigma社）を使

用した。

　ろ．等電点分画法
　　　　　　　　　　；ミ・6）
　　　　　　　　　　　　の方法に従って行ったQ　SvensonとVesterberg

Amph・玉in・（4・％・／・L．K．B・？±）はp騰囲3～

10のものを使用し，電圧は300Vに維持して行った。

　4．ダイアフィルターによる酵素蛋白質の濃縮

　上述の精製法によって得た酵素溶液の蛋白質濃度が希

薄である場合，あるいは液量を少くする必：要のある場合

は，ダイアフィルター（日本真空技術KK，　MG－2

型、膜G－10丁又はG－05）を用いて濃縮した。

　5．分子量の測定
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　セファデックスG－100によるゲルろ過法によって求

めた。標準蛋白質として牛血清アルブミン（MW　＝

6　S，eoO），卵アルブミン（MW　・4　5，◎00）及びチト

クロムe（MW　・・　i　24，0◎0）を用いた。

実　験　結　果

　罎．アルカリプロティナーゼの相互分離

　さきに報告したように放線菌StrePtonz　yces　griseltS

ATCC3463の培養液には，少くとも3種のアルカリ

プvaティナーゼが存在することが明らかになった。その

うち1種は著しい耐熱性を有するプcrティナニゼであり，

その精製法とともに酵素化学的性質を明らかにした。今

園はさらva　CM　・一セルm一スで溶出された他の2種のア

ルカリプロティナーゼについて精製を試みた。

　CM一　laルn一スで溶出されたアルカリプmナィナー

ゼ1及びll（以下APase　I及び　APase　E　と略す）

を，共存する食塩を透析によb脱塩後，等電分画法に供

　xg　a2

した。この結果，第1図及び第2図に示したように

APase　I　ttpH　9．6，　APase　llはpH＆8に等電点を

も酵素蛋白質が主成分であることが認められた。両者の

主要なピークからampholineを除きさらに一層の精製

を行うためセファデックスG－100を行った（第3図

及び第4図参照）。ampholi尊eは245nmに吸収極大
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Fig2．　lsoelectric　focusing　of　the　alkaline　Protein－

　　　　ase　II．

　190　，ttg　of　the　enzyme　eluted　from　CM－cellu－

lose　chrom　atography　was　used　and　electrophoresis

was　carried　out　at　3eOV　for　21　hr　and　a　final

current　flow　of　1．2　mA　pH　range　of　Ampholine
was　used　from　3　to　10．　’’’’”，　pH；一〇一，　proteoly－

tic　activity．　Fractions　of　2．7　m　l　vv’ere　collected．

T｛JBE　NUMBER

Figl．　lsoelectric　focusing　of　the　aikaline　protein－

　　　　ase　1．

　le．8　pag　of　the　enzyme　eluted　from　CM－cellu－

lose　chromatography　w　as　used　and　electrophore－

sis　was　carried　out　at　300V　for　20．e　hr　and　a

final　current　flow　of　1．1　mA．　pH　range　of

Ampholine　was　used　3　to　IO．　’’’’”，　pH；一〇一，

proteolytic　activity．　Fractions　of　2．7　m　l　w　ere

collected．

をもS’；8）かつし。WW灘よる75・。mの吸収1。縞感

度であり，酵素活性はそれより前の部分に各々単一のピー

ークとして溶出され，等電点分画的並びにカラムクロマト

ト的に均一であると認められた。この均一な区分をダイア

フィルターにより濃縮し，酵素標品とした。

比活性はAPase　Iが7。8，　APase　IIが8．3でそれぞれ

62倍及び66倍の精製度であった。

　精製過程の一覧を第1表に要約して示した、、
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　　　　　　　　　　　　　　　　TUBE　NUMBER

　　　　　　Separation　of　the　alkalh3e　proteinase　I

　　　　　　from　Ampho｝ine　on　a　column　of　Sephaclex

　　　　　　G－100．

　　　　　　　　　the　enzyme　solution　which　purified　by

　　　　　　　　　focusing　was　piaced　oR　the　top　of　the

column　（3．0×4．4cm）　of　Sephadex　G－IOO　which　had

　　　　　equilibrated　with　O．005M　Tyis－HCI　buffer，

　　　　　　containing　O．OOIM　CaC12　and　O．2M　NaCl．

　　　　　　　　　rate　was　36　m　l　per　hr　and　fractioiks

　　　　　　ml　were　collected．　一〇一，　proteolytic　ac一

　　　　　　一＠ww，　absorbaRce　at　750　nm　；・’’’”，　absor－

　　　　　　　　245　nm．

　　　　　　　　　　　Table　1　Purification　of　the　All〈aline

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　grisez・ts　A　T　CC　3463
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　　　　　　　　　　50　60　70　80　90　300

　　　　　　　　　　　　　　TU　BE　NUMBER

　　　　　　Separation　of　the　alkaline　proteinase　II

　　　　　　from　AmpholiRe　on　a　column　of　Sephadex
　　　　　　G　一　100．

　　　　　　　　　the　enzyme　solution　which　purified　by

　　　　　　　　　focusing　was　placed　on　the　top　of　the

column（3．0×44　cm）of　Sephadex　G－100．　Experi－

　　　　　　　condi・tions　were　the　same　as　those　in　Fig．

　　　　　　　　　pi’oteo｝ytic　activity　；　一　tw　一，　absorbance

　　　　　　　Rm　；’’’’”，absorbance　at　245　nm．

？roteinase　1　aRd　II　from　StrePtomsces
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Total
Prote圭n
（m　g）

Total
actlxTlty
（unit）

Specific

actlvlty
（unit／mg）

Yield

（％）

Crude　enzvme　solution

Ethanol　precipitation

Sephadex　G－leO　chromatography

CM－Cellulose　chromatography

　　All〈aline　proteinase　I

　　AIka｝ine　proteinase　II

Isoelectric　focusing

　　All〈aline　preteinase　I

　　A至茎くaline　pro毛einase　II

ConceRtration　with　diafilter

　　All〈aline　proteinase　I

　　AIkaline　proteinase　II

1，050

　305

　　24

　　　　2．　1

　　　　3．4

O．32

0．97

132

　92

　62

　13．5

　2　5．3

　　6．　3

　1　7．5

　　2．　5

　　　8．　1

O．126

0．　3

2．6

6．6

7．　4

Z8
8．3

ieo

　70

　47

　1　G2

　1　8．3

　　4．　8

　1　3．2

　　1．　9

　　　3．3

　One　uRit　of　the　proteolytic　activity　was　defined　as　the　ainount　of　the　enzymes　that　liberates　TCA

soluble　hydro｝ysate　from　casein　cori’esponding　to　oRe　，tLm　ole　of　L　wwtyresine　per　m　in　per　ml　of　the　en－

zyme　solution．　Specific　activity　was　expressed　in　unks　per　mg　of　the　enzyme　solution．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1　09　一
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2．アルカリプUtティナーゼの酵素化掌的性質

　墨　反庵時間と反応生成物との関係

　2種の精製アルカリプurティナ』ぜについて，酵素量

を一定にして基質濃度1％（消化混液中）spHlO．◎の

条件で酵素反応の時間と生成物との関係について検討し

第5図に示した。ミルクカゼイン水解においてAPase

至は5時間まで，APase　ffは3時間憲で反応1生成物の

：量は時間に比例していた。な澄この図においてAPase

XはS字型になることが認められた。
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Fig．6．　Effect　of　pH　on　the　activity　of　the　alka－

　　　　line　proteinase　1　and　II．

　The　reaction　m　ixture　contained　1．0　ml　of　the

enzyrne　solutiens　（1O．7　ptg　for　APase　1　and　9．7　／tg

for　A　Pase　II）　and　1．0　rr｝1　of　substrate　buffer　sol－

tion　at　various　pH’s．　一〇一，　APase；一ss一，

APase　II．

INCUBATION　TIME（hr）

Fig．5．　Relationship　between　reaction　products

　　　　and　reaction　time．

　The　reaction　m　ixture　contained　1．e　ml　of　the

enzyrne　selutlons　（O．89ptg　for　APase　1　and　1．62　psg

for　APase　II）　and－1．0　ml　of　1．00／o　milk　caseiB

in　O．Ol　M　borate　buffer，　pH　1．00．　The　assay

solutions　were　incubated　for　various　periods．

一〇一，　APase　1；一tw　一，　A　Pase　II．

　ii　叢適pH

　O．◎1Mホウ酸緩衝液，　pH　10．0の2％（消化混液中

1％）ミルクカゼインを3N｝ilCl，2N　NaOHでpH7～

13に：調整した基質を使用して最適pHを測定した。こ

の結果第6図に示すようVa　APase　I，　APase∬ともに

pH　9．5で最：大活性を示していた。

　iii最適温度

　pH　10・0の2％（消化混侍中1％）ミルクカゼインを

基質として各温度に澄ける酵素活性を測定した。この結

果第7図．に示すようVa　APase　Iは40℃，　APase∬は

50℃にそれぞれ最適温度が認められた。

　暫酵素の安定性とCポ甘の影響

　2種の精製アルカリプロティナー　uaついてそのpH，

熱及び凍結保存に対する安定性につき比較検討した。

　　d　pH安定性

　各酵素液をO．1　NHClあるいは0謹NNaOHを弔いて所

定のpHに調整し室温で3時間放置した後，pH　10に屡

して残存酵素活性を測定して各酵素のpH安定性を検討

　　　　　　　　　へ　
　　　　　　　　　　Mの塩化カルシウムを共存させたした。な診この際10

場合についても検討した。この結果第8図に示したよう

にAi）ase　1はP登5～10，　APase互はpH　1・5及び11，5

に安定領域が認められた。Ca“H一の保護作用はいずれの酵

素においても認められ，APase　9はAPase　lよりも安

定であった。
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Fig．7．　Effect　of　temperature　on　the　activity　of

　　　　the　alkaline　proteinase　1　and　II．

　The　reaction　mixture　contained　1．0　ml　of

enzyi”r｝e　soiytions（8．13　，tLg　for　APase　1　and　7．18

ptg　for　APase　II）　and　1．0　ml　of　1．00／e　milk　case－

in　O．OIM　borate　buffer　pH　IO．0．　一〇一，　APase

I；一tw一．　A　Pase　II．

　m　熱安定性

　各酵素液を10分間各温度に放置後，氷水中で10分

間冷却した後，残存酵素活性を測定した。この結果第9

図に示したように，APase　Iは40℃護では安定であ

るが，40℃を越えると急速に熱失活し，60℃では完

全に失活した。

またCa＋←の保護作用はほとんど認められなかった。冠方

APase　Hは50℃までは安定であるが，7◎℃ではほと

んど失活した。1ビ2MのCa＋←の存在で熱に対する保護

作用が認められ70℃でも約50％の活性が残存した。
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Fig．9．　Effect　of　temperature　on　the　stability　of

　　　　the　alkaline　proteinase　1　and　ll．

　The　enzyme　solutions　（10．75　」ctg　for　APase　ll）

were　preincubated　at　indicated　temperatures　for
lo　mih　in　1．o　ml　of　loww4M（　一）　and　loww2M（　・一・）

CaC12，　and　theR　immediatiy　cooled　in　ice　water．

Rem　aiRing　activity　was　m　easured　by　the　standerd

conditions　as　described　in　the　text．　0，　APase　1，

tw．　A　Pase　II．
　’

pH

Fig．8．　Effect　of　pH　on　the　stability　of　the　alka－

　　　　line　protoinase　1　and　II．

　The　enzyrne　solutions　（5．37　peg　for　APase　1　and

6・09　，ttg．tgr　．A　I’ase．　IO　w・一e－r．eh　preiRJcybatgd　？t．ln．d，i：

　　　　　　　　　　　　　22“C　in　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　le　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　ml　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mcated　pH’s　for　3　hrat

（　一　）　and　10　一2M　（　…　）　CaC12．　Remaining　activ・ity

was　m　easured　bv　the　standand　conditions　as　des－

cribed　in　the　text．　O，　APase　1：　ee，　APase　II．

　ハ　凍結保存における安定性

　精製アルヵリプロティナーゼの凍結保存に：懐ける安定

性を検討したところ，第10図に示したように1（ジ菟IMの

C。Na存在下では3醐の凍結保存時にAP。。，1は53

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－2％，APase豆は63％に活性が減少した。一方110　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M

　　軒　　　　が存在すれば，24日間の凍結保存時にA〕Pase　IのCa
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は75％，APase　Hは100％活性が保持され，凍結保

存に即いてもCa昔の保護作用が認められた。

Table　II　Effect　of　iVletal　lons　on　the

　　　　　Activitv　of　the　All〈aline　Protein－

　　　　　ase　　I　and　　王王．

1

05

0

（
曝
）
旨
臼
H
＞
腕
↑
⇔
＜
　
0
2
　
回
Z
H
＜
芝
国
属

＝＝＝＝ごごご…’需駈輔…“”一’　“’　VA髄一一儘讐…縣罹榊需曹轟一9一

　　　一’一一g．一．一一一

　　　　　　　　プ

ノー…．．～．

　　　　　㌔〈〉脚＿

1234　5
DAYS

24

Residual　activity　（O／o）

iNletal　iont 　Alkalii｝e　Alkaline
proteinase　1　proteinase　II

Fig．IO．　Effect　（）f　Ca－H”on　the　stability　during

　　　　freezing　of　the　alkaline　protek“iase　1　and

　　　　［1．

　The　enzyn］e　s．olutions（8．13　ptgf　fo｝“　APase　1　and

7．18　ptg　for　APase　II）were　freezed　for　in－dicated
　　　　　　　　　　　　一一4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－2　　　　　　　　　　　　　M（　一　）and　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M（　…）periods．　in　1．0　iinl　of　10

CaC12．　RenGaining　actlvity　was　rneasured　by　the

s．tanclard　conditions　des．cribed　in　the　text．

　，　APase　　　王　　；　麟，　A王一）ase　　II．

no難e
Na　Cl

Na　2　So4

Na　NO　3

MgC12
AICI3
CaClz
ITM［n　C　l　2

Fe　SO3

Fe　C13

CoC12
CuC　12

ZnC12
SrC12
AgNO　3

CdC12
HgNO3
H’〟@C12

0
8
6
6
9
2
8
5
7
2
9
6
0
2
3
4
8
7

◎
9
8
9
9
0
6
9
1
6
6
5
6
8
　
8
7
1

1
　
　
　
　
　
　
　
　
1

0
5
6
6
2
3
4
1
6
8
1
9
6
8
0
8
2
6

0
0
9
9
9
9
7
8
6
9
7
5
4
8
2
5
6
6

壌
■
　
－

　▽　金属イオンの影響

　2種の精製アルカリプロティナーゼについて，O．lM

トリスーH℃1緩衝液，pff　7．5，2％（消化混液中1％）

ミルクカゼインを基質として金属イオンの酵素活性に及

ぼす影響を検討し，第Zcくに示した。この結果APase　1

は銀dオン及ひ2価の鉄イオンで阻害された。また

APasdは銀イオンでは｛≦§害されたが，鉄イオンでは影

響を受けていなかった。塩素，硫酸及び硝酸などの陰イ

オンはほとんど影響を与えず，特定の賦活金属イオンも

認められなかったQ

　vi　各種試薬の影響

　各種試華の精製アルカワプmティナーゼに及ぼす影響

を検討し，各酵素の活性部位の検索を行った。第3表に

示すように2種の酵素はいずれも・SH試薬（1CH，COOH，

　The　enzyrnes　（1．10　／tg　for　APase　1　and　9．7　xLg

for　APase　II）　wei－e　k－eated　with　the　iRdicated

metal　ions　at　concentrations　of　1×1o－3M　for　le

min　at　room　temprature，　in　a　total　volume　of

1．0　ml．　The　enzyme　activity　was　assayed　with

pH　7．5　casein　（O．elM　T｝”is－HC｝　buffer）．

NEM暑I　PCMB鵜L－Cy、t，i。，．　KCN及びw、．、Chl。，。a

　　　　　　　　　　一，e　3　　　　　　　　　　　　などの金属キレート試薬で阻cetophenone），　EI）T　A

害されずペプシンの阻害剤であるドデシル硫酸ソーダでも

影響が少かった。これに対して酵素蛋白質の特定のセリ

ン残基と特異的に反応して活性を消失させるDFPは各

酵素をともに失活させた。これらのことから2種の酵素

一x一　l　NEM　：N　一　Ethylm　aleim　ideの｝格

“e・2　PCMB：P－Chloromercuribenzoateの略

“e・3　EDTA：Ethylenediamineteraacetateの略
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四十九院・大内・平松：放線菌S～1ψ！θ〃？y麟9i’isezts　AT　C　C　3463のアルカリプmティナーゼの椙互分離と酵素化学的性質について

Table　｛ll　Effect　of　Vayious　Chemicals　on　the　Activity　of　the　AII〈aline　1’roteinase

　　　　　　l　aBd　II．

Residual　activity　（O／o）　）

Chemicals 　Alkaline
proteinase　1

　Alkaline
proteMase　II

none

Diisopropylfjuorophospate　（DFI））

Tosyl’L－lysine　chloromethylketone　（TLCK）

Tosyl一　L－phenylalaRine　chloromethylketone　（TPCK）

Phenylmethylsulfonylfluoride　（PMSF）
　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
Protease　inhibitor　from　petato
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
Trypsin　iRhibitor　from　soy　bean

Sodium　dodecyl　sulfate　（SDS）

Monoiodoacetic　acid

a，　一Ch｝oroacetephenoRe

P－Chloromercuribenzoate　（PCMB）

N－Bromosuccinimide　（NBS）

Iodine

Potassium　permanganate

Sodium　thiosu！fate

Ethylenediamine　tetraacetate　（EDTA）

0
◎
2
5
3
7
7
9
5
6
4
0
0
7
7
0

0
　

2
6
5
9
5
5
8
9
7
　
　
6
9
9

1
　
　
　
　
1

0
0
2
4
0
5
8
3
7
8
7
0
0
2
4
5

0
　

1
0
　
　
0
8
9
G
9
　
　
6
0
0

■
三
　
　

1
1
　
　
　
　1
　
　
　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1

　The　enzymes　（11．0　，ag　for　APase　IA　and　9．7　，ag　for　A　Pase　II）　were　treated　with　the　indicated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　for　le　min　at　room　temperature，　in　a　total　volume　ofchem　icals　at　concentration　of　1×10

1．0　ml．　The　enzyme　activity　was　assayed　with　pH7．5　casein　（e．Ol　M　Tris－HCI　buffer）．

1）　IO　，ttg．

はいずれもセリン酵素に分類されると思われる。また，

S－S結合の環元剤チオ硫酸ソーダで阻害されず，ヨウ

　　　　　　今←1
素及びNBS　　　　　　　のようなし－Tyrosine，　L　一　H　istidine

及びL－Tryptophanのヨウ素化剤及び酸1ヒ剤で阻害され

たことは，S－S結合の間裂は酵素活性に影響を与えな

いが，L　一　T　yrosine，　L一　H　is之idine及びL－Trypto－

phanのいず」1・しかが活性に関与しているものと思われる。

　またAPase王はりP：LCIくN2で阻害されるが，TPC】詳3

では影響を受けずPMSF曇％の影響も少いことから，ト

リプシンのようにL－Lysineを含むペプチドを特異的

es　l　NBS　；N－Bromosucci組mideの略
一）e2　TLCK：Tosyl－L－lysine　chloromethyll〈e－

　　　　　　　toneの略
一）e3　TPCK：　Tosyl一　L－pheny｝alanine　chlorome－

　　　　　　　thylketoneの略
一）e・4PMSF：Phenylmethylsulfonylfluorideの略

に切断し，活性発現にL－SerineとともにL－H：isti－

dineが必須であることが示唆された。一方APase豆

は，DFP，　PMS　Fでは阻害されたが，　TL　CK：，　TPCK：

でともに影響を受けなかった。このことはAPase護が

Apase　Iと同様活性発現にセリン残基が関与している

が基質特異性の面で両老は異なっていることを示唆して

いた。今後，合成基質を用いてその基質特異性について

の検討を行って明らかに：したい。

　▽ii　基質濃度と活性

　酵素濃度を一定にして，ミルクカゼインの各種濃度に

於ける水解作用を測定した結果を第11図に示した。

APase　Iは消化混液中0．3％，　APase　豆は。．4％に

最適基質濃度が認められた。また，ミルクカゼイン水解
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9）
時におけるK：m値をLineweaver－Burkの式　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　より求め

るとそれぞれO．0425（％），0．04（％）であった。
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Fig．11．　Effect　of　substrate　concentration　on　thc

　　　　actiy’ity　of　the　all〈aline　proteinase　1　ancl

　　　　　II．

　The　rections　mixture　containect　1．O　ml　of　the

enzyme　solutions（19．5　psg　for　APase　1　ancl　le．7

ptg　for　APase　II）and　1．e　ml　of　various　concentra－

tioms　of　O．Ol　M　n3　ilk　casein　in　O．Ol　M　borate

buffer，　pH　IO．O．　一・1i’一，　AI’ase　1；　ww　tw　一，　APase

II．

Fig．12．　iMolecular．　weight　estimatiop．s．　of　the　alka－

　　　　line　proteinase　1　aRd　II　by　gel　filtration．

　The　column　（3×44cm＞　w・as　equilibrated　with　O．005

M　acetate　buffer，　pH．　6．8，　containing　O．OOIM　calcium

acetate　and　O．1　Afl　NaCl．　4　ml　of　each　alkaline

proteinases　were　placed　on　a　top　of　the　column

aRd　eluted　with　the　san3e　buffer．　’1’he　f　low　rate

was　ll　ml　per　hr　and　fractioRs　of　2．1　ml　were

coliectecl．　Standard　proteins　are　serum　albtim　in

（box・’ine），　ovalbum　in，　aRd　cytochrome　c’　（horse）．

　viii　ゲルろ過法による分子量の算出

　2種の精製アルカリプロティナーゼの分子量をセファ

デックスG一一100によるゲルろ過法によって算出した。

その結果第12図に示したようにAPase王は18，5GG，

APase豆は15，500と算出された。

　またさきに：報告した耐熱性プロティナーゼの分子量は

23，000であった。

考 察

放線菌St・・pt・myces　gn・…sAT・CC　34・63㊧

培翻軟生怠れる蛋引継素については汰規

が最初にペプチダーゼとプmティナーゼを分離して以来
　　　　　　　　　　　　　　　　　2＞　11　tv　16）
それらの酵素化学的性質について報告されてきた。さら
　　　　　　1．．）

に著者らは前回においてこの培養液中に著しく熱に安定

な耐熱性プmティナーゼ及び2種のアルカリプロティナ

ーゼが分離されたことを報告し，とくに耐熱性プロティ

ナーゼの酵素化学的性質について検討した。さらに本報

において2種のアルカリプmティナーゼの精製を行いそ

の酵素化学的性質について検討し，相互比較ならびに大

内の報告したアルカリプロティナーゼの関連について考

察する。

　耐熱性プロティナーゼ，APase　I及びAPase　9の

酵素化学的諸性質を第4表に要約して示した。な細さき

妖崩撫告したア、。捌プ。テ，ナ紺曜靴学

的諸性質を比較のために：並記した。

　第4表で明らかなように，2種のアルカリプmティナ

ーゼは両者とも比較的類似した酵素化学的性質を有して

いるが，安定pH領域，　c。％保護作用の有無阻害剤

等電点，分子量などの点でやや異っており，両酵素とも

DFPで阻害されるセリン酵素であると思われる。また，

APase　IはTLCK：によって阻害され，　PMSFによって
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Table　ps．　Comparison　of　some　Properties　between　Alka｝ine　ProteiRase　1，　II，　Thermophi－

　　　　　　lic　Proteinase　and　Alkaline　Proteinase　which　Reported　by　Ouchi　（2，　14）

：Eltillilillilllllllillllilllllllrope，tiegxttttesc　t　if　db　o　tt

Optimum　pH
Optimum　temperature　（“C）

Optimum　substate　concn．

pH　stability

Effect　of　Ca－H－on　the　stability

T　herm　ostability　（70e，　O／．）

　　　ti　（loo“）
Inhibitors

Effect　of　naetal　ions
　　　　　　　　（inhibition）

Isoelectriu　point　（p　1）

Molecular　weight
K　m　（O／．）

1　1．e

80
0．　2

5一　11

什

100
68

DFP
PMSF
P　IP

王2

NBS

HgNOs
Fese4
8．　8

23，000

0．e4s

9．　5

40
0．3

5－1　O

o

e

DFP
TLCK
NBS
I2

AgNO　3

bie　SO　4

9．6

18，5eO

O．0425

9．　5

50
e．　4

1．5＆11．5

十

45
0

DFP
PMSF
PIP
I2

NBS

AgNO　3

8．8

15，5eO

O．040

1　1．0

45
1．2

2．5＆10

0

0

PIP
I2

NBS

HgCI2
FpSO4
9．　8

2　O，O　OO

’）e　The　abbreviations　used　are．：PI？，　protease　inhibitor　from　potato；other　i　s　the　same

　as　those　illustrated　in　T　able　III．

は約50％阻害されることから，活性発現にレセリン

残基が関与し，かつリジンを含むペプチドを水解するト

リプシン様酵素であることが示唆された。またAPase

KはDFP及びPMCFにより完全頓沮害を受けた。

PMSFはセリン酵素のうちキモトリプシンに強く反応
　17）
することから，この酵素がキモトリプシン様酵素である

ことが示唆されたが，TPCKとの反応性がなく，詳細な

検討が必要であると思われる。

　一方，大内の報告したアルカリプmティナーゼは，第

4表に示すほかに合成基質を用いた基質特異性について
　　　　2）
も検討され，トリプシンの合成基質であるα一benzoyl－

L－arginine－methyl　ester　（BAME），キ・モトリプシ

ンの合成基質であるN　一一　acety1－tyr◎s海e－ethyl　ester

（ATEE）及ひパパインの合成基質であるex－beRzeyl一

L－argi簸ine　am　ide（B　AM）をよく水解した。しかし

SH試薬による阻害がないことから，パパイソの様なSH

酵素ではないと述べている。な訟DFPによる阻害実験

は行っていないが，基質特異性の面からトリプシン及び

キモトリプシンの特徴を併せ持つセリン酵素であると思
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！5　）
われる。さらにまたトリプシンとの交叉試験も行い，こ

の結果よリトリプシンより広い基質特異性を有すること

が示唆されている。又pH安定性に用いてこのアルカリ

プmティナーゼはpH　2．5付近が最も安定であるが頑10

髄でも薇四四で・つの錠，礪域を購～AP。、e

ffの特徴と類似していた。

　以上の点を考察すると，大内の報告したアルカリプロ

ティナーゼは，今回分離したAPase　I及．・APase狂の

特徴を併せ持っていたものであり，精製法の進歩により
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2種のアルヵリプロティナーゼに：分離精製することが出

来たものと考えられる。精製度に於いても大内の約8倍

に対し各々62倍及び66倍と大きく上昇させることが

出来た。耐熱性プロティナーゼに：ついては，大内らは当

初認めていなかったが，これは耐熱性プnティナーゼの

40℃における活性が至適温度（70℃）の約20％に

しかkよばないため，精製過程に詮いてその存在が確認

出来なかったためと推察している。

　このように放線菌Stroptomyces　8短s甜s　AT　C　C

3463のプnティナ一粒系は多種多様であると思われる。

要 約

　1。放線菌StrePtomyces　grisezss　AT　C　C　3463

の培養液より，エタノール分画沈澱，セソァデックス

G－100クロマトグラフィー，CM一セルm一スクロマ

トグラフィー及び等電点分画法によって2種のア’レカリ

プロティナーゼを相互分離し，各々62倍及ひ66倍に

精製した。

　2　APase王はpH　9・・5・40℃で最高の活性を与え，

pH安定領域は5～iOで，　DFP，孚LCK：，　NBS及びヨ

ードで阻害され，等電点は9．6，分子量は18．50eであ

っ　■　J

　3，APase狂は，　pH　9・　5，50℃で最高の活性を与え，

pH安定領域は1．5及び11．5，　Ca＋トによる保護作用が

認められた。DFP，　PMSF，馬鈴薯のプmテアーゼイン

ヒビター，NBS及びヨードで阻害され，等電点は8．8，

分子量は1　5，50　Oであった。
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s麗朧鵬講y

1．　Two　alkali簸e　proteinases［EC　3．4．4　group｝were　isolated　f沁搬　出e　filtrate　of　cu韮ture　of　　Streptomγces

griseus　ATCC　3463　by　a　method　usiRg　the　fractional　precipitatioR　with　ethaRol，　gel　filtration　oR　Sephadex

G－lee，　chromatography　on　a　column　of　CM－cellulose，　and　isoelectric　focusing．　The　purified　alkaline

proteinase　1　and　II　were　purif／ed　about　62　and　66　fold，　respectively．
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2．　The　purified　alkaline　proteinase　1　had　optimum　activity　at　pH　9．S　and　40　CC，　and　was　stable　from

pH　5　to　I　O，　and　inactivated　wi｛h　DFP，　TLCK，　NBS，・　afid　12．　The　molecular　weigh｛　and　isoelectric

pQint　of　the　e”zyme　were　estimated　to　be　abo“t　18，5eO　and　pH　9．6，　respectively．

3．　The　pufified　alkaiiRe　proteiRase　II　had　optim“m　activity　at　pH　9．5　aRd　5eeC，　and　was　s；able　at

pH　1．5　and　1｝．S，and　inactivated　with　DEP，　．PMSF，　protease　inhibitor　from　potato，　NBS，and　l　2

The　molecular　weight　aRd　isoelectric　point　of　the　enzyme　were　estimated　to　be　abottt　15，5eO　aRd　pH

8．8，　respectively．
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