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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

おり，ケラチン化に伴い，核・ミトコンドリア等の細胞

構成分の消失することが認められている。この際，核酸

分解酵素および蛋白分解酵素の関与が考えられ，すでに
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i＞’一3）
表皮に存在するリボヌクレアーゼの報告がなされている。

一方，皮膚に存在するプmuティナーゼ，ペプチダーゼに関

する研猫魏れているけれども面恥繍旨一品

に異なる表皮と真皮に分離して，それぞれの組織に存在

するペプチダーゼに関する報告は，ほとんどない。そこ
で瀦らの研究テー壷あ蕨皮細胞分徽構晦鴇
　，

一環として，ケラチン化に関与している蛋白分解酵素の

存在を明らかにする目的で，まず表皮および真皮に存在

するアミノペプチダーゼの比較検討を行ったので，その

結果について報告する。

実　験　方　法

　表皮および真皮の分離

　生後3～4日欝のウイスター系ラットの皮膚を，O．　24

M一塩化アンモニウム溶液（pH9．5）中0℃で提即しな

がら　15分間処理後　表皮を真皮よりピンセットを用
　　”　一T　　t　vt　T　　　　　Tits

いて剥離し，それぞれ0．25M庶tw　O．　OlMトリスー塩

酸緩衝液（pHZ6）にて数回洗い以後の実験に供した。

　なお以後の実験は全て0。～4℃で行った。

　酵素の調製法

　前述の：方法で分離した表皮および真皮を，それぞれ

0．25M庶糖0．01Mトリスー塩酸緩衝液（pH　7，　6）中

で，すり合せの比較的ゆるやかな［1）en　BroecK型ホモジ

ナイザーを用いて磨臥した。磨砕物を三枚重ねのガーゼ

で炉過し，炉液を800×9，10分間遠心し，その上澄

液を105，000x9，120分間遠：心した。1◎5，　OO◎

×9の遠心の上澄液をさらに，バイオエンジニアリング

社製のダイアフィルター（膜：G－IOT）を使用し，

約÷に濃縮し，ゲル炉過およびディスク電気泳動の試料

とした。

　ゲル炉過法による分子量の測定
　　　　　　　　　14）
　Andrewsの方法に従って行なった。すなわち各標

準蛋白質2mgを2mlの0．15M塩：化ナトリウムO，1Mリ

ン酸緩衝液（pH　7，6）に溶解し，同緩衝液で緩衝化した

セファデックスG－200のカラム（2．　1×89cm）にか

け，1時間18m1の流速で，4mlつつ採取した。標準物質

としては以下のものを使用した。カタラーゼ（分子量＝

24　O，　000，牛肝臓　Sigma　Ohemic　al　Gompany），

γ一グロブリン（分子量篇160，000，牛フラクシgン

ll，　Miies　Laboratory　Inc．）および血清アルブミン

（分子量；67，000，牛，Sigma　Chemical　Comp－

any　）

　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。方法と

して濃縮用ゲルおよび試料用ゲルを省き，庶糖を加えて

30％庶糖溶液（W／V）とした試料50μ1を分離用

ゲルの上に直贈かに乗せ，チ。一ブ（6×100㎜）1

本当り3mAの定電流で1時間泳動を行い，泳動後ゲル

を2。5㎜の長さにカミソリを用いて切り，個々のゲル切

片をそれぞれ別々の小試験管に入れ，O，1Mトリスー塩

酸緩衝液（pH7．0）2mlを用いて6時間酵素の抽出を行

い，抽出液の酵素活性を測定した。

　酵素活牲の測定

　基質としてアミノ酸ナフチルアマイドを使用し，アミ

ノペプチダーゼの作用により遊離放出されるβ一ナフチ

ルアミン（β一NA）を，　p一ジメチルアミノ桂皮アル
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15）
デヒドとカップリングさせ比色定：回する松谷等の定量法
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　　　　　　　　　　　　　；3）
を一一一部改良した著者等の方法を用いた。すなわち消化試

験管に6mMの各種アミノ酸ナフチルアマイド溶液40

μ1をとり，0．IMトリスー塩酸緩衝液160μ1を加え

て37℃5分後，酵素液40μ1を加えて反応させた。S一

鍼還元試薬存在下での測定には，緩衝液を140μ！にし

て，　12mMのジチオスレイトール（DTT）20μ1を加

えて反応させた。一定時間後，反応混戦より50μ1をと

り，0．2N一塩酸溶液50μ1中に加えて反応を停止させ

た後，0．1％p～ジメチルアミノ桂皮アルデヒド・エタ

ノール溶液800μ1を加え，i5分後535nmにおける

吸光度を島津分光光電光度計QR－50型により測定した。

1分間に1μmole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。

実　．験　結　果

　セファデックスG－2◎0によるゲル源過

　1“ig．1は表皮および真皮の105，000×9⊥澄液を，

ダイアフィルターにより約急一に濃縮したのちセファデ

ソクスG－200のゲル源過を行った溶出パターンを示

している。
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Fig．　1　Sephadex　G”200　gel　filtration　of　aminopeptidases　from　105．　000×9　supernatant

　　　　fraction　of　the　epi（iermis　and飴e　dermis・　lrhe　col㎜（2ユ×91℃血）was　equilibrated

　　　with　O・IM　phosphate　buffer，　pH7・6．　Fractiens　of　4　ml　xvere　coHectecl．

　　　’’’’”：　absorbance　at　280neq　一：　activity　on　Leu－3thNA　in　the　preseRce　of

　　　DTT（lmM＞，　＋　：activity　on　LeuT3wwNA　in　the　absence　of　D［1］T．
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この図より表皮10　5，　OOO×9上澄液には，2種のアミ

ノペプチダーゼが認められ，いずれもSH還元試薬によ

り顕著に活性化された。以後セファデックスG－200

で最初に溶出してくるアミノペプチダーゼを表皮アミノ

ペプチダーゼ1，2番屋に溶出してくるアミノペプチダ

ーゼを表皮アミノペプチダーゼ遅とする。

　真皮IO　5，　OOO×9上澄液には，カラムの排除容：量（

void　volume）に溶出し，　SH還元試薬により活性化

を受けないアミノペプチダーゼと，表皮アミノペプチダ

ーゼ且と同じ溶出点鼻に溶出され，SH還元試薬により

活性化されるアミノペプチダーゼの2種のアミノペプチ

ダーゼが認められた。以後最初に溶出してくるアミノペ

プチダーゼを真皮アミノペプチダーゼ1，2番麗に溶出

してくるアミノペプチダーゼを真皮アミノペプチダーゼ

llとする。

　　　　　　　　　　　14）
　次にAndreWsの方法により，ゲル源過によりこれ

らのアミノペプチダーゼの分子：量を求あた。（Fig．2）

その結果　表皮アミノペプチダーゼ1の分子量は約20万
　　　　l　　　t　　　　．　t　tT　　－　At－tT　　t－　　　　tT　｝

表皮アミノペプチダーゼ嚢および真皮アミノペプチダー

ゼ∬の分子量は約8万と測定された。
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Fig．2　E　stimation　of　rnolecular　weiglit　of　aminopepti一

dases　from　the　epide　rmis　afxi　the　dermis　by

Sephadex　G－200　gel　filt　ration．

The　molecular　weight　was　assayed　by　the

method　of　ARdrews．　E　ach　prote．in（2mg）was

applied　to　a　S　ephadex　G’200　column　（2，1×

89cm）equilibratecl　in　imd　eluted　witli　O．IM

pkospkate　buffer　pH7・6　containing　Oi15M　NaCl．

Fractions　of　4ml　were　collected．

rrable．1　［1］he　substrate　specificity　of　aminopeptida　se　s　from　the　de　rmis　and　the　ep　i　dermis．

Dermal a組lnopetidase Epidem］ai aminopep重idase
Substrate

玉 塁 正 H

Leu一β一NA 100 29 100 50

Ar9一β一NA 34 100 37 100
Lys一β‘一NA 薫8 91 45 100
V乏遷1一β一NA 2 3 15 8
Glv…β一一民A　　　び

21 30 83 36

’］］he　rela“ve　hydroiysis　rate　were　given　as　percentages　of　the　best　substrate　（leO910）．

The　enzyme　activities　were　assayed　in　the　preseRce　of　DT’II］（lmiM）except　for　dermal　aminopeptidase　l．

　アミノ酸ナフチルアマイド水解活性の比較

　一方，上記各種アミノペプチダーゼの基質特異性を

Table．1に示すような各種アミノ酸ナフチルアマKドを

用いて検討した。その結果表皮アミノペプチダーゼコお

よび真皮アミノペプチダーゼ韮は，ほぼ同じ基質特異性

を示し，塩基性アミノ酸のナフチルアマイドをよく水解

した。表皮アミノペプチダーゼ蛋と真皮アミノペプチダ

ーゼ1は，ともla　vaイシルーβ一ナフチルアマイドをよ

く水解したが，基質特異性においては明確な差が認めら

れた。すなわち，表皮アミノペプチダーゼ1は真皮アミ

ノペプチダーゼ1に比較して，グリシルーβ一ナフチル

アマイドをよく水解し，またリジルーβ一ナフチルアマ

イドおよびバリルーβ一ナフチルアマイドについても比

較的よく水解した。この点表皮アミノペプチダーゼ1の

方が基質特異性の幅がやや広い。

　至適pH

　Fig。3に，　rvイシルーβ一ナフチルアマイドに対する

pH作用曲線を示した。表皮アミノペプチダーゼ且と真

皮アミノペプチダーゼ旦の至適pHは，ともにpH　7．2を

示し，表皮アミノペプチダーゼ1はpH　6．　9および真皮

アミノペプチダーゼ1はpH　6．　5にそれぞれ至適pHが

見られた。
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1に示されるように極めて類似する事，およびディスク

電気泳動の移動度が同じことなどから，この両酵素は同

一種類が真皮，表皮の何れの組織にも存在している結果

と考えられる。
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Fig．3　E　ffect　of　pH　on　the　Leu”B－NA　splitting

　　　activity　of　aminopep£idases　from　the

　　　ep　i　dermi　s　and　the　dermi　s．

　　　The　buffe　r　was　Kl－12　PO4　im　Na2B40H，　O－1M，

　　　at　the　indicated　pH．　The　enzyme　ac　tivies

　　　were　assayed　in　the　presence　of　DTT（lnr｝M）

　　　excep　t　for　dermai　afninopeptidase　1．

これらの結果より表皮アミノペプチダーゼ叢と真皮アミ

ノペプチダーゼ塁は，同一酵素と思われる。

　一方表皮アミノペプチダーゼ1は，表皮に特異的なア

ミノペプチダーゼと考えられる。

　ディスク電気泳動

　上記の点をさらに確認する為，ディスク電気泳動を行

って検討した。

　Fig。4に表皮および真皮の105，000×9上澄液のデ

ィスク電気泳動による活性のパターンを示した。表皮お

よび真皮ともに泳動距離の長い活性ピークは，同じ移動

度を示し，基質特異性はいずれも表皮および真皮アミノ

ペプチダーゼllとほぼ同一であった。

　表皮および真皮の移動度の遅回活性ピークの基質特異

性は，それぞれ表皮アミノペプチダーゼ1および真皮ア

ミノペプチダーゼ1の基質特異性とほぼ同じであった。

　　　　　　　　考　　　　　察

　ラット表皮および真皮の105，000×9上澄液には，

それぞれ2種のアミノペプチダーゼが認められた。その

うち表皮アミノペプチダーゼllと真皮アミノペプチダー

（
∈
¢
霧
め
驚
8
壽
ゼ
。
駕
〈
）
あ
韓
屑
〉
コ
詰
Φ
9
詮
環
無

O．4

O．3

O．2

O．　1

e．4

e．3

O．　2

O．　1

Epidermis

i2　34　5678　　　　　　　　　　　　　　　cm
　　　　Gei　length

Fig．4　Electrophoregrams　of　aminopeptidases　f　rom

　　　　the　dermis　and　the　epidermis　of　rat　on　pol　rm

　　　　yacrylamide　gel　co　lums　at　pH8．3　for　60min．

　　　’lhe　enzyme　activi　ties　we　re　assayed　in　tke

　　　pre　sence　of　DTT（1mhtE＞．

　また真皮アミノペプチダーゼ1は，Fig．1に見られる

ようにゲル炉過において排除容量の位置に溶出し，ディ

スク電気泳動においてもゲル中を移動しないことから，

かなり高分子と考えられる。

　表皮アミノペプチダーゼ1は，分子量約20万であり，

SH還元試薬により著しく活性化し，ゲル炉過およびデ

ィスク電気泳動においても真皮には本酵素が認められず

表皮アミノペプチダーゼ1は，表皮に特異的に存在する

ことより，本酵素が表皮細胞分化特に表皮のケラチン化

反応に何らかの感作により関与しているものと推定され

る。また，表皮にのみ存在し，．真皮に存在しないプロテ
　　　　　　　　13）
イナーゼが著者等により見出されており，今後表皮に局

在する蛋白分解酵素に対して，表皮の構成蛋白質を基質

にして検討する必要があろう。
　　　　　　　　　　　　　　　　　io）
　一方，Pirkko－Lissa　M蓋kinen等の全皮膚ホモジネ

ートでの結果によると，セファデックスG－200の溶出
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パターンでは，3種のアミノペプチダーゼが認められ，

これは真皮アミノペプチダーゼ1，真皮および表皮アミ

ノペプチダーゼ亘と表皮アミノペプチダーゼ1に相当す

ると考えられる。表皮に特異的に存在する表皮アミノペ

プチダーゼ1およびプwティナーゼは，いずれもSH還

元試薬の存在しない場合には，ほとんど活性が認められ

ず，また活性発現にはSH還元試勲）存在が不可欠である。

　以上の結果からこれらの酵素作用の発現には組織内の

SH化合物の濃度が著しく影響すると考えられ，表皮の

SH化合物の濃度変化とケラチン化反応および上記これ

ら蛋白分解酵素の生理的機能発現にどのような相関関係

が存在するか非常に興味が持たれる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sum錆nary

　　　　The　aminopeptidases　from　105，000　x　g　supernatant　of　the　epidermis　were　separated　into　two　frac－

tions，　designated　epidermal　aminopeptidase　1　（　MW　200，　OOO　）　and　epidermal　aminopeptidase　g

（MW　80，000）by　ge1舳ration　o簸acolumn　of　Sephadex　G－200．

　　　　Epider　mal　aminopeptidase　1　preferentially　hydrolyzed　Lett一　B　一naphthylamide　followed　by　Gly一　3　一

naphthylamide　at　pH6．9　and　was　found　to　be　localized　in　the　epidermis　but　not　in　the　dermis　of　the

rat　skin．

　　　　Epidermal　aminopeptidase　U　hydrolyzed　Lys－B　一naphthylamide　and　Arg－B　一naphthylamide　actively

at　pH　7．2．　Both　of　the　enzymes　were　hig｝ly　dependent　on　sulf｝｛ydr・yl　groups　for　ac£ivity．

　　　　In　a　same　manner，　the　amiRopeptidases　of　the　dermis　were　separated　into　two　fractions，　designated

dermal　aminopeptidase　I　and　dermal　aminopeptidase　i．　Dermal　aminopept1dase　I　hydrolyzed　Leu－

　B－naphthylamide　rapidly　at　pH　6．5　and　was　not　activated　by　Dithiothreitol．　The　eluates　of　the

dermal　aminopeptidase　1　was　tal〈en　as　the　void　volume　of　the　column　of　Sephadex　G－200．　Dermal

aminopeptidase　K　showed　the　typical　characteristics　of　epidermal　aminopeptidase　g．　lt　was　assumed

that　dermal　aminopeptidase　ff　and　epiderma｝　aminopeptidase　g　were　ideRtical．
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