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緒 言

　筆者らはラント表皮ケラチンの生成機作を無細胞系に

より行なっている力丸蛋白質分解酵素について検討する

腰姓じ，本研究曙乳た。辮艮睾は，無細胞系に

よるケラチン生成反応をpH　7．　5～8．　6で行なうたあも

あり，pH　7．5で示される酵素活性の細胞内分布につい

て報告した。しかし，同報告で述べたごとく，ラット表

皮の抽出液にはpH　3．5およびpR　5付近に活性の極大

が示された。また一方，筆者らは1℃一アミノ酸ラベル

の前駆蛋白質をPH　4．5可溶性区分より分画しているこ

ともあって，本報では，pH　3．5およびpH　5．　5で示さ

れるプロティナーゼ活性の細胞内分布および若干の性質

について述べる。

　　　　　　　実験材料および方法

　表皮の分離

　生後4日目（体重約9．5g）のウィスター系ラットの

皮を0・24M楓O鼠・・n・NH：、OHでpH9．5に調節せ

るもの）水溶液中OQOで時々撮伴しながら15分間処理

後，表皮をピンセットを用いて真皮より機械的に剥離し．

Earleの等張液で2回三三後粥いた。

　試　　薬

　基質用のヘモグロビン（牛血清，和光特級）およびカ

ゼイン（E．Merck社製）は和光純薬工業K，K．より購入

した。その他の試薬は特級を用いた。

　表皮の磨砕および遠心分画

　すべての操作は氷水中あるいは0。～＋4。Gで行なった。

前述の方法により分離した表皮を，9倍容の0．25M薦

SS　1　O｝2　Mトl／スー酢酸緩衝液（pH7．6，10弓MNaC12

Table　I　Oentrifugai　Forces　Used　沁肪fferentia玉Centrifugation

Cell　fraction Centrifugal　force（Xg） Time（㎡捻）

NTIIc壼e至十Ce玉茎　debr三s

Mitochondria（Mi）

Lysosome　（L）

Microsome　（Mc）

Supe　rnatant　（S）
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The　epidermis　was　separated　from　tke　dermis　mechanicaSly　after　treated　wi　th　O・24M　N［｛4Cl　（pH9．5）

for　15min．　at　O℃，　tken　homogenized　wit13　9　voltrme　of　O・25　M　sucrose　iR　IOmM　Tris　HCI　pH76－

10－3　MEDTA．　The　subcedular　fractions　were　prepared　according　to　tke　me　tkod　described　by　Filipovic

and　Buddecke．

（From　Laboratory　of　Biochemistry，　Department　of

Agricultttral　chemistry，　Facuity　of　Agricniture，　lb－

araki　Unive　rsity，　Ami，　lbaraki　一　1〈en，300　一“　03　」apan）

を含む）中で比較的摺合せのゆるやかなTen　Broeck

型ホモジナイザーを用い，静かに5回程往復を繰返し磨
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
証した。磨砕物の遠心分画はFllipovic　and　Buddecke

の方法を参考とし，上記磨砕物を二枚重ねのガーゼで源
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過し，濟液をTabie　Iに従って遠心分画した。各区分

の沈渣又はペレソトは再び上記緩衝液1にて高高し，遠心

分離を繰返した。上記の粗核町分はcelldebrisを含

むと考えられるので，同画分をホモジナイザーを用いて
、．2M灘溶灘証し、。，。…9，・・清心薦

下層の沈渣を自画分（N），上層をcell　debris画分

（C）とした（F19．1）。また105，000×9の上清画才

Naclear　and　cell　debris　fractlon

Homogenized　wi　th　22M

sucrose　and　centrifuged

at　40，000Xg　for　60　mln．

Sediment

Nuc｝ear　fraction

　　（N）

UPer　iayer

Celi　debris　fraction

　　　（c）

Fig・・ ･繋認瀞三望「F「ac‘ion　ayxi　fell

はEDTA存在下で再結晶した（NH4）2SO4を加えて0．8

飽和とし，OOC一夜放置後遠心分離，10－2　Mトリスー

酢酸緩衝液に溶解し透析後活性測定に供した。

　酵素活性の測定法

　プロティナーゼ活性の測定はKtmit　zおよびHagihara
ら7）％方激ほ1縦。て行な。た。PH　3．5に鰯る

プuティナーぜ活性は，2．5％ヘモグロビン4容に終濃

度1．35M相当の酢酸と0、02M相当の硫安の混合溶液

1容を加えpH　3．　5とし基質溶液としこの基質溶液1容

に酵素液1容加えて，40。C，2時間反応させた。反応

後，反応混液と同容の0．4Mトリクロル酢酸（TCA）を

加え，370C，30分放置後，遠心分離又はToyo％4の

乾燥濟紙により濟過した。汐液中の蛋白質分解生成物の
量はH。g、、。，a謳F。、、。比色法又は275。mの蹴

度より測定した。酵素活性の単位は40。Cで1分間に1、

一チmシン1Pt　gに相当するTCA可溶性水解物を遊離

する酵素量として表わした。比活性（Speciflc　activity）

は酵素蛋白質1m9当りの単位として表わした。　Total

Activityは酵素液中の比活性と蛋白質のmg数との

積より求めた。pH　5．5又はpH　5．0におけるプロティ

ナーゼ活性はヘモグロビン（又はカゼイン）を6M尿素

を溶解した所定の緩衝液に溶解せしめた後，基質として

用い，前述のpH　3．5におけると同様にして測定した。

　蛋白質の定量

蛋韻はL。w，yらの方紐より醗し，標輔頗と

しては牛血清アルブミンを用いた。

　分子量の測定
セ・。デ，クスG．1・・を胤・るA。d，ews％ゲル樋

法により測定した。

　　　　　　　　　実験結果

　表皮の遠心分画法による細胞構成成分の分臨

　本報では，生理機能との関係をより明確に知るために
前報即し糸田分化獄みた。すなわち核およびce．ll

d。b，1、の蛋瞳が轍成分の全蛋白量の61％野山

Table　ff　SubcellularIDistribution　of　the　Acid　Proteinase　Ac　tivity　a　t　pl’13i5

Cell　fraction
Proteinase　％of
Ac宅ivity　　　　Toねl

　umits　Activity

Protein

（mg）

％　of

Total
Protein

Specific
Activity
unit　s／mg

fte　la　tive

Specific

Activity

Nuciei　（N）

Cel｝　debris　（C＞

心乱ochondrla　（Mc）

Lysosome　（L）

Mic　rosome　（Mc）

Silper　（S）

1　3．　4

0．　92

0．　08

2．　27

46，　02

21．4

1．　4

e．　1

3．　6

7　3．　4

18．24

7．48

2．　06

0．　96

2．65

1　3．　00

41．0

1　6．　9

4．　6

2．　2

6．　0

29．3

O．　734

0．　123

0．　039

0．　856

3．　540

O．　519

0．　087

0．　027

0．　6　06

2．　507

Re玉ative　specぜic　ac　t三vity　rneans　重he　specific　ac重三v重重y　of　each　ceB　frac重ion　re至a重至ve　to　毛he　speciflc

activi　ty　of　the　whole　homogena　te　taken　as　kDO．　The　activi　ty　of　enzyfne　was　measured　by　the　me　thod
of　kni｛z6）and　Hagikara　et　a17）witk　a　siight　modificatlon，　qsing　acid　一d6natured　bovine　hem6globin．　The

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9）
protein　was　determined　by　the　me　thod　of　Lowry　e　t　al．
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めることから，この三分を核二分とcell二分に分子し

た。その結果，Tabie　9に示すように核およびcell

debrisの合計値が57，9％を示し，前園の値61％に

ほぼ近く，核二分が41％，cell　debris画分が16．g

％をそれぞれ占めることが明らかとなった。次いで蛋

白量の多い画分は上清画分（S）であり29．3％をしめ，ミ

クrcソーム画分（Mc）が6，0％，ミ1・コンドリア両分

（Mt）が4．6％と続き，リソゾーム画分ωが最も少なく

2．2％であった。

　pH35における酸性プロティナーゼ活性の細胞内分布

　表皮細胞構成成分の各画分におけるpH　3．5で活性を

示す酸性プwティナーゼの分布を示したのがTable　ll

である。まず，各画分の活性の全活性に対する分布は，

上清町分（S）が73．4％をしめて最も高く，ついで核爾分

の21．4％であり，ワソゾーム画分㊨は殆んど活性が認

められなかった。pH　7．5で測定された中性プロティナ

ー二心二合の御2娩愉しい砒麓してい
る。一方，比活性（Unlts．／mg）については，上清画分

が3，54と最：も高く，ミクロソーム醐分（Mc｝のO．　856，

核画分（N）のO．734と続き，Ce　11　debris（C）およびミト

コンドリア画素（Mt）はそれぞれO．123および0．039

と著しく低い。

　pH　5．5における酸性プロティナーゼの細胞内分布

　Table膿にその結果を示した。全活性の77．6％が

上清高分（S）に存在し，核品分には10．14％と，pH　3．5

における場合の1／2の値である。比活性については最

も高い上清画分ですらM1と，全般的にpH　3．5の場

合に比較して値が低く，核画分（N）では著しく低くO．13

である。

rVable　M　LSubcelltilarbistribution　ol“　the　Aci（1　ll’roteinase　Ac£ivity　at　pH　5．5

（｝e隻1　　1「r？lct量（）r五

1）rote’rnase　ofo　of

Activitv　rPoial
　毫」r1呈ts　　　　　　　 ノ、ct呈、喉tv

Proteln

（mg）

of」　Of

rl”otal

垂）rotei貧

Specific
igXC　t　iVi　tY

units／ng

R・ela　tive

Specific

Activity

Nuclei　（．rNe’）

C，e．ll　debris　（C）

NI玉　t（）C垂1（）n（圭ri～豊　　 CN・IC　）

Ijvsosorr｝e　（L）

．IY・fici”osoi’rte　（．N・’lc）

Sし韮per（S）

2．　4・

O．　85

0．　58

1．　47

1　8．　36

IO．　14

3．　59

2．　！1　5

6．　21

77，60

茎8．24

7．　48

2，　e6

0．　96

2．65

1　3．　eo

0
9
6
2
0
3

t
6
4
2
6
9

4
・
圭
　
　
　
　
2

O．　13

0．　41

0．　6e

O．　55

i．　41

O．　244

0．　77

1．　125

1．　032

2．　645

Experimental　conditioRs　were　the　same　as　in　Tab｝e　g　except　the　activity　of　the　enzyme　was　measured

at　pH5．5．

　Sephadex　G－100カラムによるゲル源過

　上清醸分をlOmMFリスー酢酸緩衝液pH　7．5－1mM

EDTAで平衡化したSephadex　G－100カラム（21×

865cm）にのせ，同じ緩衝液で溶繊した。各画分につい

てpH　3．5での酵素活性を測定したパターンをFig．2に

示した。図に見られるように広範囲にわたって活性が示

され，これは亙3ANAを基質：とするアミノ酸ナフチルアミ

ダーゼ活性の幅狭いピークと対照的である。

　各種試薬の影響

　細胞構成成分中，核画分（rgx］）と上清画分につき，各試薬

のpH　3．5における活性に対する影響を調べた結果が，

Table　Nである。一SH試薬，DFPおよびED孚Aなど何

れも核十分，上清十分のどちらの十分に対しても影響が

認められなかったQ

　　　　　　　　　考　　　察

　表皮プwティナーゼの細胞内分布について調べた。そ

の結果，中性プロティナーゼに比較してpH　3．5および

pH　5．5で示される酸性プロティナーゼは，上清画分と

核面分に局在し，両画分合せてそれぞれ94．8％および

872％をしめた。リソゾームでは活性が認められず中性プwティ

ナーゼの場含の11％とは著しい対比をなしている。また比活駐

を比較すると，最も高いのはpH3．5一酵素の上清二分（3．54）で

あり，次いでpH：5．5　一酵素の上清三分（1．41）であっ鵡この点に

関しても，三二プロティナーゼの場合にはリソゾーム減分が

最縞い値を示した無1恐しく勲る。派分の蜘

質量の比率と相対比活性（Relative　Speci　fic　Activi一

『ty）の関係を示したのがFlg．3である。ワソゾーム画

分における活性は，中性プロティナーゼでは最も高く
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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pH7・5→pH　5・・5→pH　3・5とpHの低下と共にその相

対比活性の値も低下し，pH　3．5ではついに活性の存在
　　　　　　　　　　コゴ
は見られない。
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Fig．2　Chromatography　of　the　Acid　Proteinase

　　　　　　（at　pl－13・5）　on　a　Column　of　S　ephadex　G－100．

　　　　　　The　supematant　fraction　was　applied　on　a

　　　　　　columR　（2・1　×　856　cm）　of　Sephadex　G－100　eq－

　　　　　　uilibrated　wi　th　IO’2　M　Tris－acetate　pH7・5－

　　　　　　O．15M　NaCl　and　eluted　with　the　same　buffer．

　　　　　　O’’’’”O：Acid　proteinase　activity　at　pH35，

　　　　　　measured　by　Lowry　method　at　750　nm．

　　　　　　O－O　：　Aminopeptidase　Activi　ty，　evrmNwhBe－

　　　　　　nzoyl　一DL　umargifiine　napktkylami　de　（BANA）

　　　　　　hydroiytic　activity，　measured　at　535　nm．

孚able　W Effect　of　Var’ 奄盾№刀@Keagents　on　the

acid　proteinase　activity　at　pH　3・5
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The　efizyme　in　O・04ml　of　10－2　M　Tris－acetate　buffer

pH　7・6　coktaining　various　reagefit　was　preincuba　ted

at　37　℃　for　30min，tken　added　O・4fnl　of　2　％　kemo－

globiR　in　O・27　M　acetate　bttffer　pH　3・5　as　substrate．

The　re　sidual　ac　tivi　ty　was　de　terrr｝lned　by　geolin　me　thod．

The　abbreviation　used　are　：　EDTA　；　Disoditur｝　ethy－

iene－diamine一　tetraace　tatq　DTT　：　Dithiothrei　toi，

NEM：N－Ethyl　maleirr｝ide，　P（）MB；P－Chlo　romercuri一一

be．nzoate，　DF？；’，D　iisopropylphosphofluoridate．

Fig．　3　lniracelluiar　Distribtttion　of　Acid　1）yoteinases

　　　　　　at　pH　35（A）　and　pH　5・5（B）　in　Rat　Epider－

　　　　　　　mis．　Fractions　are　represented　by　their　rel－

　　　　　　ative　nitrogen　content，　in　the　order　in　which

　　　　　　they　are　isolated，　Le．from　ieft　to　right：　iNI．

　　　　　　C．Mt，　［Ly　M　c　aRd　S．

　　上清三分をSephadex　G一．100カラムにより分画し

た結果（Fig．2），幅広い領域にわたってプwテdナー

ゼ活性が示された。この溶出各フラクションにつき，

BANAを基質とするアミノ酸ナフチルアミダーゼ活性，

また，　γ一　gg泓君α砂γ辺一tε一1γ　sine結合を角虫嫉奮する

トランスグルタミナーゼ活性の分布を調べた結果，何れ

も幅のせまい鋭いピークが認められた。従ってFlg，2、に

示される酸性プmティナーゼ（p慧3．5）活性の輪広い分

布は分．顧の技術的条件によるものとは認め難い。Fi墓．4

に示したように，分子量を求めると最初のピーク①は
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100，　OOO，②の部分が72，　000，③のピークとみられる部

分が50，000，そして④の部分が40，000を示す。Cれらの

各ピークに存在する酵素はpH　3，5付近に至適pHを有

するそれぞれ別個の酵素であるのか，あるいは同一一酵素

の会合に由来する結果かは今後の検討を必要とする。
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　Table　Wに示した試薬では核三分も上清二分も殆ん

ど影響を受けず同種の酵素と考えられる。他の組織に存

在するカテプシンDの性質とこの点に関しては大きな差

異はなく，pH　3・5で活性を示す表皮プmティナーゼは，カ

テプシンD又はカテプシンD様酵素と思われる◎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Su　m　mary

！．　The　subce｝lular　d1stribution　of　acid　proteinase　activities　at　pH　3．5　and　pH　5．5　respectively　was

　studied　in　the　epidermis　of　newborn　rat　by　different3al　centrifugation，　in　which　the　sedi　menta｝　frac－

　t1oll　a亡700xg　was　dl▽lded　lnto　nuclear　and　ceU　debris　fraction．

2．　About　73％　of　the　total　acid　proteinase　activity　at　pH　3．5　was　found　in　the　final　supeirnataRt，ar｛d

　the　major　part　of　the　remainder　（21．4　％）　recovered　in　the　nuclear　fraction．　No　acid　proteinase　ac－

　tivity　at　pH　3．5　was　detected　in　the　｝ysosomal　fraction．

3．　The　acid　proteinase　activity　at　pH　5．5　showed　a　distribution　analogous　to　that　of　acid　proteinase

　activity　at　pH　3．5．
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