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1　緒 言

　　　　　　　　　　　　　　　　　　i）xyi7）
　放線菌の蛋白分解酵素に関しては多数の報告があ

る。そのうちアルカリ性プwティナーゼに関して，1958
　　　6，　7）

年に大内らはStreptomγcesgrtse“s　ATGG　3463

の生産する同酵素の精製，酵素化学的性質およびパン酵
　　　　　　　　　　　　　　　　11）
母チトクm一ムCに対する基質特異性について報告し，

岩ぜちはs、，ep、。m。。，、、晒4紛生産す胴鹸

の精製と酵素化学的性質について報告している。また水
　15　，16）

沢らはS‘reptorn．yces「朗％3　V・耀。助ε ﾋの生産する2種の耐熱性酵素について報告しr森原らは

8treptom．“e（res．f“rαcliαeの生産する5種のプロティナ

ーゼの酵素化学的性質について報告し，これらの酵素の

うちの1種が麟熱性酵素であるこどを見出している。

　著者らは，近年Sephadexによるゲルろ過法，イオン

交換Sephadexによるクロマトグラフg一法，等電点分

画法等，相続いて新しい分画法が報告されたのを機会に，

放i線菌StreptomγcesgrtseusATCC　3463の生

産するアルカリ性プWティナーゼの精製法を再検討し，

アルコール分面沈澱，Sephadex　G－100およびGM一

セルロースタwマ5グラフィーにより3種のアルカリ性

プロティナーゼを相互分離した。これらの酵素はいずれ

もDFP　esで阻害を受けるセリン酵素である。これらのう

ち1種のプmティナーゼはIO　““2MのCa暑存：在下で80

℃に最適温度をもち，90℃で10分間の加熱に対して

70％の活性を保持することを見出した。

　耐熱性プロティナーゼに関する報告は比較的少なく，

放線菌の場合は前述のStreptomγces　rectus　var，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15，16）
proteolyti．　cusの生産するプmティナーゼAおよびB

ならびにStreptomyces　frαdtαeの生産するlaお

SC一 ｨ茶の水女子大学食物化学研究施設

＊DFP：Di　isopropyifluorophosphateの略

　　　　　1e）
よびlb酵素がある。その他の微生物系ではWi　ili　a　m　一
　　i7）

sonがSSreptOCOCCUS　lαcttsの生産するプmティナ
　　　　　　　　　　　　　　18）
一ゼについて報告し，また遠藤がBa．cillus　thermo－

proteolfrtticu，sの生陸するThermolysinについて報
告している．さら燭物系では近年B。，，認がウ＝の

胞胚に存在する酎熱性プmティナーゼを報告した。

　著：者らは8treptomγces8riseus　ATCG　3463が

アルカリ性プロティナーゼの外に耐熱性プmティナーゼ

を生話することを見繊したので，その精製と酵素化学的

性質について報告する。

　本研究を発表するに当り，菌の培養に御便宜を賜わっ

た日研化学株式会社小山闘孝一氏に対し厚く御礼申し上

げる。また本実験に関し助言を得た児玉治氏に対し謝意

を表する。

　　　　　　　豆　実　験　方　法

　1．培養法

　培養液の組成は次のようにした。

　　ポリペプトン　（武田）　　　1％

　　肉エキス　　　（梅東：）　　　1％

　　グルコース　　（純正）　　　1％

　　食　塩　　　　　（純正）　　O．3％

　pH7．0に調整後殺菌し，　Streptonzγces　grt－

seus　ATCC　3463を丸菱理化装置研究所製M∬一10

型ジi9　一ファーメンターを用いて（培養基液量15〃塞＞

27℃で5日間培養した。培養後，冷却遠心機（富永製

作所製8－62型）で菌体を除去し，この上澄液を酵素

原液とした。

　2．エタノール分画沈澱酵素

　上記の酵素原液はフラッシュエバボレーター（濃縮速

度Lse／h）を用いて約4倍に濃縮し，あらかじあ十

分に冷却（4℃以下）した後，一20℃に冷却したエタ

ノール（99％以上）をその濃度が50％（V／V）になる

一　71　一



茨大農学術報告　第23号

よう携拝しながら徐々に加えた。添加後董時間静置し，

沈澱を十分に生成させた後，連続式冷却遠心機（富永製

作所S62型，　M・．　15ew・一睡ー）を使用して0℃，10，000

r．p．　m．，流速300　me／minで遠心分離した。この沈澱部

分は酵素活性を示さなかった。上澄液はさらに前記同様

の操作によりエタノール濃度を80％（V／V）にして沈澱

を生成させた後，連続遠心分離し，得られた沈澱（50～

80％エタノール分画沈澱）を真空乾燥した。酵素原液

14当り99の乾燥粉末を得た。このエタノール分画沈

澱乾燥粉末を以下の実験に供試した。

　3　酵素活性の測定法

　i　プmティナーゼ活性の測定法
　　　　　　　　　　　　　　　　　2e）
　萩原の考案したカゼインー　275　nm法を改良した測定

四八島ただし顧厳は。．、．％（靴蹄帆2

％）とし，ホウ酸一1NaOH緩衝液（pH　10．5，消化混液

中0，005M）とした。

　消化温度60℃で30分間消化し，蛋白質沈澱試薬B

で除蛋白して，275コ口の吸光度を測定した。プmティ

ナーゼの酵素単位は，

〔PU〕㌘m病癖，ρH10◎60協・・…ym…溢・

で示した。これを単にunit／／ntzと略記し，比活性（unl重

／勾と略記した）は酵素蛋霞質重量で除した値を用いた。

　ii　ペプチダーゼ活性の測定法
M。、・，、。。とT、，，，、。嚇露多微良し構法に

より測定した。基質としてL－Wイシルグリシン（H－

Leu－Gly－OH）およびカルポベンゾキシグリシルー1・
一面シン（Z、一、Gl，一L，一。H）をHessの方法2ﾊ
り合成して使用した。遊離したアミノ基の増加をニンヒ

ドリン法で測定し，酵素活性とした。

　頭　酵素蛋白質の測定法

L。w，y激よ。て購読た。標・勤魁して，纏

・gg　alb・min（2図結晶，　Sigm。社，米国）を使用

した。

　4　Sep　hadexおよびイオン交換体

　Sephadex　G－100はPharmacia社，　eM　一セ

ルロースはミドリ十』字社（O．72mEq／g），　DEAE－

Sephadex　A－50およびCM－Sephadex　A－50はそ

れぞれP13ammacia社より購入した。それぞれのイオン

交換体は常法により精製して使用した。

　5，等電点分画法

　Amph。lin・はPH範囲3～10（40％（V／V）永溶

液のもの）をLKB社より購入し，　Vesterbergと

S。。。see莇方法縦。て等電点分画を行な。た．装

置は当研究室で設計し，野村化学機器社が製作した。

蟹　実　験　結　果

　1．　Streptomげces　8rtse“s　ATCC　3463の

　　　生産する耐熱プllティナーゼの精製

　前記のエタノール分画沈澱乾燥粉末59を30雇の

0．001M酢酸カルシウムを含む0，005M酢酸塩緩衝液

pH　6．8に溶解し，生ずる不溶性物質を遠心分離（8，000

r．p．m．，0℃，　iO分）して除き，この上澄液（黒褐色）

を1司｝鰻衝液でY一蓋化したSephadexG一王OOカラム

（5×70　cm）．のll二二にのせ，39．6雇／hrの流速で展

開した。溶出液は6雇ずつ分画採取した。この結果を第

1園に示した。この操作により得られたプロティナーゼ

活性の闘収率および比活性は，47％および4．71であ

った。またこの区分にはペプチダーゼ活性が混在し，そ

の比活性は2．2で，大部分の色素区分を除去することが

出来た。
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Fig．　1．　Chrornatography　of　the　thermophilic　proteinase

　　　on　a　column　of　Sephadex　G一’IOO．

　　　The　enzyme　so至u｛ion　f　rac毛iona毛e（i　by　e重hano豆

　　　was　placed　on　the　top　of　the　column（5×7c7n）

　　　ef　Sephadex　G－IOO　whick　had　been　equili－

　　　brated　with　e・005M　aceiate　bLiffer，　pH6・8

　　　containing　O・OOIM　caicium　acetate．　The　flow

　　　yate　was　39・6　me　per　hr　and　fractions　ef　6

　　　nie　wei’e　collected．　Horizontal　arrovv」　indica－

　　　t｛：d　fractions　pooled．　一，　ultraviolet　absor　rm

　　　ption　a　t　280　nm：　＋，　proteolytic　activity

　　　　：　’　，　peptidase　acti　vity．
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　このプ1：1ティナーゼ区分（液量85認）をCM一セル

t・　一スイオン交換クWマトグラフィーに供．試した。すな

わち0．001M酢酸カルシウムを含む0．005M酢酸塩緩

衝液，pH6．8で平衡化したGM一セルw一スカラム（2

×15　on）にのせ，69〃me／短の流速で吸着させ，同上

緩衝液で28enfnの吸光がベースラインに下がるまで洗

浄した。ついで同上緩衝液と0．1M食塩を含む同上緩衝

液とを同量ずつ（lSOme）を混合槽に入れ，いわゆる
t“

@linear　gradient　elution　system”で溶出を行

った。溶出液は7、　S　meずつ採取した。この結果を第2図

に示した。
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｝“’lg．　2・　Chromatography　of　lke　thermophilic　p，｛“e－

　　　　teinase　on　a　column　of　｛）Mww　cellulese．

　　　　The　enz＞tme　solution　fractionate．d　by　chroma－

　　　　tograpky　on　Sephadex　Gww’IOO　’was　placed　on

　　　　the　top　of　tlie　column　（2×15　crn）　of　CMww　ce　一

　　　　llulose　whicli　had　been　equilibrated　with　O・005

　　　　M　acc’tate　buffer，　pH6・8，　coRtaining　O・OOiM

　　　　calcittm　ace　ta　te．　［1］he　enzy．　rriie　was　eluted　with

　　　　a　liRearly　increasing．　concentration　of　NiaCl

　　　　from　O　to　O．IM呈r玉　t｝le　s毛art重ng　b疑ffer　a亀　the

　　　　po＄i毛io鷺　indica重ed　l難　tke　fig縫re（↓）．

　　　　Tke　flow　rate　was　69　me　per　lir　and　fractions

　　　　of　7・5nre　were　collec　ted．

　　　　Horizontal　arrow　IBdica　ted　frac　tions　pooled．

　　　　一，　ultravioiet　absorption　at　280nm；　“，

　　　　proteoiytic　activity　at　60℃；　．，　proteol一”

　　　　ytic　activity　at　40℃　1“，　peptidase　ac　tima

　　　　vity　；　一一一一，　concentraiion　of　NaCl．

3種のアルカリ性プwティナーゼが存在することが明ら

かになった。　これらのアルカリ性プurティナーゼを溶

出順にそれぞれ縦熱性プWティナーゼ，アルカリ性プW

ティナーゼ1およびllとした。この3種のプロティナー

ゼの活性の回収率は242％，　1　O．2％および18．　3％で；

それぞれの酵素の比活性は，38．3，6．6および7．42で

あった。なおこれら3種のプwティナーゼはDFPによ

ってそれぞれ阻害を受けた。以下の実験では耐熱性プロ

ティナーゼ区分について実験した。

　この耐熱性プWティナーぜ区分を脱塩後，等電点分画

法で均一・一性を調べた結果（第3図参照），等電点（pl）

8．8と5，0にそれぞれプmティナーゼ活性が認められた。

耐熱性プvaティナーゼは等電点8．　8であった。よってこ

の混在する等電点5．0のプwティナーゼ区分を除去する

ために，さらにDEAE－Sep盤adexおよびCM－Sepha－

dexカラムクmマトグラフィーを行なった。
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　この結果280nmの吸光値からタンパク質区分は4つ

に大別された。そして非吸着区分にはペプチダーゼ活性

およびプmuティナーゼ活性が見出され，吸着区分には3

つのタンパク区分にそれぞれペプチダーゼ活性を示さな

いアルカリ性プロティナーゼ活性が認められた。この操

作で酵素原液中に含まれたペプチダーゼとアルカリ性プ

mティナーゼを相互分離することが出来，かつ少くとも

Fig．　3．　Isoeiectic　focusing　patterns　of　the　therm－

　　　　ophi｝lc　proteinase．

　　　　Isoelectic　focusing　patterns　was　obtained　by
　　　　the　me　thod　o　f　Vesterberg　and　Svenseen　（24　），

　　　　using　the　pH　range　from　3　to　10．　220ptg　of

　　　　the　enzyme　was　applied　and　electrophoresis

　　　　w，as　cai”rie（1　out　at　300V　for　18．75hr．…　，　pH；

　　　　＋，　proteolytic　activity．　Fractions　of　2・7

　　　　me　were　collected．

　前記のOM一セルm一スカラムクmマトグラフィーで

最初に溶出された耐熱性プmティナーゼ区分（液量50

認〉を0．001M塩化カルシウムを含む0．005M　Tris－

HGl緩衝液　pH　7．5に対して4℃，18時間透析し，

あらかじめ同上緩衝液で平衡化したDEAE－Se的adex

カラム（1．5×16．5αη）に供試した。すなわち，1　O．　＆7te

／hrの流速で吸着させ，同上緩衝液で洗浄した。つい

で同緩衝液中の食塩濃度を0～O．2Mの範囲で直線的に
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上昇させるtt　linear　gradient　elutlon　system”

で溶出した。溶出液は3．　S　meずつ採取した。（第4図参

照）この結果耐熱朧プロティナーゼはDEAE－Sepha－

dexに吸着されずに素通り区分に溶出された。園収率

1　9．5％，比活性45．8であった。
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Y“ig．　4．　Chrofnatography　of　the　tkermophiiic　prote－

　　　　inase　oR　a　colmnn　of　DEAE”cellulose．

　　　　The　efiz＞tme　solution　fractionated　by　ckro－

　　　　ma　tography　on　CM－ceilulose　was　pl　aced　oR

　　　　the亀op　oぎ　the　co墨u㎜　（1．5×16，5cフ㌶）　of

　　　　I）EAE　一celfulose　which　had　been　equilibraied

　　　　wlth　O．　005　M　Tris　一HC　1　buffer，　pH7．　5，

　　　　containing　O．　OOI　M　calciurn　chloride．　Tke

　　　　enzyme　was　eiuted　with　a　linearly　increasing

　　　　concentration　of　NaCl　frorn　O　to　O．2　M　in

　　　　the　starting　bttffer　at　the　position　indicated

　　　　in　the　figure　（i）．　The　f｝ow　rate　was　IO－8nze

　　　　per　hr　and　fractions　of　3．8認were　co1圭ec－

　　　　ted．　Horizontal　aryow　indicated　fractions

　　　　pooled．　一　，　ultraviolet　absorption　at　280

　　　　am　i．，proteolytic　activity　of　60℃；
　　　　＄　，　proteolytic　actlvity　of　40℃1一一一一一；

　　　　concentration　of　NaCl．

　前記の素通りの耐熱性プsuティナーゼ区分（液量56

認）を0．001M酢酸カルシウムを含むO．005M酢酸塩．

緩衝液pH　6．8に対して4℃，18時間透析し，あらかじ

め同．L緩衝液で平衡化したCM－Sephadexカラム（Ls

x14，5徽）に，7．8㎡／hrの流速で吸着させた。同

⊥緩衝液で洗浄後，同緩衝液中の食塩濃度を0～O．15

Mの範囲で直線的に上昇させて溶出した。溶出液は3．l

i7zEZずつ採取した。

　この結果耐熱性プrvティナーゼは第5図の様に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
CM－Sephadexに吸着され，塩濃度0・06M付近に溶

出された。回収率15，2％，比活性62．0となり酵素原液

の397倍半精製された。耐熱性プsuテdナーゼの精製

過程の～覧を要約して第1表に示した。

1◎　　　　2◎　　　　30　　　母0
　　マ蓼8ε　　擁り網8ε飛

50
o

Yiig．　5．　Chrotnatography　of　the　thermophilic　protem

　　　　inase　on　a　colurnn　of　CM－Sephadex．

　　　　fl”he　enzyme　solution　fractionated　by　chfo’一

　　　　matography　on　DEA，E－ceHulose　was　placed
　　　　on　the　top　o　f　the　coltunn　（1．5　×　14・5cm）

　　　　of　Crytf－Sephadex　wt｝ich　had　been　equilibraT

　　　　ted　with　O．　005　M　acetate　buffer，　pH6・　8，

　　　　containing　O．　OOI　M　caicium　acetate．　The

　　　　enzyme　eluted　with　a　linearly　increasing　coff

　　　　cen宝ra圭ion　of　NaC韮　　from　O　重0　0．重51N4　in

　　　　the　starting　buffer　a　t　the　position　of　indiT

　　　　cated　in　the　figure　（．L）．　［［’he　flow　rate　was

　　　　7．8　tne　per　hr　and　fractions　of　3・1　tne　were

　　　　collected．　Horizontal　arrow　indicated　frarm

　　　　ctiofls　pooled．　一，　ul　traviole　t　absorption

　　　　at　280　nm　；一，proteolytic　actlvity　at

　　　　6e℃；　“，　proteolytic　activity　at　40　’C；

　　　　一一一一．　coRcentration　of　．“ITaCi．
　　　　　　　，

　2　耐熱性プmティナーゼの均一性

　耐熱性プwティナーゼ出品の均一性を等電点分画法に

よって検討し第6図に示した。この結果耐熱性プmティ

ナーゼ三品の等電点は8．82で，純度は99．3％の高純

度であった。なお第3図に示した等電点5．0に認められ

たプロティナーゼは除去することが出来た。

　3　耐熱性プreティナーゼの酵素化学的性質

　精製した耐熱性プロティナーゼを用いて，酵素化学的

性質を検討し以下に述べる様な結果を得た。

　｝　酵素濃度と活性

　精製した耐熱性プueティナーゼの各種濃度において，

基質濃度0．2％，pH　1　O．　5の条件で30分間60℃で

incubation　した時の酵素活性について第7図に示し

た。ミルクカゼイン水解において，この耐熱性プロティナ

ーー[の酵素活性は275nmの吸光度で0．493，酵素濃度

で蓬ほ5μg／ndまでは直線的に上昇し，濃度がそれ以⊥

高くなるとこの直線性が失われることが認められた。酵

素活性の測定にはすべてこの直線性を有する酵素濃度の

一7墨一
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Table　1． Purification　of　the　Thermophilic　Proteinase　from

Streptom・cyces　grtsetLs　tX．’1［］CC　3463

Frac亀ion Volurne

rl’otal

act垂V且t｝r

　（UII玉t）

Total

Pro重e三難
（mg）

Speclfic

aekvit：
（unit／M9）

￥ie　1d

（％）

Crude　enz｝irne　soiutioB

Ethanol　pre．cipitatle．n

Sephadex　G－IOO
Chromatugraphy

CM一〇（：》．蟻1玉ose

chromatography

DEA，　Et－Sepliadex

chroma重09raP韮3y

CM－Sephadex
c．laromatography

864．

30

85

50

56

18

2．　86

1　oo

董．45

69

55．　7

43．6

ユ830

436

31

1．8

工．2

O．7

O．　16

O．　・・i　6

4，7

38，　3

tl　5．　8

62，　O

100

70

51

茎9“

20

15

　One　uiit　oli　the　proteolytic　activity　was　defined　as　tke　amount　of　the　enzyme’　that

libe．ratcs　TCA　sofuble　hydroiysa　te　from　casein　corfesponding　to　one　ptmole　of　L　”nv’

tyrosine　per　min　per　me　of　the　enzyme　solution．　Specific　activity　was　expressed　in

u服1重s　per　mg　of　pro｛e磁　of　the　e員zyrne　solut丘oB．
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IA“ig．　6．　Isoelec　tic　focusing　of　the　purified　thermo－

　　　　　　　philic　proteiRase．

　　　　　　　780　ptg　o　f　the　enzyme　was　applied．　fi］he

　　　　　　　coRdi　tions　of　run　wei”e　the　same　as　those

　　　　　　　illusk－ated　ln　Fig．　3・　’’’’”，　pH　；　＋，

　　　　　　　proteoly’ti．ic　activi£y　of　60℃　N一，prorm

　　　　　　　teolyiic　activity　of　4・O℃．　Fractions　of　2・7

　　　　　　　me　were　coliected．

o 　　　盆　　　　　　母　　　　　6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g
P響～0’TE◎LYT膣C　AC’rlV嚢’『Y｛u轟醗！麟1，瑚◎畷》

Fig．7．　Standard　curve　for　assay　of　the　proteolytic

　　　　　　activity　by　the　casein　th　275　nm　me　thod．

　　　　　　Tke　reactioR　mixture　contained　！，Ome　of　e，2

　　　　　　　per　cent　mHk　casein　孟n　O．0工M　borate　buffer

　　　　　　　pl－1［　10．5，　and　1．Onze　of　the　enzyme　solutioB　of

　　　　　　　various　concentrations．　Incttbation　was　carr”

　　　　　　　ied　out　foi”　30　min　at　60℃・

範囲で行なった。

　　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

おける水解作用を検討した結果を第8図に示した。この

結果0．2％以上において基質阻害による活性の減少がみ

られた。また，ミルクカゼイン水解時における速度論的

解析を行い，Lineweaver－B　url〈の式より㎞を求める

と，0．045（％）であった。
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Fig．　8・　E　ffect　of　substrate　coRcentration　on　the

　　　　activity　of　the　purified　thermopkilic　prote－

　　　　ma　se．

　　　　Tke　reac　tlon　mixture　coH　tained　1・Oine　of　tlie

　　　　eRzyme　solution　（O一　448　ptg　of　protein）　and

　　　　1．　07ne　o’f　various　coflcentra“on　of　milk　casein

　　　O．　Ol　M　borate　buffer，　pH　10．　5．

　HI最適pH
　ミルクカゼインおよび尿素変性ヘモグロビンを基質と

して酵素作用の最適pHを検討した。その結．果第9図に

示す様に2つの基質ともpHl　O．5付近で最もよく水解

された。水沢らが報告したStreptomγces　rectas

var．　，proteolγticusの2種のプmティナーゼはとも

に最適pHはIO．6～ユ0．8にあり，よく類似していた。
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Fig。9．　Effec重　of　p王｛　on　the　act圭v重重y　of　the　pur－

　　　　ified　thermophllic　proteinase．

　　　　The　reaction　mixture　contained　1－Ome　of　the

　　　　enzyme　solution　（O・　48　，ctg　of　protein）　and　1．O

　　　　me　of　substra　te　buffer　solution　at　various

　　　　pH’s．　一Xm，　e・2％　milk　casein　in　O．　05　M

　　　　phosphate　buffer，　pl一｛5　”v　8，　一一一一一一e一，　O．　2　％

　　　　mi｝k　caseiB　in　O・1M　’Dris－HCI　buffer，　pH

　　　　7nv　10；　一A一，　OJ　2％　mill〈　casein　in　O・　Ol

　　　　M　borate　buf’fer，　pH9一一13　i　．＋，O．2％

　　　　hemogiobin　（denatura　ted　with　1・　2　M　urea）in

　　　　O・　OIM　borate　buffer，　pH8　nv　i3，

　iv　最適温度

　ミルクカゼインを基質として最：適温度を検討した。こ

の結果第10図に示す様に10皿2MのC♂が存在する時

は80℃に最大活性を示し，Ca報が2×歪0－5Mの存在

下では，　70℃に最大活性を7〕資した。…一般に蛋白分

解酵素は，40℃前後で最大活性を示すのであるが，本

酵素は非常に高温で活性を発現し興味深い。またこの結

果からCa＋1が高温下における酵素の安定性に何らかの影

響を一与えることが示唆された。
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Fig．10，　Effect　of　temperature　on　the　activity　of

　　　　the　purified　thermophilic　proteinase．

　　　　The　reaction　mixture　contained　1－O　me　of

　　　　enzyme　solution　（O・　‘148　，ctg　of　protein）　and

　　　　｝．0認　of　O．2　per　cen重mi壷k　casein　重難　0．01

　　　　M　borate　buffer，　pHIO一　5．　The　assay　solu”

　　　　重io鷺was　incubated　at　varlo罎s毛empera加res
　　　　for　30刀z初一一燈一一，呈n　2×io｝5／Vf　ca｝c重um　ion；

　　　　　＋，　in　1　×　10M2　M　calcium　ion．

　V　酵素の安定性とC　a’＋の影響

　イ　pH安定性

　酵素液を0，．1NHCIあるいは0．玉NNaOHを用いて

所定のp／l－1に調整し，室温（22℃）で3時間放置した

後pHをlO．5に戻して，これら処理酵素液の残存酵素

活性を測定して酵素の各pHにおける安定性を調べた。

この結果を第11図に示した。ここで示した様に，Ca什

がlorm2M存在する時は22℃で3時間放置の際の残存

活性はpH　8～11付近までは，85％以上の残存率を

示した。

　口　熱安定性

　酵素液を10分間各温度に放置後，氷水中で10分間

急冷した後直ちに常法に従って消化試験を行ない残存活

性を測定した。この結果は第22図に示した様に，本酵

素は10”2MCa彗の存在する時は80℃まではほとんど
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Fig．　ll．　pH　stability　of　t｝’ie　purified　thermophilic

　　　　protemase．
　　　　O・　448　！tg　of　tke　enzyme　was　preincubated

　　　　with　縫｝e　buffer　at　ihe　in（玉ica重ed　pf玉ノs　for

　　　　　3　hr　at　22て≧　in　a　total　volume　of　IO雇・

熱に対して安定で，90℃でもなお70％の残存率を示

し，著しい耐熱性を示した。Ca甘濃度が2×1　O’”5　Mの

場合，70℃までは1GO％安定で90℃では完全に失活

した。このことから熱に対するCa督の保護作用が明らか
　　　　　　　　　　　　15），　16）

に認められた。また水沢らの2種の耐熱性プロティナ

ーゼが102MCa”の存在下で共に90℃10分間の放

置で完全に失活するが，これと比較してさらに安定であ

った。また熱安定性に及ぼすC計濃度の影響を検討して

第13図に示した。この結果Ca←の効果は1併Mから現

われ，10－2Mが最も高いことが認められた。
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Fig．13．　Effec　t　of　coRcentration　of　calcium　ion　on

　　　　t熱e　tkerma璽　s全abi玉ity　of　重he　purif藍e（i　the～

　　　　rmophl　lic　proteinase．

　　　　O・　448　ptg　of　the　enzyme　was　hea　ted　at　90

　　　　“C　for　10　min　in　1．0　ine　of　various　concen－

　　　　tration　of　calcium　chloride，　pH6・　8，　and

　　　　then　immediately　cooled　a　t　O　℃．

　ハ　凍結保存に於ける安定性

　10『3M酢酸カルシウムを含む酎熱性プwティナーゼ

標品の凍結保存時における安定性を検討した。この結果

57臓間の凍結保存で活性は80％残存しほぼ安定である

ことが認められた。

　vi各種金属イオンの影響

　金属イオンの酵素活性に及ぼす影響をpH　7．5，0．2％

カゼインを基質として検討し，その結果を第2表に示した。
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Table　R．　Effect　of　Me　tal　lons　on　the　Ac　tivity　of

　　　　　the　PtJirified　Tihermopkilic　ProteiRase

Me　tal　ions Residual　activi　ty　（％）

0
　　60 70　SO　90YE贈PERATU飛E：　PC｝

IOO

IPig．！2．　Thermal　stabi－lity　of　the　purified　ther；nou

　　　　philic　proteinase．

　　　　O．448　ptg　of　the　enzyme　was　heated　at

　　　　　indicated　temperature　for　10min　in　1．　O　nte

　　　　of　2×　10n’5　M　（　“）　and　1×iO”2　M

　　　　　（　一imonv　）　caicium　ace£ate，　pH6・8，　and

　　　　　then　immediately　cooled　a　t　O　℃．

Na　C｛

NaNO3
Na2　s　04

MgC12
AICI3
CaC12
MnC12
1r，　eC12

FeC13
CoC12
CUC｝2
Zn　C12
srCj2
AgNO3
CdC12
HgC12
HgNO3

IOO
112
97
100
43
　99
68
107
　7
　63
　47
　11
　99
　30
　16

　0
　10

　　　　O・t148　ptg　of　the　enzyme　was　treated　with　£he　indi－

　　　cated　metal　ions　at　concentrations　of　1×10”3　M（pl－1｛

　　　6・8）　for　10min　at　room　temperature，　in　a　total　volum

　　　of　1，0ndi．　The　enzyme　activity　was　assayed　by　tlie　ca－
　　　sein　d　iges　tion　me　thod　（12）．
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月の結果．水銀はエ価のHgC12の場合は残存率0％，

2価のHgNO3の場合はユ0％で，ともに強く阻細し，亜

鉛の場合は！1％，カドミウムの場合は16％であり，こ

れらの金属はいずれも阻害作用を示していた。また鉄は

3価のFeCi3の場合には残存率7％で強く阻害作用を

示したのに対し2価のFeC12は107％で完全に活性

が残存していた。その他に，銀の場合は30％であり，

阻害作用を示す傾向がみられた。また特定の賦活金属イ

オンは認められず，陰イオンGr，SO4－tttおよびNOぼ

等はいずれも活性に影響はなかった。

　覇　各種試薬の影響

　各種試薬の精製耐熱性プmティナーゼ活性に対する影

響をpH　7，5，0．　2％カゼインを基質として検討した結

果を第3表に示した。本酵素は金縷キレート試薬ED？ぺ

［1’able　M．　Effec　t　of　Various　Chemicals　oR　the　Ac　tivity

　　　　of　the　Purified　Thermophili・c　Proteinase

SH試薬（ICH2　COOH，ω一。・hl・r・acet・phen・Re，

PCMガ1　NEM，砲　K：CN，　L一　cysteine），チオ硫酸ソー

　　　，
ダおよびセミカルバジドなどで阻害されず　ヨウ素，

NBS鷺および1くMnO4などで阻害が認められた。また

DFPとPMSF材で失活し，酵素タンパク質分子中の

Ser残棊が活性に関与することが認められ，セリン酵素

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊5に分類されることが明らかになった。TLCK　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TPC）K
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
による阻害の有無はトリプシン様酵素およびキモトリプ

シン様酵素の分類を可能にするが，ともに顕著な阻害は

認められなかった。

Chemicals R，esidual　activity

Diisopropylfluorophospha　te（DFP＞
　　　　　　　　　　　　　　　　1）
Phenyimethylsul　fonylfllioride（PMSF’）

prot6ase　inhibitor　from　potato2．）

　　　　　　　　　　　　　　2）
Trypsin　inkibi　tor　from　soybean

？osyll　ysine　ch藍orome　thy至ketone（TLα〈二）

Tosy｝phenylaianine　cklorofne　thylke　tone

（TPCK＞

Ethylenedi　amine　te　traace　tate（EewA）

8　一1”lyd　r　oxyquinoline

Monoiodoacetic　acid

co－Chioroace　topheBone

p　一Ckloromercuribenzoate　（PCIMB）

N’Ethylgnalelmide（IWI）M）

Po　tassi　um　cyanide　（KCN）

L　一　Cysteine

Semlcarbazide

N－Bromosucc　inimide

Iodine

Potassium　permanganate

Sodlum　t短osulfa重e

　o

　o

7

70

61

90

　9
　8
　8
　6
109
107

100

　0
106

　4
　0
　0
100

　O・448　ug　of　the　eRzyme　was　treated　with　tke　ind－
icated　chemicals　at　concentrations　of　1　×！0－3　M（pH

6．8＞　for　10刀z瀧a£　roorn　毛ernpe　ra亀ure，　in　a　to毛al　vo韮一

ume　of　1・Onze．　The　enzyme　activity　was　assayed　by
the　casein　dige＄tion　me重hod．　1＞6×ユOm4　M，

2）　IO　ug．

　　　　　　　　　〕V　考　　察

　　　　　　　　　　　　6≧
　当研究室においては大内らの報告以来放線菌Streρ一

tomγces　griseus　ATCC　3463の培養液に生産さ

れる蛋白分解酵素の相互分離並びにそれらの酵素化

学的性質，物理化学的性質および構造と機能について検
　　　　　　　　　　　　　　　　7）
討が続けられてきた。そして大内らはこの培養液中に最

適pHをio．0にもち，　EDTAで阻害されず，馬鈴薯の

プロテアーゼインヒビターで限害を受けるアルカリ性プ

ロティナーゼー種とともに，プロティナーゼ区分として

他に2種存在することを報告した。アルカリ性プmティ

ナーゼの等電点はデンプン層電気泳動により9．6である

が，2種のプmティナーゼ区分はともに陽極側に移動し，

等電点を酸性側にもつ酵素タンパク質であると考えられ

た。この様に当初からStreptomγces　grtseus　A・T－

CC　3463は数種のプロティナーゼを生産することが

ボ唆されていた。また近年この放線菌にはセリン酵素と

してのアルカリ性プロティナーゼが2種存在することを

認めた。そのうち1種は酸性側に等電点をもつものであ
　　　　　　　　25）
　　　　　ノツつた。」’　urasekらは“プwナーゼ”中のタンパク分解

酵素の相互分離を検討し，ピリジンー酢酸緩衝液（pH

5．0）を用いたCM－Sephadexにより，　endopepti－

dase　3耳門，　aminopeptidase　2種，　c2rboxype－

p　tidase　1種の計6種を認めている。

謡’　’ED孚A：Ethylendiarnine　te　traaceねteの略

　1

＊2

＊3

＊4

＊5

冬6
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PCMB：p℃hloromercuribenzoateの略

NEM　：N－E　thylmaieimideの略

NB　S　：聾Bromosucci且imideの略

PMSF：Phenylme　thylsuifonyifluorideの略

TLCK：一VKT一［1”osyl　一　L一　lysine　chi　orome　thylke　tone

　　　　の略

rY　P　OK　：N－Tosyl　一　L　一　phenylalanine　cklorome　thye－

　　　　ke　toneの略



匹1十：九院大内，平松：放線菌8‘r8P6佛γcε5　grtseus　ATCG　3463の耐熱性プロティナー・ぜについて

　一9一者らは，　S　trepgom：γces　8・rtseus　ATGC　3463

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

リ性フewティナーゼを分離することが出来た。これら3

種のアルカリ性プLlティナーゼのうち1種は耐熱性を示

した。耐熱性プurティナーゼは，エタノール分画沈澱，

Sephadex　G－100クロマトグラフィー，　CM一セル

w一スクロマトグラフィー，DEAE－Sephadexクロマ

トグラフィーおよびCM－Sephadex　クロマトグラフ

ィーを用いて酵素原液の397倍に精製することが出来た。
　　　　15，16）
　水沢らは，放線菌Streptomyces　rect“S　V　2．1　IA．

proteolγttcusより2種のプvaティナーゼA，　Bを分

離し，この両：者がともにpH　10．6～1　O．8に最適pHを

有し，ユ0”2MCa＋＋の存在下で80℃，　IO分で65～

70％の活性を有する耐熱性プwティナーゼであること

を報告した。彼らはその報告の中で，何れも1）F　P，馬鈴

薯のプwテアーゼインヒビター，K雑nO4，　NBS，12，

PCMBの各試薬並びにCu←｝～Zn“FF，　Cd＋←，　H9＋十，

pb＋÷およびAg＋などの重金属イオンで阻害されると述

べている。またCa甘の保護作用は著しく，耐熱性に及

ぼすGa＋÷濃度は10’2　Mの時津も効果的であった。
　　　　　　　　i7）
　WilliamsonらはStreptococcu．s　lαcttsのアル

カリ性プorティナーゼが98℃，60分間の加熱に対し

てなお32％の活性が残存していることを報告した。ま

たDFPはこの酵素に阻害を示さず，　PGMBは非拮抗的

に阻害した。

　その報告の中でDli　Pで阻害を受けないのは恐らく酵

素タンパク質分子の活性部位にSer残基がないからであ

り，PCMBの阻害は活性発現に遊i離のSH基が必要で

あるが，非拮抗的な阻害型式からSH基が活性中心にあ

るのではないと考えた。

　このStreptomPtces　gr　ds　e　ze　s　ATCC　3463の耐

熱性プmティナーゼは最滴pHを1　O．　5にもち，耐熱性に

及ぼすea＋÷の保護作用は10th2Mのとき最も顕著であ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15，16）
り，各試薬の酵素活性に及ぼす影響などの点で，水沢ら

のStreptomツces　rectUS　var．proteolyticusl（

類似している。しかし耐熱性の温度範囲はこれよりやや
　　　　　　　　　　17）
広く，WilliamsonらのStreptococc“s　lαctisiまど

強くはなかった。また遠藤はBu，　c　tllu　s　thermopr　o　’一

teolγttcusの生産：するTkermolysinは80℃，60

分の加熱で50％の活性を有し，EDTAで阻害され，馬

鈴薯のプrmテアーゼインヒビターで阻害されず，最適pH

は7．5～8．5であると報告しているが，このことからも

本酵素は強い耐熱性を有するものと考えられる。動物系

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i9）
の耐熱性プwティナ一二としては近年Berretらがウニ

の胞胚から沸騰水浴中で60分間の加熱に対して98％

の活性を保持し得るという著しく熱に安定なプロティナ

ーゼを分離した。この酵素はDFPで阻害されなかった。

従ってこれら各種の耐熱性プWティナーゼの阻害剤によ

る影響は異っており，活性発現の機構もまた異るものと

考えられる。
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1．　The　purification　of　Streptomyces　griseus　ATCC　3463　alkalineやrOteases　from　the　culture　f童rate

　　was　at£e　mpted　by　the　fractional　precipitation　with　ethanol，　chromatography　on　a　cOlum　of　Sephadex

　　G－100aRd　CM－cellulose。　We　achieved　a　success三n　the　separation　of　all〈aline　proteases，　namely，the

　　thermophilic　prote圭nase，　alkaline　proteinase　　玉　an　d　　嚢．

2。　Asing｝e　thermoph患。　proteo正ytic　enzyme　was　isolated　frorn　the　media　supernatant　wlth　15％

　　yield　and　397－fold　purification　by　means　of　stepwise　alcohol　fractionatlon　with　ethanol，　Sephadex

　G－100，CM－cellulose，　DEAE－ce1Mose　and　CM－Sephadex．

3．　The　purif玉ed　thermophi｝ic　proteinase　had　optlmum　activity　at　pH　10．5　an（i　the三soelectric　pOint

　　at　pH　8。8．　The　enzy　me　had　a　remarlsable　thermostab11嚢y，　and　the　proteolitic　activity　decreased

　　gradually　to　about　70％　for　10盈in厩es　at　90℃．
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