
担子菌Agro　cybe　tuろe・ro・saアミノペプチダーゼについて

大内　毅・平松　昭・児玉　治・田中滋生

Studies　on　Aminopeptidases　from　Agrocybe　tzaberosa

TAKESHI　OUCHI， AKIRA　HIRAMATSU，　OSAMU　KODAMA，　and

　　　SR亙G猛Fu　TANAKA

　　　　　　　　　緒　　　言

　担子菌のプmティナーゼ〔EC　3．唾．4．釧。囎〕の報告は

多く窮弁るが，そのう細心禦菌。ダナシタ媚

（APhyllopdaorales）は高い酸性プロティナーゼを，マ

ツタケ霞（孟8御伽総　）は高い塩基性プvaティナーゼ
を齢氏姓産することを嚇した。友翻～イ。タヶ

（Tvanetes　saStgeci？rea　）の酸性プmテgナー一一　ifを結晶

標品として得，pH　2・3～2：5，55℃で最高の活性をあ

たえ，分子量34，◎0◎，等電点3．　5であると報告した。
　　　　i＞
また小林らはT？・aMetes　osteifo77n　is　の培養ろ液中に

凝血酵素の生産の高いことを見出し，この酵素をDiSC

電気泳動的に均一一な標的として得，pH　2，60℃で最高

の活性をあたえ，分子量35，000であると報告した。し

かしながら懐子菌のペプチダーゼに関する報告は見られ

ない。

　担子菌Agroaybe　tecberosaの類似菌の子実体が漢方
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　玉7）・18）
薬雷丸として使用されることは良く知られている。この

雷丸は古ぐから条虫の駆虫薬として常用され，雷丸の成

分により条虫の頭部がくずれることから，著者らはこの

菌類には強い蛋白分解酵素が産生されているものと考え，

検討を進めた。担子菌Agroewbe　imberosaは菌体内澄

よび菌体外でのカゼイン水解活性はきわめて微弱であっ

たが，菌体内に強いアミノペプチダーゼ（EC　3．4．1．

group）2種が存在することを見出すことが出来た。こ

れら2種の酵素をアミノペプチダーゼ王（APase　Iと

略す1海よび猛（APase獲と略す）とした。そしてア

ミノペプチダーゼ1はし一フェー：一ルアラニルー於よび

＋　本論文内容は日本農芸化学会関東支部大会（1974

年10月宇都宮大学）va　k・いて発表したものである。

L一ロdシルーβ一ナフチルアミドを良く水解し，アミ

ノペプチダーゼ叢はし一アルギニルーk一よびし一リジル

ーβ一ナフチルアミドを良く水解する興味あることを見

出したのでここに報告する。

本研究を発表するに：当pi，菌の培養に七並宣を賜わっ

た日研化学株式会社小山田孝一氏に対し厚く御礼申し上

げる。

　　　　　　　実　　験　　方　　法

　1，菌　　株

　担子菌　Agrocybe　励絆θs営を使用した。

　2．試　　薬

　1］）・EA・E一セノレ・一ス（O・89mEq／9）はBr・wn

Co．，診よびセファデックスG一・IOOはPharmacia
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　轍Fine　Chemical　Co・より購入した。　H－Leu一β一NA，

H：一V　al　一β　一NA，H－G　ly一β一NA　k・よびH－Lys一

β一NA　は財団法入幕M質研究奨励会，　H－Ala一β一NA

k・よびH－M就一β一NAはSigma　Chemical　Co．な

らびにH－Phe一β一NA，　H－Arg一β一NAおしよびBz－

Arg一β一NAは　Schwarz／Mann　Company　より

購入した。H－Leu－Gly－O｝1｛於よびH一一：しen－Gly　・一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　19　）
’Gly℃Rは当研究室でSheehanとHessの方法で合

成した。

N　工業技術院微生物工業技術研究所に申請書受理番号

第30◎8号として寄託した。

一）e÷×一　H－Leti，　leucyl；K－Val一，　valyl；H－Gly一，

glycyl；H－Lys一，　lysyl；H－A1a一，　alanyl；H－

Met一，　methionyl；H－Phe一，　phenylalanyl；H－

Arg一，　arginyl；Bz一，　benzoyl，　B－NA，　，8－

naphthylamideの略
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　5．菌の培養法

　酵母エキス0．2％，グルコース2％および炭酸カルシ

ウムO．1％を含む培地をpH7．0に調整し，この培地100

認を500雇坂ロコルペンに入れ，滅菌したのち，菌の

胞子または菌糸を接種し，27℃に保って2週間振撮培

養した。培養後，ろ別して菌体を得た。

　4．酵素活性の測定法

　a）アミノ酸ナフチルアミドを基質とした場合
松畿の方法を．．緻Rした児婁の方法で，麟作

用により生じたβ一ナフチルアミンをp一ジメチルアミ

ノ硅皮アルデヒドと反応させ比色定量した。すなわち

消化試験管に6mMの各種L一アミノ酸βナフチルア

ミド溶液（特に記した場合を除き，アミノペプチダーゼ

王の基質としてH－Leu一β一NA，アミノペプチダーゼ丑

の基質としてH－Lys一β一NAを使用した）40　PtLを

とり，e．1M　Tris－H：Ci緩衝液，　pHZO，160μZを

加え，37℃e（　S迫間放置後，酵素液40μ・を加えて反

応させた。一定時間後（10分間），反応酪素より50Fbe

をとり，あらかじめ試験管内に0．2NRC1溶液5◎μZを入

れておき，これに加えて反応を停止させた後，α1％P一

ジメチルアミノ桂皮アルデヒド・エタノール溶液SOOPbe

を加えて，15分後に535nmに診ける吸光度を島津分

光光電光度計QR・一so’1「1により比色測定した。酵素液1

磁が1分間に1μmoleのβ一ナフチルアミンを生成す

る酵素活性を1単位とした。

　b）ロイシルペプチドを基質とした場合

　H一：しeu－Gly－OHk・よびH：一Leu－Gly－Gly　一〇H：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　22　〉
を基質としてMethesonとTattrieの方法を改良した

方法で測定した。すなわち消化試験後，消化砂煙をペー

パークロマFグラフィーまたはペーパー電気泳動法に：よ

り基質と遊離アミノ酸を分離し，遊離したロイシンを
　　　27　）

Morrlsのニンヒドリン・カドミウム法を一部改良した
2．8）

方法で測定した。

　5．酵素蛋白質の測定法
　　　　　23　）
　Lowry法によって測定した。標準物質として結晶牛

血清アルブミン（2回結晶，Sigma　Chemical　Co．）

を使締した。

　6．　　亙）isc電気湧く動

　　　24＞
　Davisの方法に従ってs　7，5％アクリルアミドゲル澄

よびO．IM　Tris　ew酸塩緩衝液（pH：＆3）を使用して行

なった。な診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％溶液（w／v）と＝，た試料50μ

を分離ゲルの上に乗せ，チューブ（5×70　mra）1本当り2

mAの定電流で1．25時間泳動した。泳動後1本は常法

に従ってCoomassie　BrilliaRt　Blue　R－250（半

井化学K．K．）で染色し，他方のユ本は25襯の長さに

カミソリを用いて切り，個々のゲル切片をそれぞれ別々

の試験管に入れ，O・　1　Mリン酸塩緩衝液（pH　7．0）1紹

を加え，ホモジネートとし，3時間酵素を抽出し，この

抽出液の酵素活性を測定した。

　7．等電点分画法

　AmpholineはpH範囲3～10（40％水溶液）の製品
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25）
をL．K。B社より購入し，　V　esterbergとSvenssen　の

方法に従って等電点分画を行なった。

　8．ゲルろ過法による分子量の測定
　　　　26）
　Andrewsの方法に従って測定した。標準蛋白質2mg

を1　meのO．15　MNaCIを含む0．1　Mリン酸塩緩衝液（pH

zo）に溶解し，同緩衝液で平衡化したセファデックス

G－100のカラム（0．9×45（cm）にかけ3。7認／時の流

速で，2認つつ溶出液を採取した。標準蛋白質として牛

血清アルブミン（分子量M＝68，000，Sigma　Che－

m　icai　Co。2回結晶），卵アルブミン（M　・・45，◎00

N．B・Co．2回結晶）診よび馬心筋チトクロームC（M

＝12，400，N．B．Co．）を使直した。

　　　　　　　実験結果および考察

　礒．アミノペプチタLゼ1および∬の相互分離と精製

　担子菌の当体1，400gを数回にわけ，電動式ホモゲナ

イザー（日本精機製作所製　HC型）に入れ，これに

O．01Mリン酸塩緩衝液，　pH　7．0を菌体重と同重量加え，

4℃，3，000回転／分で2分間磨無した。　この磨島物

を4℃に2時間放置後，8，000×g，10分間で冷却遠

心分離し，その上清を集め，粗酵素液とした。

　この粗酵素液をあちかじめO．・O1　Mリン酸塩緩衝液，

pH　7．eで平衡化したDEAE一セルm一スヵラム（3×30

cm）に吸着させた。吸着したアミノペプチダーゼは0．2

MNaC夏を含むO．0　IM｝］ン酸塩緩衝液，　pH　7．◎で95　me

／時の流速で溶出し，溶鐵液を20認つつに分画した。

アミノペプチダーゼ活性を含む溶出区分378mlを集め
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大内・・平松e児玉・田中　拍子菌　Agフ’ocybe’酌ωη灘　アミノペプチダーゼについて

これをDEAE一セノγロースクロマトグラフィー溶出液と

した。

　上記溶出液に硫安を80％飽和になるように加え，酵素蛋

質を沈澱させた。約1時間冷室（4℃）に放置した後，

生じた沈澱を冷却遠心分離（8000×g，10分）した。

沈澱した酵素はO．01Mリン酸塩緩衝液，　pH7．0，5　meに

溶解し，これを硫安分画酵素液とした。

　上記酵素液をあらかじめO．15M食塩を含む0．OlMリ

ン酸塩緩衝液，PH　7．oで．平衡化したセファデックスG－

100カラム（2・0×100　r？n）に重層し，同上緩衝液19

n¢／時の流速で展囎溶出した。溶出液は2．5溺つつに分

画した。分画液の蛋趨質量，H－L　eu一β　一N　A水解活性

於よび猛一Lys一β一NA水解活性を測定した結果を第1麟

に示した。この結果アミノペプチダーゼ互（B：一Lys一β一

NA水解酵素）がはじめに溶出し，ついでアミノペプチ

ダーゼ1（R－Leu－fi　一NA水解酵素）が溶出した。

（
遣
≧
§
｝

95◎

卜
卜
轍
〉
一
ト
⇔
《

o

Table　1．　1’urification　of　the　Aminopeptidase　1　and

〆噸、

垂㌦
si　x

l
l　AP　a　se　ll

i
i

eoo

APase　1

EしUTI◎N

翼

穫

穫へ

（軸

ﾃ
＼
望
り
　
蔓
ω
ト
◎
に
色

2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

　　　　　　賑．瓢

　　　　　　　　　　　o

lsc　200V◎しり梱ε　｛mll

Fig．1．　Chromatography　of　the　aminopeptidase　I

　　　　and　II　on　a　co｝umn　of　Sephadex　G－100．

　Enzyme　solution　fractionated　chromatography　on

a　colum　of　DF．AE－cellulose　w・as　placed　on　the

top　of　a　columR（2．0×100　cm）ef　Sephadex　G－100

which　had　been　equilibrated　with　e．OliVl　phosphate

btiffer，　pH7．0，　containing　O．15M　NaCl．　Enzyn）e　was

eluted　with　the　same　buffer．　The　flow　rate　was

19　m｝　per　hr　and　fractlo｝is　of　2．5　m　l　were　col｝ec－

ted．　’”×’”，　concentration　of　protein；　一〇一，　H－

Leu一　v（？　一NA　splittii］g　activity；　一　tw　一，　H－LysrmB

－NA　splittiBg　activity．

　　　　　II　frOm　メlgフη6y∂ρktbeノηSα

Aminopeptidase　1 Aininopeptidase　II

Fraction Total　Total
proteln　　act呈v呈ty

（mg）　（units）

SPgCifiC　Recovery
actlVl宅y
（ullit．／mg）　（％）

Total　Total
protein　activity

（mg）　（uBits）

SPe．Ci DfDiC　Recover）．y’

actlvlty

（囲げm9）（％）

Crude　enzyme
solutioll

DEAE－Ce｝lulose
chromatography

（N　H　4）　2SO4

fractionation

Sephadex　G－100
chromatography

Sephadex　G－100
chrom　atography

299

49

18

4．　5

L7

76

70

34

17

8

e．3

L4

1．9

3．　8

13．4

100

92

45

23

11

3．　8

1．2

6．　3

5．　8

3．e

1．　5

O．　7

o．e　2

O．1　2

O．1　6

O．36

O．63

IOO

92

47

23

11

　One　tmit　of　the　aminopeptidase　activity　was　definecl　as　the　amount　of　enzyme　that

the　solLition　hydrolysate　f｝’oin　substrate　corresponding　to　one　，Lt　m　ole　of　3－iRaphthylamine

per　min　per　ml　of　enzyme　solutioR．　Specific　activity　was　experssed　in　tmits　per　mg　of

protein　of　tlae　enzyme　soluti’on．
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　これら両酵素は各々別個に次の操作により精製酵素液

を調製した。

　懐づダイアフィルター（G－10T，B。E．Co＞を用い

て2～3認に濃縮し，前記と同様にして各々の酵素をセ

プアデックスG一・　1◎0を用いて再クロマトグラフィーを

行なった。かくして得られた溶出液を精製酵素液として

以下の実験に使用した。アミノペプチダーゼ1診よびff

の精製過程の一覧を要約して第1表に示した。アミノペ

プチダーゼ王は収率11％で約45倍にPtアミノペプチダ

ーゼ1】［は収率11％『て豹32倍シヒニ鴉季攣蔓された。

　2．アミノペプチダーゼ1および鷺の均一性

　アミノペプチダーゼ1はDise電気泳動法澄よび等電

点分画法で，アミノペプチダーゼ登はDiSC電気泳動法

でそれぞれ均一性を調べた。これらの結果を第2図，第

3図k・よびeg　4図に示した。アミノペプチダーゼ1は易

動距離1．8～2◎伽に蛋白質の染色バンドとH－Le疑一β一

NA水解活性とがよく一一致、した（第2図参照）。また，

等電点分画法に塞いてもH－Le靴β一NA水解活性は1

バンドのみであった（第3図参照）。蛋白質量は僅少で
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Fig．3．　lsoelectic　focusing　patterns　of　the　purified

　　　　aminopeptibase　1．

　Isoelectic　focttsing　patterits　vvrere　obta’ined　by

tke　m　ethod　of　Vesterberg　aRd　Sven．seen　（25），

using　the　pH　range　from　3　to　le．　68．0　，Eeg　of　the

enzyme　was　applied　・altd　electrophoresis　w　as　carri－

ed　out　at　30e　V　for　18　hr．　e・’…，　pH；一〇一，　｝i－

Leu一　ff　一NA　splittig　activity．

ii’，1’・llltlil，ttlt’，，一311／，｝・，・・1・’1／：．t’一，1・，，・s／，．｝？’，1’／．／’1，’al｝1，，l
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Fig．2．　Electrophoresis　of　the　purified　aminopepti－

　　　　dase　1　on　acrylam　ide　gel．

　Electropheretic　pattern　w　as　obtaiBed　by　the

ra　ethod　Davis　（24）　using　7．5　percent　acrylamide

gel　at　pH8．6．　136　pag　of　the　enzyme　was　applied

on　the　top　ef　the　geL　一〇一，　H－Leu－ie－NA

splitting　actlvity．

Fig．4．　Electrophoresis　of　the　purified　am　inopepti－

　　　　dase　II　on　acrylamild　gel．

　The　conditions　of　run　were　the　same　as　those

illustrated　in　Fig．2．　80　，eeg　of　the　enzyme　was

applied　on　the　top　of　the　geL　一〇一，　H－Lys－

B－NA　splitting　activity．
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大内。平松・児玉・田中：拍子菌　Agrocybe　tubexosa　アミノペブチB’・一門について

あったため，280Rm　の吸光測定が出来なかった。ま

たアミノペプチダーゼ1の等電点は4．7付近にあると推

定した。これらの結果からアミノペプチダーゼ1はほぼ

均一であると思われる。

　アミノペプチダーゼ豆は凹凸距離2、　0～2．2　5　cmに蛋白

質の染色バンドとH：一Lys一β一NA水解活性とがよく一

致した。しかし17～19απに濃い染色バンドと15翻付

近にわずかな染色バンドが認められた。これらの結果か

らアミノペプチダーゼ護は不純蛋白質を若干含むものと

考えられる。

　5，アミノペプチダ～ゼ1およびEの分子量
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26　）
　アミノペプチダーゼ王論よび璽をAndrewsの方法に

従って分子量を測定し第5図に示した。この結果アミノ

ペプチダーゼ1の分子量は58，000で，アミノペプチダ
ー瑚の分撮は，2s。。。であった．友㎡爵姻認

が報告した担子菌の酸性プロティナーゼの分子量が約

35、000であるのと比較して，これら両酵素の分子量は

かなり大きい。

　4．最：適pH

　アミノペプチダーゼ1診よび頚にそれぞれの基質を使

用し，酵素作用の最適pHを検討して第6図に示した。

両酵素共に最：適p｝｛は7。◎であって，pH　5冷よび　9に

論いてその作用が10～20％となり，pH：作用範囲がか

なり狭いことを示した。
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Fig．5．　Estimation　of　iinolecular　wight　of　the

　　　　purified　am　inopeptidase　1　and　II　with

　　　Sephadex　G－10e　gei　filtration．

　The　column〈O．9×45cm）　of　Sephadex　G－100
“’as　equi｝ibrated　wit｝“）　O．1　M　phosphate　1）uffer，

pH　7．0，　containiRg　O．15　IL）v’1　NaCi．　．A．　serum

albumin：　B，　ovalbumin：C，　cvtochrome　c
〈horse｝．

K

3456799　IO　II　　　　　　　　pH

Fig．6．　Effect　of　pH　on　the　activity　of　the　puri－

　　　　fied　aminopeptidase　1　and　II．

　The　reaction　m　ixt　ure　contained　40　pa1　ef　the

enzyme　solution　（1．7ptg　for　APase　1　and　6．0　，tLg

for　APase　II），　40　pt　of　substrate　solution　and

16e　pt1　of　buffer　solution　at　various　pH’s．

Buffers　used　were　O．1　M　acetate　buffer　for　pH

4．5　to　6．e，O．1　M　phosphate　buffer　for　pH　6．O

to　8．e，　and　O．1　M　Tris－HCI　buffer　for　pH　7．5

to　9．0．　一〇一，　1－1－Leu－ff－NA　splitting　activi－

ty，　一・・tw’”，　H－Lys－B－NA　splitting　activity．

　5．簸適温度

最適pH　7．0でアミノペプチダーゼエk・よび豆のそれぞ

れの基質に対する最適温度を検討し第7図に示した。両

酵素共に最適温度は37℃で，温度の上昇と共に酵素活性

は低下し，60℃で酵素活性を失った。　アミノペプチダ

ーゼ1は酵素活性を示す温度範囲がきわめて狭く，30℃

でわずかに10％で，25℃では酵素活性を示さなかった。

アミノペプチダーゼは一般の酵素を比較して作用pH

細よひ温度範囲がきわめて狭いことは興味深い。アミノ
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ペプチダーゼ狂は比較的温度範囲がやや広く30℃で

85％，20℃で70％の酵素活性を示した。
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Fig．7．　Effect　of　temperature　on　the　activity　of

　　　　the　purified　aminopeptidase　1　and　II．

　The　reaction　m　ixture　contained　40　pal　of　en－

zyme　soltition　（1．7＃g　for　APase　1　and　6．0　pag

for　APase　II），　4e　fLl　of　substrate　solutieR　and

160　psl　of　O．1　M　phosphate　buffer，　p｝1　7．0．　The

assav　solution　was　incubated　at　varieus　tem－

peratures　for　le　rn　iix　一〇一，　H－Leu－3－NA

splitting　activity；i・・tw…，　E［一Lys－3－NA　splitt－

ing　activity．

　6．　pH安定性

　酵素液をO．1NH：Clteよび0．1NNaOH：を用いて所定

のpB：に調整し，4℃で20時間放置した後，　pfl　7．0に

戻してこれら処理酵素の残存酵素活性を測定して，アミ

ノペプチダーゼ1およびHの各pH安定性を調べ第8図

に示した。この結果両酵素は共にpH7から9付近で安

定であるが，この範囲を越えると急速に酵素活性を失な

った。

　ス　熱安定性

　酵素液をpH7．eで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残存酵素活性

を測定し，アミノペプチダーゼエおよびffの温度に対す

る安定性を調べ第9図に示した。この結果両酵素は共に35

℃までは安定であるが，アミノペプチダーゼ1は温度の

上昇と共に急速に失活し，50℃で完全に酵素活性を失

3　ag　56789　iO　l　l
　　　　　　　　欝H

Fi’〟D8．　pH　stability　of”the　puyified　aminopepti－

　　　　dase　1　and　II．

　The　enzyme　was　preincubated　with　the　buffer
at　the　indicated　p｝’1’s　for　20　hr　at　4e　C，　in　a

total　volume　ef　1．0　m　l．　The　enzymes　were　used

42　ptg　for　APase　1　and　150　ILg　for　APase　II．

一〇一，｝トLeu一β一NA　sp1蒲㎎activity；一・⑱陰’，
H　一一　Lys一　！ff’　一NTA　splitting　activity．
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Fig9．　Thermal　stability　of　the　purified　amiBo－

　　　　peptidase　1　and　II．

　The　eikzym　es　werQ　heated　as　’indicated　teiir｝一

perature　for　10　min　in　40　ptl　of　O．IM　plaosphate

buffer，　pH　7．0，　and　the　immediately　cooled　at

eO　C．　The　enzym　es　were　1．7pag　for　APase　I

and　6．0，ttg　for　APase　II．　nv　O　nv，　H－Leu－3－

NA　splitting　…tw・”，　H－Lys－ff’一NA　sp｝ittiRg

actlvlty．
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大内・平松・児玉。田中　拍子菌Agπ）cybe　tube7’ose　アミノペプチダーゼについて

った。アミノペプチダーゼHは温度の上昇と共に徐々に

失活し，SO℃で22％の残存酵素活性を示し，70℃で

完全に失活した。

　8．各種金属イオンの影饗

　　　　　　　　　　　一3　各種金属イオン（10　　　　　　　　　　　　M）のアミノペプチダーゼ王澄

よび丑に診よぼす影響をそれぞれの基質でpB：7・0，37℃

に聡いて測定し第2表に示した。アミノペプチダ一掃エ

はAg＋で阻害を受げ，アミノペプチダーゼ互はZぜ＋で

強囎害を受け，ついで。｛操・よびF計で阻害を受け

た。

　9．各種試薬の影響

　各種試薬の両酵素活性に対する影響をそれぞれの基質

を用いてpH：7・・0，37℃で測定し第3表に示した。この

　　　　　　　　　　　　　　　　　　今←1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　今←2結果，アミノペプチダーゼ王はT’PCK：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　齢よびSDS

に強く阻害された。アミノペプチダーゼ亘は。－phenan一

　　　　　　　　　　　　甚3throline　，　T　PCK，　PMS　F　　　　　　　　　　　　　　訟よびSDSに：よって強く

阻害された。

Table　III．　Effect　of　Various　Chemicals

　　　　　　on　the　Activity　of　the　Puri－

　　　　　　fied　Aminopeptidase　1　and

　　　　　　王1

Chem　icals
Residual　activity

Table　II．　Effect　of　Metal　lons　on　the

　　　　　　Activity　ef　the　Purified

　　　　　　Aminopeptidase　1　and　II．

APase　1 APase　II

none　I　O　O
Monoiodoacetic　acid　74
N－Ethylmaleimide（NEM）　10e

A4etal　ions

Residual　activity

APase　1 APase　II

れOne

MgC12
Cac　C　l　2

MnC12
FeC12

FeC13

CoC12

N　iC12

CuC12

ZnC12

AgNO3
CoC12

100

112
88

119

　85

109

　95

　72

　71

　87

　44

　96

100

　62

　93

　98

　46

114
　87

　78

　27

　8

　97

L一　Cysteine

Dithiothreitol（DTT）

Ethy五ene　diam呈ne
tetraacetate（EDTA）

o　一　Phenanthroline

N　一　Tosyl一　L－phenylanine

chloromethylketone
（TPCK）

N－Tosyl－L’lysine
chloromethylketone
（T　LC　K）

PheBylm　etylsulfonyl－
fluoride（PMSF）

Sodium　dodecyl　sulfate
（SDS）

107

100

　86

84

19

100

87

7

100

　69

　96

100

100

67

e

17

94

e

14

　’rhe　enzyna　es（1．7　／Lg　for　A　Pase　1　aBd　6．0

，tLg　for　APase　II）　were　treated　with　indicated
metal　ions　at　concentrations　of　1×loww3M（pH

7．e）　for　IO　rnin　at　room　temperature，　in　a

total　volui’rie　of　40　ftl．

一）（一iTPCK，　N　ww　Tosyl一　L－phenylalanine　chloro－

　methylketone；“e2SDS，　Sodium　dodecylsul－

　fate；　一x－3PMSF，　phenylmethylsulfonylfluoride

　の略

　The　enzymes　（1．7，ctg　for　APase　1　and　6．0　KLg

for　APase　II）　were　treated　vvT　ith　tke　indicated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3chem　icals　at　cancentrations　of　1　X　IO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　（pH　7．0）

for　10　min　at　room　temperature，　in　a　total

volume　of　40　，Lte．

　相．墓質特異性

　各種基質に：対するアミノペプチダーゼ1詮よび∬の基

質特異性をpH　7．0，37℃で測定し第4表に示した。この

結果，アミノペプチダーゼ1はB：一Phe一β一NAを良く

水解し，H－Leu諺一NAの約2倍の活性を有し，つい

でH－Met一β一NAを水解し，　H－Ala一β一NAをわずか

に水解したが，H－Val　一fi　一NA，　H－G　ly　一fi　一NA，　H一

一9　9一
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しys一β一NA，　H－Arg一β一翼Aお・よびBz－Arg一β一

NAは水解しなかった。またロイシルペプチドに対して

H－Leu一β一NAに比較して，　H－Leu一一G　ly－G　ly－OH

は20％，H－Leu－Gly－OHはわずか3％水解した。

　アミノペプチダーゼ亘は基質特異性の巾が広く，実験

に使用した合成基質のなかでBz－Arg一β一NAを除く

すべてのし　一・アミノ酸一β一ナフチルアミドに：酵素活性を示した◎

特にH－Arg一β一NA知よびH一：Lys一β一NAに強い酵素活性

を示したことは興味深い。またH：一Met一β一NA澄よび登Ala一

β一NAに強い酵素活性が見られ，これらについでH－Leu一

β一NA　H－Phe一β　一NA，　H－G　ly　一β一一NAおよびH－

Val一β一NAを水解した。な論H－LeU一β一NAを基質

とした場合，アミノペプチダーゼ1於よび豆の比活性を

比較するとアミノペプチダーゼ1が13．4unit／㎏　of

proteinに対し，アミノペプチダーゼ豆が0・37　un1レ勾

of　proteinで，約2．7％の酵素活性であった。

　H－Leu一β一NAを水解するアミノペプチダーゼは生
　　　　　　　　　　　　　　　　　　30）　．31）e32）　　　　　　　　　　　　　　　29）
物界に広く分布し，哺乳動物の脳，腸粘膜，賢臓，

Table　ps．　Action　of　the　Purified

　　　　　　Aminopeptidase　1　and
　　　　　　王I　o1｝　Vario鷲s　Sy簸もhe－

　　　　　　tic　Peptides

Relative　activity

前年総）嚇よび血線見られ，勲大菱境剥
Aspergillass　k9）　Baec’llus　3ee，　streptomyces　3ki38）

　　　　　　　　　4Q）
　　　　　　　　　　　等植物界澄よび微生物界に存在；｝5・よび／1eromonas属

することが知られている。これらのうち哺乳動物賢臓の

ロイシンアミノペプチダーゼは詳細に研究されている。
なかんづくH＿とH、ii、、轟、，3。G倍備製し，

至適pH9．0～9．・5でM珪＋イオンで安定化し，　EDTAで血

斑，M轟オンで活托し，藪M。li竃窮は感量

255，000で4個のサヅユニットからなると報告した。
N。k。g。w。とT、。識蒲財〃アミ．ペプチダ＿

Substrate

APase　1 APase’　II

H－Phe－R　一NA

Hha　L　eg　一fl　一NA

H－Va　l－B－NA

H－A　la－3　一NA

H－Gly－B－NA

H’Met　一B　一NA

H－Lys－fi　一NA

｝1－Arg　Hff　一NA

Bz’Arg－B　一NA

H－Leu－Gly　一〇H

H－Leu－Gly－Gly－OH

198
1　OO

　o

　6

　0
　83

　0

　0

　0

n
δ
0

　
2

　54

　59

13

100
22

12　8

100

152

　0

ゼが至適　pH　7．2～7．5，至適温ES　45℃でEDTAで失活

したと報告した。眼水晶体ロイシンアミノペプチダーゼ

id・H。。，謡に、姪適，H…．，，至適嚴、。℃で

　　　　　　　　　　　　　　　　　35　）
EDTAで失活し，　RettannとHansonにより1分子当

り5～7・5個の亜鉛を含むことが報告された。

　　　　　　　　　　　　　36）
　さらにB2厩1伽s　sasbtilis　，　Streptom　yces　8疹
　37）　　　　　　　　　　　　　　　　　38）
seZt5診よびStreptomycθS　sioyansis“の生産するロイ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　42）　　　　　　　　　　　　　　　　4i　）
シンアミノペプチダーゼならひに大麦およひ緑豆のロイ

シンアミノペプチダーゼはすべてEDTAで強く阻害さ

れる。上記のmdシンアミノペプチダーゼの多くはH－

Leu一ペプチド，　H－Leu－NR2，月一Leu一β一NA等｛（

高い基質特異性を有し，N一末端のH－Leuに代りにH一
　　　　　　　藁　　　　　　　弊
Gly、　H　一His一一，　H　一　Glu一などのペプチド類1（も作用

した。担子菌アミノペプチダービ1はH－Phe一日よび

H－Leu一β一NAをよく水解するが，EDTAで強く阻害

されない点で異なる。

　H－Arg一β一NAお・よひH－L　ys　一β一NAを水解するア

ミノペプチ跨鰯ラ・ト a8ヒト購軟見出され・
ラット肝臓の酵素la　Makinenらにより約1．000倍に精

製され，EDTAで強く阻害され，シスチン，　DT壷
　　　　44　〉
より活性化されると報告した。担子菌アミノペプチB’　一

際∬はH－Arg一診よびH－Lys一β一NAをよく水解する

が，肝臓アミノペプチダーゼに比較して基質特異性の巾

が広い。

　Enzymes　were　used　1．7　pag　for　A　Pase　I

and　6．e　sLg　f　or　APase　II．　Conceiitration

　　　　　　　　　　　　－3　　　　　　　　　　　　　M　in　the　digestionof　substrate　was　1×10

mixtures．
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s囎醗m鎧y

L　　Aminopeptidase　i　and　II［EC　3．4。至group］　were　isolated　f塗。醗　由e　homogena毛e　of／lgrocybe　tuberosα

by　the　chroτna£ography　o簸　a　colum簸　of　DEAE－cellulose　a鍛d　gel　filtratioR　o鍛　Sephadex　G－100．　The

P魏r爺e（l　ami賛opeptl（iase　夏　was　homoge鍛eous　by　disc　eleαrophoresls　and　pur爺ed　abo臓　45　f（）1d．

The　pil盛fied　am｛無opep芝idase　II　was　nearly　homoge嚢eous　by　disc　electrophoresls　and　pur諭ed　about　32藪）ld．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む2．　　The　　　purl薮ed　　am　inopepti（至ase　　I　had　　optimum　　ac重ivlty　　at　pH　　7．O　　o難　　37　C　　and　　exhlbited　　a　　hlgh

activil：y　against　H－Phe一β一NA　a難d　R－Leu一β一　NA．　The　molecular　welght　and　isoelectr｛c　pol飢　　of

山e　enzyme　were　estimated　毛。　be　about　58，000　and　pH　4．7，　respectively

3，　　The　pur澁ed　aminope茎）ti（圭ase　II　ha（童　optimum　　activity　at　p｝｛　7。O　on　37　C　　　and　　exhibited　　a　　high

actlvity　against　H－Arg一β一NA，　｝｛一Lys一β一NA，　｝｛一Meトβ一NA，　and　H　一　Ala一β一NA．　The　molecular

weight　of施e　enzyme　was　estimated　毛。　be　about　72，000．
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