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1．　緒 言

　食品中のタンパク質が体内において消化・吸収される

場合タンパク質分解酵素類の関連は極めて深く，特に小

腸粘膜に細いてタンパク質の分解産物であるペプチド類

の水解に当りアミノペプチダーゼは重要な役割をはたし

ている拷えられる1）2）

　小腸粘膜のペプチダーゼは主にBrush　border膜に結

合している場合と細胞質の可溶性区分に存在する場合の

2通りの場合があり，Brush　border膜に結合している

ペプチダーゼと可溶性のペプチダーゼとは異なる性質を

有すると雛さ奴いる勘曳噸融蘇嗣溶性酵

素よリトリペプチドを良く水解するが，逆に可溶性酵素

が膜結合酵素よリジペプチドを良く水解することが知ら
　　　　6）
れている。可溶性酵素と膜結合酵素が小腸粘膜において

それぞれの機能を有するとすれば，可溶性酵素と膜結合

酵素をそれぞれ分離してその性質を比較検討することは

重要な課題と考えられる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）
　豚小腸粘膜の可溶性ジペプチダーゼの精製はNo艶nら

により報告されている。本酵素はロイシルーβ一ナフチ

ルアミド鉛よびロイシルーP一ニトロアニリドを水解せ
ずアリルアミダ魂活農示翫かった．＿方M。，。。X

9
）

らは豚小腸のBrush　border膜に結合しているアミノ

ペプチダーゼの可溶化と精製について報告している。本

酵素の分子量は約280，000であり，ジペプチダーゼ活

性，トリペプチダーゼ活性k一よびアリルアミダーゼ活性

のいずれも確認された。Kim　sioho：ラット小腸のBrush

border膜結合ペプチダーゼの可溶化と精製を行い，等

電点が異lk　b分子量の等しい2種のペプチダーゼの存在

を明らかにした。

　今回署者らは豚小腸粘膜の抽出液の可溶性区分に2種

のアリルアミダーゼが存在することを見い出し若干の性

質を明らかにした。また105，000×g沈殿区分の膜結合

のアリルアミダーゼと比較した結果について屯報告する。

＊　福島県立会津短期大学

2．　実験方法

（A）試料

　屠殺直後の豚小腸粘膜を用いたQ

　㊤）酵素液の調製

　需の未端部より約50・cmの部分をとり切り開いて内容

物を除去した後，内壁を氷冷水を用いて軽く洗いガラス

板を用いて粘膜をはぎとりビーカーに集めてこれに3倍

量の冷1／15Mリン酸緩衝液（pH：7．　0）を加えガラス棒

を用いて撹伴しながら1時間抽出を行V・　，抽出後3枚重

ねのガーゼで濾過し濾液を酵素液として以後の実験に供

した。
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¢）ゲル濾過法による分子量の推定

　A記rews％）方法に従って行った。すなわち各種標準

タンパクersmgを2m9のソ15藁リン酸緩衝液（pH7．0）に

溶解し，同緩衝蔽で緩衝化したSephadexG－200のカラ

ム（2×5e・cm）にかけ，14膨／hrの流速で溶出し，

ag認ずつ採取した。標準タンパク質としては，ウレアーゼ

（分子：量：480，000，ナタマメ，長瀬産業），カタラ

ーゼ（分子量；24　O，000，牛肝臓，Sigma社）およ

びヘモグロビン（分子量：64，000，牛血液，Sigma

樹を用欧。ウレア＿砺性はV。。、1，k。12）の方法，

カタラーゼ活性はBeer悉3あ方法によb測定し，溶出位

置を求め，ヘモグmビンの溶出位置は，410nmの吸

光度より求めた。

　①）酵素活姓の測定

L（Dアミノ二一β一ナフチルアミドを基質にした場合：

松谷ら％方法敏良し観玉ら％方法縦つた。

　　　　　　　　　　　　ゑ
すなわち試験管に6×10Mのmイシルーβ一ナフチル

アミド溶液α1認嘉よび茎／15Mリン酸緩衝液（pfl　ZO）

鰹紹を加え40℃5分間プレインキ。、べ一一　Fした後，基

質緩衝液に酵素液0．1認を加え酵素反応を開始し一定時

間後，反応混液よりα2認をO．2　NHC　1溶’tw　O．2meを含

む試験管にとり反応を停止させe．05％PU　一ジメチルアミ

ノ桂皮アルデヒド・エタノール溶液2．S　meを加え15分

問室温で放置後540nmで比色定量した。

（il）アミノ二一雪一ニトロアニリドを基質にした場合：

　　　　　　　　　な
　試験管va　6×1◎Mのアミノ酸一PU　一ニトuアニリド

溶液α4認診よび1／IS　Mリン酸緩衝液（pH7。◎）L6認

を加え4◎℃5分聞プレインキ。、ペートした後，基質緩

衝液に酵素液腿認を加え酵素反応を開始し一定時間後，

三三mに訟けるpu　一ニトロアニリンのモル吸光係数を
、、、。虻㎝…腕して反応謙の、。，、融の吸光度

を比色定量した。

　酵素液1認当り1分間に1μmoleのβ一ナフチルアミ

ンまたは鐙一ユトロアニリンを遊離する酵素量を1単位

とした。

㊥）タンパク濃度の測定
牛麟アルブミンを騨擁として，L。w、ry法％

Buffer－extract

　　　3，000Xg，　10min

Peliet　i　Pk

？ellet　：　P2

S　upematant　：　SX

　　1C，OeOXg，　IOmin　（twice）

Supematant　：　S2

rrnya　　　　　　　　　lg5，000Xg，　60min

Pellet　：　P3 Supematant：S3
　　Ammonium　sulfat．e

　　fractionation
　　　　（60－seo／．）

　　Gel　filtration

　　　　（Sephadex　G－2eO＞

S3Al

　
s

S3　B

Fig．　1．　Flow　Diagram　for　the　Fraction　of

　Buffer－extract　of　，Hog　Small　lntestinal　Mu－

　cosa．

　豚小腸粘膜の抽出液をFig。1に従って分画した。すな

わち抽出液を3，◎0◎×g，10分間遠心分離し沈殿区分を

分画P1とし上澄区分を分画Slとした◎分画Slをさら

にkO，00◎Xg，1e二間遠心分離し得られた沈殿物を

！／15Mリン酸緩衝液（pH7．0）に懸濁後再び1Q，000×

g，10分間遠心を行い沈殿区分を分画P2，2回の

10，000×gの遠心分離で生じた上澄液を合わせた区分

を分画S2とした。分画S2をさらに10　S，000Xg，60

分間遠心分離を行い沈殿区分を分画P3とし，上澄区分

を分画S3とした。

”X’”able　X．　Activities　tovt；ards　Len－fi－naphthyiarnide

　in　Fractions　derived　from　the　Btiffer－extract

　of　a　H　og　Small　lntestinal　Mucosa

Fract三〇n A　cti　vity

等
五
1
2
2
3
3

S
P
函
S
D
ム
S
P

78
22
81
19
56
44

より測定した◎

5。実験結果と考察

一128一

　The　separation　of　the　fractions　is　iilust“

rated　in　Fig．1．　Table　1　indicates　ithe　dist－

ribution　of　percei｝t　activity　for　Leu－P－na－

phthylamide　between　pellet　and　supernatant

3fter　each　centrifugation．
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　Table　lに3，00◎×9，10，0◎0×9訟よび1◎5，000

×gの遠心に噴けるそれぞれの沈殿区分訟よび上澄区分

のアリルアミダーゼ活性の分：布を示した。この結果

3，000×gおよび10，000×gの遠心分離に診いては上

澄区分にアリルアミダーゼ活性が強く認められ，105，000

×gの遠心では沈殿区分（分画P3）澄よび上澄区分（分

画S3）のいずれにもほぼ等しいアリルアミダーゼ活性

が認められた。

　分画S3をさらに0－40％，40－60％および6　O””’

80％飽和の硫安分画を行い総活性35xよび比活性のいず

れも高い60－80％飽和の硫安沈殿区分を茎／15Mリン

酸緩衝液（pH7．0）に対して一昼夜透析を行いさらに

「Sephadex　G－200によるゲル濾過を行った。その結果

をFig．2に：示した。活性のピークが2つ認められ溶出
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順序に従いそれぞれの分画を，分画S3A海よび分画S3

Bとした。分画S3Aはカラムの排除容量（Void　Volume）

に溶出し分画S3Bの溶出：量は113meであり，分画S3B

の分子量はAndrewsの方法より求めた結果，約13万と

推定された（Fig．3）。
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Fig．2．　Gel　Filtation　of　Arylamidases　of　Frac－

　tion　S3　on　Sehadex　G－20Q
　A　ce｝urnn　of　Sephadex　G－200　（2×50cm）　was－

　equilibrated　w　ith　1／15M　phosphate　buffer

　（pH7．0）．　Elution　was　performed　with　the

　same　buffer　at　a　flow　rate　of　14ml／hr．

　　　＿∴脚tein，　一一Lo＿ary｝amidase　activity．

　　　　　　　　　　　　Table　II．

　　　　　　　α5　　　　1　　　　　2　　3　　荏　　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×　los
　　　　　　　　　Molecular　weight

Fig．3．　Molecular　Weight　Estimation　of　Fraction

　S3B　by　the　Gel　FikratiQn　on　Sephadex　G－

　2eo．
　The　e難zyme　and　the　s乞a蓑dard　protei登s◎1鷲・

　tions　w　ere　applied　to　the　colurpp　（2×50cm）

　equilibrated　with　1／15M　phosphate　buffer，

　pH7D．

　以後，Sephadex　G　一20◎により分画した分画S3A，

分画S3Bおよび105，◎◎◎×gの沈殿区分であるP3区分

のそれぞれのアリルアミダーゼの性質を比較した◎

　Table　H　に数種のアミノ酸のPU　一ニトロア＝リド澄

よびUイシルーβ一ナフチルアミドに対する各分画のア

Substrate　Specificity　of　Arylam　idase　Fractions

Substrate
Relative　activity　（O／o）

S3A S　3B P3
Leu一　p　一nitroanilide

Ala－p－nitroanilide

Glu－p－Ritroanilide

Lys一　p　一nitroanilide

Leu－B－naphthylam　ide

100
107

　2
　32

115

1eo
44

　1
2el
127

100
98

　7
43

112

Tl，。　fi。al，。b、t，ate　c。，，centr。ti。n　w。，1×10一 `．　Th。。ss。y。。nditi。n、　w。，e　d。sc，ib。d　iバE。．

perimeRtal　method　2一（D）．”　Relative　activity　w　as　calculated　with　activity　against　Leu－p一／RitroaRi－

lide　taken　as　100．
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リルアミダーゼの基質特異性を示した。分画S3Aおよ

び分画P3の基質特異性はほぼ同じ傾向を示し，ロイシ

ルーp一拍トロアニリドk・よびアラニルーp一ニトロアニ

リド等の中性アミノ酸のp一ニトmアニリドを良く水解し

た。分画S3Bは塩基性アミノ酸であるリジンのp一ニ

トvaアニリドをロイシルーp一ニトロアニリドと同程度

に良く水解したQグルタミルーp一ニトロアニリドはい

ずれの分画によってもほとんど水解されなかった。mイ

シルーp一ニトmアニリドおよびロイシルーβ一ナフチ

ルアミドの水解を各分画を用いて比較したがほぼ同じ水

解度を示した。
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①

　次に酵素活性におよぼすpHの影響をFig・硅に示した。

分画P3および分画S3Aの至適pHは7．0　一一　7．5付近，分

画S3Bの至適pHは6．5－7．0付近に認められた。
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　　　　　　0
　　　　　　　4　　　　5　　　6　　　8　　　9

　　　　　　　　　　　　　　　pH
y”ig．4．　Effect　of　pH　oR　the　Activity　of　Arylai／y｝i－

　dase．

　En－zyraatic　activkies　w　ere　determ　ined　with　Leu－

　　p－RitroaRilide　as　a　sttbstrate．　Buffers　used　w　ere

　acetate　buffer　（pH4．0－5．0），　phoshate　buffer　（pH

　6．0－7．e）　and　veronal　buffer　（pH8．0－8．5）．

　　　・一一一〇一一一S3A，　一S3B，　＋P3

　　　　0
　　　　　　20　30　40　se　60　7e
　　　　　　　　Tem　perature　（“　C）

Fig．5．　Effect　of　Temperature　on　the　Activity

　of　Arylamidase．

　Enzym　atic　activities　were　detennined　wlth

　Len－p－nitroanilide　as　a　substrate．
　一一一一一一一〇一一一一一　S3A，　一一一一一diS）一一一一S3B，　一一il一一・・一　P　3

　Fig．5に酵素反応におよぼす漏度の影響を示した◎い

ずれの分．画も約50℃付近に活性発現の最適温度が認め

られた。分画S3Bは60℃に拭いて急激な活性の低下が

認められ，分画S3Aおよび分画P3に比較し熱に不安定

な傾向を示した。
　　　　　　　　7）
　　　　　ノ　なおNorenらはラット小腸粘膜の結合ペプチダーゼ

が可溶性ペプチダーゼより熱に対して安定であると報告

している。

　各分画のアリルアミダーゼ活性に及ぼす各種試薬の影

響を調べた結果がTable皿である。分画S3Bは2一メル

Table　III．　Effect　of　Various　Reagents　on　the　Ac£ivity　of　Arylamidase　Fractions

Reage航s
Remaining　activity　（％）

S　3A S　3B P3
N　one　（control）

Ethylendiam　ineteti”aacetate　（EDT　A）

o　一　PhenaRthroline

p－Chloromercuribezoate（PCMB）
2　一　Mercaptoethanol

D’iisopropylfluorophosphate（DFP）

10e
64

　52

84
105
91

100
　20

　65

　23

167
　88

1oe
80

　53

78
104
96

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　（pH7．0）　Mixtures　of　arylamidase　fractions　and　indicated　reagents　at　concentrations　of　1×10

were　preincubated　for　10　m　in　at　room　temperature．　After　incubation，　each　activity　for　Leu－p－

nitroanilide（lxlO－4M）　was　assayed　by　spectrophotometric　method，　and　compared　with　a　coRtrol．
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カプト四面ノールにより活性化を受けさらにPCMBによ

り阻害が認められることから本酵素の活性発現にSH基

が関与していると考えられる。分画S3A澄よび分画P3

はEDTAよりも。一フェナントPtリンにより阻害を受け

やすいが分画S3Bは逆に。一フェナントロリンよりもE

DTAにより著しく祝酒を受けた。有機リン剤であるD

FPによってはいずれの分画もほとんど影響を受けなか

った。

Smi，h‘8凹凹粘脚可離の。イシンアミ．ペプ

　　　　　　　2十　2十
チダーゼがMn　澄よびMg　により活性化することを

報告した。又ラント肝臓および腎臓のアリルアミダーゼも
　2十　　　2十　　　肝
Mn　，　Ni　，C◎　等により著しい活性化が認められ

Table　V．　Ef’fect　of　Various　M［etal　lons　on　the　Activity　of　Arylarriidase　Fractions

Relative　acttvity　（％）

Metal　lons S3A S3B P3

Leu－p－hNA　Lys－pu－NA　Leu－p－NA　Lys－p－NA　L　eu－p－NA　Lys－p－NA
N　one

CoCl
　　2
ZnSO
　　　4

Mgse　4

MnCl
　　　2
H　gC12

100

95

ie1

107

101

23

100

102

108

111

110

32

100

107

104

106

106

　10

100

104

82

115

106
29

1oe

58

102
81

81

　8

100

53

101

67

67

　6

　Mixtures　of　arylamidase　fractions　and　indicated　m　etal　ions　at　concentrations　of　1　x　leww4M（pH

7．0）were　preincubated　for　IO　m　in　at　room　teinperature．　After　incubation，　each　activity　for　Leu

－p－nitroanilide（1×10－4M）　and　Lys－p－nitroanilide（1×10－4M）　was　assayed　by　spectrophotometric

method，　and　compared　with　a　control．　（NA：nitroanilide）

i9）

た。

　著者らもTableVに示した様に：ロイシルーp一景トロ

アニリド海よびりジルーp一　＝一トロアニリドを基質：とし

て金属イオンの影響を検討したが顕著な活性化は認めら

れなかった。

　Smithらは基質にロイシルグリシンを使用して金属

イオンの影響を検討していることから，著者らがアミノ

酸のpu一ニトロアー・リドを基質として活性を測定した為，

アリルアミダーゼはcrイシンアミノペプチダーゼと同一

の酵素であbながら基質の違いにより金属イオンによる

活性化が認められないのか，あるいはアリルアミダーゼ

がSmithらの報告したロイシンアミノペプチダーゼと異

なる酵素であるかを今後明らかにする必要があろう0
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＄麗翻醗躍y

　　　Two　fractions　（S3A，　S3B）　of　arylamidase　were　separated　from　the　soluble　fraction　of　buffer一一

extract　of　a　hog　small　intestinal　mucosa　by　ammonit｝m　sulfate　fractionation　and　gel　filtration　on　Sehadex

G－200．

FractioR　S3A　was　taken　as　the　void　volumg　of　the　column　of　Sehadex　G－200，　and　hydrolyzed

both　1．eti一一p一一一　Ritroanilide　and　Ala－p一・nitroanilid）．　This　arylamidase　was　not　activated　by　varlous　metal

ioRs　and　2－mercaptoethanol．

　　Fractioit　S3B　xvas　taken　about　llOml・一llsml　ef　the　Sephadex　G－200　column．　Accordingly，　the

molecular　weight　of　this　enzyme　was　estimated　to　be　zibout　13e，OOO．　This　enzyme　hydrolyzed　both

Leu－pu－nitroaRilide　and　Lys　一p－nitroanilide　and　was　strongiy　inhibited　by　EDTA　and　PCMB，　however

zhe　remarkable　activatioR　of　this　enzyme　was　found　by　the　addition　of　2－niercaptoethanoi．
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