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　　　　　　　　1　緒　　　言

　動物臓器の蛋白質分解酵素，特に胃粘膜のペプシン，

膵臓のトリプシンやカルボキシペプチダーゼ，腎臓のカ

テプシン，mイシンアミノペプチダーゼやアシラーゼ，

小腸粘膜のuイシンアミノペブチダーゼやジペプチダー

ゼ等に関する報告は膨大な数にのぼっている。しかしな

がら現在もな診研究が続行されているいわば古くて新し

い研究課題である。著者等は蛋白質の消化分解に最も関

連のある胃，膵臓小腸の他に腎臓を加えた4つの屠殺

直後の臓器について主としてミルクカゼインを基質とし

て用いた場合の酵素活性（プmテナーゼ）齢よびしるe－
　　　　　　　　　　　　i）
ucyl一β一naphthylamideを基質：として用いた場合の

酵素活性（ロイシンアミノペプチダーゼ）を調べた結果

若干の知見を得た。

　すなわち，プロテナーゼに関しては胃粘膜の場合

1．7附近に至適pHをもつ酸性プロテナーゼ（ペプシン）

膵臓の場合pH　9．0附近に至適pHをもつアルカリ性プ

mテナーゼ（トリプシン），腎臓の場合pH　1．7附近に

至適pHをもつ酸性プロテナーゼ（カテプシンーD）を

追試確認した。

　特に興味深いのは小腸粘膜の場合，pHL7附近に至

適pHをもつ酸性プロテナーゼとpH　9．　0附近に至適pH

をもつアルカリ性プロテナーゼが存在することである。

著者等の用いた小腸粘膜は胃の下部約50㎝の部分であ

るためこれらの両プrテナーゼは一つは胃粘膜起源のプ

ロテナーゼであろうと考えられる。

　ロイシンアミノペプチダーゼに関しては4つの臓器か

ら抽出した酵素力を比較検討した結果，腎臓の場合最も

強い活性を示し小腸粘膜，膵臓，胃粘膜の順序で活性は
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低下した。特に興味深いことは胃粘膜に診いて　L－L　e－

ucyl一βmaphthylamideeC対する活性を検出し該酵素

がMgザM。サ規びC。粁に功活働・促進される

ことを見出した。以下これらの結果について報告する。

　　　　　　　∬　実験方法

　G）試　　料

　屠殺直後の豚の胃粘膜，小腸粘膜，腎臓および膵臓を

用いた。

　（2）　酵素液の調製

①豚胃粘膜：胃を切り開き内壁を氷冷水を用いて軽く

洗いtスライドグラスで粘膜をはぎとり，これに冷M／

15燐…酸緩衝液（pH　7．　O）を粘膜重量の10倍量加え

て，ミキサーで処理後，磨砕液を遠心分離（10．000

r・p．m．，15分間，0℃）行い，その上澄液を粗酵素

液として用いた。

　②豚小腸粘膜：胃の未端部より約50　cmの小腸の部分

をとり，切り開いて氷冷水で軽く水洗し，内壁粘膜をス

ライドグラスではぎとり，ビーカーに集めてこれに冷M

／15燐酸緩衝液（pH　7．・0）を粘膜重量の3倍量：加え

てミキサーで処理後，磨砕物を遠心分離（10，000r．

p．m，15分間，0℃）してその上澄液を用いた。

　③豚腎臓：腎臓の脂肪粗織を取り除き，残りの部分を

細かく切り試料重：量と等量のM／15燐酸緩衝液を加え

てミキサー処理後，磨砕液を遠心分離（10，000r．p．m

15分間，◎℃）したま：澄液を用いた。

　④豚膵臓二膵臓に附着した脂肪部分を取り除き，冷水

で軽く水洗して細かく切り試料重量と等量のM／15燐

酸緩衝液を加えてミキサーで処理後，磨砕液を直ちに遠

心分離（10，000r。　p．　m．15分間，0℃）を行いその

上澄液を用いた。

　（3）　基質緩衝液の調製
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　①プロテナ一驚の場合

　基質：ハンマースチンのミルクカゼイン（メルク社製）

診よび卵アルブミン（半井化学製）を用いたが1主とし

て前者を用いて実験を行った。基質の濃度は1．0％とし，

緩衝液は主としてM／15燐酸緩衝液を用いたが必要に

応じて劇画ナトリウム・塩酸液，Tris　一HCI緩衝液，炭

酸ナトリウム・重炭酸ナトリウム緩衝液を用いた。緩衝

液の終濃度はO．1Mになるように基質緩衝液を調製した。

　②・イシンアミノペプチダーゼの場合

　基質：　L一：Leucyl一選一Naphthylamide・HCIを10－4

Mになるよう水で溶解して使用した。緩衝液は0．IM一

？ris－HOI緩衝液pH8．0を使用した。

　（4＞　酵素活性の測定法並びに酵素活性の表示法

　①プnテーナーゼの場合
　　　　　　2）　　　　　　　　　　　　　3），4）
　Anson法を主体とする萩原の考案したCaseln　Fo－

lin呈色B法を若干改良した測定法を用いた。

　測定法1反応用と対照用の2本の試験管を用意してt

それぞれに基質緩衝液1認を分注し，40℃の恒温水槽

中に5分間保った後。反応用の基質緩衝液に酵素液をよ

く混合する。混合した時から正確に30分間恒温水槽中
　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
に保って消化させた後，蛋白質沈殿試薬2認を加えてよ

く混合し，再び40℃の恒温水槽に30分間保ち，蛋白

質沈殿試薬による沈殿の生成が完了すれば遠心分離

（3000r．　p．　m．，15分間）して上澄液を用いる。一一方

対照用の基質緩衝液と酵素液は混合せずにそのまX同時

間保った後，蛋白質沈殿試薬2雇を酵素液に加えてから

よく混合して反応用試験管と同じく処理する。

　上記の±澄液2認を内容約20・meの試験管に分取し，

0．55M　Na2　CO35me次に吉Folin試薬1認宛を添加

後直ちに振塾する。その後同時に30℃の恒温水槽につ

けて30分間放置して660nmの波長で吸光度を潰庭する。

酵素活性表示法ニチmシンを用いて標準曲線をえがき

これより吸光度当りのチロシン含量を求める。

　すなわち，吸光心当りのチロシン含量32γ／ndであ

る，30分間反応時の係数は

　　　　　4・書　1　512
　32rx一×一＝　一一　　　　30×18L19　O．5　2717，85

測定され無論・…19・希釈倍率・反講間

　瓢酵素単位／i7ztZ

②　L－Leucy1一13一naphthylamide水解酵素の場合
　　　　5）　　　　　　　　　　　　　　　6）
松谷らの方法を改良した児玉らの方法にしたがった。

すなわち，反応用試験管を用意して，基質0．1認と緩衝

液を0．　4　meずつ分注し，40℃の恒温水槽中に5分間保

った後，基質緩衝液に幻夢液0．1　meをよく混合し，ただ

ちに0，2　meの反応液を取り出し他の試験管に前以って0．2

NHC10．27neに加え反応を停止させる。各々の反応停止液

にP－DACA溶液25認を加えて10～15分間室温放

置後，540　nmの吸光度を測定する。

　酵素活性表示法：β一naphthylamineを用いて標準

蝕線をえがき，その吸光度1当bのβ一naphthylami－

neは23．5μ9／認となる。
　　　　　　　　　　　23，5　　　　　　　　　　　　　＝μmole／刀諺となり．生成さ　従って測定吸光度×
　　　　　　　　　　143．18
れたβ一naphthylamineの生成量に相当する。

　そこで測定された吸光度×0．96×希釈倍墨

歴雛麟認認鵬灘脇島
　すなわち，Bovine　serum　albumin（SIGMA社製）

の標準曲線より吸光度当りの蛋白質含量を求める。その

計算は，

　測定された吸光度×3GO×希釈倍塾識e9／nd

　比活性の計算：：

　　　　Unit／ine
比活性・
　　　　msノ勿

U　nit

mチ

　（5）酵素に対する各種試薬の影饗に関する試験法

　①試薬

　1　Diisopropyl　fluorophoshate　（DFP）

　添加量はすべて1（r3Mまたは10－4　Mの終濃度になる

ように行った。

　DFPはイソプcrパノールに溶解してM／100DFPを

調製した。

一1

11一

V

V

〉

p－LntChloromercuri　benzoic　acid（PCA（［B）

N／’10NaOHで溶解しpH7VC　kるようM／！00

PGMBを調製した◎

Mono　iodo　acetic　acid（MIA）

iiと同じ方法でM／100　MIAを調製した。

Sodiuin　lauryl　sulfate（SLS）

とくにpH調製をすることなくM／100SLSを

調製した。

Ethylene　diamine　tetraacetate　（　IJDTA）

N／1・N・OHで，H　7に調製した．鋳ED？Aを

調製した。

MnC12’4H20，　MgC12’6H20，　CoC12　’

6H20，　ZnC12　，　CaC12’2H20

いずれもM／100溶液を調製して使用した。
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金属イオンの影響を試験する場合は，0，lM　Tris－

HC　l緩衝液O．39認に金属イオンを0，01　meを加えて，

これに酵素液を0．1認を添加した後常法により試験を行

った。

　　　　　　皿　実験結果と考察

　（1）　プcaテナーゼの場合

豚の臓器のミルクカゼイン水解酵素のpH別活性曲線

をもとめた。
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一つは胃粘膜より分泌されたプuaテナーゼであろうと推

察される。

　このプロテナーゼによるミルクカゼインと卵アルブミ

ンの水解活性を比較した結果は第1表に示した。

第1月目の各臓器のプロテナーゼによるミルクカ

　　　　ゼインと卵アルブミンの水解活性の比較

酵累 基　　　質 作用
垂g Unlt／吻 活性比（％）※

胃粘膜
ミルクカゼイン

巣Aルブミン

1．7

V

2．74

O．10

100

@4
小腸粘膜

ミルクカゼイン

巣Aルブミン

9．0

V

0．09

O．01

100

@6
腎　　臓

ミルクカゼイン

巣Aルブミン

1．7

V

0．10

O．01

100

P0

膵　　臓
ミルクカゼイン

巣Aルブミン

9．0

V

10．90

O．05

100
O．5

基質濃度：1％

緩i衝液：pHl．7　0．1M　Na　Acetate－HCl

　　　　pH　9，0　O．IM　TrismRCI

40℃，30分間消化

　※活性比はミルクカゼインの水解初速度を100とした。

1．01．7　3，e 6．0　7．5　9e　IOS　PH

　　第1図工の臓器のミルクカゼイン水解酵素

　　　　　　　のpH別活性曲線

⑭一⑭一⑭二胃粘膜　　　　O－e一　O：小腸粘膜

△一△一△：腎臓　　 ローローロ：膵臓

一一一一一 F基質の等電点の関係で測定しない

　各pH別最高数値を100とした場合

測定条件：ミルクカゼイン濃度1％（反応混液中濃度

　　　　　0．5％）を含む0．1M緩衝液，40℃，30分

　　　　間消化

　ミルクカゼインは理想的蛋白質である卵のアルブミン

より容易に水解され，7k解度の比は100／0．5～10で

あった。この結果は基質として用いた蛋白質の純度にも

よるが，卵アルブミンの場合特に変性の程度により消化

分解に著しい差があることがすでに報告されているが，

この実験ではnative卵アルブミンのために特に水解き

れ難いものと考えられる。

　第1図によると胃粘膜では至適pH　1．7をもつ酸性プ

ロテナーゼ（ペプシン），膵臓ではpH　9．0に至適pH

をもつアルカリ性プmテナーゼ（トリプシン），腎臓で

はpH　1．7附近に至適pHをもつ酸性プmテナーゼ（カ

テプシンーD）を認めた。特に小腸粘膜の場合にはpH

1．7～3，0附近に至適pHをもつ酸性プロテナーゼとiX－1

9．0附近に至適pHをもつアルカリ性プロテナーゼが存

在することは興味ある事実である。これらのうちの一つ

は当然膵臓から分泌されたtrypsiflと考えられる。他の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　3．9　一一一

第ll表豚の臓器のプロテナーゼ活性に於よぼす

　　　　各種試薬の影響

残　　存　　活　　性（％）　酵素

事

胃粘膜 小腸 粘膜 腎　臓 膵臓
1．7 3．0 9．0 1．7 9．0

none

oCMB

l王A

rLS

d班A
c：FP

100

V1

X2

X6

W7

X4

100

S6

U6

V4

P05

P04

100

U2

W4

W5

W7

V5

100

T6

V0

U3

X5

X4

100

X4

W6

P6

U4

R2



茨大農学術報告　　第22号

各種試薬の添加量：10隔3M～1〔戸Mの最終濃度にな

るようにし，10分間lncubateした後，酵素話性

を測定　40℃，30分間消化

略号：PCMB：p一一一Chloromercuri　benzolc　acid

　　　MIA：Monoiodo　acetic　acid

　　　SLS：Sodiuiin　ILiaurylsuifate

　　　EDTA二Ethylene　diamine　tetraaceta一

　　　　　　　亀e

　　　DFP：Diisopropylfluoro　phosphate

　第9表は各臓器のプロテナーゼ括性に論よぼす2，3の

試薬の影響について調べた結果である。

　この表から膵臓のプmテナーゼ活性がDFPにより顕

著な阻害を示したことから，膵臓に含まれる代表的プロ

テナーゼであるトリプシンの性質をよく一致することが

判った。

　またSLSが膵臓プロテナ一二を著しく阻害した結果を

得たが，その他の試薬の影響については顕著な差は見出

されなかった。

　（2）L⊥eucyl一β一naphthylamide水解酵素の場合

第hi表割の各臓器の　L－Leucy卜β一Naphth－

　　　　ylamide水解活性

酵　素 活　　性
iUnit／絃）

酵素蛋白量

励吹j 比活　性

胃　　膜

ｬ腸粘膜

ｫ　　　臓

X　　臓

0，016

P，416

T，952

O，840

2，844

P9，800

S0，500

S4400

0，006

O，072

O岐47

O，019

基質濃度：1併M

緩衝液二〇．1M　Tris－HCI，　pH8．　0，

　　　　40℃消化

　第四表は各臓器から抽出した粗酵素液を用い，Leuc－

y卜β一naphthylamideを基質とした場含の水解活性を

調べた結果である。この結果からLeucyl一β一naphth－

ylamideに対する活性は腎臓において最も強く次いで小

腸粘膜，膵臓，胃粘膜の順序であった。

　いわゆるロイシンアミノペプチダーゼは腎臓ドー小腸粘

膜，膵臓等に存在することはすでに多数の報告があるが，

胃粘膜では現在まで検出された報告はない。

　第膿表から明らかなように胃粘膜のLNAに対する酵

素活性は微弱ながら存在することを発見し，しかもこの

酵業が第W表で示したようにMn＋九Mg＋＋，CG＋＋により

活性が促進されることを見出した。

第W表豚の各臓器の　・一Leucy1一β一naphthyl－

　　　　amide水解活性におよぼす各種金属イオンの影響

相 対 活　　性
（％）

金属イオン 胃粘膜 小腸糊莫 腎　　臓 膵　　臓

none 100 100 100 100

MnC至2 147 91 88 90

MgG12 147 95 91 96

CoC12 147 115 113 109

ZnC12 47 8 10 16

CaC12 33 88 84 』　　　95

基質濃度：10『4M

緩衝液：0．lM　Tris一｝玉Cl，　pH　8．　0

　　　　40℃消化

　胃粘膜に存在する本酵素の詳細な性質については今後

検討すべき興味ある問題であろう。

　本研究の遂行にあたり助言をいだいた赤塚ヂ巳教授ならび

　に実験に協力された児玉治氏に対し感謝の意を表します。

　　　　　　　　文　　　献
1）　Pateerson，　E．　K　Hsiao，　S．　H．，　and　Kdppel，　A．，

　　J．　Biol．　Chem．，　238，　3611　（1963）

2）　Anson，　M．　L．，　J．　Gen．　Physiol．，　22，　79　（1938）

3）　Haglhara，　B．，　Ma　tsubara，　H．，　Nakai，　M．，　and

　　OkuRuki，　K．，　J．　Bioehem．，　45，　1．85（1958）

4）赤堀鰯郎編，酵素研究法第2巻，242頁（1951）

5）　Matutani，　M．，　Takehisa，　M，　Hukanami，R．　Shima－

　　tsu，　A．　aRd　Kikukawa，　A．　：　Rinshokensa，11，92

　　（1967）

6）　1〈odama，　O．，　Sugawara，　K　and　Ouchi，　T．：Scie－

　　ntiiic　Reports　of　the　Faculty　of　Agriculture

　　Ibaraki　University，　20，　31（1972）

7）　Lowry，　O．　H．，　Rosenbrough，　N．　」．，　Randal｝，　R．

　　T．，　J．　Biol．　Chem．　193，　265　（1951）

一・一@kO　一



長谷川，副島二豚の胃粘膜，小腸粘膜，膵臓於よび腎臓の蛋白質分解酵素に関する知見

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＄ummary

　　　This　study　has　described　a　comparative　investigation　of　the　properties　and　specificities

of　proteinases　and　peptidase　in　swine　stomach　mucosa，　intestinal　mucosa，　pancreas　and　kid－

ney，

　　　From　the　results　of　these　experiments，　acid　proteinase　（pepsin）　from　stomach　mucosa，

alkaline　proteinase　（trypsin）　from　pancreas，　acid　proteinase　（cathepsin－D）　in　kidney　and

trypsin　and　pepsin　like　enzyme　in　intestinal　mucosa　were　confirmed．

　　　Among　two　intestinal　proteinases　which　are　able　to　hydrolyze　mill〈　casein，　an　alkaline

proteinase，　is　due　to　pancreas，　and　another　acid　proteinase　will　be　due　to　stomach　mucosa．

　　　　　レLeUCy1・β一naphthylamide　hydrolase　WaS　COnfirmed　in．　SWine　StOmaCh　mUCOSa，　intesti．

nal　mucosa，　pancreas　and　kidney．　The　hydrolase　from　stomach　mucosa　was　found　for　the

first　time　in出is　exper加e　nt　and　the　activity　of　this　enzyme　was　accelerated　by　the　addi．

tion　of　Mg’H；　Mn－H－and　Co’H一．
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