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Abstract

ｌｔｗａｓ，ａｔｔｈｅｏｕｔｓｅｔ，demonstratedthattheprecipitateyieldedabundantlyonthe

dialysisofasalineextractofthepyloriccoecaofmackerel，Scom6gI./αpo7Zic“,ｓｈｏｗ‐

edanenzymaticactivitywhichcatalysesboththehydrolysisofchloroacetyl-L-tyro‐

ｓｍｅａｎｄｔｈｅａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏfchloroacetyl-DL-phenylalanine．Theactive

enzymaticprinciplewasassumedtobeacarboxypeptidase（CPase)．

Zoneelectrophoresisindicatedthatamajorconstituentoftheprecipitatewas

repsonsiblefortheenzymeactivity・Theactlvepriciplewasseparatedtｈｒｏｕｇｈａ

ｗｅｌｌａｒｒａｎｇｅｄｅｍｐｌｏｙｍｅｎｔｏｆｔｈｅＤＥＡＥ－ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，andan

ultracentrifugallyhomogenousCPasewasisolated・Ｔｈｅｃｈromatogramobtained

throughthispｒｏｃｅｄｕｒｅｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅｑｕｉｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈａｔｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅ

ｂｏｖｉｎｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃＣＰａｓｅｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅexperimentalconditionso

Bythepurificationprocedure，ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈＧｅｎｚｙｍｅｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ａｓｍｕｃｈａｓ４､３times・Asedimentationconstant（ぶりｏｆ3.25×10-13wasobtainedby

theultracentrifugation・Ｔｈｅｍｏlecularweightwascalculatedtobe23,500,ｗｈｉｃｈｗａｓ

ｄｅｈｎｉｔｅｌｙｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｂｏｖｉｎｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃＣＰａｓｅ，34,000．Ｔｈｉｓｆａｃｔｓｕｇｇｅｓｔｓ

ｔｈａｔｔｈｅｓｅｔｗｏｆｏｒｍｓｏｆＣＰａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙpesofproteins・

ＯｐｔｉｍａｌｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕreforthehydrolysisofcarbobenzoxyglycyl-L-phenyla‐

ｌａｎｉｎｅｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅ８､Oand35-40oCrespectively，Furthermore，ｔｈｅｍackerel

pyloriccoecaCPasewasascｅｒｔａｉｎｅｄｔｏｂｅａｔｙｐｅｏｆｍｅｔａｌｅｎｚｙｍｅ・

Ｅ１ｒｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｍｅｔａｌｓｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｉｓｅｎｚｙｍｅｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄ・ＮｏｅｉＴｅｃｔ

ｗａｓｂｒｏｕｇｈｔａｂｏｕｔｂｙｃａｌｃｉｕｍａｎｄｍａｇｎｅｓｌｕｍ･Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｍａｎｇ‐

ａｎｅｓｅａｎｄｚｉｎｃａｓｍｕｃｈａｓ５０ｐｅｒｃｅｎｔ，ｗｈｉｌｅｉｔｗａｓｆｖｅｔｉｍｅｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙcobalt，

Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｒｒｅｓｔｅｄｂｙｔｈｅｃｈｅｌａｔｉｎｇａｇｅｎｔＥＤＴＡ・Ｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｗａｙｗasreactivatedbycalcium，magnesiumand，Parti‐

cularly，ｂｙｃｏｂａｌｔ，ｂｕｔｎｏｔｂｙｚｉｎｃ・ThemackerelpyloriccoecaCPasediｆｆｅｒｓａｌｓｏｉｎ

ｔｈｉｓｒｅｓｐｅｃｔｆｒｏｍｔｈｅｂovinepancreaticCPases，althoughthesubstratespeci且citiesｏｆ

ｔｈｅｓｅｔｗｏｅｎｚｙｍｅｓａｒｅｉｄｅｎｔｉｃａｌ・

Ｊｕｄｇｉｎｇｆｒｏｍｔｈｅｗａｙｏｆｔｈｅａｓｙｍｍｅｔｒichydrolysisofchloroacetyl-DL-phenylala‐

ｎｉｎｅ，chloroacetyl-DL-tyrosme，andchloroacetyl-DL-leucine，ｔｈｅｐｙｌｏｒｉｃｃｏｅｃａＣＰａｓｅｓｉｓ

ａｓｓｕｍｅｄｔｏｂｅａｔｙｐｅｏｆＣＰａｓｅ－Ａ，althoughitapparentlydiffersfroｍｔｈｅｂｏｖｉｎｅ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃＣＰａｓｅ－Ａｉｎｔｈｅｎａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅｐｒｏｔｅｉｎ・

Finally，somephysico-chemicalpropertiesｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｏｎｂｏｔｈｔｈｅｉｎｔａｃｔａｎｄ

ｔｈｅｃobalt-treatedpyloriccoecaCPase，Ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔａｎｔｓ，suchasMichaelis

constantK1加腐,2α鱒，activationenergiesE4，andthevariousvelocityconstants，ｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅｃａｓｅｏｆｔｈｅｈｙdmlysisofcarbobenzoxy-glycyl-r』=phenylalanine，ａｎｄ

ｔｈｅｓｅｋｉｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｔｈｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｔｌＴｅｅｎｚｙｍｅｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙ

ｔｏｅｌｕｃｉｄａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅparticipationofcobaltioniｎｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
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第 １章序論

水産動物･水産植物を問わず凡そ生物の体内で営まれる生化学的反応はすべて有機触媒

である酵素に支配されており，従って生体内で起る酵素酵素反応こそ生物の生命現象の主体

であると言うことが出来る．然も既に古く，PAsTEuR及びBERNARDによって指摘され

たように生物細胞内で行われる基本的な生化学反応は高等動物から下等な微生物に至るま

で同じ反応であり，同じ酵素によって触媒されている．然るに一方酵素の接触作用は同じ

であってもその存在する場所によってその特異性には多少の差違が認められている．これ

は同一酵素であってもその生合成の環境の相違によって酵素蛋白質の活性中心以外の構造

に差違があることに起因するものと考えられる．このような見地に立って水産動物の消化

酵素を見るとその研究は極めて興味あるものとなる．即ち水産動物は殆んど全部冷血動物

で然も比較的低温な水中に棲息するものであるから,その活動と食餌の消化のために特異性

並びに作用力において特殊な酵素が存在しうる可能性がありこの点甚だ興味ある処である．

然るに現在迄試料の入手難。取扱いの不便さ,研究者の少ないこと等のためか他の生物界

における酵素の研究に比し末開拓な分野が多い．

水産物中の酵素の性質を知ることは，之等の動物の生理状態を明確ならしめ'),2),3),4),5),他

の生物との関係を知り6),7),8),9),10),11)，水産物の増殖上必要な基礎知見12),13),14)が得られると共

に，水産物の加工処理上にも有力な根拠15),16),17),18)が与えられ，更にの活用が考慮19)される

と共に酵素化学の進歩にも寄与するものと信ずる．

魚類の酵素は魚種によってその消化系に違いがあるため特に消化酵素の種類と作用力に

は大きな差異が認められる．しかし特別に陸産脊椎動物と異る点を挙げると，口腔にアミ

ラーゼを含む唾液の分泌が見られないことと胃のないコイ科の魚類はペプシンを分泌しな

いことであろう．又カツオ・マグロ・サバ・イワシ。ブリ等には幽門垂と言う特殊の器官

が胃と腸の間に盲巽となって発達していてこの部分に強力なトリプシン20),21),22),23),24),25),26),27）

28),29)とアミラーゼ30),31),32)が検出されている．

しかし乍ら以上述べて来た水産動物に関する諸研究は何れも純粋分離したものについて

行われたものではなく，単にその基質に対する作用や，至適ｐＨ,至適温度等から推料して

トリプシン或いはアミラーゼ等と呼んでいるに過ぎない．従って個々の実験方法の相違す

る場合にその結果に差異の生ずることは当然であろうと思われる．

水産学の立場から直接役に立つのはあるいはこのような数多の酵素の混合よりなる系そ

のものの性質に関する知見であるかも知れないが,これは極めて複雑多岐な結果を示すので

これの承を安易に求めようとすれば整理不可能な成果の蓄積に終る危険があり従って水産

物の酵素研究の進展は望めないと思ふものである．

魚類酵素の精度に関する研究は甚だ少く，始めて結晶状に分離されたのはNoRRIs33),3割）

による鮭及びマグロの胃のペプシンである．又最近斗ケ沢ら35),36),37)がマグロの幽門垂から

プロテアーゼを結晶状に分離し,斉藤ら88)が鯨及びイルカの胃からペプシンを分離すること

に成功しているに過ぎない．
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著者は水産動物中特に酵素学的にも興味のあるサバ幽門垂を研究材料とし,それに含まれ

るプロアテーゼにつき種々検討してカルポキシペプチダーゼＡが存在することを見出し,更

にその分離精製を行いかつその酵素化学的性質を明らかにした．

カルポキシペプチダーゼ（以下CPaseと略記する）はWALDscHMIDT-LEITzら39)'40）

によって牛騨臓中に含まれていることが発見され，1937年にANsoN4'）によって初めて結

晶状に得られた典型的なエクソペプチダーゼであって,之がカルポキシル基を有するが遊離

アミノ基を有しないポリペプチツドに作用してカルボキシル末端アミノ酸を水解遊離させ

得ることが認められた．しかしてＣ－末端残基が芳香族アミノ酸である場合に特に作用する

特異性をもっている．それ故にこのCPaseはＮ－アシルーDL-アミノ酸就中フエニールア

ラニン，チロシン，トリプトフアン，’コイシン等の光学分割に用いられている42)．高度に

精製純化された標品はｃ－末端残基がプロリン，アルギニン43)'44)，リジン４４)の基質に対して

は全く作用しないことが明らかにされている．即ち最近FoLK43),45)はCPaseの精製過程

における諸区分並に粗結晶中にアルギニン。リジン。オルニチン等の塩基性アミノ酸をｃ－

末端にもつ合成基質に作用する酵素の存在することを発見しその活性がANsoNによって

得られた従来のCPaseとは全く別種類の酵素であることを指摘してこの酵素をbasic‐

CPase又はCPase-Bと呼び従来のCPaseをＡとして区別するようになった.このＣＰａｓｅ

Ｂの発見によって更に特異性の異なったCPase-C,－，，．….、の存在が想定されるよう

になって来た．

TIETzE46)はこの両CPaseを巧承に利用してリゾチームのModificationを行いその活

性と関連づけて興味ある事実を報告している．このようなCPaseの厳密な特異性は蛋白

質又はポリペプチツドの構造決定にも応用47)されている．

CPaseは更に又他の酵素蛋白質の有する生物活性の原因がその蛋白質のいかなる構造に

起因しているかと言う究明法にも応用され種々興味ある結果が得られている．即ち酵素分

子中の活性中心以外の蛋白部分がその活性発現に果す役割を解明する方法として所謂Ｌｉ‐

mitedPpoteolysisを行いその際に活性が如何なる影響を受けるかと言う吟味法にも之が

利用48)'49)'50)されている．CPaseは当初Ｍg+＋を補欠分子族とするMetalPeptidase51),52）

であると信じられていたが，最近になってVALLEEら53)'54)による精密な焔光分析の測定

の結果により酵素蛋白質１モル当りＺｎｌモルを含むことが示され，更にVALLEEら55)は

CPase中のＺｎの役割につき研究を行いＺｎが酵素の活性発現に必須なものであること

を明らかにした．又ＦＯＬＫら56)はCPaseをＣＯ+＋とPreincubateして酵素蛋白中のＺｎ

をＣＯで置換させると活性が２倍に増加することを観察している．更に又CoLEMANNら57）

は各種の金属イオンで酵素を処理して得たMetallo-CPaseにつき，RupLEYら58)はMetal

free-CPaseの物理化学的性質について研究している．

著者は上記の如く酵素学的に特徴のあるCPaseがマサバ幽門垂中に存在することを確

認し，之を分離精製し，その基質特異性から之がＣＰａｓｅＡであることを明らかにし，更

にＣＯ+＋によりその活性が５倍に増加することをＦＯＬＫらとは独立に証明59)した．又クロ

マトグラフィーにより分離した純品についてその物理化学的な性質を比較生化学的立場か

ら考察した．

本文に入るに先だち,本研究に対し御懇篤なる御指導を賜わった九州大学船津勝教授に

謹んで感謝の意を捧げる．御鞭健を賜わった九州大学富山哲夫教授並びに大島康義教授に
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深甚の謝意を表する．更に本研究の緒を与えていただいた大阪大学赤堀四郎教授に深甚

の謝意を表する．又本研究の遂行に御便宜を賜わった本学越智通秋教授に感謝の意を表す

る．

尚研究遂行上種々御助言をいただいた九州大学農学部生物化学教室船津軍喜氏,徳安清親氏

並びに山本竜人氏に深謝の意を表する．

更に超遠心沈降測定に際し御援助を賜わった大阪大学蛋白質研究所垣内欣二氏に感謝の

意を表する．

第２章サバ幽門垂中のCPaseの存在確認

魚類より純粋に分離精製された酵素83),34),35),36),37),38)は極めて少ない．

著者は水産物利用の基礎的研究の一環として,サバ・マグロ･カツオの幽門垂よりプロテ

アーゼを抽出しその酵素化学的性質を明らかにしようとして酵素の分画精製を行なった際

にCPaseに類似の酵素の存在することを見出した．即ちマサバ幽門垂に２倍容の１０％食

塩水を加えてホモジナイズし，之を遠心分離して得た上澄液につき硫安分画を行い0.35～

0.75飽和で沈殿する区分をとり之に小量の水を加えて溶解し流水透析を行うと透析の進行

と共に多量の沈殿を生じ，この沈殿蛋白質が５％食塩水に極めて容易に溶解することに注

目し，そのプロテアーゼ活性を諸種の合成基質を用いて検討した．その結果この蛋白質は

Chloroacetyl-L-tyrosineに作用してそれと等モルのＬ－チロシンを遊離させ，更にChlo‐

roacetyl-DL-phenylalanineを不斉加水分解することを見出した．更にこの蛋白質は後述

するごとくCarbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanineに作用して迅速にＬ－フエニールアラ

ニンを遊離させるが，Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanineamideに対しては殆んど全

く作用しないことを認め，又Carbobenzoxy-glycyl-L-leucineに作用してレロイシンを

水解遊離させるがGlycyl-L-leucineには全く作用しないことが認められた．これ等の実

験事実から上述沈殿蛋白質はプロテアーゼの一種であり，その基質特異性がHoFMANNら

60)，SrAHMANNら61),NEuRA'ｒＨら62）によって報告されている牛I剥蔵CPaseの特異性に

酷似していること及び水に難溶の所謂Euglobulinの性質を有すること並びに魚類幽門垂

が高等動物の陣臓とほぼ同様の生理的機能を有することなどの諸点から著者はこの沈澱蛋

白質一酵素をサバ幽門垂CPaseとして取扱うこととした．

第１節酵素濃度の測定法

酵素濃度は比較的微量を取扱う関係から，ＤＵ型Beckman分光光度計を用い278ｍ座

における吸光度を測定することによって定量した．即ち別にミクロキールダール法によっ

て求めた酵素液のＮ量と278ｍ“において測定した吸光度との関係を示すFig.１を予め

作成し之を用いて酵素濃度を定量した．

第２節酵素活性の測定法

１．試薬

Ａ・基質溶液

Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineL424gを0.02Ｍトリス緩衝液（ｐＨ8.0）約

95ｍｌに溶解するとそのｐＨは7.5～7.6となるから之に０．２Ｍトリスアミノメタン溶液を
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加えガラス電極ｐＨメーターを用いてｐＨ８．０調整し更に蒸留水を加えて100ｍｌとする．

こうすれば0.04ＭのCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanine溶液が得られる．

Ｂ・酵素溶液

酵素を１Ｍ食塩溶液に溶解する．DEAE-CelluloseColumnで精製した酵素では1,1．

中５～10×10-4ｍｇを含むように酵素溶液を調製した．

皿酵素反応操作

供試酵素液１，１．を３７℃・に５分間予温しておき，別に予温しておいた0.04Ｍ基質溶液

1ｍ１．をすばやく加えてよく混和して反応させ，一定時間後0.44Ｍトリクロール酢酸（Ｔ‐

ＣＡ）溶液１ｍ1.を加えて反応を停止した．

ｍ・反応によって遊離したアミノ酸（L-フエニールアラニン）のニンヒドリン比色定量

上記反応停止液中の遊離Ｌ－フエニールアラニン量をニンヒドリン比色法によって定量し

た。方法はＹＥＭＭ,CoGKING63)法に従ったが，反応液がＴＣＡによって酸性を呈するた

めそのｐＨの調整を必要とするが，この操作を簡略化するためMooＲＥら64)の用いた４Ｎ

酢酸緩衝液（ｐＨ5.5）を添加する方法を用いた．試薬及び比色操作は下記の如くである．

Ａ・試薬

４Ｎ酢酸緩衝液（ｐＨ5.5)：200ｍ１．の蒸留水に2729.の酢酸ソーダ（ＮａＯＡＣ･3Ｈ２0）を

加えて温浴上で完全に溶解する迄撹拝し，室温に冷却した後５０ｍ1.の氷酢酸を加え，更に

全容500ｍ１．になるように蒸留水を加えた．このようにして調製した緩衝原液のｐＨは

5.51±0.03であったが之を５倍に希釈するとそのｐＨはほぼ５．１に低下した．原液は４℃

の冷蔵庫中で防腐剤を加えずに貯蔵し供試した．

Ｑ
・
○

０

００．０５０.ｌＯ

Ｅｎｚｙｍｅ－Ｎｍｇ.-Ｎ／ｍｌ，

Fig.１．CalibrationcurveformackerelCPase-proteinobtainedthrough

theultravioletabsorptionspectrummethod．



シアン化カリウム溶液：0.01ＭＫＣＮ５ｍＬをメチルセロソルプで２５０ｍ1.に希釈した．

ニンヒドリン溶液：ニンヒドリン２．５９をメチルセロソルブ５０ｍｌに溶解した．

シアン化カリウムーニンヒドリン溶液：上記のニンヒドリン溶液５０ｍ1.とシアン化カ

リウム溶液250ｍｌとを混合したものを用いた、この混合液は赤色を呈するが時間の経

過と共に淡黄色となりブランク値も低くなる．使用は混合の翌日から１０日間位が適当で

ある．

希釈用溶媒：６０％（Ｖ/Ｖ）エタノールー水．

Ｂ・比色操作

前記反応液１ｍｌを硬質試験管にとり，之に４Ｎ酢酸緩衝液０．５ｍｌを加え次にシアン

化カリウムーニンヒドリン溶液１．２ｍlを加えてよく混合した後薬包紙でカバーしたコルク

栓をして沸騰水中で１５分間加熱発色せしめ，５分間流水中で冷却し６０％エタノール３ｍ１．

を加えて570ｍ〃で比色した．得られた吸光度より酵素作用によって基質から遊離したＬ‐

フエニールアラニン量を標準曲線Fig.２より求めた．
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１V．酵素活性の単位算出法

0.04MCarbobenzoxyglycyl-L-Phenylalａｎｉｎｅｌｍｌと酵素溶液１ｍｌを加えて３７℃

で１０分間反応させた後0.44ＭＴＣＡ１ｍｌを加えて酵素反応を停止せしめ，反応によっ

て遊離したＬ－フエニールアラニンを比色定量して活性単位を測定するのであるが，便宜上

1ｍｇの酵素蛋白-Ｎが１分間に遊離せしめるＬ－フエニールアラニンの〃ｍｏｌｅ数を以て

その酵素の単位とした．従って前記のニンヒドリン呈色の標準曲線を用いて吸光度（0.,.）

から直ちに試料酵素液１ｍ’中の単位を知るための検量線をFig.３の如く作図して之を

用いた．

例えば反応液の吸光度が１．０であるとすれば'供試酵素によるＬ菌フエニールアラニンの遊

離量は0.34,44mole/ｍ１．となる．反応液は酵素液，基質液及びＴＣＡ溶液を夫々等容混合

したものであり反応時間が１０分であるからその酵素活性の単位は0.34×３×１/10＝0.102

unit/ml-enzymesolnとなる．従って別に供試酵素溶液濃度を定量すれば，酵素蛋白質

ｍｇ－Ｎ当りの単位を算出することが出来る．

００．１０．２０．３

L-phenylqIqnineP1vl／、1．
Fig.２．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＬ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｎｄｔｈｅ

ｌｉｇht-absorbanceofthedevelopedninhydrincolor・

L-phenylalaninewasestimatedthroughthecolorimetricninhydrin
mｅｔｈｏｄｏｆＹＥＭＭ－ＣｏｏＫＩＮＧ．
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Ｆｉｇ．３．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｕｎｉｔｏｆｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅａＣｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅ

light雪absorbanceofthedevelopedninhydｒｉｎｃｏｌｏｒｏｆＬ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

ｌｉｂｅｒatedfromcarbobenzoxy-glycyl-L-ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｂｙｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅ・

ＦｏｒｔｈｅａｓｓａｙｏｆｕｎｉｔｏｆＣＰａｓｅａｃｔｉvity，L-phenylalaninewasestimated

bycolorimetricninhydrinmethodofYEMM-CooKrNG．
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第３節小括

マサバ幽門垂を食塩水で抽出し,その抽出液を流水に対し透析すると比較的多量の蛋白質

の沈殿を生じ，この沈殿蛋白質は５％食塩水に極めて容易に溶解することを認めた．しか

して更にこの沈殿蛋白質はChloroacetyl-L-tyrosineに作用してＬ－チロシンを遊離させ又

Chloroacetyl-DL-phenylalanineを不斉水解してエーフエニールアラニンを遊離せしめる酵

素活性を有することを認めた．更にこの酵素の基質としてはカルポキシル基が遊離状に存

在しアミノ基が遊離の状態でないことが必要であることを明らかにし得たので著者はこの

酵素をサバ幽門垂ＣＰａｓｅＡとして取扱うこととした．

次に酵素の性質を調べるための基本となる酵素の濃度及活性の測定法を設定した．即ち

酵素濃度はＤＵ型Beckman分光光度計を用い278ｍ"における吸光度を測定することに

よって定量し，酵素活性はｐＨ８．０の0.04MCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanine溶

液を基質として酵素作用によって遊離されたＬ－フェニールアルラニンをニンヒドリン呈

色法により測定した．比色法はYEmM-CocKINGの方法に準拠したが，ｐＨの調節を簡略

にするため緩衝液はMooＲＥの提案した４Ｎ酢酸緩衝液を用いた．酵素活性の単位は１

ｍｇの酵素蛋白－Ｎが１分間に遊離させるＬ－フェニールアラニンの,"ｍｏｌｅ数を以て表現

した．

第３章サバ幽門垂CPaSeの分離及び精製

０

酵素を分離精製することは生体内における生化学的諸反応の機序を解明する上に極めて
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重要な意義をもっている．即ち生物体の組織切片乃至はそのホモジネート或いは種々 の適

当な溶媒による抽出液などを用いても酵素の示す生体内の機能についての知見は得られる

が，之等の研究結果からその生体内における生化学的反応機構を明確に把握するためには

之等の混合系から夫々 の反応に与る酵素を分離精製して個々 の酵素の示す反応機序を明ら

かにする必要がある．一方酵素蛋白質の物理化学的性質を検討するためにも酵素を単一の

物質として取扱うことの出来る段階まで精製することが要求されている．以上のような見

解からサバ幽門垂CPaseの分離精製を行った．

第１節酵素の抽出並に精製

酵素を分離,精製するために先づ幽門垂組織から溶解抽出する方法につき検討した．牛の

l陣臓からCPaseを抽出する方法としてはANsoN41),65)によって確立されNEuRATHら66),67)，
SMITHら68)によって改良された方法があるが，サバ幽門垂ＣＰａｓｅの抽出にもこれ等の方

法を適用し得るか否かを先づ検討した．しかし乍ら凍結幽門垂の融解汁液を用いる従来の

方法は極めて低収率であることがわかったので,あらためて５％食塩水による抽出につき種

検々討した．サバ幽門垂CPaseは水には溶けないが３～５％食塩水には極めて容易に溶

解するからこの性質を利用して次の如く抽出した.即ちサバ幽門垂にその２倍容の１０％食

塩溶液を加えてホモジナイズして酵素を抽出する．この抽出液は遠心しても清澄な上清が

得られないから之に0.5Ｍ酢酸カルシウム溶液を加え抽出液中に溶存するりん酸と反応せ

しめてコロイド状のりん酸カルシウムとなすと抽出液中の混濁成分は之に吸着されるから

一夜放置後3500～4000r・p.m.で１０分間遠沈すると上澄液として透明な粗酵素液が得られ

る．次にこの粗酵素原液をセロフアン袋に入れて出来るだけ低温な場所で流水透析を行う．

一夜透析すると食塩等の塩類が殆んど除去されるからCPaseを含めて蛋白質が沈殿して来

る．この操作で他の蛋白質と可成よく分離され或る程度精製することが出来た．次に透析

液を遠心分離して沈殿物を集め之に小量の５％食塩溶液を加えて蛋白質を溶解し，不溶物

を遠心除去した後再び前と同様に透析処理して沈殿した酵素を集めた．以上の精製操作を

Ｔａｂｌｅｌにまとめた．

Ｔａｂｌｅ１．ＳｃｈｅｍｅｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＣＰａｓｅｆｒｏｍ

ｔｈｅｐｙｌｏｒｉｃｃｏｅｃａｏｆｍackere１．

２Ｋｇ・ofmackerelpyloriccoecawashomogｅｎｉｚｅｄ
ｗｉｔｈ４１・ｏｆ１０％ＮａCl．

Precipitate

SUpernatant

Precipitate

Supernatant

Ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ

ｌ:洲拙珊淵………!…｡…，
－ｌ

ＳｕＰｅｍａｔａｎｔ

－ldialysedagainstwaterforl5-20hours,centrifuged

Precipitate

dissolvedinlOOml・ｏｆ５％ＮａCl,centrifuged

SｕＰｅｒｎａｔａｎｔ

－－ldialysedagainstwaterovernight,centrifuged
Precipitate（partiallypurifiedmackerelCPase）８３．５ｍｇ．
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Ｆｉｇ．４・ApParatusforverticalzoneelectrophoresisofmackerelCPasePreparation．
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第２節Zone-electrophoresisによる酵素の精製度の吟味

前述の如く分離精製したCPaseの精製程度につき検討した．蛋白質の単一'性の問題を論
ずる一方法としてＺｏｎｅｅ]ectrophoresisが比較的安全でしかも適確な結果を与えること

はすでによく知らているから,著者もこの方法を適用して次の如く操作して前記のサバ幽門

垂CPase標品の精製度を検討した．即ちFig.４のような垂直カラムを用い支持体とし

てはバレイシヨ殿粉とセライト（Hyflosupercel）を５：１に混合したものを使った．

上記殿粉一セライト混合物を先づ水道水，次いで蒸留水でよく洗い，最後に0.1ＮＮａ２

ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３緩衝液（ｐＨ10.08）で洗って緩衝化し，カラム（1×６０ｃｍ）につめ５０ｃｍ

の高さとする．次にカラム上の緩衝液を吸い上げ，予め緩衝液の５ｍｌに溶解した試料酵

素１０ｍｇをピペットで滴加した．後試料の吸着帯が乱れない様に極めて徐々に殿粉一セ

ライト混合物を３ｃｍの厚さになるようにした.次いで緩衝液を加え更に電極槽にも同一

緩衝液を注入して水平面を調節した後通電泳動させた．泳動条件は３００Ｖ,１４ｍＡ,１５時

間通電とした．泳動終了後カラムを装置から外し同一緩衝液を満たした分液漏斗をつけて

フラクションコレクターにかけ,普通の溶出クロマトグラフィーと同じ要領で溶出させ，溶

出液を分別捕集した．得られた各溶出液の一部につき夫々の活性度及び蛋白質量を測定69）

した．その結果はFig.５に示すごとく活性のＰｅａｋと蛋白質のそれは殆んど一致するが

尚２つの蛋白質成分が混在することが認められ,従って‘供試酵素は未だ均一ではなく更に精
製の必要が認められた．なおＭａｉｎＰｅａｋの比活性は58.5ｕｎｉｔであった．

十
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ＴｕｂｅＮｏ.（２ｍ1/f｢ｏＣｉｌｏｎ）

Ｆｉｇ．５．Verticalzoneelectrophol･eisofpartiallypurifiedmackerelＣＰａｓｅｉｎＴａｂｌｅｌ・

Ｃｏｌｕｍｎ：１×６０ｃｍ；starch：celite＝５：１．

Electrophoreticandelutingsolvent：0.1MCarbonatebuffer（ｐＨ10.08)．

ElectroPhoreticcondition：３００Ｖ，１４ｍＡ，１５hrs・

一②－⑧－：CPaseactivity.（0.,.ａｔ５７０ｍの一○一○一：Protein.（０．，．ａｔ６６０ｍの

第３節蛋白質の精製と均一性に関する考察

一般に蛋白質の均一性は種々の方法によって検討した上で初めて確認すべきものであり，

絶対的に均一と認めうるか否かは非常に難かしい問題である．又ある物質が結晶化するこ

とは低分子有機化合物の場合には一応その物質が純粋である証拠とされているが,蛋白質の

ような高分子物質の場合においてはその結晶化は必ずしもその蛋白質の均一性を表わすも

のではない．例えば牛乳から得られるβ一ラクトグロブリンは結晶状に得られ従来最も均一

な蛋白質の一つと考えられていたのであるが，Ｌ’ら70)の研究によって之がいくつかの蛋白

質成分からなっていることが明らかにされている．又数回再結し電気泳動的に均一なりポ

ヌクレアーゼもクロマトグラフ的には不均一であることがＨＩＲｓら７１)によって示された．

更にTALLAN72)はリゾチームの結晶標品につきＡｍｂｅｒｌｉｔｅｌＲＣ－５０（XE-64）によるクロ

マトグラフィーを試みて之が蛋白成分の混合物であることを明らかにしている．蛋白質の

精製法には種々あるがイオン交換クロマトグラフィーは上記の事実からも明らかなように

蛋白質の純化やその純度の検定に大きく役立っている。著者は蛋白質の分離精製に種々優

れた性能を示すセルローズイオン交換体73),74)を用いて前節（Tableｌ）で得られた粗マサバ

幽門垂CPaseの純化を試染た．後述する如く本酵素分子中には活性に関する金属を含む

ことが予備実験で認められたので,精製中における失活を防止する目的から特にアニオン交

換体であるＤＥＡＥ－セルローズを用いた．

第４節DEAE-セルローズカラムによるサバ幽門垂CPaSeの精製

１．カラムの調製

ＤＥＡＥ－セルローズ（米国Ｂｒｏｗｎ社製）を１Ｎ苛性ソーダ，蒸留水，１Ｎ塩酸，更に

蒸留水の順で洗11傑処理して活性化した後，0.02Ｍトリス緩衡液（ｐＨ9.0）で充分に緩衡化

して1.55×２０ｃｍのカラムを調製した．

皿．酵素試料の調製

Ｔａｂｌｅｌに記載した方法で分離した粗CPaseに１Ｍ食塩-0.02Ｍトリス緩衡液(PＨ

9.0）１０ｍlを加えて之をよく溶解し遠心分離して不溶物を除いて得た試料液をViskingセ
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０

ロフアンチユープに入れ，０．０２Ｍトリス緩衡液２１中にてマグネチックスターラーによ

り撹伴し乍ら透析してＮａＣｌを除去すると共にBufferizeした．外液は１２時間経過後に

更新し再び透析をつづけ２４時間後不溶物を遠沈除去しその上清を酵素試料とした．

皿溶媒

種々検討した結果次の溶媒が最適と思われた．

溶媒Ｉ：0.02Ｍトリス緩衡液（ｐＨ9.0）

Ｉ：0.02Ｍトリス緩衡液（ｐＨ９．０)－０．１Ｍ食塩溶液

Ⅲ：0.02Ｍトリス緩衡液（ｐＨ９．０)-1.0Ｍ食塩溶液

之等の溶媒を順次とりかえて溶離せしめた．

ⅡV・カラムの操作

カラム操作は１９℃の恒温室で行なった．Bufferizeした酵素試料液３０，１（0.44ｍｇ一

N/ｍｌ）をカラムに注入吸着せしめ，先づ溶媒Ｉで溶出する溶出速度は１ｍl/ｍｉｎとした．

溶媒Ｉで蛋白質の溶出が完了したことを認めた上で次の溶媒Ⅱと取り換え,更に同様にして

溶媒Ⅲをも流下した．その結果はFig.６に示すごとくである．
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Ⅱ

０

↑
Ⅲ

６０

Ｆｒｑｃ↑ｉｏｎＮｏ．（５ｍ1,／frqc↑ion）

Ｆｉｇ．６．Thechromatographicpurificationofpartiallypurifiedmackerel
CPaｓｅｉｎＴａｂｌｅｌｏｎＤＥＡＥ－ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ・

Stepwiseelutionswerecarriedoutｗｉｔｈ０．０２MTrisbuifer(1)，０．０２MTris-0､IM

NaClbuffer（ＩＤａｎｄＯ・O2MTris-1.0MNaClbuffersolution（、）（ｐＨ９．０）successi‐
vely･

ThetotalrecoveriesofProteinandtheelutedactivitywere90.6％ａｎｄ１００．２％
respectively・

Ｃｏｌｕｍｎ：1.55×２０ｃｍ．一○一Protein-N．－②一CPaseactivity．

↑
Ｉ

２０

溶媒Ｉによる溶出区分（Fractionl）に強いCPase活性が認められた．又溶媒Ⅱ及び

Ⅲで溶出した区分（Fraction2及び３）にも僅か乍ら活性が認められた．従ってCPase

は溶媒Ｉで溶出して来る区分に含まれていると考えられた。しかして全蛋白質Ｎの回収率



０

1２３

第６節サバ幽門垂CPaseと牛陣臓ＣＰａｓｅＡの比較

サバ幽門垂CPaseと牛陣臓CPase-AのＤＥＡＥ－セルローズカラムにおけるクロマト

グラムから両者の比較検討を行った.即ちNEuRATH法によって３回再結した牛CPase-A

を用い前述の方法と同様に０．０２Ｍトリス緩衡液でBufferizeした後カラムにかけ，前記

同様溶媒Ｉで溶出した後溶媒Ⅱと取り換えて溶出を行なった．その結果をFig.８に示す，

溶出像から明らかなように３回再結した牛ＣＰａｓｅＡでも僅か乍ら溶媒Ｉで溶出して来る

CPase活性を有しない蛋白質が混在するが，CPase活性を有する区分は溶媒Ｉによって始

めて溶出されて来た．この点でマサバ幽門垂CPaseと牛陣臓CPase-Aとは蛋白質とし

て明らかに相異るものであることが示された．

第７節小括

酵素化学的性質を明らかにし又酵素蛋白質の物理化学的性質を検討するための基礎とな

る酵素の抽出精製を試染た．牛の降臓からCPase-Aを抽出する最も一般的な凍結試料の

融解汁液より抽出する方法はサバ幽門垂の場合には収量が極めて悪く適当ではなかったの

で次の如く処理した．即ちサバ幽門垂に２倍容の１０％食塩溶液を加えて得たホモジネー

トに酢酸カルシウムを加えて混濁成分を除き遠心して上澄液を得た．この酵素抽出液を流

水透析するとＣＰａｓｅを含む蛋白質が沈殿し抽出液中の他の蛋白質と分離され或る程度精製

１０２０

１m｡…,5”剛,”
Ｆｉｇ．７．ＲｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｌｉｎＦｉｇ．６．

Column：1.55×２１ｃｍ・Solvent：０．０２MTrisbuffersolution（ｐＨ9.0)．

Ｏ､」

I土９０．６％，全活性の回収率は100.2％であった．

Fractionlの蛋白一Ｎ量及び活性の供試酵素試料のそれに対する割合は蛋白回収率１５．０

％，活性回収率６０．３％であった．

第５節最強活性区分（Fractionl）の再クロマトグラフィー

前節において得られた最強活性区分（Fractionl）につき，溶媒Ｉを用いてRechoma‐

tographyを行ないその結果をFig.７に示した．溶出像から見ればこの成分は均一である

と考えられる．
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することが出来た．このようにして得られた粗酵素をバレイショ殿粉一セライト混合物を

支持体とした縦型カラムを使いZoneelectrophoresisを行ったが少くも３種以上の蛋白

質成分が混在することが認められた．よって更にDEAE-セルローズカラムによる精製を

試みた結果クロマトグラフ的に均一と考えられるCPaSe区分を得ることが出来た．又比較

のため牛陣蔵CPaseをサバ幽門垂CPaseの精製の場合と全く同様な条件下でクロマトグ

ラフィーを試み両者の溶出像が全く異なっていることから両者は蛋白質として異なるもの

であると考えられた．

第４章超遠心沈降法によるサバ幽門垂CpaSeの均一性の

検討並びに分子量の決定

酵素の精製の程度を検討するには超遠心沈降法，電気泳動法，溶解度法，クロマトグラ

フィー等種々の方法が提案76)されている．

本研究では沈降速度法によりサバ幽門垂CPaseの均一性を検討し，均一成分であるこ

とを確認した上でその沈降定数を算出し，併せて沈降平衡法によって分子量を求めた．

第１節沈降速度法による沈降定数の算出法77).73ノ

沈降定数ｓは単位力場での沈降速度であるから，回転軸からの距離をｘ’時間をｒ，回

転の角速度を｡，とすれば

，一際/の‘難…………………………………(４－'）
であらわされる・

実際には沈降定数を測定するには特定の粒子に着目できないから，界面の時間ｒｌにおけ

る位置ｘ，と時間ｒ２における位置JC2を測定すると’式（４－'）を積分して

ｓ＝]ｎ(x2/x,）．…..…..……….….…..………(4-2）
の2(r2-jfl）
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によって求めることが出来る.

(4-2）式は次のように書き直すことが出来

ｓ＝型QaLlQg』里二１９座Ｑ…………………………(4-3）
の2(r2-rl）

として沈降定数を求めることが出出来る．

第２節沈降平衡法による分子量の算出法

遠心力のあまり大きくない場では遠心力によって沈降するのと，生じた濃度差によって

拡散のために逆に拡がるのとが平衡状態になって粒子の分布が定常状態になる。このよう

な沈降平衡の場では一般に次式が成立つことがARcHIBALD79)によって提唱されている．

〃=ｒ票:)了･必翌Ｌ………………………韮(4-4）
但しＭ：分子量，Ｒ：ガス定数，Ｔ：絶対温度，γ：偏比容，／)：密度，の：角速度，

ｃ：溶質の濃度，ｘ：回転中心よりの距離

ｃと伽/ｄｘを実験によって下記の如く求めて，（4-4）式からＭを算出することが出

来る．

←c卿--*岬曾(drI伽………………………(4-5）
但しｘ",：回転中心よりmeniscusに到る距離

Ｘ"：回転中心よりplateauに到る距離

ｃｏ：初濃度

実際上ｘ＝x"！と見倣し得るから

‘幸c,-1重(州)伽…………………………(4-6）
により近似的にｃを計算した・

又ｃ・は

｡｡=I:$(州)‘沙r………………………………(4-7）
によって求めることが出来る．

但しｘ‘：回転中心よりbottomに到る距離

第３節沈降測定結果

１．沈降定数（帥）

測定条件

セルの厚さ：１．２ｃｍ

測定温度：25.7°Ｃ

回転速度：59,700r･ｐ．ｍ．（995r､P.s､）

溶媒：０．０２Ｍトリス緩衝液-0.1Ｍ食塩溶液（ｐＨ９．０）

上記の条件で超遠心沈降を行いＦｉｇ．９に示す如き沈降像を得た．

沈降像は図に示すように対称的な単一界面を示し分子量に関しては均一成分からなるこ

とが明らかとなった．そこでこの均一成分の沈降定数ｓｒを求めることにした．即ち各時に

おいて撮影した沈降図を夫々引伸ばして硬質印画紙に焼付け第２節に述べたように各時間

における界面の位置（x,，ｘ２）を実測してそれを真の長さに補正した後（4-3）式に従って

s／を算出した（試料１)．尚これと略同じ条件において同様に超遠心を行いその結果を同様
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１

ｉｎFig.６）

６ ５４３２

Fig.９．UltraLcentrifugalpatternofthepuriliedmackerelCPase（fractionl：

ｉｎ0.02MTris-0.1MNaClbuffer（ｐＨ9.0）ａｔ59,700r・ｐ．ｍ．ａｎｄ25.7℃・

WithlOminutesintervalsbetweenexposures（photographlwastakenlO

aftertherotationbecameconstant)．

ｍｌｎｕｔｅｓ

Table２．DeterminatlonofsedimentatloncoｎｓｔａｎｔＳｔｏｆｍａｃｋｅｒｅｌｐｙｌｏｒｉｃｃｏｅｃａ
ＣＰａｓｅｂｙｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｌｏｎ－ｖｅｌｏcityultracentrifugationmethod．

ＰｌａｔｅＮｏ･ｉｎＦｉｇ．９

ｒ（minutes）

ｘ（c、.）

ｌｏｇＸ

の２Ｘ１０－７

ＳｒＸ１０１８

Sｒ（ｍｅａｎvalue）

１

Sａｍｐｌｅｌ

５

５

５蟻909

0.7716

3.90

3.27

4５

6.094

0.7849

3.25Ｘ１０－１３

Ｓａｍｐｌｅ２＊

１

、

5.916

0.7729

3.83

8.23

５

4５

6.096

０．７８５０

＊Ｄａｔａｏｆｓａｍｐｌｅ２ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｓｉｎＦｉ９．９．

Tocalculatethesedimentationconｓｔａｎｔｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ，ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｉｓｕｓｅｄ，

Ｓ＝1,(x2/死,）～2.303(ｌｏｇｘ２－ｌｏｇｘ,）
の2(r2-r,）～の2(ｒ２－ｒ,）

ｗｈｅｒｅｘ１ｉｓｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｙｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｉｍｅｒＬｘ２ｉｓａｔｔｉｍｅｒ２，ａｎｄのｉｓｔｈｅａｎｇｕｌａｒ

ｖｅｌｏｃｉｔｙ・

に処理して師を算出した（試料２)．之等の結果をＴａｂｌｅ２に示す．

この表に示すようにサバ幽門垂CPaseの沈降定数師は3.25×10-13であった．

１１．分子量

測定条件

セルの厚さ：１．２ｃｍ

測定温度：25.0℃

回転速度：330.7r､p､s・（19,842ｒ・p.m.）

溶媒：0.02Ｍトリス緩衝液-0.1Ｍ食塩溶液（ｐＨ9.0）

上記の条件で沈降平衡を成立させる事によってサバ幽門垂CPaseの分子量（Ｍ）を算

出した．

ｒ鯵ＰＳ．：330.7,の２：４．３１×１０６，Ｒ：８．３１×１０７，Ｔ：273.2-1-25.0,γ：0.750,ｐ：１．０２

初濃度ｃ・は合成界面セルを用いその拡散曲線から測定した結果15.17となった．（但し

引伸倍率39.6)．

以上の数値を用いて計算した結果サバ幽門垂CPaseの分子量は23,500であることが，
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判明した．

ロ甫乳動物の陣臓ＣＰａｓｅＡの分子量は34,00080),80),82)と測定されているが，これに比較す

るとサバ幽門垂CPaseは遥かに小さい分子量を与えた．この点はprocarboxypeptidase

(pro-CPase）からの活性化における分解度と関係をもち，興味ある問題として今後研究す

べき課題と考える．

第４節小括

サバ幽門垂より抽出しＤＥＡＥ－セルローズカラムによって精製したＣＰａｓｅＡにつき超

遠心沈測定を行なった．その沈降像から超遠心的には均一であることが推定され従って試

料酵素は可成り精製されたものと考えられる．このものの沈降定数師は3.25×10-13で

あり又ARcHIBALD法によって求めた分子量は23,500であった．

第５章酵素の精製過程における酵素Ｎ量及び全活性の

回収率並びに比活性の変動

第３章及び第４章において述べたようにサバ幽門垂CPaseはそのイオン交換クロマトグ

ラム並びに超遠心像から見ると殆んど均一成分と認められた．

精製過程における酵素Ｎ量及び全活性の回収率並びに酵素活性単位の変動を調べそれ等

の結果をＴａｂｌｅ３にまとめた．

Table３．SummaryofpurificationprocedureformackerelpyloriccoecaCPase．

Preparatlon

1．Partiallypurified
CPaseinTable１．

２．Fractionlobtainedon

DEAE-cellulｏｓｅｃｏｌｕｍｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎ
Ｆｉ９．６

Yield

Total

protein-N
mg．

TotaJ

activity
unltS

Ｋｅｃｏｖｅｒｖ

Proteiｎ

％
Ａｃｔｉｖｉｔｙ
％

13.3７８０１１００１００

2.0５０８１１５．０６５．３

Specincactivjty

units/ｍ9.-Ｎ/ｍin．

5８．５

254.0

Ｔａｂｌｅ３に示すごとく，２ｋｇ、のサバ幽門垂より透析沈殿法によって13.3ｍｇ-Ｎ相当の

粗酵素が得られた．このものの比活性は58.5ｕｎｉｔであった．之を更にＤＥ－ＡＥ－セルロー

ズカラムにより精製すると試料粗酵素蛋白質の１５．０％相当のCPase区分（Fraction

l-tubeNo,６～No.１５）２．０ｍｇ-Ｎが得られた．しかしてこの区分の活性回収率は６３．５％

を示し比活性は245ｕｎｉｔであった．

第６章サバ幽門垂CPaseの酵素化学的性質

酵素そのもの上一般的な性質は蛋白質のそれと全く同一であるが,この蛋白質としての特

性は所謂生物活性即ち酵素の触媒作用の面にも幾多あらわれてくる．先にも述べたように

生物体内で行われる基本的な生化学反応は生物の種類にかかわらず同じ反応であり同じ酵

素によって触媒されていることは興味深いことであるが，同一の触媒作用を示してもそれ

等の起源によってその特異性には多少の差異があることも指摘されており，その原因が蛋白



質構造の相違ひいてはその物理化学的性質の相違に帰せられている．水産生物は特殊な生

活環境に棲息しているからその酵素も亦陸上哨乳動物の酵素に比し若干の相違が推察され

る．このような見地に立ってサバ幽門垂CPaseの性質につき種々検討を行なった．

第１節酵素作用の温度依存Ｉ性

精製酵素につき0.04MCarbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanine（ｐＨ8.0）を基質とし

て各温度における活性を測定することによって酵素作用の温度依存性を検討した．即ち各

温度に予温しておいた基質溶質１ｍ１．に同じく予温しておいた酵素溶液（１Ｍ食塩溶液

-0.0004ｍｇ-Ｎ/ｍｌ）１ｍ１．を加えて１０分間反応させ,0.44ＭＴＣＡ溶液１ｍ１．を加えて酵

素反応を停止せしめる．この反応液１ｍｌにつきニンヒドリン呈色を行い，その吸光度を

以て活性を表わし，作用の温度依存性を検討した．その結果をFig.１０に示す．之から本

酵素の作用至適温度は３５～40℃であることが明らかとなった．

128

第２節酵素作用のｐＨ依存性

いろいろなｐＨの０．１Ｍ酢酸塩，りん酸塩，トリス及び炭酸塩緩衝液に溶解して得た

0･O4MCarbobenzoxy-glycyl-L富phenylalanine溶液を基質として37.Ｃにおいて酵素活

性を測定しそのｐＨ依存性を調べた．それ等の結果をFig.１１に示した．

所謂至適ｐＨは８．０附近と考えられた．

第３節酵素活I性に及ぼす金属イオンの影響

Ｍｎ++，Ｍｇ++，ＣＯ十十及びＺｎ+＋などのような金属イオンの添加によってある種のペプ

チダーゼが活性化することは既によく知られている処である．SMITH84)はアミノペプチダ

ーゼや他のペプチダーゼの多くのものが金属イオンによって特異的に活性化されうる所謂

０２０４０

ＴｅｍｐｅｒｑｆｕｒｅｏＣ

Ｆｉｇ・１０・Atemperature-activitycurveofmackerelCPase・

ＣＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｎｇａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｌｍｌ・ｏｆ０．０４Mcarbobenzoxy‐

glycyl-L-phenylalanineinO・O2Mtrisbuffer（ｐＨ8.0）ａｎｄｌｍＬｏｆｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（0.0004

mg.-N/ｍｌ.）atvarioustemperaturesforlOminutes・TheliberatedL-phenylalaninewas

measuredbycolorimetricninhydrinmethodofYEMM-CocKING．

５
０
ｓ
Ｏ

Ｌ

Ｏ
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０２

この表から明かなようにＭｇ++，Ｃａ+＋は酵素活性,に対し殆んど影響を示さないが，

Ｍｎ+÷，Ｚｎ+＋は何れも酵素活性を５０％前後阻害することが認められた．一方ＣＯ+＋を添

加したものでは無添加に比し著しく活性の増加することが認められた．

第４節酵素一基質反応系におけるＣＯ+＋の関与様式

サバ幽門垂CPaseの活性増大に対するＣＯ+十の関与の様式を考究することは酵素化学的

ＴｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａsewasestimatedafterbeing

preincubatedwith0.005Ｍｖａｒｉｏｕｓｍｅｔａｌｉｏｎｓｆｏｒ３０ｍｉｎｕｔｅｓａｔ２５℃･

Ｔｈｅｆｍａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｉｎｅａｃｈｅｎｚｙｍｅ－ｓｕｂｓtrate

reactionmixturewas0.001Ｍ．

（
ユ
Ｅ
○
卜
の
↑
ロ
・
口
・
○
）
話
迄
シ
痘
○
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／
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○

０
１－Ｊ

４ ６ＢＩＯ＜

ｐＨ

Ｆｉｇ．１１．ApH-activitycurveofmackerelCPase・

ＣＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｎｇａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｌｍｌ・ｏｆ０．０４ＭＣａ'一bobenzoxy‐

ｇｌｙｃｙｌ－Ｌ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｉｎ０．１Macetate，phosphate，Ｔｒｉｓａｎｄｃａｒｂｏｎａｔｅｂｕｉｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ

ａｎｄｌｍｌ,ofenzymesolution（0.0004ｍｇ,-N/ｍｌ.）ａｔ３７．CforlOminutes・Theliberated

L-phenylalaninewasmeasuredbycolorimetricninhydriｎｍｅｔｈｏｄｏｆＹＥＭＭ－ＣｏｏＫ耐G・

金属酵素であると云う興味ある推定をした．しかしてＳＭＩＴＨは金属活性のペプチダーゼ

に於いては酵素一基質複合体（ES-Complex）の形成に際し金属イオンが結合の橋渡しの

役目を司るものであると述べている．

著者はマサバ幽門垂から得られたCPaseにＣＯ++，Ｃａ++，Ｍｇ++，Ｚｎ+＋及びＭｎ+＋

(何れも塩化物）を加えてPreincubateした後酵素活性を測定し，酵素活性に及ぼす之等

金属イオンの影響を比較検討した．その結果をＴａｂｌｅ４に示す．

100

525.0

９９，５

９７．５

４５．６

５６．７

control（withoutmetalion）

ＣＯ＋＋

Ｃａ十十

Ｍｇ十十

Ｍ，十十

Ｚｎ十十

Ｍｅｔａｌｉｏｎｓ Ｒｅｌａｔｆｖｅａｃｔ
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／

oイト。

見地からも興味あることである．金属イオンの酵素活性に関与する仕方には種々あるもの

と考えられている．例えばグリシルグリシンジペプチダーゼ(Glycylglycinedipeptidase）

によるGlycylglycineの水解反応の際にＣＯ+＋の存在で著しく反応が促進85)されること

が認められているが，この場合はＣＯ+＋がGlycylglycineとComplexを作りその結果

グリシルグリシンジペプチダーゼのattackを受け易くなると云う解釈に立っている．他

方ロイシンアミノペプチダーゼ（Leucineaminopeptidase）のようにＭｎ+＋又はＭｇ+＋

が酵素蛋白と結合しComplexを形成して活性化86),87)するような関与の仕方もある．

そこで著者はサバ幽門垂CPaseのＣＯ+＋による活性増加様式を明らかにするための検討・

を行った．即ち酵素とCoCl2を混合して一定時間Preincubateした後に基質（Carbob‐

enzoxyglycyl-L-phenylalanine）と反応させた場合（CO++-CPase系）と，基質にCoC12

を加えて同様一定時間放置後酵素を作用させた場合（CO++-Substrate系）の基質水解反

応物の測定値を求め，酵素一基質反応系におけるＣＯ+＋の関与の様式を調べた．その結果

をＦｉｇ．１２に示す．

（(Ccj++，ＣＰｑｓｅｏＳｕｂｓ↑｢0↑e”

20C卜・ｏ－ｏ

Fig.１２から明らかなようにＣＯ++-Substrate系はPreincubationによる活性の変化

は認められなかった．しかし乍らＣＯ++-CPase系では経時的に著しい活性の増加が見ら

れ，２５℃においてほ堂１５分間で活性が最高値を示しそれ以上長く処理しても活性の増加

は認められなかった．以上のことからＣＯ+＋による酵素活性の．増大はＣＯ++-CPase（複合

体）を形成することに因るものであると考えられた，ＣＯ++-Substrate系でもＣＯ+＋無添

加の場合に比べて約２倍の活性が認められるが之は酵素反応（10分間反応）中にＣＯ++‐

－●
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０

Ｐ｢eincubqHon↑iｍｅ（ｍin.）

Ｆｉｇ．１２．Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎｏｆｃｏｂａｌｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅnzyme-substratereaction・

RelativeactivitiesarecomparedwｉｔｈｔｈｅｖａｌｕｅｏｆｌＯＯｆｏｒｉｎｔａｃｔＣＰａｓｅｉｎｔｈｅ

ａｂｓｅｎｃｅｏｆｃｏｂａｌｔｉｏｎ．

“ＣＯ++-CPase-Substrate，，（solidcircle)：ＴｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｌｍＬｏｆＯ・O1MCoCl2

solutionandlml・ofCPasesolution（0.0004ｍｇ.-Ｎ/ｍｌ）waspreincubatedat25oC・

Ａｎｄｔｈｅｎｌｍｌ・ｏｆ０．０４Mcarbobenzoxy-glycyl-L-phenylaｌａｎｉｎｅｉｎＯ・Ｏ２ＭＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒ

(ｐＨ8.0）wasaddedandthemixturewasincubatedat37oCforlOminutes．

“ＣＯ++-Substrate-CPase”（opencirc1e)：Ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｌｍｌ・ｏｆＯ､Ｏ１ＭＣｏＣ１２

ｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｌｍＬｏｆＯ・O4Mcarbobenzoxy-glycyl-L湾ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｉｎＯ､O2MTris

buffer（ｐＨ8.0）waspreincubatedat25℃・Ａｎｄthen,１，１.ofCPasesolution（0.0004
ｍｇ.-N/ｍｌ.）wasaddedandthemixturewasincubatedat37oCforlOminutes．

○

1０５

←ｎｏＣ３＋

獄i言も
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CPaseを形成することによるものと考えられる．このことはＣＯ十十一Substrate系におい

てPreincubationの時間の長短にかよわらず一定値を示すことから理解された．

第５節ＣＯ++-CPase複合体形成に対する温度の影響

ＣＯ+＋による酵素の活性化は比較的緩かに行われ，前実験の結果から室温（25℃）では

略１０分でFullactiveになることが認められた．そこで更にＣＯ++-ＣＰａｓｅ（complex）

形成機構を明らかにする目的からPreincubationの温度の影響を調べた．即ち６，１８．５，

２９，３７，５０°Ｃにおいて酵素溶液（0.1Ｍベロナール緩衝液，ｐＨ8.0）と0.01Ｍ塩化コバ

ルト溶液を等容づ』､加えて何れも１５分間PreincubateしてＣＯ+十による活性化を行い，

直ちに水道水で冷却した後３７℃恒温水槽中に５分間静置予温し，之に３７°Ｃに予温して

おいた0.02MChloracetyl-L-phenylalanine溶液を加えて１０分間反応せしめ，活性を

ニンヒドリン呈色法で測定した．得られた活性からＣＯ+＋による酵素の前処理温度が活性

に及ぼす影響を調べた．その結果をＴａｂｌｅ５に示した．

Table５．Theeffectofpreincubation-tempeｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ｉｎｃｒｅａｓｅｌｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅｉｎ‐

ｄｕｃｅｄｂｙｃｏｂａｌｔｉｏｎ．

Preincubationtemperature（｡C）｜Activity（０．，．ａｔ５７０ｍｕ）

６

１８．５

２９

３７

５０

ｗｉｔｈｏｕｔＣｏ十十

0.578

0.758

0.717

0.702

0.695

0.225

Ｐｒｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｎｇａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｅｑｕａ］

volumesofenzymesolutionof０．１Mveronalbuffer（ｐＨ8.0）ａｎｄ

０．０１ＭＣｏＣｌ２ｆｏｒｌ５ｍｉｎｕｔｅｓ．

これで明らかなように前処理温度が18.5～50℃の場合には温度の高い程酵素活性の増加

率が低かった．このことからＣＯ++-CPase形成には出来るだけ温和な条件を与えることが

必要であると考えられた．一方６℃では18.5°Ｃに比較して可成り低い値を示しているが，

恐らく６°Ｃでは１５分間ＣＯ+＋と処理してもＣＯ++-CPaseの形成が完成されず従って活

性も亦最高に到らなかったものと考えられる．

第６節Ethylendiaminetetracetate（EDrA）処理による失活とＣＯ++､Ｍｇ++,Ｃａ+＋

及びＺｎ+＋による活性回復

サバ幽門垂CPaseをＣＯ+＋と処理するとその酵素活性がほ野５倍に増加する事実から

この酵素が分子内に金属イオンを含むものであると想定した．一般にこのような金属酵素

はキレート試剤であるＥＤＴＡで処理すると分子内の金属が取り除かれるから容易に失活

するものである．

そこで先づサバ幽門垂CPaseの分子中に金属を含むか否かを確めるためＥＤＴＡで処

理して活性の変化を調べた．即ち酵素液（0.4ｍｇ-Ｎ/ｍｌ）に等容の０．１ＭＥＤＴＡ溶液を

加え０°Ｃ（氷水中）に保持して一定時間経過後之を透析して過剰のＥＤＴＡを除き残存活
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Ｆｉｇ、１３．CessationofenzymeactivityofmackerelCPaseincubatedwithEDTAat０℃、

Theincubatedmixtureconsistedofequalvolumesofenzymesolution（0.4ｍｇ.－N/ｍｌ.）
ａｎｄ０．１ＭＥＤＴＡｓｏｌｕｔｉｏｎ・ＩｎｔｈｅａｓｓａｙｏｆｔｈｅＣＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，theEDTA-treatedenzyme

preparatiｏｎｗａｓｄｉａｌｙｓｅｄａｇａｉｎｓｔｗａｔｅｒｔｏｒｅｍｏｖｅｔｈｅｅｘｃｅｓｓｆｒｅｅＥＤＴＡ．
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ＲｅｌｄｔｉＶｅｑｃナｉｖ汁ｙ

Ｆｉｇ．１４．ReactivationoftheEDTA-treatedinactivemackerelCPasesbythe
effeｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｄｉｖａｌｅｎｔｍｅｔａｌｉｏｎｓ、

TheCPaseactivitywasmeasuredafterpreincubationwithlO-2Mmetａｌｉｏｎｓ、

Ｉ：ｉｎｔａｃｔｅｎｚｙｍｅ；Ｅ；ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＥＤＴＡ；ＣＯ十十，Ｃａ十十，Ｍｇ十十，Ｚｎ十十：Ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈＥＤＴＡｆｏｒ５ｄａｙｓａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｋｉｎｄｓｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓ・

性を測定して酵素活性を測定して酵素活性に及ぼすＥＤＴＡの影響をしらべた．その結果

はFig.１３の如くＥＤＴＡ処理により徐々に活性が低下し，１日で５％，２日間で６５％，

５日間で殆んど完全に失活した．このことからこの酵素には活性に必要な金属が含まれて
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いることが推定された．

次にこのようにして失活させた酵素に金属イオンを添加してその活性が回復されるか否

かを検討した．即ち予めＥＤＴＡで処理した後透析して過剰のＥＤＴＡを除去した活性の

ない酵素液にこれと等容のＭｇ++，Ｃａ++，ＣＯ十十及びＺｎ+＋（何れも塩化物）の各0.01Ｍ

溶液を加えて１２時間６～8℃に保持し，その混合液中の酵素活性を測定して活性回復に対

する金属イオンの効果を調べた．その結果はFig.１４に示すごとく，ＣＯ十十はintactな

酵素の活性の３．７倍，Ｍｇ+＋は0.95倍，Ｃａ+＋は１．１倍となり明らかに活性回復が認めら

れた．しかし乍らＺｎ+＋は効果が認められなかった．このように二種以上の金属イオンが

酵素活性に関与し得る事実は甚だ興味のあるところである．

第７節サバ幽門垂CPaseの基質特異性

Ｉ、Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineの合成

ＣＰａｓｅＡの典型的な基質であるCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineの合成を次の

如く行なった．SHEEHAN88),89)は1955年に縮合剤としてジシクロヘキシルカルポジイミド

(Dicyclohexylcarbodiimide）をアシルアミノ酸及びアミノ酸エステルのテトラヒドロフ

ラン（Tetrahydrofuran）溶液に加えて好収率でアシルペプチツドエステルを合成するこ

とに成功している．

RlC｡NHCHCOOH+H圏NCHCOOR‘+<~>-N=C=N－Ｏ
Ｒ２Ｒ３

→R1-COmCHCO皿CHCOOR響+D-NH-CO-NH-<二＞
Ｒ２Ｒ３

この方法はアミノ酸の何れか一方の基を活性化する必要もなく，又反応生成物のうち尿素

誘導体は有機溶媒に不溶（水にも難溶）のために簡単に除去し得るから目的のアシルペプ

チツドのみが容易に結晶状に得られると云う長所をもっている．大川90)はこの方法により

O-benzyl-DL-Serineを使用して二，三のペプチツド合成を行い８０～９０％の良好な収率で

あったと報告し，本法が極めて特徴のある且つ将来性のある良法であることを認めている．

著者は本法を用いてCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineを合成した．

Ａ・カルボベンゾキシグリシン（Carbobenzoxyglycine）の合成

Ｃ６Ｈ５ＣＨ２０ＣＯＣｌ＋ＮＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ

→Ｃ６Ｈ５ＣＨ２０ＣＯＮＨＣＨ２ＣＯＯＨ＋ＨＣｌ

ｌ・所要試薬

グリシン，カルボベンゾキシクロライド，苛性ソーダ

グリシンは田辺製薬より入手した．カルボベンゾキシクロライドはホスゲンの発生装置

がなかったので市販（東京化成Ｋ､Ｋ､）のトルエン溶液（３０％溶液）を求めトルエンを留

去して用いた．

２．合成操作

３００ｍｌ容ナスフラスコにグリシン１３．２９（0.176モル）を採り，之に４Ｎ苛性ソーダ

溶液４５ｍlを加え溶解して氷水中で充分冷却（0～2℃)，次に別に０°Ｃに予冷した４Ｎ苛

性ソーダ９ｍl，次いでカルポベンゾキシクロライド６ｍｌを順次加えてセロファンでカバ

ーしたゴム栓で密栓して激しく振り混ぜた後す早く氷水中につけて冷却する．約１０分後前
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記操作同様同量の苛性ソーダ及びカルポベンゾキシクロライドを加えて強振し氷水中にて

反応せしめる．この操作を後３回（計５回）繰返して反応を完結せしめる．６０分後反応液

(ｐＨ6.7）を６Ｎ塩酸でｐＨ4.5～4.0にするとカルポベンゾキシグリシンが結晶して来る

から之を一夜冷蔵庫中に静置し浦別する。

３．再結晶

前記の粗結晶にクロロホルム100ｍｌ加えて加温溶解せしめ,之を放冷すると結晶が得ら

れる．、.p、120℃．

４．収量

３２．０９で収率８６．７％であった．

Ｂ、Ｌ－フエニールアラニンメチルエステル塩酸塩(L-phenylalaninemethyIester‘ＨCl)の合成

ＮＨ２ＣＨＣＯＯＨ＋ＨＣ１→ＨＣ１･ＮＨ２ＣＨＣＯＯＨ

ＣＨ２ＣＨ２

／、／、
ｌｌｌｌｌｌ
、／、／

ＨＣ１ｏＮＨ２ＣＨＣＯＯＨ＋ＣＨ８０Ｈ→ＨＣｌ･ＮＨ２ＣＨＣＯＯＣＨ８＋Ｈ２０

ＣＨ２ＣＨ２

／'、／'、
｜Ⅱｌｌｌ
、／、／

１．所要試薬

メチルアルコール（無水)，Ｌ－フェニールアラニン

２．合成操作

Ｌ_フエニールアラニン４０９を無水メタノール５０ｍｌに懸濁し，之を氷一食塩の寒剤で

冷却する．之に乾燥塩酸ガスを通じて飽和せしめる（12時間通気)，後エステル化を完結せ

しめるため約５時間逆流冷却器をつけて煮沸する．反応後減圧下でメタノール及び塩酸ガ

スを留去して濃縮すると結晶化の兆が見られるから之を放冷するとＬ－フエニールアラニン

メチルエステル塩酸塩の針状結晶が折出する．

３．再結晶

前記の粗結晶に５０ｍｌの酢酸エチルを加えて加温溶解し放冷して再結晶化せしめた．

４，収量

４３．０９で収率８２．４％であった．

５．Ｌ－フェニールアラニンメチルエステル塩酸塩より遊離エステルの調製

一般にアミノ酸の遊離エステルは相当するジケトピラヂン又はポリマーに変化し易いの

で塩酸塩の形で保存し,ペプチツドの合成時に次の如く処理して遊離エステルとした．即ち

L-フエニールアラニンメチルエステル塩酸塩に乾燥アンモニアガスを飽和させたクロロホ

ルム溶液を加えると塩化アンモンが生成して沈殿するから之を漁別する・後浦液を減圧し

てクロロホルムを留去すると油状のエステルが得られる（収率７０．０％)．

Ｃ，カルボベンゾキシグリシルL-フェニールアラニン（Carbobenzoxyglycyl-L-phenyl‐

aIanine）の合成
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カルポベンゾキシグリシン０．０３Ｍ７．１９，Ｌ－フエニールアラニンメチルエステル０．０５Ｍ

１０．５９，ジシクロヘキシルカルボジイミド０．０４Ｍ８．２５９を夫々 ジオキサン３０ｍ１，１５ｍ１，

１０ｍｌに溶解しその順に加えてよく混合すると５分で明らかに反応が認められ尿素誘導体

が析出し始める．之を室温に一夜放置し，後氷酢酸０．５ｍlを加えて更に１時間放置してか

ら不溶物を漁別する．得られた浦液（ジオキサン溶液）を蒸させた後酢酸エチルを加えて

ペプチッドエステルを溶解する．この酢酸エチル溶液を分液漏斗に移し，蒸留水，１Ｎ塩

酸，４％重炭酸ソーダ溶液，更に蒸留水の順でよく洗源して末反応のＬ－フエニールアラニ

ンメチルエステル及びカルポベンゾキシグリシンを除去する．この酢酸エチル溶液を減圧

して酢酸エチルを留去すると油状のカルボベンゾキシグリシルーL-フエニールアラニンメチ

ルエステルが得られる．之にメタノール５０ｍｌを加えてエステルを溶解してから２Ｎ炭

酸ソーダ溶液５０ｍｌを加えてよく混和し，室温で１時間放置してエステルを鹸化する．後

減圧蒸留して大部分のメタノールを留去して６Ｎ塩酸を加えてｐＨを５．０に調節すると

カルポベンゾキシグリシルーL-フエニールアラニンの結晶が析出する．この粗結晶を再び酢

酸エチルで加温溶解して熱時浦過し,演液を室温で徐々に冷却すると結晶化する．、.p､１２５

～126°Ｃ．尚収率は７５．０％であった．

Ⅱ、サバ幽門垂CPaseによるCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineの水解機構

ＣＰａｓｅＡの典型的基質であるCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineに対するサバ

幽門垂CPaseの作用機構をペーパークロマトグラフィーを用いて分解生成物を同定する

ことにより検討した．即ちCasbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineの６Ｎ塩酸加水分解

物と酵素分解物を東洋漁紙No.５１を用い、一ブタノール・氷酢酸・水（４：１：１）を展開

溶媒として上昇法により１５ｃｍ展開した後，溶媒を完全に風乾除去して２．５％ニンヒドリ

ンー水飽和プタノール溶液を噴霧して加熱発色せしめた．同時に展開したグリシン及びＬ－

フエニールアラニンのｓｐｏｔと比較同定した．Fig.１５はその結果を示す．図より明らか

なように６Ｎ塩酸加水分解区分ではＲｆ値よりグリシン並びにＬ－フェニールアラニンが

生成していることが認められたが,酵素分解区分ではニンヒドリン呈色値が作用時間５時間

で最高値に達していて，更に１２時間あるいは２４時間作用させてもＬ－フェニールアラニン

のｓｐｏｔの承が検出され，グリシンのｓｐｏｔは全く認められたかった．又当然のことではあ

るがCarbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanineはニンヒドリンにより呈色せず従って用い

たこの基質は遊離のグリシン又はＬ－フエニールアラニンを含まない純品であることも併せ

て証明された．

以上の実験事実からこの酵素はCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineに作用して

Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalaｎｉｎｅ→

Carbobenzoxyglycine＋L-phenylalanine

の如くカルポキシル末端アミノ酸の承を加水分解しＬ－フェニールアラニンを遊離せしめる

がCarbobenzoxyglycineに対しては全く作用しないことが明らかとなりその点では牛畔

臓CPaseに類似の性質を示した．

Ⅲ、基質特異性

CPaseに関連する基質を0.1Ｍベロナール緩衝液（ｐＨ8.0）に溶解して0.04Ｍ濃度

として用いた．即ち0.04Ｍ基質溶液１ｍｌに酵素溶液（0.00165ｍｇ-Ｎ/ｍｌ）１ｍｌを加え

て１０分間反応せしめ０．４４ＭＴＣＡ溶液１ｍｌを加えて反応を停止して酵素作用により遊
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Therelativerateswerecomparedwiｔｈｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｖａｌｕｅｏｆ

ｌＯ,O00forCarbobenzoxy-glycyl-D-phenylalanine．

Table６．ＴｈｅａｃｔｉｏｎｏｆｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅｏｎｖａｒｉoustypesof

substrates（37℃)．

1.0

Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanine

Chlol-oacetyl-L-phenylalanine

Chloroacetyl-DL-phenylalanine

Chloroacetyl-L-tyrosine

Carbobenzoxy-glycyl-工』-leucine

Chloroacetyl-glycyl-L-leucme

Acetyl-DL-tryptophan

Chloroacetyl-DL-methionine

Acetyl-DL-methionine

Chloroacetyl-L-glutamicacid

e-Benzoyl-a-acetyl-DL-lysine

Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanineamide

Glycyl-L-leucine

Glycyl-glycine

○ ○○○○

０ ○

Ｒ←

ロ二

０．５

２ ３４５６７８

Fig.１５．Ｐａｐｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ宮ｐｒｏｄｕｃｔｓｒｅｓｕｌｔｉｎｇｆｒｏｍｔｈｅｉｎｃｕｂａtion

ofcarbobenzoxy-glycyl-L-phenylalaninewithmackerelCPase，

１：Glycine、

２：L-Phenylalanine、
３：MackerelCPasecontl．o１．

４：Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanine、
５：ＲｅａｃｔｉｏｎＰｒｏｄｕｃｔｓａｆｔｅｒ５ｈｏｕｒｓｏｆｉncubationwithmackerelCPaseat37oＣ，

６：Reactionproductsafterl2hoursofincubationwithmackerelCPaseat37℃、

７：Reactionproductsafter24hoursofincubationwithmackerelCPaseat37℃、

８：Hydrolyzateofcarbobenzoxy-glycｙｌ－Ｌ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｗｉｔｈ６ＮＨＣｌａｔｎ'0℃ｆｏｒ
２０hours・

Solventsystem：ＢｕＯＨ：ＡｃＯＨ：Ｈ２０＝４５１：１．

Detection：２．５％ninhydrininn-BuOHsaturatedwithwaterwassprayed．

RelativerateSubstrate

136
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その結果はＦｉｇ．１６の通りであり，約６０分で不斉水解が行われ分解量は其の後増加し

なかった．このことから本酵素はChloroacetyl-DL-phenylalanineに作用して

離したアミノ酸をニンヒドリン発色法により定量した．発色値はすべてロイシン当量とし

て算出し比較した．基質の加水分解度は便宜上Carbobenzoxyglycyl-L-phenenylalanine

の場合を１０，０００とした相対値で表わした．但し加水分解され難い基質は特に反応時間を適

宜延長して分解度を測定した後単位時間に換算して表示した．結果はＴａｂｌｅ６に示す通

りである．

こ』､で特に注意すべき事はサバ幽門垂CPaseが芳香族アミノ酸及びロイシンのアシル

誘導体をよく水解することであろう．又同一アミノ酸でもアシル基の相異により酵素によ

る水解作用に著しい差違があることが認められた．例えばChloroacetyl-DL-methionine

はAcetyl-DL-methionineの凡そ２５０倍もの速さで不斉水解された．又Carbobenzoxy‐

glycyl肩L-phenylalanineを速かに加水分解するがCarbobenzoxyglycyl-L-phenylala、‐

neamideには全く作用しないことも明らかとなった.更にCarbobenzoxyglycyl-L-1eucine

を比較的速かに水解するがGlycyl-L-leucineには全く作用しないことも認められた．之

等の実験事実からこの酵素の基質としてはカルボキシル基が遊離状に存在しアミノ基は遊

離の状態でないことが必要で典型的なCPaseの特異性を示すことが再確認された．

第８節アミノ酸の光学分割

アミノ酸の光学分割における酵素法の優れている点はすでによく知られており》ＮEu‐

BERG9')，GREENsTEINら92)の研究がある．

著者は前述のようにサバ幽門垂CPaseがChloroacetyl-L-tyrosineに作用してそれと

等モルのＬ雷チロシンを遊離させることを確認したが，更に本酵素のChloroacetyl-DL‐

phenylalanineに対する作用を明らかにする目的から次のような検討を行なった．即ち

0.1MChloroacetyl-DL-phenylalanine溶液（ｐＨ8.0）１ｍｌに酵素液（0.017ｍｇ一Ｎ/ｍｌ）

１，１を加えて３７℃で反応させその分解度を確めた．

０５
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Chloroacetyl-DL-phenylalanine
lモル ↓

Chloroacetyl-D-phenylalanine
＋０．５モル

L-phenylalanine
＋０．５モル

Monochloraceticacid

O‘５モル

の如く１モルのChloroacetyl-DL-phenylalanmeより０．５モルのＬ－フエニールアラニン

を遊離させるものであることを認めた．尚この際遊離したフエニーアラニンがＬ－系である

ことは別に行なった実験で本酵素がChloroacetyl-L-phenylalanineに作用して之を完全

に水解してそれと等モルのＬ－フエニールアラニンを生成することから断定した．それ故に

前述の基質特異性からも類推してサバ幽門垂CPaseは合成（DL）アミノ酸のうち特に

L-フエニールアラニン，チロシン，トリプトフアン，ロイシン等より夫々に対応する光学的

活性なＬ－アミノ酸を得るのに役立つものと思う．

第９節小括

DEAE-セルローズカラムを用いて製精し超遠心的には均一と認められた酵素にきつそ
の酵素化学的性質を調べた．

１．ｐＨ８．０において酵素作用の温度依存性を検討し３５～40℃に作用の至適温度がある
ことを認めた．

１１．３７．Ｃで酵素作用のｐＨ依存性を調べ至適ｐＨが８．０附近に存在することを確めた．

、．酵素活性に及ぼす金属イオンの影響につき検討した．Ｃａ+＋及びＭｇ+＋は殆んど

影響を与えないが，Ｍｎ+＋及びＺｎ+＋は何れも活性を５０％前後阻害することが認められ

た．一方ＣＯ+＋を添加したものは著しく活性が増加し無添加の夫の５倍強を示した．

１V．このようにＣＯ+＋添加によって酵素活性の増加することにつき種々検討した結果，

ＣＯ+＋と酵素とをPreincubateすると時間と共に活性が増加し１５分で最高値に達しその

後は増加しないことがわかった．それ故この際の活性の増大はＣＯ++-CPase（複合体）を

形成することに因るものであると考えられる．

Ｖ・ＣＯ++-CPaseの形成に対する温度の影響を調べた結果，18.5°Ｃ～50°Ｃでは温度の高

い程酵素活性は幾分低かった．それ故ＣＯ++-CPase形成には出来るだけ温和な条件を与え

る必要があると考えられた．

Ｖ１．０°ＣでＥＤＴＡ処理すると，変性することなしにゆっくりと失活させることが出来

た。このようにして得られた活性のない酵素液からＥＤＴＡを透析処理して除いてから，

酵素溶液と等容のＭｇ++，Ｃａ++，Ｚｎ++，ＣＯ+十（何れも塩化物）の各0.01Ｍ溶液を加え

て６～8℃にて１２時間保存して後活性を測定して之等金属イオンによる酵素の活性回復効

果を検討した．ＣＯ+＋はintactな酵素の活性の3.7倍，Ｍg十十は0.95倍，Ｃａ+＋は１．１

倍となり明らかに活性を回復することが認められた．Ｚｎ+＋は復活効果を示さなかったがこ

の点は従来の牛膨臓CPaseと異なっている．

Ｖ血．次にサバ幽門垂CPaseの基質特異性につき検討した．先づCarbobenzoxy-

glycyl-L-phenylalanineを基質とする時はＬ－フェニールアラニンを遊離するがCarbo‐

benzoxyglycineに対しては全く作用しないことをペーパークロマトグラフィーにより確

、
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認し，次いで各種の合成基質について求めた酵素の基質分解度をCarbobenzoxyglycyl‐

L-phenylalanineに対して比較した．しかしてこの酵素は芳香族アミノ酸，ロイシンのア

シル誘導体をよく水解した．又Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineを速かに加水分

解するがCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineamideには殆んど全く作用せず，他方

Carbobenzoxyglycyl-L-1eucineを比較的速やかに水解するがGlycyl-L-leucineには全

く作用しなかった．以上のことからこの酵素の基質としてはカルポキシル基が遊離状に存

在しアミノ基は遊離していないことが必要で，典型的なCPaseの特異性と同じような性

質を示すことが確認された．

Ｖ、．尚この酵素はChloroacetyl-DL-phenylalanineからＬ－フェニールアラニンのみ

を分割離脱させ，従ってアミノ酸の光学的分割にも利用出来ることを確かめた．

第７章サバ幽門垂CPaSeのＣＯイオンによる活性化機構に

関する反応速度論的解析

酵素反応機作の解明のための方法論としての反応速度論的検討は,酵素反応の速度に及ぼ

す種々の因子の影響の知見から定量的な取扱いを経てその反応機作を推定するもので酵素

の研究上極めて重要な事項である．

サバ幽門垂CPaseはそれ自身活性を有するが，之にＣＯ+＋を加えてPirencubateす

ると活性が著しく増加することは既に述べた通りである．こ上にこの酵素の活性化におけ

るＣＯ十十の役割を明らにするため反応速度論的検討を行ない，得られた諸定数からＣＯ+＋

による活性化機構の解明を試ゑた．

第１節Michaelｉｓ定数（Ｋｹ,,）の決定法

酵素反応速度と基質濃度との関係を定量的に取扱ったのはMIcHAELIsとMENTEN93)で

あり，続いてVANsLYKEとCuLLEN94)によって検討された．同氏等によると，一般に酵素

Ｅと基質Ｓとが一旦ＥＳなる酵素一基質複合体を経て生成物Ｐとなり酵素が遊離再成する

とされている．即ち

β+S÷ＥＳ蝿…………………(7-,）
なる模式が与えられる．こ』､にﾉﾋは夫々の過程の,速度定数である，

上の模式に従って反応の定常状態（α〔ＥＳ〕/成＝０なる状態）においては基質濃度が〔S〕

なるときの反応速度ツとするとき質量作用の法則に従って

，=器呂……………………(7-2）
なる関係式が導かれる．

（7-2）式はMichaelis-Menten-Briggs-Haldane93)'95）の式といよ，ＫｈＺをMichaelｉｓ

定数と言う．Ｋ伽は（ﾉﾋｰ,＋此2)/k，なる内容のものあるが，ﾉﾋｰ,＞ﾉﾋ２なるときに限りＫ,ルー

ノヒー,/ﾉﾋ，となりＥＳの解離定数（Ｋ;）に一致する．〔S〕が充分大きく酵素がすべてＥＳの形

になっているとき反応速度は最大となり，最大速度をγとするとき

γ＝た2〔Ｅ〕…………………･…･………･……(7-3）

で与えられ，反応速度ｙと基質濃度〔S〕との関係は次の（7-4）式で表わされる．

’一鯛&〕……………………………(7-4）
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すなわち

遜鵬=〔S〕(子-,)………………………………(7-5）
となる．Ｋｈ１,とγは一定であり，この方程式は直交双曲線を表わし実験的に観察される二

面的曲線の形である．従って之からＫ,”及びγを求めることは煩雑であり困難であるか

ら，次の如く（7-5）式を変形してｖと〔S〕の関係をプロットすることによって求めた．
(7-5）式を変形すると

÷一等(古)+÷……………………巡7-6）
となり，１/vを１/〔S〕に対してﾌ゚ロット（Lineweaver-BurkPlot96)）すると直線が得ら

れ，直線の勾配は屈泌/γに相当し両軸上の徴片がそれぞれ１/ア及び－１/K;”に相当する
ので之からＫｈＬとγとを求めた．

又（7-5）式を次のように変形することも出来る．

早=今十÷〔S〕…………………………=(7-7）
これより〔S〕/ｖを〔S〕に対してﾌ゚ ロット（Hofsteeplot97)）すると同じく直線が得られ，

直線の勾配は１/ｙで両軸上の裁片はＸＷｙ及び－Ｋ,‘に相当するので之からＫﾔ”とγと
を求めた．

更に又（7-5）式を次のように変形することも出来る．

，=γ一喝‘古………………………………(7-8）
之より1ﾉをｙ/〔S〕に対してﾌ゚ ロット（Augustinssonplot98),99)）すると同様直線が得ら

れ，直線の勾配は－Ｋ,池となり両軸の裁片は夫々γ及びＷＫｍに相当するので之からＫ７”

とｙを求めた．

第２節酵素反応左解析するための酵素と基質の親和性に関する諸定数の算出法'00)''０１)，
102）

酵素反応はMichaelｉｓの1莫式（7-1）で説明出来る．しかしてMichaelｉｓ複合体（ES‐

complex）には熱力学的にゑて活性化された状態が含まれていないが,実際には反応の進行

にはcomplexの活性化が必要である．即ち酵素Ｅと基質Ｓの結合によってES-complex

が形成される過程において中間活性複合体（transitoryactivatedcomplex）ＥＳ紫を経る

ことが必要で次に示す模式を考える必要がある．

E+Sぞ=一ES瀧一坐ES一苫,…．.…･…･……,…(7-9)

このような酵素反応過程において各段階の間に中間活性状態が存在することは想像され

るところであるが之等についての具体的な定数を算定することは極めて困難である．

著者はサバ幽門垂CPaseについてＣＯ++-CPaseが如何なる反応定数を示し，又これが

どのような意義を有するかをＣＯ+＋を添加しないCPaseの反応定数と比較することによ

り知るのが目的であるから，次のように反応が進むものとしてた値を算出した．即ち

Ｅ＋ＣＯ十十一Ｅ・Ｃｏ

ＥＣｏ+S、=f÷一ECoS-k些ECO+P………………(7-10）
（7-10）式についての解離定数（KS＝に,/ｋ'）は
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蕊=〔S〕(『-,)……………………………(7-,,）
より算出でき，全反応速度定数ﾉﾋは

ｋ=+log〔S]臼p]‘……………………(7-'2）
より求められる．

こ』､に ｒ＝反応時間（ｍin)，〔S〕o＝Ｓの初濃度

〔Ｐ〕‘＝時間ｒにおける反応生成物の濃度

である．

又夫々の過程の速度定数は，ワーノt2〔Ｅ〕………(7-3）を変形して

胸一合…………………………(7-'3〕
よりk,を,Ｋ聯-』等』婁一聴十傷を変形して

胸=瓦竺意…………………(7-'4）
よりｋ，を，又墨＝に,/ﾉﾋ，を変形して

ノt_,＝Ｋ３．k,……．.……………………･……(7-15）

よりに，を夫々求めた．

第３節見かけの活,性化エネルギーの算出法103),1C4),105),106）

サバ幽門垂CPaseのＣＯ+＋による活性化機構を明らかにする目的から，CPaseとＣＯ++‐

CPaseの活性化エネルギーを次の如くして求めた．

酵素反応は一般に温度によって著しく影響を受け,ある温度までは温度の上昇と共に反応

速度が増大するがそれ以上に温度をあげると逆に反応の速度が低下する．之は酵素蛋白質

が熱変性を受けて不活性化されるためであり，この失活は反応至適温度に達する前に既に始

まっていると考えられる．このような反応速度定数ｋの絶対･温度Ｔによる変化は

〃ｌｎｋＥ４
－＝一…………･…･………………･(7-16）
‘ｒＲｒ２

で表わしうることをARRHENIus'07）によって示された．飢､ﾉﾋ/”は１/ﾉﾋ(城/”）で之は

速度定数の温度係数を示している．

こ』､では趣は常に正値（吸熱）であって，この塾はArrheniusの活性化エネルギ

ー（見かけの活性化エネルギー）と呼ばれる．（７－１６）式を積分して

１，k=-号十ln製……………………………(7-17）
が得られる．こムでｌｎ４は積分定数である．之から

’ogk-2s齢T+１．９４…………………(7-'8）
を導き,1.9k(作図上'｡g'に代えてもよい)を縦輔に,÷を横軸にプ。，卜する
(Arrheniusplot）と直線となり，この直線の勾配は－唖/2.303Ｒであるから，之からＥ』

(Cal/mole）を求めることが出来る．

第４節反応速度論的解析結果

１．Ｋｳ,ｚ及びｙの決定
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ｐＨ8.0の種々濃度のCarbobenzoxy-L-phenylalanine溶液を基質として5.,15.,25.,37°Ｃ

の各温度においてサバ幽門垂CPase（以下“CPase,，と記す）とＣＯ+＋とPreincubate

してFullactiveにしたサバ幽門垂CPase（以下ＣＯ++-CPase”と記す）を作用させた．
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37℃における分解反応の経時変化をFig.１７に示す．又各温度における反応初速度ｙと

基質濃度〔S〕との関係をFig.１８に示す．

又同じように３種のプロットをFig.１９ａ,ｂに示す如く行なって“ＣＰａｓｅ”及び

“ＣＯ十十一ＣＰａｓｅ'’による反応の鴎↓及びｙを求めた．

その結果をＴａｂｌｅ７に示す．

Ⅱ、反応速度及び酵素と基質との親和性に間する諸定数の決定

各温度における“CPase”及び“ＣＯ++雷CPase”につき夫々 のﾉt,,ﾉt_,,ﾉﾋ２及び墨並
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びにＫ産,の値を算定した結果をＴａｂｌｅ８に示す．

、、見かけの活性化エネルギー唖の決定（Arrheniusplot）

Ｔａｂｌｅ７に示した“CPase，，及び“ＣＯ++-CPase”による各温度におけるCarboben‐

zoxyglycyl-L-phenylalanineの加水分解反応の〃を用い,logγと１/Ｔに関しArrhenius

plotを行なった結果をFig.２０に示す．図に示すように反応温度５～37℃の範囲内では

直線が得られ，その勾配より“CPase”のＥ４＝10.87ＫCal/mole,“ＣＯ十十一CPase”の

Ｅｉ＝6.34ＫCal/ｍｏｌｅが求められた．これで明らかなように“ＣＯ+÷CPase,，のＥ４は

"CPase”の１/２程度である．

第５節小括並びに考察

サバ幽門垂CPaseがＣＯ+＋によって活性化され基質の分解作用を促進することは前述

の通りであるが,その際における反応機序を解明するため精製酵素を用いて反応速度論的に

検討した．即ち酵素一基質反応の一般的な模式

ロ+S:告ES坐E+，
においてＣＯ+＋がどのように反応系に関与して来るかを求めるためMichaelｉｓ定数Ｋ",，

反応最大速度砿反応速度定数ｋ１，ﾉt-1,ﾉﾋ2及びＥＳcomplexの解離定数墨,ＥＳcomplex
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‘‘ＣＰａｓｅ，，：intactmackerelCPase．‘‘ＣＯ十十一ＣＰａｓｅ，'：ｃｏｂａｌｔａｃｔｉｖａｔｅｄｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅ．

‘‘ＣＯ十十一ＣＰａｓｅ，,

Table７，Ｋ>７ｆａｎｄｙｖａｌｕｅｓｏｆｍａｃｋｅｒｅｌＣＰａｓｅｍｅａｓuredonthehydrolysisof

Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanineatvarioustemperatures．

5.1

13.9

40.2

89.8

‘‘ＣＰａｓｅ,, ‘‘ＣＯ十十‐ＣＰＥｓｅ，，

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
Ｋ>7?×103ｙＫ７刀×103γ

（℃）
（mole/1.）（moleofPhe./moleenz./sec､)(mole/1.）（moleofPhe./moleenz./sec､）

５
５
５
７

１
２
３

３‘1０

12.61

39.43

122.1

0.61

0.91

0.98

1.36

５５．８２

83.14

120.55

179.45

;‘ＣＰ２Ｌｓｅ,，

0.72

0.97

1.01

1.38

10.09

15.05

21.82

32.48

５
５
５
７

１
２
３

1.85

2.11

2.85

4.19

２．５７

4.95

10.09

16.18

化一1X１０－７

(1/sec､）

０．０８

０．３６

１．５６

４．１１

‘‘ＣＰａｓｅ，,：intactmackerelCPase．‘‘ＣＯ十十一ＣＰａｓｅ,,：ｃobalt-activatedmackerelCPase．

Table８．Ｔｈｅｓｕｍｍａｒｙｏｆｋｉｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔａｎｔｓｉｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｃａｒｂｏｂｅｎｚｏｘｙ‐

glycyl-L-phenylalaninebymackerelCPase（intactandcobalt-activated）

atvarioustemperatures（ｐＨ8.0)．

３
５
８
５
４
０
２
３

７
５
３
２
６
１
０
７

●
●
■
■
ｐ
●
■
○

０
０
０
０
１
１
１
０

Ｋ芯刈０３

(mole/1.）T・皿曙…《､｡,層ｸ郷…
０．０６

１５ ０．１９

２５ ０．５９

３７ １．０２

Ｋｆ１Ｘ１０－３

(mole/1,）
k2X10-5

(1/sec､）

２．８４

５．４７

11.17

17.92

1.37

1.83

2.66

4.01
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ｏｆｃａｒｂｏｂenzoxy-glycyl-L-Phenylalanine．

‘‘ＣＰａｓｅ，,：intactmackerelCPase．‘‘ＣＯ十十雪CPase,，：cobalt-activatedmackerelCPase．

の親和定数ＫＡ並びにArrheniusの活性化エネルギー理を測定し，それ等の数値間に

次の関係があることを認めた．即ちＫ流に関しては“ＣＯ++蕊CPase”が“CPase”の約

1/３である．しかしｙは例えば３７℃において‘‘CPase”が1618,“ＣＯ++-CPase”が

32.48で“ＣＯ++-CPase，,が遥かに大きい．次にＥＳＣｏｍｐｌｅｘ形成の速度定数ﾉﾋｪは反応

温度の如何によらず“ＣＯ++属CPase”は“CPase”の９０倍を示していた．しかし反面ＥＳ

complexからＥ＋Ｓへ解離する反応定数ﾉﾋ-,もまた大きいがこの場合は３０倍前後である．

これ等の事実は“ＣＯ++CPase”に於いてはＥＳcomplex形成の平衡がＥＳcomplex

側に移行していることを示すものである．次にｋ２も“ＣＯ++-CPase，,の場合は“CPase”

の１０～15,倍でありＥＳからＰへの分解が速やかに起ることを示している。以上の事実は

反応が容易に起るためで，活性化エネルギーが“ＣＯ十十一CPase”で小さいという事実と一

致している．

Ｋ、が“ＣＯ++-CPase'，において小さい理由として次の事が考えられる．即ちＣＯ+＋は

CPaseと結合してES-complexの生成を促進し，Ｋ４が大きいから比較的安定なES

complexが速かに形成されることになる．墨が“CPase”の約１/３で小さく，ｋ,/ｋ２も

亦小さいことが“CPase1，に比し“ＣＯ++-CPase”が小さいＫｈ‘((ﾉﾋー ,＋ﾉt2)/ﾉﾋ,｝値を支え

る原因となる．以上のことからＣＯ+＋は触媒反応が最も容易に進行するために必要な酵素

の活性中心の構造を形成するのに役立ち，その結果ES-complex形成及びＥＳcomplex

からProductへの移行を促進するものと考えられる．

第８章総括

生体内で営まれる生化学的反応はすべて有機触媒である酵素によって支配されていて,生
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体細胞内での基本的な生化学反応は高等動物から下等な微生物に至るまで同じ反応であり

同じ酵素によって触媒されている．

しかし乍ら酵素の触媒作用が同じであってもその存在する場所,起源によってそれぞれの

特異性には多少の差異が‘あることも指摘されており，その原因が蛋白質構造の相違ひいては

その物理化学的性質の相違に帰せられている．水産物は特殊な生活環境に棲息しているか

らその酵素も亦陸上高等動物に比し或る程度相違することが推定される．

著者はこのような比較生化学的見地に立って魚類の酵素一サバ幽門垂ＣＰａｓｅ－に関する

研究を行ない次の諸点を明らかにした．

１．サバ幽門垂を１０％食塩水で抽出し，之を流水透析すると比較的多量の蛋白質が沈殿

してくるがこの蛋白質は５％食･塩溶液に容易に溶解した．よって之について合成基質を用

いて主としてプロテアーゼ活性につき種々検討したところChloroacetyl-L-tyrosineに作

用してＬ－チロシンを遊離生成し，又Chloroacetyl-DL-phenylalanineを不斉水解してＬ‐

フェニールアラニンのみ､を生成する酵素活性を認めた．尚後述するような基質特異性を有

することからこの沈殿蛋白中にはCPaseを含むことを確認し，之をサバ幽門垂CPaseと

して取扱った．

皿．サバ幽門垂CPaseの酵素化学的性質を明らかにすると共に酵素蛋白質の物理化学

的性質を検討するためにその精製を試めた．先づサバ幽門垂組織より１０％食塩水で抽出し

之を流水透析するとCPaseを含む蛋白質等が沈殿として得られる．この操作のみでも他

の共存する蛋白質と分離され従って或る程度精製される．幽門垂２ｋｇから83.5ｍｇの粗

酵素が得られた．この粗酵素標品につき殿粉一セライト混合物を支持体とした縦型カラム

を用いてZoneelectrophoresisを行ったが，尚他の蛋白質成分の混在が認められた．次

にこの粗酵素につき分子中の金属が除去されないようにアニオン交換体ＤＥＡＥセルロー

ズと０．０２Ｍトリス緩衝液を用いてクロマトグラフィーを行い活性の強い区分を得た．この

区分につき再クロマトグラフィーを行なった結果この成分は均一であると考えられた．こ

の際試料粗酵素の比活性は５８．５unit，カラムで精製した区分の夫は254ｕｎｉｔを示した．

尚サバCPaseのクロマトグラフィーと関連して牛倖臓CPaseのクロマトグラフィーも

同時に検討した結果Fig.８に示すように溶出像を異にし従って両者は蛋白質として明ら

かに異るものである事が判明した．

こうして得られた精製CPase区分につき超遠心測定を試ゑたがその沈降像からも単一

成分のように考えられた．

尚この精製酵素の沈降速度法によって算出された沈降定数砿は3.25×10-13であり又沈

降平衡法によって算出された分子量は23,500であった．牛牌臓CPaseの分子量34,000

に比べると遥かに小さい値を与えた．

、、ＤＥＡＥ－セルローズを用いて精製し超遠心的には均一と認められた酵素試料につき

その酵素化学的諸性質を調べた．

酵素作用の至適温誉度は３５～40℃にあり又至適ｐＨは８．０附､近に存在した．

酵素活性に及ぼす金属イオンの影響につき検討した結果，Ｃａ++，Ｍｇ+＋は殆んど影響を

与えないが，Ｍｎ++,Ｚｎ十十は何れも活性を５０％前後阻害することがわかった，特にＣＯ+＋

は著しく酵素活性を増大せしめ無添加の夫の５倍強を示した．

しかしてＣＯ+＋による酵素活性の増加は“ＣＯ++-CPase”複合体を形成することに因る
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ものであることを確認した．“ＣＯ++-CPase”の形成はPreincubateする温度により異

り，18.5～50℃では温度の高い程生じた酵素（‘‘Co-ﾄー ﾄー CPase，，）の活性は低下する傾向が

見られた．従って“Co-ﾄ+-CPase'，の形成には出来るだけ温和な条件を与える必要がある

ことを認めた．

酵素を０℃においてＥＤＴＡで処理すると変性することなしに徐々に失活させること

が出来る．こうして得られた活性のない酵素液からＥＤＴＡを透析して除去したものに

Ｍｇ++，Ｃａ++，Ｚｎ+＋及びＣＯ+＋を加えて６～8℃で一夜放置すると酵素活性が回復され，

CO+＋では、intactな酵素活性の3.7倍，Ｍｇ+＋は0.95倍Ｃａ+十は1.1倍に復活した．

Zn+＋は活性回復効果を示さなかったがこの点は従来の牛臓臓CPaseと異なっている．

次にこの酵素の基質特異性につき検討した結果,芳香族アミノ酸及び戸イシンのアシル誘

導体をよく水解することが認められた．又Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineは速

かに加水分解するがCarbobenzoxyglycyl-L-phenylalanineamideには全く作用せず，

他方Carbobenzoxyglycyl-L-leucineを比較的速やかに水解するがGlycyl-L-1eucineに

は全く作用しなかった．従ってこの酵素の基質としてはカルポキシル基が遊離状に存在し

アミノ基は遊離の状態でないことが必要で典型的なＣＰａｓｅＡ特異性と同じ性質を示すこ

とが再確認された．尚この酵素はChloroacetyl-DL-phenylalanineからＬ－フエニールア

ラニンの承を分割離脱させるアミノ酸の光学分割にも利用出来ることを確めた。

１V、サバ幽門垂CPaseがＣＯ+十とPreincubateすることにより著しく活性化するこ

との機作を解明するため反応速度論的な検討を行なった．即ち酵素一基質反応の一般的な

模 式、ＥｃｏＥ＋ＣＯ+＋

Ｂｃｏ+s器卜…〃'､Bco+Ｐ
においてＣＯ+＋がどのように反応系に関与して来るかを明らかにするため，Michaelｉｓ定

数Ｋ",,最大反応速度豚反応速度定数ﾉtl,ﾉt-l，A2及びＥＳcomplexの解離定数Ｋｓ（＝

ﾉt_,/ﾉt,)，ＥＳcomplexの親和定数Ｋ血(1/KS）並にArrheniusの活性化エネルギーＥ４を

測定し，之等数値間の関係からＣＯ+＋による酵素の活性化機構を次の如く推論した．即ち

CO++曇CPaseに於いてＫｍが小さいこと及びγが大きく活性化エネルギーが小さいこと

から考えると，ＣＯ+＋はCPaseと結合してＣＯ++-CPaseとなり，このＣＯ+十一CPaseが

基質と結合して所謂ＥＳcomplexを形成するが，この際の平衡はＥＳcomplex側にづれ

容易に従って速やかにＥＳcomplexが形成され同時にＥＳからＰへの分解も促進されるの

である．これ等の因子は大きなγを支える原因となると考えられる．以上のことからＣＯ+＋

はCPaseに直接結合して触媒作用に最適な活性中心構造を形成して,安定なＥＳｃｏｍｐｌｅｘ

の形成を容易にするため活性化エネルギーは低下し,分解物の生成を促進することによって

触媒反応全体の速度を増加するものであると考えられた．
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