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サケのトリプシン類似酵素による αーキモトリプシノーゲンの活性化

第 I報活性化反応の基礎的研究

牛山 寛事・柴田 猛ホ・吉村克二*

S七udieson七heactivation of α-chym.o色rypsinogenwith trypsin-like enzyme 
from七hepyloric caeca of the salmon， Oncarh仰ch附 keta.

1. Fundamental studies in七heactiva七，ionreaction 

Hiroshi USH町 AMA，Takeshi SHIBATA and Katsuji Y OSHIMURA 

Abstract 

An at飴mptwas madeもoinve路島Z晶旬もhe品。もiv抗，ionprocess of bovine α-chymoもrypsin-
ogen wiもh戸時;ialIypurified trypsin-like enzyme from the pyloric c紛 G晶 ofもhes晶lmon，
O処corhync.加8 keta. 日 w品目 foundth前もhe闘lmonなyp自in-likeenzymeωbo吋net巧rpsin
(EC 3.4.4.4.) could乱ctivatethe zymogen. 
Wiもhthe ratio of salmon t:ηpsin-like enzyme to bovine a-chymotrypsinogen 1: 40， the 
op也numωnditionsof the晶ctivaも，ionwere ob句泊吋的晶飴mperatureof 0-100 C and a pH 
of8.0ー9.0(in 0.1 M bora飴 orphosphaぬ bu晶，r).
The 晶ctivationproc倒 swas an晶lysedeleωrophoretic渇llyand chrom品もogr品，phiω.lly. 1も
wωob関rvedthat， in the former， the乱ctivecomponent formed appeared to be he旬'rogeneous
and on the contrary， in the latter，剖 the品ctivationproce凶 proω唱ded，the zymogen pe晶k
gradually decreωed and only one active component pe時 increased.

緒雷

魚類の勝臓には晴乳類と同様に種々な zymogenが存在すると一般に考えられている九最近， Prahl 

等2，3)は魚類のうちでも勝蔵が充実性である板飽類のツノザメの降臓にキモトリブシノーゲン， トリ

プシノーゲン及ぴプロカルボキシペプチダーゼ等の存在を報告している。しかし，大部分の硬骨魚類

の勝臓は晴乳類などと異り漏慢性叉は散布性で腸管周囲，腸間膜，牌内部及ぴその周囲，肝門部及ぴ

その周囲1(.血管を支柱として分布しておる乙と勾，存在する zymogenがpH4以下では完全に失活す

るζと，及ぴ通常の稀薄塩溶液による抽出を行なうと操作中に幽門重や腸液K含まれる活性酵素によ

って活性化される ζとなどの困難性のため，未だその存在が確認されていとzぃ5，6)0 乙の腸液や幽門垂
，(.含まれている活性酵素には晴乳類のトリプシンに類似する酵素が存在する乙とが知られている九

サケ幽門重のトリプシン類似酵素はアニオニックな蛋白質であるとと， 基質特異性が低いこと，及ぴ

酸性域で非常に不安定である ζとえZど既知のトリプシンとはいくつかの点で異なっている乙とが報告

されている8，叫

ζのような基質特異性の低いサケ幽門垂トリプシン類似酵素が既知のトリプシンと同様にr キモト

リプシノーゲン((.対し局限蛋自分解を行い活性を有する蛋白を生成するか否か大変興味がある。今ま

で aーキモトリプシノーゲンを活性化する酵素が色々な起源から得られている。即ち， その活性化機

' 北海道大学水産学部生物化学教室

本報告をサケ幽門霊蛋自分解酵素の研究ー第111報をする。
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構が既IL明らかにされている崎乳類のトリブシン1のの外， トロンポキナーゼU)，トロンピン明や数

種の微生物の産生する蛋自分解酵素13-1めによっても活性化される ζとが報告されている。 ζれらの

酵素による zymogenの活性化機構は多少異るが，起源を異にする酵素によっても活性化される乙と

は興味あるがその中でも微生物の産生する酵素は別として脊椎動物の内で系統発生学的に最も下等な

魚類の酵素によって最も高等な晴乳類の zymogenが活性化されるか否か系統発生学的にも比較生化

学的にも特に興味があるので部分的に精製したサケ幽門主主トリプシン類似酵素により r キモトリプシ

ノーゲンの活性化を試みたと ζろ， 殆ど既知のトリプシンと同様に活性化する ζとがわかったのでそ

の結果を報告する。

実験

1.実験材料

aキモトリプシノーゲン:函館市営と場より分与された新鮮な牛隊臓から Northrop等の方法町に

より調製し，硫安lとより 6回再結晶を行い最終的に1O-3M 塩酸11:対し透析したのち，凍結乾燥して

実験に供した。

サケトリブシン類似酵素 1965年6月中部千島近海で捕獲したシロサケの幽門垂及ぴ降臓を直ちに

凍結して実験室に持ち帰り，著者等の方法的を変法して調製した。即ち，凍結中のシロザケ幽門垂及

ひ鴨臓を1O-3M塩化カルシューム (pH5.0)で抽出し，抽出液を pH8.0 11:調節したのち，塩析，続

いて DuoliteA-2による脱色精製を行った酵素液を1O-3M 塩化カルシュームを含む O.∞5Mトリ
ス一塩酸緩衝液(pH8.6)に対して透析したのち，凍結乾燥して実験に供した。乙のように調製したサ

ケトリブシン類似酵素の比活性は萩原の方法1~) で 0.08 単位の蛋自分解酵素活性を.叉合成基質ベン

ゾイルーアルギニンアミド (BAA)を用いた場合には標準法めで 320単位のトリブシン活性を有し

Tこ。

又次の市販品を用いた。

トリブシン (2回再結晶):Worthington Biochem. Co.，カゼイン (acc.to Hamrnarsten) :和光純薬

工業及ぴ Amber1iteCG-50: Rohm & Hass Co. 

2. 実験方法

a-キモトリプシノーゲンの活性化:氷冷下でr キモトリプシノ{ゲンを O.lM孤酸緩衝液(pH8.0) 

11:溶解し， ζれに予め同じ緩衝液tζ溶解したサケトリプシン類似酵素を加えて反応させた。反応液で

は r キモドリプシノ{ゲンが 1%濃度になるように調製した。乙の反応液より各時間ごとにその一

部をとり蛋自分解酵素活性の測定 Tiseliusの電気泳動分析及びイオン交換クロマトグラフィーに供

した。

蛋自分解酵素作用の測定:ドライアイスーアセトン中で凍結した反応液(0.2ml)をlO-SM塩酸で1∞o
倍に稀釈して，その 1mlについて Northrop等の方法的に基いて酵素活性を測定した。

蛋白質の定量 aーキモトリプシノ{ゲン及ぴトリプシンの濃度は 280却における吸光度より

El'%=却 .0を用いて定量した。一方サケトリブシン類似酵素は Lowryの方法均により定量した。
電気泳動21):活性化反応液 (3ml)を N硫酸で約 pH3.5に調節したのち，酢酸緩衝液(pH3.65， 

イオン強度:0.1)に対して 48時間透析した。 ζの透析液を約 40Cで 50x15x2mmのセルを用いて

8. 18volt/ cmで2時間電気泳動を行った。泳動装置は目立 HIB-2型を使用した。

イオン交換クロマトグラフィー Amber1iteCG-50樹脂(100-200mesh)を用い Hirsの方法盟〉

に基いて行った。即ち.活性化反応液 (2mI)を N硫酸で約 pH5.0 11:調節し， 0.lMクエン酸緩衝

液(pH5.65)に対して48時間透析した。 ζの透析液 1mlを予め向上緩衝液で平衡化した Amber1ite

CG-50カラム (lx30cm)に吸着させ同一緩衝液で溶出し， 1mlずつ分取して蛋白質量及ぴ蛋自分解

酵素活性を測定した。
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1~6司 牛山外:サケ酵素による f キモトリプシノーグンの活性化

結果

1. 活性化反応の歪適条件

a:-キモトリプシノーゲンの活性化:氷冷した O.lM棚酸緩衝液 (pH8.0)中で6回再結晶を行った

r キモトリブシノ{ゲンに部分的精製したサケトリプシン類似酵素を種々な割合で添加して活性化を

試みた。活性度は結晶トリプシンで rapidactivationを行った時に得られる最大活性に対する百分率

で示した。 Fig.1 Ir.示されるようにサケトリプシン類似酵素は牛勝臓の r キモトリブシノーゲンを

活性化することは明らかである。なお.対照l1:aーキモトリブシノーゲン及ぴサケトリプシン類似酵素

のみを単独に incubateした場合には何ら活性の増加は認められなかった。

pHの影響:次11:活性化に及ぼす pHの影響を調べその結果を Fig.2 Ir.示した。 O.lM棚酸緩衝

液を用い zymogenとサケトリプシン類似酵素を 40:1の割合で反応させた場合， pH 10では最も速

かに活性化が進行するが時間の経過と共に活性の著しい低下が見られた。乙れは多分アルカワ域での

autolysis によるものと推定される。又， pH8では pH9よりも少し遅くれて活性化される以外は両者

には余勺差が見られなかったが長時開放置した場合には pH8の方が比較的安定であった。 zymogen

を活性化させる場合の至適 pHとしては zymogenを局限蛋自分解し，かつ生成された活性酵素が安

定である pHが好ましい。従ってサケトリプシン類似酵素の蛋自分解作用の至適 pH9めよりアミダ

ーゼ作用の至適 pH88)の方が適していると考えられる。なお，との場合使用する緩衝液としてはト

2 :3 4 。
Actlvaflon t初市伶即時j

Fig. 1. Activa.tion of α-chymoも，rypsinogen
with pa.rtおHy purified 自a.lmon
もη戸in-like咽可me

The zymogen conω凶m色ionwωIOmg/
ml. Ther的iosof pa.rtia.lly purified sa.lmon 
句11凋in・1到k:eenzyme to砕 chymoもη伊ino・
gen were (0): 1/100， ("'): 1/40 a.nd (ロ).:
1/10 w/w. Activa.tion w品目 ω出 ed0叫 h
O.IM bora加 bufl'er，pH 8.0，的。，00.
Aoti曲，ywas de町 mined倒閣ua.17l，岨d
expres時dω 戸E 何回 d 色hem組 mum
畠色紙.vityob凶a国 inthe ra.pid晶ctivat証.on
wI'七hcrys色a.llinebovineもryI輝凪.

100 

さ
と60
〉

E 

234  
角C'tI-votiontime(hours) 

5 

Fig. 2. Effiω色。fpH on the品。もiva.tion

The ra.も，io of 8晶，lmon 色rypsin-like

en可meto the zymogen wa.s 1/40 w/w. 
Activa.tion wωωrried out a.t 000 in O.lM 
bor.晶旬bufferof(o):pH7，(叫:pH8，(ロ):
pH 9 a.nd (・):pH 10. 0もherdeぬilsa.re
as in Fig. 1. 
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リス緩衝液よりも燐酸緩衝液及ぴ翻酸緩衝

液の方が優っていたので乙の実験では後者

の緩衝液を使用した。

温度の影響:次に活性化IC及ぼす温度の

影響を調べるために O.lM硝酸緩衝液(pH

8.0)に zyroogenとサケトリプシン類似酵

素を 40:1の割合で加え， 00， 100， 20
0
及

ぴ 350Cで反応させた。 Fig.3IC示される

ように 350C以上の高温で活性化を行うと

30分以内に最大活性値(約 6596)に達する

が， その後急速に減少し， 生成された活性

酵素も殆んど消化され局限蛋自分解は行な

われない。一方 200C以下では局限蛋自の

分解が認められるが 200Cでは長時間反応

を行なうと蛋自の消化が認められた。従っ

てこの実験では 100C以下で活性化反応を

行うのが望ましい。

2. 活性化過程の追跡

電気泳動法による追跡:活性化過程を明

確に知るために Tiseliusの電気泳動法に

よっ追跡した。 O.lM棚酸緩衝液 (pH8.0) 

1<:: zyroogenとサケトリブシン類似酵素を

100 

，陶、

さ
と60
2・
‘陶・a 

o 
o 2 3 4 

ActiVation time(hour叫

Fig. 3. Effect of temperature on曲。
脚色ivation

The r晶tio of salmon 色rypsin-like
enzyme ω 位lezymogen wωlj40wjw. 
Activ前iω1was c晶，rriedouもinO.lM borate 
buffer， pH 8.0， at (0): 00，い):100， (ロ):
200 and (・): 350

• Other de句勘品mω
in Fig. 1. 

40: 1の割合で加え最終的に zyroogenが 196濃度になるように調製し，氷冷下で反応を行った。 0，

Oふ1， 3， 6及ぴ24時間の各反応時間Cとにその反応液の一部を取り各々について電気泳動法により

分析し，その結果を Fig.4 IC示した。活性化の進行1<::伴ない r キモトリプシノ{ゲの roainpeakは

少し低くなりそれと同時K roain peakより僅かに遅い peakがroainpeakの肩の部分に現れ，その

slow peakは反応1時間後，aキモトリプシノーゲンの 2/3が活性化された時が最も明瞭に現れ次第

に減少した。しかし活性度が 10096に達した時にでも slowpeakの存在が認められた。従って反応

一一一一」Asc. 

」。
。〕ー.JL52

1一一斗_66
Ae色ivation A.ctivity 
tit田 (h叫 目置)

3= 一̂"
一一L95
24---.JL96 

Ae色ivation Actlvl'色y
tiJDe(hour.) 置}

Fig. 4. Electrophoretic patOOrn changes during the晶ctivationproω闘

The晶ctivationroixtures containing 1% zyroogen and 0.025% sa1roonもηpsin・like
enzyroe were泊cubaOOdin O.IM bor晶，00buffer， pH 8.0， at OOC， 3ml of the solu色ionw，ω 
adjusOOdωpH 3.0， and dialyzed a，伊国tacet，脚 buffer(pH 3.65， io凶cstrength: 0.1) and 
analysed electrophoI'凶icallyfor 7，200 seconds at 8.18 voltjcm. 
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サケ酵素による dーキモトリプシノーゲンの活性化

1時間後の mainpeakは既に 66%の活性を有しているので peakの大半は何らかの活性の形(例え

ば智ーキモトリブシン盟>)に変っているものと恩われる。叉 slowpeakはr キモトリプシノーゲンか

らr キモトリプシンに変る途中の活性を有するある種のキモトリプシン(例えば 8ーキモトリプシン)

であるかも知れない。なお mainpeakと slowpeakの易動度はそれぞれー5.47x10-5及ぴ

-5.27 x 1O-6cms/volt. sec.であった。以上，電気泳動の結果かち生成されたキモトリプシンが単ー

な物質でなくて， heterogeneousな物質より構成されているものと推定される。

イオン交換クロマトグラフィー:Ti民 lius電気泳動法では r キモトリブシノーゲンと活性酵素の

peakが重なり活性化機構が不明瞭なためにイオン交換クロマトグラフイ{によって活性化過程を遺

跡した。活性化試料は電気泳動の場合と同様にして調製した。 0，0.5及ぴ 3時間の各反応時間ごとに

その反応液の一部をとり各々について AmberliteCG-50カラムによるイオン交換クロマトグラフィ

ーを行った。その結果 Fig.5 !r.示されるように活性化が進行するに従い，a-キモトリブシノーゲン

の peakは減少し，a-キモトリプシンの溶出位置に新しい蛋白の peakが現れた。活性化がほぼ完了

した 3時間後には t キモトリプシノーゲンの peakは全く認められなかった。一方 r キモトリプシ

ンの溶出位置に現れた蛋自の peakはキモトリプシン活性を有し蛋自の糟加とキモトリプシン活性の

増加はほぼ比例した。しかし ζの方法では r キモトリプシノーゲンの peakと活性を有する 1つの

peakを分離したのみで活性を有する個々の中間体の確認は出来なかった。

牛山外:196η 
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20 40 60 
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岨 d3 hours respec伽 ly. Other details鵬副 h時 .4.
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サケ幽門重及ぴ勝臓より部分的に精製したトリプシン類似酵素によって牛勝臓のt キモトリブシノ

ーゲンを活性化する乙とが出来た。 乙の実験に使用した酵素標品を 0.OO5Mトリス緩衝液 (pH8.6) 

で平衝化した DEAEーセルロースカラムで分画すると蛋自分解酵素活性を有する区分が 4ヵ所現れる
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が，そのうちトリプシン活性は非吸着区分に僅か見い出される以外は， 大部分が u.I-O.3M食塩溶

出区分に見い出された拘。 ζの両区分の酵素は共11::aーキモトヲプシノーゲンを活性化する乙とが出来

るがその外のサケ幽門主主及ぴ癖臓中の蛋自分解酵素活性を有する区分では活性化する ζとが出来なか

った。サケ幽門重及ぴ隊臓中It:存在する 2種類のトリプシン類似酵素のうちカチオニックな欝索{非

吸着区分)はアニオニックな酵素(吸着区分)11::比ぺて量的に非常に少なく r キモトリプシノ【ゲンを

活性化した場合最大活性値は約 5096にしか至らなかった。しかしアニオニックな醇素は完全に活性

化する ζ とが出来た。アニオニックなトリプシン類似酵素は今までサヶ，ツノザメ~)及びネズミ胸し

か見い出されていないが，乙の実験において世キモトリプシノーゲンの活性化花関与した酵素は以上

の理由から大部分がアニオニックなトリプシン類似酵素によるものと考えられる.又Tiseliusの篭気

泳動図において最後まで残っていた slowpeakはカチオニックなトリブシン類似酵素によって生成さ

れた別のキモトリプシンであるかも知れない。サケ幽門重量及び隊臓中K存在する 2種類のトリプシン

類似酵素(或は3種類・・・・アニオニックなトリブシン類似酵素は更に2成分に分れる均)の比較は目

下研究中である.

a:-キモトリプシノーゲンを活性化する場合には slowacti vati岨と rapidacti vati佃との 2方法的

があり， それぞれ別の機作によって活性化され r キモトリプシンが生成されることが知られている

が，乙の実験では slowactivationを行うと活性度が 10096に達しないため rapia且.ctivatioo訟を周

いた。既知のトリプシンによって rapidactivationを行った場合先ず比活性の高い F キモトリブシ

ンが生成され，続いて少し比活性の低い Bーキモトリプシンが生成される乙とが知られているが，サケ

トリブシン類似酵素による場合にも活性度が最大値に達した後少し減少して平衝状態を保つ乙と及ぴ

a-キモトリプシンの阻害剤である βーフェニールプロピオン酸23)の存在下で活性化が進行することか

らιキモトリブシンの段階を経て活性化されるものと推定されるが Tiseliusの電気泳動法及びイオ

ン交換クロマトグラフィー法では活性化機構の詳細はわからなかった。なお，イオン交換クロマトグ

ラフィーと電気泳動の結果の差異についての詳細は不明である。

そ乙で活性化の際切断されるペプチド結合の検索を DNP法によって追跡した結果，活性の発現11::

比例して DNPイソロイシンの生成が認められ，一方カルポキシペプチダ{ゼ Bによる C末端の検

索の結果アルギニンが認められた乙とからサケトリブシン類似酵素の場合も既知のトリプシンと同様

アルギニンーイソロイシンのペプチド結合の切断が活性発現に関係すると考えられるが詳細は目下研

究中である。

要約

1. サケ幽門垂及ぴ勝臓より部分的精製したトリブシン類似酵素によって牛の r キモトリブシノー

ゲンの活性化を試みた結果，晴乳類トリブシンとほぼ同様に活性化した。

2. 活性化反応の至適条件は rキモトリプシノーゲン11::対してサケトリブシン類似酵素を 1/40量

加えた場合， OO_10oCで0.1M碗酸或は燐酸緩衝液(pH8.0-9.0)中で活性化した場合に得られた。

3. 活性化過程を Tise1iusの電気泳動法及び Amberli民 CG-50によるイオン交換クロマトグラ

フィーによって追跡した結果，前者では活性化生成物がb.eterqgen悶 lSであることを示したが，後者

では zymogenの問kの減少につれて新たに活性を有する 1つの問kが現れた。

本研究に当り，御助言と御校関を賜った北海道大学水産学部斎藤恒行教授， ならびにサケ幽門重の

採集K御協力願った北海道大学練習船北星丸乗組員ならびに調査員各位K深甚なる謝意を表する。
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