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Ichiro TAKEHARA 1971 Freezing of R巴dCell Membranes: R巴activityof Trypsin on 

Red Cell Membranes. Low Temρerature Science， Ser. B， 29. (With English Summary 
p. 68) 

ウサギ [(n.球膜の凍結: 肉球膜に対する

トリプシンの反応性*

竹原一郎

(低温科学研究所)

(昭和 46年9月受理〉

I.はしがき

前に，ホスホリパーゼCに対する感受性が，凍結したウサギ血球膜において高まることを

報告し，膜のホスホリピッドの状態が，この酵素の作用し易いような変化を起すと推論した1)。

今回の実験では，凍結による膜の蛋白質の状態変化について何らかの知見を得たいと考え，血

球膜に対する蛋白質分解酵素トリプシン作用が凍結によって変化するか否かを調べた。

U. 材料と方法

血球膜は，ウサギから採血後，直ちに Dodgeet al.の方法2)によって調製した。尚，この

実験には pH7.4一血球膜のみを用いた。

膜浮遊液0.5mlを試験管にとり， -10。及び -20
0

Cの恒温箱に入れるか，液体窒素に振り

ながら入れて凍結した。融解は， 30-40oCの温水l:tで行なった。

トリプシンは，ベーリンガー・マンハイムの製品を，使用直前に， 0.001 N HClに溶かして

用いた。血球膜浮遊液0.5ml， 20 mOsm燐酸緩衝液 (pH7刈 2.0mlに，適当な濃度の酵素液

0.05 mlを加えて， 30
0

Cで反応させた。適当な時間の後， 10%トリクロル酷酸5mlを加えて反

応を止め， 50-60oCで約30分加温してから，遠沈により上清を分離した。その上清の 275mμ

における吸光度を， トリプシンを反応させなかったものの上清を対照として測定し， その活

性を比較した。尚，膜浮遊液を凍結しただけでは，この吸光度の増加はほとんど認められな

かった。

円偏光二色性 (CDと|略記)の測定には， CD装置を付けた ]ASCOの自記旋光分散計

(ORDjUV-5)を用いた。

UI.結果と考察

トリプシン反応の時間的変化を，未凍結の膜と 196
0
Cで3度凍結融解を繰返した膜とに

ついて比べてみると，少なくも反応の初期段階では，凍結した膜の方がトリプシンの作用を受

け易いことを示している(第l表)。叉，反応混液中の酵素濃度が 0.005%から 0.06%の間では，

同じ傾向を示した。第2表に示すように，各温度で凍結した後， トリプシンを作用させると，
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第1表 ウサギ血球膜に対するトリプシン作用の

時間的変化

吸 光 度 275血 μ

2 5 10 15 30 60 

0.013 0.021 0.034 0.0ヲO 0.081 0.102 

0.013 0.019 0.037 0.047 0.070 。目096

0.016 0.031 0.049 0.077 0.105 

0.026 0.047 0.064 0.080 0.099 0.120 

0.024 0.040 0.063 0.064 0.080 0.107 

0.040 0.059 0.071 0.096 0.122 
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10
0

Cで凍結した膜でも未凍結のそれに比

べ，その感受性は高まっている。しかし，

-196
0Cで凍結したからといって，それ程著

しい反応の増大はみられない。 又， -196
0C 

で凍結した膜と同程度のトリプシンに対する

感受性の増大は，超音波で膜を細片にした場

合にも認められた(第3表)。尚，膜を超音波

でこわしただけでトリプシンを作用させなけ

れば，上清における吸光度の増加は認められ

なかった。モルモットの血球膜にトリプシン

を， 370Cで10分間作用させると細片になる

ことが報告されているが3)，ウサギの未凍結

血球膜では，形態上の変化は全く観察されな

かった。凍結した膜で、は，しわだらけに縮ん

だ膜の一部分が， トリプシンを作用させてい

る聞に，膨らんでくるものもあるのが観察さ

れた。

一般に，蛋白質分解酵素は nativeな蛋

白質には比較的作用しにくく，作用したとし

ても分解速度が極めて遅い場合が多い。従っ

て，蛋白質を完全に分解する場合には，それ

第 2表凍結温度と↑りプジン作用

反応時間
吸光度幻5ml1

(分)
4 5 10 

未凍結 0.025 0.030 0.051 

100 0.039 0.049 0.079 

-20。 0.048 0.048 0.074 

-1960 (x 1) 。目081

1960 (x 2) 0.056 0.060 0.088 

トりプシ γ濃度 o目049も 反応i鼠度 300C

第 3表 トリプシン作用と凍結及び

超音波破壊

反応時間
吸光度 275m/l

(分)
10 15 

未 凍 結
0.030 0.055 

0.027 0.053 

0.051 0.072 
-1960C (x 1) 

0.053 0072 

0.053 0.075 
-1960C (X3) 

0.050 。目07う

0.050 0.075 
超 ご日也三 波

0.050 0.076 

トリプシン濃度 0.02;10 反応侃度 300C

超音波 10kc， 200 W， 10分

を変性させてラン夕、、ム・コイル構造にすることが必要だとされている。 この酵素が作用しにく

い球状蛋白質の場合でも，すべてがヘリックス構造をしているのではなくて，ヘリックスとラ

ンダ、ム・コイル部分との相互作用が強く， 酵素がその作用部位に近づきにくい状態にあると考

えられている。血球膜の場合には，このような蛋白質の場合とは異なり，特に変性させなくと

も，蛋白質分解酵素の作用を受け易いことが知られており3JL作用部位が可成り露出している

ものと考えられる。従って，このような場合，未凍結の膜と凍結した膜とに対するトリプシン
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作用の今回の実験でみられた程度の差を，蛋白質の著しい変性によると考えるのはむずかしい

ように思われる。むしろ，この結果は， トリプシンがその作用部位により近づき易い状態に膜

が変化した，即ち，基質濃度が高まった為と考えるべきであろう。このことは，凍結が膜の形

態上の大きな変化をもたらすこと，超音波でこわした膜でも凍結と同程度のトリプシ γ作用の

増大の起ることからみても，容易に考えられることであろう。勿論，この場合にも，蛋白質自

体の構造変化が起っている可能性は否定出来ない。

もし血球膜を構成している蛋白質の構造が，凍結によって大きな変化を受けるとすれば，

CDの測定から知ることが出来る筈である。特に，蛋白質の 2次構造の変化は CDに大きな影

響を及ぼすことが知られているc 第1図-Aに示したように， 20mOsmの燐酸緩衝液中での測

定では，凍結条件によって， CDスペグトルに大きな差の生ずることが観察された。 しかし，

この結果をそのまま蛋白質の構造変化によるものとすると， -1960Cで凍結した膜の方が，

_lQ
OCで凍結したものよりトリプシンに対する感受性が高まるという結果と一致しないこと

になる。多分，このような CDの大きな差は，主として形態上の大きな変化による光散乱の増

加の為と考えてよいであろう。事実，位相差顕微鏡で観察すると， -l960Cで凍結した膜は溶

媒に可成りよく分散しているが， 個々の膜は収縮してしまっている。 一方， _lQ
o
Cで凍結し

た場合には，収縮した膜が幾っか集まって，大きな塊まりとなっている。この影響を除く為に，

このような膜を 2ークロロエタノールに溶かして CDを測定してみると， これら膜のスベクト

ルの差異は殆んど無くなってしまった(第1図-B)o2ークロロエタールはヘリックス溶媒である

から，少々の構造変化はこの測定に現われない可能性もあるが， トリプシンを用いた実験結果
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第1図 血球膜浮遊液の CDに対する凍結の影響

膜浮遊液を 20mOsm燐酸緩衝液 (pH7.4) (A)及び 2ークロロエタノーノレ (B)
で 6倍に稀釈， 1mmセルで測定。スケーノしは0.002

D 
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と考え合せると，凍結によって，少なくとも蛋白質の 2次構造の変化は，多分起っていないと

考えてよいであろう。

摘要

ウサギ血球膜を凍結した時，その構成成分の一つである蛋白質にどのような変化が起るか

を調べた。凍結前後， 11莫にトりプシンを作用させて，その反応性が変化するかどうかをその目

安として用いた。凍結後，膜に対するトリプシンの反応性は高まるが，液体窒素で3巨l凍結し

でもその高まりはそれ程大きくならなかった。この結果から，膜の蛋白質自体は，凍結によっ

て著しい変性は受けないと考えられた。この推論は，円偏光二色性の測定からも支持されるよ

うに思われた。

採血は浅田実氏，円偏光二色性の測定には花房尚史氏のお世話になった。ここに深く感謝

する。
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Summary 

Conformational changes of proteins in th巴 frozenand thawed membranes of rabbit 

red cells were examined by measuring the reactivity of trypsin on the membranes. The 

reactivity on frozen and thawed membranes invariably increased although the degree of 

increase is small. Th巴 resultssuggested that drastic conformational changes of proteins 

may not occur in m巴mbranesafter freeze-thawing. This seemed to be support巴dby the 

results of circular dichroism measurements of membran巴 suspensionstoo. 


