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略語蓑
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1.序 論

1.1.細胞内プロテアーゼ

細胞内には常にタンパク質のターンオバーが起こっており､このときタンパク質の分解を行

うのがプロテアーゼである｡細胞内プロテアーゼには大きく分けて細胞質に存在するプロテアー

ゼと細胞内小器官に存在するプロテアーゼとがあり､それぞれ役割を異にしているO細胞質に

存在するプロテアーゼで代表的なものは､多機能プロテアーゼ (高分子iJIliプロテアーゼ､プロ

テアソーム)がある(Rjvelt1989a,RJVelt1989b)Oこの酵素は真核生物に普遍的に存在しており､

非リソソーム系路における種々のタンパク質の分解を行っている｡一方､細胞内小器官に存在

するプロテアーセの代表的なものは､リソソームに存在するカテプシン群があり､非限定的分

解に関与している@ondandBut)er1987).細胞内小器官に存在するプロテアーゼの中にはさら

に､分泌経路における前駆体タンパク質のプロセシングを行う酵素があるParr1991,Flshcrand

Scheller1988)Oこれらの酵素は生合成されたばかりの前駆体タンパクIBのプロセシンクに関与

しているPams1989)｡これらのプロセシンクプロテアーセは､分泌性タンパク質の分泌経路

である小胞体､ゴルジ体､分泌小胞などに存在しているO前駆体タンパク質の多くは､その塩

基性アミノ酸対の部位でプロセシングを受ける｡また､プロセシングプロテアーゼは塩基性ア

ミノ顧対に特異性を有している｡このプロセシングによって切断されるプロ配列は､フォール

ティングを行っていないタンパク質が小胞体内でフォールティンクを行うのを促進する役割が

ある.例えばバクテI)アのサチラインンの場合､プロペプチ ドが活性のあるプロテアーゼを産

生するのに必要であるOkemuraandlnouye1988;rkemura,Takagletd 1987)｡また､Zhuらは､

フォールティンクしていないサチライシンのリフォールディングにプロペプチ ドが必要なこと

をhlVllroで示した(Zhu,OhtaelaJ1989)O逆にまた､プロ配列がG)aドメインのフォールティン

グを抑制することによって､タンパク質の膜との早尚な結合を押えることも知られている

PrlSlo),FurleCLa11993).このような分泌性タンパク質の前駆体のプロセシングを行うプロテ

7-ゼの中でKex2とそのホモローグに関する研究はかなり進展しているoしかし､タンパク質

の分泌経路にはさらに何種類ものプロセシングプロテアーゼの存在が示質されてきており､こ

れらの酵素の分子的な解明は依然としてなされていない｡

1.2.プロセシング

塩基性アミノ酸対でのプロセシングは､多くのホルモン､神経ペプチ ド､他の生理活性ペプ

チ ドやタンパク質の成熟において重要な役割を果たしているPams1989,Herbertal-dUhler

1982,bh,Bro､vT-StelnCLaJ1984)Oオピオイ ドペプチ ド前駆体 (ACTH/β-LPH前駆体､プレプロ

エンケファリンA､プレプロエンケファリンB(HmmanandHerbert1980,Rosa,Po】lCaSlroeEaJ



1980)やサブスタンスP前駆体､V【ア前駆体(ltoh,ObalaeLaJ･1983)には､いくつもの塩基性アミノ

酸対があり､それぞれの部位でプロセシングが起こり､1つの前駆体から活性ペプチ ドが生じ

る｡また､ACTTt/p-LPH前駆体などは､同じ前駆体でも組鰍 こよって異なるプロセシングを受

ける｡しかし､このようなプロセシングの遅いが､組掛 こよって異なるプロセシング酵素があ

るためなのか､あるいは共通のプロセシング酵素が組鰍 こよって異なる調節を受けているため

なのかは不明であったO塩基性アミノ酸対は神経ペプチ ドのほかに､プロインシュI)ン

(Slelner,CunnlJlghameEaJ.1967)のようなペプチ ドホルモン前駆体､酵母のa接合因子前駆体

(JulluS,BlalreLal1983;Jul]us,Schekrna,1eLaJ1984;KuI]'anandHeTshkowllz1982)､キラー トキシ

ン前駆Postlan,ElI)oleta/1984;Sklpper,1110maSCtaJ1984)､アメフラシの産卵ホルモン前駆体

(Schc‖er,Jack50netaJ1983)などのプロセシングサイ トにも見られ､真核生物における生理活性

ペプチド前駆体のプロセシングシグナルとして広く共通に保存されている.また､レニン

(rma･,MlyaZakletaL1983)､凝固系プロテアーゼ (ブロスロンヒン､プロテインCなど)Pall

andPrlCC1985)､アルブミン(GeHer,JudahL･/al1972)､神経成長因子PCrgcrandShooter1977)な

どの分泌性タンパク質や､インシュリンレセプターOJIIr･ch,BencLa11985)のような膜結合性タ

ンパク質の前駆体のプロセシング部位にも､塩基性アミノ酸対が存在しているOまた､これと

は別に､塩基性アミノ酸対以外の部位での前駆体のプロセシングの例もいくつか見つかってき

た(SchWarlz1986)0

ミクロソームにあるプロセシングプロテアーゼの1つとして､酵母菌よりKex2が同定された
2+

(JuJluS,BrakeELaJ1984)oこの酵素は､Ca依存性の膜結合性セリンプロテアーゼであり､サチ

ラインン様触媒部位､Pドメイン､Serm rドメイン､膜貫通 ドメイン､細胞質 ドメインからなっ

ている｡Kex2をホルモンの前駆体とともに細胞で発現させると前駆体をプロセシングした

O=DSter,HoHyeEa11991;Fuller,BrakeeLal.1989;Mizu710,Nakamuraeta11988;MIZtJnO,NakamuraeL

A 1987;Tl10ma5,ThnleeLaJ1988)｡このKexZは塩基性アミノ敢対に特異性が高くこれらの前駆

体を正しい部位で切断した｡

また､Kex2とホモロジーのあるタンパク質PC2､PCl/PC3がヒトインシュリノーマよりクロー

ニングされ､これらの酵素もサチライシン横触媒部位とPドメインをもっていたが､鮫∬通 ド

メインと細胞質 ドメインは持っていなかったO(orner,ChumelaJ1991,Nakayama,HosakaeLaI

1991･ShennaTl･Sea】eLaJ1991;Shcl川an,SmeekenSCla11991,Smeekens,AvruchelaJ1991,

SmeekensandSlelner1990)｡しかし､PC2とPCln'C3はミクロソーム膜画分に回収されることか

ら､これらは何らかの相互作用によってミクロソーム膜の内側に結合していると考えられてい

る｡プロインシュリン等に対する作用の迎いから､PC2とPCl/PC3は生理的な条件下では基質

特異性が異なっていることが示された(Smeekens,Montagcld 1992,nomas,山duceLal.1991,

WulJr,Johansenelal1993;∑houandLmdberg1993)｡プロインシュリンには2つのプロセシンク部



位があり､それぞれ噸 /C執 unc110n(A,g】t-A,gヨヱ)とC鎖仏軌 unction(Lyst～-AIgb5)と呼ばれている

(Stelner,CUnninghameLa11967)｡これまでにそれぞれの部位を切断する活性を持つプロテアー

ゼの性質が調べられてきており､至適pHの異なる2種類のプロテアーゼが見出されている

Pavidson,RhodesetaJ198B)oD鎖/C軌 uncl)Onを切断する活性は1型プロインシュリンプロテアー

ゼ､q鋲/A軌 unc110nを切断するプロテアーゼは2塑プロインシュリンプロテ7-ゼと呼ばれて

いる.ラットのプロインシュリンlをCOS-7細胞にヒトのPC2やマウスのPCl/3とコインフェク ト

すると､PC2は2型プロインシュリンプロテアーゼと同様の活性を示し､PCl/3は1型プロインシュ

リンプロテアーゼと似た性質を示した(Smeekens,MonlageLaJ1992)｡これら2つのプロインシュ

リンプロテアーゼは切断部位だけでなく､ペプチ ド全体の構造をも認識しているようである

Pocherly,RhodesclaJ1989,Gross.VIl)a-KomarofreLB11989,Weiss,FrankcLal1990)｡したがっ

て､PC2とPCl/PC3はそれぞれ基質の異なる構造を認識して特異的に切断していると考えられ

る.PC2とPCl/PC3はまた内分泌性細胞において発現しているが､脳下垂体内では前非におい

てはPCln'C3のみが多く､中葉においてはPCl/l'C3とPC2の両方が発現しており､このような局

在の差異がPOMCのプロセシンクパターンに影響を与えているようである@1oornqulSl,王】ppercL

aJ1991,Kirchrnalr,GeeclaJ1992-MarclnklCWICZ,DayeLaJ1993)o

さらに､ヒトのガン迫伝子FES/TPSの上流にコー ドされていたFURi削云子の乾写産物rulnち

Kex7-とホモロジーがあり､培沓細胞で発現させると塩基性アミノ酸対の部位で前駆体を切断し

たPatsuza､va,HosakaeLaJ1990;Misumi,SohdaeLal,1990,Roebroek,Schalkene(a)1986;vallden

Ou､ve)and,vanDujlnhovencLa11990)orurlnにはサチライシン様触媒部位､Pドメイン､C)Sドメ

イン､膜耳通 ドメインおよび細胞質 ドメインがあるofur叫まPCl/PC3､PC2とは異なり､塩基性

アミノ酸対以外にもATg-X-X-A,BのCOOH末端側も加水分解することができるPosaka,

NagahamaeLaJ1991,WalaT)abc,Murakam)cLaJ1993,Walanabe,Nakaga､vaeLA 1992)｡PC額は神

経内分泌細胞にしか発現していないがfuriLIは勝臓をのぞくほとんど全ての組雑で発現している

Patsuzawa,HosakaelaJ1990)Oこれまでに培巷細胞における前駆体のコトランスフェクション

によってfurinにより正しく切断されることが確かめられたタンパク質には､vonWIllebrand因子

(WJSe,BarrcLa11990)､β-NGF(ちresnahan,l･educelaJ1990)､血桁アルブミンと補体C3(Mlsum',

Odaelal1991)､インフルエンザウィルスのヘマグルテニン(SteHlekc-Grober,∨eycLal1992)､血

液凝固因子Ⅸ(Was】e)･,RehemluHaeLaJ1993)､HGF/SFレセプター(Konlada,Hatsuza､vae'aI

1993)､インシュリンレセプター(Robertson,MoehrlngClal1993)などがある｡furlnも前駆体とし

て合成されプロペプチ トがフォールティングを誘導した後にPeheTntuua,Dormercla/1992)自己

触脚 勺にプロセシンクを行って初めて活性が現れる(Lcduc,Mo】loyeLaJ1992)0

また､ミトコンドリアのマ トリックスからもCa2'依存性のプロセシンク酵素が埋離されてお

り､細胞質で合成されてミトコンドリアに輸送された前駆体タンパク質のリーダー配列を切断



することが知られているPawJ)tschek,SchneidereLal1988,Schne･der,Behrcnscta11991;Yang,

JenseneLd･1988)a

噸乳類においては以上に述べたPC頬とfuri畑,'ゴルジ体において､少なくとも分泌性タンパク

質やレセプターlJL-どの前駆体のプロセシングを行っていると考えられているoしかし､全ての

前駆体のプロセシングをこれらの酵素だけで賄っているとは考えにくく､プロセシングを行う

全く異なるクラスのプロテアーゼが存在している可能性も否定できないであろうと私は考えた｡

市実､KawabataらがビタミンK依存性血焚タンパク質の前駆体をプロセシングする酵素を1992

年に新たに見出しクローニングを行ったO(awabataandDavie1992;Ka､vabala,NakaBa､VaCLal

1993)oこの酵素も塩基性アミノ酸対に高い特異性を示し､血凍タンパク質の前駆体のプロ配列

と同じ配列を持つ合成ペプチ ドを正しく加水分解した｡この酵素の基質特異性は厳密にはA'g-

X-X-Argに対して高く､これはfurlnの基質特異性と似ている｡しかし､このプロテアーゼは上

記のfur'nと同様な機能を持っていながら､funnの屈するセリンプロテアーゼではなくメタロプ

ロテアーゼであった｡このメタロプロテアーゼの生型的機能については､まだu川 1VOで証明さ

れたわけではないが､その性状から考えて前駆体タンパク質のプロセシンクを行っていると思

われる｡

このように､前駆体タンパク質のプロセシンクを行う酵素には依然として未知なものが数多

く存在しており､組寂や発生過程において複雑な調節を受けて生体のホメオスタシス等に寄与

している可能性があり､そのような機能を持つプロテアーゼを新たに見出し精製して性状を検

討することは重要であると私は考えた｡

1.3.膜結合プロテアーゼ

本研究には､上に述べたような意葺のほかに以下に述べるような意超がある｡

これまでに精製され性状が調べられてきているプロテアーゼのほとんどは可溶性のプロテア-

セである｡これに対して膜結合プロテアーゼに関する研究は非常に遅れているDというのも､

膜結合プロテアーゼはその存在広が少ない上に､膜からの可溶化に用いる界面活性剤がなくな

ると酵素が会合して活性を失うために､各種のカラムクロマ トグラフィーを行う掛 こ界面活性

剤を共存させなければならず､これがクロマ トグラフィ-でのタンパク質の分粒を著しく悪化

させるからである｡したがって多くの膜結合プロテアーゼは部分精製しかなされておらず､そ

の詳細な性状や一次構造については不明なままであるPe)'lOn,Shanno'ICLaJ1981,I.aBombardJ,

Shawctal1983)Oこのような困鮒 こも関わらずこれまでに完全な一次捕道が明らかにされたプ

ロテアーゼには(1)シクナルペプチダーゼ軌Poehn】,Desha】esL･lal.1988;Dalbeyandvo■-Hel)nC

1992,Shelncssa71dBlobc日990･Shelness･KanwarcLaJ1988;VanDll1,DeJoHBelaJ1992,Wolfc,

WICknereLaJ1983,ZhaoandWu1992)､(2)Kcx2類､(3)細胞膜結合プロテアーゼ親 PPl'Ⅰ∨



(Ogata,MisumieLal･1989)､NモP(Devault,血 ureeLaJ1987)､ヘブシンO_e)1us,LoebeLaJ1988,

Tsujl,TorTeS-RosadoeLa11991)ctc･)がある｡これらのプロテアーゼは変異株が見つかったり､

発現丘が多かったり､偶然ほかの遭伝子の近傍にコー ドされていて配列が見つかったりしたも

のである｡したがって､これらのプロテアーゼの配列は明確になってはいるが､これらの膜結

合プロテ7-ゼがどのような構造をとって膜に埋め込まれていて､酵薫がどのように機能して

いるかはいまだに不明な重要な問題である｡

以上に述べたような意義を持つプロテアーゼ2つについて私は研究を行った｡

1.4.ミクロソーム膜結合セリンプロテアーゼ

1978年にSoga､vaらがラットの肝臓のミクロソーム膜に中性プロテアーゼ活性があること初め

て兄いだした(SogawaandTakahashl1978)｡そしてまたニホンザルの肝臓のミクロソーム膜に中

性プロテアーセ活性があることをSogawaらが1979年に報告した (SogawaandTakahashl1979)O

それ以後､このプロテアーセの完全1''''-製が試みられたきたが､このプロテアーセの存在する品

が微立なためにことごとく失敗に終わってきた｡それゆえに､その性状については本プロテアー

ゼの部分精製標品で検討がなされてきた汀akahashl,TamanoueeLa11991)Oそれによると､本プ

ロテアーゼはセリンプロテアーゼであり､中性付近に至適pHをもち､塩基性アミノ酸対の

COOH末端側に特異性が高く､精製の際ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出したフラクショ

ンを4oCで保存しておくと活性化するという特徴があった｡この酵素の特異性の結果から本プ

ロテアーゼはミクロソームにおいて前駆体タンパク質のプロセシングを行っている可能性が示

喫された｡しかし､このプロテアーゼの生理的役割を明らかにするためには､完全絹製を行っ

た上でその性状を詳細に検討することが重要であった｡

1･5･ミクロソーム膜結合金属依存性プロテアーゼ

上記のセリンプロテアーゼをラットの肝臓のミクロソーム膜から精製する過程において､新

たなプロテアーゼ活性が活性化してくることがわかった｡この新規のプロテアーゼはヒドロキ

シルアパタイトカラムを行った後に､踏出したフラクションを4℃で保存しておくときわめて

遅い速度で活性化し､約1ヵ月の時間を要したo私はこのプロテ7-ゼを完全に杵ききしその性

質を調べた｡その結果､このプロテアーゼは同一の分子であるにもかかわらず2種のプロテアー

ゼ活性を有していた｡pH80においてはメタロプロテアーゼ活性を有し､pH5.3においては金

属依存性セリンプロテアーゼ活性を有していた｡これらの2種のプロテアーセ活性は､触媒の

メカニズムが異なるにもかかわらずともに塩基性アミノ酸対に対して高い特異性を持っており､

本酵素も前駆体タンパク質のプロセシングを行っている可能性が示唆されたo



2.材料と試薬

ペプチ ドMひし基質､ダイノルフィンA､ a-ネオエンドルフィン､ニューロテンシンは､ペ

プチ ド研究所 (大阪)から購入したOヒドルキシルアパタイ トは生化学工某 (東京)より購入

した｡DEA玉-セルロース (DE52)はWhatmanより収入した｡ベンズアミジンセファロース6B､

セファクリルS1200､キレーティングセファロース6tL NAP-10は､Pharmacia-LKB

BIOteChnobgyより購入したoBCA試薬はPlerccより購入した.フルオレスアミン､ヒストン､

BSA､オボアルブミン､ 7-イミノグロブリン､ジイソプロピルフルオロフォスフェー ト､41

(アミジノフェニル)-メタンスルフォニルフルオリド､フェニルメタンスルフォニルフルオリ

ド､p-クロロメルクリベンゼンスルホン酸､ベンザミジン塩酸塩､TPCK､ 0-フェナントロリン､

tlIYrI(Run.tz)はSlBmaより購入した｡コール酸ナトリウム､ルプロ-ルPXはナカライテスク

(京都)より購入したOミオグロビンはB･ozymehborator･esより胴入した｡カゼイン

(Haft.maSten)はメルクよりP'V入したoTLCKはLudrlChより購入した｡SBTIはWorth'ngtoH

B'ochcm･caは り胴入したoSDSポリアクリルアミドゲル屯気泳動のための低分子iiiマーカ-は

B･O-Radより購入したol3Hl-DFPはNENIDuPo1､tより購入したoフルオロクラフイ-のアンプリ

ファイはアマシャムより購入したOセントリカット･ミニはバイオフィール ドより肺入した｡

ウル トラフリ-C3プラスはミリポアより購入したOロイペプチン､アンチパイン､キモスタテ

ン､エラスタテナール､E心 ､ベスタチン､アマスタテンは青柳高明博士 (微生物化学研究所)

の御供与による｡ラット(ウィスター種､オス､7迎合､体重約200g)は日本生物材料より肪

入した.ブタの肝臓は帝国臓器より購入したOその他の試薬は全て特級のものを用いたO



3.方法

3.1.ミクロソーム画分の調製

ラット5匹 (ウィスター種､オス､7過令､体重約200g)を一晩絶食させ水だけを与えておき､

薬剤を用いずにラットの首と尾を引いて脊髄をはず して殺 し､肝臓を掃出したOそれぞれの肝

臓を025Mショ糖を含む50mM トリエタノールア ミン塩敢緩衝液pH80で十分にかんりゅうし

た｡

肝臓をハサ ミで細かく切断した後､0.25Mショ鵬を含む50mM トリエタノールア ミン塩酸緩

衝液pH80を160ml加え､ポッタ一 ･エルページェム型ガラステフロンホモジェナイサーによ

り細胞を破壊 した｡このときのホモジェナイズは､約400叩mの回転数で2ス トローク行った｡

得られた粗ホモジェネー トからSoga､vaらの方法(Soga､vaalldTakahashl1978)を改変 した下記の方

法を用いて､ ミクロソーム画分を調製 した｡

まず､ホモジェネー トを11,000xg,30rnTrL速心 して位重にデカンテーションし､上胎と沈澱

を得た｡ここで得られた上楢を4℃で保存 した｡一方､沈澱に025Mショ糖を含む50mM トリ

エタノールア ミン塩敢緩衝液pH810を90m1加えて､できるだけ遅い回転数で1ス トロークだけ

ホモジェナイズした｡得られたホモジェネー トを再び11,000六g,30min遥心 して慎Ili-にデカン

テーションして上楢を得た.ここで得た上柄と先に得た上清を混ぜて､100,000xg,90TTl1nの超

遠心にかけ沈澱を得たC得られた沈澱に025Mショ糖を含む50mM トリエタノールア ミン塩酸

綻葡液pH80を130ml加えてホモジ工ナイズした｡得られたホモジェネー トを再び100,000.7g,

90minの超遠心にかけて沈澱を得たO得られた沈澱に】OmM トリエタノールア ミン塩酸綻衝液

pH85を75m)加えてホモジ工ナイズを行い､ ミクロソーム膜画分を得た0

3.2.ミクロソーム膜の処理

ミクロソーム膜画分を3回凍結融解 した｡

その後､ ミクロソーム画分に3M塩化カリウムを含む10mM トリエタノールア ミン塩酸緩衝

液pH85を40m]加えてホモジェナイズし､4℃で30分故fFEしたoこれを100,000.1･g,90m.n超遠

心し､膜の小胞内､及び膜表面に結合している分子を上前として除去した｡得られたtt激をl

M塩化カリウムを含む10mM トリエタノールアミン塩酸緩衝液pH85,125mlに再び懸濁し､同

じ操作を行った｡

次に､この沈澱に1,nMEDTA溶液pH70を125m地目えてホモジェナイズし､4oCで30分故IIlし

た.これを100,000xg,90m川超過心し沈澱を得たOこの沈澱を同じ溶液1乙5mりこ掛 犯し､同じ

操作を行ったo得 られた沈澱に10rnMリン酸カリウム緩衝液 (KHIPO;K2HPOJ)pH75を80n-J

加えてホモジェナイズし､loo,000xg,90m‖-の超追心を行って溶媒を交換 した｡そして､沈澱



として､1M塩化カリウム及び1mMEDTA処理を行ったミクロソーム膜を得た｡この沈澱は､

10mMリン酸カリウム緩衝液pH7･5を50mJ加えてホモジェナイズし-80oCで保存した0

3.3.中性プロテアーゼ活性の測定法

精製されたプロテアーゼの各種のタンパク質に対する中性プロテ7-セの活性の測定は､

Sogawaらの方法(SogawaaJtdTakaha5hi1978)を改変した方法によって行った｡基質溶液は､1%

熱変性タンパク質を含む 0.1Mホウ酸ナ トリウム舷衝液pH80である.この基質溶液は､1gの

タンパク質に01Mホウ酸ナ トリウム攻衝液pH8.0を100mJ加え､80oCで4時間加熱して作った

ものであるO活性を測定するために､基質溶液50LLHこ酵素を含む溶液を50LLl加え､37oCで2

時間反応させたO反応を停止させるために5% トリクロロ酢酸溶液をユ50〟J加えた後､室温で30

分放粧したoさらに､これらの反応溶液を12,000rpmで10mm退心してタンパク質を沈澱させ

た.そして､その上椅50FLlを取り､それに02Mホウ酸ナ トリウム緩衝液pH85を145m｣加え､

次いで0･3mgrn]のフルオレスアミンを含むアセ トン溶液05m)を激しく比はんしなから加えて

反応させた.この反応した溶液の蛍光強度を､390nnlの励起波長と480nmの哉光波長で測定し

たQなお､50上土Mのグリシン溶掛 こ上記と同じ方法でフルオレスアミンを反応させたときの環

光の値を､哉光強度の標準としたO･Bip光強度の測定はー日立蛍光分光光度計650-10S型を用いて

行ったo

中性プロテアーゼ活性の単位の定議として､lnm01のグリシンに相当するa-アミノ基を 1時

馴 二進経させる酵素最を1ユニットとした｡

フルオレスアミン (4-phen)･JsplrO【furan-2(3H),1■-phthalan]-3,3'-dlone)は第一級アミンと反応しー

強い蛍光物質を形成する｡この蛋光を測定することにより､微品のアミノ鞍､ペプチ ドー更に

他の第一級アミンの迅速な分析が可能である｡上記の活性測定方法は､フルオレスアミンのこ

のような特徴を利用したものである｡

3･4･メチルクマ リルアミド基質によるペプチダーゼ活性の測定

精製過程におけるプロテアーゼ活性の測定はメチルクマリルアミド基質を用いて行った メ

チルクマリルアミド基質を用いたペプチダーゼ活性の測定は､BaJTettらの方法Parrell1972,

BarTClt1980;BarTellandK】rshke1981)を改変した方法を用いたo10mMのBoc-GJn-Arg-Are-MCA

を含むDMSO溶液5〟1と､0･1Mのトリスー塩酸緩衝液pH80,05mlを混ぜておき､そこへ酵素

試料溶液10FLlを加えて37oCで30分間反応させたO反応を停止させるために01Mのモノクロロ

酢酸を含む01Mの酢酸ナ トリウム疑衝液pH43を2･5叫加えた｡この反応溶液の蛍光強度を､

励起波長370nm､蛍光波長460-1mで測定した.

lmMのMCAのDMSO溶液5FL=こ､0･lMの トリス塩酸破衝液pH80をOjTnlと､01Mのモノ



クロロ酢散を含む0･1Mの酢酸ナ トリウム線番液pH4.3を2jnil加えたものの蛍光の値を蛋光強

度の標準とした｡

MCA活性の単位の定義は､1pmOlのMCAを1分間に避難する酵素是を1ユニットとした｡

MCA (7-amln0-4-melhyJcouTnann)基質は､結合型から逓鮭型になると蛍光の強度が500-700

倍になる｡また､反応の初速度は､100倍の酵素濃度の範囲で酵素濃度に比例するO上記の活

性測定方法は､MCA基質のこのような特徴を利用 したものである0

3.5.ペプチ ド基質に対する加水分解

それぞれのペプチ ドlnmoHこ対 して酵素約15ユニットを加え､50mlの004M トリエタノール

アミン塩酸媛衝液pH8･0(pHを変えるときには他の緩衝液)中で37℃で3-6時間反応させたo

反応終了後､溶液を即座に高速液体クロマ トグラフィーにかけ､加水分解によって新たに生 じ

たペプチ ド断片を分取 し､ApplledBIOSyStCrnS社のデリバタイザ一一アナライザー (420A/130A-

920A)によってアミノ酸組成分析を行った｡

3･61タンパク質の定t

タンパク質の定畠は､2BOnmの吸光度の測定､ならびにSmlthらによるBCA試薬を用いた方

法 (Sm-th,KrohncLaJ1985)によって測定した｡タンパク質の標準として､ウシ血桁アルブ ミン

溶液を用いた｡

微少な良 しか得られないミクロソーム膜セリンプロテアーゼの最終精製標品については､精

製用ポリアクリルアミドゲルから得られた酵素試料の一部だけをSDS-PAGEにかけたO芯気泳

動終了後にゲルを銀染色にかけ､450nmでゲルをスキャンしウシカーボニックアンハイ ドラー

ゼを基準としてタンパク質良を推定 した｡このスキャンは､2波長クロマ トスキャナーCS-930

(島津)を用いて行った｡

3･7･SDSポ リアクリルア ミドゲル電気泳動

lAemmllの方法(bemm】i1970)にしたがって､01%のSDS存在下で125%のポリアクリルア ミ

ドゲル中で電気泳動を行ったOタンパク質はCoomass.ebri)]iantbJucで染色 した｡

3･8.高速液体クロマ トグラフィー

日立655A-11システムと トーヨーソーダのTSKゲルODSIZOTカラムを用いて高速液体クロマ

トクラフイーを行った001%のTFA溶液をAバッファ-､008%のTFAを含むアセ トニ トリル

溶液をBバッファーとして､Bバッファーのアセ トニ トリルの濃度を0%から50%まで厄線的に

上げることによって溶出を行ったo

10



3.9.['H]-DFP5<JL,

24ngのセリンプロテ7-ゼに8mClの【'Hl-DFPを加え､16Ll切 12mMトリエタノールアミン

塩酸緩衝液pH8･0中､37℃で2時間反応させた｡この溶液をSDS-PAGEにかけた後､ゲルをフル

オログラフイーにかけてオー トラジオグラフィーを行った｡

3.10.活性のpH依存性

MGl基質に対する酵素活性を､OIMグリシンナ トリウム舷葡液 (pH80-10.5)､01Mホウ

酸ナ トリウム緩衝液 (pH75-110)､ トリス塩酸綾衝液 (pH60-100)､ トリエタノールアミ

ン塩酸緩衝液 (pH80-9.5)中で調べたo基質として用いたペプチ ドはそれぞれプロテ7-ゼに

よって-箇所で切断され､HPLCによる分析においては2つの新規のペプチ ドのど-クが生じた｡

それぞれのペプチ ドのピークの高さを測定して､活性を推定した｡ペプチ ドの切断部位とピー

クの高さとペプチ ド品との関係は､アミノ酸分析によって決定したC

3.ll.速度論的パラメーターの決定

種 の々基質に対する速度論的パラメーターを0.1Mトリス塩酸緩衝液pH80,378Cにおける測

定によって決定した0

3･12.ミクロソーム膿の可溶化

lM塩化カリウム処理､及びlmMEDTA処理を行ったラット肝臓 ミクロソーム膜に結合して

いるタンパク質を可溶化するために､次に示すような操作を行った.

まず､ミクロソーム膜のホモジェネート約55mlrこ､タンパク質濃度が2-3nlgm)になるよう

に､1%コール酸ナ トリウムと015M塩化ナトリウムを含む10mMリン酸カリウム綻衝液pH75

を190m)t､ 10%コール酸ナ トリウムと015M塩化ナトリウムを含む10TnMr)ン酸カリウム絞

葡液pH75を55m]加えて4℃で2時間投はんした｡このミクロソーム膜溶液を100,000xg.60min

の超遠心にかけ､上清としてミクロソーム膜からの可溶化物を得たOこの溶液を､ミクロソー

ム膿可溶化タンパク質溶液としてカラムクロマ トグラフィーによる精製に使用 した0

3･13･カラムクロマ トグラフィー

3･13･1･最初の共通なカラムクロマ トグラフィー

3･1311.ヒドロキシルアパタイ トカラム

1%コール酸ナ トリウムと015M塩化ナトリウムを含む10mMリン酸か )ウム緩衝液pH75に
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よってラット5匹分のミクロソーム膜を可溶化して得られた試料を､ヒドロキシルアパタイ ト

カラム (31'21- )にかけた (図1)Oヒドロキシルアパタイ トカラムは､70gのヒドロキシ

ルアパタイ トを上と同じ緩衝液に溶いてカラムに詰め､あらかじめ同じ緩衝液で十分に平衡化

しておいたOこのカラムに試料をかけた後ーカラムを同じ緩衝液で十分に洗った｡その後､1

%コール酸ナ トリウムと015M塩イヒナ トリウムを含むリン酸カリウム破衝液の濃度を10mMか

ら200mMまで800m)の体積で勾配をかけて溶出を行った.このときの流速は20mlnlrであった｡

なお､このヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出されたフラクションを4oCで数日間保存

しておくと､時間の経過とともにプロテアーゼ活性が増加するという現象がみられた.このプ

ロテアーゼの活性化については後に述べる.

このヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィーを疑り返し行って､ラット20-40匹

分の試料を処理 した｡

31312DE52セルロースカラム

ヒドロキシルアパタイ トカラムによって得られた活性画分を､0.05%ルナロールPXを含む20

mMトリス塩酸緩衝液pH85(またはpH9.0)に対して透析を行った｡この透析した試料を､同じ

絞衝液で平衡化 したDE52セルロースカラム (3x25cm)にかけた (図2,17)Oこのカラムを同

じ紋衝液で十分に洗ってから､緩衝液中の塩化ナ トリウムの濃度をOMから025Mまで21の体

位で上昇させて溶出を行ったoこのときの流速は30mi伽 であった0

このDE52クロマ トグラフィーによってセリンプロテアーゼ活性と金属依存性プロテアーゼ活

性が分鮭できたので､以下のクロマ トグラフィーはそれぞれ別に行った｡

3113･2･セ リンプロテアーゼ (MSP)の精製

3･13･2･1･ベンズアミジンセ77ロース6Bカラム

DE52セルロ-スカラムによって得られたセリンプロテアーゼの活性画分をー透析チューブに

入れて002%ルブロールPXを含む トリエタノールアミン塩酸緩衝液pH8.0に対 して透析を行っ

たO透析 した試料溶液を､同じ緩衝液で平衡化したベンズアミジンセファロース6Bカラムにか

けた.その後､OjMNaCトを含む同じ綻衝液で2BOnmの吸収がベースラインに戻るまで洗いを

行ったOカラムの洗いの後､さらに0･1Mベンズ7ミジン塩酸を含む緩衝液で溢出を行ったo溶

出したフラクションはそれぞれ元の緩衝液に対して透析を行い､ベンズアミジンを取り除いた｡

31322ポリアクリルアミドFlE気泳動

ベンズアミジンセファロース6Bカラムによって得られた活性画分を等品の2Xサンプルバッ
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77-と混合し､7匝忙 分けて4℃において不連続ポリアクリルアミドnlEtL気泳動にかけた0分鮭

ゲルは5%アクリルアミド/ビス7クリル7ミド､0375M トリス-塩酸妓衝液pH8.8､005%過抗

酸アンモニウム､005%TEMEDおよび0･01%ルブロールPXを含んでいた｡濃縮ゲルは上記の溶

液の組成の中で 卜リス-塩酸接衝液だけを0125M トリス一塩醸成衝液pH6･8にしたものを用いた｡

この電気泳動の後､ポリアクリルアミドゲルを1,5mmずつ分離ゲルの上端から切断し､それぞ

れを細かくすり潰して少立の001%ルプロールPXを含む0.02Mトリエタノールアミン塩酸緩衝

液pH8･0を加えて4℃で保存した｡この結果､2つのセリンプロテアーゼ活性が現われた｡

3.13.3.金属依存性プロテアーゼの精製

3133･1キレーティングセファロース6B

DE52セルロースカラムによって得られた金属依存性プロテアーゼの活性画分を､002% ル

プロールPXと015MNaClを含む002M トリエタノールアミン塩酸緩衝液pH8.0に対して透析し

た｡この活性画分を同じ緩衝液で平後i化したキレーティングセファロース6Bカラム (1x3cm)

にかけた｡カラムを同じ絞衝液で洗った後､02Mグリシンを含む緩衝液で溶出を行った｡得ら

れた活性画分をセントリカット･ミニを用いて濃縮 し3.8m｣にした｡

3133.2.セファクリルS-200

キレーティングセ77ロース6別こよって得られた活性画分を､06%コール酸ナ トリウムと

02MNaClを含む20mM トリエタノールアミン塩敢舷衝液pH8･0で平衡化 したセファクリルS-

200カラムにかけてゲルろ過を行った.

3.1333FPLCMonoQ

セファクリクル 2ゝ00によって得られた活性画分を001%ルブロール1'Xを含む トリエタノー

ルアミン塩酸緩衝液pH810に対して透析した｡透析した活性画分を3等分し､それぞれ0.02M ト

リエタノールアミン塩酸緩衝液pH8･0で平衡化したFPLCのMonoQカラムにかけた｡カラムを同

じ舷衝液で洗った後､0-OjMNaC】(15nlj)で溶出を行った0

3･14.N末塩ア ミノ酸配列の決定

打LCのMonoQによって得られた金属依存性プロテアーゼを蒸留水で平衡化したNAP-10カラ

ムにかけ､蒸留水で溶出を行うことによって酵素溶液中に含まれる塩を取り除いた｡この試料

を凍結乾燥にかけて完全に乾燥させた後､再び30〟】の蒸留水に溶解 した.このタンパク質溶

液をABI社のパルスーリッキ ドシークエンサーモデル477A/120AにかけてN末端のアミノ酸配列
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を決定した｡

3･15･メタロプロテアーゼ活性と金属依存性セ リンプロテアーゼ活性の同一分子性の検

定

精製された金属依存性プロテアーゼがもつメタロプロテアーゼ活性bH80)と金属依存性プ

ロテアーゼ活性bH5･3)が同-の酵素分子に由来するものなのか､あるいは別々の酵素分子に

由来するものなのかを調べた｡

3.15.1.FPLCSuperose12

絹製された金属依存性プロテアーゼをFPLCのSuperose12にかけた｡カラムの平衡化と溶出に

は02MNaClを含む002M トリエタノールアミン塩酸級衝液pH80を用い､流速は0.5nlVmlnで

あった｡

3.15.2.ポリアクリルア ミドゲル屯気泳動

精製された金属依存性プロテアーゼを不辿続ポリアクリルアミドゲル磁気泳動にかけた｡分

離ゲルは5%アクリルアミド/ビスアクリルアミド､0375M 卜リスー塩酸綻衝液pH88､005%過

硫酸アンモニウム､0･05%TEM王D､001%ルプロールPX､1mM CaC12および002r,IMZnCJ2を

含んでいた｡濃縮ゲルは上記の溶液の組成の中で トリス一塩薮綻衝液だけを0125M トリスー塩酸

緩衝液pH68にしたものを用いた｡泳動は4oCで行い､泳動終了後に分轄ゲルを上端から15mm

ずつスライスし､それぞれをサンプルチューブに入れて002Mトリエタノール7ミン塩酸緩衝

液pH80を2JX)p加え､4oCで保存しゲルから溶鮭するプロテアーゼ活性を測定した｡

3.16.活性化

3.16.1.プロテアーゼ阻専剤の効果

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出した直後のフラクションに各種のプロテアーセ阻害

剤を混ぜて4oCで保存しーセリンプロテアーセと金属依存性プロテアーゼの活性化に与える影

響を調べたo阻害剤として､2mMDFP､40mMEDTA､0.01mME-64､ 0-フェナントロリン､

02mMキモスタテン､FcCl2､02TnMアンチパイン､04mMロイペプチン､lmMベスタチン､

ベンズアミジン､TPCK､TLCKなどを用いた｡また､活性化前のフラクションにプロテインジ

スルフィドイソメラーゼを018mg/mlになるように加え､さらに還元型クルタチオンと酸化型

グルタチオンを種々のモル比で加えて4oCで保存し､活性化に与える影響を調べたO
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3.16.2.活性化と分子t

ラットの肝臓の ミクロソ-ム膜を調製し1MKCJとlmMEDTA処理にかけたものを可溶化し､

ヒドロキシルアパタイ トカラムにかけないでセファクリルSZOOによるゲルろ過にかけた｡カラ

ムの平衡化と溶出は､1%コール酸ナ トリウムと0･2MNaClを含む10mMリン酸カリウム緩衝液

pH7･5で行った｡

3.16.3.活性化とDE52

ラットの肝臓のミクロソーム膜を調製し1MKClとlmMEDTA処理にかけたものを可溶化し､

ヒドロキシルアパタイ トカラムにかけないでDE52によるイオン交換カラムクロマ トグラフィー

にかけた｡カラムは0･1%ルブロールPXを含む50mMN-メチルジエタノールアミン塩酸緩衝液

pH8.0で平衡化 し､可溶化ミクロソーム膜をかけた後同じ緩衝液で洗い､促衝液中のNaCJを0-

0.2Mに上げることによって溶出を行った｡

3.17.ブタの肝臆の ミクロソーム膜のセ リンプロテアーゼの精製

ブタの肝臓の ミクロソーム膜からラットの場合と同様の方法で酵素を調製 した.ブタの肝臓

約200gを11の0･25Mショ糖を含む0.05M トリエタノールアミン塩酸緩衝液pH80でワ-リン･

ブレンダーを用いてホモジェナイズした｡このホモジェネー トを11,000xg,30m)nの嬉心にか

けて上楢として細胞質画分を得た｡この上楢を100,000Ig,90mlnの超遠心にかけてこじ殿として

ミクロソーム膜画分を得た｡このミクロソーム膜画分を10mMトリエタノールアミン塩転校衝

液pH80に懸濁した後､1MKClによる洗いを2回､1mMEDTAによる洗いを2回行った.位後

に001Mリン酸カリウム緩衝液pH7.5に懸濁した後､1%コール酸ナ トリウムと0.15MNaCIを含

む001Mリン酸カリウム緩衝液pH7･5によって可溶化を行った｡この可溶化物を同じ緩衝液で

平衡化したヒドロキシルアパタイ トカラムにかけた｡カラムを同じ緩衝液で十分洗った後､溶

出を0･01-0･2Mリン酸 (08】)で行ったo溶出したフラクションのセリンプロテ7-ゼ活性の変

化を調べた｡

3.18.細胞内局在と活性化

ラットの肝臓よりミクロソーム膜画分を抽出した後､この ミクロソーム膜を1.21Mのショ枇

溶液 (pH7.0)でホモジェナイズした｡遠心管にはじめに2_1Mショ糖溶液をいれ､その上にミ

クロソーム膜画分を重層し､その上にさらに06Mと025Mのショ糖溶液を韮屈した｡股後にバ

ランスを0･25Mショ糖溶液であわせて､77,000xgで16時間遠心した｡0_6M/121Mショ船の

噴射 こ浮遊 している耕粒を集めゴルジ体画分とし､121M/21Mソヨ雌の境界に浮遊している

耕粒を姓めて小胞体画分としたOそれぞれの画分を10mMトリエタノールアミン塩酸緩衝液7)H
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83-に休して透析したO透析後の画分を2回凍結融解にかけた｡小胞体とゴルジ体の画分にそれ

ぞれの体横のlJ2の3MKClを含む10mM トリエタノールアミン塩酸綻衝液pH8,5を加えホモジェ

ナイズしたCそれぞれのホモジェネー トを77,000xgで2時間遠心 した｡それぞれの沈殿に20Tnl

のlMKClを含む10mM トリエタノールアミン塩酸緩衝液pH8jを加えてホモジェナイズし､

77,000Xgで2時間遠心したO小胞体画分のd二殿を等分し､一方に20mJの20mM トリエタノー

ルアミン塩酸緩衝液pH80を加え､他方に20mlの10mMリン酸カリウム法衝液pH7jを加えて

ホモジェナイズした｡ゴルジ体画分についても同様の操作を行った｡それぞれのホモジェネー

トを77,000Xgで2時間遠心し､ トリエタノールアミン塩敢緩衝液でホモジェナイズした小胞体

とゴルジ体画分の沈殿をそれぞれ5mlt2m)の1%コール酸ナ トリウムと0.15MNaC】を含む20

mMトリエタノールアミン塩酸緩衝液pH85でホモジェナイズし4oCで保存した.また､リン酸

カリウム緩衝液でホモジェナイズした小胞体とゴルジ体画分の沈殿をそれぞれ5mlとZmIの1%

コール酸ナ トリウムと015MNaC】を含む10mMリン酸カリウム緩衝液pH7.5でホモジェナイズ

した｡

1%コール酸ナ トリウムと015MNaClを含む10mMリン酸カリウム絞衝液pH7.5でホモジェナ

イズした小胞体とゴルジ体画分をそれぞれ同じ緩衝液で可溶化 したヒドロキシルアパタイ トカ

ラムにかけた｡同じ緩衝液でカラムを洗った後､10-200mM(08])のリン酸の濃度勾配によって

溶出を行ったO
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4.肝 ミクロソーム膜セリンプロテアーゼ (MSP)

4.1.結果

4.1.1.ラットの肝発のミクロソーム涙のセリンプロテアーゼの精製

表1に示すように､ヒドロキシルアパタイ トクロマトグラフィーを含む初めの2つのステッ

プは､部分精製酵素標品を得るために以前に用いたステップと額似している｡DEAE-セルロー

スクロマトグラフィーと改良したベンザミジンセフ7ロース6Bクロマ トグラフィーを含む滋後

の3つのステップは､酵素の完全精製にとって最良の組み合わせであったO比活性が約2JO倍

上昇していることから判断して､投も効果的なステップはベンズアミジンセファロース6Bでの

アフィニティークロマ トグラフイーであった(図3)｡しかし､ベンズアミジンセファロース6Bの

段階で得られた酵素標品は､非常に類似した酵素的性質をもつ少なくとも2つのプロテアーセ

と他のタンパク質を含んでいた｡これらの2稀のプロテアーゼは､ルプロールPXを含むポリア

クリルアミドゲル電気泳動によって分離することができた(図4)｡移動度の大きい方のプロテアー

セは純粋な状態で得られ､ミクロソームセリンプロテアーゼ1(MSPl)と命名した｡もう一方の

移動度の小さい方のプロテアーセを､ミクロソームセリンプロテアーセ2(MSP2)と命名した｡

全体としての精製度の上昇は､MSPlが約8,000倍で､MSP2が800倍であった｡ヒドロキシル7

パタイトクロマ トグラフィー後の活性化が完全に終わった時点での活性の値をもとにした場合

の酵素活性の回収率は､MSPlが35%､MSPZが4.2%であった｡MSP2の比活性が低いことから

MSP2のバンドはかなり濃く染まることが期待されたが､図4では2つのバンドは同じように染

まった｡この原因については現在のところ不明である｡

4.1.2.分子土

MSPlの最終精製標品は還元条件下でのSDS-PAGEにおいて分子丑約32kdの単一のバントを与

えた (図5)｡非還元条件下でのSDS-PAGEでもこのバンドの移動度は同じであった｡このバン

ドだけが【】Hl-ジイソプロピルフルオロフォスフェイ ト(DFP)によってラベルされ､この酵素

がセリンプロテアーゼであることが示された｡一方､TSKG300DSWによるゲル塘過において､

MSPlとMSP2はともに分子虫約40kdに相当する位掛 こ溶出したoこれらの結果から､この酵素

は1本のポリペプチ ド鎖からなっていると考えられる｡

4･1･3･pH依存性

Boc-GJn-A,8-AJg-MCAに対するMSPlの活性は､用いた緩衝液の種額によって大きく共なる

pH依存性を示した｡図6a,bに示すように本質的に同じ結果がMSP2についても得られたOペ
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プチ ド基質であるα-ネオエンドルフィンとダイノルフィンAに対する酵素活性を､ トリス塩酸

放衝液を用いて種々のpHにおいて測定した結果を図6Cに示す｡ペプチ ドに対するpH依存性に

ついても､MSPlとMSP2の両方で本質的に同じ結果が得られた｡これらの結果から､本酵素の

重適pHを明確に決定することはできないが､中佐からアルカリのpHのかなり広い範担削こ亘っ

て活性を保持することが判明した｡しかし､pHが6.0以下か110以上になると､本酵素の活性は

ほとんど失われてしまった｡

4.1.4.各種の試薬の効果

各種のプロテアーゼインヒビターと金属イオンの存在下で､MSPlとMSP2の活性をBoc-G】‖-

Arg-AIBIMCAとダイノルフィンAを用いて測定した (表2)0両酵素のMCAとペプチ ドに対す

る活性は､DFP､TLCK､ APMSF､ベンズ7ミジン､ロイペプチン､アンチペイン､BPTlな

どのセリンプロテアーセの阻蜜剤によって強く阻著された.これらの結果は､本酵素のセリン

プロテアーセとしての分類と一致している｡さらに､E-64､SBTIおよびZ7-2.は､部分的にでは

あるが強く両酵素を阻著した.一方､PMSFはわずかしか阻害しなかったOその他の阻ElE穿刺や

金成イオンは､本実験の条件下ではほとんど効果はなかった｡

4･1･5･各種のMCA基質に対する基質特異性

種々のMCAA質に対するMSPlの速度論的パラメータ-を決定した (衰3)ol･JKmの値から

判断して､これらのMCAA質の中でBocIGln-AIB-ATE-MCAが最も良い基質であった｡ついで

Doc-l･eu-TTrr-ATE-MCAに対して高く､その次にBocIG)y-A∫l-A,A-MCAとBoc-GJn-Ala-Arg-MCAと

なっている｡Pl部位にATgがある基質に対してはKm値はほぼ一定であるが､同じ部位にL)Sがあ

る基質 (BocIGlu-Lys-Lys-MCA)に対するKm値は約10倍高い値であった｡ほとんど同じ結果が

MSPZについても得られた｡

4･1･61ヒドロキシアパタイ トカラムクロマ トグラフィーによる活性化

ヒドロキシアパタイ トカラムから溶出されたフラクションを4℃でしばらく保存しておくと､

この酵素の活性は著しく増加した (図7)｡活性化が起こる前のこの酵素の '̂Bは513〟M､Vm

は472 un]ts/mlであったが､活性化が起こった後のKnは210〟M､VJ i8,000u'川S/mlであっ

た.活性化によって､この酵素のKmは減少しV.Mは増加した.

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出したフラクションに各種のプロテアーセ阻書剤を加

えて4℃で保存したoその結果､本酵素の活性化はキモスタテンによって強く抑制されたoま

た､活性化は0-7ェナンスロリンやE-64によっても部分的に抑制された (図8)｡

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出して4oCに保存しておいて活性化が起こった後のフ

18



ラクションの一部を再びヒドロキシルアパタイ トカラムにかけたところ､リン酸の濃度が約

0.05Mの位置に溶出した (図9)0

可溶化したラットの肝膿のミクロソ-ム膜の抽出物をセフ7クリルS-200(3x108cm)にかけ

てゲルろ過を行った.その結果､ボイ ドに相当する位置と分子量70kdの位正にMSPの活性が現

れた(図10)｡このうちの70kdの活性画分を再びセ77クリルS-200(3xlO3cm)にかけたところ､

この2度目のゲルろ過では分子丘45kdの位掛 こMSP活性は追出した(図11)｡

可溶化したラットの肝腰のミクロソーム膜の抽出物をDE52カラムにかけたOその結果､MSP

は活性化してこなかった(datanotshown)｡

4.1.7.ペプチ ドの切断

本酵素はa-ネオエンドルフィン､ダイノルフィンA､ニューロテンシンを1箇所で切断した

(rakahashl,TamanouceLaJ1991)｡そこで､MSPlがこれらのペプチ ドを塩基性アミノ酸対の部

位で切断し､単一の塩基性アミノ酸の部位での切断が起こらないことを確かめたOこれらのペ

プチ ドに対する速度論的パラメーターを糞3に示す｡これらのパラメーター倍から､これらの

ペプチド基質がかなり似た触蛸効率で加水分解されることが分かる.

4.1.8.タンパク質の加水分解

MSPlはヒストンを最も効率よく加水分解するが､他のタンパク質はほとんど加水分解しな

かった (麦4)0 MSP2によるタンパク質加水分解の結果もMSPlと同じであった0

4.1.9.ブタの肝巌の ミクロソーム膿のセリンプロテアーゼ

ブタの肝臓のミクロソーム膜を1MKC)tlmM EDTA処理にかけて､1%コール酸ナ トリウム

によって可溶化しヒドロキシルアパタイトカラムにかけた くEl12)｡その結果､2つのBoc-GJlト

Arg-AIg-MCA分解活性が現われたOこれら2つのピークのプロテアーセ活性は､ラットのMSl'

と同掛 こ4oCで保存しておくと徐々に活性化した く図15)｡これらのブタのプロテアーゼ活性

の活性化は約10日間続き平衡に遷した｡ここで得られたブタのプロテアーゼの2つのピーク

Fr39とFrl63をそれぞれTSKG3000SWにかけて､ゲルろ過によって分子丑を推定した｡ゲルの

平衡化と酵素の溶出には1%コール酸ナ トリウムと015MNaClを含む10nlMリン酸カリウム緩

衝液pH75を用いたOその結果､2種のプロテアーゼの分子品はともに23kdであった (図

13)｡また､プロテアーゼ阻蜜剤による影響を調べたところ､これらのプロテアーセはともに

DFPによって強く阻害された (衰5)｡したがって､これら2種のプロテアーゼはともにセリン

プロテアーセであると考えられる｡これらの2種のプロテア-セのMCA基質に対する基質特典

性を調べたところ､これらはともにBoc-GIIl-AIg-AIg-MCAを最も良い基質とし､そのほかに
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Doc-I,RU-Thr-A∫g-MCA､Doc-Gly-A瑠-All-MCAなどに高い特異性を示した (衷6)｡また､ヒド

ロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィーで溶出した7-夕の2つの酵素をそれぞれプール

し､先に溶出したフラクションをPMSPlとし､後に溶出したフラクションをPMSP2とした｡そ

れぞれの活性画分をFPLCのMonoQにかけたところ､ほぼ同じ位掛 こ溶出した く図14)｡これ

らの結果から､ブタ肝臓 ミクロソ-ム膜由来の2種のプロテアーゼPMSPlとPMSP2ほおたがい

にかなり似た性質を持っていることがわかった｡また､これら2種のブタのプロテアーゼはラッ

トの肝臓 ミクロソーム膜のセリンプロテアーゼMSPともほとんど同じ性質を示した｡
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4.2.考煮

4.2.1.MSPの楕製

先に私はラットの肝臓のミクロソーム膜に強く結合している トリプシン様セI)ンプロテアー

ゼの部分精製を行ないいくつかの性質について調べた｡この酵素の性状をより詳細に決定する

ためには､より純度の高い標品を得ることが重要であったOこの精製は本酵素が膜結合性であ

り存在する丘が微晶であるために非常に困難であった｡しかし､試行錯誤を繰り返した後､私

は本酵素を完全に精製することができた｡

本酵素のクロマ トグラフィーでの挙動と酵素活性の回収率は用いる界面活性剤の種類によっ

て大きな影響を受けることを兄い出した.それゆえに適正な界面活性剤の選択が柿製過程での

各段階において重要であった｡非イオン性界面活性剤ルブロールPXの使用が最後の3段階のス

テップにおいて有効であった｡特に､このルブロールPX存在下での精製用屯気泳動による分画

によって､本酵素 (MSPl)を活性のある純粋な状態で精製することができた｡一方､FPLCでの

MonoQ､MonoS､MoIlDPカラムや､TSKG3000SWカラムによるゲルろ過のようなクロマ トク

ラフイーは､本酵素の精製には有効ではなかった0

4.2.2.MSPのアイソフォーム

調製用TE気泳動において2つの酵素活性 (MSPlとMSP2)が明確に分粒したことは予期に反

していた｡電気泳動上での移動度を除いては､MSPlとMSP2は分子晶やクロマ トグラフィーで

の挙動や基質特異性や速度論的性質や活性のpH依存性や種々のプロテアーゼ阻書剤に対する感

受性や金属イオンの効果などの性質について非常によく似ていた.よって､これらの2つの酵

素活性はアイソフォームであると推定される｡現在のところ､これらの2つのアイソフ*-ム

が2つの異なる逝伝子に由来するのかあるいは1つの遭伝子産物の翻訳後修飾によって生じるも

のなのかは不明であるOこれらの7イソフォームの分子的差異ならびに生理的意掛 ま今後明ら

かにしなければならない｡

4.2.3.MSPの活性化

TI'i製過程における興味深い現象は､ヒドロキシルアパタイ トカラム溶出後に酵素活性が自発

的に顕著に増加することである｡この活性化はVMの大きな増加を伴い､ '̂mの変化は小さかっ

た｡この活性化には2通りの原因が考えられるO初め酵素は不活性な前駆体として存在してい

て､ヒドロキシルアパタイトカラム後にプロテアーゼによる切断を受けて活性な成熟体に変換

されるのかもしれない｡これは､活性化後の酵素を再びヒドロキシルアパタイ トカラムにかけ

ると､活性化が起こる前のヒドロキシルアパタイ トカラムからの溶出位社とは異なる位fFEに溶
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出した結果と一致している｡さらに､ミクロソーム膜を可溶化して得られた粗抽出物の酵素活

性がセファクリルS-200から分子丘70kdに相当するのピークとして溶出し､活性画分を再び同

じカラムにかけると45kdの位定に溶出した結果とも一致しているOセファクリルS-2J)0から溶

出した後に不完全ではあるが他のプロテアーゼによって切断されて活性化が起こり､再びゲル

ろ過にかけるとより少ない分子丘に相当する位置に溶出するものと考えられる｡これと関連し

て､MSP2が前駆体の活性化中間体である可能性がある0-万､ヒドロキシルアパタイ トカラ

ムクロマ トグラフィーの段階まで酵素と結合している内在性の阻書剤があって､分解などによっ

てそのような阻書剤が除去されるために活性化が起こるように見えるのかもしれないeミクロ

ソーム膜に存在している他のプロテアーゼがMSPの活性化に関与している可能性を検討するた

めに､種々のプロテアーゼ阻書刑の存在下での活性化の変化を調べた.その結果､ひフェナン

スロリン､E-64､キモスタチンが部分的に活性化を抑制した.したがって､金成プロテアーセ

やシステインプロテア-セが関与している可能性があるO図8において､pAPMAによって活性

が低下しているのはMSPが水銀を含む化合物によって阻著されるためである｡また､千モスタ

テンを加えた場合にも若干活性が低下しているが､ほとんどの場合キモスタテンを加えても活

性が低下することはなく活性化が部分的に抑制されるだけであった｡しかしまた､活性化が自

己触媒的に起こる可能性もある｡MSPの活性化のメカニズムについてはさらに検討が必要であ

る｡本酵素と類似した精製過程における自発的活性化を､Baker&LIVelyがニワトリの卵管のミ

クロソーム膜シグナルぺプチダーセについて報告しているPakerandLlvely1987)0

4.2.4.MSPに対する阻書剤の効果

種 の々阻書剤の効果を調べた結果によると､本酵素はセリンプロテアーゼである｡しかし､

本酵素の活性はPMSFーE-61､TLCK､Zn2'などによって部分的にではあるが阻著された(衰2)｡

これらの結果の理由については現在のところ不明である｡PMSFの場合､より高濃度の条件で

は本酵素を阻著したo同様の結果は､ラットの小腸粘膜より精製されたアル･TJJニン特異的セリ

ンプロテアーゼについて報告されているPourdalS,PlerOltleLaJ.1991)o他方､TLCKとE-61によ

る阻書は､活性部位の近傍に重要なチオール基が存在していることに起因するのかもしれない｡
しかし､これらの結果を明確にするためにはさらに検討が必要である0

4･2,5.MSPの基質特異性

今回得られたMSPlの基質特典性の結果は､以前に部分精製標品で得た結果と一致しており､

本酵素はアルギニン残基を含む塩基性アミノ酸対に高い特異性を示し､天射 こ存在するペプチ

ド性基質の場合には切断は塩基性アミノ酸対の間かあるいはCOOH末端側で起こった(麦3)｡検

討した範囲内では､ペプチド基質の中で単一で存在する塩基性アミノ鞍の部位で加水分解が起



こることは全くなかった｡さらに､加水分月別ま塩基性アミノ酸対の中のアルギニン挽基の

cooH末端側においてのみ起き､リシンのCOOH末端側では起きなかった｡これらの結果より､

本酵素の基質結合部位S,はPl枚基としてアルギニンしか許容しない｡PZとP,枝基を認誠するSZと

S,のさらに2つの基質認識部位も重要であると考えられる｡これら3つの部位 (S.～sヨ)が占

有されることがペプチ ドの加水分解のために必要であると思われる｡というのは､本酵素は

Boc-Gln-ATE-AI皇-MCAやBoc-ku-Thr-ATE-MCAのような トリペプチ ドMCAは高い効率で加水分

解するが､Bz-ATE-MCAやBz-Arg-AI皇-MCAのようなアミノ酸MCAやジペプチ ドMCAは加水分

解しないからである｡基質結合部位S王は､AIBやTT)rを好み､AlaやSerやProはあまり好まれなかっ

たCそれに対して､基質結合部位S,はかなり広い範閲のアミノ酸を許容できるようである｡ま

た､基質結合部位Sllについてもかなり広い特異性が示唆されているOというのも､加水分解が

ATg-ALg(ダイノルフィンAとニューロテンシン)､Arg-Lys(a-ネオエンドルフィンと

V【p)､Arg-Asp(プロ7ル7'ミンN末端ペプチ ド1-20)､ATE-Val(BA…-121')などのペプチ ド

結合の部位で起こっているからである｡

基質として試したタンパク質のうち､ヒス トンだけが本酵素によってかなり高い効率で切断

された(表4)｡本酵素は少なくとも1つのアルギニン扶基を含む塩基性アミノ酸対に高い特典性

を示すので､そのような塩基性アミノ酸対の含有滋が重要であるoヒス トンはそのような加水

分解可能部位を多く含んでいるが､他のタンパク質性基質にはそのような部位はほとんどある

いは全く含まれていない｡これらの結果から､本酵素がある種のタンパク質に対して高い特異

性を示すであろうと考えられるO完全精製標品で得られた以上の結果はー以前に部分精製標品

で得られた結果と一致している｡

4.2.6.MSPの薪親任

ゴルジ体を含むタンパク質分泌経路に存在する塩基性アミノ酸対に厳密な特異性を示すセリ

ンプロテアーセがいくつか報告されている｡それらのうちで､Kex2とその関連酵素が超もよく

性状が調べられているFuller,BrakeetaJ1989;HalsuzaWa.NagahamaeLaJ1992;Mizu710,

NakamuraetaJ.1989,Shennan,SmeekensetaJ1991,ZhouandLlndberB1993)Oしかし､これらの

酵素は萱適pHを53--60にもち､Ch2◆ィォンを活性に必要とし､本酵素よりかなり大きい分子品

をもっている0-万､Crom]1Shらは､Caヱ'非存在下で完全な活性を示すセリンプロテア-セの

存在を報告している(CromJISh,SeldahCLBJ1986)Oしかし､この酵素の分子iii(169,000-

190.000)は本セリンプロテアーゼの分子Hiとは明確に異なっているoShcllらはウシ副腎クロマ

フィン新棟膜よりプロエンケファリンに対するセリンタイプのプロセシングプロテアーセを部

分精製した(Shen,Rober15CEaJ1989)Cこの酵素は､分子品やCa2'非依存性などの性質が本プロ

テアーセとイ以ている｡しかし､Boc-G】u-Lys-Lys-MCAに対する作用は本酵素と異なっており､
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別の酵素である｡このようにして､今回得られたセリンプロテアーゼはこれまでに報告されて

いるいかなる酵素とも異なっている｡

4.2.7.MSI'の生理的役割

本酵素の生理的基質は現在のところ不明である｡この酵素の塩基性アミノ酸対に対する特異

性は､プロタンパク質やプロホルモンのプロセシンクに関与している可能性を示している｡一

方､正しく会合しなかったアシアログリコプロテインレセプターのサブユニットは小胞体で分

解されることが報告されている(AJTlara,kderkremercLaJ1989).この分解は､プロテアーゼ阻

響剤のTLCKやTPCKによって抑制される(Wikstroemandl刀dlSh1991)｡本酵素はTLCKによって

強く阻著されることから､小胞体内タンパク質分解に関与しているかもしれない｡これに加え

て､小胞体やプレゴルジにおける3-ヒドロキシー31メチルグルタリル-CoAレタークターセ(Chum,

Bar-NuncLaJ1990)､T細胞抗原レセプター(SlaffordandBonlfaclnO1991)､リボフォリンIOIsao,

rvcssacta11992)､アポリボプロテインB-100(Sato,LmallakaeLal1990)､アセチルコリンレセプ

ターPIount,STTutheLa11990)､アセチルコリンエステラーセ Oiotundo1988)などの急速な分解

が観察されているO小胞体におけるタンパク質の分解への関与7LJ:どの本酵素の役割を明らかに

するためには､本プロテアーゼの生理的基質が同定されなければならない.

4.2.8.PMSPとMSPとの比較

ブタの肝臓のミクロソーム膜を可溶化してヒドロキシルアパタイトカラムクロマ トグラ

フィーにかけると､PMSPlとPMSP2の2つのプロテアーゼ活性が兄いだされた｡これらの2種の

プロテアーゼ活性はともにカラム溶出後に活性化すること､セリンプロテアーゼであること､

およびMSPとほとんど同じMUL基質特異性のパターンを示すことから､PMSPはMSPのブタに

おけるアナローグであると考えられる.しかし､PMSPlとPMSI'2の分子品はゲルろ過によると

23kdであるのに対して､MSPlとMSP2の分子iTiは32kdであり､分子虫が異なっている｡

PMSPの場合には､ヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トクラフイーにおいて2つのアイソ

フォームと思われるビ-クに分かれた(図12)｡これら2つのプロテアーゼは分子丑や基質特異性

などの性質がほぼ一致していた｡ラットのMSPlとMSPZはヒドロキシルアパタイ トカラムでは

分粒できず､最後の電気泳動でしか分離できなかった｡これらのことから､PMSPlとPMSP2の

差異はMSl'1とMSPZの差異よりも大きいと思われる｡

DFP以外の阻蜜剤のうちO-フェナンスロリンによって部分的に阻著されたのは､他のプロテ

アーゼの混在によるものと思われる｡
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5.肝 ミクロソーム膜結合金属依存性プロテアーゼ

5,1.結果

5.1.1.ラットの肝鹿の ミクロソーム鹿の金展依存性プロテアーゼの精製

ラットの肝臓を可溶化してヒドロキシルアパタイ トカラムとDE57_カラムにかけたときにMSP

と分轄したBoc-A∫g-Val-Alg-Arg-MCAを分解する活性を､さらにカラムクロマトグラフィーに

かけて精製を行った(図16-2D).その結果､Zn2†ィォンを結合させたキレーティンクセファロー

ス6BのステップがDE52についで大きなtI-Jl製度の上昇を示した(麦7)｡さらに､セファクリルS-

200とFPLCのMonoQによって精製を行ったoこの柿製標品をSDSIPAGEにかけたところ､分千

iii約45kdの位定に単一のバンドが得られた(図21)o精製過程のセファクリルS-200においても分

子血43kdに相当する位置に溶出しており､これらの結果からこの金成依存性プロテアーゼは45

kdの1本のポリペプチ ド鎖からなっていると思われる｡ヒドロキシルアパタイ トカラム後の活

性の値を基準にすると､最終的な精製度の上昇は422倍で､活性の回収率は41%であった｡

精製された金属依存性プロテアーゼを濃縮 ･脱塩した後にシークエンサーにかけてN末端の

アミノ酸配列を決定した｡その結果､lAIa/G)n-Prop.ys-T)′r/Lys-Asp/Asn}Tyr-Xxx-Set-G】ⅠトlIe-

10Asp-ser-phe-Scr-HIS-15LeU-Asp-Algという配列が得られた｡得られたプロテアーセのiJILiが微iii

であったため､またルブロールPXを完全に除去することができなかったために､完全15N末端

配列を決定することはできなかった｡

5,1･2･金属依存性プロテアーゼのpH依存性

Boc-A∫£-Vat-A∫£-A∫£-MCAに対するラット肝臓ミクロソーム膜金属依存性プロテアーゼ活性

のpH依存性を調べたところ､金属イオンの非存在下では本酵素はpH5.3付近に至適pHを示した

(図22)｡しかし､Co2'ィォンの存在下ではpH53のほかにさらにpH8.0付近に至適pHを示したo

pH80におけるCo2'ィォンによるプロテアーゼの活性化は､Co2'ィォンによってだけ起こり他の

イオン (Ch2',MB2',Mn2.,zn2',Hg2◆)によっては起こらなかった.また､PHS.3においてはCo'-1

イオンによる活性化は見られなかった｡

金属イオンの非存在化でのダイノルフィンAに対する本酵素の活性のpH依存性を調べた (盟

26)Oその結果､本酵素の至適pHはMCA&質に対する至適pHとは異なり､ペプチ ド基質に対

してはpH6･0I70付近に-qi-のピークを示した.BA…-12Pに対する本酵素の活性のpH依存性を

調べたところ､p上160-80にブロー ドなど-クを示した(図28).､ペプチ ドに対してはCo2◆を加

えてもプロテアーゼの活性化は起こらずむしろ阻割 勺に作用し､至適pHは変化しなかった(図

Z7)0
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5.1.3.金属依存性プロテアーゼに対する阻害剤額の効果

ラット肝臓ミクロソーム膜金属依存性プロテアーゼのpH5.3とQ'2.存在下pH80での2つの活

性がいかなる種類のプロテアーゼに屈するかを明らかにするために､種々のプロテアーゼ阻書

刑や試薬の効果を調べたCこのとき酵素の基質としてBoc-Arg-Va1-A∫g-A∫g-MCAを用いた｡

Q'2◆存在下pH8.0におけるプロテアーゼ活性に対しては､EDTAとo･フェナンスロリンだけが強

い阻書効果を示し､その他の阻書剤はほとんど効果がなかった (衰8)｡したがってtpH80に

おける活性はメタロプロテアーゼ活性である｡一方､pH5.3におけるプロテ7-ゼ活性に対し

ては､EDTAとcLフェナンスロリンのほかにDFPとHgC12が強い阻害効果を示した｡よって､pH

5.3における活性は金属依存性セリンプロテアーゼ活性であると考えられる｡

5.1.4.メタロプロテアーゼに対するCoZ◆ィォンの効果

Boc-Arg-Vaj-ALE-A∫B-MCA基質を用いてラット肝臓 ミクロソーム膿金属依存性プロテア-ゼ

に対するCoZ◆ィォンの効果を調べた (図23).その結果､Co2.ィォンによる効果は1mMでプラ

トーに達し､このときの酵素活性はb2.ィォンのないときに比べて約6倍になっていた.

5･1,5.メタロプロテアーゼに対するEDTAの効果

Boc-A∫£-Val-A∫l-Arg-MCA基質を用いてラット肝臓 ミクロソーム膜金属依存性プロテアーセ

に対するEDTAの効果をpH80で調べた (図24)｡その結果､50mMEDTAでこの活性はほとん

ど阻著され､またIC5｡は3mMであった｡

5･1･6･ラット肝鹿 ミクロソーム廉のメタロプロテアーゼ活性と金属依存性セ リンプロテ

アーゼ活性のMCA基質特異性

ラットの肝臓のミクロソーム膜から得られた金属依存性プロテアーゼのMCA基質に対する特

異性を､pH53と1mMCoC12存在下pH8･0の2つの条件で調べた(麦9)｡その結果､pH5.3で高い

活性を持つ金属依存性セリンプロテ7-ゼ活性は､Boc-A'g-Val-A'g-ALg-MCAに対して位も高

い特異性を示し､さらにBoc-Gュn-ATE-ALE-MCA､Boc-Val-Len-Lys-MCA､Boc-G)y-Ly5-ATg-MCA

の順に高い特異性を示した.また､Cb2'存在下pH8.0で高い活性を持つメタロプロテアーゼ活

性も､Doc-ATE-VaJ-ATg-Arg-MCAに対して位も高い特異性を示し､さらにBoc-GJn-AIg-Atg-

MCA､Boc-Gly-ATE-AIg-MCA､BocIGly-Lys-Atg-MCA､Doc-Val-Leu-Lys-MCAの)伽こ高い特共

性を示した｡これらの結果は､金成依存性セリンプロテアーセ活性とメタロプロテアーセ活性

が塩基性アミノ酸対に高い特異性を持っていることを示しており､また両者の種々のMCA基質

に対する特異性のプロフイ-ルは剛 ､類イ以性を持っているO



5.1.7.ラッ ト肝Jtミクロソ-ム涙のメタロプロテアーゼ活性と金属依存性セ リンプロテ

アーゼ活性のペプチ ド性基質に対する特異性

pH80でメタロプロテアーゼ活性の各種生理活性ペプチ ドに対する作用を調べた(図25)｡その

結果､BA…-12Pに対してはAIg-AIBのCOOH末端側を加水分解 した｡ダイノルフィンAに対 して

もALg-ATgのCOOH末端側を加水分解 した｡ニューロテンシンに対してはArg-ATgの間のペプチ

ド結合を加水分解 した｡αネ オエンドルフィンに対してはこのプロテアーゼはほとんど作用 し

なかった｡また､pH80においてb2◆ィォン存在下でペプチ ド性基質に対するメタロプロテアー

ゼの作用を調べたところ､加水分解するサイ トは変わらなかったが､その加水分解速度はむし

ろ低下した｡

pH5･3における金属依存性セリンプロテアーゼ活性はBAM-12PやダイノルフィンAに対して

pH80におけるメタロプロテアーセと同様にATg-ALgのCOOH末端側を加水分解 したO

プロアルブミンペプチ ドに対 しては主にArg-A'gのCOOH末端側を加水分解 したが､低い効率

ではあるがその1残基COOH末端側のAspのCOOH末端側でも加水分解した(図29)｡これら2つの

活性は異なるpH依存性を示し､ATE-Aspの間を切断する活性はpH60に､Asp-A]aのFu]を切断す

る活性はpH7･0-80に至適pHを示した｡

5･1･8･メタロプロテアーゼ活性のタンパク質性基質に対する作用

pH8･0におけるメタロプロテアーゼ活性の各種タンパク質性基質に対する作用を調べた (表

10)Oその結果､この酵素活性はヒス トンを舷もよく加水分解 し､ほかにミオグロヒン､

BSA､オボアルブミンなどをよく加水分解した.ヒス トンに対する高い特異性は､同酵素の

MCA基質に対する塩基性アミノ酸対への特異性と一致 している｡

5･1･91メタロプロテアーゼ活性 と金属依存性セ リンプロテアーゼ活性の同一分子牲

ラットの肝臓の ミクロソーム膜から精製されたメタロプロテアーゼ活性と金成依存性のセリ

ンプロテアーゼ活性とが､同一のタンパク質分子に由来しているのかあるいは異なるタンパク

質分子に由来しているのかを確かめるために､精製された酵素をさらにFPLCのSuperosc12にか

けた (図30)｡このクロマ トクラフイーにおいて2つのプロテアーゼ活性はほとんど同じ挙動

を示した.さらに､精製された酵素をポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけた く図31)Oこ

のFJL気泳動においても2つのプロテアーゼはともに同じ挙動を示した｡

和製された金属依存性プロテアーセに対してpH53でDFPを作用させてセリンプロテアーセ

活性を阻著した後に､pH80におけるメタロプロテアーゼ活性を測定したところこの活性は阻

懇されなかったO
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5.1.10.払安定性

43oC､pH810におけるこれら2種の酵素活性の熱安定性を調べた(図32)Oその結果､初めの5分

間で金属依存性セリンプロテアーゼ活性の方がメタロプロテアーゼ活性よりも大きく失活 した｡

10分から､両酵素の活性はほぼ同じ大きさになりー30分まで同様なパターンで活性は減少 した｡

5.1.ll.細胞内局在 と活性化

ラットの肝臓の ミクロソーム膜画分をショ糖密度勾配遠心にかけることによって､小胞体と

ゴルジ体を分離 し､いずれの膜画分に酵素が局在 しているかを調べた｡その結果､金属依存性

プロテアーゼは膜を可溶化 した後に4oCで保存 しておくことにより大幅に活性化 し､特にKCJ処

理を行った小胞体膜画分に最も高い活性が見られた (図33)｡また､この活性化は小胞体膿の

場合､膜を可溶化 してから1週間後から開始 し､16日後に終了した｡KCJ処理をしたゴルジ体膿

画分の活性化は小胞体よりも少 し遅 く起ったが､KCJ処理をしていないゴルジ体画分には全 く

活性はみられなかった｡

KCl処理を行っていない小胞体膜画分を用いて､室温における金属依存性プロテアーセの活

性化を調べた (図34)｡その結果､金成依存性プロテアーゼの活性化は4oCにおける場合より

も早い速度で起こった｡また､このときDFPを共存させておくと金属依存性プロテアーセは全

く活性化 しなかった｡

KCI処理を行った小胞体膜画分とゴルジ体股画分のプロテアーゼ活性の性質を調べた｡pH5.3

とpH80における阻害剤の効果は､小胞体とゴルジ体ともにEDTAが虫も大きかった (図35,

36).また､M(Å基質特異性はpH80における小胞体膜画分の特異性が完全にfl')'･製 した金属化

存性プロテ7-ゼの特異性と類似 していたが､ゴルジ体膜画分は比較的広い特異性を示し､他

のプロテアーセが共雑 している可能性があった (図37,38)｡

小胞体膜とゴルジ体膜を､KC】処理を行ってから1%コール酸ナ トリウムと0.15MNaClを含む

10mMリン酸カ リウム緩衝液pH75で可溶化 し､それぞれヒドロキシルアパタイ トカラムにか

けたフラクションを4℃に保存 しておいたが､活性化は起こらなかった｡
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5.2.考蕪

5.2.1.金属依存性プロテアーゼの楕製

ラットのMSPの精製の過程において､現在まで知られていなかったプロテアーゼ活性を兄い

だした｡このプロテアーゼもMSPと同掛 こ塩基性アミノ酸対に特異性が高いが､MG哩 質の中

ではBoc-ATE-Val-A甘Arg-MCAを最もよい基質とした｡さらに､本プロテアーセはpH8.0でCo2'

イオンで活性化されるメタロプロテアーゼ活性とpH5.3における金属依存性セリンプロテアー

ゼ活性のZ種のプロテアーゼ活性をもつという特徴があった｡したがって､新しいタイプのプ

ロテアーゼである可能性があり､そのためにはまず本酵素の精製が不可欠であった｡

5.2.2.金属依存性プロテアーゼのpH依存性

金属依存性プロテアーゼの至適pHは､ペプチ ド性基質に対しては60-70付近だけであった

が､MCA基質に対しては53と80の2つであった(凶22,26)oMCA基質に対しては金属依存性プ

ロテアーゼの2つの触媒部位の至適pHの幅は狭く､それらの中間のpH60-7.0付近では活性は

僅少になるが､ペプチ ド性基質に対しては2つの活性部位の至適pHの幅は広く､それらの中間

のpHでは両方の活性部位が触媒を行うために､それらの活性が重なりあってpH60-70の広い

範艶の重適pHを示すと考えられるOこのようにB1-の酵素が異なる基質に対して異なるpH依

存性を示したり､2つの至適pHを示したりすることは珍しいことではない(btlVarlZ,FrledmanL･(

a)1992)Q生理的には本酵素はペプチ ドやタンパク質を切断していると考えられるので､生体

内での至適pHは60-70であると思われる｡そのような条件を考慮すると､本プロテアーゼは

小胞体からゴルジ体に亘って収能していると考えられる｡

5･2.3.金属依存性プロテアーゼに対する阻書剤類の効果

金成依存性プロテ7-セは､pH513とpH80とで全く異なるパタ-ンの阻書剤による影響を

受けた｡pH8･0においては本酵素の活性は金属キレ一夕一によってのみ強く阻著された｡一方､

pH5･3においてはこのプロテアーゼの活性は金属キレ一夕一によって阻著されるだけでなく､

セリンプロテアーゼの阻書剤によっても強く阻著され､金属依存性セリンプロテアーセ活性を

持っていると考えられた｡この金属依存性セリンプロテアーセ活性は､ トリプシンインヒビター

によっても阻著され､これは本酵素が トリプシン様活性を持つことと一致している｡また､セ

リンプロテアーゼ活性はシステインプロテアーセの阻害剤によっても部分的に阻舎されたので､

この酵素のセリンプロテアーセの活性部位の近傍に重要なチオ-ル基が存在しているのかもし

れないoまた､pH53おける活性は種々の金成イオンを加えても変化しなかったし､またEDTA

を加えた後にさらに金属イオンを加えても活性は回復しなかったので､このセリンプロテアー



ゼ活性は活性に必須な金属イオンを内部に含んでいると思われる(datanotshown)｡

5.2.4.金屑依存性プロテアーゼの基質特異性

金属依存性プロテアーゼはアルギニン浅基を含む塩基性7ミノ酸対に高い特異性を示し､天

然に存在するペプチ ド佐基質の場合には切断は塩基性アミノ酸対のCOOH末端側で主に起こり､

それよりもずっと低い効率で塩基性アミノ酸の間で起こった｡ペプチ ド基質の中で単一で存在

する塩基性アミノ酸の部位で加水分解が起こることは全くなかった｡さらに､加水分解は塩基

性アミノ酸対の中のアルギニン扶養のCOOH末端側においてのみ起き､リシンのCOOH末端側

では起きなかった｡これらの結果より､本酵素の基質結合部位SlはPl残基としてアルギニンし

か許容しない.本酵素はBoc-G)ll-Are-ATE-MCAやBoc-Le u-Thr-ATE-MCAのような トリペプチ ド

MCAは高い効率で加水分解するが､Bz-Atg-MCAやBz-ALg-Alg-MCAのようなアミノ酸MCAや

ジペプチ ドMCAは加水分解しないから､Sl～Sユが占有されることがペプチ ドの加水分解のため

に必要であると思われる.したがって､基質のP2と1㌔残基を認識するS2とS,の基質認識部位も

酵素活性にとって重要であると考えられる｡基質結合部位S2は､ArgやLcuを好み､ProやCI)や

TTtrはあまり好まれなかったO基質結合部位S,は､VaトやGInやG)yを好み､l･euはあまり好まれな

かった｡さらに本プロテアーセの基質結合部位S.も活性に影響を与えており､Algを好んでい

るようである｡また､基質結合部位S■tについてもかIJ:り広い特異性が示喫されているOという

のも､加水分解がATB一日e(ダイノルフィンA)､AI皇-Val(BAN-12P)､Arg-AIR(ニューロテ

ンシン)などのペプチ ド結合の部位で起こっているからである｡

ただし､プロアルブミンペプチ ドに対しては本酵素は塩基性7ミノ酸対のCOOH末粥側だけ

でなく､そこから1技基COOH末端側のAsp-Alaのペプチ ド結合を低い効率で加水分解したが､

これは上記の特異性からははずれており､この加水分解については他の原因があるのかもしれ

ない｡

タンパク質に対する金属依存性プロテアーゼの基質特異性を調べたところ､ヒス トンだけが

本酵素によってかなり高い効率で切断された(表10)｡本酵素は少なくとも1つのアルギニン枚基

を含む塩基性アミノ酸対に高い特異性を示すので､そのような塩基性アミノ酸対の含有LILが重

要であるOヒストンはそのような加水分解可能部位を多く含んでいるが､他のタンパク質性基

質にはそのような部位はあまり含まれていない｡これらの結果から､本酵素がある種のタンパ

ク矧 こ対して高い特異性を示すであろうと考えられる0

5･2･5･メタロプロテアーゼ活性と金属依存性セ リンプロテアーゼ活性の同一分子性

fI-J''製された金属依存性プロテアーセには､メタロプロテアーセ活性と金属依存性セリンプロ

テアーゼ活性があったDこの2つの活姓はFPLCMonoQやポリアクリルアミドゲル屯気泳動に



よって分粒することはできなかったoまた､精製の過程においてもこれら2つの活性はほぼ同

じ挙動を示した｡SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動においてもただ1本のバンドしか認め

られなかったことから､これら2つの活性部位が同一のポリペプチ ド鎖上に存在する可能性が

ある｡DFPによって金属依存性セリンプロテアーゼ活性を抑制してもメタロプロテアーゼ活性

は抑制されないことから､これらの2つの活性部位は異なる位置にあるものと考えられた｡し

かし､DFPがセリン妓基以外にチロシン技基などと結合することもあるので､厳密にセリンプ

ロテアーゼ活性部位とメタロプロテアーゼ活性部位のZつの触媒部位があることを示すために

は､実際にDFPがセリン残基と結合していることを確かめる必要がある｡その上で､DFPが金

属依存性プロテアーゼと結合する比率と本酵素の活性の減少とがストイキオメトリックに一致

していることを確かめる必要がある｡現在のところ､これら2つの活性が分子i誼や性質が非常

によく似たZつの酵素分子が混在することによって現れていて､調べた範囲内の各種のクロマ

トグラフィーにおいて分離することができなかっただけである可能性もまだ残っており､その

ような可能性を完全に否定することはできない｡

5.2.6.金属依存性プロテアーゼの新規性

小胞体やゴルジ体などのタンパク質輸送経路に存在する塩基性アミノ酸に特異性の高い金属

依存性プロテア-セがいくつか報告されているoKcx2とその関連酵素は､今回見出だした金成

依存性プロテア-セの2種類の活性のうち金属依存性セリンプロテアーゼ活性との類似が考え

られる｡しかし､Kex2関連プロテアーセは本酵素よりかなり大きい分子長を持っている点で異

なっている｡また､BrenJlaLlらが見出だしたCa2◆依存性Kex2億プロテアーゼも本酵素と類似して

いるがPrennanaJldPeach1988)､BrenJtannらの酵素の活性は､EDTAによる阻書の後Ca2'を加え

ることによって回復するが､本酵素ではそのような活性の回復が見られないことから､本プロ

テアーゼとは異なると考えられる0-万､Kawabataらがウサギの肝臓のミクロソーム蚊から精

製したメタロプロテアーゼは､金成依存性プロテアーセの三種の活性のうちメタロプロテアー

ゼ活性と類似しているO(awabataa,･dDavIC1992)o彼らの酵素もCo2.によって活性化され､ATg-

X-X-Arg配列に特異性が高いが､分子丘が69,000であり､本酵素の分子鼠と大きく異なってお

り､これらは同一の酵素ではないと考えられる｡したがって､今回得られた酵素はこれまでに

報告されているいかなる酵素とも異なっている｡

51.7.金属依存性プロテアーゼの細胞内局在

ショ搬密度勾配遠心によってミクロソーム画分を小胞体とゴルジ体に分離して､金属依存性

プロテアーゼの局在を調べたところ､このプロテアーゼは小胞体とゴルジ体の両方の画分に存

在していた｡本プロテアーゼはpH80とpH53の2つの重適pHをもっており､小胞体とゴルジ体



の両方で機能していると考えられるQ

5･218･金属依存性プロテアーゼのヒドロキシルアパタイ トカラム溶出後の活性化

ミクロソーム膜を可溶化した場合､金成依存性プロテアーゼの活性イヒはDFP､キモスタテン､

およびTPCKによって強く抑制された｡またさらに､このプロテアーゼの活性は初めの6日間は

ほとんど変化せず､7El目から活性化が始まった｡なおかつ､この活性化は温度を上げること

によって大幅に早めることができた｡したがって､金属依存性プロテアーゼの活性化には他の

キモ トリプシン横セリンプロテアーゼが帆与していると思われる｡金属依存性プロテアーセの

活性化は､Ca2◆を共存させておくことによって促進されたOしたがって､金成依存性プロテアー

ゼの活性化には､Ca2+依存性キモ トリプシン様セリンプロテア-ゼが関与している可能性があ

る｡

KCl処理を行った小胞体と行っていない小胞体では可溶化によってともに金成依存性プロテ

アーゼが活性化してきたOこれに対して､KC】処理を行ったゴルジ体では可溶化によって同プ

ロテア-セが活性化してきたが､KCl処理を行っていないゴルジ体では活性化はほとんど起こ

らなかった｡したがって､ゴルジ体においては金属依存性プロテアーゼに対する阻蜜剤､ある

いは金成依存性プロテアーゼを活性化するセリンプロテアーセに対する阻蜜剤が存在している

可能性がある｡

5･2･9･金属依存性プロテアーゼと金属イオン

金属依存性プロテアーセは､Zn2'ィォンを結合したキレーティングセファロース6Bによって

柿製されてくることから､メタロプロテアーゼ活性の活性中心にはZn'◆ィォンがあるものと予

想される｡しかし､この金属依存性プロテアーゼ中にいかなる金属イオンが含まれているか､

またその原子数を決定するためには精製されたプロテアーゼを用いて原子吸光分析を行う必要

がある｡

メタロプロテアーゼ活性はCo2†ィォンによって活性化されるが､このような現象はKawabata

らが精製したMEPについても観察されているO(awabalaaridDav】e1992)oCol.ィォンによる活性

化は､エンドプロテアーゼよりもエキソプロテアーゼで数多く報告されている.ロイシンアミ

ノペプチダーセはそのうちの代表的なエキソペプチダーゼであり､X線結晶構造解析によって

立体梢造も決定されているCrhompsonaI-dC叩 enleT1976;Bur】ey,Davldela11990,Burlc),Davld

ela11992)0



6.総合考察

6.1.生理的役割

小胞体やゴルジ体に存在しているタンパク質のうち､プロテア-ゼによる分解を受けるもの

は､分泌性タンパク質の前駆体と異常なタンパク質である｡分泌性タンパク質の前駆体の分解

は限定的に起こるが､異常なタンパク質の分解は段階的に急速に起こる(mau5nerandSllla

1990).このような急速な分解を受けるものには､T細胞抗原レセプターFcR;Shln.keeta)

1993;Wlleman,CarsoneEaJ1990)､H2bアシアログリコプロテインレセプター(Amara,

LedcrkremeTCtaJ1989)､およびIgK軽鎖(Galdner,AvICleLaJ1993)等が知られている｡1g噂 鎖の

分解は3,41dicMoroisocoumar･n(セリンプロテアーゼ阻舎利)によって強く抑制されるOまた､ア

シアログリコプロテインレセプターの分解はTLCKとTPCKによって阻著される(W)kslroema'ld

LJ)dlSl11991;WikstroemaTLdLodlSh1993)｡今回和製したプロテアーゼのうちMSPはセリンプロテ

アーセであり､またTLCKによって阻普されることから､MSPが小胞体内タンパク質分解にE姻

与している可能性があるC小胞体やプレゴルジにおける急速な分解は､さらに3-ヒドロキシー31

メチルクルタリノL,-CoAレタ◆クターセ (Chum,Bar-NuneLal.1990)､リボフォリンⅠCrsao,tvessacl

a 1997_)､アポリボプロテインB-100(Salo,Inlanakaa(a)1990)､7セテルコリンレセプター

Ploullt,SmlthctaJ1990)､アセチルコリンエステラーゼ Potundo1988)､チ トクロームp-J50

Poms,JohanssoneLa11991)などのタンパク質でも観察されているOこれらのタンパク質かどの

ような部位で加水分解されているのかは現在のところ不明であるOしかし､MSPとメタロプロ

テアーゼ活性は比較的高いpHに重適pHをもち､小胞体におけるタンパク質分解に関与してい

る可能性は高い｡逆に､pHが低いゴルジ体や分泌新粒中ではMSPはほとんど活性を持つことは

できないし､またメタロプロテアーゼ活性もほとんどなくなり､金属依存性セリンプロテアー

ゼ活性だけが或る.したがって､金属依存性プロテアーゼの場合､小胞体ではメタロプロテ7-

セ活性が作用し､ゴルジ体や分泌顕粒に移動した後には金属依存性セリンプロテアーゼ活性が

働く可能性がある｡ただし､金属依存性プロテアーゼ活性のうちメタロプロテアーセ活性は

co2◆の非存在下での活性はかなり弱いために､小胞体などにおける作用は考えにくい｡TCRの

a銃の分子的な研究から､小胞体における急速な分解のシグナルが､1つしかない膜貫通領域

にあることがわかったPon]facH-0,SuzuklCta11990).TCRβ鎖に関する同様な研究からは､分

解のためのシグナルがCOOH末端付近の膜∬通領域と短い細胞質領域にあることがわかった

Pon･lac"W,CossoneLaJ1990)oTCRのaii'iとβ鎖の膜fr通領域はそれぞれ2残基と1残基の塩基

性アミノ酸を有している点が特徴的であり､TCRa鎖をもつキメラタンパク質の変異解析より､

これらの塩基性アミノ酸残基が急速な分解に必須であることがわかった｡したがって､これら

の小胞体膜結合タンパク質の膜貫通領域に存在する塩基性アミノ酸を認識して､急速な分解の

33



端緒を開くプロテアーゼの存在が考えられる｡今即 古製したプロテ7-セは､脱に結合してお

り､塩基性アミノ酸に特異性が高いことから､このような急速分解に関与している可能性があ

る｡また､Uradeらが1992年に報告したER-60プロテアーゼもこのような分解に関与しているか

もしれないOJradc,NasuelaJl1992;Uradc andK]to1992)o

また､生合成されたはかりの前駆体タンパク質のプロセシングを行っているプロテアーゼと

して､高等動物においてはfurlJIPoebroek,Scha]kenELM 1986;vanderLOu､ve加 d,vaIIDujinhoven

eLal1990),PC2(SmeekensaTldSleiner1990),PCl/3(Komcr,ChnelaJ1991,Nakayama.Hosakact

a 1991,STneekenSandSlelner1990),PC4(Nakayama,KITnetaJ1992),PC5(Lusson,VlcauelLl1

1993),PC6Pakagawa,HosakaeLal1993),MEP(ウサギ肝臓ミクロソーム､(Kawabala,Nakagawa

etal1993))などがクロ-二ングされている｡これらの中でfurlnについてはプロアルブミンや補

体C3の前駆体を正しく切断することが示されている(Misum】,OdaeLaJ1991)orur川は基質の切

断部位の-6位から+1位までを認識しており､その基質特異性はかなり狭いといえるPosaka,

NagahamacLa11991,Watarlabe,MurakamICLaJ･1993,Walanabc,Nakagawaclal.1992)Oこれに対

して､本研究で性状を調べたMSPもプロアルブミンのプロセシンク部位を正しく切断し､塩基

性アミノ酸に高い特異性を示しプロセシングに関与していると思われるoArg-X-XIALgのよう

なプロセシング部位をもつものには､血妓タンパク質である血液凝屈因子や補体系タンパク質､

インシュリンレセプターなどの膜タンパク質などの前駆体がありOiatsuzawa.HosakacLaI

1990)､これらの前駆体タンパク質をMSPがプロセシングする可能性がある｡これとは別に､最

近細胞間の情報伝達物質であるヘレグリンPo)mes,SllWkowsk】etaJ1992)､NeudIrferenllatl0日

factor(Wcn,PeleseLaJ1992)､Glia)growthfactor(MaJchioJmi,GoodearleEaJ1993)ーARIA(Falls,

RoseneLa11993)など単挺されたが､これらは全て膜rr通 トメインのN末端側にある塩基性7ミ

ノ敵対の部位でプロセシングを受ける｡したがって､MSPがこれらの情報伝達物質の前駆体の

プロセシングを行っている可能性も予想される｡

また､furln等が小胞体における急速な分解を担っている可能性もあるOしかし､小胞体の

ch2◆を除去するとTCRのβ鎖と6鎖が急速に分解されるようになり､furlnEまCaZ･を必要とするた

めにこの小胞体内タンパク質分解に関与していないと考えられる(Wllemall,KaTleeLa11991)Oし

たがって､Ca2◆非依存性のプロテアーゼであるMSPなどが関与している可能性の方が高いよう

に思われる｡

MSPの場合には､ラットの肝臓以外にブタの肝臓のミクロソーム膜にも性質のよく似たプロ

テアーセが見出された｡ラットとブタとでは酵素の分子品は異なっていたが､その仕掛 ま非7i';

によく似ており互いにアナロークであると思われたoしかし､金成依存性プロテアーゼはブタ

の肝臓では見出されなかった｡ブタの肝臓には金成依存性プロテアーゼが本当に存在していな

いのか､あるいは単に活性化しなかっただけなのかについてはさらに検討か必要である｡



6.2.ミクロソーム廉プロテア-ゼ類の活性化

MSPと金属依存性プロテアーゼはともに4℃で保存している間に活性が顕著に上昇した｡

MSPの場合には活性の上昇はヒドロキシルアパタイトカラム溶出後5日程で終了したが､金属

依存性プロテアーゼの場合にはヒドロキシルアパタイトカラム溶出後あるいはミクロソーム膜

の可溶化後7E相 から活性が上昇し始め16日目で活性化は終了した｡このような活性化に要す

る時間の差異は､これら2種のプロテアーゼの活性化の原因が必ずしも同一ではないことを示

していると思われる｡

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出したフラクションに各種の阻書剤を入れて効果を調

べたところ､ 0-フェナンスロリンがMSPの活性化を強く抑制した｡しかし､場合によってはE-

64やキモスタテンが活性化を抑制することもあった(datanolshown)oこのように､MSPの活性

化にはプロテアーゼが関与していることが考えられるが､どのようなプロテアーゼが風与して

いるかは明確ではない｡MSPが活性化してくるフラクションに他のプロテアーゼ活性を見出す

ことはできなかったので､もしMSl'を活性化するプロテアーセがあるならばそのプロテアーゼ

の特異性は狭くMSPなどのプロセシンクのみを行っていると思われる｡生体内において不安な

タンパク質が蓄鎖した場合に､MSPと金成依存性プロテアーゼがともに特典的プロセシンクプ

ロテアーゼによって活性化されるような､タンパク質分解のためのプロテアーゼのカスケー ド

の一部として機能している可能性があるOまた､ミクロソーム膜を調製する際に､KCl処理と

EDTA処理を行って膜を洗うが､この拙作を省略するとヒドロキシルアパタイ トカラム溶出後

にMSPの活性化は起こらなかったO小胞体膜の表面にはリポソームなどがMg2今を介してネット

ワークを形成しており､EDTAはMg2'を除去することによってこのリポソームを膿から遊軽さ

せる作用がある｡このネットワークは小胞体の外側にあるが､EDTAによって股を洗わなかっ

た場合､このネットワークが膜プロテアーゼの可溶化を阻害するのかもしれない.また､小胞

体の内部にはCaZ.によってク ロス リンクされたタンパク質のマ トリックスがある0300lhand

Koch1989,Koch1987;Sambrook1990)oEDTA処理によってCa2.を除去するとこのマトリックス

が解体されてプロテアーゼが遵難し､基質との相互作用が可能になる｡このようなタンパク質

マトリックスの一部にMSPが組み込まれて通常は活性が抑制されており､何らかの刺激によっ

てプロテアーゼがこのマ トリックスから遊離して活性を発現するようになるという活性制御メ

カニズムが考えられる｡

ミクロソーム膜を可溶化した場合､金成依存性プロテアーゼの活性化には他のCh2◆依存性キ

モトリプシン様セリンプロテアーセが幽与していると思われる｡このセリンプロテアーゼは

MSPではないと思われる｡というのは､MSl'にはキモ トリプシン様活性はないからであり､さ

らに､可溶化したミクロソーム膜画分においてMSPの活性化が起こらない場合でも金成依存性

プロテ7-セの活性化が起きたからであるC



6.3.本研究の意義

これまでにホルモンや血疑タンパク質の前駆体をプロセシングするプロテアーゼの部分絹製

が試みられ続けてきたO例えば､ミクロソーム膜に存在するプロセシング酵素PameJsen,Noren

claJ1983)､顎下腺にあるプロレニンプロセシング辞素(mm,HatsuzawaeLaJ1990)､POMCをプ

ロセシングするアスパラギン酸プロテアーゼ(bh,Pat)SheLaJ1985)､プロパラサイ ドホルモン

のプロセシング酵素(MacGregor,ChucLaJ1976)､神経下垂体分泌額粒の塩基性アミノ酸対特異

的酵素Poull】e,SpanseLaJ･1992)､プロエンケフ7リンのプロセシング酵素(Shen,RobertSeLBJ

1989)､腎プロレニンプロセシング酵素(ShiJ1agaWa.DoetaJ1990)､ソマ トスタチン-28転換酵素

(GIuschankor,Gomezelal･1987,Gomez,Gluschankorcta11985)､副腎髄質の塩基性アミノ酸対特

異的プロテアーゼ(MalelandFauchere1988)､プロオシトシン/ニューロフィジン転換酵素

伊】evrak】S,C】amagirandelaJ1989)､インシュリン分泌新粒のプロテアーゼ(Rhodes,BrennancLal

1989)､ソマ トスタチン-2Bを産生するアスパラギン酸プロテアーセ(Mack】n,NoecLal.1991)､イ

ンターロイキン1βをプロセシングするシステインプロテアーゼ〔nlOnlberr),,Bulle/aJ1992)､脳

下垂体分泌顕粒のシステインとアスパラギン酸プロテアーセOloonlLmaJldHook1992)､プロシ

ンシュリンをプロセシングするシステインプロテアーゼPocherty,th oueLal.1982)などがある.

そのような研究によって数多くのプロテアーゼの存在が示唆されてきたoLかし､これらのプ

ロセシングプロテアーゼのほとんどがその性状について調べられただけで終わっており､完全

に措製されて部分一次構造が明らかにされた例はまれであった｡ごく最近になってはじめて酵

母の逝伝子のKcl'2がa接合因子をプロセシングすることがわかってきた (JulluS,BrakeeLal

1984)｡このKex2の退伝子とホモロジーのある逝伝子の配列が噂乳類において見出だされた.

これらの卦 云子がコードするプロテアーセの性状や局在については多くの研究がなされた｡し

かし､先に研究されてきたようなKex2とは異なる性質を持つプロテアーゼが多数存在している

ことも事実である｡これらの依然明確にアイデンティファイされていないプロテアーゼ群が複

雑な調節を受けて生理的に重要な分泌性タンパク質のプロセシングを行うことによって生体の

ホメオスタシスを保っていると考えられる｡

したがって､小胞体やゴルジ体を含むミクロソーム内でのプロセシングや分解についてはやっ

とその一端が明らかになり始めただけにすぎない｡本研究で精製したプロテアーセも､我々の

研究室で初めて見出だされたものであり､まだまだ未知のプロテアーゼが存在していることを

暗示している｡特に一本研究で報告したプロテアーセはCa2◆を必要としない点がKex2桟プロテ

アーゼと大きく異なっている｡また､本酵兼の基質特興性も塩基性アミノ酸対のCOOH末端以

外の鮒立も切断することができる点がKc･Y2様プロテアーゼとは異なっている.このような新規

なプロテアーセを完全に精製しその性質を詳細に検討した青菜は大きいと思われるo

また､今回報告した2つのプロテアーゼのうち金属依存性プロテアーゼは､セリンプロテアー



ゼ活性とメタロプロテアーゼ活性の2つ触媒部位をもっている可能性があるOこれまでに異な

るクラスのプロテアーゼの触媒部位が1本のポリペプチ ド鎖上に存在していたという報告はな

く､このようなプロテアーゼが果たす役割について非常に興味が持たれるOまた､進化的な意

味においても､いかなる漸 云子の融合によって生じたのかは非常に興味深い｡



7.結論

ラットの肝臓のミクロソーム膜より塩基性アミノ酸対に特異性の高い2種のプロテアーゼに

ついて精製と性状検索を行った｡MSPについては完全精製を行うことができ､その結果中性付

近に至適pHをもつセリンプロテアーゼでありーペプチ ドやMCAを用いた基質特異性の検索の

結果､塩基性アミノ酸対のCOOH末端側に高い特異性を示したOまた､金属依存性プロテアー

ゼについても完全精製することができた｡このプロテアーゼは､pH5･3とpH8.0の2つの至適pH

をもち､PHS.3ではセリンプロテアーゼ活性を示し､pH80ではメタロプロテアーゼ活性を示

したopH80でのメタロプロテアーゼ活性はCo2'によって活性化された｡このプロテアーゼも

塩基性アミノ酸対に対して高い特異性を示したが､切断部位は塩基性アミノ酸対のCOOH末端

側と中間とさらに塩基性アミノ酸対のCOOH末端側に1枚基離れたペプチ ド結合であった｡MSP

と金属依存性プロテアーセは､その基質特典性から何らかの前駆体タンパク質のプロセシング

を行っている可能性が示唆された｡このほかに､これらのプロテアーゼは小胞体における急速

なタンパク質の分解を担っている可能性もあるOこれら2確のプロテアーゼはミクロソーム膜

を可溶化した後にともに活性化されるという特徴があった｡いずれの場合にも活性化には何ら

かのプロテアーセが関与しているようであるo
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Purificationofmicrosomalmembrane-boundserineproteinase

Total Total Specific Yield Purification

Step protein activlty aCtivlty

(mg) (units) (units/Ltg) (%) (-fold)

Microsomes 2,400 165,000 0.0688 -

Hydroxylapatlte 146 1,810,000 12.4 100 1

DEAE-cellulose 16.5 867,000 52.5 47.9 4.23

Benzamidine-Sepharose6B O･0400499,000 12,500 27.6 1,010
PAGE

MSPI

MSP2
0･0006 63,200105,000 3.5 8,470

0.0076 75,300 9,910 4.2 799

衷l MSPの精製の結果

精製の各段階におけるMSPの活性とタンパク質iiiとの関係を示す｡酵素の活性は､1pmoJのBoc-GJn-Arg-

Arg-MCAを1分間に加水分解するBJliをlumtとするO
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Effectsofproteinaseinhibitorsandmetalions

RelativeactlVity(%)

Reagent Concentration Boc-Gln-Arg-Arg-MCA DynorphlnA

(mM) MSPI MSP2 MSPI MSP2

None

DFP

APMSF

PMSF

Leupeptln

An tipaln

Benzamidine

TLCK

TPCK

100 100

1 0 0

1 0 0

1 84 73

0.1 2 1

0.1 6 3

1 16 14

1 20 15

0.2 100 100

Trypslninhibitor

Bovinepancreas 0.01

Soybean 0.01

EDTA 10

oIPhenanthrollne10

E-64 0.1

Bestatin 0.1

Chymostatln 0.1

Elastatinal 0.1

ca∑+ 1

Mg2+ 1

MnZ+ 1

znZ+ 1

2

44

89

67

55

100

100

90

93

92

90

4

2

46

90

70

63

100

100

100

100

98

93

49

0

02
00

10

a-
20

l
oO

8

37

78

1
58

1
81

l

一

-

10

1

1

100

0

5

100

11

1
28

-
00

20

42

79

1
69

1
83

】

l

r:

aNotexamined.

去Z MSPに対する種々のプロテアーセ阻蜜剤の効果

基質としてBoc-GIJ1-AIg-Arg-MCAと夕◆ィノルフィンAを用いた場合の種々の阻害剤やイオンの効果を

調べた｡
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7Gneticparametersofmicrosomalserineproteinase1

Substrate kcat Km kat/Km

(S~1) (LLM) (LLMl1･S~1)

MCAsubstrates

Boc-Gln-Arg-Arg-MCA

Boc-Leu-Th卜Arg-MCA

Boc-Gly-Arg-Arg-MCA

Boc-Leu-Arg-Arg-MCA

Doc-Gュn-Ala-Arg-MCA

BocIGAY-Lys-Arg-MCA

Boc-Leu-Lys-Arg-MCA

Boc-VaトPro-Arg-MCA

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA

Boc-Leu-Gly-Arg-MCA

Boc-Glu-Lys-L)′S-MCA

0

∩フ

42

24

20

･
12

067

062

.
054

039

016

006

000

0

0

0

0

0

0

0

0

0
･
o

o

諾

慧

完

4｡5

4｡8

芸

3

96

81

28

23

38

20

22

16

7
･
1

2
･
5

3
･
0

Peptidesubstratesa

α-Neoendorphln 6･5 111 0･059

DynorphinA 3･1 75 0･041

Neurotensln 6.1 450 0.014

Theaminoacidsequenceandthecleavagesite(shown

withanarrowhead)ofeachpeptldeareasfollows･<Glu:

pyroglutamlCaCid･

α-Neoendorphin:Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-ArgTLys-Ty卜ProILys

DynorphinA:Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-ArgIArg-Ile-Arg-Pro-Lys-

Leu-Ly5-Trp-Asp-Asn-Gin

Neurotensin:<Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg!Arg-Pro-Tyr-

Ile-Leu

衷3 MSPlの速度論的パラメーター

MSPlの各種の基質に対する速度論的パラメーターを決定した｡反応は､37℃で30分間

行い､緩衝液はMCA基質の場合には01M トリス塩酸緩衝液pH80を用い､ペプチ ド基質

の場合には004M トリス塩酸舷衝液pH80を用いた｡A-C.は､32mgのタンパク質がILLmOl

の酵素に相当すると仮定して求めた｡



HydrolysISOfproteins

RelativeactlVity(%)

MSPI MSP2

Substrate

Histone

Casein

Myoglobin

Ovalbumln

y-1mmunoglobulin

BovlneSerumalbumln

00

4
･
9
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･
2

0
･
5

0
･
4

0
･
1

日H
5

.
0

2

3

1

00

5

2

2

0

0

1

衷J MSPlとMSP2のタンパク質性基質の加水分解

0･2Mホウ酸ナ トリウムpH8･0に溶解 した1%のタンパク質をMSPlまたはMSP2と37℃で30

mul反応させてそれぞれに対する作用を調べた｡それぞれの酵素のヒス トンに対する作用

を100として示 したC



EffectsofvarlOuSprOtelnaSeinhibitorson

porclnemlCrOSOmalserineproteinase

InhibltOr Remalningactivity(%)

PMSPI PMSP2

DFP 0.7 3.3

E-64 81 73

0-Phenanthrollne 44 39

衰5 各種の阻蜜 剤がPMSPに与える影皆

1mMDFl'､OlmM E164､10mMo-フェナンスロリンの存在下でのPMSPlとPMS1,2の

Boc-Gln-Arg-Arg-MCA加水分解活性を調べたo



Specificityofporcinemicrosomalserineproteiansestoward

variousMCAsubstrates

Substrate Relativeactivity(%)

PMSPl(Fr.39) PMSP2(Fr.63)

Boc-Gin-Arg-Arg-MCA

Boc-Leu-ThトArg-MCA

Boc-Gly-Arg-Arg-MCA

Boc-Gln-Al a-Arg-MCA

Boc-VaトPro-Arg-MCA

Boc-Gln-Gly-Arg-MCA

Boc-Leu-Gly-Arg-MCA

Boc-Glu-Lys-Lys-MCA

ZIPhe-Arg-MCA

Bz-Arg-MCA

0

.
3

7

6

9

00

38

32

25

11

5

1

1

1

0

1

′O

1

oo

41

28

35

13

15

24
2

10
1

日U

去6 PMSPの各種のMCA基質に対する特異性

PMSPlとPMSP2の各種のMCA基掛 こ対する特異性を調べた｡反応は37oCで30mm行った｡



Tableofpurification

Step Protein Activlty SpeciflCaCt･PurificationRecovery

(mg) (units) (units/mg) (-fold) (%)

Hydroxylapatite 123 116,000 943

DE52 18.0 215,000 11,900

ChelatlngSepharose6B 1.56 122,000 78,200

SephacrylS-200 0.20 57,800 289,000

FPLCMonoQ 0.12 47,800 398,000

8

つ
】

100

185

105

49

41

1

6

9

12

82
.
306

422

糞7 金剛 衣存性プロテアーゼの梢製の結果

TlTl製の各段階における金属依存性プロテアーセの活性とタンパク質畠との関係を示す｡

酵素の活性は､1pmo】のBoc-AIBIVal-AIS-AIBIMCAをlmD1-C,加水分解するi誌をlunlIとする｡



Effectsofvariousproteinaselnhibitorsonmetaトdependent

proteinase

Inhibito r Remaining activity(%)

pH5･3 pH8･0&Co2'

None 100 100

EDTA 0.1 0.5

0-Phenanthroline 6.8 0.8

Phosphoramldon 43.8 100

DFP 5.4 88.2

PMSF 32.3 82.7

E-64 40.8 74.4

ルethylmaleimide 32.2 85.6

Leupeptln 33.7 89.9

HgClっ O nd

表8 メタロプロテ7-ゼと金属依存性セリンプロテアーゼに対する阻書剤の効果

金属依存性プロテアーゼ19nBを01M MLS-NaOH旗衝液pH5.305mlかまたはlmM

CoC17を含むOllM トリス塩酸緩衝液pH8･00･5m坤 で下記の濃度の阻書剤と室温で1hT

インキュベー トした後､0ImMlk)C-AIg-Val-ATE-Arg-MCAと55mln反応させた.EDTA,

10mM;oIPhcnanthTO]lIle,10mM,Phosphoramldon,0.ImM,DFP,1mM;PMSF,1mM,N-

cthylrnaIe)nlldc,1rnM,E-61,01mM,Lcupeplln,01mM,BPTl,001mM,SBTl,001mM;

HgC)2･05mM



Specificityofratmetal-dependentproteinasetowardvariousMCAsubstrates

Subslrate Relativeactivity(%)

pH5･3 pH8･0&Co2+ pH8･0

Boc-Arg-Val-Arg-Arg-MCA

Doc-Gln-Arg-Arg-MCA

Boc-Val-Leu-Lys-MCA

Boc-Gly-Lys-Arg-MCA

Doc-Gly-Arg-Arg-MCA

Boc-Leu-Arg-Arg-MCA

Doc-Leu-Lys-Arg-MCA

Doc-Gln-Ala-Arg-MCA

Boc-Glu-Lys-Lys-MCA

Doc-Leu-SeトThトArg-MCA

Boc-Ala-Gly-Pro-Arg-MCA

Boc-Vat-Pro-Arg-MCA

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA

Boc-Leu-Leu-Vat-Tyr-MCA

Boc-Leu-ThトArg-MCA

Doc-Leu-Gly-A∫£-MCA

Doc-Gln-Gly-Arg-MCA

Doc-Ile-Glu-Gly-Arg-MCA

Arg-MCA
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表9 メタロプロテアーセと金属依存性セリンプロテアーゼのMCA基質に対する特異性

19'lgの金成依存性プロテアーセを1mM CoC12を含むものと含まない01M トリス塩敢緩衝液pH80

05m】かまたは01MMESINa緩衝液pH5･3 05ml中で0.1mM MCA基質と37oCで1hr反応させたOそれ

ぞれの条件での放IC-AIg-Va1-Arg-ATE-MCAに対する活性の値を100としたo
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ProteinascactlVltytowardvariousproteinsubstratesatpH8･0

Proteir)substratc Relativeactivity(%)

Histonc

Myog1obill

BoviTleSerumalbumin ll

Casein 8.9

0Valbumin 1.2

7-hTunUnOglobulln 0

衰10 金属依存性プロテ7-セのタンパク野性基質の加水分解

02Mホウ酸ナ トリウムpH80に溶解した1%のタンパク質を金属依存性プロテアーゼと37

℃で30nl】n反応させてそれぞれに対する作用を調べた｡
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図 1 ヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィー

可溶化したミクロソーム膜をヒドロキシルアパタイ トカラム(3x21cm)にかけた｡綻衝

液は1%コール酸ナ トリウムと015M塩化ナトリウムを含む0.01Mリン酸カリウム絞衝液pH

75を用い､溶出は001-0･2 Mのリン蕨の濃度勾配によって行ったO溶出に用いた破衝液

は0.81で､フラクションサイズは5.6mlであった｡このときの流速は20ml伽 であった｡
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図2 DE52カラムクロマトグラフィー

ヒドロキシルアパタイトカラムによって得られた活性画分を0･05%ルブロールPXを含む

20mM トリス塩酸緩衝液pH85に対して透析した後に､DE52カラム (3x25cTTt)にかけた｡

舷衝液は同じものを用い､はじめに十分にカラムを洗った後に0-0･25M塩化ナ トリウムに

よって溶出を行った｡溶出に用いた旗衝液は2)で､フラクションサイズは100mlであった.

このときの流速は30mJnlrであったo
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留3 ベンズアミジンセファロース6Bカラムクロマ トグラフィI

DE52カラムクロマ トクラフイーによって得 られた活性画分を､ベンズア ミジンセファロー

ス6Bカラム (15x3cm)にかけた｡002%ルブロールPXを含む トリエタノール緩衝液pH8･0

でカラムを洗った後に､さらに05M塩化ナ トリウムを含む同じ緩衝液で洗ったoこのとき

2BOnmの吸光度を測定 して､値がベースラインまで下がったところです ぐに01Mベンズア

ミンジン塩酸を含む緩衝液で溶出を行った｡このときの流速は20m】伽 で､フラクションサ

イズは70m｣であった｡
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図4 ポリアクリルアミトゲル電気泳動

ベンズアミジンセファロース6別こよって得られた活性画分をポリアクリルアミドゲル芯

気泳動にかけた｡ゲルは5%Tで､001%ルプロ-ルPXを含んでいた｡ゲルの一部は銀染色

にかけ､その結果を図の上部に示すoゲルの残りは15mmずつ切断してすり赦し､0.9mI

の0101% ルブロールPXを含む002Mトリエタノールアミン塩酸緩衝液pH80に浸して4℃に

数日間保存して酵素を抽出した｡
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図5 MSPlのSDS-PAGEと [∋H]-DFPラベル

A ポリアクリル7ミドゲルFILE気泳動によって精製されたプロテアーゼMSPlをSDS-

PAGEにかけたOゲルは15%のものを用い､還元条件下で電気泳動を行ったのちCoornassIC

BrilllantBIueによって染色を行った｡ Bl3Hl-DFPでラベルした酵素を上と同じ条件で

SDS-PAGEにかけ､その後フルオログラフイーを行った｡
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匡Ⅰ6 MSPlとMSP2のpH依存性

A&B 種々のpHでのBoc-GIn-Arg-AIg-MCAに対するMSPl(A)とMSl'2(B)の酵素活

性を測定した｡用いた緩衝液は､01Mトリス塩酸 (●)､01M トリエタノールアミン塩酸

緩衝液 (○)､01Mグリシンナ トリウム (×)､01Mホウ酸ナ トリウム (It ). ⊂
0.1Mトリス塩酸緩衝液中でのMSPlのダイノルフィンA (○)とaネ オエンドルフィン

(I)に対する活性とMSP2のダイノルフィンA (●)とaネ オエンドルフィン (×)に

対する活性を測定した｡
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図 7 MSPの活性化

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出LI=Fr210を4℃で保存したとさのBoc-GIn-ATg-

Alg-MCA加水分解活性の時間変化を調べた｡





Hydroxylapatiterechromatography
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図9 MSPのヒドロキシルアパタイ トカラムリクロマ トグラフィー

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出したMSPの活性画分の一部 (40m1､42,400pmoV

mDl)を1%コール酸ナ トリウムと015M塩化ナ トリウムを含む001Mリン酸か )ウム舷衝

液pH75に対 して透析した後､再び同じ条件でヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグ

ラフィーにかけたOフラクションサイズは56mlであり､流速は?J]nlVhrであったO
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図10 可溶化 ミクロソーム膜のセファクリルS-200カラムクロマ トグラフィー

可溶化したラットの肝臓のミクロソーム膜をセフ7クリルS-200(3xlO8crn)にかけてゲル

泣過を行った｡使用した緩衝液は1%コール酸ナ トリウムと012M塩化ナ トリウムを含む001

Mリン敢カリウム緩衝液pH75であった｡このときのフラクションサイズは6･2m｣で､流速

は20mJnlrであったO
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図11 70kdに相当する活性のセファクリルS-200によるリクロマ トクラフイー

可溶化 したミクロソーム膜をセファクリルS1200にかけて得られた分子i;170kdに相当す

る活性画分を再びセファクリルS-200カラムにかけた｡使用した緩衝液は06%コール酸ナ ト

リウムと02M塩化ナ トリウムを含む001Mリン酸か ノウムぱ衝液pH7.5であった｡このと

きのフラクションサイズは62ndで､流速は20nM.rであったo
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図12 ブタの可溶化 ミクロソーム膜のヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィー

1%コール酸ナ トリウムによって可溶化 したブタの肝臓の ミクロソーム膜をヒドロキシル

アパタイ トカラム(3.123cnl)にかけた.このときのフラクションサイズは56m]て､流速は

20TTtlnlrであった｡



TSKgelG3000SW

(一∈
＼u
!u
J-0
∈
d
)
A
)!̂
!T3
e
O
!)̂
]O
a
tO
Ld

20

Fractionnumber

30

壬 PMSP1

---{)一一一 PMSP2

図13 PMSPlとPMSPZのTSKG3000SWカラムクロマ トグラフィー

ヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィーによって得られたFr･39(PMSPl,100

FLJ,830pmol/Tnin)とFr69(PMSP2,100JL),470pmol/m)n)をそれぞれTSKG3000SWによるゲ

ルろ過にかけた｡用いた緩衝液は06%コール敢ナ トリウムと015M塩化ナ トリウムを含む

0.olMリン酸カリウム絞衝液pH7.5であり､流速は04ml/mHlであった｡このときのフラク

ションサイズは1nl】てあった｡



FPLCMonoQ
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図1･l PMSPlとPMSP2のFPLCMoTIOQクロマトグラフィー

ヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィーによって得られた2つの活性画分をl

dずつFPLCのMonoQカラムにかけた｡0.02%ルブロールPXを含む002M トリユタノ-ル

アミン塩酸緩衝液pH80を用い､0-10M塩化ナトリウム (15rn】)によって溶出を行った｡

このときのフラクションサイズは1mlで､流速は0｣5m〟m川であった｡



Spontaneousactivationofporcinemicrosomal
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図15 PMSPlとPMSP2の活性化

ヒドロキシルアパタイ トカラムから溶出しが r39(pMSPl)とFr69(PMSP2)を4oCで保存

したときの活性の時間変化を調べた｡
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図16 金成依存性プロテアーゼのヒドロキシルアパタイ トカラムクロマ トグラフィー

可溶化したラットの肝臓の ミクロソーム膜をヒドロキシルアパタイ トカラム (3x21cm1)

にかけた｡緩衝液は1%のコール酸ナ トリウムと015Mの塩化ナ トリウムを含む001Mリン

酸カリウム綻衝液pH75を用い､溶出は00ト 02Mリン酸 (08])で行った｡図に示す活性

の値は溶出後4oCで1ヶ月保存して活性化が終わった後の値である｡このときのフラクショ

ンサイズは56m】て､流速はZOnl仙rであった｡
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図17 金成依存性プロテアーゼのDE52カラムクロマ トクラブイー

ヒドロキシルアパタイ トによって得られた活性画分を006%ルブロールPXを含む20mM

トリエタノールアミン塩酸絞衝液pH85に対して透析を行った後､DE52カラム (3x73 m )

にかけた｡溶出は0-02M塩化ナトリウム(1I)で行ったOこのときのフラクションサイズ

は68nlJで､流速は30TllVhrであった.
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図18 金属依存性プロテアーゼのキレーティンクセファロース6Bカラムクロマ トクラ

フイー

DE52カラムクロマ トグラフィーによって得られた金成依存性プロテアーゼの活性画分を､

0･02% ルブロールPXと05MNaCIを含む0102M トリエタノールアミン塩較緩衝液pH80に

対して透析した.この活性画分をZnZ◆ィォンを結合させた後に同じ綻衛液で平衡化したキ

レーティングセファロース6B (1x3cm)にかけたOカラムを同じ緩衝液で洗ってから､

溶出を02Mクリシンを含む絞衝液で行ったOこのときのフラクションサイズは3m】で､流

速は10m)nlrであった｡
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図19 金属依存性プロテアーセのセファクリルS-200カラムクロマトタラフィー

キレーティングセファロース6Bカラムによって得られた活性画分を濃縮した後に､セフア

クリルS1200(3xlO5cm)によるゲルろ過にかけたo綻衝液として06%コール酸ナ トリウ

ムと02M塩化ナトリウムを含む002Mトリエタノールアミン塩酸綻衝液pH80を用いた｡

このときのフラクションサイズは62TTuで､流速は20711肌rであった｡
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図20 金成依存性プロテアーゼのFPLCMonoQ

セファクリクS1200によって得られた活性画分を001MルブロールPXを含む トリエタノー

ルアミン塩酸緩衝液pH80に対して透析したD透析 した活性画分を3等分 し､それぞれ002

M トリエタノールアミン緩衝液pH80で平衡化したFPLCのMonoQカラムにかけた｡カラム

を同じ緩衝液で洗った後､0-1)5MNaCl(15ml)で溶出を行ったOこのときのフラクショ

ンサイズは0.3m]で､流速は05ml/1Tl川であった.
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図21 金成依存性プロテアーゼのSDS-PAGE

FPLCMonoQによって得られた活性画分を､125%のゲルを用いて還元粂件下でSDS-

pAGEにかけた｡泳動終了後にゲルを銀染色にかけた｡
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図22 金成依存性プロテアーゼのBoc-Are-Val-ATE-Alg-MCAに対するpH依存性

精製された金属依存性プロテアーセを用いて､活性のpH依存性を調べた｡それぞれの緩

衝液は0.1Mのものを用い､Co2'ィォン存在下で活性を測定 したときのCb2'ィオンの濃度はl

mMであった｡
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Theeffectofcobaltion
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Er23 金属依存性プロテアーゼに対するCo2◆の効果

OiMトリス塩酸経衝液pH80中でのBoc-AIg-Va)-Alg-Arg-MCA基質との反応に対する

cb2◆ィォンの効果を調べたO反応は37℃で69分間行った.
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図24 金属依存性プロテアーゼに対するEDTAの効果

01Mトリス塩酸綻衝液pH8･0中でのBoc-Alg-VaトAtg-AIg-MCA基質との反応に対する

EDTAの効果を調べた｡反応は37oCで69分間行った｡
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図26 ダイノルフィンAに対する金属依存性プロテアーセのpH依存性

004mMのダイノルフィンAに対して種々のpHの緩衝液中で金属依存性プロテアーゼを

反応させたO トリス塩酸と酢酸ナトリウム綻衝液の濃度は00JMで､Co21ィオンがある場

合はCb2◆の濃度はlmMであった｡反応は37oCで30分間行い､肝 LCによって分析した｡
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図27 ダイノルフィンAに対する金成依存性プロテアーセのpH依存性

004mMのダイノルフィンAに対して種々のpHの緩衝液中で金成依存性プロテアーセを

反応させたO用いた緩衝液は トリス塩酸とM王SINaOHと酢酸ナ トリウムで､その濃度は

004MであったO反応は37℃で30分FILu行ったO
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図2B BAN-12Pに対する金成依存性プロテアーセのpH依存性

00J mMのBAM112Pに対して種々のpHの緩衝液中で金属依存性プロテアーゼを反応さ

せたO用いた緩衝液は トリス塩酸とMtS-NaOHで､その濃度は00JMであった｡反応は37

oCで30分間行った｡



pHDependenceofmetalloproteinaseactivity
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図29 プロアルブミンペプチ ド1110に対する金属依存性プロテアーセのpH依存性

0.04mMのプロ7ル71ミンPGVFRTtDAnK)に対して種々のpHの絞衝液中で金属依存性

プロテアーセを反応させた｡用いた綻衝液はMES-NaOHで､その濃度は0･0JMであったO

反応は37oCでlIv行った｡
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図30 金属依存性プロテアーセのSuperosc17_ゲルクロマ トグラフィー

精製されたプロテアーゼをSuperosc12によるゲルクロマ トグラフィーにかけた｡カラム

にかけたプロテア-セは1,210unltsで､用いた緩衝液は0.2M塩化ナ トリウムを含む0_02M

トリエタノールア ミン塩酸旗衛液pH80であった｡このときのフラクションサイズは1ml

で､流速はOj m〟lnlnであった｡



IdentificationoftwoproteolyticactivitiesonPAGE
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図31 金属依存性プロテアーゼのPAGE

精製された金属依存性プロテアーセ120 unllsをPAGEにかけた｡ゲルは5%Tで001%ルブ

ロールPXとlmMCaC12と002mM ZnC】Zを含んでいた.泳動後に分轄ゲルを上端から1.5

mTnずつスライスし､すり放した後に02m】の0･02M トリエタノールアミン塩酸収衝液pH

80を加えて4oCで保存した後にそれぞれの断片から溶出してきたメタロプロテアーセとセ

リンプロテアーセの活性を測定した｡



Thermalstability
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図32 金属依存性プロテア-セの熱安定性

メタプロテアーゼ活性とセリンプロテアーゼ活性の43oCにおける熱安定性を調べた｡精

製されたプロテ7-ゼ24unltS(2FL])に水48FL)を加えて43oCに種々の時間掛 ､た後にBoc-

AJg-Vat-ALE-A∫g-MCA加水分解活性を調べたO
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図33 可溶化 ミクロソーム中の金成依存性プロテアーセ活性の活性化

小胞体膜画分とゴルジ体膜画分をそれぞれ1%コール酸ナ トT)ウムと015M塩化ナトリウ

ムを含む0･02Mトリエタノール7ミン塩敢綻衝液pH85でホモジェナイズし､4oCで保存し

た場合の活性の時舷 化を調べたo小胞体とゴルジ体は､それぞれについて1MKC)7:-洗

いの処理を行ったものと行っていないものとを用いた｡活性は-pH80で1mMCoC】ユ存在

下で測定したo
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Activationofmetalloproteinaseatroomtemperature
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図311 可溶化 ミクロソ-ム中の金属依存性プロテアーゼ活性の室温での活性化

1%コール酸ナトリウムと015M塩化ナトリウムを含む002M トリエタノール7ミン塩酸

緩衝液pH85で可溶化した､KC快処理の小胞体膜画分中のメタロプロテアーセ活性の室温

における活性化を調べた｡



EffectsofinhibitorsatpH513
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図35 小胞体とゴルジ体に存在する金属依存性プロテアーセの阻蜜剤プロフィール

可溶化した小胞体膜画分とゴルジ体膜画分中に活性化してきた金成依存性プロテ7-七

活性 (pH53)に対する種々のプロテアーゼ阻害剤の効果を調べたO用いた試案は､1mM

cac12､01mME-64､1mMDFP､10rnMEDTAであったo
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図36 小胞体とゴルジ体に存在する金属依存性プロテアーゼの阻普剤プロフィール

可溶化 した小胞体膜画分とゴルジ体股画分中に活性化 してきた金属依存性プロテアーゼ

活性 (pH80,1mMCoC】2存在下)に対する種々のプロテアーセ阻書剤の効果を調べたO用

いた試薬は､DlmME-64､ImMDFP､10mMEDTAであったO



SubstratespecificityatpH5.3
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図37 小胞体とゴルジ体に存在する金属依存性プロテアーゼのMCA基質特異性

可溶化 した小胞体膜画分とゴルジ体膜画分中に活性化 してきた金属依存性プロテアーゼ

活性 (pH53)の種々のMCA基質に対する特異性を調べた｡
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図38 小胞体とゴルジ体に存在する金成依存性プロテアーゼのMCJW 質特異性

可溶化 した小胞体膜画分とゴルジ体膜画分中に活性化 してきた金属依存性プロテアーセ

活性 (pH8･0,1mMCoCIZ存在下)の種々のMCA基質に対する特異性を調べた｡
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