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論 文 内 容 要 旨

序 論

プ ロテ アー ゼ研 究 の 歴史 に於 いて,初 期 の研 究 は主 と して動 物 の 消化 管 由来 の ペ プ シ ン,ト リ

プ シ ン,キ モ トリプ シ ンに向 け られ た。 ま た古 くか ら人 間 に馴 染 み の深 い 発 酵 食 品 の 製 造 過 程

で 消化 酵 素 と類 似 の作 用 を 有 す る プ ロ テ ア ー ゼが 重 要 な役 割 を果 して い る こ とが 認 識 さ れ る に

至 り,カ ビ,細 菌,酵 母 放 線 菌,原 虫 な ど の生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ が っ ぎっ ぎ と精 製 さ れ そ の 性

質 が 明 らか に され て来 た。 一 方 得 られ た プ ロ テ ア ーゼ を 積 極 的 に利 用 しよ う とす る試 み もプ ロ

テ ア ー ゼ の研 究 とほ ぼ平 行 して行 わ れ,消 化 酵 素,チ ー ズ製 造,皮 革 工 業,洗 剤 等 へ 利 用 さ れ て い

る。 ト リプ シ ンを血 栓 の溶 解 剤 と して利 用 しよ う との 試 み の 中 で,ト リプ シ ン の持 っ 強 い 抗 炎

症 作 用 が発 見 さ れ,キ モ トリプ シ ン,セ ラチ オ ペ プチ ダ ーゼ,プ ロ ク ター ゼ,な どが 消 炎 酵 素 剤 と

して 利 用 さ れ て い る。 著 者 は強 い抗 炎症 作用 を有 し,副 作 用 の少 な い プ ロ テ ア ー ゼ を 得 る 目的

で,約3500株 の細 菌 を 天 然 界 よ りス ク リー ニ ング し,Bαc沼 μ8spん αθrεcμsに属 す る一 菌 株 が 強 い

プ ロ テ ァ ー ゼ生 産 菌 で あ る こ とを発 見 した。Bαc認 με属 の 細 菌 が 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ に っ い

て は古 くか ら多 くの研 究 が な され,サ ブ チ リシ ンや 中 性 プ ロテ ア ー ゼ な ど膨 大 な報 告 が あ る。

しか しな が らBαc沼 粥sρ んαgr`cμsの生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ に関 して の研 究 は見 あ た らず,研 究

を進 め て い く過 程 で従 来 報 告 され て い るBαc沼 鵬属 の プ ロ テ ア ー ゼ に比 較 して 極 め て ユ ニ ー ク

な性 質 を有 して い る こ と を 発 見 し,本 酵 素 をSfericaseと 命 名 した 。 本 論 文 はBαc`♂♂μs8pん α一

εr`cμsの生 産 す るプ ロテ ア ー ゼSfericaseの 酵 素 化学 的,蛋 白化 学 的 性 質,抗 炎 症 酵 素 剤 と し て

経 口投 与 され たSfericaseの 消化 管 吸 収 の 証 明 お よ び 抗 炎 症 酵 素 剤 と して の プ ロ テ ア ー ゼ の 作

用 メ カ ニ ズ ム に関 して 考 察 を加 え る もの で あ る。

第一 章Sfericaseの 単離お よび性質

Bαc`磁sβ ρんαθrεcμsを培 養 後,培 養 上 清 を 塩 析 し脱 塩 濃 縮 す る こ と に よ りSfericaseを 簡 単 に

しか も大 量 に結 晶 と して得 る方 法 を 確 立 した 。 得 られ た結 晶 中 に は電 気 泳 動 的 に少 な くて も4

種 の プ ロテ ア ー ゼ が混 在 し,電 気 泳 動 時 の易 動 度 の小 さ い順 にSfericaseA,B,C,Dと 命 名 した。

これ ら は再 結 晶 を繰 り返 して も単 一 の 酵 素 と して は得 ら れ な か っ た 。DEAE-Sephadex

A-50を 用 い た 精製(Fig,1)でSfericaseAは 電 気 泳 動 的 に 単 一 な 酵 素 と して 得 る こ とが 出

来 た。 本 章 で は主 成 分 で あ るSfericaseAに っ い て述 べ る こ と と し,SfericaseB,Cの 単 離 お よ

び性 質 につ い て は第三 章 にて 詳 述 す る。 ミル ク カ ゼ イ ンを基 質 と した時 の至 適pHは 約9.5で,

至 適 温 度 は カ ル シウ ム存 在 下,非 存 在 下 で そ れ ぞ れ約55℃ お よ び45℃ で あ った。pHに 対 す る安

定 性 はpH6か らpH11ま で,ま た温 度 に対 して は カ ル シ ウム存 在 下55℃,15分 の加 熱 で も安 定 で

あ った。 分子 量 は超 遠 心 法 で 約32000,ゲ ル 濾 過 法 で 約27000と 算 定 され た。 金 属 イ オ ン を 含 ま

な い緩 衝 液 で 透 析 したSfericase中 に は1分 子 当 り2原 子 の カ ル シ ウ ム が検 出 さ れた が,Mg,Zn,

Coな どの 原 子 は検 出 され なか っ た(Table1)。 酵 素 阻 害 剤 に対 す る挙 動 を 調 べ た と こ ろ,セ リ
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ン酵 素 阻 害 剤 で あ るDFP,PMSF,お よ び 金 属 酵 素 の 阻 害 剤 で あ るEDTAで 完 全}ピ 失 活 し た

(Table2)。 阻 害 剤 に対 す る挙 動 か らSfericaseAは セ リン酵 素 と金 属 酵 素 の 両 方 の 性 質 を 有 し

て い る こ と に な るが,活 性 中心 を2種 類 有 す る酵 素 は例 を見 な い。EDTAに よ る失 活 に っ い て

は,第 二 章 に て詳 し く論 ず る。 ア ミノ酸 分 析 の 結 果Sfericase1分 子 当 り1/2cys2モ ル を 検

出 した(Table3)。Bαc`伽s属 の生 産 す るプ ロテ ア ー ゼ で分 子 内 に シ ス チ ンや シ ス テ イ ンを 含

む もの は知 られ て お らず,シ ス チ ンや シス テ イ ンを 含 ま な い こ と が 従 来 か らBαo`伽s属 の プ ロ.

テ ア ー ゼ の特 徴 と され て い た こ とか らみ れ ば,こ のSfericaseは 極 めて ユ ニ ー ク な 性 質 を 示 す も

の と言 え よ う。 ア ミノ酸 分 析 で 得 られ た2モ ル の1/2cysの 存 在 様 式 を 調 べ た 結 果,1ケ の

S-S結 合 と して 存 在 して い る こ とを 明 らか に した 。S-S結 合 はSfericaseAの 安 定 性 に は 関 与

して お らず,そ の機 能 に つ い て は 明 らか で な い。SfericaseAとBαcε 〃μs属の生 産 す るプ ロテ アー

ゼsubtilisinBPN㌧subtilisinCarlsberg,subtilisinamilosacchariticus,thermolysinと の 免

疫 学 的 な異 同 を 調 べ た が,比 較 した プ ロテ ア ー ゼ とSfericaseは 免 疫 学 的 に全 く異 な る もので あ っ

た(Table4)。 酸 化 イ ン シ ュ リンB鎖 を用 い た基 質 特 異 性 の検 討 を行 ったが,Bαc`伽s属 の プ ロ

テ ア ー ゼ と比 較 し本 質 的 な 差 異 を 認 めな か っ た(Fig.2)。 ま た ペ プ チ ドエ ス テ ル を 基 質 と し

た速 度 論 的 な解 析 結 果 につ いて も論 述 した。

第二章Sfericase分 子 内に含 まれ るカル シウム原子の機能

酵 素 阻 害 剤 を用 い た実 験 か らSfericaseは セ リ ン酵 素 と考 え られ た が,EDTAに よ り完 全 に活

性 を失 う こ とに よ り,金 属 酵素 の可 能性 も残 され て い る。SfericaseA分 子 内 に は カル シ ウ ム 原

子 の み が検 出 さ れ た こ とか ら,分 子 内 の カ ル シ ウ ムの 機能 を 明 らか に す る 目的 で検 討 を行 った。

SfericaseAは1mMEDTA存 在 下40℃ で 瞬 時 に 完 全 に活 性 を 失 っ た が,比 較 したsubtilisin

BPN'お よ びsubtilisinCarlsbergは10mMEDTAで も全 く影 響 を受 け な か った 。 ゲ ル 濾 過

法 に よ り分 子 内 に カ ル シ ウ ムを そ れ ぞ れ2原 子,3原 子 お よ び4原 子 含 むSfericaseAを 調

製 し(2Ca-Sfericase,3Ca-Sfericase,4Ca-Sfericaseと 呼 ぶ)熱 安 定 性 を調 べ た と こ ろ,

2Ca-Sfericaseは 極 め て 不 安 定 で,安 定 性 に は2Ca-Sfericase<3Ca-Sfericase<4Ca-Sfericasθ

の関 係 が 有 り(Fig.3),4Ca-Sfericaseに 更 にCa2+を 加 え て も安 定 性 に変 化 は認 め られ な か っ

た。 しか も分 子 内 に4原 子 以 上 の カル シ ウ ムを含 むSfericaseAが 得 られ な い こ と よ り,Sferi-

caseAの 分 子 内 に は4原 子 の カ ル シ ウム が含 ま れ る と結 論 した。2Ca-Sfericaseに 種 々 の 金 属

イ オ ンを加 え安 定 化 の 検 討 を行 っ たが,2Ca-Sfericaseの 安 定 化 に はCa2+の み が 有 効 で あ っ た

(F磨.4)。 一 方SfericaseAが 完 全 に失 活 す る濃 度 のEDTAを 低 温 下 で 加 え た後,各 種 金 属 イ オ

ンを加 え て,SfericaseAの 賦 活 化 を 調 べ た と ころ,Ca2+Zn2+Mn2+が 有 効 で(Table5)し か

も賦 活 化 したSfericaseAは 安 定 で あ った(Fig.5)。 この 結 果 は 先 の2Ca-Sfericaseの 安 定 化

に はCa2+の みが 有 効 でZn2+な ど は影 響 しな い こと と大 き く矛 盾 す る。
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EDTAはSfericaseAの 酵 素 活 性 を 阻 害 す るの で は な く,SfericaseAを 著 し く不 安 定 化 さ せ

るの で はな い か,と の考 え の も とに,EDTA存 在 下,低 温 で のSfericaseAの 活 性 を調 べ た 。 既 に

述 べ た よ うにSfericaseAはCa2+存 在下 で 至 適 温 度 は約55℃ で あ った が,EDTA存 在 下 で の 至適

温 度 は約20℃ で,40℃ で は 全 く活性 を示 さな か った(Fig.6)。 しか も10℃ 以 下 で はCa2+存 在

下 とEDTA存 在 下 とで 酵 素 活 性 は完 全 に一 致 して い た(Fig.6)。 この 結 果 はSfericaseAの 活

性 発 現 にCa2+が 関 与 して い な い こ とを示 す もの で あ る。 ま た2Ca-SfericaseにCa-EDTAを 加

え,Ca-EDTAと 等 モ ル のCa2+,Zn2+お よ びBa2+を 加 え安 定 性 を調 べ た と ころ,Ca2+お よ びZn2+

を 加 え た 系 で は2Ca-Sf6ricaseAは 安 定 化 され た が,Ba2+を 添 加 した系 で は安 定 化 さ れ な か っ

た(Fig.7)。 この現 象 はEDTAと 金 属 の 結 合 定 数 即 ちキ レー ト安 定 度 定 数 を 考 え に い れ る と

良 く説 明 で き る(Table6)。 即 ちCa-EDTA存 在 下 でZn2+を 添 加 す る と キ レー ト安 定 度 定 数 が

Ca2+よ りは るか に 大 き いZn2+はEDTAと 結 合 しZn-EDTAと な り遊 離 したCa2+は2Ca-Sferi-

caseと 結 合 し4Ca-Sfericaseと な り安 定 化 す る。 一 方Ba2+添 加 で はBa2+に 比 較 し キ レ ー ト安

定 度 定 数 の 大 き いCa2+はEDTAと 結 合 した ま ま で2Ca-Sfericaseの 安 定 化 に必 要 なCa2+を 遊

離 しな い ため,2Ca-Sfericaseは 安 定 化 しな い と考 え られ る。 ま たEDTAで 完 全 に 失 活 さ せ た

Sferi-caseAを ゲ ル 濾過 で 調 べ た と こ ろ,自 己 消化 に よ る と推定 さ れ る低 分 子 化 を 認 め た 。 以

上SfericaseAは セ リン酵 素 で あ り,EDTAに よ る極 め て短 時 聞 の 失活 は分 子 内 カル シ ウ ム原 子

の トラ ップ に よ る急 激 な不 安 定 化 に起 因 す る こ とを示 した。

第三章Sfericase結 晶中に含 まれ るプ ロテ アーゼの単離お よびその性質

第 一 章 で述 べ た とお り,Sfericase結 晶 中 に は電 気 泳 動 的 に少 な くと も4種 類 の プ ロ テ ア ー ゼ

が存 在 し,そ れ ぞ れSfericaseA,B,C,Dと 命 名 した が,こ の 章 で はSfericaseB,C,Dに っ い て 述

べ る。DEAE-celluloseカ ラ ムを 用 い た精 製 でSfericaseBとCは 単 離 結 晶 化 す る こ と が で き た

(Fig.8,9,10)が,SfericaseDは 微 量 で あ る た め,単 離 す る に 至 ら な か っ た 。SfericaseB

お よ びCは い ず れ も分 子 内 に2モ ルの1/2cysを 含 む セ リ ン酵 素 で,阻 害 剤 に 対 す る挙 動 も

SfericaseAと 同 じ結 果 を示 した。 そ の他 酵 素化 学 的,蛋 白化 学 的 な性 質 に つ い て も,ま た 免 疫

学 的 な性 質 に お い て もSfericaseA,B,Cの 間 に 差 異 は 認 め ら れ ず(Table7),ま たSfericase

A,B,Cの 相 互変 換 も認 め られ なか った。電 気泳 動 パ タ ー ンに見 られ た 差 が 唯 一 の ものでSfericase

A,B,Cの 等 電 点 は それ ぞれ5.4,5.1,4.7で あ った。 多 くのBαc沼 μ8属細 菌 は セ リ ンプ ロテ ア ー

ゼ と金 属 プ ロ テ ア ー ゼ を生 産 す るが,カ ビや 放 線 菌 にお いて も性 質 は全 く異 に す る 複 数 の プ ロ

テ ァ ー ゼ を同 時 に生 産 す る こ とが知 られ て い る。 これ まで 述 べ た よ うにB.spん αθrεcμsが複 数 の

ア イ ソザ イ ム様 プ ロテ ア ー ゼ を 同 時 に生 産 して い る事 実 は全 く新 しい知 見 で あ り,こ れ ら プ ロ

テ ア ー ゼ の存 在 意 義 に つ い て も興 味 深 い もの が あ る。
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第四章Sfericaseの 消化 管吸収

抗 炎 症 酵 素 剤 と して 多 くの プ ロ テ ア ー ゼが 使 用 され て い るが,そ の全 て が 経 口 投 与 剤 と して

使 用 され て い る。 これ らプ ロ テ ァ ー ゼ製 剤 が 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す るた め に は消 化管 よ り吸収 さ

れ る ことが 必 要 と考 え られ る。 従 来 多 くの酵 素 剤 につ いて 消 化 管 吸収 の研 究が な されて い るが,

それ らは生 理 的 条 件 か らか け離 れ た,厩 漉roで の研 究 が 多 い。 ま た濃 度 の 測 定 法 に お い て も ・

ラ ジオ イ ム ノ ァ ッセ イ等 の免 疫 学 的 な方 法 が しば しば用 い られ て い るが,酵 素 のnativeな 形 で

の吸 収 を調 べ て い るか ど うか を断 定 す る に は難 点 が あ る。

Sfericaseの 良 い基 質 と してAcetylTyrosineNaphthylEster(ATNE)が 開 発 され る に至

り,血 液 中 で のSfericaseの 定 量 が可 能 とな った。 本 章 で は血 液 中Sfericaseの 定 量 お よ び ウサ ギ

な い しは イ ヌ を用 い た腸 管 吸 収 にっ いて 論 述 す る もので あ る。

ウ サ ギ を麻 酔 下 開 腹 し十 二 指 腸 内 へSfericase溶 液 を投 与 し,経 時 的 に採 血 し,血 液 中 のATNE

水 解 活 性 を調 べ た。 血 液 中 に 出現 す るATNE水 解 活 性 はSfericase抗 血 清 で 有意 に 阻 害 され た。

本 現 象 を用 い て血 液 中Sfericaseな エ ス テ ラー ゼ と の分 別 定 量 が 可 能 と な っ た 。 ま たSfericase

は酸 性 で 不 安 定 な為,胃 内 で の 失活 を 防 止 す る 目的 で腸 溶 性 穎 粒 お よ び腸 容 錠 を調 製 し た。 ウ

サ ギ に腸 溶 性 穎 粒 を十 二 指 腸 ま た は経 ロ投 与 しSfericaseが 吸 収 さ れ血 液 中 に移 行 す る こ と を

証 明 した(Fig.11,12,13)。 ま た ビー グ ル犬 にSfericase腸 溶 錠 を 経 口投与 した場 合 に は 明 らか

にSfericaseが 吸 収 さ れ血 液 中 に移 行 して い る こ とが示 され た 。 一 方 あ らか じめSfericaseを 反

復 投 与 して抗 体 を産 生 させ た ウ サ ギ で は血 液 中 に ほ とん どSfericaseを 検 出 で きな か った。

第 五章 抗炎症剤 と してのSfericaseの 作用機作

抗 炎 症 剤 の有 効 性 評 価 と して ラ ッ トを 用 い た打 撲 足 浮 腫 法 が 知 られ て い る が,ラ ッ ト足 蹟 の

体 積 を 精 度 良 く測 定 す る装 置 を新 た に考 案 し,実 験 に使 用 した(Fig.14)。 打 撲 足 浮 腫 を お こ

した ラ ッ トに対 し,経 口投 与 したSfericaseが 有 効 で あ る こ とを 明 らか に した(Table8)。 す で

に前 章 でSfericase腸 管 よ り吸収 され る こ とを 明 らか に した が,吸 収 され たSfericaseの 抗 炎 症 メ

カ ニ ズ ム に関 し検 討 を 行 った。 血 液 中 に は多 種 類 の プ ロテ ア ー ゼ阻 害 物 質 の存 在 が 知 られ て い

る。 従 って 微 量 のSfericaseが 吸 収 され て もSfericaseが 直接 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る と は考 え に

くい。 著 者 は吸 収 され たSfericaseが トリガ ー とな り体 内 に新 た な 抗 炎 症 作 用 を有 す る物 質 が

生 成 され る ので は な いか,と の仮 説 に基 づ き以 下 の実 験 を行 っ た。Sfericaseを ラ ッ トに静 脈 内

投 与 な い しは経 口投 与 した 後,全 採 血 し,血 清 中 の 分子 量10000以 下 の画 分 を 集 め,打 撲 足 浮 腫

法 で抗 炎 症 効 果 を調 べ た。Sfericaseを 投 与 して い な い ラ ッ ト血 清 の分 子 量10000以 下 の 画 分

に は抗 炎 症 効 果 は認 め られ なか っ たが,Sfericase投 与 群 の ラ ッ ト血 清 分 子 量10000以 下 で は有

意 に抗 炎 症 効 果 が 認 め られ た(Table9)。 本 結 果 よ り吸 収 さ れ たSfericaseが トリガ ー と な り,
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体内に新たな抗炎症作用を有する物質を出現させ,そ れが抗炎症効果を示 しているものと推論

した。

総 括

Bαα〃μsερんαθrεωsを 培 養 し,新 アル カ リプ ロ テ ア ー ゼSfericaseの 結 晶 を 大 量 に 得 る方 法 を

確 立 した。 得 られ た結 晶 中 に は電 気 泳動 的 に少 な くと も4種 類 の プ ロテ アー ゼが含 まれて い る。

DEAE.celluloseを 用 い て3種 の プ ロ テ ア ー ゼ を単 離 した。 得 られ た プ ロ テ ア ー ゼ は分 子 内 に

1/2cysを2モ ル 有 し,主 成 分 で あ るSfericaseAで は1ケ のS-S結 合 と して存 在 して い た。

Bacillus属 細 菌 の プ ロテ ア ー ゼ は シ ス チ ンや シ ス テ イ ンを含 ま な い こ とが特 徴 と さ れ て い る。

SfericaseはDFP,PMSFお よびEDTAで 完 全 に 失 活 した が,Sferlcaseは セ リン酵 素 で あ り,EDTA

によ る失 活 は分 子 内 カ ル シ ウ ム原 子 の トラ ップ に よ る極 端 な不 安 定 化 に起 因 す る こ と を明 らか

に した。SfericaseA,B,Cは 電 気 泳 動 時 の 易 動 度 の み に差 を認 め等 電 点 は そ れ ぞ れ5.4,5.1,4.7

で,そ の他 の諸 性 質 は全 く同一 で あ っ た。 またSferlcaseA,B,C内 で の 相 互 変 換 は認 め られ ず,

微 生 物 由 来 の 酵 素 で は ほ とん ど知 られ て い な い ア イ ソザ イ ム様 酵 素 と考 え られ た。 以 上 述 べ た

よ うにSfericaseは 従 来 知 られ て い るプ ロテ ア ー ゼ と比 較 し極 め て ユ ニ ー クな 特 徴 を 有 して い

た。AcetylTyrosineNaphthylEsterを 基 質 と し,更 に 免 疫 学 的 手 法 の 組 合 せ でSfericaseの 腸

管 吸 収 を 証 明 す る と共 にSfericaseの 抗 炎 症 作 用 発 現 メ カ ニ ズ ム は吸 収 され たSfer三caseの 直 接

の作 用 で は な く,吸 収 され たSferlcaseが トリガ ー と な り,体 内 に 新 た な抗 炎 症 物 質 を 産 生 さ せ

る こ と に よ る もの で あ る と の見 解 を支 持 す る結 果 にっ いて も論 じた。
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Onegramofenryme(crudecrystals)wasloadedona

column(3x20cm)ofDEAE-SephadexA-50andelut-

edasdescribedinthetext.

Table1 PHYSICOCHEMICALPROPERTIES

OFSFERTCASE

Table2 EFf<CTOFVARIOUSINH181TORS

ONPROτ ΣλSEAα1VITy

El器 ,28。。m(pH8.0)

Molecularweight

Sedimentationequilibrium

Gelfiltration

53。
,wのS

pecificactivity

Elementalanalysis

Ccontents

Hcontents

Ncontents

Scontents

Metalcontents

Ca

Mg

Zn,Mn,Ni,Co,Fe,
Cu.

73.0

32,000

27,000

3.215

6,000μ/nlgprotein

Reagen吐

Final

concentr"lion(M)

{nincubation
コ

mlxture.

Remaining
activity(%)

51.22%
s.92
]6.99%
0.99%

2gramatoms/
moleofprotein

trace
O

"ThesedimentationcoeEicientwasdeterminedin

10mrtcalciumacetate-0.3htNaC]一10maTris-HC]

buffer,pH8.0,attheenrymeconcentrationrangeof

1.5to6.8mg/m1.Observedvaluesofallrunswere

correctedtothosecorrespondingtowaterat20ｰC

(∫20,w)andtheplo亡wasextraporatedtozβrocon-

centradontoobta{n∫90
,w.Frorntheaminoacid

composition,avalueofO.713wasobtainedforthepar-

tialspecificvolumeoftheenzyme,andusedforthe

calculationofmolecularweight.

EDTA

DFP

o-Phenanthroline

PCMD

SDS

TPCK

TLCK

PotatoinhibitorI

PotaloinhibitorIla

PotatoinhibitorII6

1×10一 息

5×10凹 弓

axao-e

lx10一'

1.×lo-2

3×10層`

1x10一'

1x10一'

1× 玉o-5

1×10'ｰ

1× 置0幽6

1x]0-4

1×10層5

1×10-0

1x]0'ｰ

1x10-B

0

0

0

5

5

0

1

0

0

0

3

9

4

8

7

9

4

3

9

0

7

0

G

O

1

1

1

1

6

1

く
ゾ
萱

10

0ロemlofenzyme(O.005%)in2m昏Icalclumac巳 ・

tate一 工OrnMTrfs・HCibu吊r,pH8.0,wasrnixedwkh

1【nLQf.individua1ir血biこOfsoludon.Aε τecincuba,

【ionaし303Cfbr30r口in,refロainingcascinolyticacヒi7

vitywasdetzrminedwithaliquotsoftheincubation

mixこure.Inヒho⊂aseorED丁Aando・phε ロan .ヒhrollne,

buaetwithoutcalciumacetatewasused.
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Table3AminoAcidCompositionofSfericase

Aminioacid Sferica。ea} Subtilisin

BPN'

Subtilisin

Carlsberg

B.subtilis

neuヒra1

Asp

Glu

Pro

Ser

Thr

Gly

Ala

Val

Ieu

Leu

Met

1/2Cys

Phe

Tyr

Trp

Lys

His

Arg

NH3

Toヒa.1

4

0

1

2

4

9

5

9

2

7

2

2

3

8

4

8

5

9

1

4

2

1

3

2

3

4

1

2

1

1

5

423

8

5

4

7

3

3

.7

0

3

5

5

0

3

0

3

1

6

2

8

.

2

1

1

3

1

3

3

3

ユ

ー

.

.
1

1

2

572

7

2

9

2

9

5

1

2

0

6

5

0

4

3

1

9

5

4

5

2
.1

3

1

3

4

3

1

1

1

2

472

1

3

4

2

7

7

5

4

8

6

5

0

4

9

4

0

7

0

5

6

3

1

4

3

3
.3

2

1

2

1

2

2

1

3

614

a)Enzymespecimenswerehydrolyzedin6NHCIundervacuumfor

24,98and72hrat110ｰC.Theaminoacidcompositionindicates

the.nearestin..teq6rscalculaヒedassumingthe.molecu工a士.weightof

theenzymeas32,000.

黙ble壽
、濃 鷺G蹴 糖:～E春cτPN

PROTEASES

Antiserum
Protease

A B C D E

A
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C

D

E

一f一

十

一

十

十

十

「
十

.十.

A,Sfヒrica.se;B,sub田isinBPN';C,subtilisin..Carl-

sberg;D,.subl川sinamylosacchari〔icu$;E,thermQly一

.S菖n
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Fivemloftheenzymesolution(5mMTris-HclbufferpH9.0)

and5mlofIOmMEDTAsolutionweremixedand

incubateda.t;OPC・.Afヒerincubatedfgr30min.10mlof

12mMcalciumacetate,zincchrolideormagnesium

chrolidewasaddedandstabilityat50ｰCoftheen2yme

wasestimated.
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Table7PropertiesofSfericaseA.B.C

A B C
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2+WithCa

WithEDTA
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工nhibitor

1/2cys/moleenzyme

Moleculorweight

(grlfキ1traセi・ ・》
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1nhibitionofSfericaseActivityinSerumbyAdditionof

Anti-SfericaseSerum.

Granulesofenteric-coatedSfericasewereadministredto

rabbiヒ ・by七h・ ・u七2
.。ξi .・t・。d・ 。・aly.・nd.・ft・rY・ ・i。 ・・ 七i甲 ・'

bloodwasdrawnfromtheearvein.Serumwasmixedwithone
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Fillthebath(A)andthesyringe(B)with1%TweengOsolution,

LeadTween80solutiontothepipette(D)byusingthepipetter(C)andremove

bubblebetweentheline(A)and(D).

Adjustthemeniscusofthepipette(D)toaboutzerobyusingthepipetter(C).

Adjustthemeniscusofthebath(A)byusingthesyringe(B).

Measurethegraduationofthepipette(D)byorderof10一ｰml.

Placetheratpawinthebath(A)andfitthemeniscusandthemarkontheratpaw.

Adjustthemeniscusofthebath(A)byusingthepipetter(C)andgraduatedthe

pipette(D).

V-Voisvolumeoftheratpaw

V:volumegraduatedby7)Va:initialvolumegraduatedby5)

TablegAnti-edemicactivity(%)ofSfericasebyoraladministration.

dose N

Time(hr)afterinductionedema

10mg/kg

25mg/kg

50mg/kg

100mg/kg

control

0

0

5

0

0

工

2

9
仁

2

3

一
1

1

45.4f1.40

33.7土2,00寧*.

3-1.ltl.37**

35.6土2,11**

40.6土1.34

40.6土2.1.1*率

34.1.土1.50亭*

32.1土1.32率 率

35,8土2.39串 寧

48.9f1.48

5
}

43.6-2.27

34.6土1.33*ホ

33.1土1.15*雫

43.8土t20**

47.8土1.46

7

43.0・ 土2。46

35.9土2.39串 拳

31.0土1.90**

33.7土3.05**

44.9t1.34

24

22.2土3.11

16,5.;ヒ1,34*率

15.3土1.07**

17,3:ヒ2.07寡 事

21.7土1.60

Tenminutesafteradminlstrationofthean【acidCaCO3(200mg!kg),Sfer1casewas.givehtorats

pcros.SixteenminutesafteradministrationofSfericase,ahammer(495g)wasdroppedfroma

heightof8cmandthevolumeofrathindpawwasmeasuredatseveralintervals.

Tableshowsthepercentofswellingofrathindpaw.

**Significant(P>0. .01)incomparisonwiththecontrolwhichweregivensalineinsteadofSfericase.

Table 9Anti=edemicactivity(%)oflowmolecularweightfractionsfromtheseraof

ratstowhichSfericasewasorallygiven.

Exp.

No.
Sample

岬
Timeafterinductionofedema(hr)

1 2 3 「 τ「一一「下 一.
i

Control

Sample

53.7f7.3

47.Sf5.1

61.3t4.1

56.6t4.5*

66,6:ヒ4.167.2+8.3 一
56.9ｱ7.2**160.9+8.3

一

64.4f5.5/65.8-6.1

61.7t5.6164.3f6.2

z
Control

Sample

51.5三 ヒ5.2

47.2t4.6

68.5t2.0

59.7=ヒ4,8*索

6孕.5±4.3

64.6f3.8*

ss.s+s.a

65.Ot5.2*

70.9f6.0

66.5十6.4

70.9t2.8

70.7±6.8

3
Control

Sample

42,7士5.5

44.9士5.9

50ユ ±8.6

52,1土6,0

59.8f5.0

55.7f6.1

62.O=ヒ3.8

56.9t5.9*

55.415.7

5d.9-x-3.5

59.St7.6

58.7t5.9

SfericasewasorallygiventofiftyratstenminutesafterCaCO3(200mg/kg/0.5m1),anantacid.

ThreehoursafteradministrationofSfericase,ratswerebledandadministrationo[lowmolecular

weighしfmctionswereobしainedfrompooledserumbythemetho4describedinTabie3,Salineadmini-

ste爬dinsteadofSfericasewasusedascontroL

*Significantincomparisonwithcontrol(P>0
.01)

*掌Signi行cantincomparisonwithcontro1(P>0 .05)
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審 査 結 果 の 要 旨

プ ロテ アー ゼ は抗 炎 症 作 用 の あ る こ とが知 られ て い る。 よって 強 い 抗炎 症 作 用 を 有 し,副 作用

の 少 な い プ ロテ ア ー ゼを 得 る 目的 で,約3,500株 の細 菌 を 天 然 界 よ りス ク リー ニ ン グ し,8α σ沼%3

3ヵ1zαθプfo%3に 属す る一 菌 株 が 強 い プ ロテ ア ーゼ 生 産 菌 で あ る こ と を 発 見 し,本 酵 素 をSfericase

と命 名 した。 本論 文 は,Bαof伽 ∬ ρ加 θプf侃3の 生産 す る プ ロテ ア ーゼSfericaseの 酵 素 化 学 的,蛋

白化 学 的性 質,抗 炎 症 酵 素 剤 と して経 口投 与 され たSfericaseの 消 化管 吸 収 の 証 明 お よび 抗 炎 症

酵素 剤 と して の プ ロテ ア ーゼ の 作用 メカ ニ ズ ムに関 して考 察 を 加 え た。

Bαo∫伽 ∬ 助 αθ〆foπ3を培養 し,新 ア ル カ リプ ロテ ア ー ゼSfericaseの 結 晶を 大 量 に 得 る方法 を確

立 した。 得 られ た 結 晶 中 に は,電 気 泳 動 的 に少 な く とも4種 類 の プ ロテ ア ーゼ カミ含 まれ て い る。

DEAE-celluloseを 用 い て3種 の プ ロテ ア ーゼ を 単 離 した 。得 られ た プ ロテ ア ー ゼ は分 子 内 に1

/2cysを2モ ル 有 し,主 成 分 で あ るSfericaseAで は,1ケ のSS結 合 と して 存 在 して い た 。

Sfericaseは セ リン酵素 で あ り,EDTAに よ る失活 は分 子 内 カル シ ウ ム原 子 の トラ ヅ プ に よ る 極

端 な不 安 定 化 に起 因 した 。SfericaseA,B,Cは 電 気 泳 動 時 の 易 動度 のみ に差 を認 め等 電 点 は そ

れ ぞ れ5.4,5.1,4.7で そ の他 の諸 性 質 は全 く同 一 で あ った。 以上 述 べ た よ うにSfericaseは,従

来 知 られ て い る プ ロテ ア ー ゼ と 比 較 し極 め て ユ ニ ー ク な 特 徴 を 有 して い た 。AcetylTyrosin

NaphthylEsterを 基 質 と し,更 に免 疫 学 的手 法 の組 合 せ でSfericaseの 腸 管 吸 収 を 証 明す る と共

にSfericaseの 抗 炎 症 作用 発現 メカ ニ ズ ム は吸 収 され たSfericaseの 直 接 の作 用 で は な く,吸 収 さ

れ たSfericaseが トリガ ー とな り,体 内 に新 た な抗 炎 症 物 質 を産 生 させ る こ とに よ る も の で あ る

との 見解 を支 持 した 。

以 上本 論文 は,Bα σ弼 粥 属 にお け る新 しい 酵 素 を 見 出 し,多 量 に得 る方 法 を 確 立 し,抗 炎 症 作

用 の 発現 メカ ニ ズ ムを 証 明 で きた の で,著 者 は農 学 博 士 の学 位 を 授 与す る資 格 を有 す る もの と判

定 した 。

一29一


