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論 文 内 容 要 旨

緒 言

古 くか ら清酒や味噌等の醸造 に利用 されてきた黄麹菌Aspergillusoryzaeは,

多くの加水分解酵素を生産 しその一部 は消化酵素剤や,消 炎酵素剤 として医薬 にも

利用 されている。

その うち,酸 性プロテアーゼは代 表的 なものの一つであり,上 記食品の醸造過程

一やタンパク性食物 の消化等に重要 な役割 を果 している
。このような重要性 にもかか

わ らず,本 酸性 プロテアーゼの研究は従来十分 に行 なわれておらず,分 子種の数

分子量および基質特異性 をはじめとする酵素化学的性質 が不 明のままであった。

本研 究では上述 の諸点 を解明することを第1の 目的 として,固 体培養 および液体

培養で細胞外 に生産 され るA.oryzaeの 酸性 プロテ アーゼの精製 と諸性質の検討

を行 なった。 その結果,本 酵素の一部は多糖体 を著量 に含んでお り,そ の多糖体 の不

均質性 が本酵素の不均質性 の原因となっていることを明 らかにした。さ らに,本 酵

素 のタンパク質一多糖体 間の結合様式が非共有結合であることを証明 した。

A。『oryzaeを はじめとするカ ビ類 は種 々の酵素 を細胞外 に分 泌することが知 られ

ているが,そ れ らの分 泌機構 については,従 来全 く研究 されていなかった。本研究

では,本 菌の酸性 プロテアーゼの分泌機構解 明の手掛か りを得 る目的で,細 胞内に

存在 する酸性プロテアーゼを追跡 し,そ の実体 を明 らか にす ることを第2の 目的と

した。 その結果,細 胞内には細胞外酵素 とほとんど同じ性質を有する細胞内可溶性

酸1生プ ロテアーゼの他 に,粗 面および滑面 ミクロソーム中に,2種 類の酸性プロテ

アーゼが微量 存在す ることを発見 した。次いでこれらの酵素 を精製 し,そ れ らの諸

種 の酵素化学的性質では細胞外酵素 との問 に差異が認められないにもかかわ らず,

膜結合酵素は界面活性剤 によ り活性化 を受 けるという特異な性質 を有することを明

らかにした。

また,以 上 の研 究結果 から,本 研究で発見 された膜結合 および細胞内可溶性酸性

プロテアーゼが,本 酵素 の生合成および分泌過程 にある前駆体 である可能性 を推定

した。
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第1編 細胞外酸性プロテアーゼ

第1章 固 体 培 養 で 生 産 さ れ る 酸 性

プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製 と性 質

タカヂアスターゼ(A.oryzaeの 厳培養 抽出液か ら得 た市販 品)か ら2種 の酸性

プロテアーゼ(A1お よびA2)を 精製 した。

両酵素 の至適pHは,カ ゼインおよびチ トクロームcを 基質 とした場合 ともに3.0

であ り,ヘ モグロビンの場合 は4.2で あった。両酵素 とも酸性領域 で トリプ シノー
ら

ゲ ンを活 性化 し,低 濃度 のsodi㎜laurylsulfonate処 理 で失 活 した。 熱 安 定 性 は

A1がA2よ りも若 干 高 か った。

Table1. Summaryofphysicalandchemicalpropertiesof

A,oryzaeacidproteasesALandA2,

Properties A1 AZ

E急 。・28・。m

Elementaryanalysis(`Yo):

N

C

H

Carbohydratecontent(%)

Isoelectricpoints

Sedimentationconstant,SZpN,(S)

Dif飴 ・i・n・・n・㎞t.D20
、w(・m2ノ ・)

Paztialspecificvolume,v(ml/g)

Molecularweight

5.9

6.3

44.2

6。7

49

3.15,3.50

3.93

5.65・1σ 一7

0.73

63,000

11.1

13.4

48.3

71

0.3

3.90

3.16
-7

861・10

0.73

32,000

Table1に 示 す よ うに沈降 定数,拡 散 定数 お よび偏 比容 か ら求 め た分 子量 はA1

が63,000,A2が32,000と 著 し い差 が あ る に もか かわ らず,両 者 の ア ミノ酸組 成 に

は差 が 認 め られず,し か も免疫 学 的 に も交叉 性 を示 した。 次 いで酸 性 プ ロ テァ ーゼ

A2は ほ とん ど糖 を含 ま ないの に反 し,A1は グル コ ー ス,ガ ラ ク トー ス お よび マ ン

.ノース を主 成分 とす る糖 を49%も 含 んで い る こ とを明 らか に した。

以上 の結果 か ら,酸 性プ ロテ アー ゼA1の タ ンパ ク質 部分 はA2の そ れ と 同一 で あ
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る と結 論 した。

第2章 固体培養で生産 され る酸性 プ

ロテアーゼA1の 糖部分の性質

酸性プ ロテアーゼA1の ように中性糖のみで構成 される糖 を50%も 含 む例 は,未

だに報告 されていない。そこで,本 酵素 に結合 している糖部分 の物理 的および化学

的性質 を検討 した。

焦点電気泳動 によ り酸性プロテアーゼA1は,そ れぞれ49%の 糖 を含 む主成分A1。

と微 量成分A、bの2成 分 に,さ らに分割 された。A1。とAlbの 両成分 をプロナーゼで完

全 に水解後,得 られた糖部分のゲル濾過の成積から,Table2に 示 すようにA、、はグ

Table2.Carbohydratecompositionsofpolysaccharidefractions

f・ ・mp・ ・na・ ・dig・ ・t・f・ ・idp・ ・t・a・e・AlaandAlb.(・)

Afterdigestionofenzymesamplesbypronase,polysaccharide

fractions(A,B,C-andD)wereobtainedfromgelfiltration

onSephadexG-100andhydrolyzedwithHCIfollowedbycarbo-

hydrateanalysisa

Carbohydrate

residue

Ala

(molarratio)

Alb

(molarratio)

A B C D

Glucose

Galactose

Mannose

Fructose

Xylose

0.27

3.77

1.0

0.38

2.62

1.0

0.75

9.82

1.0

52.2

9.95

1.0

5.84

2.74

(a)Thevaluesareexpressedasmoleofresiduepermoleof
mannose.

ル コー ス,ガ ラ ク トース お よび マ ンノー ス か ら成 る3種 の 多糖 体 と結合 して い る こ

と,お よ び!㌔bは 上 記3種 の糖 の他 に フ ラク トー ス とキ シロ ース を構 成 成 分 とす る
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1種 の多糖体 と結合 していることを明 らかにした。

次 に以下 の実験事実か ら,酸 性プロテアーゼA1に おける糖 一タンパク質問の結合

はかなり強固であるにもかかわ らず,非 共有結合 であることを明 らかにした。すな

わち,

(1)A1を プロナーゼで消化 して得 られた多糖体 中にア ミノ酸 が検 出され なか った

(従来知 られている糖 タンパク質 の例 では全 てア ミノ酸が検出されている)。

(2)A1を 冷 トリクロル酢酸,8M尿 素あ るいは6M塩 酸 グアニ ジ ン等 で処理 して

も多糖体 はタンパク質部分 か ら離れ なかったが,50%酢 酸処理(37℃,48時 間)

により完全 に解離 した(Table3)。

(3)一 方,通 常 の糖 タンパク質 を50%酢 酸 で同様 に処理 した場合 には,そ れ らの

N一 グ リシコルまたは0一 グ リコシル結合 は解裂 しなかった。

以上 の実験結果 よ り,A.oryzaeの 酸性 プロテアーゼA、は,多 糖体 が非共有結

合でタンパク質部分 に結合 し七いる極 めてユニークな構造 を有することが示された。

Table3.Effectof50%aceticacid,8Murea,and6Mguanidine

言茎d翻1躍1。:蹴e。 呈「星!e遡;12盈 ヲd「ateassoc'at'on

AcidproteaseAlwasmadeupto50%aceticacid,8Murea,or

6Mguanidinehydrochlorideandincubatedfor48hat37ｰC.

Then,themixturewastreatedwithtrichloroaceticacid(TCA)

andTCAsolubleandinsolublefractionswereobtainedbycentri-

fugation.

Treatment

with

Carbohydrate

(%)

Protein

(%)

Supernatant Pellet Supernatant Pellet

50%Aceticacid

8MUrea

6MGuanidine-HCl

Control

92.0

93.0

89.1

99.3

1.6

2.0

3.2

1.6

7.1

89.0

87.4

88.3

82.3

4.1

S.1

6.2

{a)Thevaluesareexpressedaspercentoftheoriginalcarbo-

hydrateorprotein.

一55一



第3章 液体培養により生産 され る

酸性プロテアーゼの多様性

A.oryzaeを 液体 培養 して得 た培 養 濾:液 か ら精 製 し た酸 性 プ ロ テ ア ー ゼ は,

SephadexG-100で 分 子 量 の異 な るE1,E1。,Elbお よびE2の4分 子 種 に分 か れ た

(Table4)。 しか もE1お よびE1、 の2分 子種 は焦点 電 気泳動 で さ らに3-5成 分

に分 画 され た。.

Table4.Molecularweight,carbohydratecontentandsugar

量 量?m鎚 選 ごnofext「acellula「addp「oteasesof

Acidproteasefraction

E1 Ela Elb E2

Molecularweight

Carbohydrate

content(%)

(a)sugarcomposition

Glucose

Galactose

Mannose

60,000

43.0

0.23

3.91

1.0

55,000

38.8

0.32

2.92

1.0

49,000

30.5

0.29

1.37

1.0

42,000

18.9

0.86

0.78

1.0

(a)Afterdigestionofenzymesamplesbypronase,carbohydrate-
containingfractionsobtainedwerehydrolyzedwithHCl

followedbycarbohydrateanalysis.Thevaluesareexpressed
asmoleofresiduepermoleofmannose.

これら4分 子種 の至適pH,基 質特異性 およびア ミノ酸組成 等の酵素化学性質は

全 て第1章 で述べたA、およびA2と 同 じであ り,し か も免疫化学的にも交叉性 を示

し,ま た,こ れ ら4分 子種 は全 て糖 を含有 し,固 体培養 で生産 されるA2の よ うな

糖 を全 く含 まない分子種 は見 出されなかった。 これ らの糖部分 は全てグルコース,

ガラク トースおよびマンノースの3種 の6炭 糖 から構成 されていたが,各 糖 の絶対

量および各糖の組成比は4分 子種の問で各々異なっていた(Table4)。 また糖の一
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部分 はガ ラ クタ ンお よびマ ンナ ンの よ うなホモ ポ リマ ー と して結合 して い る こ とが

明 らか とな った。

以 上 の実 験結 果 か ら,A.oryzaeの 酸性 プ ロ テア ーゼ は,そ の糖 含 量 お よび組成

が生 育 条件 によ り変動 し,液 体 培養 で生産 され る酵素 が 多成 分 に分 画 され るい わゆ

るmicroheterogeneityを 示 す の は,結 合 して いる糖 の不 均質 性 に起 因す る もの と結

論 した。

第II編 膜結合酸性プロテアーゼ

第1章 膜結合酸性 プロテアーゼ

の発見 と可溶化

微生物 は多くの加水分解酵素 を細胞外に分 泌 している。 しか し,こ れ らの酵素 が

細胞内で合成された後 にどの ような機構で細胞外 に分泌 されるかについては不明の

点が多い。

筆者はA.oryzaeの 酸性プロテ アーゼ を題 材 に,カ ビの細胞外酵素の分泌機構

を解 明する研究の一環 として,細 胞内,特 に膜画分 に着 目した。 その結果,破 砕菌体

中に微 量の酸性プロテアーゼ活性が検 出され,し か もその15%は 膜画分(500-

106,000×g遠 心分 離 のペ レッ ト)に 回収 され るこ とを発見 した(残 り85%は

105,000×g遠 心分離 の上清 に存在)。

膜結合酸性プロテプ ーゼはTritonX-100や デオキ シコール酸等 の界面活性剤で

完全に可溶化 された。また,ホ スホ リパーゼAや カタツム リ消化管抽出液等によっ

ても一部可溶化 されたが,リ ゾチーム,セ ルラーゼおよびプロテアーゼ類等 によっ

てはほとん ど可溶化 されなかった。

第2章 膜結合酸性 プロテアーゼ

の精製 と性質

大 量 のA.oryzaeの 若 い菌体 を磨 砕 し,得 られ た膜 画分(500-105,000×9遠
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心分 離 のペ レ ッ ト)か らTritonX-100に よる可 溶化,ア セ トン洗 浄お よ びBio

一GelA-15mに よ るゲル 濾過 によ り
,2種 の.膜結合 酸 性 プ ロテ ア ーゼ(M1お よ

びM2)を ディスク電気泳動的 に単一に精製 した。SDS一 デ ィスク電気泳動法で求

め た分 子 量 はM1が 約150,000お よびM2が 約60,000で あ った 。

これ らの 膜結合 酵 素 は,至 適pH,ト リプ シ・ノ ー ゲ ンの 活性化 お よび 阻害 剤 の影

Table5.ActivationofacidproteasesMlandM2byvarious
lipidsandTritonX-100.

Thereactionmixt二ure(150μ1)contained35plofwater,

50ｵgoflipidssuspendedin5ｵlofmethanol(or5ｵlof

7%TritonX-100),10ｵlofpurifiedenzymesolutionand100

ｵlof1%milkcasein(pH3.0).Enzymesamplesusedinthese

experimentsweretreatedwithacetoneinordertoeliminate

TritionX-100periortouse.

Lipid

Act二ivityofacidproteaSe

(%ofcontrol)

M1 M2

Control

Phospholipids

phosphatidylethanolanime

phosphatidylserine

phosphatidylinositol

phosphatidylcholine
lysophosphatidyicholine

phosphatidylglycerol

Monoglycerides

mo_nopalmitin

monoolein

monostearin

monocaprlin

monolinolein

Diglycerides

1,2-dipalmitin

1,2-diolein

1,2-distearin

1,3-dipalmitin

Cerebroside

Cholesterol

TritonX-100

100

120

95

125

150

120

125

140

130

165

150

140

160

110

130

105

115

130

865

100

275

260

260

260

255

270

280

270

340

320

340

300

210

210

130

170

300

370
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響 等 か ら,細 胞外 酵素 とほ ぼ同 じ酵素 化学 的 性質 を有 し,か つ細 胞 外 酵 素A2の 抗

血 清 と交 叉性 を示 した。 また,M1お よびM2と もにグル コ ース,ガ ラ ク トー ス お よ

びマ ンノー スか ら成 る多糖 体 を著 量(M1は80.5%,M2は52.5%)含 ん で いた。

以上 の よう に膜結 合酵 素 は細 胞外酵 素 と共通 す る諸性 質 を有 す る が,他 方 で は膜

結 合酵 素 特有 の性 質 を持 って い るこ とが 明 らか とな った。 す な わち,Table5に 示

す よう に,M1お よびM2と も界面 活 【生剤(TritonX-100)で その酵 素 活性 は4-

9倍 活性 化 にされ た。特 にM1は 界面 活性 剤 が存 在 しない と凝 集 す る性質 を示 した。

第3章 膜結合酸性 プロテアーゼ

の細胞内局在 〆

次 にA.oryzaeの 膜結'合酸性 プ ロテ アー ゼM、 お よ びM2の 細 胞 内 局 在 性 を検 討

した。若 い菌体 をBacilluscirculans(WL-12)株 とカ タツ ム リ消 化 管抽 出液 の溶菌

酵素 で処理 して得 られ るスフ ェロプ ラス トか ら膜 画分 を集 め,庶 糖 密 度 勾配 遠心 法

によ り調 べ た結 果,M、 の大 部分 は粗 面 ミク ロソ ーム(密 度1.199/m1)に 局 在 す る

こ とが 明 らか とな った。 またM2の 大部 分 は細 胞 質 膜 に,残 りは粗 面 ミク ロ ソーム

中 に分 布 して い る こ とが示 され た。電 子顕微 鏡 に よる観察 結 果,ミ ク ロ ソー ム画分

の ピ ュー ロマ イ シ ン処理 実 験 の成 績 お よび マー カ ー酵 素 の分布 状 況 とRNA含 量 の

成 績 も上 述 の結 論 を支 持 した。

第III編 細胞 内可溶性 酸性

プロテアーゼ

第II編,第1章 で述べたようにA.oryzaeの 菌体 の破 砕抽 出液 中 に検出される

酸性プロテアーゼ活性 の約85%は 可溶画分 に回収 された。本酵素活性 はゲル濾過 に

より2成 分 に分画 され(F、 およびF2),両 分 子種 とも種々の酵素化学的性質が細胞

外酵素 と一致 した。

なお,本 酵素は界面活性剤,極 性脂質 により全 く活性化を受 けない点で,膜 結合
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酵素 と明 らかに異な っていた。また機械的破砕法 だけでな く溶菌酵素処理 によって

もF1お よびF2は 菌体 か ら遊離 す る事実 か ら,こ れ らが細胞壁中ではなく,ペ リプ

ラス ミック ・スペース中に存在するものと推定 し々。

総 括

以上の研究 によりA.oryzaeの 生産する細胞外酸性 プ ロテ アーゼの性質 と実体

はほぼ解 明された。従来の諸研究がこれ らの点 を十分追究 し得 なか った最大の原因

は,本 酵素が数種 の分子種か ら成る(Table2お よび6)と いう特徴 を有すること

にあ った もの と考 え られ る。本酵素 に結合 してい る多糖体 は本 酵素 のいわゆる

microheterogeneityの 原因 となっている事実,お よびこの多糖体 が非共有結合でタ

ンパク質部分 と結合 していること:(Table3)は,特 に注 目すべ き興味深い事実 で

ある。

A.oryzaeの 細胞内には,細 胞外酸i生プロテアーゼとほ とん ど同 じ性質を示す細

胞内可溶性酵素F(Table6)の 他 に,2種 の膜結合酵素(M1お よびM2)が 存在

し,こ れらは種々の性質が細胞外酵素 と類似 しているにもかかわらず(Table6),

界面活性剤や脂質で活性化 される特 異な性質 を示 した(Table5)。 主 として粗面 ミ

クロソームに局在するM、が,界 面活性剤存在下 でも十分な活性を示し得ないこと,お

よび主 として滑面 ミクロソームに局在するM2が,界 面活性剤 存在下 で は じめて細

胞外酵素 と同 じ活性 を示す事実 は,こ れら膜結合酵素 のコンポメーションが細胞外

酵素 と異なっていることを示すものである。 これ らの関係 を模 式的 に表わすと次の

ようになる。

酸性 プロテアーゼ 膜結合酸性 プロテアーゼ 膜結合酸性プロテアーゼ
　 　う 　

の合成MIM2

細胞内可溶性酸性 プロテアーゼ 細 胞外酸性プロテアーゼ　
FE(A)
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す なわ ち,A.oryzaeの 酸性 プ ロテア ー ゼは,リ ボソ ーム で'合成 され細 胞膜 を経

て分 泌 され る過 程 で,次 第 に コ ンポメ ー シ ョンが変化 し,つ い に細 胞外 酵素 と同 じ

コ ンポ メー シ ョンを有 す る細 胞 内可 溶性 酵素Fに な り
,細 胞外 酵素E(A)へ と分

泌 され る もの と考 え られ る。

Table6・Summaryofpropertiesofacidproteasesinム.≦ 鰻 皇。

AcidproteaseA,extracellularacidproteasefromsolidbranculture;

acidproteaseE,extracellularacidproteasefromliquidculture;

F,intracellularsolubleacidprotease(partiallypurified);

M,membrane-boundacidprotease.

Acidprotease

A E F M

Al AZ E1 Eユa Eon E2 F, Fz M1 M2

OptimumpH(Hemoglobin)

(Cytochromec)

Activationoftrypsinogen
(nmol/acidproteaseunit)
Inactivationbysodiumdodecyl
sulfonate

ActivationbyTritonX-100

Specificactivity(units/mgprotein)

Cross-reactivityagainstanti-A.,

Molecularweight(x10'3)

(Proteinportion,x10-3)6

Carbohydratecontent(%)

4.24.2

3.03.0

12.610.6

十

660

十

63

32

49.0

十.

815

十

32

32

0.3

4.24.24.24.24.2

3.03.03.03.03.0

9.410.512.210.611.2

十

590

十

60

34

43.0

十

621

十

55

34

38.8

十

572

十

49

34

30.5

十

644

十

42

34

18.9

十

62

十

60

4.2

3.0

10.4

十

80

十

42

4.24.2

3.23.2

9.710.8

ア67

2

+

+

⑱

+

0

9

Z

O

10

2

5

24

ヨ

+

+

①

十

〇

9

α

4

5

.2

n6

1

1
.

(

&ValuesinparenthesesrepresentenzymeactivitymeasuredinthepresenceofO ,7%TritonX-100.
MWxcarbohydratecpntent(%)

Weight(MW)ofproteinportion=MW-100

bMolecular
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審 査 結 果 の 要 旨

古 くか ら清酒や味噌等 の醸造に利用 されて きた黄麹菌(オ 卿θγg乞〃伽 ・γyzαの は,多 種類の加水分

解酵素を生産 し,そ の一部は消化酵素剤や消炎酵素 剤と して医薬 にも多量使用 されてい る。中でも酸

性プ ロテアーゼは代表的 な ものの一つで,上 記食品の醸造過程や食物の消化等に重要 な役割を果 して

いるに もかかわ らず,そ の詳細な研究は行われておらず,分 子種の数,分 子量,基 質特異性等をは じ

めとす る酵素化学的性質は不明であった。

本研究は,上 述の諸点 を解 明することを第一の 目的 として行われた もので,ま ず,A・oryzaeの 固

体培養によ り細胞外に生産 される酸性 プロテアーゼを分離 ・精製 し,そ の諸性質 を検討 した。2種 類

の酸性 プロテアーゼA1お よびA2が 得 られ,A2は ほ とんど糖 を含 まないのに対 し,A1は 中性糖を

主成分 とす る糖を49%も 含 むとい う著 しい差異 のあることを明 らかに した。さ らに,こ の多量の糖

と蛋白質の結合様 式を詳細に検:討 し,多 糖体が非共有結合に よって蛋 白質 と複合体を形成 してい ると

い う極めて珍 らしい構造である事実 を明 らかに した。

さらに,A.oryzaeを 液体培養 して培地中に酸性 プロテアーゼを産生 させ,3～5成 分の酵素分

子種を分画 した。それ らは何れ も糖 を含有 し,糖 含量に よ り分子種のmlcroheterogene五tyが 生 ずる

ことを 明らかに した。

つい で著者 は,こ れ らの酸性 プロテアーゼの分泌機構を解 明す る研究の一環 として,細 胞 内よ り酸

性 プロテアーゼを分離することを試み,細 胞内可溶 性酵素Fお よび2種 の膜結合性酵素M1お よびM2

を新 しく分離す ることに成功 した。 これ らの酵素 の諸性質 より,リ ボ ソーム系で合成 された酸性 プロ

テアーゼは,M1→M2→Fの 分子形態 を経て細胞外 プロテアーゼに移 行す るものと推 定 した。

以上の ように本論文はA.orγzaeの 酸 性 プロテアーゼに関 し詳細 な研究 を行い,さ らにその分泌

機構に も新 しい知見を加 えた もので,酵 素化学分野 のみ な:らず,応 用面にお いて も寄 与するところが

大きい。著者に農学博 士の学位 を授与するに充分な価値があると判定す る。
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