
薫鼎最招山花による細胞内チオールプロテアーゼ・インヒビターの生産と性質  63   

ダe托£c£gZ云㍑mSp．H48による細胞内チオールプロテアーゼ◎  

インヒビターの生産と，インヒビターの2，3の性質について  
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ProductionandSomeProperもiesofIntrace11ularThioIProteinase  
Inbibitorsby／布ダガe花£c去gg王㍑mSp．H48  

Kin－ichiMATSUS＝‡MA，NaotoMoIモⅠ，KazuoSAKXAandKyoSH王MADA  

500mg啓三角フラスコに培地100mゼを入れ，常法により  

加圧滅菌した綾，胞子懸淘液を接種して，25℃で2～3  

日間の静驚培養を行った。   

3．インヒビター液の調製   

湿菌体を10倍戯の0．01M phosphate buffer（pH  

7．0）と共に，叡初Unまversalhomogenizer（日本精  

機），つづいてPotもer一別Ⅴ弼em homogenizerを用  

いて磨詳し，濾紙を用いて吸引濾過した。得られた波紋  

を100℃，10分間加熱して冷却乱遠心分離（9，000rpm．  

15分間）した上酒をインヒビター液として用いた。   

4．インヒビター活性の測定方法   

パパイン溶液（Merck製パパイン10曙を10血ユM王まg  

C12溶液10m飢こ溶解したもの）0．05mゼ，0．2M KH2】⊃04  

－0．1M Na2B407buffer（pH8．0）0．45mg，0－02Mシ  

ステイン■ウ＝一・▲0．08Mエチレンジアミンテトラ酢酸溶液0－5  

mg，適宜希釈したインヒビター液0．5mgの混液を37℃で  

5分間preincubaもion した後，基質（2％Hammer－  

sten ミルクカゼイン溶液）0．5mgを加えて同温度で30分  

間反応を行わせた。これに0．4Mトリクロロ酢酸2mゼを  

加えて30分間以上放置後泌過し，泌液の280nmでの吸  

光度を測定し，ブランクの吸光度との濃から△A思潮血  

を求めた。対照（上記反応混液中のインヒビターを脱イ  

オン水で驚き換えたもの）についても上と同様に行い  

△A好け0協求めた。△A蒜由0し△A恕ib抽㍍の吸光度の値  

をインヒビター活性とした。なを¶ 上記の測定条件下で，  

1分間に1J上gチロシンと同じ吸光度を与えるパパイ  

ンの盤を1パパイン単位とし，1パパイン単位を阻嘗す  

るのに必要なインヒビターの盤を1インヒビター単位と   

緒  

パパイン，フィチン，カルパイン等のチオールプロテ  

アーゼに対して阻賽作用を呈するチカ・－ル プロテアー  

ゼ。インヒビターが，これまでに放線菌ト5），かび6），  

および細蘭りから分離されている。   

しかしながら，これらのインヒビターは，いずれも培  

養液中に分泌される細胞外インヒビターであり，また，  

かびが生産するE㈹646）を除いて，多かれ少なかれトリ  

プシン等セリンプロテアーゼに対しても阻轡作用を示す  

ことが報告されている。   

著者らは今回，先に耐酸性糸状菌として分離し，本研  

究でダe花～cg～～£比m Sαrぬr〆でhomに所属すると同定  

した背かぴの1株が，チオ岬ルプロテアーゼを特異的に  

阻署するインヒビターを細胞内に保有していることを見  

出した。容報においては，このインヒビターに関して得  

られた2，3の知見について報告する。  

突放材料および方法  

1．供託薗棟   

木研究に供試した脅かび蘭株は，著者らが先に東北地  

方の酸性温泉地から分離した約1000株の耐酸性糸状菌の  

ゃから，パパイン活性阻賽物質の生産性のあるものとし  

てスクリーニングした3蘭株の申の叡強力株であって，  

山形麟蔵王酢川（pHl．2～2．4）から分離したものであ  

る。以下に述べる実験で，本簡をj）e托£ごgg～～昆mぶαr£or＿  

〆の1株と同定した。   

2．培華条件  
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如くで，P】【eirlCubaもion時間は5分間で充分であると  

思われた。また，インヒビター済とインヒビター活性と  

の閲には，波線関係が見られた（yig．2）。  

規定した。  

実態結果および考察   

仁供試薗株の同定   

木蘭の顕微鏡観察による形態的特徴，ならびCza－  

pek’s agar，Czapek’s yeasレautolysate agarおよ  

ぴmalトextracもagar上に生暫したコロニーの性状  

等の培養的特徴を，Ramirez昏）の分頬。図鑑の申の記  

載と照合した結果，木蘭株は単輪生状のpenicillusを  

有し，COnidiaはダエン形ないし亜球形で，大きさは  

2．5山3．5X2．0仙2．5甘m，またCzapek’s ag・ar上での  

コロニーは密なフェルト状ないしほベルベット状で中東  

が盛り上がり，培養期間を通じて裏面が白色，胞子形成  

は密でないことや，上記の他の2増地に生爾したコロニー  

のti三状，その他においても，J∴）川！－c紬■！川1J17／イ（）J・ニ＼イ  

でhomの性質と良く両致した。因って，本餞を上記蘭  

様に所属する1株と同産した。   

2．インヒビター活性と．preincubation 時間およ  

ぴインヒビター盈との関係   

反応開始に先立つ酵素とインヒビターとのprein－  

cubation時間についての実験結果はFig，まに示した  
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3．細胞外インヒビターと細胞内インヒビターの盈比   

上に述べた様に，率蘭はパパイン限賽物質生産歯とし  

て多数の耐酸健かびの申から選択された1歯舞である。  

そのスクリーニングに際しては，増額液中の阻軍活性を  

測定したので，当初は細胞外チオールプロテアーゼイン  

ヒビター生産蘭として研究を始めた。しかしながらその  

後の実験で，本蘭は培養液中よりも，むしろ細胞内に多  

感のインヒビターの含有していることが明らかとなった。  

Tablelに示した分析結果は，フラスコ当りの細胞内  

インヒビター盛は培饗液中のそれの数倍にも適すること  

を示している。   

4∴歯の生育条件   

細胞内インヒビターの給源としての菌体を可及的多畿  

に得るために，蘭の生簡条件について若干の検討を行っ  

た。   
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性から強酸性にわたる広いpH紺蔓召で良く故習したが，  

中性よりもむしろpHl～2の強敵性での方が生腎虚  

が大であった（Tab】e 2）。このことは，木簡の菌体収  

得に際して強酸性培地を用いることにより，加熱滅菌操  

作を省略して．しかも開放条件下でも他薗からの汚染を  

排除して春蘭を培養し縁る可能性を示している。  

rrable 2．E汀ect or temperatLlre and pH or主 も主1e  

growもh ort148  

T庖l勇e】．Intr・aCe】．1ular and e又もracellular  

inhibう′も01、S prOdljCed by H48  

Inhibitoracいvity，urljts／デ呈aslく   

IritraCe］1ular Extracelヱu】ar  

Culもureもime  

hr  

；… 蔓 ……；…去…  

′I’he rungus was growllWith（〕ut Shalくing・1n  

lOOmlor glucose（2．5％）－（N軋）2SO4（0．25％）  
－minera】medium at25℃．  

慧ぷ  
Temperature Growth  Inicialp‡】‡ Growth  

Ormedまu汀】（DryceIl，g）  （Oc）  （Dry  
1）増資方法   

静澄培養と振滋培養における薗の生宵を比較した結果  

がFig．3である。蘭の生得は，静澄培養より振盈増餐  

の方がはるかに良好であった。しかしながら，菌体内イ  

ンヒビタ鵬については，上とは逆に，静澄培養では振盈  

培養によるよりも，フラスコ当りはるかに多幾のインヒ  

ビタ岬が得られるという興味ある事案を知り得た。よっ  

て以下の実験では，静置培養法で薗を生育させた。   

2）温度およぴp＝   

本蘭の生爾至適温度は250cであった。また，本歯は申  

20  0．20  

25  0．23  

30  0．15  

35  0  

1．0  0．30  

2．0  0．28  

3．0  0．29  

4．0  0．28  

5，0  0．27  

6．0  0．26  

7．0  0．26  L  
Culture condiもions aT・eもhe sarrle aS SilOWn  

in Tablel．  
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3）胞子捧榎濃度   

胞子接種浪庶と菌体生産盛との関係を試験した結果は  

Table 3に示した如くで，按穫横磯が商いほど多蔑の  

常体が得られた。  

Table 3．Growth orH48as a runction or  
ino（：ulum size  

紫源より有機窓紫野の方が血般的に良い生腎を与えたが，  

中でもポリペプトン，ソイトン，およぴカザミノ駿が赦  

も良好であった。   

b，無機塩類の漉度   

KH2PO4およぴMgSO4・7H20をそれぞれ0．05岬  

l．0％およぴ0．01～0．5％の範囲の各濃度に含有させた壇  

地を用いて試験したが，薗の生督にははとんど差が認め  

られなかった。   

5．インヒビターの抽出方法   

「実験材料および方法」の申に記した如く，本実験に  

おけるインヒビター活性測定に際してのインヒビター液  

の調製には，Poもter Elv弼em homogenizerで菌体  

を磨砕して抽出する方法を用いたが，大意の菌体を処理  

する場合に菌体から直接インヒビタ血を抽漉する方法が  

あれば便利である。そこで，上記のブドウ糖（1％）洲  

ポリペプトン（0．5％）叫無機塩類培地上に生簡（25℃  

48時間）させた薗蓋を，新鮮な別の液体上でさらに48時  

間培養を続ける（置換培養法）か，あるいは液中に授潰  

して摘出するかして，蘭体からのインヒビターの溶離の  

もようをしらぺた。その結果，Table 5に示したよう  

に，置換培瀬淡よりも浸頗南出法の方が菌体からのイン  

ヒピタ†賂離澄が大であることがわかった。そこでさら  

に，浸潰に用いる溶媒について種々試験したところ，微  

生物細胞の自己消化を促進することで知られている酢駿  

エチル，n仙ブタノ鵬ル，クロロホルム等の添加（浸磯  

波の1ノ10虚）効果は認めることが出発なかったが，各   

Tabまe5■ ReieaseorinhibitorrroユⅥmyCerjalmat  

Inoculum size Growもh（Drycell，g）  

（Numbe‡・Ofspores   

／mlormed  

l．5×104  

1．5×10S  

l．5×iOG  

ium）arもer48hr  aftor 72hr 

0．22  0．32  

0．35  0－57  

0．35  0．64   

Culもure condiもions are the same as sho＼Vn   

in Table］∴  

4）培地組成   

ブドウ糖1．0％，ポリペプトン0．5％，KH2PO。0．1％  

MgSO4・7H200．05％pH5の組成の培地を進攻培地  

として，炭紫源および宴楽源の種頬，または無機塩類の  

汲壁をかえて，蘭体の生督に及ぼす影響を試験したひ   

a．炭素源および窒素源の種類   

Table 4の突放結果が示すように，本薗の生簡には，  

ブドウ糖のはかに果糖，発券機，啓三縫およびマンニット  

が良好な炭栗源であった。また，窒紫蘇（ポリペプトン  

5％と同…窯紫繊度になるように添加）の申では鋏機窒   

Table 4．E汀ector Carbonand Niもrog・erlSOurCeS   
Onthegl～OWもhoi、H48  

Carbori  Growth  Nitrogen  Grow痛   

SOtlrCe 碑etceli，g）  SOurCe  騨etcell，g  

GltlCOSe  O．4  

Fructose  O．d  
Maltose  O．d  

NaNO3  0，14  
NHヰNO3  0．21  

（NH4ふSO。  0．】レ8  

Ammoniumtarもrate O．20  
Urea  O．15  

Casaminoacid O．39  

PoまypepもOn  O．43  

Soytone  O．d1  

BacもOPeptOne O．25  

TryptiCaSePePtOne O．29  
PhyとOne  O．29  

In】1ibitor  
M離hod   

Replacementct】1tureまn  

O．1MsodiumeitrateⅣHCl  
bu汀er，P】12．O  

Rep】acemenもCul餌rein  

もheabovebu汀ercontaining・  
2．5％glucose  

Replacementculもureirl  
もheabo＼reburrercontaまnlr唱  

0，25％a】ⅥmOniumsu】phaもe  

Submerged extraction 

units   ％  

Sucrose  O．47  

Lactose  O．27  

Sol．sもarch  O．37  

Ⅹylose  O．32  

Glycerbま  0．34  

Mannitol  O．47  

Solbiも01  0－16  
EtllanOl  O．12  

Acetic acj′d  O  

Lactic acまd  O．17  

Malic acid  O．15  

Citric acid  O．15  

560   2．6  

928  4．3   

748   3．6  

8，320  38．8  

Conもrol（homogenizedmycelia） 21，420100  Medium composition  Glucose（or stユbsいtuもe）  
Replacementct肌u貰teSandsubmergedexもraction  1％，pOlypepもOn（orsubsutuもe）0．5％，KH芝pO。0．i  

％，MgTSO4・7‡ヨ200．05％，PH5．0．  were conducted at25℃ぎor48hr   
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櫻bufferや脱イオン水よりも50～70％メタノールを用  

いた方が菌体からのインヒビターの溶離盛が多いことを  

見いだした。   

Fig．4は，50％メタノールに常体を浸潰してインヒビ  

ターを抽出する隙の温度の影響を試験した結果である。  

この結果から†抽出温度は50℃が叡も良く，この温度で60  

分間抽出した場合のインヒビター溶出戯は，上記磨砕液  

により抽出したインヒビター魔の約60％であった。   

6．2種のインヒビターの存在について   

上記の様にして得た50％メタノーノ珂由出液をロータリ…  

エバボレーターで濃縮したものをインヒビター試料とし  

て，これを0．05Mビリジン酬首級緩衝液（pH5．5）で  

平衡化したAmberliもeI況C仙50カラム（3．2×30cm）  

に負荷してカラムクロマトグラフィーを行ったところ，  

インヒビターは，カラムを紫通りする区分と0．7M同上  

bu汀erで溶離する区分の2つのピークに分れて溶出し  

た（Fig．5）．前者をインヒビターⅠ，後者をインヒビ  

ターⅡと呼称した。  
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1’able 6．Some properもies orもlleIr）hibまもOrS  

Properもy  ‡nhibitorI  lnhibitor】ユ  E－64  

Heaもstabil江y（1000C，10汀】in）  

Passingもhrough sorもorius  
membrane  

Y（きS  Yes   

Yes  Yes   

420  345  

Yes   

Yes   

360  

No  

No  

Eluもion volume 
． 

hadex  
（ 慧冒  

inhibiもion activlty againsも；  

Pepsln  
鞠壷潮肋間押流両肌  
acid－prOteinase  
Trypsln  
Semiaはaliprotease  

Pronase P  

βαC£gg㍑βNo．221alkalトproもeinase  

月．ぶ㍑わ£gg£ぶneuもralproもeinase  

Papain  
Ficin  

Rrin ti血－1ayer chromaもOgram  
With solvent system or；  
50％Meもharユ01  

100％MeもharlOま  

n－Butanoトacetic acid－Water（3：  

Propanoトwater（3：1）  
12％Acetic acid  
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0  

0  

（）．（）7  

0  

0．64  

（）．（i2  

0．・▲10  

0．41  

0．38  

0．57  

7．インヒビターの性質について   

Amberlite‡RC鵬50カラムクロマトグラフィーで分  

離した上紀2機のインヒビターについて2，3の性質を  

しらぺた結果をTable 6にまとめた。この結果からわ  

かる様に，インヒビターⅠおよぴⅡは100℃の加熱に対  

して安定であり，またコトロジオンバッグ（Sartorius－  

Membranefilter社，孔径8m）を通過することから  

分子盛12，000以下の低分子物質であろうと想像される。  

また，両インヒビターは共に，パパイン，フィチンを阻  

革するが，ペプシン，トリプシン，枯草菌中性プロテアー  

ゼ等，カルポキシルプロテアーゼ，セリンプロテアーゼ，  

およぴメタルプロテアーゼには全く阻登作用を及ぼさな  

い，チオールプロテア…ゼに特輿的なインヒビターであ  

ることがわかった。   

以上の渚性質において，両インヒビターは共に，すで  

によく知られている滋野e瑠gg～比ぶノ叩Or乙ge昆ぶTPR叫  

64の生産するE－…64¢）のそれと類似しているが，しかし．  

インヒビターⅠはSephadex G…15のゲル濾過におい  

て．また－ インヒビター－Ⅱはシリカゲルの蒋層クロマト  

グラフィーにおいて，それぞれE…64とは明らかに異な  

る挙動を示したことから，蘭インヒビターほいずれもE…  

64とは凝なる漸規のインヒビターであることが充分に予  

想される。  

要  約   

1．本研究に使用した耐酸性脅かびH48は．その蘭学  

的特徴から，ダe乃gCgJgg比mぶαr拍「ツ£Thomの1株と  

同定した。   

2．本蘭蛛ほ，培養液液中よりも菌糸体中に多感のチ  

オールプロテアーゼ・インヒビターを含有していた。振  

飽培肇よりも静驚培漆した菌体の方が含有畿が高かった。   

3．無処理の蘭体からインヒビターを抽蝕するには，  

50％メタノール中で50℃で摘出する方法が最も良かった。   

4．インヒビターは2櫻存在し，共にチオールプロテ  

アーゼを特異的に阻寒する低分子物質であった。   

5．その他の性質のちがいから，2機のインヒビター  

は既知のE仙64とは異なる物質であろうと推定した。  

なお，本研究は昭和59年庶文部省科学研究費補助金  

卜磯研究C，課題番登59560103）によって行われたも  

のであることを付記する。   
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