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Sunlnlar〉・  

Thepresentpaperwasundertakentoinvesti酌tetheexistenceofnewcathepsinBinmackerel  

Wlite muscle．The proteirlaSe hydrolyzmgZ・Arg－Arg－methylcoumarylamide was separatedinto two  

fractions（Peaks－1and M2）from mackerelmuscle by Q Sepharose Fast Flowion exchange cluLOnla・  

tography，foliowedbyCe罠ulo蝕eGCq200ge‖封tration－ TheerLZymeinPeak－1stronglyhydrolyzedZ・  

Arg－Arg－methylcoumarylamide，and thatin Peak－2hydrolyzed Z－Phe－Arg－Arg－and Bz－Phe－Val－Arg－  

methylcoumarylamides much more than Z・Arg－Ar針methylcoumarylamide．The enzymein Peak－1  

SharedseveraipropertieswiththatinPeak－2asfo払ows；i油呈bitionbyleupepth，antipain，PCMB，and  

HgCl2，aCtivationofsul蝕ydrylreagents，anddegradationofhemoglobhandalbumin．Consequently，  

both enzymes were found to be a cysteine proteinase that show some similarities to cathepsin B．  
Moreover，theproteinaseinPeak－1wassuggestedtobeanewtypeofcathepsinB，judging丘■Omthe  

resu】tofs叩也eticsubstratespeci鮎沈y．  

Keywor（‡s：neWCathepsinB，CySteineproteinase，maCkerel，Whitemuscle．  

のカテプシン玖 Maはnodanβf〟君）．のシログチ筋肉申の  

熱耐性アルカリプロティナーゼ，Haraβ′α′5）．のコイ潜  

適肉のカテプシンBなどである。   

著者らは督適肉および魚類特有の血合肉に存在するIj  

ソゾームの性質およびその酵紫を生化学的に比較する目  

的で，血・連の研究を行なってきた6009）。その練乳 マサ  

バ筋肉申に酸性域でヘモグロビン水解漁性を肴し，ペブ  

スタナンによって阻番されないプロテアーゼ（pepstatin  

insensitiveprotease）が存在することを見出した9）。マサ  

バ普通肉からこのプロテアーゼを分離・精製し，その性  

質について調べた結果，本酵紫はシステインプロティ  

ナーゼの1つであり，カテプシンLおよびS様酵素と  

推定されが0・11）。そこで本研究ではマサバ潜適肉申の  

種々のシステインプロティナーゼの存在について調べた。   

リソゾームに存在するプロテアーゼのうち，システイ  

ンプロティナーゼはタンパク質に対して幅広い晒性を持  

ち，種々のタンパク繋のターン・オーバーにおける生理  

的機能に関与していると考えられている。魚鱗筋肉にお  

いてもシステインプロティナーゼの研究は，生理・病理  

学的にも，また食品としての魚介頬の鮮度保持1加ぼ利  

用においても蕊賓にもかかわらず，ほとんど見当らな  

かった。近年，魚類筋肉中のシステインプロティナーゼ  

の存在が注目されるようになり，いくつかの種皆がなさ  

れている。すなわち，小長谷1）のシロザケ筋肉申のカテ  

プシンL梯酵乳 坂田2）らのマサバ普通肉申のカテプ  

シンBおよびL梯酵紫，Bonetegfβ戸）．のポラ筋肉中  

平成元年7月12日 受理  
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た。その結乳 筋肉申にpepsとa血jれSenSjtiveproとea5e  

および既知のカテプシンBに加えて，neWtyl）eのカテ  

プシンBの存在が認められたので報督する。  

3．QSepharoseFas七Flowによるイオン交換クロマ  

トグラフィー   

あらかじめ，上記緩衝液で平衡化されたQSepharose  

FastFlowカラム（匿径2．6×10cm）に酵素液100mJ  

を添加した。非吸潜のタンパク磐を同級で溶出した後，  

1MNaClを含む同液で塩浪庇勾配溶出を行なった。流  

速ほ5nl～／min，分漸容螢は20mgであった。  

4．セルロブァインGC－200によるゲルろ過   

あらかじめ，0．1MNaClおよび5mMメルカプトエ  

タノールを含む0．01Mリン酸緩衝液，pH6，2，で平衡  

化されたセルロファインGC－200カラム（麗径2，6×  

100cm）に酵素液20mJを添加し，同揺紡織で溶出した。  

流速は0，5m〟mれ 分憐察厳はユOm′であった。  

5．酵素活性測定法   

プロテアーゼ活性層次のようにして測嘉した。酵素液  

0．25m＝こ1mMペブスタナン0．25m∫と2．4％尿素変  

性ヘモグロビン（pH4．0）1，5m～とを加えた。370cで  

1時間保温級，0．6Mトリグロロ酢酸2mJを加え，反  

応を停止した。370cで30分間保温後，ろ過し，得られ  

たろ液を上野ら6）による蛍光儀で測定した。カテプシン  

BおよびL活性測鮭にはBa汀etandKirsc故eま2〉の方法  

を用いた。すなわち，酵紫波0．imJに0．ま％8璃350．9  

m～と8mMシステインおよび4mMEDTAを含む0．4  

Mリン酸横筋液，pH6．0．0．5m′とを加え，370cで5  

分間予脱した。これにメチルクマリン誘導体（20／∠M）  

0．5mJを加え，10分間保温後，0．1Mモノクロロ酢酸  

ナトリウムを含む0▲1M酢酸繚彿液，PH4．3，2mJを  

加え，反応を停止した。遊離されたメチルクマリンを  

Ex340Im，Em460nmの披蚕で測定した。  

6．基質鱒異性   

基質としてヘモグロビン，アルブミンを用いた場合，  

次のようにして活牲を測定した。すなわち，酵紫波0．3  

mJに10mMジチオスレイトール0．2m仁および基質液，  

pH5．0，ま．5mJを加えた。3アOcで3時間保温後，0．6  

Mトリクロロ酢酸2nl～を加え，反応を停止した。生じ  

た沈殿をろ過し，ろ液を上野ら6）の方法によるぷ夏光雄で  

測愛した。アゾカゼインを用いた場合，Ba汀ettand  

重くirschke12）の方法によって活性を測愛した。すなわち，   

実 験 方 法   

l．実験村料   

放歌魚として本学近郊の魚市場より人手した極めて鮮  

度のよいマサバScD沼∂grノ卸〃乃ね㍍を用いた。Pepsta血  

hsensitive protease の基質と してヘモグロビン  

（Worthi噛On梨，U．S．A．），カテプシンBおよぴLの  

基質としてcarbobenzoxy心Phe心Arg・methylcoumaryla・  

nlide（Z－Phe血g－NHMec，ペプチド研究所製），カテプ  

シンBの基質としてc∂rbobeⅣ0Ⅹy小鳩心血g－me瑚－  

couma吋amide（Z血g兢rg－NHMec，ペプチド研究所製）  

をそれぞれ用いた。プロテアーゼ阻寄剤としてペブスタ  

ナン，ロイぺプサンおよびアンチパイン（ペプチド研究  

所製）を用いた。アゾカゼイン，ふっ化フユニルメチル  

スルホニル（PMSF），大豆トリプシンインヒビターおよ  

び benzoyトPhe心VaトL一如g－metllylcouma汀1amide（Bか  

Phe・VaトArg－NHMec）はSigma製，U．S．A．であった。  

他の就黄ばすべて利光経基製であった。ゲルろ過用およ  

びイオン交換クロマトグラフィー用担体としてセルロ  

ファインGC－200（Pharmacia梨，Sweden），QSephaト  

OSeFastF】ow洞製〉をそれぞれ用いた。なお，イオン  

交換クロマトグラフィーには商運タンパク液体クロマト  

グラフィー絆PLC，Pham∂Cj8製）を使用した。  

2．酵素液の調製   

供統魚の薮皮を除去し，背部潜蘭個を搾取した。筋肉  

を5mMメルカプトエタノールを含む1％NaClで洗浄  

後，2倍駿の同液を加え，ワーリングブレンダ叫（佐久  

間製作所製）で2分間ホモジナイズした。これにトリト  

ンⅩ－100を0．1％になるように加え，4qCで30分間放償  

した。遠心分維後，得られた上清液に1NHClを加え，  

pH4．0に調製し，30分間放儲した。遠心分離後，」こ清  

液にiNNaOHを加え，p王i6．0に再び調教した。この  

溶液に硫酸アンモニウムを加え，40－70％飽和沈殿区を  

集めた。搾られた沈殿を5mMメルカプトエタノール  

を含む0．01Mリン較嫁衝液，p‡Ⅰ7．0，に溶解し，同  

線彿液で透析した。遠心分離後，上清液を酵素液とした。  
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なった。その結果をFig．ユに示した。ヘモグロビン水  

解活性は塩浪庶0．25M付近で，Z－Phe血g－NHMecお  

よぴZ－A柑－Arg－NHMec氷解活性は塩漬皮0．ト0．3M  

の帽広い範囲で検班された。メチルクマリン淡導体水解  

清性蘭分の場合，数蘭の酵魔の混在の可能性が考えられ  

たので，この清挽両分せ究めて次の実験に供した。  

2．セルロファインGC－2（）0によるゲルろ過   

上述のようにして得られたメチルクマリン誘導体氷解  

活性一線分に固形硫酸アンモニウムを加え，70％飽和沈殿  

区を強めた。揮られた沈殿区を0．1MNaCトおよぴ5  

mMメルカプトエタノールを含む0．01Mリン酸緩衝胤  

pH6．2，に溶解し，その溶液につき，セルロブアイン  

GC－200によるゲルろ過を行なった。そ・の結乳 Fig．2  

に示すように，Z－Arg・A摺・NHMecを氷解する活性画分  

（Peak－1）と Z－Arg一血計N‡IMec およびZ・Phe血g－  

NHMecを氷解する活性圃分（Peak－2）とに分離さゴtた。  

酵紫波0．1mJに，0．04Mジチオスレイト叫ルを含む  

0．1MMcIlvaine棍餓液，Pr王5，0，0．1mJおよび6M尿  

素を含む2％アゾカゼイン0．5m仁を加えた。370cで3  

時間保温後，3％トリタロロ酢酸5mJを加え，さらに30  

分間保温した。生じた沈殿をろ過し，ろ液を366】1mの  

波戌で測盤した。  

7．タンパク質の測定   

タンパク質をLowry法13），又は280㍑mの波長で測  

定した  

結  果   

1．QSepharoseFastFlowによるイオン交換クロマ  

トグラフィー   

サバ潜通肉から得られた酵威儀逐償いてQSepharose  

FastFlowによるイオン交換クロマトグラフィーを行  

（
○
；
盲
し
監
こ
苫
〓
0
∈
U
こ
雇
§
g
忘
工
芯
∈
i
ム
ぷ
E
千
ト
）
倉
吉
じ
く
 
 20  30  ‘10  10  

Fraction Nunlber  

Fig．1．QSepharoseFastFlowionexchageckonlatO訂aphyofmaclくere】proteinasea食erammo－  

n血ⅥSuぬte fractionaとion．rrhe enzyme solutio】1（100m乃was appIiedとO a CO】umれOfQ  

Sepharose Fast Flow coruleCtedwith a FPLC system and elutedin alineargradiellt Of  

NaC＝nO．01MpllOSpIlatebu鮎rcontaining5mMmercaptoethanol，PH7．0，ata鮎）Wrate  

Of5m〝min．FractionsoflOmlwereco11ected．◎…◎Z－Phe・尾rg－NHMechydrolyz－  

ing activity，○－O Z・Årg・Arg・N王IMec hydrolyzl】鳩aCtivity，国…国 pepstatilliIl・  

SenSitiveproteaseactiⅥty，－－一山PrOtein．   



上野 隆二・池田 裾珂・潜水 恭彦  100  

（
0
し
×
〕
∈
」
む
n
U
苫
〓
0
∈
U
U
て
母
∈
⊃
O
U
一
昔
芯
∈
－
寸
も
じ
苫
く
－
ト
）
 
 

＞
－
M
＞
け
ー
U
＜
 
 

〓
∈
、
ひ
E
）
u
芯
ち
左
 
 

0
 
 

0
 
 

2
 
 

F「actlon Number  

Ceuulo触e GC－200gel触rationofmackerelproteinaseafterQSepharoseFastFlowion  

exchagechromatography．Theenzymesolution（20mJ）wasloadedtoacolumnofCellu－  

lo餌eGC－200equilbratedwithO．01MphosphatebuffercontainingO，1MNaCland5mM  
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Fig．2．  

そこで，これらの活性画分を粂め，一般的な酵素学的性  

質を調べた。  

a．王道pH   

あらかじめ，種々のpHに調製したMcIlvaine緩衝液  

に溶解した基質を用いてメチルクマリン誘導体活性画分  

の至適pHを調べた。その結果，Fig．3に示すように，  

Peaks－1および2の至適p‡Ⅰはそれぞれ6．0と7．0であっ  

た。  

4．萱適温度   

Fig．4に示すように，Peaks－1およぴ2ではそれぞれ  

35ならびに500cで敢大活性が得られた。  

5．種々の化学薬品の影響   

メチルクマリン誘導体氷解活慄におよぼす種々の化学  

薬品の影響について調べた。すなわち，酵素酒蔵に種々  

の濃度の観衆を加え，378cで15分間保温後，残存する  

活性を測定した。その結果をTaらIelに示した。Peaks－  

1および2でほ，活性はいずれもペプスダチンによって  

阻審されず，ロイペプチン，アンチパイン．㌢タロロ  

安息香酸第二水銀（PCMB），塩化水銀によって著しく  

阻害された。セリンプロティナーゼの阻寒剤であるダイ  

ズトリプシンインヒビターおよびPMSFによってほと  

んど影響を受けなかった。また，本活性はメルカプトエ  

タノール，システイン，ジチオスレイトールによって著  

しく斌晒された。  

6．基質特異性   

メチルクマリン誘導体氷解活慄の基質特輿性について  

調べた。その終発をTable2および3に示した。Peak－1  

ではZ一触g血針NHMecをよく氷解し，Z－Phe血g－  

N王iMec，Bz・Phe－Vaト如g－ⅦMecおよびカテプシンHに  

対して特輿的な基質である如g－NHMecに作用しなかっ  

た。Peak－2ではZ－Arg・Arg－NHMecに比べ，Z・Phe－Arg－  

NHMecおよびBz・Phe－Vaト如計NHMecを氷解し，如g・  

N‡王Mecに作用しなかった。なお，両漸分において，ア  

ルブミンよりヘモグロビンをよく氷解したが，いずれも  

アゾカゼインに作用しなかった。   
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酵楽はいずれもヘモグロビンを分解し，ロイペプチン，  

アンチパイン，PCMB，塩化水銀によって阻客され，か  

つSH保護剤によって賦清されることから，システイン  

プロティナーゼの1つであると判断した。またカテブシ  

ンBに対して特異的な基質であるZ功rg－Arg－NHMecを  

強く分解することからカテプシンB梯酵素と推察され  

た。とくに，Peak－2に存在する群衆ほアゾカゼインに  

作用しないことを除き，既知のカテプシンBの性質に  

非常に爛似していた16・20・21）。敢j軋‡Iaraggα戸）．はコイ  

筋肉から綿製されたカテプシンBの橡好について詳細  

な報告をしている。その結果と比較すると，Peak－2の  

酵素はコイ筋肉カテプシンBと同様のものと推定され  

た。山プぎ，Peak－1の酵嚢は，合成ヨ㌫質に対する特鞘堂，  

至適温度およびpHにおいてPeak－2のそれと異なって  

いた。この酵紫と類似の性質を示す既知のシステインプ  

ロティナーゼはなく，もしZ－Arg－A柑・NHMecに対して  

強い氷解活性を有する酵素をカテプシンBと窟滋され  

るならば，本酵素はnewとyl）eのカテプシンBと推察さ  

れる。なお，本酵紫は，Peak－2のものと同様にヘモグ  

ロビン，アルブミンのようなタンパク質に対して作用す  

ることから，筋肉内でのダンパク質のターン・オー′ヾ一  

に関与していると考えられる。それゆえ，今後この酵素  

を分離・粗製し，性野を鐸働に調べることにより，生  

理・生化学的恵教を解明するつもりである。  

Table2．Activitjesofmac】くere】proteirlaSeS，PealくS－1  

and－2，agalnSt methylcoumary】amide de－  

rivatiVes 

Relativeacvtivity（％）  
Sul）Strate  

Peak－1  Peak－2  

Z・Arg－Arg－NHMec  

Z－Phe－A柑・N王iMec  

Arg・NHMec  

Bz－Plle－VaトA柑・N艮Mec  
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1
 
 
 
 
 
1
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0
 
6
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1
 
 

Table3．Activitiesofmackerelproteinases，Peaks－1  

and－2，昭ainstvariousproteins  

Acvtivity  
Substrate  

Peak★1  Peak－2   

11cn10dobillホ1  

Albumin削  

Azocasein＊2  

・
A
．
 
ハ
U
 
O
 
 

4
 
3
 
 

1
 
 

6
 
4
 
ハ
U
 
 

O
 
2
 
 

3
 
 

＊11、lle enZyme aC血ities were expressed as レ   

LeucyトレLeucinenmoUhrperml．  
離 Theen£ymeaCtivitieswereexpressedas O．D．  

at366nm．  

考  察  

マサバ潜通肉に存在する樵々のプロティナーゼの分布  

を知るため，筋肉才鋸悠液を酸処ヨ乳硫安分閲した後，得  

られた酵素液についてQSepharoseFastFlowによるイ  

オン交換クロマトグラフィーを行なった。その結果，ヘ  

モグロビン氷解活性を示す画分とメチルクマリン誘導体  

氷解活性を示す漸分とが得られた。前者はペブスタテン  

で阻番されず，ロイペプチンによって阻寒されることか  

らpepstatininsensitiveproteaseであると推定した1鋸㌔  

J九 後者の両分を強め，さらにセルロブァインGC－  

200によるゲルろ過を行なったところ，2つの活性両分  

に分推された。そこで，これらの漸分に含まれる酵紫の  

一般的性質を調べた。一般に，システインプロティナー  

ゼは活性部位にS王i基を持ち，酸性城でタンパク館や合  

成基磐を氷解し，ロイペプチン，アンサパインによって  

き狙寒されることが知られている。また，現在までカテプ  

シンB，H，LおよびSなどのシステインプロティナー  

ゼが樵々の動物観絶ゃで見いだされている14Ⅶ20）。本案  

験において，Peaks－1および2の画分に含まれる2つの  
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