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Intracellular neutral and acid protease activities in normal brain and brain tumors were 

measured. As compared with normal brain tissues, the malignant glioma tissue showed 2・

to 8・foldincrease in specific activity of Ca針－dependentneutral protease. We partially 

purified this protease from rat brain and found that it required for the activity Ca2+ 

absolutely and cysteine obligatorily. Sr2+ and Mn2+ were 64~杉 and 20% as effective as 

Ca2+, but other cations including Mg2+, Ba2+, Zn2+, Cu2+, Cd2+ had no effect. The Ca2+ 

-dependent neutral protease showed a molecular weight of 8. 4×104. The pH optimum of 

the protease was 7. 5 to 8. 0. The Ca2+-dependent protease converted an inactive protein 

kinase Min the brain to an active protein kinase M. On the other hand, S-100 protein, a 

brain specific acidic protein, inhibited this protease activity. These results suggest that 

the Ca2+-dependent neutral protease, S司100protein and protein kinase M have a close relation 

with one another. The Ca2+-dependent neutral protease was inhibited by leupeptin, an 

exogeneous actinomycete protease inhibitor. Leupeptin was then found to inhibit very 

strongly the cell growth of G203 glioma in vitro, suggesting that leupeptin could be used 

for a therapeutic purpose. Recently we found another endogeneous inhibitor of Ca2+ -dependent 

neutral protease which is different from S-100 protein in its mechanism of inhibition. Further 

exploration is necessary to elucidate the precise role of this Ca2＋司dependentprotease and its 

inhibitors in biological system. 

I.緒 言
命現象IC重要な役割を果していると考えられるように

なった．脳の酸性および中性プロテアーゼの存在はす

でに報告されている印刷．一方，プロテアーゼが悪性最近，細胞内プロテアーゼが生体内代謝や種々の生
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臆蕩の侵鍵機構lζ重要な役割を果していると言われて

いる．すなわち，腫蕩細胞の転移や浸潤がカテプシン

BまたはDあるいは中性プロテアーゼによって促進さ

れるというととが示唆されている12)28)

脳腫蕩と正常脳組織とのプロテアーゼの pH依存曲

線を比較したととろ， pH6～9の比活性変化と腫蕩の

悪性度との緊密な関連性を示唆する結果をえた．そζ

で pH8に至適pHを有する Ca依存性プロテアーゼ

に研究の主限を置いて本研究を行った．最近になって

本プロテアーゼはサイクリックヌクレオチド非依存性

の蛋白質リン酸化酵素と密接な関係を有するととが明

らかにされた8'. 本論文では（1）種々の脳旗揚における

ζのプロテアーゼの活性変化を調べ，（2）本酵素を部分

精製し，（3）部分精製プロテアーゼと脳特異蛋白である

S-100蛋白16）との関係，（4）放線薗由来の外来性プロテ

アーゼイ ンヒピター，ロイベプチン2）の本酵素1r対す

る作用，（5)glioma細胞の増殖とロイベプチンによる

増殖抑制，（6）本プロテアーゼと内在性インヒピターと

の関係について実験的研究を行った．

:n.実験材料ならびに実験方法

1.材料

マウス脳，ラ γ ト脳， G203gliomaおよび手術時摘

出脳腫蕩を酵素源として用いた．摘出組織を3倍量の

0.2!¥M庶糖， 5mMの EGTA (ethylene glycol bis 

(,8-amino-ethyl ether)-N, N, N’，N’－tetraacetic acid) 

および 5mMの2メルカプトエタノールを含む 20m

M トリス・塩酸緩衝液（pH7.5）でホモジェナイズし

た．ホモジェネートを105,OOog 60分間趨遠心後，その

上清を用いて酵素活性を測定した．ワシヘモグロビ

ン，カゼインは Merck社製品を，大豆トリプシンイ

ンヒピター (lot-94c-8190），ワシ酸化インシュリンB

鎖およびウマ骨格筋ミオグロビンは Sigma社製品を

用いた． キモスタチン，ロイベプチン，アンチパイ

ン，ベプスタチンは微生物化学研究所より恵与され

た幻． 抗 S-100蛋白ウサギ抗血清は Riinnbiick博士

より恵与された．他の材料は市販品を購入して用い

た，

2.酵素活性測定法

中性領域の蛋自分解酵素活性はカゼインを基質とし

て Kunitz13＞の変法を用いて測定した. 1%基質，

5mM塩化カルシウム， lOmMシステインと 0.5mlの

酵素液を含む反応液（全量1.6ml）を37。C,30分温置

後トリクロル酢酸（終濃度2.33%）を加えて反応、を停

止した．鴻液の吸光度をRossら23）の Lowry変法を用

いて測定した．すなわち泌液上清0.2mllζ試薬を加え

て全量 3.25mlにした後， 750nmの吸光度増加を測定

した．酵素反応の対照として塩化カルシウム無添加の

ものを用いた．なお，酸性領域の蛋自分解酵素活性の

測定lζは，アルカリ，尿素変性ヘモグロビンを基質と

して用いた1J_

蛋白質の定置はウシ血清アルプミ ンを標準液として

用い， Lowryら14）の方法1r従って測定した．

3. G 203 gliomaおよびその培養細胞

G203 gliomalO＞は群馬大学病理学教室より恵与され

たものを継代皮下移植して用いた. G203 glioma組織

をトリプシン処理後20%仔牛血清を含むEagle培地で

培養して得た細胞を用いた．

4.蛋由貿リン酸化酵素活性測定法

蛋白質リン酸化酵素活性は井上ら釦の方法に従い仔

牛胸腺ヒストン中への 32pの取込み量で測定した．

］［.実験結果と考察

1.正常ラット脳プロテアーゼ活性のpH依存性

尿素変性ヘモグロヒeン水解活性で示された酸性領域

のpH依存曲線はpH4.51と最大活性を示した（第l図

A). ζの活性は酸性プロテアーゼの特異的インヒピ

ター，ベプスタチン（O.lmg/ml）を加えるζとによ

りほぼ完全に抑制された． ζのζ とは酸性領域の大部

分の酵素活性がカテプシンDまたはEtr由来するとと

を示している・ 4一方，中性領域のカゼイン水解活性は

第1図Blζ示すように， pH8lζ肩が見られたが， ζの

pH 8活性はベプスタチン存在下での測定によってそ

の存在が一層明らかにされた．へモタロヒーン水解活性

と同様に pH7以下におけるカゼイン水解活性はベプ

スタチンによって抑制される ζとからカテプシンDま

たはEによるものと考えられた．以上により pH81ζ至

適pHを有する中性プロテアーゼの存在を認めた．こ

の活性はカルシウムおよびシステインを活性化因子と

して必要とする乙とが以下で明らかとされた．

すでにいくつかの酸性および中性プロテアーゼの報

告15）加が見られるが，本研究では上述の如くラ γ ト脳

ホモジムネートを用い，ペプスタチンの適用を含むよ

り簡便な方法でζの存在を再確認するととができた．

2.脳腫剤事プロテアーゼのpH依存性

正常7ウス脳でみられたのと同様に G203glioma 
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の酸性領域至適pHは4.5にあった（第2図A）.との ～3倍高かった〈データ提示せず）．類似のpH曲線は

他11'.:正常脳で認められないもう 1つ別の酵素活性が ヒトの gliomaでも見られた（第2図B). pH6. 0活性

pHG.011'.:認められた．カルシウムとシステイン存在 の出現と，高しゅHB.O活性の存在が脳腫蕩に特徴的

下での中性領域の酵素活性は正常脳と問機lζpH8.0 な性質と考えられたので，種々の程度の悪性度をもっ

IC:最大値をもって現われた（第2図B). gliomaのと たヒト脳 gliomaのとれらの酵素活性を比較するとと

の Ca依存性中性プロテアーゼの比活性は正常脳の2 とした．

3. ヒト gliomaのプロテアーゼ

活性

( B) I ヒト脳腫蕩20例の pH4.5, 6. 0, 
8.0のプロテアーゼ活性を比較した

く第I表）.pH4.5の比活性は症例

によりかなりの変動がみられた．脳

腫蕩l仁おけるリソゾーム諸酵素活

性，たとえばかクールクロニダーゼや

酸性本スファターゼ活性は悪性度が

進むlGつれて上昇すると報告されて

いる耐．しかし， リソゾーム酵素の

1っとして知られている酸性プロテ

アーゼ法性と悪性度との聞に明確な

関連は見出し得なかった.pH6.0活

性は大部分の症例で非常に低し、か全

く認められなかったが glioblastoma

のいくつかの症例で活性の存在を認

めた． ζのプロテアーゼの詳細な特

徴は目下検討中である．脳腫蕩の

pH8.0プロテアーゼの比活性は正常

脳のほぼ2～8倍高かった とくに
gliob1astomaの大部分の症例でpH

8活性は明らかに高値であった．

第1表の結果IC:示された如く， 3

つの異なった pHでのプロテアーゼ

活性のうち，最もよく腫蕩の悪性度

と関連していると考えられたのは

pH8.0活性であった．それ故，との

pHBの中性プロテアーゼを部分精製

し，その特徴を調べた．

4.中性プロテアーゼの部分精製

実験材料と方法で述べたように

20gのラット脳から 105,000g上

清分画62ml〔564mg蛋白〉を得た

乙の圏分を 5mMの2ーメルカプトエ

タノールと5mMのEGTAを含む20

mM’トリス塩酸緩衝液で平衡化させ

た DE52"カラム（3.3×lOc由〉にか
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第1図

pH 

正常脳プロテアーゼの pH依存性．基賓として尿素変性ヘ

モグロビン（A）とカゼイン（B）を用いた．プロテアーゼ活

性は0.lmg/mlベプスタチン存在下（・〉と非存在下（0）で測

定した．中性領域CB〕では反応、液中 IC:5mM塩化カルシ
ウムと lOmMシスティンを含む．酵素活性測定のため

105,000g上清の0.5mlを用いた．酢酸ナトリウム緩衝液pH

3.0～6.5, リン酸カリウム緩衝液 pH5.8～7.0, トリス塩酸
緩衝液pH7.0～8.8を用いた．
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第2図 G203 gliomaプロテアーゼのpH依存性．基質として尿素
変性ヘモグロビン（A）とカゼイン（B）を用いた．プロテア

ーゼ活性は酸性領域CA）ではSmMシスティン存在下で，
中性pH領域CB〕では 5mM塩化カルシウムと lOmMシス
テイン存在下で測定した． (0）マウス glioma, （・）マウ

ス脳， CMヒト glioma.酵素活性測定のため105,000g上
清の0.5mlを用いた．用いた緩衝液は第1図と同じである．

9 

( B) 
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第1表 ヒト gliomaのプロテアーゼ活性

比活性a

pH 4.5 I pH 6.0 I pH 8.0 症例番号｜名前｜ 組織所見

1 K. Y. I Glioblastoma 27.7 10.4 5 

2 S. T. Glioblastoma 6.0 。 2 

3 K.H. Glioblastoma 5.1 。 2 

4 M.Y. Glioblastoma 
。 4.0 3 

5 F. S. Glioblastoma 17.0 11.6 1 

6 I. A. Glioblastoma 5.6 3.7 1 

7 S.F内 Glioblastoma 31.1 。 1 

8 H.N. Glioblastoma 12.4 5.7 1 

9 H.0. Glioblastoma 7.1 4.3 1 

10 K. F. Glioblastoma 12.0 2.7 1 

11 K. S. Glioblastoma 14.3 。 2 

12 A.K. Oligodendroglioma 
。 。 5 

13 N.M. Oligodendroglioma 11.7 。 1 

14 M.K. Astrocytoma 7.5 。
15 s. I. Astrocytoma 51.3 。
16 M.N. Astrocytoma 3.2 。 3 

17 H.A. Astorocytoma 。 。 1 

18 H.0. Astrocytoma 。 1.7 1 

19 N.K. Astrocytoma 1.8 。
20 K.T. Astrocytoma 26.5 。
対照 Normal brainb 5.4 。
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a 比活性は（A750nm/mg蛋白／ml/30分〕X103でもって表わした．

b 3症例の平均

け，未吸着部分を溶出後， ζのカラムを0.2M塩化ナ 15ml/hの流速で溶出させ， 1.5ml各分画を集めた．

トリウムを含む 500mlの上記緩衝液， 0.25M塩化ナ 得られた結果を第4図IC示す．分画番号40番から56番

トリウムを含む300mlの緩衝液および0.5M塩化ナト 迄を集めて以下のプロテアーゼ活性測定IC用いた． ζ

リウムを含む500mlの緩衝液で段階的lζ溶出した．得 のようにして得られたプロテアーゼ（7mg蛋白）は315

られた溶出曲線を第3図lζ示す.0.25M塩化ナトリウ 倍の精製度を示した（第2表）.105,000g上清中の活

ムによって溶出されたプロテアーゼ活性画分を集めて 性回収が100%以上lζ上昇したのはインヒピターの解

2ml (28皿g)IC濃縮後，緩衝液であらかじめ平衡化し 離によるものかも知れない（下記参照〕．

た SephadexG-200カラム（1.6x90cm）にかけた． 5. Ca依存性中性プロテアーゼの諸性質

｜マml~ I培~｝ii 比阻al ＜~Th~） I 吻｜精製度
ホモジ zネート 80 11.0 

上 清 62 564 23.0 13.0 117 6.1 

沈 澱 60 2326 1.4 3.26 20.5 0.4 

DEAE-cellulose 70 28 309 8.66 78.4 81.4 

Sephadex G-200 26 7 1196 8.37 75.8 315 

a比活性は第1表と閉じ方法で表わした．



ムを加えた時最も高い活性を示した（第 5~A)

5mM塩化カルシウム存在下の活性は， lOmMシステ

イン添加によって，さらに2～3倍上昇した．しかし

一方，カルシウム非存在下でのシステイン濃度は活性

に全く影響を与えなかった（第5図

B). 脳中性プロテアーゼのカルシ

ウムとシステイン濃度依存性を最初

lζ報告したのは Guroff6lである

が，本研究ではラット脳部分精製プ

ロテアーゼを使って彼の実験結果を

再確認すると共IC，乙の酵素活性発

現lζカルシウムは不可欠でありシス

テインは補足的lζ働く ζ とを示し

fこ．

部分精製酵素はカゼインを非常に

よく水解し，酸化インシュリンB鎖

およびミオグロヒeンを中等度IC7J<解

した．しかし尿素変性ヘモグロビ

ン，ウシ血清アルプミンやα－Nーベ

ンゾイルーしアルギニンーエチルエス

テJレ， N－べ、ンゾイルーL－チロシンーエ

チルエステ Jレ， N－アセチルーL－チロ

シンーエチJレエステル， α－Nーベンゾ

イlレ・DL－アルギニンーp－ニトロアニ

リドのような合成基質を水解しなか

った（第3表）． ζれらの結果は

Guroffが得た結果とよく一致してい

る．

第4表lζ示したように， ζれまで

調べた二価イオンのなかでカルシワ

ムが最も有効であった．ストロンチ

ウムとマンガンは次IC有効であった

が，他の金属イオンは全く無効であ

った．したがってとのプロテアーゼ

を Ca依存性プロテアーゼと呼んで

もよいと考えられた．

部分精製酵素の至適pHは7.5-8.0 

にあり， Sephadex G200ゲル炉過

（第4図〉よりおよその分子量が

84,000と推定された．この値は普通

の分泌性プロテアーゼ，たとえばト

リプシン，キモトリプシンなどの分

子量と比較して非常に大きい．しか

しながら，他の組織，たとえば筋

脳 Ca依存性中性プロテアーゼの研究

部分精製された中性プロテアーゼlζ対するカルシウ

ムとシステイン濃度の影響を調べた．カルシウムが存

在しない場合酵素活性は全くなかったが，カルシウム

添加によって活性が現われ， 5mMの塩化カルシワ

3. -103 

官 0.2M NaCl 0.25M 0.5M 
c 。

12< 。岨，． le 
2: 

司
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寺ゼ号
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グ晶吾予
10 

第3図 DEAE・セルロースカラムクロマトグラフィーによる Ca依

存性中性プロテアーゼの精製．詳細な実験条件は本文中lζ

記述した．各分画から 0.5mlを採取してそのプロテアーゼ

活性を測定した．

10.4 

0 
on 
ト

<l 

10.3~ 
刷
、
一
品
川
♂
計
一
時
哩

l

’i

1

1

 

1

b

 

。m
w

M

Mm品
当

1
4

司，』

n
u
n
u
 

t
t
t
A
V－
－
 

0.1 

0 
0 

／示通i忌トラ

第4図 Sephadex G-200ゲル炉過による Ca依存性プロテアーゼの

精製．詳細な実験条件は本文中lζ記述した．各分画から

0.5mlを採取してそのCa依存性プロテアーゼ活性を測定し
た．
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第3表 Ca依存性プロテアーゼによる種々の基質の氷解

基 質 濃度 I 相対く%佑〉性a
カゼインp 1% 100 

切ヘモグロビン 1% 1 

ミオク．ロビン 1% 28 

ウシml渚アルブミン 1% 。
酸化インシュリンB鎖 1% 51 

αcNーベンゾイル・L－アルギニンーエチルエステルb 7mM 。
N－ベンゾイルレチロシンエチルエステルb 0.7mM 。
N－アセチルーしチロシンエチルエステルb 7~M 。
α－N－ベンゾイル・DL－アルギニン－p・ニトロアニリドC lmM 。
l.Z 活性測定lζ試験管当り 50μgの部分精製酵素を用いた．
b 活性は RadiometerTTT 60型pHスタットを用いて測定じた．
c 基質から遊離されるp－ニトロアニリンを分光光度計を用いて 410nmで測定した．

肉ベ肝臓291, 子宮加の Ca依存性中性アロテアーゼ
の分子量が7-10xl04と報告されているととから分子

量の大きいζとはζの種のプロテアーゼIC共通の特徴

と考えられる．

酸化するので剖， とのプロテアーゼは遺伝情報発i現

機構の調節IC重要な役割を持っていると考えられるよ

うになった．そζで我々の得た Ca依存性プロテアー

ゼ（G•200 函分）が非活怯型の蛋白質リン酸化M酵素

前駆体を活性型蛋白質リン畿化隣素に転換するととが

できるかどうか調べてみた．その結果を第5表IC示

す．蛋白質リン酸化M酵素前駆体の活性化酵素とし

て，井上らにより若干異なった手順を経て分離された

酵素と本研究で得た酵素とが間程度の比活性を示すと

とが明らかとなった．

最近，種々の組織の Ca依存性中性プロテアーゼが

重要な生理的意義を持つIていると考えられるようにな

った． すなわち Drummondら引はとの酵素がグリコ

ーゲンリン酸化酵素の前駆体を活性化するととを証明

した．また，本プロテアーゼによって得られた活性型

蛋白賓リン酸化M酵素はヒストンやプロタミンをリン

。． 
F・
<t ... 

Q3 

--0.2 
州
喝・

、~

選。l

(A) 

5 10 0 
Ca2•(mM) 

(B) 

5 10 15 
(mM) ヶステ4ソ

第5図 プロテアーゼ活性lζ対するカルシウムとシステインの濃度
の影響．プロテアーゼ活性は（A）システィン非存在下，ま
たは， (B〕SmM 塩化カルシウム存在下（・〉と非存在下
(0）で測定した．活性測定ICは部分精製酵素（試験管当り
50μg蛋白〉を用いた．

6. S-100蛋自によるCa依存性

プロテアーゼの抑制

S-100蛋白は Moorら16）の変法に

したがって硫安分画， DEAE－~p­

hadex A-50クロ 7 トクーラフィ一、

Sephadex G-100ゲル伊過により精

製した．精製S-100蛋白の均一性は

7.5%ポリアクリルアミドゲJレ電気

泳動3）とウサギ抗S-100抗体IC対す
るこ重拡散法21）を用いて調べた結

果，一応満足すべきものであるζと

を知った． （第6, 7図〉．

第8図AIC示すように最高のプロ

テアーゼ活性を示すために5mM以

上のカルシウム濃度が必要であっ

た．各試験管IC15μgのS・100蛋白を

添加するとζのカルシウム濃度依存

曲線は宕方へ平行移動した． ζのζ

とはS-100蛋白が溶液中の有効カル
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第4表 中性プロテアーゼ活性に対する
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ニ価陽イオンの影響

添加物 相対活性a

CaCli 100 

SrCl2 64 

MnCl2 20 

CuCli 。
BaClz 。
MgCl2 。
ZriClz 。
CoClz 。
CdCli 。

a 反応は5mM二価陽イオンと lOmMシステイン

存在下で行った． 活性測定のため部分精製酵素

（試験管当り 50μg）を用いた．カルシウム存在

下の活性を100%とした．

第5表 Ca依存性プロテアーゼによる蛋白

質リン酸化M酵素前駆体の活性化

蛋白質リン酸化酵素活性a
プロテアーゼ

CaCl2（ー〉 CaCl2( +) 

cpm cpm 。 1321 1352 

20μg 1212 18554 

lOμgb 1300 8034 

aラット脳の蛋白質リン酸化M酵素の前駆体から活
性型蛋白質リン酸化M酵素への転換は受容体を
〔r szp〕ATP.，供与体をヒストンとしたリン酸化

反応によって測定した．

b神戸大学医学部第2生化学教室で調製された酵素
標品．

シウム濃度を減少させたことを示している．第5図B

lζ示すように， 3mMカルシウム存在下でのプロテア

ーゼ活性は S-100蛋白の濃度上昇と共に抑制された．

脳特異的酸性蛋自の役割はまだ明らかにされていない

が， Haglidらのはグリオプラストーマ中のS・100蛋白

は非常に少ないと報告している． Ca依存性中性プロ

テアーゼ活性は悪性gliomaで上昇しており（第1表〉，
又との活性はS-100蛋自により抑制される（第8図〉．

ζれら2つの結果が Haglidらの実験結果と直接関連

があるかどうか更に研究を進めなければならない．し

かし現在迄IC得られた実験データから，正常であろう

と悪性であろうと，脳組織中の Ca依存性プロテアー

ゼ， S-100蛋白と蛋白質リン酸化酵素系とは互いに密

『帽司曹関F

l時的ゆ ．． 
ー←

第6図 7.5%ゲル（pH8.5）のポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動. (A）はウシ脳ホモジェ

ネート，（B）は精製S-100蛋白のゲ、ルを
示す．蛋白は CoomassiieBrilliant Blue 

で染色した． 矢印は Bromophenol-blue

の泳動位置を示す用いた蛋白量はゲル

l本当りおよそ lOOμgである．

接な関連を持っている可能性を指摘したい．

7.中性プロテアーゼ活性に対する種々のインヒピ

ターの影響

4種類の放線菌由来のプロテアーゼインヒビターの

影響をみたところ Ca依存性中性プロテアーゼ活性は

ロイベプチンによって最も強く抑制された（第6表〕

多くの細胞内中性プロテアーゼはキモスタチンIC感受

性があるという ζとが知られているのに比べて悦へ

脳の Ca依存性プロテアーゼはロイベプチンlζ感受性

が高いという点で他のプロテアーゼと異なる．チオー

ルプロテアーゼ活性を抑制する PCMB(p一chloromer司

curibenzoa te）やモノヨード酢酸もまたこの中性活性

を抑制した．

8. ロイペプチンによる G203glioma細胞増殖の抑

帯。

I重蕩中のプロテアーゼが組織間液lζ流出し腫蕩の浸
潤および成長を促進するという報告28）があり，一方ア
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Schnebliら24）はトラジロールが変

形細胞の増殖を抑制する ζとを示唆

した． ζれに比べてロイベプチンは

抗原性の低い低分子量のペプチドな

ので，腫蕩細胞中で上昇したプロテ

アーゼ活性に対するロイベプチンの

抑制効果から考えてみても，ある種

の腫蕩の治療にロイベプチンを用い

る可能性を検討する ζとは有意義で

あると思われる．

9. Ca依存性中性プロテアーゼイン

ヒピターの存在と性質

S-100蛋自による Ca依存性中性プ

第7図精製S-100蛋白IC対する免疫拡散試験．抗S-100蛋白ウサ
ギ抗血清 lQμg(O); S-100蛋白（A)128μg, (B)64,ug, CC〕

32μg, CD〕16μg, (E)8μg，室温ICて24時間放置した．

ロテアーゼの抑制効果は S-100蛋白

とカルシウムとの結合IC起因するも

のと考えられた（第8図〉． 一方多

くの場合，プロテアーゼ、活性はその

0.3ト

~ira 
，， 

』~0.2 
~ 

長If I I 0l  

0 

(Bl 

。
。

特異的インヒピターと結合すること

によって調節されていると考えられ

ている初とζろから， S-100蛋白と

異なった Ca依存性中性プロテアー

ゼのインヒビターがラット脳内にあ

るかどうか調べた．

ラット脳105,000g上清画分lOOml

(1020略蛋白〉をAmiconPM・10膜

で濃縮後， 5mMシステインを含む

20mMトリス塩酸緩衝液で平衡化し

た SephadexG200カラム（3X100 

5 
Ca2•(mM) 

10 0 10 
S-IOO(μg) 

20 cm〕にかけた．同緩衝液の流速は

15ml/hで溶出させ 6ml分画を集め

た．それぞれの画分から0.5mlをと

り，別lζえた部分精製 Ca依存性中

性プロテアーゼ溶液50μ1( 1 mg蛋白

/ml〕に加えた.5分間37°C加温後，

第8図 Ca依存性プロテアーゼIC対するS-100蛋白の影響．プロテ

アーゼ活性は（A)S-100蛋白15μg存在下（・）と非存在下

(G），または，（B）塩化カルシワム 3mM存在下で測定した．

用いた酵素は第5図と閉じである．

ロテアーゼインヒピターが臆蕩の増殖を抑制するとい

う報告24）もある． そとで本研究では G203gliomaの

培養細胞がロイベプチンによってどのような影響を受

けるかを調べた.G203 glioma培養細胞の正常増殖曲

線は第9図lζ示すように5日自に最大lζ達した．ロイ

ベプチンを培養開始2日後lζ添加すると成長は強く抑

制された．ロイベプチン投与量を増やすとそれだけ強

〈培養細胞の増殖は抑制され， 50μg/mlでほま60%抑

制された．

カJレシワムとシステインを含むカゼイン溶液1.lmlを

加えて酵素反応を開始した．以下の酵素活性測定法は

材料と方法で述べた如く行った．第10図は得られた典

型的溶出曲線を示している．添加プロテアーゼ活性値

以上のプロテアーゼ活性の増加が分画番号40～551とみ

られ，第4図lζ示したのと同じ位置に溶出された．と

れIC比べて，分画番号25～40の共存下でのプロテアー

ゼ活性は添加プロテアーゼ活性よりも低く，図ではゲ

ルカラムの空間容量の位置に大きな陰性ピークを与え
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第9図 G203 gliomaの細胞増殖に対するロイベプチンの影響. 1 
シャーレ当り 6x105の細胞を培養し，ロイベプチンは2
日後に添加した．lシャーレ当りのロイベプチン濃度は，
(0〕Oμg/ml,Q口〕 Bμg/ml,(6〕20μg/ml,（・）50μg/ml. 
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第10図 Sephadex G-200ゲル'IF過による Ca依存性中性プロテア
ーゼとそのインヒピターの分離詳細な実験条件は本文中
lζ記述した．節分精製酵素（試験管当り 50μg蛋白〉を活
性測定IC用いた．阻害活性は各分画から 0.5mlを採取して

測定した．
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3 

皿g蛋白／ml)Iζ濃縮した． ζのイン

ヒピターの特質をとくに3つの観点

から調べる目的で以下の実験を行な

った.(1）乙の阻害現象が α2-7クロ

グロプリ ンのような高分子量の血清

中プロテアーゼインヒピターの混在

によるものかどうか，（2）とのインヒ

ビターが脳プロテアーゼ lζ特異的

か，それとも非特異的か，（3）インヒ

ピターと S-100蛋白との阻害機構が

異っているかどうか．

ヒト αrマクログロプリンは

100°,20’の熱処理ICより，そのトリ

プシンIC対する阻害効果を失う ζと

が知られている四．事実，ラ ット血

清から分離した α2-7クログロプリ

ンはとのような処理によって完全に

不活化された．しかしながら，ラッ

ト脳から得られたインヒピターは同

じ熱処理lζ対して全く安定であるζ

とがわかった（データ不提示〉． す

なわち，上述の（1）の可能性が除外さ

れた．上述の（2）に関しては，乙のイ

ンヒピターはトリプシン，キモトリ

プシン，ノfパインIC対して全く阻害

を示さなかった（データ不提示〉の

で， Ca依存性プロテアーゼIC特異

的なイ ンヒビターであると考えて差

支えない．また， ζのインヒピター

は Drummondら引の得たトリプシ

ンlζ対する阻害効果をもっウシ脳イ

ンヒピターとも異ったものと考えら

れる．次IC(3）の疑問lζ答えるため

に，種々の濃度のカルシウム存在下

で阻害実験を行なった．第11図lζ示

すようにインヒピターの阻害効果は

過剰量のカルシウムを添加しでも，

ζれに影響されて減少するととは見

られなかった．すなわちインヒピタ

ーの阻害効果はカルシウム濃度l乙左

る結果となった．との結果は Ca依存性プロテアーゼ 右されず，したがって，本インヒビターの阻害機様は

と分離可能で，かつ分子量の大きな内在性の脳内イ ン S-100蛋白のそれとは異なったものと結論された． ゎ
ヒピターの存在を示している れわれは別問なった予備実験によって，同種？イン

インヒピタ一面分を集め限外伊過によって70ml(45 ヒビターがラ γ ト肝lζも存在するととを知った17). 乙



gliomaでは， pH8.0の比活性は正常脳のそれより

2～3倍高しまた pH6.0Iζ正常脳で認められな

い活性が存在した．

2. ヒト glioma20例の Ca依存性プロテアーゼの比

活性は，一般に正常脳のそれより 2～3倍高しか

っ悪化性につれて上昇し， glioblastomaで高値を示

す例が多かった．

3. Ca依存性プロテアーゼを315倍lζ部分精製した．

本プロテアーゼは分子量約8.4X104で，至適pHは

7.5～8.0 にあり，カゼイン，酸化インシュリンB鎖，

ミオグロビンを水解したが合成基質は全く水解しな

かった．又，蛋白質リン酸化M酵素前駆体を著しく

活性化した．

4. S・100蛋白はCa依存性プロテアーゼを抑制した．

との事は脳腫蕩でS-100蛋白が減少するという事実

との関連を示している．

5. G203 gliomaの培養細胞の増殖はとのプロテアー

ゼを最もよく阻害する外来性インヒピターであるロ

イベプチンによって強く抑制された．

6. との Ca依存性プロテアーゼを特異的lζ阻害する

インヒピターがラット脳内に存在するととを証明し

た． ζのインヒビターの阻害機構はs100蛋白のそ
れとは異なっている．

第6号（昭和53年11月）第47巻日外宝702 

Ca依存性プロテアーゼに対する

種々のインヒピターの影響

インヒビター 終濃度 ｜ （%〉｜ 相対活性a

I - I 100 

PCMB I lmM I 2 

モノヨード酢酸 I lmM I 14 
ロイベプチン I O.lmg/ml I 4 
アンチノfイン I O.lmg/ml I 12 
キモスタチン I O.lmg/ml I 24 
ベプスタチン I O.lmg/ml I 85 
大豆トリプシンインヒピターIO.lmg/ml I 100 

a5mM塩化カルシワム及びシステイン存在下で反
応、させた．

但しPCMBとモノヨード酢酸の場合はシスティン

を添加していない．

第6表
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Ca依存性プロテアーゼlζ対するラット

脳インヒビターの影響．プロテアーゼ活

性はインヒピター非存在下（・），80μgイ
ンヒピター（0),250μgインヒピター

仏）存在下で測定した．用いた酵素は第

5図と同じである．

れらインヒピターの生理的役割の解明はなお今後多く

の研究lζ待たなければならない．

本論文の要旨は第48回日本生化学大会 (1976.9. 4，札幌〉

m，第36回日本脳神経外科学会総会 (1977.10. 27，大阪）＂で

発表した．

稿を終るIL臨み，生化学的実験について御指導，御教示，

御校関を賜わりました京都大学医学部病態学教室，村地孝教

授，ならびに御指導，御校閲を賜わりました恩師，半田肇教

授に衰心より感謝の意を表します．なお，本研究を行なうに

際して京都大学医学部病態学教室の設備，機器を利用させて

頂いたととを感謝します．神戸大学西塚教授に蛋白質リン酸

化酵素測定IC際し御便宜を頂きました事を感謝します．叉，

L. Rlinnblick博士よりの抗s100蛋白ウサギ抗血清の恵与
及び石田陽一博士よりの G203gliomaの恵与に謝意を表し

ます．
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