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     肝Arginase作 用 に關す る研究(第 三 報)

     Acetyl-l-phenylalanyl-d-argininの 肝 Arginase作 用 に

     對 す る 態 度 に 就 きて

                内 野 研 究 室

        醫 學 士 海   住     優

 Argininの 生 物學的意義 がArginase作 用 と不可分の關係 にあ りと してArginin作 用 を研

究 す るとき,實 際 自然界 に見 るArgininは 其 の軍艦 としての形 よ りは結合 乃至 その誘導艦 と

見倣 すべ き化合物 甚だ多 く,從 つて力城 るArginin結 合 物 乃至誘導 膿に樹 す るArginase作 用

如何 を観察 す るは甚 だ重要 な り・一定化學構造 を有する,Arginin誘 導 膿に樹 す るArginaseの

態 度 を槻察 す るは,Arginase作 用 の特 性 に關 し知見 を明にす る外,術 蛋 白分子 中のArginin結

合 歌態 も窺知 する根擦 資料 と もなる可 き ものな り.

 Kossel及 びDakin(1904)1)はClupein或 はClupeonに はArginaseが 作 用せ ざる事 を報

告 せ り.Morinaka(1923)2)はClupeonを 以 て肝 を灌流 せ し も殆 ど其 の分解 を観 ざ りき・Ries-

ser(1906)S)はArgininのRacemi髄 にArginaseを 作 用 せ しむ る とき, d一型 の み分解 せ ら

れ1一型 は分解 せ られ ざる事 を誰 明せ しも,其 後Edl'bacher及 びZeller(1936)4)は 濃 厚酵素 を

使用すれば1-Argininに 封 して も作用 を認む と報告せ り。 Guanidin核 を有 す る種 々の物質 に

封 す るArginase作 用 の成績 を観 るに, Edlbacher並 にBonem(1925)5)はGuanidinessigs舫re

(Glykocyamin)及 びGuanidinpropions舫reはArginaseに 依 り分解 せ られす と云ふ・ 其後

Karashima(1928)6)はGlykocyaminが 肝 潰浸液 にて分解 せ られ る事 を認 め, Felix及 びSch-

Heider(1938)7,も 同様 に分解陽 性な るを認 め しも,本 分解 はMn●'に 依 り賊 活せ られす,鶏 の

Ovarialextraktはd-Argininを 分 解す る も本物質を分解 せ ざる事 を認 め,該 酵素作用 に封 して

は特殊 の酵素(Glykozymase) 、を想像せ り。Thomas(1913)8)は ε一Guanidylcaprons舫reは

Arginaseに 依 つて分解 を受 けす, r-Guanidylbutters舫reはArginaseに よ り尿素 と γ一Animo-

butters舫reに 分解 せ られ る事 を報告 せ り.

 Arginindipeptidに 封 するArginase作 用 に關 しては, Edlbacher及 びBonem(1925)5)の

Arginylargininに 關 す る實験 あ り・帥 ちArginylargininに 純 化Arginaseを 作 用せ しめ し所,

                   (140)
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其 の分子 の牛分 だ けが分解 せ らる 玉事 を認 めた り・同氏等 は爾 更にAgmatin又 はArgininme-

hylesterがArginaseに 依 り分解せ られ ざるを観察 し, Arginaseは 遊 離炭素酸基 を有す るAr-

gin五n分 子 にのみ作用 す るものな らん と想読 し, Arginylargininは 尿 素 とArginylornithinと に

分解せ らる 瓦もの と記 述ぜ り.最 近Hellerman及 びStock(1938)9)はGuanidovalerians舫re

又 はArginins舫reのArginase(肝 又 大豆)作 用 に封 し抵抗 を示 し,大 量 酵素量 に依 つて僅 に

分解 せ られ る ものに して,こ の事實 より,Argininのa-Amino基 のAgrinase作 用 上 の意義

に就 きて述 ぶ.

 著 者 は藪 にBergmann(1926)to),(1927)u)等 の 方法 に依 り合成 せ しArgininのAcetyldi-

peytid帥 ちAcetylphenylalanylargininにPeptidase作 用 を除去 せる本酵素 を作用 せ しめた り.

 先 づ 牛肝Glycer量n潰 浸液 を暮土(Cγ)に て虞理 しPeptidase作 用 叉Asylase作 用 を除去

した る酵素液 をAcetylphenylalanylargininに 作 用 せ しめ,其 の分解産物 た る尿素 をUrease法

に て測定せ しに,其 の消費 酸量は2・20ccmに して,供 試 せ る本物 質に含 まる るArginin分 子

の全分解 時 に於 け る消費酸量 に封 する百分…率は僅 に5%な り.亦Mn● ●にて賦活せ し場 合に於

て も其 の分解峯 は僅 に8%0な り(第1表)・ 而 して封照 として試験 せ るd-Argin量nの 分 解に

此 すれ ば遙 に微 弱な り・更 に本物質 に一定 時聞本酵素 を作用 せ しめ,其 の作用の停止せ し後,

更 に新 蘇 な る同酵素液 を添 加すれば其 の分解値 の梢 々増大 するを認 めた り(第3表).次 に 本

物 質 を盤酸 にて加水分解 した る ものに純 化Arginaseを 作 用 せ しむ るに,そ ◎分解 は著明 に し

て封照 に と りしd-Argininの 成 績 に略 々等 し(表2).

 以 上 の實 験 よ りAcetylphenylalanylargininはArginase{Z依 り分解 を受 くる も,甚 だ微弱 な

るを認 む.

 本 物 質 に純化 せ ざるRoharginaseを 作 用せ しめ しに(第4表),そ の 分解度 は24時 間 にて

31%,72時 間 にて40%に して,同 時{ZFormoltitrationに 依 り酸値増加 を観 るに, Acetyl基

か 或 はAcetylphenylalaninか 酸 ア ミ ド結合1個 だけが水解 す ると假定せ し時の全 分解値 に封

す る百分率 は24時 聞 にて30%72時 聞 にて40%な り・ この爾定 量法 に依 る分解 百分率 は

大 艦一致 す るは興味 あ り・伺本物質 に豚膵潰浸液 を作 用せ しめFormoltitrationに よ り酸値増

加 を観 るに明に毛の増加 を認めた り(第5表).Roharginase作 用 の場 合 には本物質 は直接Ar-

ginase作 用 を受 くる事 は少 く,む しろ先 づDipeptidase或 はAcylase作 用 を受 け分解 して後,

初 めてArginase作 用 を受 くる もの と読明せ らる・

 最 近Felix及 びSchneider(1938)7)はArginins舫re, d-1一α一N-Meihylarginin, E-guanido一 α一

Aminocoprons舫re, GuaindinessigaureはPH 7.0に 於 てClupeinはPH 7.8に 於 てArginase
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に依 り分解せ らる 曳事 を報告せh.依 つ てPHの 關 係を吟味 す るため, PH 7.0或 は7・8に 於

てAcetylphenylalanylargininにArginaseを 作 用せ しめ しも其の分解 は亦微 弱な りき(第6表)・

上 述の結果 よ り考ふ るに,Arginase作 用 に於 て基 質のu‐Amino基 も亦 之 に意義 ある もの とし

て,該 酵素作 用上 に注意 すべ きもの と思ふ・

              實    験    部

 1,Acetylphenylalanylargininの 合 成1〔'>11)

(u) Azlacton des N-Acetyl-1-phenylalainin

 591-phenylalaninを50 ccm無 水 酷酸 に加 へ,100。Cの 水溶 申にて温溶 せ しめ,之 を減墜

の許に加 熱 して酷酸及 び無水酷酸 を駆除 すれ ば褐色のSyrupを 残 溜 す・ この もの を0.8 mm

の低 塵下 に118。Cに て蒸溜 すれ ば無色Syrup歌 のAzlactonを 牧 得 す・本物質 は室 中に放置

すれ ばAcetylphenylalanin(S・P・150。-157。)に 攣化 する故 に蒸溜後 密閉保存 す・

(β) N-Acety1-1-phenylalany1-d-arginin

 上 記 のAzlacton(2・29)をArginin盤 酸 盤(2・09)と 共 にAlkali溶 液(2 n-NaOH 4.5 ccm

水+2・Occm)中 に混 ぢ更 にAceton(20・O ccm)を 加 へ約2時 間振 邊 し15時 間 室 温に放 置

す・然 る後,濾 過 し低 温(40。C)減 璽 下に濃縮 し得 た るSirup様 物 質 を無水Alkoholに 溶 し

冷却結 晶せ しむ.結 晶せ ざる ときはAcetonに て沈澱 せ しむ.本 實験 に用 ひ しものは Aceton

に て 沈澱せ しめた る白色,粉 末 な り.

 薮 に得 た る物 質は水に溶 け易 く,冷Athylalkoho1に は梢 々難 溶 なる も温 めれ ば よ く溶 ける

もMethylalkoholに は難 溶な り. Aceton並 にAtherに は 不溶性 な り.非 常 に吸漁性 に して室

申にて水を吸ひ溶解す・從 て78。C,0・1 mmに て, PzO,を 乾燥 剤 として乾燥 す・

 性 質;溶 融貼172。,遊 離Amino窒 素 陰性,坂 ロ氏反慮陽性, Ninhydrin反 憲 陰性,無 機物

を誰 明 し得 す.水 溶液 は弱酸性 を示 す・

 盈,酵 素(Arginase)精 製 法

 牛肝 の3倍 容量Glycerin潰 浸 液 を200 ccmと り水 を以て5倍 容量 とな し, PH 5・6-6・0に

て少量 のKaolinに 吸 着せ しめ,更 に そのRestl�ungにKaolinsuspension(7g Kaolin:50

ccm水)を 加 へ吸着 せ しむ・此 のRestlfisungに10ccm馨 土 浮游液 を加 へ吸着 せ しめ,其 の

Restl�ungに 更 に馨土浮游液100 ccmを 加 へ吸着 ぜ しむ(PH 6.0-7.0).こ の 禁土 に吸着せ

られ しものを・PH 9・0の0・1 Mol Glykokll-NaC1-NaOH調 節 液にて溶 出 し,藏 に精製Arginase

液 を得 以 上はEdlbacher並 にSimons(1927)の 記 載 に依 りし ものな り。本 酵素液 は赤 褐色,
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牛 透 明の液 に してPeptidase作 用 叉Acylase作 用 陰性 な ることを試験せ り(第7表),

 禁 土 浮游液 はWillst舩ter u. Kraut(1923)13)の 記 載に依 りて調製 し,其 のcrに 相 當 す.帥

明禁(5009)溶 液 に20%ア ンモ ニア 水(1000ccm)を 多量 の水 と共 に大 なる容器 中にて混

じ,生 ぢた る白色沈澱 を約3ケ 月聞毎 日水にて洗源 せ し後,500ccmの 水 浮游液 として貯ふ.

この 白色 沈澱 は35%塞 酸 と共 に熱 すれば直に溶解 す,

 哲,分 解 試 験

 (1) Acetyl-1-phenylalanyl-1-argininの 精 製Arginaseに 依 る分解

   4。O ccm O.1 Mol基 質溶液

   8.O ccm O,1 Mo/Glykokoll-NaOH調 節 液(PH 9.0)

   1.O ccm水(非 賦 活)

       或 は0.005Mol硫 酸Mangan(賦 活)

   2。O ccm 精 製 酵素液

 本 試験 液(PH 9・0)を24時 聞,37。Cに 保置 した る後,煮 沸水 中にて酵素作用 を中絶せ し

めた る後,分 解爽生 ぜ る尿素 をUrease法 にて分解 し,焚 生 安門 を0・02 n酸 中に蒸溜測定 す・

基質 の代 に水 を用 ぴ しもの,及 び酵素液の代 に水 を用 ぴ しもの を封照試験 とな し,其 の値 を本

試瞼 値 よ り除去 せ り.表 に禍 げ し分解 の%は 基 質の理論 的全分解 値(40ccm O.02n-SO, H2)に

i封す る百分 …率な り.

                第    i   表

  

  

  
  
  

 (2)Acetyl-1-p4e.zylalanyl-d-argininの 璽 酸分解産物 に封 する精 製Arginase作 用

 1Mol Acetyl-1-phenylalamyl-d-arginin 2 ccmに10 n-Hcl 5 ccmを 加 へ,6時 間 逆流冷却

装 置 を付 して煮佛,加 水分解 す・苛性曹達液 にて中和 し,全 量 を20ccmと な し,そ の4ccm

を と りArginase作 用 を(1)と 同様 に して測定 す。   、

                    (143)
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              第   2   表

  

  
  

  

 (3)Acetyl-1-phenylalanyl-d-argininに 封 す るArginaseの 重 添 加 試 験

   20ccm O.1 Mo1基 質 溶 液

  {
   12ccm 精 製 酵素液

   28ccm O.1 Mol Glykokoll-NaCl-NaOH調 節 液(PH 9・0に 調節 す)

 試 験 液10ccm宛 に就 き,試 験 直後 よ り24時 間 毎 に尿素 獲生 を観 察 す・ その浩費酸量 の ほ

f一 定 した るとき,更 に該 酵素 液 を試験液10ccmに 就 き2ccm宛 の 割合 に加へ,そ の後 試

験液12ccmに 就 きArginase作 用 を観 る・ この場 合基質溶液 の代 に水 を用 ひた る試験液 を野

照 として附 す・

              第   3   表

  

  
  

  
                          ↑

                          新 酵素6ccmヲ 添加 ス

 (4)Acetyl-1-phenylalany1-d-argininのRoharginase(牛 肝 潰浸液)に 依 る分解

   20ccm O.1 Mol基 質 溶液

  f
   10ccm 酵 素 液(牛 肝潰浸液)

   70ccm O・1 Mol Glykokoll-Nacl-NaOH調 節液(PH 9,0に 調 節 す)

 直 後,24時 間 叉48時 間 目に試験液10ccm宛 を と り(1)の 如 くしてAginarse作 用 を測

定 す.勿 論封照 と して其基質液 の代 に水 を用 ひし液 を同様に試験 す.樹 試験10ccmに 就 きて

Formoltitrationを 行 ふ
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          .   第   4   表

             Urease法 に依る嚢生安門量      Formoltitration

   分 解 時 間  消費酸量    10ccm中 酸値槍加 分 解

            (α021溜4H2)分 解(%)(0.1n-NaOHccm)儲 換 切れ)
                               ,

   24時 間  6.30[31.5  0.siI30.5

   72時 間  8.10 1 40.5  0.80  40・0

 (5)Acety-1-phenylalanyl-d-argininの 豚 膵潰浸液 に依 る分解

 豚 膵のGlycerin水(6:4)潰 浸 液 を用 ひ, PH 7.537。Cに て 作用せ しめ其 の4ccmに 就 き

Formoltitrationに 依 り分解 を観 る。基質 を添加せ ざる酵素液調節液 を樹照試験 となす・

   5ccm O.lMol基 質 溶液(封 照試験には水)

  f1
   2ccm豚 膵潰浸液

   3ccm 燐酸調節液(PH 7.5に 調節す)

               第   5   表

     

 (6)PH 7.8並 にPH 7.O K於 け るAcetyl-1phenylalanyl-d-argininの 精 製Arginaseに 依

    る分 解

 試 験 液 には燐 酸調 節液 を用 ひてPH 7.0或 は7.8に 調 節 し24時 間,37。 に 保置 したる後,

17rease法 に て測定 す・ この場 合 も(1)と 同様に封照試験 を附す・

   4・Occm O.1 Mol基 質 溶液

   8・Occm 燐 酸 調節液(PH 7.0或 は7,8に 調節 す)

   1.O ccm 水(非 賦 活)或 は0.005 Mol硫 酸Mangan(賦 活)

   2・Occm精 製 酵素液

               第   6   表

                  1  言腰 酸量(0.02n-SO4H。 ㏄m)       
基    質 }PH

                       非 賦 活   賦  活

      Acety1・1-phenylalanyl-d-arginin  7.0     0.75       1.10

                   7.8 {   1.20   1   1.76
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(7)精 製Argin,aseのAcylas及 びPeptidase作 用 試験

  i

   10ccm O.1 Mol基 質 溶液

   8ccm 燐 酸 調節 液(PH 7.5に 調 節 す)

   4ccm酵 素 液

試験液5ccm宛 を と りFormoltitrationに て酸値増加 を観 る・(37。,72時 間)・ 封 照試験 と

して基質液 の代 に水 を用 ひ しもの を附 す・

               第   7   表

           基  質 瀧 魏潴 僖翻

         Be。。。1y1、1,。vlgly。、n i ・

         Benzoylgly輅n                       O

         GIycylglycin          I     O.05                      1

         Acetylphenylalanylarginin         ‐0.05
         ●                                                  1

                結      論

 Acetyl-1-Phenylalany1-d-argininはArgininに 比 し肝Arginase作 用 に 依 りて 甚 だ 微 弱 な る 分

解 を 受 る に 過 ぎ す 該 酵 素 作 用 に 封 し抵 抗 あ る も の と な す ・ 依 て 基 質 のu-Amino基 も亦Argi-

nase作 用 に 際 し之 に 意 義 あ る も の な る べ 可 し と想 像 す.

  本 研 究 の 一 部 は 服 部 報 公 會 研 究 援 助 に 依 りて 行 は れ た る も の に 就 き 藪 に 感 謝 の 意 を 表

  す 。
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      化 學 研 究 所 講 演 集 第 拾 輯

       腫 瘍 の生 化學 的研究(A第 八 報)

    家兎癌腫組織 の蛋白分解酵素作用に就 きて

                内 野 研 究 室

         轡學博士 内 野 仙 治

               吉  岡   政  七

 腫瘍の蛋白分解酵素作用,殊 に家兎及び家鶏肉腫Kathepsin(内 野,吉 岡,1937)に 就( ラ)き

ては既に報告せ り・H・Kleinmann(1931)のNepherometrieに 依( コ)るKathepsin作用の比較

研究に依れば,腫 瘍組織Kathepsin作 用は正常實質性組織のそれには及ぱす,之 と非實質性

                       3)
組織 との中間 に あ りと云 ふ叉E・Maschmann等(1933)はH�nersarkom叉M舫sesarkom

に 就 きて悪性腫瘍 組織 の1〈athepsin作 用 は正常組織 に比 し特に増 強 を認 めす,且 つ賦活 に依

る全 活性度 も著 し く大 な らす と稜表せh・

 H.Kleinmann(1931)は 悪(2))性人癌 腫組織 に依 るDiglycin(PH 7,0)又dl-Leucylglycin(PH

                  4)
8,0)の 分解陽性 を報告せしが,吾 等(1935)は 家鶏肉腫Dipeptidase作 用に就きて試験し,

其の程度は肝のそれに及ばす,筋 に近似なるを観た り・尚末期(移 植後十九 日)に 及び,そ の

分解値は更に低下せ り・家兎肉腫Dipeptidase作 用(内 野,吉 岡,1937)は 同(め)動物 筋のそれ

より遙に強く,肝 程度の分解 を示せ り・                   `

                                      3)
 Polypeptidase(dl-Leucyldiglycin分 解)作 用 に就 きて は, E・Maschmann等(1933)の

M舫secarzinom(Ehrlich)叉E. Waldschmidt-Leitz等(1933)のRattencarzinomに 就(5))きて

嚢表 せる分解 陽性成績 とほ ぼ同様 の結果 を得 た り・

 更 に腫瘍蛋 白分解作 用の知見 を接充すべ く,動 物癌 腫殊 に家兎睾丸癌 腫(Brown-Pearce)に

就 きて移植後 三+日 叉 六+日 目の二期 に分 ちて,そ のKathepsin, Peptidase叉Acylase作 用

を観察せ り.

 Kathepsin作 用 に關 して はCystein賦 活 を考慮 し, Casein叉Gelatineの 分 解 作用 を観 察

せ し成績 は第1表 の如 き結果 を得 た り・E・Waldschmidt・Leitz等(1933)のSarkom Philadel(らし)-

phia及 びRat ten-Carzinom Walker 256を 材 料 とせる ものに於 て,壌 死部 増加 に伜 ひKathepsin
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   内野,吉 岡:腫 瘍の生化學的研究(A第 八報)家 兎癌腫組織の蛋白分解酵素作用に就 きて

作用減 弱す と報告 ぜ り・上 述の如 く家兎肉腫Kathepsin作 用 は筋 と大差 な く,肝 よ り遙か に

弱 き ものな りしが,移 植後30日 目の家兎睾丸癌腫(Brown-Pearce)のKathepsiriaktivit舩は

明 に之 を認 め,そ の分解値 はCystein添 加 に依 り更 に著 し く増張せ らる・封照 とせ し正 常睾丸

組織 のKathepsinaktivit舩は 極 めて微弱 にして, Cystein賦 活 に依 り,著 明に稜現す る も,そ

の程度 は癌 組織 に比 し之 よ り低 弱な り,移 植後60日 目の癌組織KathepsinのCystein賦 活 に

依 る全 活性 度 は甚 だ弱 し。

 家 兎癌腫Kathepsin作 用 は同動物肝 のそれ とほぼ同程 度な りと云ふ可 し・

 Diglycin 3ζdl-Leucylglycinの 分 解試験 は表2の 如 く,何 れ も家兎肉腫(内 野,吉 岡,1937(8)()))

同 様 著 明に家兎睾丸癌 腫組 織に依 りて分解 せ らる・短 時聞消化(3時 間)に 於 てはPH 8・0に

最 高分解値 を見 る も,24時 間 後 に於 てはPH 7.0に 最 大酸値増加 を得 た り. dl-Leucyldiglycin

はPH 7・5に 於て著 明に分解 ぜ らる・

 Peptonの 分 解試験 も陽性成 績 を示 し,正 常睾丸組織 の場 合 と大差 を認 めす・

 Glycylsulfanils舫reは 酵 素作用 に抵抗 あh・

 Acylase作 用 は表3の 如 く何 れ も分解 を認 めす,肉 腫組織 と同 じく陰性成績 な り・

 Hal・genacylase作 用 に 關 し て 市 岡( 71937))に依 れ ば Chl・racetylphenylalanin分 解 試 験 は

家鶏肉腫 に於て陽性 を示 し,家 兎肉腫及 筋は陰性 にして,同 動物肝 叉腎は著明 に之 を分解(PH

6・5-7・5)す と云 ふ・家兎癌 腫に於 て も或はか 瓦る特殊性 を示 す に非 すや と試 瞼せ しも,分 解

陰性 に して叉dl-(/.-Bromisocapronylglycinも 抵 抗 を示せ り・但 し正常 睾丸組織の長 時間作用の

場 合 に,NHs・N の 増加 を見 たるは甚 だ興味 ある成績 にして更に その特性に 就 きて研究すべ

し.

                實 験 の 部

 (1)酵 素液:  家兎睾丸に無菌的に移植せし家兎睾丸癌腫組織(Brown-Pearce)の 増殖

せ しものを用ふ。移植後2週 間前後頃より睾丸組織は瀦漫性に癌腫組織化し,癌 腫形成部 と其

の睾丸組織 と分離する事困難な りしが,睾 丸組織と見る可き部分は出來る限 り除去せり・樹照

としては,移 植せざりし健康家兎の睾丸組織を用ふ・移植後30日 又60日 の二期に就 き腫瘍部を

捌出し,之 を細断し,よ く磨潰す(末 期の60日 目のものは注意深 く壌死部 を出來るだけ除去

す)・此の組織粥にその重量の3倍 容量のGlycerin-Wasser(Glycerin 1:Wasser 1の 割に混和

し,o・05%Essigs舫reを 含有す)を 加へ再び能 く磨潰し,細 目飾を飾したるものにToluol

を重暦し氷室に貯ふ・此の潰浸液 を酵素液 として使用す。
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