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膵 臓抽 出液 中の蛋 白分解 酵素 なるTrypsin及 びChymotrypsinがNQrthroP1,2}に よつて

結 晶蛋 白質 として報 告せ られ・てゐる。 爾考 の作用特 性 につV・て,NorthropはCasein.一 メ)逐 次

分 解(St・f・n・bb・u)に よつ て も之 を措摘 してゐ るが・ 蜘 こT・yp・ 五nが 血液 を凝固 し・

Chymotrypsinが 乳 汁 を凝 固 するこ とを嚢 見 し,之 に依 つて爾 蕎の作 用 を魎 別 命名 した.夏 に

Bergmam13)は 合 威基質Benzoyl-argininamid及 びBenzoyH-tyごosy1-91ycinamidに 封 す る爾

者 の特 異的分触 作用 を指摘 せ り.

 元 來,藤 抽 出液にお げる蛋 白分解諸素群 と分 泌騰液(お け るそれ との異 同σ)黙につV・て は,

翫 イご研 究 ぜられ て ゐるが(例 へば抽 出液,こ於 てはCarboxypeptidase又Dipeptidase等 を著 明

に誰明 し得 るが,分 泌.i幸液 に於 ては然 らす),抽 出 液 より結晶性 に析 出 したTrypsin及 びChジ

m6trypsinが 分 泌灘液 中に見 られ る酵素 自髄 と如栂 なる煽係 にあ るか)又 繭摩索の作 用特 性及

び賦 沽性 につい て更に知 見 を明 にす るた めに内身教授指導 の許 に以 下の血験 に滋 イ したのeあ

る.

     1.Chy蹴o勧ypsin◎g磯 ・恥a蟻 沁Pの 結 晶 酵 素 の 作 用 に 就 い て ・

 Northropの 方 法 に よ りChymot暫yp3inogen分 劃/こ於 て牧得 した針欺結晶酵i素1てつV・て》櫨

        第一表 Chy斑otr搬sino鎚 恥Fr眺t沁 豆の結晶酵繁の蛋直発解作嗣・

  試験液 ・5ccm基 買溶液(5%C・ ・e三・・P・p乙・・-G・h・或は0,2M・1合 成P・pt…d溶液〉

  十10ccm O,2MoL燐i酸 璽緩衝液(pH 8,3)

  +2ccm結 羅 素液(〔・1)D=1,5iO);全 量20ccmと な して混鞭 ・ ト・け ー・レ下に3粉 解せ しむ・

 劉照 として緩衝液及酵素液のみを試験す・

 2塒 間後,試 灘5・cmに 樋 ・ ・オ・・モー・輔 定による酸i酔0・05・N・OH・(よ つて測定b本

  試験値よ甥 照値を引き却 たる酸値屠加 猿 に郷"・

                酸  値  増  加

            基  質  lccm O,05・}NaOH

          Casein                O,71

          Pp二 〇n-Gehe        l    O122

          HIP岬u「e, l G,01
          Bm・ ・y1-digly}y・m    ,0・03

          Chloracety1-dlgly蓋 》・cin           O,G6

          G!ycyレ91yc量n                  O,07
                     し

                   (1)
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種 の基質 を用 ぴて その活産 を槍査 す るに,絃 晶 は完全には不活性 の扶態 こは存 せす)部 分的 に

活性 を有 しCaseia及 びPepto11の 分 解 を認 めた.第 一一表 に見 る如 くで ある.

 これ は材料 入手 に相 當時間 を要 したため,そ の間 にChymotrypslnogenの 一部が活性化 し,

Chy鵡aotrypsinを 生 じた もので あ らうと考へ られ る。 この部分的 に活性化せ る結 晶につV・て五

同乃至七回再結晶 を繰 り返 す ことに より)殆 ん どカゼイ ン分解及 び乳汁凝固作 用を示 さざ る結

晶Chymotryps三nogenを 牧 得する ことが出來 たので それ に就V・て 目下研究 を進 めて居 る.

        2・Ohy鵬Oむypsinに よ る 飽 ゼ イ ンの 分 解 産 物.

 藤 田4)及 び河原 田5)はう夫 々)Tr量peptidase及 びDipeptidaseを 誰 明 し得 ないTrypsln(Gr並bler)

或 は犬膵液 をカゼ インに作 用せ しめ,そ の分 解産物aノ てLeucin及 びTyrosinを 分 離 した。

ここにはChymotrypsinの 作 用に よつて も亦,ア ミノ酸が遊離せ られ るか 否か を検査 した.

其 の結 果,分 解産物 としてLeUcin叉Tyrosinを 牧 得 した。分解及 び分離 の操作 を略記 すれ ば

以下 の如 し

 109カ ゼ イン(Hammarsten)をm/10燐 酸 翻調節 液50ccmに 溶 か し, pH 7,6と な 』 蛋 白

窒素28mgに 組 當す るChymotrypsinを 加 へ,370Cに 於 て浩化 した.第 八 蟹に勢解液2㏄mを と

り0,05n NaOHて よ りFormo1滴 定 を行ひ酸 誼壌御3,15ccmを 得 た・同 日,蛋 白窒素14m9に 相

當 す るChymotryps量nをi新 た に添加 す,沿 化第十八 日目の酸 値増 加は1,176cmな り.同 日,・蛋

白窒素14mgに 相 當 するChymotrypsinを 新 た に添加 し,滑 化 を糠 績 したが第二十五 日目の酸

値壌加は0,2ccmに 止 る.欺 くの如 くChymotryps量nに ょつ てカゼイ ンを分解b Chymotτypsin

を追 加す る も分解酸笹 の増加 を見 ざるに至つ て分 解液 を敢 り出 し,之 を検 す るに紫駅 の沈澱 を

認 めた。之 を槍 鏡 ずれ ば,無 定形物質の間に,Leucin及 びTyrOS三nに 相 雷す る結晶 を認む。 こ

の沈澱 を濾別 し》濾 液及び沈澱の洗瀞 液 を合 して減堅濃縮 し)析 出せ る結晶 を牧得 す)之 等 を

更 に分 別結晶 塗しめて二部分 に分 つ.牧 鶴 セ る結晶 は夫 々Leucin及 びTyrosinに 相 當す る

結 晶型 を示 し,Leucinに 相 営す るもの は昇 華 し, Tyrosinに 相 営す る ものはM三1io蹴 氏 反鷹陽

悌で あつた.                         ・

      3.膵 液 の 醸 賦 活(騒 醗 撚 雄viey撒9)の 問 題 に 就 い て 」㌧

 腿 液の自賦 看(Spontane Aktiv三erung整 に 關 し,河 原 田・)は酸賦 活及び酸 チステイン賦 活の

現象 を焚見 し,之 を自賦活 の本態 の一知見 として報告 してゐ る。郎 ち)不 活性膵液 をpH 5,0に

於 て37{℃ に一定酵闇 放置すれば活性化 され ることを見 たので ある。

 純 化Chym◎trypsinogenの 活 性化につい ては, NorthrgP:瓜 これ が唯7■rypsinの み に よつ

て滑性化 され,恥terokinaseは 直 接Chymotrypsinogenに 作 用せ す と報告 してゐるが,不 活

性 腿液 の酸賦活 の際 にお け るChym。trγpslnogenの 賦 活につい ては どうで あ らうか・

  a) Chym◎ 触y験siR◎ 悪e取 と酸 賦潭・

 部 分的に活性化 せる Chymotrypsinogen結 晶 につい て再結晶 を五 同繰 返 しき 第二表封照試

                   (2)
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験 に 示 す 如 く,不 活 性 のChymotrypsinogenを 牧 得 し て,本Chymotrypsinogen溶 液 が 酸 賦

活 性 を 示 す や 否(ウ)やを 槍 し 第 二 表 の 結 果 を得 た.本 試 験 の結 果 を 見 る に ・ 不 活 性(サ)膵液 の 場 合 と異

り,Chymotrypsinogen 自臆 ま カ ゼ イ ン分 解 酸 値 の 増 加 を 示 さ す,成 績 は 盟}と 氷 室 に保 存 せ

る も の と 同 値 で あ る.更 にpHの 全 領 域 に 亘 つ て370C保 置 の 試 験 を す る も活 性 の 増 加 を認

           第 二 表 Chymotrypsinogenの 賦 活 に及 ぼ す天 雁 の影 響 ・

 酵 素 液:結 晶Chymotrypミinogen溶 液 ・ 〔r乙〕D=-0,480・

 各pH庫 理 液:2ccm酵 素 液 に0,1ccm緩 衝 液'(Nr・1,2,3,4に はm/5酷 酸 盤, Nr.5,6,7,8に はm/5燐 酸

  堕)を 加 へ ・Nr・9・-1t〕に は0,5ccmO,1%TrypsinD・m/1`〕 燐 酸 轡 溶 液, Nr・11に は0,5ccmO,1%Kinasご2》,

 -m11・ 燐 酸 墾 溶 液 を加 へ,所 定 のpHと な した る後,水 を以 て全 量2,5ccmと な し,24時 間370 C

  に保 置 す(Nr・9を 除 く・).封 照 と してNr.01に は〔},δccm Trypsin液 叉Nr,0?に は0,こccm Kinase液

  の み を,Nr・03に は酵 素 液 の み を加 へ,全 量2,5ccmと な し, Nr・9と 共 に 氷 室 に保 置 す ・

 分 解 液:5ccm 2%カ ゼ イ ンn》,o燐 酸 盤 溶 液}(0,5ccm庭(の)理 液叉 は劉 照 液 を加 へ,24時 間370Cに 於 て分

  解 せ しめ た る後2ccmに つ い てFormo1滴 定 を行 ふ・

 凝 固 試 験 液:10ccm牛 乳(10ccm牛 乳 に1ccm(n1酷 酸 盤1容液(pH㍉,0)を 加 へ た る もの)十1ccm慮 理

  液 叉 は 封 照 液 を加 へ,Kunitz勘 に從 つ て凝 固 時 間 を測 定 す.        .

    1)乾 燥犬 膵臓 液.

    2/D'P・ μldase曜 明 せ ざ る豚4瀞 粘 膜 乾 燥粉 末 ・

    ・) 」・of gen・Physio1・18, 459(U〕3〕)。

          塁1繍 保轡遮 鐙 監 欝
     蝿 聾藷 坐 乙壁 逆 氷室 αo【.型 上.謝2(})

      ず) 0・7βK・ …e握i・ … "・5蜘 (一)

     照 騰 墾i,・ ・ 一 二 攣 一[鰹.一 ㌔ 葡 一 ・1・ 『 τ 芋

           1   3,0   --           0・03    0,04    0,07     (            中 村:結晶 性 蛋 白 酵 素 に 關 す る 硯 究験 に示 す如 く,不活性 のChymotrypsinogenを牧 得 して,本Chymotrypsinq活性 を示 すや否(ウ)やを槍 し第二表 の結 果 を得 た.本試験 の結 果 を見 るに・ 不活性(サ)り,Chymotrypsinogen 自禮 ぽ カゼ イン分解酸値 の増加 を示 さす,成績 は盟るもの と同値で ある.更にpHの全 領域に亘つて370C保置 の試験 をす る も:           第二 表 Chymotrypsinogenの賦活に及ぼす天雁の影響・ 酵素液:結晶Chymotrypミinogen溶液・〔r乙〕D=-0,480・ 各pH庫理 液:2ccm酵素液に0,1ccm緩衝液'(Nr・1,2,3,4にはm/5酷酸盤, Nr.5,6,7, i  堕)を加へ・Nr・9,-1t〕には0,5ccmO,1%TrypsinD,m/1`〕燐酸轡溶液, Nr・11には0,5ccmO -m11・燐酸墾溶液 を加へ,所定のpHとな したる後,水を以て全量2,5ccmとな し,  に保 置す(Nr・9を除 く・).封照 としてNr.01には〔},δccm Trypsin液叉Nr,0?には0,こc(  のみ を,Nr・03には酵素液のみを加へ,全量2,5ccmとな し, Nr・9と共に氷室に保置す 分 解液:5ccm 2%カゼインn》,o燐酸盤溶液}(0,5ccm庭(の)理液叉は劉照液を加へ,24時間3  解せ しめたる後2ccmについてFormo1滴定 を行ふ・ 凝 固試験液:10ccm牛乳(10ccm牛乳 に1ccm(n1酷酸盤1容液(pH㍉,0)を加へたるもの  液叉 は封照液を加へ,Kunitz勘に從つて凝固時間を測定す.        .    1)乾燥犬膵臓液.    2/D'P・μldase曜明せざる豚4瀞粘膜乾燥粉末・    ・) 」・of gen・Physio1・18, 459(U〕3〕)。          塁1繍 保轡 遮 鐙 監 鼎     蝿 聾藷 坐 乙壁 逆 氷室 αo【.型上.謝2(}      ず) 0・7βK・…e握i・… "・5蜘 (一     照 騰 墾i,・・ 一二 攣 一[鰹.一㌔葡 一 ・1・『 τ           、1究.。 _、 lo.03 。.n4 、。。一 L)

     本 試 験 2 4・0 -    ,O・02 0・σ4 0,07 (一)

           3   5・0    -            0・〔〕4    0・04     0,08     (一)

     37[C     ・ 4   6,0   -一 一    37⑰    0,01    α02    〔,,Og     (-)

           野7の 一  iqo4α040・09(『)
           68,0-   -0,01 0,05 0,09 (一)

          },創 ・_  、.軌。2q・5。 」。(一) '                             ●

           8  10・0    -            0,03    0,01    0,06     (一)

       封   9 7,6 「rypsin 氷室  一-一  〇メM  O・15  (一)

          10乙6T,yp,i。  α0■0,04・0,09 (_)

       照ul一 剛3"・,1・1・ ・7・ ・… ・・

                     (3)
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あなV・.之 に甥 しpH7,6κ 於 てKinaseを 加 へ37D Cこ 保 昼 した るbの は微 弱なが ρ,カゼrン

分解 酸値増加 を示 し,又 明rt乳 汁凝 固 と起 し:た,邑[1ら一一一定 ハ反 窓 ノ)みに よる結晶 性Chymotry-

Pginogenの 自賦活現 象は誇 明で きながつた.本 試験 にてTrypsin ll使 用 した ものは影響 が現

れ なかつ た.Kinase及 びTrypsinに 就!・て更に吟 味 して 見たい.          ・

  b)犬 の乾 燥不活性膵液 の酸賦活 と乳 汁渠固 との關係.

 犬 の乾燥 不活性膵液 ♂こ酸 賦活を行へば,pH5,0に おV・ て24時 間 保置 の もの は著 明な る刀セ ィ

ン分解 を示 すが,乳 汁凝 固は甚だ微弱Cあ る.pH5,5-8,0間 の 試験 にr於 ごはCasein分 解 も著

明で あ り,乳 汁凝固 も認 め られるが、後者 は著 しくない.pH6,0保 置 の もの は カゼ インを著明

に分 解 してゐるが,又 乳汁凝 固 も比 鮫的に最 も著 明に現 はれ て ゐ る.
          6

 之 等 の 成 績 ば 酸 活 性 曄 液 の カ ゼ イ ン分 解 能 と,乳 汁 凝 固 能 と の 關 聯 を 思 は し め る も の が あ る

が,pH臥0の 試 験 結 果 に よ れ ば,カ ゼ イ ン の 分 解 と乳 汁 の 凝 固 とが 必 す 一 致 す る と は 者 ひ 難v・.

  C)酸 賦 活 と 他 の 賦 活 剤 に よ る 賦 活 と の 關 係 ・

 犬 の 乾 燥 樺 液 に酸 賦 活 と行 ひ,保 置 時 間 を48時 間(第 四 表)に 延 長 す れ ば,pH6,0保 置 の も の

に は

          第 竃 表 乾 燥 不 活煙 犬脚 夜の酸 遣 活 とカ ゼ イ ン 概 固作 用 。

酵 素 液:0,5%乾 燥 不 活性 犬 膵 液.

島 理 液16ccm酵 素 液 に1ccm緩 衝 液(pH、,6に は酷 酸 堅 叉, pH7,8に は燐 酸 盤)を 加 へnHCI叉 はNa

 叉OHに よつ て 所 定 のpHと な した る後 ・ 水 を以 て全 鵬:10ccmと な す ・

  トル オ6L下 に24時 間,37nCに 保 置後4ccn1を カ ゼ イ ン分 解 に,1ccmを 乳 汁 凝 固 に 使 用 す.

分 解 液:4ccm酵 素 雌 理液 に5ccm 5%カ ゼ イン(0・!Mol燐 酸 囎 を含む)を 加 へ, pH7,6と な し,水

  を以 ご全 量 を10ccmと し トノしオー ル 下 に371℃ に於 て分 解 ・トしむ・2CCmに 就 い て フ オ ル モ 戸 ノL滴定

  を行 ふ ・

凝 固 液:1ccm酵 素 液 にmccm牛 乳GMolのpll5,0酷 酸 換 緩 衝}fセ1ccmにmccm牛 乳 を加 へ た る ものナ

 を加へKunitz6)に 從 つ て螂1時 を測 定 す・

         朧pH翻 、識驚 階 ロ 孚・糊1寺間
         2塒 間 2塒 問24時 間 72時1司(分)pH馬1,

          3   0,0L  O,06  0,14  凝 固 せ ず

          4 {〕1α05}f㌧2 凝( )固じず

          ll;罎1騰 一
              …1耐 ・・i騨} ・・           ・}

                    (4)
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ゼ イン分 解は著 胴 こ現1封 し,乳 汁凝 固 も相當著明 に惹起 ぜられ る.第 三表 の如 く24時 間保置 の

もノ)に於て は,カ ゼ でン分解 はPH5,0に 於 て,乳 汁凝 固 はpH6,0に 於 て最 も著 明で あつ た・

pH5,0課 置 ノ)もの で:よ,之 て比 し分 解 も凝 固 も梢低 値で ある.

 前 述 ノ)酸虚理 案験(;}.b)に よつ て腿液 ノ)カゼ イン分(む)解能 と乳 汁凝 固能(ロ)とが 必(ご)すしも一致 しな

い ことを見たので ある が,一 面1こ結晶 陸Chymotrypslnogen自 燈 に億 酸賦活 の現象 は認 め られ

な か つ た の で あ る か ら(3.a), Chymotrypslnogenの 賦 活 は, NorthroPの 意 見 の 如 く活 毯 化 さ

れ たTrypsin.こ よつ て二次的:τ起 る もの であ らう.腿 液の酸賦 活は一次的 にはTrypsinogenの

賦 活が主 の様 ンこ考へ らlLる.自Pち 酸 還理 寺1濁を48時 聞,τ延 長すれ ば,騰 液 の カゼ イン分解及び

乳 汁凝 固共 にpH6,0保 置 の ものに於 ご, pH 5,0保 置7)も の よ り著 明 となる.こ れ は, pH 6,0

保 置 の もの に於 ては,活 性Trypsinに 依 つ て時間経過 と共 に, pH 6に 於 て不 完全なが ら二衣

的 にChymotrypsinの 増 加が起 り;從 つて そのカゼ イン分解作 用がTrypsinの それ に加 は り,

pH5,0保 置 の もの に於け るよ り大 な る分解作 用 を示 す もの と老へ られ るので ある・

 更 に また,Kinase賦 活 におけ るカゼ イン分解及び乳～卜凝固 の観測 によ り,爾 酵素 の態度 を う

かfふ ことが出來 る.

 即 ち、pH 5,0に48時 間 保 置後,更 に30分 間K{nase賦 活 を行 つた ものに於 ては, Kfnase賦 活

      __ _       一_一_ 一 _ - __一                           、                                                        _暫

        策 四 表 乾 曝不 活 性 犬 膵 叢 の賦 活に ょる カゼ イ ン分 糾 及 び乳 汁 凝 固.

 酵 素 液12,5%乾 燥 不 活 性 犬 膵 液 ・

 虜 理 液:5ccm酵 素 液 に1ccm O,2M」1緩 衝液 を加 へ(Nr.1,2,3に は酷 酸 璽,4,5に 職 燐 酸 盤),所 定

  のpHと な した る後, Nr.4に は1ccm O,狛6KinaseP, Nr。5に はIccml〕,5%Trypsin2,を 加 へ トル オ

  ー ノし下 に48時 間370Cに 保 農 す・                   '

  48時 間 後Nr.2は1ccm{},5%Kinasel)を カロへ て30分 問3〕oCに 於 て賦 活 す ・各 水 を以 て全 量1ccm

  とな し,4ccmを カ ゼ イ ン分 解 に,1ccmを 乳 汁 凝 固 に使 用 す.

 分 解 液:4ccm酵 素 虚 理 液 十5ccln 5%カ ゼ イン(mん 燐 酸 盤(pH7、6)を 含 む)・ 全 醗IOccm  とす

 2ccmに っ い て フ オ ル モ ー ル滴 定 を行 ふ ・

 凝 固液:第 三表 に 示 せ る と同檬 な り.

          酵素鰍 欝 燃 難割 乳欄 時間

       番號pH㈱ 乃瀟 近 薦 膏(分);H前0
        1     5,0               0,'36       L】.0          85'

        2   ク Kina6e追 加  0,56    L41    ,2G'

        3 6の   0,4211,37  8げ

        4     7,6  Kinase      l,45       2,15          5'

      覧 5   7,6 Trypsln    O,25    0,90      54'

                1) 2)第 二表におけると同一.

                    (5)
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に ょ っ て ヵ ゼ ィ ン 分 解 が増 大 す る と共 に 乳 汁 凝 固 時 間 も梢 短 縮 し て ゐ る が,pH7,6に 於 て48時

間 K量nase賦 活 を行 つ た もの に 於 て は,カ ゼ イ ン 分 解 も最 も強 くう 凝 固 作 用 も 最 も著 明 に 現

は れ て ゐ る.Chymotrypsinogenの 賦 活 が 直 接 に は ・Kinaseに 依 らぬ もの とす れ ば,之 れ 等 の

Chymotrypsinogen賦 活 は,活 性Trypsinに 依 つ て 起 つ た も の と 考 へ られ る.

 街,⑫Chymotrypsinogen及 びTryps三nogenの 結 晶 を得 て,更 値 之 等 の 諸 鮎 に つV・ て 實 験 を`

績 行 す る 筈 で あ る.(昭 和+七 年+二 月 四 日化 學 研 究 所 講 演 會 稜 表) ≒

             女    献
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