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3E 贏1  in　 vi い o 　 に お け る 　ATP に 依 存 し た 近 赤 外 光 吸 収 型 ブ

イ ト ケ ロ ム の 分 解

中 沢 　 美 紀 ・佐 藤 　 忍
・

藤 伊 　 正 　 （ 筑 波 大 ・生 物 ｝

　 　 前 隼 慶、　 工』 Ψ ivo に お け る フ ．イ ’
ト ケ ロ ム の 分 解 に っ い て 各 種 隕 審 剤 を 用 い て

検 討 し．．　 フ ィ ト ケ ロ ム ？f τ型 σ） 分 解 は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に 依 存 レ て お り．　金 風

及 び ATP 要 求 性 で あ る こ と を 示 唆 し た。　 こ れ ら の 藤 累 を も ヒ に．、　彜
．
化 ア

．
ラ ス カ ヱ

ン ド ウ の 組 抽 出 液 で の フ ィ ト ツ cr ム ？
’
／
：lr聖 の 分 解 E： 再 現 し．　 プ ロ ．テ ア

ーゼ 検 出、　 精

製 の a9．St．　y 系 の 確 立 を 試 み た。

　 　 L 方 法 」　 黄 化 ア ラ ス 力 エ ン ド ウ
．7
’
S 目 の 上 胚 軸 heok 　 1 ．5cm を 切 り と： り 5分 間

赤 色 光 を 照 射 し、　 等 量 の 　1CDmhl 　
’trlS − HCI ，pH7 ．S ，　 1mM 　 EDTA と と も に 麕 砕 し、

20Q ，OU ・Jx 巳 30 分 の 遠 心 後、　上 満 を Seph 踊 exG
−5D カ ラ ム に か け、　低 分 子 物 質 を 除

去 し た 。 　 こ の G− 50 の 　void 画 分 に 赤 色 光 を 照 射 し、　愚 終 濃 度 5 狂雨 に な る よ う に

ATP を 添 加 し、　 暗 所 　 25 ℃ で イ ン キ ュ ペ
ー

ト し た。　 　 阻 害 剤 実 験 に お い て は O℃、

］t 分 の 阻 審 剤 処 理 の 後、　 赤 色 光 照 射 及 び A’．1
・
P の 添 加 を お こ な い 、　 暗 所 25 ℃ で イ ン

キ
・

ユ
ベ ー ト し たm 　 そ の 後 分 光 学 的、　 及 び 免 疫 化 学 約 に 残 俘 す る フ ・｛ ト ケ ロ ム 量

を 測 定 し た。

　 　 L 絃 果 1 　 分 光 学 的 に 検 出 さ れ る フ ィ ト ク ロ ム 量 の 経 時 的 変 化 は、　赤 色 光 を

照 射 し た 画 分 で 　 AT ？es 加 後 約 30 分 ま で 急 速 に 減 少 し 、　 そ の 後 ゆ る や か に 滅 少 す

る こ と を 示 し た。　 ATP を 添 加 し な か っ た 画 分 に お い て は 赤 色 光 照 射 後 30 分 以 後

に 起 こ る ゆ る や か な 減 少 の み が 観 察 さ れ た。　 こ の 時、　 直TP 添 加 の 有 無 に か か わ ら ず、

反 応 開 始 か ら 30 分 の 時 点 で 残 存 す る フ ィ
k ク ロ ム の う ち 約 90 ％が Pfr 製 の ま ま で あ

っ た。　 ま た、　 赤 色 光 照 射 及 び ATP 添 加 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る フ ィ ト ク ロ ム の

急 速 な 滅 少 は 　ATP 濃 度 に 依 存 し、　 5　mit で 飽 和 に 達 し た。 　 こ れ ら の 現 象 は 免 疫 化

学 的 測 建 で も ほ ほ 同 じ 動 向 逢 示 し た。　 ま た、　 」一の 赤 色 光 及 び ATP 依 存 性 の ブ イ

ト ケ ロ ム の 減 少 は 、　DFP ， 1Eupeptin ，　 an ： ipa111 等 の セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ

タ
ー

に よ っ て 阻 富 さ れ た 。 　 し か し、　）Lp ぬ 廴呈．£ で 効 果 の あ っ た α ，ec
’− dip ン ridy1

は 阻 審 せ ず、　 ま た　 ZnI ←
　 の 添 加 に よ る 促 進 効 果 も 認 め ら れ な か っ た。

　 　 し 考 察 ｝　　 エ』 　vivo 　で の フ ．イ ト ク ロ ム 分 解 へ の 阻 書 剤 の 効
・
果 を も と に 　　 地

y盤 LL9 で の 再 現 を 試 み た。　 今 回 報 告 し た 諸 結 果 も、　，t』 viVO で の 観 察 〔 昨 年 度

報 告 ） も 　〔i 〕 分 光 学 的 及 び 免 疫 化 学 的 に、　 ほ ほ 同 L’： 経 時 的 変 化 を 示 す、　 【iD

赤 色 光 及 び AT ？依 存 性 で あ る こ と、　 ほ ii ｝ DFF 、　 ieupeptin に よ っ て 分 解 が 阻 害

さ れ る こ と、　 等 の 点 に お い て 含 致 し た c 　 し か し、　 金 属 要 求 性 に 関 し て は 　 1』

釁 ⊥ 皇 で は 観 寮 さ れ る の に 対 し て 建 vitrO で は 観 察 さ れ な か っ た。　 こ の こ と に

髑 し て は キ レ
ー

タ
ー−t

が プ ロ テ ア ー ゼ に 薩 接 作 用 し て い る の か、　 そ れ と も 呼 吸 等 の

阻 害 剤 と し て 働 き、　二 次 的 に 分 解 を 阻 寄 し た の か を 考 慮 す る 必 要 が あ る。　 以 上

の 結 果 は フ ィ ト ク ロ ム、　 P貢 の 分 解 に 関 わ る プ ロ テ ア
t−一

ゼ が ATP 依 存 悦 セ リ ン プ ロ

5 ア
ー ゼ で あ る 可 能 性 を 強 く 示 唆 し た 。

　 　 ま た、　 in　 vltro に お い て 、　 フ ィ ト ク ロ ム の 急 速 な 分 解 は 赤 色 光 照 射 及 び ATP

添 加 か ら 32 分 間 観 察 さ れ、　そ の 後 低 下 す る。　 こ の 分 解 速 度 の 低 下 は フ ィ ト ク ロ

ム の 変 性 や、　暗 反 転、　 ホ ス フ
’
ア タ ー セ 等 に よ る ATP の 消 費 な ど が 原 固 で は な く、　 プ

ロ テ ア ー ゼ の 失 活 ま た は、　茉 知 の コ フ ァ グ タ ー 等 の 失 酒 に よ る も の ど 思 わ れ る。

今 後 は、　 こ の 赤 色 光 及 び AT ？依 存 性 の フ ィ ト ク ロ ム 分 解 活 性 を 指 標 に プ ロ テ ア
ー

ゼ

の 績 製 を 進 め て 行 き た い と 考 え て い る。
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