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魚類孵化酵素 の 阻害剤感受姓

井内一郎 （東大 ・理 ・動物），山 上 健次郎 （上 智 大

・生命研）

Sensitivity　of 　fish　hatching 　enzyme 　to

inhibjしors

IC田 IRQ 　IucHI ，　 KENJ 工RO 　YAMAGAMI

　 金属 プ ロ テ ア ー．ゼの 一
種 で あ る メ ダ カ 鱈化酵素

は ，卩 イ ベ プ チ ソ ，カ イ モ ス タ チ ン ．エ ラ ス タ チ ナ
ー

ル ，ペ プ ス タ チ ソ ，ア ソ チ パ イ ソ の よ う な 細菌性 プ

Pt テ ア ーゼ 阻害剤 で 阻害 され な い 。特に，サ ーモ ラ

イ シ ソ （Zn） や コ ラ ゲ ナ ーゼ （Ca） の よ うな 金属

プ Pt テ ア ーゼ の 阻害剤 で あ る ボ ス ホ ラ ミ ドソ で 阻害

さ れ な い こ とは ，興味あ る問題 で あ る 。

　 キ レ ー
ト剤 の 酵素に 対す る阻害効果を調 べ て み る

と ，
EDTA が 最 も強 く，　 EGTA

，　 IDA の 順 で あ

る。また ，錯体形 成 能 を もつ C・N 一
に よ る阻害の 程

度 は ，IDA と 同 じで あ る。阻害効果の 強さ と安定

度 定数 と の 比較 か ら．EDTA と EGTA と に 同 程

度 の 親和性を示す Ca や Cd の よ うな 金属？，　 CN
一

強 い 親和性を示す Zn ，　Co ，　Cu ，　Fe の よ うな 金 属

は ，こ の 酵素の 活性に 関与し て い な い 可 能性 が示 唆

され る 。 ま た， EDTA 存在下 で阻害され た酵素 の

金属 に よ る活 性 回 復効果 を 調べ る と，Mn と FeS ＋

の 揚合に の み 回 復効果 が 見 られ る 。 こ れ らの 結果を

綜合す る と，メ ダ カ 孵化酵素 の 活性中心 に は Mn が

存在する可能性 が 強い が，再現性 の よ くない 点 を 考

慮 する と，原子吸光等 の 方法に よ b ，酵素内に Mn

の 存在す る こ とが 同定 さ れ る まで は ，結 論 で ぎ一な

い 。

　 さ ら に ，IDA ，　EGTA ，　EDTA の ニ ジ マ ス 孵化 酵

素 に 対す る 阻害 の 程度 は ，メ ダ カ の 場合 と は 異 な

り，こ の 三 者 で 同 じで あ っ た 。 こ の 事実は ，二 t“
一
“

ス 孵化酵素 の 活性 に 関与す る 金属 が メ ダ カ と は 異な

る こ と を意味し，さ らに ，Pike 艀化酵素の それ が

Zn で あ る と い う最近 の 報告 （Schoots　and 　De−

nuc6 ，1981） と も考え 合 わせ る と，魚類孵化酵素の

比較生化学 と い う観点か ら．興味あ る 問題 で あ る。

ニ ホ ン ア カガエ ル 孵化酵素 の 精製と孵 化腺細胞 の 分

化につ い て

阿部則蜷，大図英二 （山形大 ・理 ・生物）

Purfication　of　hatching　enzye 　and 　d…fferentia＿

t置on 　 of 　hatch 三ng 　gland 　 cells 　 in　 Rana ／aponica

NORIO 　ABE ，　 EIJI　OHzU

　 ニ ホ ソ ア カ ガ エ ル （Rana 　 y
’
aPonica ）胚 孵化酵素

の 精製に っ い て は す で に 前回 の 大会 で報告 した 。 前

回 の 精製酵素試料 に つ い て は い まだ単一な Disc 電

気泳動 パ タ ーソ が 得 られ な か っ た こ と か ら．今回 さ

らに 検討を加えた 。

　 ニ ホ ソ ア カ ガ エ ル の 孵化酵素原液 に つ い て 前回 と

同 様 な 方 法 に 従 っ て 精製を試み た と こ ろ 次 の よ うな

結果を得 た。（1孵 化酵素原液 の 67％飽和硫安 に よ る

沈殿分画 の Sephadcx　 G −100 ヵ ラ ム ク 罫 マ ト グ ラ

フ ィ
ーで ，void 　 volu 皿 e 分画 とそれ よ り遅れ て溶

出す る 酵素活性分画 と が得られ た。（2＞Sephadex　G −

100 酵素活性分画 の DEAE −Celluloseに よ る カ ラ

ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーで は ，0．ユMNaCL 溶出分画

に 酵素活性 が 認め られ た 。（3）DEAE ℃ ellulose 酵素

活性分画を回収 し，さ らに 調製用電気泳動を用 い て

酵素 の 精製を 行 な っ た 。そ の 結果，3 つ の 溶出パ タ

ーソ が得られ ，酵素活性 は 第 3 の 溶出分画に 認め ら

れ た 。

　 これ ら の 結果 を 前回 の そ れ と比 較 し て み る と，

Sephadex 　G一工00 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーiこ お け

る void 　 volume 分画 に は 酵素活性は 認 め られず，

か わ りに 第 2 の 溶出分画 ｝こ 強い 酵素活性 が認め られ

た 。こ の 違い が如何な る理 由に よ る もの か は 闘 らか

で な い 。
Sephadex カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー
の 実

験条件 の 違い に よ る もの か 否か を 今後検討 し て 結論

を出 した い 。

　 ま た ニ ホ ソ ア カ ガ エ ル を 材料に し た 実験 で は 孵化

腺劉砲 閉）外言直実験が報告 され て い る （吉 崎，ユ976）。

そ こ で 今 回，我 々 も初期尾芽胚 の 頭額 部 表 皮 の

Barth 濬液中 で の 培養を 試み ，孵化腺細胞が分化 し

て くる こ とを観察 し た 。 今幾，両生類胚の 酵素学的

研究 とあ わ せ て 細 胞学的観察を も計画 し て い る。
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