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　　Aminopcptidases 　of　the　illtestine　of　TiiaPia　nilottl〔〕a　were 　purihed 　by　amnloniunl 　sulfate 　precipitatiol丶 fol−

lowed　by　trypsin　inhibitor−Sepharose4B　adinity 　chromatography ，　DEAE −cellulose めn −exchallge 　chromatography

and 　polyexchanger 　PBE 　94　chrolnatofocusing ．

　　Tw 〔〕 diil
’
erent 　Aminopeptidascs　were 　obtained 　ill　thc　pure　statc 　and 　tentatively　desigDated　aminopeptidase 　I

and 　II．　Each 　of　the 亡wo 　aminopeptidases 　was 　found　to　be　a　sillglc　band　whcl ユ examined 　by　nativc 　pGlyacrylamide

gel　electrophoresis ．　The　pur 丗 cations 　of　amiDopeptidase 　I　and 　II　were 　63− and 　79
−fold　fr〔，nl

　
the

　
crude

　
cxtract ，

respectively ．

　　Ami 。 。P，ptid。・e　l ・nd 　ll　had 　ln ・1・cu1 ・・ w ・ight・f　24D ρ〔〕0 ・・d　300，000，・c・p ・・ti・ ・ly・Ami ・・P ・ptid・・c　I

、h。w ，d　th。　highe、t　acti。ity　at　pH 　7．0 ・ nd 　45
°
C．　Ami ・・P・ptid・・e　lI・h・ w ・d　th・ high・・t・ ・ti・ity・t　pH 　6・5and　50

°

C ．Amin 叩 eptidase 　I　specifically 　was 　found　to　be　ablc 　to　hydrolyze 　Ala−pNA ，　while 　II　was 　found　to　be　able 　to

hydrolyze 　Leuゴ）NA ．

　　Two 　enzymes 　were 　strongly 　inhibited　by　DFP ，　TPCK ，　EDTA 　and 　o
−
phenanthroline ．　The　activities 　of　

two
　
el1−

zvmes 　inactivated　by　EDTA 　were 　regellerated 　by　thc　addition 　of　Zn2
−
，Co2

−
，Mg21and 　Cu ／a＋ ．
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　著者 らは，養殖 飼料 の 開発 に 必 要 な墓 礎的知見を 得 る

た め ，テ ラ ピ ア TilaPia　nilotica の 消 化 管 よ り 各種 消 化

酵素
1−S／・を 単 離 し，そ れ ら の 性状 に つ い て 検討 を 行 って

い る 。 タ ン パ ク質分解酵素に つ い て は す で に 胃か らペ プ

シ ン 様，21 腸 管か ら ト リ プ シ ン 様 お よび キ モ 1一リ プ ン ン

様プ ロ テ ア
ーゼ ，fi／’さ らに 前 報

別
で は 腸管 か ら 3 種 の カ

ル ボ キ シ ペ プ チ ダーゼ を そ れ ぞ れ分離，精製 し，そ の
・
「生

状 に つ い て 報告
．
した。

　本 研究 で は，テ ラ ピア 腸管中 か らア ミノ酸生成 に 関与

す る 酵素 と して，前報
8〕

の カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダーゼ 以 外

に ア ミ ノペ プチ ダーゼ ｝舌性 を 検出 した の で ，そ の ア ミ ノ

ペ プ チ ダーゼ を分 離 ，精製 し，・「生状 に つ い て 検討 を行 う

こ と を 目的 と した。

実 験 方 法

　試料　体 長 約 30cm ，体重 約 ユkg の テ ラ ビ ア か ら腸

管 を採 取 し，腸 管 の 内容物 を生 理 食塩水に て 十 分 に 除 去

した後 ，− 80℃ に 凍 結 保 存 し適宜 実験 に 供 した。

　粗酵素 の 調製　試 料 20g に 冷ア セ 「
・
ン （

− 20℃ 〕 を

加 え ，ホ モ ジ ナ イズ 〔ワ
・一

リ ン グ ブ レ ン ダ
ー一・5，000

rpm ，5 分 間 〕 し，ろ 紙 に て 吸 引，濾過 して 脱脂 処 理 し

ア セ トン パ ウ ダ
ー− 19 を調 製 した。こ れ に 0．1M リ ン 酸

緩衝 液 （pH 　7．0） 100　mL を 加 え ホ モ ジ ナ イ ズ （ヒ ス コ

トロ ン ．J
「

，OOO　rprn ，5 分 聞 ） し，4 ℃ で 3 時 1嗣撹拌抽 出
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後，遠心 分 離 qo ，ooo　×　g ，15 分間，4 ℃ 〕 し，上 澄液

を抽 出 液 とした。こ の 抽出液を硫安塩析 （α5 飽和） し

て 沈殿画 分を 分取 し，20mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．0〕

｝こ て 1容解，透わ↑し粡．酵素液 と した 。

　酵素活性の 測定　基質 に は L一ロ イ シ
．
ン P一二 卜〕 ア ニ

リ ド　〔Leu −pNA 〕 を 用 い た 。10mM 　Leu 一ヵNA 溶 液

（0．1M リ ン 酸 緩 衝 液，　 pH 　7．0 に 溶 解 ）0．51nL に 酵 素 液

0．5mL 　9；：　JJlrえ ，40℃ に て 10 分 間 反 応 を行 っ た 後 ，30

％ 酢 酸 溶 液 1．OmL 加 え，410nrriの 吸 光 度 を 測 定 し

た 。な お，酵 素活性 は 40℃，1 分 聞 に 1μmol の p一二 ト

ロ ア ニ リ ン を遊離す る 力価 を 1 申位 と した。

　タ ン パ ク 質 の 定量　タ ン パ ク質 の 定量 は，Lowry 法

の 改良法
m

に て 行 っ た、、

　 トリプ シ ン イン ヒ ビ タ
ー・セ フ ァ ロ

ー
ス 4B ア フ ィ ニ

テ ィ
ー

クロ マ トグラ フ ィ
ー

　前報
21 と同様 に ，臭化シ ア

ン 活
・「生化 セ フ ァ 凵

一
ス 4B （7 ア ル マ シ ア ネ1：製 ） に ト IJ

プ シ ン イン ヒ ビ タ
ー

〔大 V：由来，シ グマ 仕製） を カ ッ プ

リ ン グ さ せ ，常 法
m

に て ゲ ル を調 製 し た。そ の 調製 し

た ゲ ル を 20mM リン 酸 緩 衝 液 （pH 　7，0） に て 平 衡化 さ

せ た 後 ，カ ラ ム 〔1．5 × 14cm ） に 充 填 し，こ れ に 粗酵

素液を 添加 し た D 溶1．「．iは ，前述 の 緩 衝 液 〔pH 　7．0） 150

mL お よ び 0，01　M 塩酸溶液 1501nL に て 行 い ，溶 出 液

は 5mL ず っ 分取 L ，280　nm に お け る タ ン パ ク質の 紫

外部吸 収 お よび ア ミノペ プ チ ダー一
ゼ 活性 を 測 定 した。

　 DEAE 一
セ ル ロ

ー
ス イオ ン 交換 ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

20　mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．5） で 平衡化 した DEAE 一セ

ル ロ ー一
ス カ ラ ム 〔1、5x18cm ） に ア ブ ／ 二 ．テ ィ

ー
ク 1」

マ トグ ラ フ ／
一

に よ り得 られ た 活 性 画 分を 前述 の 緩衝液

に て 透 析 後 添 加 し，同 緩 衝 液 100mL を 流下 し た 後 ，
0．1，0，2 お よ び 0．3M 旭 化 ナ ト リ ウム を 含 む 同緩衝液 を

各 100mL 用 い て 溶 出 した
。

　 ク ロ マ トフ ォ
ー

カ シ ン グ ボ リ バ ヅ フ ァ
・．一

交換体

（PBE94 ，フ ァ ル マ シ ア社製）を 25　mM イ ミ ダ ゾー
ル
ー
酢

酸緩衝液 （pH 　6，5） で 緩衝化 した 後，カ ラ ム （1．2 × 18

cm ） に 充填 した。溶出は ポ リ バ ッ フ ァ
ー74一塩 酸 溶液

（pH 　4，0）180　mL で 1∫．っ た。

　純度検定　デ f ス ク 電気泳 動法
111

に よ り 純 度 検 定 を

行 っ た、t

　分子 量 の 測 定　前 報 S）と 同 様 に ゲ ル ろ 過 ｝k・］L’1お よ び

SDS −PAGEI ：・・，
に よ り測 定 した。な お ，ゲ Jレろ 過 法 は 20

mM リ ン 酸緩衝 液 （pH 　7．O！ で 平 衡 化 し た セ 7 ア デ ッ

ク ス G −200 カ ラ ム （1．5 × 90cm ） に 酵素液，分丁
・
量 既

知の 標 準 タ ノ パ グ 質を 添 加 し，同緩 衝 液 に て 溶出後，標

準 タ ン パ ク 質 との 溶出位胃の 比較 にて分 子量 を推定 した 。

SDS −PAGE は 試 料 （0，1mg ） を SDS 処 理 し た 後 ，分

離用 ゲ ル （10％ ポ リア ク リ ル ア ミ ド，pH 　8．3〕 に 添 加

し．一・
定電流 〔8mA 〆tul〕e 〕 にて 泳 動 を 行一

） た n

　等 電 点 の 測定 　前報
S1

と 1司様 に 電 気 泳 動 装 置 〔［ トフ

オ ア ，日 本バ イ オ 。ラ ッ ドラ ボ ラ ト リ
ーズ 社製，pH 餅

10） を 使用 して ，等電点電気泳動 （4CC，300　V ，4時間）

右ゴ彳∫一っ ≠二。

結果および考察

　酵素の 精製

　 粗
．
酵 素 を ト リ ブ ン ン イン ヒ ビ タ

ー・セ フ ァ u ・一ス 4B

カ ラ ム に 供 した 結 果，Fig．1 に 示 した よ う に，ア ミノペ

プ チ ダー一ゼ 活 性 は 未 吸 着画 分 に溶出 した 。 トリ プ シ ン 様

プ ロ テ ア・一ゼ は 吸 着画 分 に溶 出 さ れ るellこ とか ら，こ の

繰 作 に よ りア ミ ノペ プ チ ダ・．一ゼ と トリ プ シ ン 様 プ 卩 テ

ア
ー

ゼ を分 離で きた。

　 次 に こ の 画 分 に つ い て ，DEAE 一
セ ル ロ ース ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に て 精製 した 結果，Fig．2 に 示 した よ うに ，

活性 は 主 に 0．1M お よ び 0．2M 塩 化 ナ i・リ ウ ム 溶 液 画

分 の 2 画 分 に 溶 出 さ れ た。各 々 の 活 性 比 率 は 2 ；3 で あ

り，各 画 分 を 1 お よ び Ir画 分 と した、、両 画 分 を脱 塩 後，

ク 凵 マ ト7rt ．・．一カ シ ン グ に て 精製 した と こ ろ，　 Fig．3 に

示 し た よ う に ，1 お よ び 皿 画 分 よ りそ れ ぞ れ pH 　5，9 お

よび pH 　5．7付近 に 各 々 1 っ の 活性 画 分 が 得 ら れ た。こ

の 2 画 分 に つ い て デ ィ ス ク 電気泳 動法に よ る 純度検定

の 結 果，そ れ ぞ れ 単
一な タ ン パ ク質バ ン ドを示 し高度に

精製 され て い る こ とが認 め られ，それ ぞれ をア ミ ノペ プ

チ ダーゼ 1お よび a と した 〔Fig，4）。

　以一ヒの ア ミ ノペ プ チ ダ・一
ゼ の 精製結

．
果 を Table　1 に 示

した、，ア ミ ノ ペ プ チ ダー
ゼ T お よ び 皿 は ．抽出 液に 比 べ

比 活
・
「生は 各 々 69．5 倍 お よび 67．1 倍 に 」冒 し，活性 回収
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Fig．1．　A 丗 11ity　chromatography 　Qf　an 血 opep 亡idase　fronl

　 Tilai）融 intestine　Qn 　a　Trypsin　inhib辻or ・Sephar 〔｝se 　4B

　 column ．　Crude　 enzymc ，　 after 〔NILL 〕2SO4 　precipita−

　 tion，　was 　applied 　on 　a　Trypsin 　inhibitor−Sepharose　4B
　 colunm （1．5 × 14cm ）cquilibi

’
ated 　with 　20　mM 　phos−

　 phate　buffer〔p 卜｛7．D）、Thc 　erlzylne 　was 　eluted 　with 　2〔l

　 InM 　phosphate 　buffer（pH 　7．｛〕〕．．．，　protein （absor −

　 bance　nt 　280 　nln ｝；
一●一，　 aminopepticlase 　activi 亡y；

一，
　 poo ］ed 　fraction、
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Fig．2．　Ion−exchange 　chromatography 　Qf　aminopeptidase

　 from ヱ
’ilapia　intestine　ol ］DEAE −cellulose 　column 、

’
1
’
he

　 active 　fractioll　of　trypsin　lnhibit〔｝r−Sepharose　4B

　 cQ ！umn 　was 　applied 　on 　a　DEAE −cellu且ose　column 〔1．5
　 　× 18cm ） equilibrated 　with 　20　mM 　phosphate　bu伽 r

　 　（pH 　7．5）．The　enzynle 　was 　eluted 　stepwisely 　with 　400
　 niL 　of　O　to　O．3　D 猛NaCl 　in　the　sume 　bu11br．．．．，pro亡ein

　 　（absQrbance 　at 　280　nm ）；
一
●
一，　aminopeptidase 　activity ；

　
一，pooled　fraction．

率はア ミ ノペ プ チ ダーゼ 1 が 11％，皿 は 21％ で あ っ た。

　精製酵素 の
’1生状

　1．pH 　Mcllvaine 緩衝液 （pH 　5．0−7，5），ト リ ス
ー塩

酸 緩 衝 液 （pH 　7．5−8，5） お よ び ホ ゥ 酸緩衝液 （pH 　8．5−

10，5） の 各緩 衝 液 を用 い ，最適 pH お よ び pH 安定 性 を

測 定 した （Fig．5）。

　ア ．ミ ノペ プ チ ダーゼ 1 お よ び ∬ の 最適 pH は 各 々 pH

7．0 お よ び pH 　6．5 で あ 一．
、 た 。 イ

「
ノ シ 内 臓 （pH 　7．0 〜

7．5），川 ブ タ小 腸 〔pH 　7．0，　pH 　8、0），T51
・
ウサ ギ 腸管 （pH

7．0，pH7 ．5〕，15：： ヒ 1．・小腸 （pH 　7．0），161 ラ ソ ト小腸 （pH

8．0），17：．南極 オ キ ア ミ （pH 　8．4）18｝の 各ア ミ ノペ プ チ ダ・一

ゼ の 最適 pH は 中性 また は ア ル カ リ性 で あ る の に対 し，

本酵 素は 中 性 また は や や 酸性側で あ っ た。両酵 素 は pH

5．0 で も最 大 活 性 の 約 60％ を 示 した が，pH 　9．0 で は 40

〜30％ と低 か っ た 。

　ま た ，両酵素液 を．各 pH に て 処 理 〔40℃，30 分間 ）し，

pH 安 定性 を 調 べ た と こ ろ，ア ミ ノペ プ チ ダー
ゼ ⊥は

pH 　6．5〜9．O，ア ミ ノ ペ プ チ ダーゼ 皿 は pH 　6．5〜8，5 で

安定 で あ・
／） た 。

ア ミ ノペ プ チ ダ
ー

ゼ 1 は pH 　10 ．5 に お

け る 残存活性 が 約 70％ を示 し，ア ミ ノペ プチ ダーゼ 皿

に 比 ベ ア ル カ リ性 域 で の 安定性が 高 く，酸性 域 で は ア ミ

ノペ プチ ダ
ー

ゼ 皿 に比べ や や 安定性 が 低 か っ た。両 ア ミ

ノペ プチ ダ
ー

ゼ は南極 オ キ ア ミ 〔pH 　6〜9．4），TS／ コ イ 筋

肉 （pH 　6．5〜8．0）IY］
の ア ミ ノペ プチ ダー

ゼ と同様 な plI

安 定 性 を 示 した が ，イ ワ シ 内蔵 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
・一

ゼ

（pH 　4．O・− 9．O）14・／に 比 べ そ の 安定 域 は や や 小さか っ た。

　2．　温 度　各温．度 に お け る 活性　（1 ： pH 　7．0，．11：

0，3
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Fig．3．　 Chroma亡ofocusing 　of 　aminopeptidases 　from　1
’iia．

　 pia　intestine．　Tlle　desalted　 enzymes 　of　DEAE −cellu ・

　 tose　aotive 　fractkm （I　and 　ID　were 　applied 　on 　a　poly・

　 exchanger 　cQlurlln （PBE94 ，1．2　x 　18cm 〕equilibrated

　 with 　25　mM 　imidazole・acetic 　acid 　buffcr〔pH 　6、5〕，and
　 then　the　enzymes 　were 　eluted 　wlth 　polybu工琵 r　74−HCl

　　〔pH 　4．〔，），　 respec 亡ively．（A），　 acLive 　frac仁ion　l　 of

　 DEAE ．cellulose 　 column ； 〔B ／1，　 active 　fraction　II　 of

　 DEAE ．cellulosc 　 colunln ．．．．，　protcir1（al〕sorbance 　 at

　 280nm ）；
一
●
一，　aminopeptidase 　activity ；

一．pH ．

　　（一 ）　 　 　 　　 　 　 　 （＋ ）

騾韈轗鞴
Fig．4，　Disc−polyacrylamide　gel　 electrophoresis 　 of　tlle

　 puri 且ed 　aminopeptidases 　from　Tilapia　intestine．　The

　 puri五ed 　enzymes 　I　and 　II 〔0，l　mg 〕were 　applied 　t（エ 10

　 ％ polyacrylamide 　gel （pH 　8．3）．The 　gel　was 　sLained

　 for　protein　with 　Coomassie　brilliant　blue　R −250 ．

pH 　6．5） お よび 各 温 度 で 1 時 間 処 理 後の 残 存活 性 を測

定 （「 ；pH 　7，0
，
40℃ ； 1 ：pH 　6．5，40℃ ） し，最 適 温

度 お よび 温 度 安定性 を 求め た CFig．6）。ア ミ ノペ プ チ

ダ
ー

ゼ T お よ び 1 の 最適温 度 は そ れ ぞ れ 45℃ お よ び 50

℃ で ，ブ タ 小 腸 （40℃，50℃ ）
15／’

ア ミ ノペ プ チ ダーゼ と

ほ ぼ 同様 で あ っ た 。また，ア ミ ノペ プチ ダ
ー

ゼ 1 お よ び

11の 活性 は そ れ ぞ れ 45℃ お よ び 50℃ 以 下で 安 定 で あ
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Table 　1．　Sulnrnary　of 　puri且cation 　pmces ＄ Qf　arninopepti −

　　dases　of 　Ti
’
1‘ψた〜intestilユe

Sta，gt’

Cn 匸de 巳x匸ac ご
kI

50％（NH 斗  SO モ pretipit．at．e
Trypsin　iuhibituT．．suphar ｛〕se　4B
A［τ】ir】o｝｝∈1）しiし1asL，　　I
　 DE ．へE．cellulose
　Clroma 【．匸〕1

．
OCusing

Aminopeptidnse ．目：
　 DEAE ．ce ］lulose

　 Ch「。mutUf 。じusing

羅 癌臨溜畿 鞴 丁瑠：il
314．7　　・1呂72
110．2　　 39S482

．4　　 362015

．5
：．16．243
．91

．〔，　　　1002

、3　 　　 822

．8　 　　 74

1、5　　　ア99　　　　 532．［i　　　 34．．5
〔
．
，．5　　　539　　　　107B．D　　　　69．56111

3．6　　 15．雪1　　　　 428．1　　　　2
’
i
．．6　　　　32

1．0　　 10・．Ll〕　　　 1．［：b4U．U　　　 67．1　　　 21

sl
　Accしo［le．powder （，f　tilElpia　illtestille〔20　g ：；was 　used ．

（A ） （B）

ODー

呂o

（
承）

　

　

60
　

40

倉
壱り
謬
三螂
歪

29o

（A）

00180
〔
ぎ∀

6040

（H
百。
霧〉
焉【
毟

20o

（B）

Stabillty

．LL 、
56799101156T89

且O 且L

　 　 　 　 　 pH 　　　　　　　　　　　　　　　　 pH

Fig．5．　EII毎cts　of 　pH 　on 　the　activi 亡y　ar1 （I　stability 〔｝f　the
　　purihed　al 皿 inopeptidases　froln　TtlaPiα 　illtestirle．
　　Bu 臨 rs　used 　were 　O．IMMcllvaine 　buffbr（pH 　5．0−

　　7．5），0．1MTris −HCI 　buffer（pH 　7．5−8．5）and 　O．1　M
　　borate　buffer（pH 　8．5−10．5〕．〔A ｝，　Optimum　activitv ：

　　the　reaction 　was 　carried 　out 　for　10　minwith 　pH 　a1亡era ．

　　tion （at 　40℃ ）．（B ｝，Stability　against 　pH ：the　enzyme

　　was 　prelncul〕a 亡ed 　at 　various 　pH 　at　40℃ for　30　min 　alld

　　the　remail 加 g　activity 　was 　determined 〔at 　40℃ for　lO
　　min ）・●．．．．　aminopeptidase 　I； ▲

一，　aminopeptidase 　II．

り，60℃ で は ア ミ ．ノ ペ プチ ダ
ー

ゼ 1は 40％，ア ミ ノ ペ

プ チ ダーゼ llは 50％ の 活性が 残 存 し，70℃
．
で は両 酵素

の残存活性 は 約 20％ で あ っ た 。

　 3．分 テ 量 お よ び 等雹点　セ 7 ア デ ッ ク ．ス G −200 に

よ る ゲ ル 濾過 法 お よび SDS −PAGE にて ，分 子 量 の 測 定

を 行 っ た 〔Fig．7 ）。ア ．ミ ノ ペ プ チ ダ
ー

ゼ 1 は 約

240，000，ア ミ ．ノペ プチ ダ・．一ゼ 1 は 約 300，000 と推 定 さ

れ，ア ミ．ノペ プ チ ダ
ー．一

ゼ 1 は ブ ク 小腸ア ミ ．ノ ペ プ チ ダ・一

ゼ （245，000），L5：：
1
と 同程 度 の 分 了・量 で あ り，1 は イワ シ

内 蔵 ア ミ ノ ペ プ チ
．ダー

ゼ （370，000，320，000 ）
141i

　，！tりゃ

や 小 さ か っ た。ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー

ゼ 1 お よび 1 と もにゲ

ル 濾 過 と SDS−PAGE の 測 定値 が
一

致 した こ とか ら，．一

木 鎖 の ポ リペ プチ ドと考え られ る。ア ミ ノペ プチ ダーゼ

は 2 量 体
．
また は 4 量体 が 多 い が，魚類の 消化管 か らの

ア ミ ノ ペ プ チ．ダーゼ に つ い て は 今 まで 報告 が み られ ず，
単量体で あ る こ とは 木 酵素の 特性 と考 え られ る。こ の 点

P．0　　30　　　40　　50　　　60　　了0　　20　　30　　4け　　50　　GO　　TO

　 　 　 Temperature　（℃ 〕　　　　　　　 Temperature　 （℃ ）

Fig．6．　Efiをcts　of　temperature 〔）n 亡he　activity 　and 　stabili−

　　ty　of　the　purified　aminopeptidases 　froln　1
「
ilaPia　Tntes一

　　仁ille．（A ），Optinlum　act：ivity： the　reac 亡ion　was 　carried

　　out 　for　10min 　with 　tempera 亡ure 　al亡cratj．on （at　I，　pH
　　7．0；II，　pH 　6．5）．（B），　S亡ability 　aguinst 　temperature ；

　　thc　enzylne 　was 　preincubaLed　at　various 　temperatures

　　a亡pH 　7．Oor　pH 　6．5for　30　min 　and 　the 　remaining 　ac 亡iv−

　　ity　was 　determined 　（at　 40℃　for　．10min）．　●一，
　　aminopeptidase 　I；　．△一，　aminopeptidase 　II．

6

5、8

£
5・6

乙

35、4

5．2

5

5．75

．55

．31594
（
≧
Σ）
094

．7454

．3

22 ．533 ．5445
　 　 　Etution　volume 〈！oid　volume

5

00 、10 ．2D ．3RfO ．4050 、6

Fig．7．　Estimation　 of　molecular 　weight 　of　the　p しirified

　　aminopeptidases 　 from 　TilaPiα intestine，（A ），　 Gel

　　tiltration　 with 　 a　Sephadex 　G−200　 column 　（1．5 × 90

　　cm ＞ equiUbrated 　with 　20　mM 　phosphate 　bu旋 r （pH

　　7，0）．1，亡hyrog1‘エbulin；2，　ferrit．in；3，　catalase ；4，　a 且do．

　　1ase．（B ），SDS −PAGE ．8％ gel；1，しhyroglobulin；2，　bo−

　　vine 　serum 　　alburrLin，　3，　ca1 ：alase ；　4，　lactate　de・

　　hydrogenase；1，　amillopcptidase 　I；II，　aminopeptidase
　 　ll．

0．7
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Table 　2．　Effピct　 Qf　 vari エ，us 　 reagen しs　 on 　 the　 activity 　 of

　 aininopeptidases 　of　TilaPia　intestille

Reagent （1mM 〕

Relative　activity 〔％ 〕
．
　 I　　 　　 　 　 I

NOIIeDFP

判

TPCK ＊z

σ
一Phenanthroline

EDTA 鮒

PCMB ＊斗

L−Cvstcillc
2−Mercaptoethanl ）l

TLCK ＊ 5EPNP

輔

CH21COOH

STI ＊ 7 「：100 μgゼmL ）

COD ”1＊ E
（1〔｝0 μg〆lnL ：1

08524534109760

　

12454776899

1 02806509603880

　

1

　

255478999

1

The　enzyme 　was 　prein匚二ubated 　with 　l　n1M 〔，f　various 　reagents 　at 　4C）

℃ fDr　30　min ，　and 　Llle　rcmainillg 　activity 　was 　determilled．
＊1DFP

：diisopropyl　flu〔，rophDsphate
耀TPCK ： 」〜

Ltosy1 −L−phellylalanjllc　chk ｝r〔〕me しhyl　ketnn．
s−uEDTA

： ethyLenediaminetetraace し正c　acid ．
宰1PCMB

ψ
一chk ，r【，mercuribcnzok ： acid ．

＊5TLCK
：N 一亡esyト L −lysille　chlorQmethyL 　keしon ．

＊／／ EPNP ： L2 −epoxy −3−Lρ一nitrol ）hcnoxy〕pr〔，pane、
＊ ／ s〔〕ybean亡rypsin 　inlhibitQr．
ss 　chikem 〔，vo ［11しLcoid ．

に つ い て は 他 の 魚 類に つ い て も今後研 究 を進 め る予 定 で

あ る。

　等 電 点 は ，ア ミ ノ ペ プ チ ダ ーゼ ⊥ が 1）15．　．7， 且 が

PIJ「 ．5 で あ り，イ ワ シ 内蔵 ア ミ ノ ペ プチ ダ
ー一

ゼ （Pl4．1，

PI4．8）14
’
1

に比 ベ ア 1レカ リ 側で あ っ た。

　4．各 種 試 薬の 影響　酵素液 に 各種 試 薬を ユmM に な

る よ うに 加 え ，40℃，30 分間 処 埋 した 後，残 存活性 を 測

定 し た。活性 は試薬無添加 の 活 1生値 を 100％ と し ，相

刈
．
活
・1生で 示 した （Table　2）

。 両ア ミ ノペ プチ ダーゼ とも

o
一
フ ェ ナ ン トロ リ ン お よ び EDTA に よ・．、 て 残存活性 が

太 き く低 ドし，他の ア ミ ノペ プ チ ダ
ー

ゼ と 同様 に 金 属酵

素 の 性質 を 示 した。ア ミ ノペ プチ ダ
ーゼ 1 お よ び 1 は

DFP に よ り著 し く阻 害 さ れ ，ま た ，　 PCMB ，　L一シ ス テ

イ ン に よ っ て も阻 害 さ れた こ とか ら，活性の 発 現 に セ リ

ン な ら び に シ ス テ イ ン 残 基 が 関 与して い る こ とが 推 察 さ

れ た。ま た，両 酵 素 と も コ イ 筋 肉
蜀

お よ び ボ ラ 卵 巣
21：1

の ア ミ ノペ プチ ダー一
ゼ と 同 様 に TPCK に よ っ て 阻害 さ

れ，こ の こ とか ら本ア ミ ノペ プ チ ダ
ー

ゼ は ，活 性 発現 に

ヒ ス チ ジ ン 残．基 も関与 して い る と 考え ら れ た。ま た，2

一
メ ル カ プ トエ タ ノール に よ り活 性 が 約 70〜50％ 阻 害

され．ジ ス ル フ r ド結合が 活性 発現 に 必 要な 構 造 の 維 持

に 関 与．す る こ とが 示唆 され た 。

　 ア ミ ノペ プ チ ダ
ー

ゼ 1 お よび 1 は，EDTA ，　o一フ こ
・．．ナ

Table 　3．　Ett巳ct 　of 　dlelating　agentson 　aininopeptidase 　ac・

　 tivity　of　TilaPia　intes巨lle

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　Relative　activity （％ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 じロ
　　　

Reagent
　 　 ・mM 、 　 ⊥

．．
皿

．−

　NQnc 　　　　　　　　　　　　　　　　　 IOO　　　　lOO

　 EDTA 　　　　　　　　　　　　1，0　　　　　 44　　　　 26

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L5 　　　 　　16　 　　　　0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2，0　　　 　　 0　 　　　　0

o
−Phenanthroline O．20

．5L
〔〕

2，0

822075

つ一

4000／

The 　 enzyme 　w とts 　prcincubated　 witll 　 some 　 conce 庶 蹴 ti〔m 　of 　EDTA

and 　o−phenanthroLine 　a し
・1−0’C　for　30【nin ，　alld 　the　rc 丁naining 　ELctil’itY

was 　deternninc〔］．

ン ト Lコ リン に よる 阻害 の程度 に 差異が み られ た 。 そ こ で

両 酵素 を EDTA 〔1〜21nM ）お よび o
一
フ ．T．ナ ン ト冂 リ

ン 〔0．2−．2mM ）に て ，40℃，30分 闘 処 埋 し，残 ：仔活性

を 測定 した 〔Table　3）、t その 結果 は EDTA ，　o一フ ェ ナ ン

トロ リン 無添加 の 活性 値 を 100 と して 相 対擠性 で 示 し

た 。EDTA に よ っ て ア ミ ノペ プ チ ダ
ー

ゼ 1 は 2，  mM

で ，ア ミ ノペ プチ ダ・一ゼ 1 は 1．5　mM で 完全 に 阻害 され

た。ま た ．O
一
フ ェ ナ ン トロ リ ン で は ア ミ ノベ プ チ ダー．一ゼ

1 は 2，0mM で ，ア ミ ノペ プチ ダ
ー

ゼ 皿 は 0．5　mM で 完

全 に 阻害 され た 。 ア ミ ノペ プチ ダー一
ゼ ffは 1 に 比 べ 両 キ

レ
ート剤の 影響 を受 け やす か っ た 。こ の こ とか ら．ア ミ

ノペ プチ ダー一ゼ 1 は 1 に比べ 活性中心 の 金 属 とボ リペ プ

チ ド鎖 の 結 合 力 が 小 さ い も の と推察 さ れ る。な お ，

DFP ，　PCMB お よ び EPNP に よ’
：， て ，両 ア ミ ノペ プ チ

ダ・一ゼ の 活性 が 阻害 され た こ とか ら，セ リ ノ ，シス テ イ

ン お よび ア ス パ ラ ギ ン 酸残 基 が，活
・
「生中心 の金属 との キ

レ
ー・

卜結 合 に 関テし て い る もの と考 え られ た。

　5．活
・
「生の 賦活状態　Table　3 の 結果 を基 に して ，ア

ミ ノ ペ プチ ダーゼ 1 お よ び Ii．に EDTA を 2、OmM お よ

び 1．5mM とな る よ うに 添 加 し失活 さ せ た後，各種金属

を 添加 し活件 回 復 に 対 す る 影 響 を 調 べ た、、EDTA 無 添

加 の活性値 を 100 として 相対活性 で 示 した （Table　4）。

　両酵素 と も活 性 は Zn2
亠

に よ・
：， て 84〜61％，Co2

°
で

は 79〜50％，Mg2 〒
で は 60〜52％ ，

　Cuz 」
で は 44 〜20％

回 復 した 。エ ゾパ フ ン ウ ニ
22 ：1 の ア ミノペ プ チ ダーゼ は

Co2＋ ，Mg2 ＋
で ，南 極 オ キ ア ミ

］s：1，コ イ筋 肉201 お よ び イ

ワ シ 内蔵 Lll
の ア ミノベ プチ ダー一ゼ は Co2＋で 活性 が 回 復

さ れ ，本 酵 素 と同 様 で あ っ た 。 な お，ラ ッ ト小腸
1η ア

ミ ノペ プ チ ダー
ゼ の 活 性 中心 は Zn2 ＋

で あ り，本 ア ミ ノ

ペ プチ ダーゼ も活 性 の 回 復状態か ら前報 の カ ル ボキ シペ

プ チ ダーゼ と同様，活性 中 心 に は Zn2 ト
を も つ

．
m ！k
’LE’「生が

．
考え ら れ た。
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Table 　4．　Activi仁y　restoration 　from　inactivated　alninopep ・
　 　 tidases　with 　EDTA 　bv　thc 　addition 　of 　rrietal 　ions

　　　 　　　　 　　　 　　R．elative 　activity し％）
＊ tt

　　Reagen亡　　　　　　　　　　　　
一．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ［　　 　 　 　 　 　　 　 　 II

　 None 　　　　　　　　　 100　　　　　　　　　／00

　 EDTA 判
　　　　　　　　　 0　　　　　　　　　　 0

Znz＋

Co2 ＋

Mgi　
ICu2

…

CaZ＋

NiZ＋

Fe2…

Cd2！

Pb2．1．

4904350008．
76431

102000000
16552

祠 The 　c 〔mcentrati 。1〕 ol
』
EI）TA 　was 　2、OmM 〔｝f　and ］．5rnM 　for ］J．

’
．’
TlleEDTA −trcatedenzyine − ・aspreincubatcd 　with 　l　n1M 〔，fvari−

　 ous ］11etal 　reagents 　at 　4〔〕℃ for　60　Inil1，　a1Ld 　Lhe　remE しinirlg　activi 亡y

　  、
．・
｝LS　dete「1／1in 匸

．
／d．

Table　5．　ノ（：1、　valueand 　VmsE，”
’
K …of　aminQpeptidase 　activi ・

　　ty　of 　TiiaPia　intcstinc三for　solne 　subs 七rates

　　　　　　　　　　　κ 1n （mM 〕　　　　 Vm
、1．訳 ，11

　 　 Substrate　　　　　　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　　　−
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　　　　 且　　　　

．
「　　 　　 皿

小 し，ア ミ ノペ プチ ダ
ー

ゼ 1お よび 皿の 両基 質に 対 す る

作用 性 に 大 きな 違 い が み られ た。Arg −，　Lys−，　Gly−PNA
に 対す る Vrnax！Km は ア ミ ノペ プ チ ダーゼ 皿 に 比 べ 1

の 方が 人き く，ア ミ ノペ プチ ダーゼ U よ り も 1 の 方 が こ

れ ら の 基質に 対 す る分 解 作 用 が大 きか っ た。な お，Bz−

Arg一汐NA ，　Bz−phe −pNA で は pNA の 生 成 が み ら れ な か

っ た の で ，両 酵素は ペ プ チ ドの ア ミ ノ末 端 よ りア ミ ノ酸

残 基 を 1 残 基 ず つ 遊離 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダー一ゼ で あ る

こ とが 明ら か と な っ た 。

　以 Eの こ と か らテ ラ ピ ア 腸管 に お い て は 腸 管 プ 凵 テ

アーゼ に よ り生 成 した タ ン パ ク 質の 分斛物 に対 し，ア ミ

ノペ プ チ ダーゼ i お よび 1 は 前報
M
’
1・
に て報告 した カ ル ボ

キ シ ペ プ チ ダーゼ T，1丁お よび 皿 と協調的に 作用 し．ペ

ー
ノチ ドの 低 分 子 化 とア ．ミ ノ酸生 成 が 進行す る もの と考 え

られ た。
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Leu −1冫NAAIa
−
♪NAArg

一
ρNALys

一
ρNAGly
−PNAPhe
−PNAPr

（エ
ー
ρNAVal
一
力NABz

−Arg−PNA
Bz−Phe一ρNA

0．20
，10
．30
．40
．51
．．11
．62
，0

0．2
〔）．20
．50
．90
．91
．21
．61
．6

65．0　　　⊥05．0
19D．0　　　　95．5
27．5　 　 　 8．8
11．7　　 　 2．3

　 4．4　 　　 2．7
　 1，5　 　　 1．8
　 0．7　　 　 〔｝．8
　 0、7　　　 0，8

ユ
11Le

　calculati 〔，n　of　KI，、　v とdue　nnd 　i｛．1／tx ，””／（L1，一，；Ls　bascd　oll　tlle　meth 〔〕d
of　Linwenver　and 　Bnik．　The　reaeLioiL 　was 　c：・］rried 　out　aヒ40℃ fDr　10
min 　witb 　various 　c〔川 centrations 　of　substra 亡c，pNA ；ρ

一i亡r〔，anilide ．

　6．基質特 異 性　各種 某 質に 対す る両 酵素の 親 和 性 に

つ い て 検討
．
した （Table　5）、、ア ．ミ ノペ プ チ ダ

ー
ゼ 1は

Ala−PNA に 対 す る κ m は O．1　rnM と最 も 高 い 親 和 性 を

示 し．次 い で Leu−pNA ，　Arg−pNA ，1．ys−PNA の 順 で あ

っ た。ア ミ ノペ プ チ ダーゼ 1 は Leu−PNA 、　Ala−PNA に

対 し Km が O．2　mM で ．他 の 基 質に 比 べ 高 い 親和性 を

示 し た 。次 に ，両 ペ ゾ チ グー．一
ゼ の 各 基 質分解の レ

’
max

を 算 出 し，Vmax ！Km で 比 較検討 した 。ア ミ ノペ プ チ

ダ・一ゼ 1 は Ala−pNA を 最 も分解 し，　 Leu−pNA に 対
．
す

る Vmax 〃Km は Ala−PNA の 約 1，，／3 で あ ・
／．） た 。ア ミ ノ

ペ プチ ダ ー・ゼ 1 は Leu −PNA を最 も分 解 した が ，　 Ala−

PNA に 対 して も Leu−PNA とほ ぼ 同様 な VmaxfKm を

1
’
）

2 ！

3

4＞

5：1

6

7〕

8）

10〕

11）
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