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あず き種 子 蛋 白代 謝 に関 す る研 究(Vl)

Azukiproteaseの 基 質 特 異 性 に つ い て

阿 久 根 了 ・高 木 茂 明

Studies on the metabolism of Azuki seed protein 

Part VI. Substrate specificity of Azuki protease 

     Satoru Akune and Shigeaki Takagi

緒言

酵素を生体 代謝と関連して調べる場合,そ の基質特

異性に関する知見が必 要 と なつてくる.近 年Berg-

mann一 ・派およびその後の研究者達による多数の合成

基質を用いた彪大な研究結果1・2)から,基質特異性に基

づいてprotease類 の分類を行なうことは非常に有意

義であることがわかつている.従 つて前報までにその

酵素的一般性質,3・4)作用機構5・6)を調べ,さ らに精製7)

を行なつた所の小豆種子蛋白質 分解酵素(以下Azuki

proteaseと 書 く)の 如き新 しい 酵素の分類を行なう

場合にも基質特異性の研究が必要である.

ProteaseOD基 質特異性 を知る方法には,1)出 来 る

だけ多数の合成ペプチ ドに対 して作用させ,分 解速度

を測定する.2)単 一 蛋白質に作用させ生成物のN端,

C端 のアミノ酸の種類を適当な方法によつて知る.3)

インシュリン,グ ルカゴン等の比較的分子量の小さい

構造既知の蛋白質に作用 させ,生 成物のN端 のみ或は

N端 とその構成ア ミノ酸を分析する等がある.こ のう

ち1)の 方法は無差別に某質を選択 してproteaseを

作用 させるので数多くの合成ペプチ ドが必要であり,

その入手 がなかなか困難である.さ らに大部分の合成

ペプチ ドはヂ或は トリペプチ ドかまたはそのエステル

であるのでそこで得られた結果が酵素の基質に対する

作用を実際に反映 しているかどうかわからないという

難点がある。しかしこのような難点があるにしても基

質の純度の高いこと,取 扱いの容易なことのために,

この方法は現在の所proteaseの 基質特異性決定に最

も有用な方法である.2)の 方法を用いた実例の1,

28・9)がこれまでにみられる.分 解生成物のN端 一ア

ミノ酸はSangerら のDNP法lo」1)に よつて容易に

知ることが出来るがC端 一アミノ酸残基を決定するこ

とは現在知られている.い ずれの方法を用いてもなか

なかに難かしく,そ の上もしN端 一,C端 一アミノ酸

を決定 したとしてもそれらの組合せは多数となり,実

際問題として酵素の作用するペプチ ド結合を知ること

は不可能 に近い.3)は 柿1造既知の蛋白質 に酵素を作

用 させ,生 成するペプチ ドのN端 一アミノ酸,並 びに

アミノ酸組成を決定 し,そ れらのペプチ ドが蛋白質の

どの部分から生じたかを知り,こ の酵素が作用するペ

プチ ド結合を探り出すものである.

これはSangerら によるインシュリンの構造決定を

初めとするその後の一連の蛋白質構造決定に用い られ

た方法をproteaseの 基質特異性決定に利用せんとす

るものである.こ の方法を用いると合成甚質を用いた

場合よりも一層酵素の基質特異性が明らかになると思

われる.

本報告 においては,3)の 方法を 採用 してAzuki

proteaseの 基質特異性を 決定 したことについて述べ

る.基 質としてマッコウ鯨のインシュ リンを用い,酵

素分解物の分析にはDNP化 合物のペーパークロマ ト

が1モ体として行なわれた.こ れによれば上述の利点の

他に1回 の試料が極く少近ですむという利点がある.

実 験

(1)材 料:Azukiproteaseは ヂエチルアミノエ

チルーセルロース(DEAE一 セルロース)の カラムを用

いた液体クロマ トグラフィーによつて超遠心的に均一

なまでに精製7)さ れたものである.こ の酵素標品の物

理化学的性質の2,3を 次に記す.0.01M燐 酸緩衝液

(plI7.0,μ=0.1)を 溶媒とした場・合,S20,ω=4.0,易

動度U・ ≒-6.OX10-5.紫 外線吸収スペク トルをとる

と典形的な蛋白質吸収スペク トルを示さない.

基質として用いられたマッコウ鯨の酸化インシュリ



ンはThompson,i2)Hirst3)の 方 法 に 準 拠 して イ ン シ

ュ リンを 過 蟻 酸 酸 化 す る こと に よつ て 調 製 され た.そ

の方 法 の概 略 を の べ ると次 の通 りで あ る.マ ッ コウ鯨

か ら調製 され た 糸、WIイ ンシ ュ リン*200mgを99%蟻

酸5,0mlに 完 全 に溶 解 させ,こ の 溶 液 に無 水 メタ ノ

ー ル1 .Omlを 擁 梓 しな が ら加 え る.こ れ を0。 に 冷 却

して お く.別 に99%蟻 酸9.5m1と 過 酸 化 水 素 水(30

%)0.5mlを 混 合 して1時間 放1ε1後,0。 に 冷 却 し,

約30分 後 に両 溶 液 を 混 合 し 一5。で14時 間 反 応 させ

た.所 定 時 間 後 冷 水300m1を 加 え て蟻 酸 濃度 を うす

め 直 ち に凍 結 乾燥 を行 な つ た.こ の 過 蟻酸 酸化 に よつ

て イ ン シュ リン のペ プ チ ド結 合 が 切れ たか ど うか を 調

べ るた め にDNP法 に よ つて 酸 化 イ ン シュ リンのN端

ア ミ ノ酸 を 分 析 した結 果 グ リシ ン,フ エ ニ ー ルア ラニ

ンの2ケ の ア ミノ酸 の み を 検 出 したの で,ペ プ チ ド結

合 は 切 れ てい な い こと が確 認 され た.な お マ ッ コウ鯨

の イ ン シュ リンの 構 造 式 と して はIshihara14)ら の報

告 した も のを 採 用 した.

(2)方 法

A)DNP化 の 方 法

試 料 のDNP化 は 次 の 方 法 に 従 つ て 行 な つ た.

Azukiproteaseに よ る イ ン シ ュ リンの 分 解 生 成 物 の

DNP化 はSangerら10)の 方 法 に よ つ て行 な つ た.即

ち,脱 塩,減 圧濃 縮(後 記)し た 固形 物 を2m1の1

%ト リメチ ル ア ミン水 溶 液 に溶 解 し,こ れ に2.4ヂ ニ

トロフ ル オ ロベ ンゼ ン(FDNB)の5%(V/V)エ タ

ノー ル 溶液4m1を 加 え た.こ れ を マ グ ネ チ ック ・ス

ター ラー上 で 暗黒 下4時間攪拌 しDNP化 せ しめ る.

反 応 終 了後,2mlの 水 を 加 え て エ ー テ ル に て 過 剰 の

FDNBを 除 き,後20%塩 酸 を 滴 々加 えて 」"度酸 性 と

な し,エ チ ル ・ア セ テ ー トを 用 い てDNP一 ペ プ チ ドを

抽 出 した.

一 方 ペ プ チ ドの 酸分 解 物 の1)NP化 は,Mills15)の

方 法 に準 じて行 な わ れ た.即 ち滅 圧 乾 固 した 酸 水解 物

に水 を 加 え て完 全 に溶 か し(こ の と きの 溶 液 の容 量 は

0.5～1.Oml),こ れ に 固体 駐炭 酸 ソー ダ を加 えて 溶 液

のpHが 僅 か にア ル カ リ性 に な る程 度 とす る.約2倍

容 の無 水 エ タ ノー ルを 加 え,次 に0,5m1のFDNBの

エ タ ノ ー ル5%溶 液 を 加 え て 概 挫 しなが ら暗 所 に放 置

し5～8時 間 反応 させ た.反 応 終 了 後,pm一 容 器 内 に

お いて エー テ ル と数 回 振 つ て過 剰 のFDNBを 除 去 し

た後,6N塩 酸 を 滴 々加 え て 液 のpHを 酸 性 と な し,

*大 洋 漁 業 株式 会 社 よ り恵与 され た もの ,

エ ーテ ル或 は エ チ ル ・ア セ テ ー トと振 つ てDNP一 ア ミ

ノ 酸 を 抽 出す る.抽 出液 を コー ル ド ・フ ィ ンガ ー15)

中に て 濃縮 しDNPを 昇 華 除 去 した 後 ペ ーパ ー ク ロ マ ト

を行 な う.

B)DNPペ プ チ ド,DNP一 ア ミノ酸 の ペ ーパ ー

ク ロマ トグ ラ フ ィー

展 開 溶 媒 と してDNP一 ア ミノ酸 の 場 合 は1次 展 開 に

0.1Mフ タ ル酸 緩 衝 液(pH6.0)に て飽 和 した第3ア

ミルア ル コー ル,2次 展 開 に1.5M燐酸 緩 衝 液(plI

6.0)を 使 用 し,DNP一 ペ プ チ ドの 場 合 は この溶 媒 系 以

外 に,フ タル 酸 緩衝 液を3%ア ンモ ニ ア水 にか え た1

次 展 開 溶 媒 を用 い た.

濾 紙 はDNP一 ア ミノ酸 の 場 合,東 洋 濾 紙No.51(40

cm×40cm),DNP一 ペプ チ ドの 場 合No.50(40cm×

40cm)を そ れ ぞ れ 用 い た.展 開 に はす べ て 上 昇 法 を

採 つ た.

結 果

(1)酸 化 イ ンシ ュ リン の酵 素 分 解

酸化 イ ン シ ュ リンにAzukiproteaseを 作A]さ せ,

そ の生 成 物 を 分 析 す る 前 にほ ん と うに イ ンシ ュ リンが

分 解 され て い るか,ま たAzukiproteaseの 自己 消

化 物 の 混 在 の 懸念 は ない か 等 を 調 べ る必 要 が あ る.そ

の 為 に イン シ ュ リンの 酵 素 的 水解 を 経 時 的 に 調 べ た.

Azukiproteaseの作用 最 適pHは4.2～4。5で あ

るが,こ のpH範 囲で は酸 化 イ ン シュ リンのA,B鎖

は共 に ほ とん ど溶解 しない.そ こでAzukiprotease

が 高 濃度 の 尿 素 に 対 して比 較 的 抵 抗 性 の 強 い こ とを 利

用 して尿 素 濃 度6Mと して 両 鎖 を溶 解 させ た.即 ち某

質 に酸 化 イ ン シ ュ リンを そ の ま ＼用 い,pH4.0の0.4

M醋酸 緩 衝 液 に 懸濁 させ 尿 素 を 加 え て その 濃 度 を6M

と した.反 応 液 の組 成 は 次 の通 りで あ る。

基 質:1%酸 化 イ ン シュ リン0.3ml

酵 素:0.25%溶 液0.05ml

PH:4.4

この 反 応 液 を33。 の恒 温 槽 中 で所 定 時間 反 応 させ た

後,0。4MTCA溶 液1mlを 加 え,そ の まN33。 に

15分 間 置 き,直 ち に小 濾 斗 を使 つ て濾 過 す る.こ の濾

液 の0.1mlを 分 取 し,こ れ に ニ ン ヒ ドリン溶 液† を0

・1m1加 え,100。 に お い て15分 間 加 熱 し 発 色 させ

る・ 冷 却 後60%エ タ ノー ル48m1を 加 え て 直 ちに

† これ はMooreら の 改 良法16)に 従 つ て 調整 され た

もの で あ り,酸 化防止 剤 と して ヒ ドリン タン チ ン

を 含 む.



570mμ のフィルターを用いて 吸光度を測定 した.ま

た空試験として基質を抜いたものを用いた.そ の結果

を第1図 に示す.こ れをみるとAzukiproteaseの

自己消化の懸念は全 くなく,イ ンシュリンの水解のみ

起こつていると考えてよい.

なおこれ迄の実験において経験的に得られたことで

あるが,こ の酸化インシュリンの分解を行なうに当つ

て次の諸点に注意を払 う必要があつた.1)基 質イン

シュリンの量に対 してproteaseの量 が比較的多い場

合,多 冠の 沈澱を 生ずる。2)酸 化 インシュリンを

pH4.0で 尿素溶液に溶解さ{土,そ の後同 じ緩 衝 液

(pH4.0の0.2M醋酸 緩衝液)に より稀釈して尿素

濃度を下げ ると沈澱が生成 し,こ の沈澱は尿素濃度を

上げてももはや溶解 しない。上述の点を考慮すると,

酸化インシュリンの分解を円滑に行なうためには,酸

化インシュリンとAzukiproteaseと の量比(W/W)

を10以 上とすること,ま た6M尿 素溶液の尿素濃度
第2図.DNP一 ペ プ チ ド類 の ペ ー パ ー ク ロマ ト グ ラ ム.

第1図.酸 化 イ ン シ ュ リ ン のAzukiproteaseに よ る 水 解

曲 線.○-0イ ン シ ュ リ ン 十Azukiprotease,

● 一 ●Azukiproteaseの み.

を5M以下 に ドげないことの2点 に注意せねばなら

ない.第1図 において盲験値の高いのは反応液中の尿

素がninhydrinと 反応して発色 している為である.

(2)イ ンシュリンの水解と水解物の調製ならび

にペーパークロマ トグラフィー

(1)に おける結果を参考にして分析供試用の水解

物を得るためのproteolysisを 行なつた.

反応液の組成を次に示す.

基質:酸 化インシュリンの1%溶 液3ml(30

mg);尿 素1.08g/3ml(6M)

酵素:Azukiprotease1.36%溶 液0.1ml

(1.36mg),6時間 後に0.1mlを 追

加し,更 に22時 間 後に0.1mlを

追加.

30時間 後に反応を終了させ,反 応液を100

の水浴に5分 間浸ける.そ の時,か なりの量の

沈澱が生成するので未反応の酸化インシュリン

が相当残つていると思われる.こ の反応液をそ

のままH型 のIR-120樹 脂カラム(2×15cm

の上端に流し込んで自然流下 させ,蒸 溜水を用

いてカラムを充分水洗する.

水洗後約300m1の2Nア ムモニア水によつ

て,吸 着されていたペプチ ド類を溶出する.

溶 出液中には水解物と少量の塩類が含まれる

が,多 量の尿素ならびに熱処理によつて凝固沈

澱 した物質は完全に除去出来た.溶 出液を 減 圧 濃縮

し,Millsら の方法15)によりDNP化 を行なつた.こ

のDNP化 合物のペーパークロマ トグラムを第2図 に

示す.こ れ らのスポットのうちスポット7は ヂニ トロ

フェノールの ものであるから,水 解物 による スポッ

トの数は9個 である.

(3)各DNP一 ペプチ ドのN端 ならびに組成アミノ

酸の同定

第2図 に示されたペーパークロマ トグラム上の各ス

ポットを 切り抜 き,1%重 炭 酸 ソーダ水溶液 にて



第3図 。 ス ポ ッ ト2,5,7の 吸 収 ス ペ ク トル.

溶 媒:1%重 炭 酸 ソ ー ダ 水 溶 液.

DNP一 ペ プ チ ドを 抽 出す る17).そ して 抽 出 液 その まま

の 吸 収 スペ ク トルを 測 定 した.そ の 結 果,ス ポ ッ ト

2,5は 第3図 の よ うな ス ペ ク トル を 与 え,ま た

OD390/OD3600)比 が それ ぞ れ0.86,1.23で あ る.こ

の こ とか ら,多 分両 方 と もN端 ア ミノ酸 は プ ロ リンで

あ ろ う と推 定 した.ま た ス ポ ッ ト7はOD3go/OD360

が,0.77で あ るの と第3図 に 示 され た 吸収 ス ペ ク ト

ル とか ら ヂ ニ トロ フェ ノー ル で あ る こ とは 明 らか で

あ る.

次 に,こ れ と は 別 にSangerら18)の 方1去に よ つ てペ

ー パ ー ク ロ マ トグ ラ ムか ら3%ア ン モ ニア 水 に よ つて

抽 出 され た 抽 出 液 に2倍 容 の 濃 塩 酸(36.5%)を加え

封管巾110Qで4～8時 間加水分解する.こ

の場合1回 のペーパークロマ トグラフィーに

よつて得 られる試料の量はその後の処理操作

を行なう為には少ないので,数 回のペーパー

クロマ トグラフィーのスポット か ら溶出して

得た試料を合せて一回に用いた。

1)N端 ア ミノ酸の同定

前記の酸分解物をスリ合せ付き試験管に移

し,2倍 容 の エーテル と5～10回 振 つて

DNP一 ア ミノ酸を抽出する.抽出 液を合せて

少量の水と数回振つて塩を除き,エ ーテル層

を減圧濃縮する.濃 縮物を 濾紙 に スポット

し,前 記展開溶媒を用いて展開する.そ うし

て同時に展開させた標準DNP一 ア ミノ酸との

相関位置から試料のDNP一 ア ミノ酸を同定 し

た.そ の結果を第1表 の第2欄 に示す.ス ポ

ット2,5は ともにDNP一 プロリンの分解物

を 与え,ス ポッ】・2は この他にヂーDNP一 リ

ジンに相当するスポットを与える.

2)組 成ア ミノ酸の同定

第2図 の各スポットの酸分解物を減圧乾固

した後,Millsの 方法15)に従つてDNP化 し,

生成したDNP一 ア ミノ酸類のペーパークロマ トグラフ

ィーを行なう.そ の結果を第1表 の第3欄 に示す.

(4)AzUkiproteaseの 基質特異性

前節迄の結果から得 られた各スポットのアミノ酸組

成を,マ ッコウ鯨の酸化インシュリンの構造にあては

めると第1表 の第4欄 のようなアミノ酸配列をもつた

化合物であることがわかる.こ れを酸化インシュリン

0)A,B両 鎖 の中に書き表わすと第2表 のような結果

となる.こ ＼で矢印の実線は確実に切る箇所,点 線は

多分切るであろうという箇所を示す.現 在までのとこ

ろ生成ペプチ ド(或 はア ミノ酸)の うち組成のわかつ

第1表 図2に お い て 得 られ た 各 ス ポッ トの構 成 ア ミノ酸

な らび に そ の ア ミノ酸配列.



第2表.ア ズ キ プ ロ テ アー ゼ の作 用 す るペ プ チ ド結 合.

て い るの は4個 の み で あつ て,残 りの ペ プ チ ドの ア ミ

ノ酸 組 成 が わ か らな いの で正確 な 判定 は お こな え な い

が,い ちお うsery1,threonyl,tyrosyl,ペ プ チ ド結

合 を切 り 易 い と い う こ とが 云 え るの で は ない か と 思

う.

(5)考 察 な らび に 小 括

古く1941年 にBergmannら19)は 動 物 の 消化 器 系

に存 在 す るprotease類 の 基 質 特 異性 につ い て 次 の よ

うな 見 解 を の べ てい る.す な わ ち,pepsin,chymo・

trypsin,trypsinの 各 の 特 異 性 は 基 質 中の 必 要 な構

造 部分 に関 して 明 確 に 定 義 され ると 云 い,こ れ らの

protease類 の特 異 性 に 影 響す る とみ られ る 基 質 の 構

造 細 部 は以下 の よ うな点 で あ る こと を経 験 的 な知 識 を

も と に して 述 べ て い る.1)当 該proteaseに 対 す る

基 質 の 感 受性 は基 質 中 に あ る種 の ア ミノ酸残 基 が 存在

す るか ど うか に よつ て 決定 され る.2)Proteaseは つ

ね に典型的 ア ミ ノ酸 を 含む ペ プ チ ド結 合 の 部 分 で 基質

を攻 撃 す る.3)1,2の 条 件 が 満 た され て い る場合 で

も も し遊 離 の ア ミ ノ基 あ るい は遊 離 の カ ル ボキ シル基

が ペ プ チ ド鎖中 と か,ペ プ チ ド結合 に密 接 して 存 在 す

るな らば ペ プ チ ドはproteaseの 作 用 を うけ ない こと

が あ る.4)1か ら3ま で に述 べ た 因子 に加 え るに,

proteaseの 作 用 は 他 の 構 造 的 因子,例 え ば非 典 型 的

ア ミ ノ酸 残基 の 差 異 の よ うな因子 に よつ て あ る程 度変

化 を うけ る.

これ らの説 明 は ジあ る い は トリーペ プ チ ド程 度 の 小

さ な基 質 に つ いて 得 た知 見 を綜 合す る こと に よ つて な

され て い るが,現 在 その若干 が 改 め られ て い るだ け で

他 は その 後 の追 試 に よつ て も確 め られ て い る.例 え ば

trypsin,chymotrypsinに つ い て 説 明 す るな らば,

trypsinはarginine,lysine等 の塩 基 性 ア ミノ酸 の

カ ルボ キ シ ル基 の 関 与す る ペ プチ ド結 合 を 分 解 し,

chymotrypsinはtyrosine,phenylalanineの カル

ボキ シル 基 の 関 与す るペ プ チ ド結 合 を 切 る こ とが 認 め

られ た.し か しな が ら,酸 化 イ ンシ ュ リン,α-コ ルチ

コ トロ ピ ン,グ ル カ ゴ ンを 用 い て の その 後 の研 究20、24)

によればtrypsinは 低分子を 基質にした場合と同じ

基質特異性を高分子ペプチ ド(あ るいは蛋白質)に た

いして示すのに反 して,chymotrypsinは さらに2,

3の 異なるペプチ ド結合を分解する.pepsinの 基質

特異性はBergmannら に よると,tyrosine,phe・

nylalanineの ア ミノ基を含むペプチ ド結合を切るとさ

れていたが,そ の後の研究2fi・・21・25)ではこの結合以外に

多種類のペプチ ド結合を切り,現 在pepsinの 基質特

異性はないものと考えられている.

このようにproteaseの 基質特異性を明確に規定す

るということはなかなか困難であり,使 用する基質に

よつて結果が左右され易い.

これまで主として低分子ペプチ ド類が基質特異性決

定に用いられてきたのは緒言のところで説明したよう

な利点を持つているか らであり,確 かに有用な方法で

はあるが,し かし特異性未知の酵素について実験を行

なう場合,多 数のペプチ ドを要することか ら確定的判

定を下 し得ない欠点がある.こ の点に関しては構造既

知の蛋白質あるいは高分子ペプチ ドを基質に使うなら

ば,proteaseのinvivoに おける作用をある程度再

現出来ると考えられる.こ の理由から,本 報告におい

ては,基 質に酸化インシュリンを用いたのであるが,

予期 しないところの実験技術上の困難があり,分 解生

成物全部の アミノ酸構造を 明らかにするには至 らな

かつた.し かしなが ら,判 明した範囲内 では,こ の

Azukiproteaseは 水酸基を有するアミノ酸のカルボ

キシル基の 関与するペプチ ド結合を 切りやすいとい

うことが 出来 る.こ の ような基質特異性 を有 する

proteaseは 未だその報告例がなく,墓 質特異性によ

る分類法からいけば,全 く新しいものといえる.

またこのprotease特 異性が,蛋 白質分解初期にお

ける基質内部構造の変化,解 離現象等とどのような関

係にあるかは興味ある課題である.
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                                     Summary 

   The substrate specificity of a protease in Azuki seed (Azuki protease), which gave a single 

peak in the ultracentrifugal pattern, was investigated, The oxidized insulin of spermwhale was 
used as the substrate of Azuki protease. The analysis of N-terminal amino acid and the other 
amino acids of the hydrolytic products (mainly lower peptides) were carried out by Sanger's 
DNP method. If amino acid construction of each peptide obtained in these analytic results was 
applied into the structure of spermwhale oxidized insulin, the peptide linkages attacked specifi-
cally by Azuki protease would be able to know. 

   Namely, it was found that this Azuki protease attacked to the peptide linkages participated 
by carboxyl groups of amino acids which had hydroxyl group. 

   Up to date, there have been no report on the protease having such a specificity.


