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緒 言

酸化脂質とタンパク質との相互作用がタンパク質の

変性をもたらすことはよく知られている (Oryand

Angelo,1975;Gardner,1979;戸谷,1980).

酸化脂質と酵素との相互作用による酵素活性阻害に

関して Bernheim elal.(1952)は,紫外線願射し

たリノレン酸メチルが cholineoxidase,succinate

dehy血ogenaseを阻害することを兄い出し, ミトコ

ンドリアのインキュベーション中におけるTIiA値の

上昇に伴う酸化酵素の阻害が,脂質酸化に基づくと主

張している.その後,酸化酵素,転移酵素,加水分解

酵素など多岐にわたる酵素について酸化脂質による酵

素活性阻害が報告されている (RoubalandTappet,

1966;ChioandTappel,1969;Matsushita,1975;

山口ら,1981).他方,例外として pepSin に対する

活性促進も報告 されている (MatsushitaandKo-

bayashi,1970).

これらの活性阻害機作については必ずしも解明され

ていないが,脂質酸化度,酸化脂質の差異のみならず

酸化脂質と酵素との反応条件のはか対象とする酵素の

化学的性質などによっても阻害機作は異なっているよ

うである.

proteaseは消化酵素としての役割だけでなく,酵

素前駆体の活性化,生理活性ペブタイドの産生など多

くの生命現象と関係している.これらの proteaseの

うちserineproteaseであるtrypSin(Ecョ.4.4.4)

については化学構造,触媒機構 および基質特異性な

どが解明され,タンパク質性インヒビターについては

勿論,種々の低分子インヒビターについてもよく研究

されている･ しかし,酸化脂質による trypsin 阻害

作用に関しては Matsushita(1975)の研究以外には

見当たらない.

本報では酸化脂質と酵素との相互作用による活性阻

害の研究のために,温和な条件で自動酸化させたリノ

レン酸メチルをウシすい臓 trypsinと温和な条件下で

反応させて trypsinの活性阻害を調べた.

実 験 方 法

1. リ/レン酸メチルの自動敢化と酸化指標

リノレン酸メチル (東京化成工業製)約 2gを 50

ml容三角フラスコ中,40oCで擾拝しながら暗所で4

日間自動酸化させた(特記していない場合には,酸化 リ

ノレン酸メチルは 40oCで4日間自動酸化させたリノ

レン酸メチルである).酸化指標としてPOV(日本油
化学協会,1971),共役ジェン量すなわち E王ty･m.233m,n

(内山,1974)および TBA 値 (浅川ら,1975)杏

測定した.

2. 酸化リ/レン酸メチルの Bio-BeadsSIX3カ

ラムクロマト法による分画

酸化リノレン酸メチル約 350mgをベ ンゼ ンを溶

出剤とし,Bio-BeadsS-X3カラム (1.6×124cm)

クロマト法で分画した.

3. trypsim阻害の測定

酵素活性はα-N-benzoyトDL-arginine-p-nitroani-

1ide･HCl(BAPNA,Sigma社製)を基質として

主に測定し,必要に応じてカゼイン (和光純薬工業

製,特級)を用いた.

BAPNA を基質とした場合:約 30FLgのウシすい

臓 trypsin(2回結晶,Sigma社製)を含む 0.1M
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Tris-HCl(pH8.0)緩衝液 2mlに酸化リノレン酸

メチルを含むエタノール溶液 0.1mlを添加し,イン

キエペ～トとして反応させた後,Dietzetal.(1967)

の方法に準じて残存酵素活性を測定した.すなわち,

この酵素液 ImlをlmM BAPNA-0.1MTrisIHCl

(pH8.0)緩衝液-0.02M CaC125mlに注加し,37o

Cで 10分間作用させた後,30%酢酸 1mlで酵素作

用を停止して 400mm の吸光度を測定した.酸化リノ

レン酸メチル無添加時の吸光度をA,残存酵素活性の

示す吸光度をBとしてA-B/AxlOOで阻害率を算

出した.

カゼインを基質とした場合:約 100〟gの trypSin

を含む 0.01M リン酸 (pH8.0)緩衝液 0.9mlに

酸化リノレン酸メチルを含むエタノール溶液 0.1ml

を添加して反応させた後,常法 (Laskowski,1955)

に従って残存酵素活性を測定した.すなわち,この酵

素液 0,5mlを 2%カゼインー0.1M リン酸 (pH

8.0)緩衝液 2mlに注加し,37oC で30分間作用さ

せた後,5% TCA5mi で酵菜作用を停止し,ろ液

の 280mm の吸光度を測定して阻害率を算出した.

実 験 結 果

1.懐化リ/レン酸メチルによる trypsin阻害

trypsinが酸化リノレン酸メチルとの反応によって

受ける阻害と酸化リノレン酸メチルの添加量との関係

10 20

0xdMLn(〃g)

Fig.1. Inhibitionoftrypsinbyautoxidized
methyllinolenate(oxdMLn)andeffector
Ca乞+ oninhibition.Trypsin (14.8Feg)was
allowedtoreactwithoxdMLnin0.5ml
or 4.8% EtOH-0.1 M Tris-HClbuffer
(pH8.0)at3TC for7rnin.BAPNA was
usedassubstrate.-+-intheabsenceof
Ca2+,一〇一 inthepresenceOrCa2.
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Fig･2. Effectortime,pHandtemperature
on inhibition or trypsin by oxd MLn.
(trypsin 14.8〟g,oxdMLn5FLg,BAPNA).
b)Reactionmediawerepreparedwith0.1
M acetatebuffer(pH4-6)and0.1M Tris-
HClbuffer (pH 7-9). 一･-inhibition,
一 〇一 controlactivity (absorbance at
400nm).

を Fig･1に示した.Ca2十の存在しない系では酸化

リノレン酸メチルの添加量を増加すると阻害率は上昇

し,酸化リノレン酸メチルがtrypsinを阻害すること

を明らかにした.酸化リノレン酸メチルと trypsin

との反応条件を時間,pH および温度について検討

し,Fig･2に示した.酸化リノレン酸メチル無添加

でインキエペートした trypsinの活性 (対周)は反

応時間の延長,pH および温度の上昇により低下し,

それに伴って酸化リノレン酸メチルによる trypsin

阻害率は上昇した.これらの結果から,酸化リノレン

酸メチルとtrypsin との反応条件を Ca2+ 無添加で

7分間,pH8.0,37oCとした.

酸化リノレン酸メチルと反応させたtrypsinの活性

阻害を BAPNA およびカゼインを基質として調べて

Fig･3に示してある.酸化リノレン酸メチルは合成基
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質あるいはカゼインを基質としてもtrypsin阻害作用

を示した.酸化 リノレン酸メチルと基質との反応 が

trypsin阻害へ及ぼす影響を明らかにするために,敬

化 リノレン酸メチルと 37oC で反応 させ た lmM

BAPNAあるいは2%カゼインを基質として trypsin

活性を測定した.Tablelに示すように,酸化 リノレ

ン酸メチルとの反応時間を延長しても両基質で阻害が

ほとんど認められず,2%カゼインに大過剰の酸化 [)

ノレン酸メチルを添加した場合のみわずかに阻害を示

したにすぎなかった.したがって trypsin阻害には酸

化 リノレン酸メチルと基質との反応は関与していない

と考えた.

OxdMLn(〃g)

Fig.3. Inhibitionortrypslnestimatedby
uslng BAPNA and casein assubstrates.
Trypsln Wasallowed toreactwith oxd
MLn in 4.8% EtOH-0.01M phosphate
buffer(pH 8.0,8.5)at3TC for7min.
Residualactivlty Was determined uslng
1 mM BAPNA and 2% casein as
substrates. The amountsofoxd MLn
addedtoreactionmediawereconvertedon
thebasisof15FEgOftrypsln.-●-BAPNA,
- O- CaSeln.

2. リ/ レン酸メチルの酸化の進行に伴う tryp-

sin阻害および trypsin 阻害を示す酸化リ/レ

ン酸メチル画分

リノレン酸メチルを 40oC で 自動酸化 させる と,

Fig.4に示すように,POV,共役ジェン量 および

TBA値は1日目で最高であり,その後は低下した.

この自動酸化させたリノレン酸メチルによる trypsim

阻害率は,Fig.5に示すように,酸化日数の延長に

伴って上昇したが,4日目以降の上昇はわずかであっ

た.それゆえ,酸化 リノレン酸メチルによる trypsin

ll

TableI. Eff ectofreactionbetween oxd
MLn and substrates on inhibition or
trypsln

(A) BAPNA (trypsin 14.3〟g)

Reaction Addedamountor
time oxdMLnto5mlor
(min) lmM BAPNA (〟g)

7
5
7
5

5
5
0
0

1
1
5
5

(B) Casein(trypsin53.lug)

Reaction Addedamountor
time oxdMLnto2ml
(min) or2% casein(〟g)

050
0

000
0

1
つJ
′-U

っJ∠U
つ｣

｡･l
l
11
1
0
0
0
0

0
0
0
0

Inhibition
(%)

0
1.9
1.3
1.9

Inhibition
(%)

0.5
3.4
-2.9
3.5
-1.7
5.4
10.9
13.5

阻害は-イドロバ-オキサイドによるものでなく,酸

化二次生成物によるものと考え,リノレン酸メチルの

40oC における自動酸化日数を4日間と決めた.

酸化リノレン酸メチルを Bio-BeadsS-X3カラム

クロマト法で多量体 (A),2量体 (B),単量体 (C),

分解物 (D)および単量体と分解物の混合物 (D′)に

分画した (Fig.6).本研究室の中村 ･豊水 (1975)は

各画分の平均分子量を蒸気圧法で測定 し,A画分を

903,B画分を622,C画分を298と報告している.こ

れらの画分による trypsin阻害を BAPNAおよびカ

ゼインを基質として求めた (Table2).多量体でのみ

鹿著な阻害を示し,単量体と分解物の混合物 で あ る

D′画分にわずかに阻害が認められた.酸化 リノレン

酸メチルによる phospholipaseA 阻害において,良

Table2 Inhibitionoftrypsinby
variousfractionsobtainedfromoxdMLn

(40oC,4days)

Fraction

A
B
C
D
D

Inhibition(%)

BAPNAl) Casein2)

ノhV8

つム

0
1
0
0
/h〉

4

1) trypsin 14.8JLg,fraction5LLg
2) trypsin55.1J∠gfraction15/Jg

70.1
5.1
4.5
0.6
5.4
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Fig.5. 1mhibitionortrypsinbyoxdMLn
duringautoxidation ofMLn.(trypsin 15
pg,oxdMLn10FLg,BAPNA).

高の阻害率を示す分解物 画分 (山口 ら,1981)は

trypsin に対してほほとんど阻害作用を示さなかっ

た,

多量体によるtrypsin阻害型式を明らかにするため

に,Lineweaver-Burkプロットを試みた.す なわ

ち,BAPNAを基質とし,基質濃度の上昇に伴う反応

速度の変化を多量体と反応させたtrypsinおよび反応

させてない trypsin(対渦)について測定した (Fig.

7).対照 trypsinの Michaelis定数と多量体と反応

させた trypsinのそれとが等しく,両者の最大速度が

異なっていたことから,多量体は基質と競合して阻害

作用を示したのではなく,酵素活性中心とは別の部位

で作用する非競合型阻害であることがわかった.

110 50 60 70 80 ワn

TubeNo.(1.9mりtuLle)

Fig.6. Chromatograhpy or oxd MLn
(40oC, 4 days) on BioIBeads SIX3.
OxdMLn (356mg)waschromatographed
on BioIBeadsS-X3 (i.6×124cm) using
benzeneaseluent.

1 2
1

S

Fig.7. Reaction kineticsor trypsln in
theabsenceand presenceorA fraction
(arbitary units). The Lineweaver-Bu一k
method of plottlng Wasemployed.V:
veloctiyS:substrateconcentration.(trypsin
15FLg,A fraction 13pg,substrateconcen-
tration0.125,0.25,0.5,1.0,1.5mM
BAPNA).

考 察

酸化脂質はタンパク質と反応して生体系に対しては

阻害作用を,食品においては品質劣化をもたらすこと

が最近注目されているが,これらのモデルとしては激

しすぎる条件がしばしば用いられている.著者 らは

40oC で自動酸化させたリノレン酸メチルを用いて温
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和な条件での trypsin阻害について研究した.

酸化脂質による trypsin阻害に関しては 37oC で

70時間自動酸化させたリノール酸を用 いた Matsu-

shitaetal.(1970)および Matsushita(1975)の

研究がある.同氏らは,ribonucleaseA を阻害する

リノール酸-イドロバ-オキサイドはtrypsinを阻害

せず,酸化二次生成物が著しい阻害を示すと述べてい

る.酸化リノレン酸メチルを用いた本研究でも最高の

POVを示した40oC,1日間の自動酸化で阻害作用は

大でなく,高い阻害率は4日間の自動酸化で生成した

多量体画分に川忍められた (Table2).

酸化リノレン酸メチルと反応させたtrypsinの残存

酵素活性を BAPNA あるいはカゼインを基質として

測定しても,trypsin阻害率に大差は認められなかっ

た (Fig.3).この ことは,BarrettandStarkey

(1973)が α2-マクログロプl)ンの proteinase阻害

で指摘している高分子化合物が酵素分子を物理的に取

り込むトラップ機作とは異なる機作で,酸化リノレン

酸メチルが trypsinを阻害していることを示唆した.

また,酸化リノレン酸メチルと反応させた基質を用い

てtrypsin活性を測定しても活性はほとんど変化しな

かったので,酸化リノレン酸メチルは基質にではなく

trypsinに作用 している ことが わかった.さ らに,

Lineweaver-Burkプロットを適用したところ,多量

体による trypSin阻害作用は trypsinの活性中心で

結合する種々のタンパク質性インヒビターとは異なる

非競合型であり (Fig.7),分子量500以上の縮合タン

ニンが trypsinを阻害する型式 (TamirandA1-

umot.1969)と同様であった.

酸化リノレン酸メチルによるtrypsin阻害が大であ

った反応条件は,対牌trypsin活性が低下した条件で

あり (Fig.2),trypsinの自己分解を抑制する Ca2+

の存在していた条件では阻害が全く認められなかった

(Fig.1).これらの結果は酸化 リノレン酸メチルによ

る trypsin阻害と trypsinの自己分解との関連を暗

示した.

要 約

著者らは酸化リノレン酸メチルが trypsinを阻害す

ることを明らかにしたので,リノレン酸メチルの自動

酸化と trypsin阻害との関連を研究した.結果は次の

通りである.

1. 酸化リノレン酸メチルによる trypsin阻害は

Ca2+ の存在していない系でのみ観察され,その阻害

率は trypsinの自己分解によって trypsin活性が低

13

下する条件で上昇した.

2. 酸化リノレン酸メチルの阻害作用は基質とでは

なくtrypsinとの反応に依存していた.

3. 自動酸化させたリノレン酸メチルによる tryp-

sin阻害は,POV,共役ジエン量および TBA 値が

最高を示した 40oCで1日間自動酸化させたリノレン

酸メチルでは大でなく,酸化の進行に伴って漸増し

た.このことからtrypsin阻害はリノレン酸メチル-

イドロパーオキサイドによるものでなく酸化二次生成

物によることが明らかとなった.

4. 酸化リノレン酸メチルの Bio-BeadsS-X3カ

ラムクロマト法による分画画分の中で,多量体による

阻害が顕著であった.

5. 多量体の阻害作用は Linewever-Burkプロッ

ト法により非競合型であることが明らかとなった.
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Summary

Theauthorsfoundthatautoxidizedmethyllinolenate(oxdMLn)inhibited

trypsln,SOtherelationbetweentheautoxidationofMLnandtheinhibitionof
trypsinbyoxdMLnwasstudied.TheresultsobtainedaresummarizedasFollows.
1. TheinhibitionbyoxdMLnwasobservedonlyintheabsenceorCa2+and
therateorinhibitionincreasedundertheconditionthattrypslnactivitylowered

owlngtOtheautolysisoftrypsln.
2. TheinhibitoryactionofoxdMLndependedonthereactionwith trypsln
butnotonthesubstratesusedinthedeterminationoftrypslnactivity.
3. Peroxidevalue,conjugateddienecontentandTIiAvalueoroxdMLnwere

thehighestinoneday,whenoxidizedat40oC.TheinhibitionbyoxdMLnwas

notsoseriousattlleearlystageofoxidationandincreasedgraduallywith the

progressofoxidation.Thefactindicatedthattheinhibitionwasnotduetome･
thyllinolenatehydroperoxidesbuttothesecondaryproductsofoxdMLn.
4. ThepolymerinhibitedtrypsindeBnitelyamongthefractionsobtainedfrom
oxdMLnbychromatographyonBio-BeadsSIX3.

5. Theinhibitoryactionofpolymeron trypslnWasfoundtobethenon-
competitivetypebyemploylngtheLincweaver-Burkmethodofplotting.


