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緒 口

前報 (幡手･豊水,1984)でリノレン酸メチルは40o

Cでの自動酸化の進行に伴って trypsin 阻害作用を

増強し,強い阻害作用は4日間自動酸化させた酸化リ

ノレン酸メチルの多量体によることを明らかにした.

著者らは,予備実験で酸化リノレン酸メチルおよび

多量体が Lysとの反応で褐変し,この褐変した酸化

リノレン酸メチルおよび多量体はtrypsin阻害活性を

著しく低下したことを兄い出した.それゆえ,酸化リ

ノレン酸メチルあるいは多量体によるtrypsin阻害に

カルボニル基が関与している可能性があると考え,敬

化リノレン酸メチルあるいは多量体とtrypsinとの反

応によって生成した蛍光を調べた.

実 験 方 法

1. リノレン酸メチルの自動酸化

前報 (幡手･豊水,1984)と同様にリノレン酸メチ

ル (東京化成工業製)を 40oCで4日間自動酸化させ

た.Bio･BeadsS-X3カラムクロマト法による各画

分の分離も同報に従った.

2.出光測定

1.75mgのウシすい臓 trypsin (2回結晶,Sig-

ma社製)あるいはウシ血祭アルブ ミン (BPA,

FractionV,Armar社製) を含む 0.1M リン酸

(pH8.0)緩衝液 5mlと 0.5mgの酸化リノレン酸

メチルあるいは酸化リノレン酸メチルの各画分を含む

エタノール溶液 0.1mlとを振塗しながら37oCで24

時間反応させた.この反応混合液の蛍光を日立MPF-

2A型分光蛍光光度計で測定した.標準溶液 として

0.2J̀M 硫酸キニーネー0.1NH2SO一を用い,この蛍
光強度を100とした.

3. 多量体の催肺

多量体は Johonsonetal.(1970) の方法でジメ

チルヒドラゾン (DMH)化し,あるいはFreedman

(1967)の方法でトリメチルシリル (TMS)化した.

4. 多量体との反応によるtrypsinのアミ/酸損傷

10mgの trypsinと 40mgの多量体とを2.4ml

の 16.6%ェクノールー0.1M Tris-HCl(pH9.0)揺

衝液中で 37oC,7分間反応させた.多量体無添加で

同様に処理した trypsinを対照とし,多量体との反応

によるアミノ酸の損傷を Maroux and Desnuelle

(1969)の方法によって日本電子アミノ酸分析計JLC-

6AHで分析して求めた.

実 験 結 果

1. 酸化リ/レン酸メチルと trypsin との反応で

生成する蛍光

酸化リノレン酸 メチルと trypsin あるいは BPA

とを反応させて生じる蛍光の最大励起波長はともに

340nm であった.励起波長 340nm での最大発光波

長は 420mm であった (Fig.1).これらの最大波長

はtrypsinと酸化リノール酸の二次生成物との反応で

生 じる蛍光の最大励起波長 355nm,最大発光波長

425mm (Matsushita,1975)に近似し, ウシ血清ア

ルブ ミンと crotonaldehydeとの反応で生じる蛍

光の最大励起波長 340mm,最大発光波長 420mm

(FletcherandTappel,1971)とよく一致したが,
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Fig.1.EmissionspectraortrypslnandBPA
allowedtoreactwith autoxidizedmethyl
linolenate(oxdMLn)at37oCfor24hrat
pH8.0.(trypsin,BPA 1.75mg,oxdMLn
0.5mg).Excitationwavelengthsetat340
nlll.

AutoxidatlOntimeat40oC(days)

Fig.2. Relationbetweenfluorescenceand
autoxidation timeoroxdMLn.(trypsin
1.75mg,oxdMLn0.5mg).

malonaldehydeが タンパク質と 1-amino-3-imino

propene結合で架橋を形成する際に生じる蛍光の最

大励起波長 350-395mm,最大発光波長 430-470nm

Table1. FluorescenceortrypslnaHowedto

(ChioandTappel,1969)よりも短波長側にあった.

trypsin との反応で生じた蛍光の強度と反応させた

リノレン酸メチルの 40oCでの自動酸化日数との関係

を Fig.2に示した.蛍光強度は 自動酸化日数の延

長に伴って増加し, この傾向は前報 (幡手 ･豊水,

1984)に示したリノレン酸メチルの自動酸化日数の延

長に伴う trypsin阻害作用の増強と一致した.

酸化リノレン酸メチルの各画分とtrypsinとの反応

で生じた蛍光の強度を Tablelに示した.多量体と

の反応で最大の強度を示したが,trypsin阻害を示さ

ない2量体,単量体あるいは分解物との反応でも明ら

かに蛍光を生じた.タンパク質と酸化脂質との反応で

生じる蛍光はシッフ塩基の形成によるもので,カルボ

ニル基は各画分に存在しうるから,多量体以外の画分

との反応で蛍光を生じたのは当然であろう.

2. 多量体 の修飾 あるいは trypsinの修飾が

trypsin阻害へ及ぼす影響

trypsin阻害を示さなかった画分との反応によって

もtrypsinが蛍光発色団を生成したので,酸化リノレ

ン酸メチルによるtrypsin阻害が多量体のカルボニル

基とtrypsinの遊離アミノ基との共有結合によること

を明確にするために,カルボニル基を修飾した多量体

による trypsin阻害を調べた.カルボニル基をDMH

化した多量体と水酸基を TMS化した多量体による

trypsin阻害をTable2に示した.この結果から明ら

かなように,多量体は水酸基の修飾によって trypsin

阻害に影響を受けなかったが,カルボニル基の修飾に

よってはtrypsin阻害をほとんど示さなくなった.

trypsinの Lys残基の E-ア ミノ基を修飾 した.

acetyltrypsin(Sigma社製)を多量体と 37oC で7

分間反応させた後,BAPNAl)を基質として残存酵素

活性を測定した (幡手･豊水, 1984).多量体無添

加時の活性を100%として残存活性率を算出した.

Fig.3に示すように,対照である未修飾の trypsin

の活性は多量体の増量に伴って明瞭に低下したが,

対照 trypsinがほとんど活性を示さなくなる多量体

の添加量において もacetyltrypsinの活性は全く低

reactwithvariousfractionsobtained
FromoxdMLn(40oC,4days)bychromatographyonBiO-BeadsS-X3

Fraction Poly-er Di-er Mono-er p,e.gdruacd.e,d "PO,en.gOdr;cde.:sd'

Relativefluorescenceintensity 68

(trypsin1.75mg,eachfraction0.5mg)
I) a-N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilidc･HCI

65 43 63 55
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Table2. Effectofmodificationofpolymer
withDMHandTMSoninhibitionortrypsln

Treatment DMH TMS Control

Inhibition(形)1.2 40.2 41.3

(trypsin15.0/̀g,polymer5.0/∠g)
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Fig.3. Actionorpolymeronacetyltryp-
sin. Acetyltrypsln Wasallowed to react
with polymerin 4.8% EtOH-0.1M Tris-
HClbuffer(pH9.0)at3TCfor7min.(ace-
tyltrypsin,trypsin15〟g).

下せず,trypsin の 6-ア ミノ基 の修飾は多基体の

trypsinl511害作川を無効にした.このことは trypsin

阻害に関与した遊離アミノ基が,N-末端アミノ基では

なくて 6-アミノ基であること (HofmannandScri-

mger,1966;HofmanneTal.,1967)を示唆した.

3. 多量体との反応によるtrypsinのアミ/酸損傷

多量体と反応させたtrypsinのアミノ酸損傷をアミ

ノ酸分析によって調べた.Table3に示すように,損

傷を受けた主なアミノ酸はLys,His,Arg,Asp,Met

および Leuなどであり, この結果は酸化脂質によっ

Table3. Damagetoaminoacidoftrypsln
byreactionwithpolymer

＼n川 1LI JLIJ t･Oく＼ ＼111日い - ULIJ ll→くく

Lys
His

Arg
Asp
Tわr
Ser
Glu
P r o

Gly

23
45
30
10
0
0
0
5
0

Ala
C ys-C ys
Val
Met
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Leu
Tyr
Phe
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2
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てタンパク質が受けるアミノ酸損傷の報告 (Gardner,

1979;KareleTal.,1975;Matsushita,1975)と大

差なかった.このように酸化脂質によるアミノ酸損傷

は必ずしも特異的であるとは言えず,trypsin 阻害と

は直接に関与しないアミノ酸浅基あるいはtrypsinが

失活した後に損傷されたアミノ酸残基もこの中に含ま

れている可能性はある. しかし,trypsinのアミノ酸

組成を勘案すると,trypsin分子中で損傷を受けた分

子数の量も多いアミノ酸残基は Lysであった.

考 察

酸化脂質とタンパク質との相互作用は,疎水基の会

合あるいは水素結合による複合体の形成,過酸化脂質

の生成や分解で生じるラジカルが関与する反応あるい

は酸化二次生成物が関与する共有結合による複合体の

形成などに大別されている (Gardner,1979).

酸化リノレン酸メチルによるtrypsin阻害は多量体

で顕著であったことおよび酸化リノレン酸メチルと多

堕体は Lysとの反応によって trypsin 阻害活性を低

下したことから, これらのtrypsin阻害にリノレン酸

メチルの酸化二次生成物である多量体のカルボニル基

が主役を演じていると推測した.

酸化リノレン酸メチルと反応させたtrypsinあるい

は BPA は同様な蛍光スペクトルを示した.この蛍光

スペクトルはmalonaldehydeと反応させたタンパク

質のそれとは異なり,共役カルボニルと反応させたウ

シ血清アルブミンのそれとよく一致した.しかし,級

化リノレン酸メチルから分子サイズに基づいて分画し

たtrypsin阻害を示さなかった画分との反応によって

も,trypsinは蛍光発色団を生成した.それゆえ,カ

ルボニル基を修飾した多量体による trypsin阻害お

よび trypsinの E-アミノ基を修飾した acetyltryp･

sin に対する多量体の阻害作用を調べた. その結某

多量体による trypsin阻害は,多屋体のカルボニル基

と trypsinの e-アミノ基との結合に基づ き,しか

ち,酸化リノレン酸メチルによるtrypsin阻害活性の

発現には,島炭素鎖をもつ疎水性分子との複合体形成

を必須とすると考えた.多量体との反応による tryp-

sinのアミノ酸損傷の結果もこれを裏付けた,

要 約

酸化リノレン酸メチルとtrypsinとの反応機構を明

らかにするため,これらの官能基を調べた.結果は次

の通りである.

1. 酸化リノレン酸メチルと反応 させた trypsin
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は最大励起波長 340mm および最大発光波長 420mm

を示す蛍光発色団を生成した.

2. リノレン酸メチルの自動酸化日数の延長に伴っ

て蛍光強度も漸増した.酸化リノレン酸メチルの分画

画分中では多量体で最大の蛍光強度を示したが,はか

の画分でも蛍光が観察された.

3. 多量体はカルボニル基の修飾によって trypsin

阻害をほとんど示さなくなった. また,trypsin の

E-アミノ基を修飾したacetyltrypsinは多量体によっ

て全く阻害されなかった.

4. 多主体との反応によって trypsinでは Lysが

主に親傷されていた.

以上の結果から,酸化リノレン酸 メチルによる

trypsin阻害は多量体のカルボニル基とtrypsinの

E-アミノ基との共有結合に基づくものと結論した.
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Summary

lnorderto elucidatethemechanism ofreactionbetweenautoxidizedmethyl

linolenate(oxdMLn)andtrypsin,theauthorsstudiedthefunctionalgroupsparti･

cipatinginthereaction.Theresultsobtainedaresummarizedasfollows.

1. TrypslnWhich wasallowed toreactwithoxdMLnproducedthefluoresI
centchromophores,whichshowedtheexcitationmaximum at340nmandtheemi･
ssionmaximum at420nm.

2. TheprolongationoftheautoxidationtimeofMLnwasaccompaniedbythe

gradualincreaseinthefhorescenceintensity.

3. Thenuorescencewasobservedremarkablybythereactionwiththepoly-
merfractionatedfrom oxdMLn,butalsoobservedwiththeotherfractions

4. TrypslnWasScarcelyinhibitedbythepolymerwhosecarbonylgroupshad
beenmodified.rnaddition,acetyltrypsln,Whichhadbeenpreparedbythemodi-
ficationofe-aminogroupsintrypsln,Wasnotinhibitedbyintactpolymer.

5. Lyswasmarkedlydamagedintrypsinbythereactionwiththepolymer,
comparedwithotheraminoacids.
From theseresults,theauthorsconcludedthattheinhibitionoftrypsinbyoxd

MLn wasbased on thecovalentbindingbetweencarbonylgroupsofthepolymer
ande･aminogroupsintrypsln.


