
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

家バエ前蛹中に存在するLatent Phenoloxidase
Complexのタンパク化学的性質および生理的意義

船津, 勝
九州大学農学部

林, 勝哉
九州大学農学部

稲葉, 喬
佐賀大学農学部生物化学研究室

石黒, 正恒
九州大学農学部

他

https://doi.org/10.15017/23067

出版情報：九州大學農學部學藝雜誌. 26 (1/4), pp.85-104, 1972-03. 九州大學農學部
バージョン：
権利関係：



九 大 農 学 芸 誌(Sci.Bull.Fac.Agr.,KyushuUniv.)

第26巻 第1-4号85-104(1972)

家 バ エ前蛹 中に存在 す るLatentPhenoloxidase

Complexの タンパ ク化 学 的性 質 お よ び生 理 的意義

船津 勝 ・林 勝哉 ・稲葉 喬*

石黒 正恒 ・波平 元辰 ・刈屋 雅雄

山浦 泉 ・塚本 卓治 ・陶山 公太

Nature of latent phenoloxidase complex in the prepupae 
    of housefly and its physiological significance 

  Masaru Funatsu, Katsuya Hayashi, Takashi Inaba, 
Masatsune Ishiguro, Genshin Namihira, Masao Kariya, 

        Izumi Yamaura, Takuji Tsukamoto 
             and Kimita Suyama

昆 虫 のPhenoloxidaseは 変 態 過程 にお け る脱 皮,

表皮 の硬 化,着 色 にお い て チ ロシ ン の代謝 経 路 に関 係

し,オ ル ソキ ノ ンを生 成 す る酵 素 として,変 態 過 程 に

含 まれ る生 化 学反 応 を究 明 す る上 で 重 要 で あ る,と く

に変 態 ホル モ ンEcdysonの 作 用 機 構 に含 まれ る酵 素

と考 え られ て お り(Karlson,1961,1963),変 態 過 程

に お け る この 酵 素 の動 態 を 明 ら か に す る こ と は,

Ecdysonの 作 用 を分 子 レベ ルで 解 明 す る た め の 基 盤

と して重 要 で あ る と考 え られ る.

1958年 船 津 お よ び 稲 葉 は 魚 の 飼 料 として市 販 され

て い る蛹 の水 抽 出 液が 放 置 す る とほ とん どす べ て赤 褐

色 に 着 色す るの に,わ ず か な が ら まつ た く 着 色 しな

い場 合 が あ る こ とを見 出 し,着 色 はPhenoloxidase

(Tyrosinase)の 存 在 に よ る メ ラニ ンの 生 成 に 起 因

す る もの と考 え られ る ので,無 色 の場 合 はPhenolo-

xidaseが 不 活 性 なProenzymeの 形 で 存 在 す る ため

で は な いか と考 え 本研 究 をは じめ る こ とに な つ た.

昆 虫 のProphenoloxidase(Protyrosinase)に っ

い て は,こ れ よ りさ きBodineら(Bodineand

Boell,1935;Bodineetal.1937)に よ ってす で に

研究 され てい た.す なわ ちバ ッタ(Melanoplusdif-

ferentials)の 卵 にProtyrosinaseが 存 在 す る こ とを

認 め,同 時 に脂 溶 性 の活 性 化 因 子 の 存在 を明 らか に し

た(BodineandAllen,1938).ま たinvitroで こ

のProtyrosinaseは 有 機 溶 媒,界 面 活 性 剤 な ど に よ

り,さ らに60℃,10分 間 の加 熱,激 しい振 嶺 な どに
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よつ て も活 性 化 され る こ とを見 出 し,活 性 化 はPro-

tyrosinaseタ ンパ ク質 の軽 度 の 変 性 に よ る立 体構 造

の 変 化 に よ つ て 起 こる もの と 考 え た(Allenand

Bodine,1940,1941;AIIenetal.,1943;Bodine

andCarlson,1941).

これ にっ い で 大西(Ohnishi,1953,1954)は シ ョ

ウ ジ ョウ バ エ(1)rosopkilametanogaster,1)rOSO

philavirilis)の 幼 虫 か ら蛹 へ の 変態 過 程 に お け る

Tyrosinase活 性 の 変動 を調 べ,幼 虫 で は蛹 化直 前,

それ まで 表 面 的 に は非 常 に低 い レベ ル に あつ た ものが

急 激 に上 昇 し,蛹化 開 始後 ふた た び急 激 に低 下 す る こ

とを認 め た.さ らにProtyrosinaseは 体液中 に存 在

し,高 分 子 の タ ンパ ク質 で あ る活性 化 因子 が 組 織 中 に

存 在 す る こ とを明 らか に し,活 性 化 因 子 はNaC1,KCI

に よつ て阻害 され る こ とを見 出 した.家 バ エ に つ い て

も同 じ 知 見 を えた くOhnishi,1958,1959).大 西 は

Bodineら の場 合 と活性 化 因 子 の 性質 が 異 な る こ とか

ら,昆 虫 に は 少 な く と も2種 のProphenoloxidase

が 存 在 し,一 方 はBodineら の リピ ド性 活 性 化 因子 に

よつ て活 性 化 され る もの,他 は タ ンパ ク性 活 性 化 因子

に よっ て 活性 化 され る もの と考 え た(Ohnishi,1958).

これ と同 じ ころ,HorowitzとFling(1955)は シ

ョウ ジ ョウバ エ の羽 化6時 間後 の成 虫 の生 理 的食 塩 水

に よ る抽 出 液 は,は じめ フ ェノ ラー ゼ活 性 を示 さな い

が,0℃ に放 置 す る と 自触 的 な活 性 化 を起 こす こ とを

見 出 し,さ らに十 分活性 化 した 後遠 心分 離 に よ っ て,



凝 集 したPhenoloxidaseを 除 い た上 清 を新鮮 な抽 出

液 に加 え る と不 活 性 なPhenoloxidaseの 活性 化 が 促

進 され る こ とを認 め,上 清 中 に活 性 化 因 子 が含 まれ,

そ の濃 度 は活 性 化 の過 程 で 増 大 す る と考 え,つ ぎのよ

うな活 性 化 の形 式 を 推定 した.

Precursor十Activator→Enzyme十2Activator

これ にっ い でKarlson(1958)もEcdysonの 作用

機 構 に関連 して ク ロバ エ(blowfly,Calliphoraery-

throcephala)幼 虫 のPhenoloxidaseに つ い て 報 告

し,幼 虫 の抽 出液 は,は じめPhenoloxidase活 性 を

示 さ ない が放 置 す る と活 性 化 が 起 こ り,15～20分 で完

了 し,抽 出 液調 製 の条 件 に よっ て 活性 化曲 線 が異 な る

こ とを認 め た.そ の 結果,生 体 内 の活 性 化系 はPro-

phenoloxidaseと 活 性 化 因 子 とい うよ う な 簡単 な も

の で は な く,な お他 に数 種 の因 子 が 関与 す る非 常 に複

雑 な もので,さ らにEcdysonが この活 性 化 系 に 関与

して い る とい う 仮 説 をは じめ て 提 出 し た.そ の 後

Karlsonお よ びSchweiger(1961)は ア オバ エ 幼虫

お よ び蛹 にお け るProphenoloxidaseの 変 動 を調 べ,

Prophenoloxidaseが 白い前蛹 にお い て最 大 量 に な る

こ と,ま た 活 性 化 因子 活 性 がEcdyson分 泌 と時 を

同 じ く して 増大 す る ことか ら,Ecdysonは 染 色 体 の

特定 の 遺 伝 子 に 作 用 して パ フ(PufDの 形 成 を 促進

し,活 性 化 因 子 の生 合 成 に必 要 なm-RNAの 生 成 を

促 す もの と推 定 した.あ る種 の チ ョウ類 に つ い て もこ

れ と同 じ現 象 が認 め られ て い る(KarlsonandSch-

mid,1955;KarlsonandBttckmann,1956).

昆虫のProphenoloxidaseに つ い て は 上 述 のハ エ

の他 に ゴ ミム シダ マ シ(Tenebriomolitor)の 幼 虫 に

も 不活 性 なLatentPhenoloxidaseが 存 在 し,in

vitroで オ レ イ ン酸 ソー ダ に よっ て 活 性 化 され る こと

が 知 られ てい る(AertsandVercauteren,1964;

HeynemanandVercauteren,1964).

Karlsonお よびLieben(1961)は ク ロバ エ幼 虫 の

アセ トン末 か らPhenoloxidaseを 結 晶 と して単 離 し,

基 質 特異 性 を検 討 した結 果,こ の酵 素 はo-Dipheno-

loxidase〔02-oxidoreductase(ECNo.1,10,3,

1)〕 で あ る こ とを 明 らか に した.さ らにPropheno-

10xidaseの 活 性 化 を細 胞顆粒,た とえ ば ミ トコ ン ド

リアが 共存 す る環 境 で行 な う と,活 性 化 され た酵 素 は

ミ トコ ン ド リア と結 合 し,元 来 のDiphenol-oxidase

活 性 の他 にMonophenoloxidase活 性 を も示 す こ と

を 明 らか に した.な おJennyら(1961),Horowitz

お よ びFling(1955)に よ り,Phenoloxidaseは 粗

抽 出 液 の遠 心 分 離 で ミク ロ ゾー ム区 分 に 沈 降 す る こ と

が報告されているが,Karlsonお よびSchmid(1955)

はPhenoloxidaseが 凝集しやす く,遠 心分離では ミ

クロゾーム区分に含まれると述べている.一 方ゴミム

シダマシ幼虫のLatentPhenoloxidaseか ら活性化

されたものはMono一 およびDiphenoloxidase両

方の活性を示すと報告 されている(AertsandVer-

cautere11,1964).こ のように試料としたハエの違い,

調製法の違いにより異なる結果がえられており,こ の

問題は今後さらに検討する必要があるが,こ の報告で

は以下単にPhenoloxidaseと 呼ぶことにする.

われわれは家バエ前蛹中にProphenoloxidaseが

存在することを見出し,そ の活性化の機序を調べ(稲

葉喬,1964),さ らにこの不活性酵素 は3つ のタンパ

ク質によつて形成された潜在酵素系(LatentPhenol-

oxidaseSystem)で あ ることを明らかにした(波 平

元辰,1968).そ の後,こ の潜在系を構成 する3つ の

タンパク質は会合してLatentPhenoloxidaseCom-

plexを 形成 していることを明らかにした.ま た潜在

酵素の活性化にはタンパク質の解離会合現象が関与し

ている可能性 も推察された.一 方成熟蛹中 に存在する

活性化因子についても高度の精製を行ない,そ のタン

パク化学的性質を明らかにした(刈 屋雅雄,1969).以

上 の結果をまとめてここに報告する.

1.生 物 試 料 お よ びPhenoloxidase

と 活 性 化 因 子 の 活 性 測 定 法

1。 生物試料

本研究を通 じ家バエとしてMuscadomesticavi-

cinaMacquart高 槻系を用いた.

成虫の飼育は26～30℃ で スキムミルクおよび砂糖

を各5%に なるよう水に溶解 した ものを飼料 として

行なった.産 卵はフスマと粉末酵母(2:1の 割合に

混合)を 適当量の水 と混和したものに行なわせ,そ の

まま孵化 させた,幼 虫 も上記 と同じフスマと粉末酵母

を飼料 とし,乾 燥 しないように注意しながら25℃ 附

近で飼育した.孵化 後蛹化 までにほぼ6日 を要 した

が,蛹 化の時期を厳密 にそろえることは 困難 であつ

た.し たがつて多量の試料を処理する場合前蛹(Pre--

pupae,白 い蛸WhitePupae)は つ ぎのようにして

選別した.す なわち水洗した蛹を水道水(必 要な場合

適当量の食塩を添加し比重を調節)に 投入すると前蛹

は沈み,成 熟蛹 は浮上するので,沈 降した 前蛹を集

め,さ らに着色度合に応じ精選して白い蛹 を選び前蛹

試料 とした.

2,Phenoloxidase活 性測定法



(1検圧法

ワールブルグ検圧装置を用い,6.4×10-2Mの カテ

コール(メ ルク製,特 級品)を 基質とし,pH6.8の

M/15リ ン酸緩衝液(0,9%NaC1含 有)中 で25℃

において反応を行ない,常 法により,経 時的に酸素消

費量 を求め,酵 素溶液 の280mμ に お ける吸光度

(OD28。)あ た りの酸素吸収量(μ1)を もって活性を

表わした.

(2)比 色法

Horowitzお よびFling(1955)に な らい2.0×

10一2MDL一 ジ ヒドロフェニルアラニン(DOPA)(N.

B.C製,特 級品)を 基質とし,酸 化によつて10分 間

に生成するDOPA-chromeの 赤色 を 日立製作所製

EPO-B型 光電比色計により470mμ のフィルターを

用い測定した.酵 素溶液 の280mμ における吸光度

(OD280)あ た りのOD470を もって活性を表 わ し

た.反 応はpH6あ るいは6.8のM/15リ ン酸緩衝液

中で25℃ において行ない,0.2NKCNを 添加 し

て反応を停止した.

3.活 性化因子の活性測定法

一定最のLatentPhenoloxidase溶 液(前蛹 をpH

6.00)0.2Mリ ン酸緩衝液で抽出し,7000rpm,30

分閥遠心分離した上清 から硫安飽和 によって粗La-

tentPhenoloxidaseを 沈澱させ,ふ たたび上記の緩

衝液に透析して溶解 し,7000rpm,30分 間 の遠心分

離によってえられる上清.使 用に際してはそのOD280

を20に 調整した)に 種々濃度の活性化因子(pH6.0

の溶液)を 加え,適 当に稀釈して25℃ において30分

間活性化を行なつた.生 成する活性を上記比色法によ

り測定し,OD47。 を活性化因子の濃度(OD280)に 対

してプロットし,OD,,oを0.2と す る活性化因子溶

液のOD28。 を求め,そ の逆数を もつて比活性を表わ

した.ま た活性単位 としてはOD280が1(E2翻 μ=1)

であるときの活性化因子の量を1単 位 とした.

II.家 バ エ の 変 態 過 程 に お け る

Phenoloxidase活 性 の 変 動 と

潜 在 性Phenoloxidaseお よ び

そ の 活 性 化 因子 の 存 在

家バエの幼虫か ら蛹に至る過程においてPhenolo-

xidase活 性 はFig.1に 示すように顕著な変動を示

す.す なわち幼虫末期高い活性を示したものが,蛹 化

直後の蛹(前蛹)で は完全に消失 し,蛹 の成熟につれ

てふたたび活性を現わしてくる.し かし前蛹 はPhe一

Fig. 1. Fluctuation of phenoloxidase activity 
in the process of metamorphosis from larvae 
to pupae. 

 Solid line shows apparent activity of the 
 extract and broken line activity after 

 treatment of the extract with sodium 
 oleate.

Fig. 2. Activation of latent phenoloxidase 
in prepupae by the extract of aged pupae. 

 Curve  A  : extract of prepupae+extract 
          of aged pupae. 

 Curve B : extract of aged pupae. 
 Curve C : extract of prepupae.

noloxidaseを まつたく含まないのではなく,そ の抽

出液にオレイン酸ソーダあるいはドデシル硫酸ソーダ

(SDS)を 加 えると強い活性が出現した.し たがつて

前蛹は陰イオン界面活性剤で活性化される不活性な状



態 のPhenoloxidaseを 含 んで い る こ とが 明 らか に な

り,前 蜥 を上 記 の方 法で 選 別 してLatentPhenolo-

xidaseの 試料 と した.

前蛹 の抽 出液 はそ の ま まpH6.8で25℃ に1時 間

放 置 し て もな ん らPhenoloxidase活 性 を 示 さ な い

が,こ れ に成 熟 踊 の抽 出 液 を加 え る と,Fig.2に 示 す

よ うに,上 記 の界 面 活 性 剤 の場 合 と同様 に強 い 活性 が

出現 した.し た が つ て,成 熟蛹 はLatentPhenolo-

xidaseの 活 性 化 因 子 を 含 有 してい る こ とに な り,成

熟蛹 を活 性 化 因 子調 製 の 試 料 とした(Funatsuand

Inaba,1962).

III.LatentPhenoloxidaseの 活 性 イヒ

'前蛹 のLatentPhenolo
xidaseはinvitroに おい

て陰 イオ ン界 面 活 性 剤,成 熟 蝋 の活性 化因子 に よ っ て

活 性 化 され る こ とをす で に述 べ た が,さ らに前 踊抽 出

液 を水 に対 して透 析 し,塩 濃度 を低 下 させ て も活 性 化

が起 こる こ とが 明 らか に な つ た.生 体 内 に お い ては 活

性 化因 子 によ っ て活 性 化 され る もの と考 え られ るが,

inyitroに お い て は上 記3っ の様 式 に よ つ て活 性 化 を

行 な う こ とが で き る.

1.LatentPhenoloxidase溶 液 の 調 製

前 輔 に0.9%NaClを 含 むpH6.8のM/15リ

ン酸 緩衝 液3～7倍 量 を加 えて ホ モ ジ ネー トと し,ガ

ー ゼ で 濾過 した の ち,0～2℃,10,000rpmで30分

間遠 心 分離 す る と3層 に分 離 す る.黄 色 透 明 な 中層 を

と り硫 安逆 透 析 に よ つ て タ ンパ ク質 を沈 澱 させ,沈 澱

を冷 所 に おい て上記 リン酸 緩 衝 液 に透 析,溶 解 し,不

溶 物 を除去 した もの を粗LatentPhenoloxidase溶

液 として 用 い た.

2。 陰 イオ ン界 面 活 性剤 に よ る活 性 化

Bodineら(AllenandBodine,1941)に よ っ て

バ ッタの 卵 の不 活 性Phenoloxidase(Protyrosinase

と呼 ばれ た)の 活 性 化 剤 と認 め られ た 陰 イ オ ン界 面活

性剤 はハ エ のProphenoloxidaseの 活 性 化 には有 効

で な い ことが 報告 され て い るが(Ohnishi,1958),こ

れ に 反 しす で に 述 べ た よ う に 家 バ エ前蛹 のLatent

Phenoloxidaseは オ レイ ン酸 ソー ダ に よ つ て 活 性 化

され る こ とが 明 らか に なつ た.そ こで 界 面活 性 剤 によ

る活 性 化 を詳 細 に検i討 した(lnabaetal.1963).

まず 各種 の界 面 活性 剤 に よ る活性 化 を調 べ た と ころ

Table1に 示 す よ うに 陰 イオ ン界 面 活 性 剤 に よつ て

のみ 活性 化が 起 こ る こ とが 明 らか にな り,Bodineら

の結 果 と一 致 した.

Fig. 3. Effect of concentration of SDS on 

activation of latent phenoloxidase. 

 Activity was measured colorimetrically.

Table 1. Activation of latent phenoloxidase with various detergents.

 Anionic 

 Cationic 

  Non-ionic

 S  D S 
Alkylsulf ate 

   Alkylarylsulfonate 
   Rote oil 

   Polyoxyethylene castor oil 

Alkyldimethylbetaine 
Dimethylbenzylalkylammonium chloride 

   Polyoxyethylenealkylester 
   Polyoxyethylenealkylphenolether 
   Polyoxyethylenealkylether

 Manometric method; 0. 2m1 of crude extract of prepupae and 0. lmi of various detergents 
(0. 5 mg) and M/15 phosphate buffer, pH 6. 8, after incubation for 30 min at 25°C, 12. 8 AM 
catechol, in a total volume 1. 2 ml. Center well, 0. 1 ml of 20 96 KOH.



陰イオン界面活性剤のうちSDSに ついてさらに詳

細に調べた.そ の結果Fig。3お よび4に 示すように

SDSに よる活性化はSDSの 限定された濃度 におい

てのみ起こり,活 性化に適 した一定 のSDS/Latent

Phenoloxidase量 比が存在した.ま たこの活性化の

pH依 存性はFig.5に 示すとおりで,LatentPhe-

noloxidaseの 安定pH領 域内のpH7～8に 至適

pHが あつた.活 性化に及ぼす温度の影響については

Fig.5に 示すよ うに10～20℃ の低温に至適温度が

あつた.

Fig. 6. Thermal stability of latent phenol-

oxidase and temperature dependence of its 
activation by SDS. 

 (0)  : Thermal stability. 
(0) : temperature dependence.

Fig. 4. The ratio of amounts of SDS and,;. 
latent phenoloxidase in its activation.

Fig. 5. The pH-stability of latent phenol-
oxidase and pH-dependence of its activa-
tion by SDS. 

(0) : pH-stability, (s) : pH-dependence.

以上のように特定の条件においてのみSDSに よる

活性化が起 こることは,活 ・性化}こProphenoloxidase

タンパク質の特異的な構造変化が関係しているものと

考えた.

3.成 熟蛹中の活性化因子による活性化

水に投入したとき浮上する蛹として選別 した成熟蛹

から活性化因子を0.9%のNaClを 含 むM/15リ ン

酸緩衝液(pH6.8)で 抽 出し,遠 心分離 によつて組

織片,リ ピドを除き,凍 結融解を2～3回 繰返す こと

によってPhenoloxidaseを 不活性化して除去したの

ち,硫 安33%飽 和によつて沈澱させた.沈 澱を水に

透析しながら溶解し,凍 結乾燥によつて部分的に精製

された活性化因子標品を粉末状にえた。これを適当な

溶媒に溶解して実験に供した(lnabaandFunatsu,

1964).

一定蚤のLatentPhenoloxidaseを 種 々濃度の活

性化因子で 活性化す とFig.7に 示すようなs字 型

の活性化曲線 が えられた.ま た種々濃度 のLatent

Phenoloxidaseを 一定蚤の活性化因子で活性化 する

とFig,8の 活性化曲線がえられ,LatentPhenolo-

xidase濃 度 をs,活 性 化速度をvと してLinewe-

aver-Burkの プ ロットを行なうとFig.9に 示 すよ

うな直線がえられた.Hofsteeの プロットで も同様

に 〔s〕/Vと 〔s〕との間に直線関係が認められた.以

上の結果活性化因子による活性化は触媒反応であろう

と推察された(lnabaandFunatsu,1964).

反応溶液のpH,反 応温度が活性化速度に及ぼす影



Fig. 7. Activation curve of latent phenol-
oxidase by activator.

Fig. 9. Lineweaver-Burk's plot of activa-
tion of latent phenoloxidase by activator.

Fig. 8. Activation of varying amounts of 
latent phenoloxidase by a fixed concentra-

tion of activator.

響をFig.10お よび11に 示す.活 性化の至適pH

は6.5～7.5,至 適温度は10～20℃ で3～10℃ と

い う低温でもかな り迅速に活性化が起こつた.こ れに

反し20℃ 以上では活性化速度が急激に低下し,45℃

では完全に活性化が停止した。活性化因子による活性

化はTable2に 示す試薬によつて阻害された.表 の

第1列 は活性化反応溶液に試薬を加えたとき,第2列

はPhen◎loxidase活性 に対 す る影響,第3列 は

LatentPhenoloxidaseを,ま た第4列 は活性化因

子をそれぞれ,あ らかじめ試薬で処理したときの影響

 Fig. 10. The pH-dependence of activation 
of latent phenoloxidase by activator.

を示 す.Na-picrylsulfate,NBS,ヨ ー ド,EDTA,

は主 と して活 性 化 因 子 を不 活 性 化 す こ とに よっ て活 性

化 を阻 害 す る ことが わか った(InabaandFunatsu,

1964).EDTAは と くに顕 著 な活 性 化因 子 阻 害 剤 で あ

るが,こ れ につ い て は後 述 す る.

4.LatentPhenoloxidase溶 液 の イオ ン強 度 低

下 に よ る活 性 化

LatentPhenoloxidase溶 液 をpH6～7に おい

て水 あ るい は低 濃 度 塩 類溶 液 に対 して透 析 す る と活 性

化 が 起 こ る こ とが わ か っ た.た とえばpH6.8の0.05

～0.2Mリ ン酸 緩 衝 液 に 対 し3℃ で24時 間透 析 し



Table 2. Effect of chemical reagents on the activation of latent phenoloxidase 
        by activator.

 Na-picrylsulf  ate 
NBS 
Na-Azide 
co-Chloroacetophenone 
Iodine 
Thioglycolate 
Monoiodoacetate 
EDTA

1+'1g. 11. Temperature dependence of acti-
vation of latent phenoloxidase by activator.

たとき出現する活性 と,同 じLatentPhenoloxidase

溶液を成熟蛹 の活性化因子で活性化したとき出現する

活性とをFig.12に 示す.o.12M以 上のリン酸緩衝

液中では透析しても活性化は起 こらず,LatentPhe-

no正oxidaseは 安定な状態に保たれるが,0.1M以 下

の低濃度 リン酸緩衝液中では水の場合 と同様に活性化

が起こつた.し かもこの活性化は可逆的で,低 濃度 リ

ン酸緩衝液中 で活性化 した ものも,こ れをふたたび高

濃度 リン酸緩衝液に透析すると不活性化した.こ の不

活性化はタンパク質の変性 による失活 で はなく元の

LatentPhenoloxidaseへ の復帰であることが,こ れ

をふたたび低濃度 リン酸緩衝液または水に透析すると

完全に活性化され,活 性化,不 活性化を反復しうるこ

とから明らかになつた.

以上の現象はリン酸塊に特有な現象ではなく,0.05

Mリ ン酸緩衝液 に0.IM以上 の堀濃度 になるよう

Fig. 12. Activation of latent phenoloxidase 
in phosphate buffer solution (pH 6. 8) of 
low concentration. 

 (0), (A),  (0), (^) represent activities 
 exhibited with time by treatment with 

 activator in 0. 05, 0. 08, 0. 12 and 0. 2 M 
 phosphate buffers of pH 6.8, respectively. 

(0), (A), (::), (U) represent activities 
 exhibited with time by dialysis of latent 

 phenoloxidase against 0. 05, O. 08, 0.12 
 and 0. 2M phosphate buffers of pH 6. 8, 

 respectively.

NaC正 を加えた場合にも同様な現象が認められた.さ

らに リン酸緩衝液のかわ りに酢酸緩衝液を用いてもま

つたく同じ現象が見 られた.そ の結果塩の種類によら

ず0.1M以 上の濃度でPhenoloxidaseは 不活性な

状態に保たれそれ以下の濃度で活性をもった状態に変

り,こ の変化は塩濃度の変化によつて可逆的に起 こる

ことが明らかになつた.

塩濃度の影響については,イ オン強度の変動による

影響および滲透圧の変動による影響の2つ が考えられ

る.活 性化の原因となるものがそのいずれであるかを



決定するため,ま ず滲透圧の変化を抑え,イ オン強度

のみを変化してその影響を検討 した.す なわち0,01

Mリ ン酸緩衝液(pH6.0)にO、05～1.OMの蔗糖

溶液を加え,こ れに対して透析を行ない,活 性化を調

べた.そ の結果1.OMの蔗糖 を含む場合で も活性化

を抑えることができなかつた.し たがつて低濃度塩類

溶液中 における活牲化は,溶 液の滲透圧の低下にその

原因があるのではなく,イ オン強度の低下に原因があ

ることが推察された.

もし滲透圧の低下に原因がある場合 には,Latent

Phenoloxidaseの 本体はPhenoloxidaseが 細胞の

顆粒に結合し,表 面的に活性を示さない結合型である

可能性があり,こ の場合の活性化は顆粒の破壊による

酵素の遊離 であると考 えることが できるわけであ る

が,蔗糖 の影響について の実験結果からこの推論は妥

当でないと認められた.し たがっ てLatentPheno-

10xidaseは 可溶性のタンパク質 であると考 えること

ができる.

LatentPhenoloxidaseの 本 態として結合型を考え

ることはイオン強度の変化に伴 う活性の可逆的変動を

説明するのに不適当である.ま た一般のZymogen活

性化に見 られるような限定水解 も活性化機構の説明と

しては妥当でない.し たがつて,活 性化因子を一種の

タンパク質分解酵素 と見倣すこともこの意味で疑間が

ある.

塩 濃度の変化がタンパク質に及ぼす影響として,タ

ンパク質分子のイオン状態の変化とこれに伴 う構造変

化および分子問の相互作用の変化による解離会合が考

えられ,そ の両方あるいはいずれかが活性化の原因と

な る可能性が推察 される.Grafiusお よ びMillar

(1967)はAcetylcholineesteraseが イオン強度の

変化によつて解離会合を起こす現象を超遠心的に確か

めており,LatentPhenoloxidaseの 場合に も後述す

るよ うに解離会合が活性の変動に関係していることが

推定された.

高イオン強度溶液中 におけるLatentPhenoloxi-

daseの 安定性には溶液のpHが 顕著な影響を及 した.

LatentPhenoloxidase溶 液 をViskingtube#18/

32に 入れ,pH5～8の 各種pHの ⑪.2Mリ ン酸

緩衝液に対 し24時間 冷所で透析し,活 性発現の有無

およびこれにさらに活性化因子を作用させたとき出現

する活性を調べた.そ の結果pH5.5以 下の 酸性で

はLatentPhenoloxidaseは 不可逆的な変性を起 こ

し,イ オン強度を低下 しても,ま た活性化因子を加え

てももはや活性化しない状態に変る.一 方pH7.0以

上 で は α2Mリ ン酸 緩衝液中 で も活 性 化 を抑 え る こ

とが で きず,透 析 中 に活 性 化 が 起 こ り,こ の傾 向 は

pHが 高 いほ ど強 く現 わ れ た.

LatentPhenoloxidaseの イオ ン強 度低 下 に よ る活

性 化 は,活 性 化 因 子 に よ る活 性 化 同様 にEDTAに よ

つ て 完全 に抑 制 され た.

LatentPhenoloxidaseを1.0×10一3Mの 各 キ レ

ー ト試薬 を含 むO .OIMリ ン酸緩 衝 液(pH6.0)に

対 して3℃ で24時間 透 析 し,比 色 法 に よ つ て 出 現

す るPhenoloxidase活 性 を測定 した と ころTable

3に 示 す結 果 を え た.す な わ ち,グ ル タチ オ ン,シ

ステ ィ ンに弱 い 抑 制 作用 が 見 られ たが,EDTAは 活

性 化 を完 全 に阻害 す る こ とが わ かつ た.EDTAの 阻

害 効 果 と濃 度 との関 係 を1.0×10-5～LO×10-2Mの

濃 度 範 囲 で 調 べ た と ころEDTA濃 度1.OXIO-3M

以 上 で完 全 な抑 制 が起 こる こ とが 明 らか に な っ た.

Table 3. Effects of various chelating re-
        agents on the activation of latent 

        phenoloxidase by dialysis.

 Latent phenoloxidase was dialyzed against 

 0. 01 M phosphate buffer (pH 6. 0) contain-
ing 1.0X10-3M reagent.

EDTAの 作 用について は,さ ら に あ ら か じ め

LatentPhenoloxidase溶 液 にEDTAを 加 え るか,

抽 出 にEDTAを 含 む緩 衝 液 を 用 いれ ば,水 あ るい

は低 濃 度 塩 類溶 液 に透 析 して も活 性 化が 起 こらな い こ

と,ま た1.0×10-3M以 上 のEDTAが 溶 液中 に含

まれ て い れ ば,pH6.0で の ク ロマ トグ ラフ ィー に お

いて もLatentPhenoloxidaseは 安定 に保 た れ る こ

とが 明 らか に なっ た.

IV.LatentPhenoloxidaseを 構 成

す る タ ン パ ク 性 因 子

LatentPhenoloxidaseの活性 化 に3つ の形 式 が あ

る こ とを述べ たが,活 性 化 の経 過 は違 つ てい て も,最

終 的 に生 成 す るPhenoloxidaseは 同 じ もので あ るは

ず で あ る.し た がつ て上 述 の3つ の活性 化 形 式 を矛 盾



な く説 明 し うる機 構 を 明 らか にす るた め にはLatent

Phenoloxidase,Phenoloxidase,活 性化 因 子 をそ れ

ぞ れ純 化 し,分 子 レベ ル で 追究 す る必 要が 出 じた,そ

こで まず 前 蛎 か らLatentPhenoloxidaseの 精 製 を

試 み た ところ,こ の潜 在 酵 素 は3つ の タ ンパ ク性 因 子

に よ つ て構 成 され て い る複 雑 な 系で あ る こ とが 明 らか

に な っ た(Funatsuetal.,1966,1967a,1967b).

1.LatentPhenoloxidaseの 部分 的 精 製

Scheme1に 示 す よ うに前 踊 を0,9%NaClを 含

む0.2Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)で 抽 出 し,抽 出液

を硫 安 で 飽 和 してLatentPhenoloxidaseを 沈 澱 さ

せ,粗 標品 としてLatentPhenoloxidaseNと 呼 ぶ

こ とに した.こ れ を0.2Mリ ン.酸緩 衝 液(pH6.0)

に溶 解 し同 じ緩 衝 液 に対 して十 分 透 析 して硫 安 を 除 い

た の ち,ふ た た び 硫 安 を加 え て0.4飽 和 に す る と

LatentPhenoloxidaselこ 沈澱 す る.こ の 粗 標 品 を

LatentPhenoloxidaseAと し た.AはNに 比 し

遥 か に不 安 定 で 活性 化 しや す く,水 に対 して透 析 す る

と容 易 に活 性 化 しPhenoloxidaseを 生 じた.

LatentPhenoloxidaseN溶 液 を硫 安 で0.4飽 和

に しAを 沈 澱 さ ぜた と きの上 清 に1つ の タ ンパ ク質 が

含 まれ,こ の タ ンパ ク質 はLatentPhenoloxidase

に関 係 を もっ こ とが わか つ た.す な わ ち この タンパ ク

質 をLatentPhenolox三daseNま た はAの 活1性化因

Fig. 13.  Effect of fraction F-N on activa-
tion of latent phenoloxidase A by activator. 

1 : latent phenoloxidaseH-activator. 
2 : latent phenoloxidase-{-activator+F-N 

    treated at 60°C. 
3 : latent phenoloxidase+activator+F-N 

    treated at 70C°. 
4 : latent phenoloxidase-(-activator+F-N.

子による活性化系に加えるとFig,13に 示 すように

活性化が顕著に抑制されることが明らかになった.こ

のタンパク性抑制因子 はあらかじめ60℃ 以上で30

Scheme 1. Partial purification of latent phenoloxidase.

Prepupae 

      extracted with  0.2 M phos. buf. 
     containing 0. 9 % NaC1, pH 6. 0 

Crude Extract 

      saturated with ammonium sulfate

Sup

Ppt

Latent

(Latent phenoloxidase A) 

  dialyzed against 0.2 M 
  phosphate buf., pH 6.0 

phenoloxidase A solution 

  dialyzed against water 

  filtrated through Sephadex G-50

1           P
pt (Latent phenoloxidase N) 

              dissolved in 0.2 M phos. buf., pH 

              dialyzed against O. 2 M phos. buf., 
Latent phenoloxidase N solution 

              40 % saturated with amm. sulf.

   Sup (Factor N) 

       dialyzed against water 
        freeze-dried 

Crude Factor N 
   preparation

6. 0 

pH 6. 0

Fraction F-1 
 (Activator)

Fraction F-2 
 (Phenoloxidase)



分 間加 熱 す る と作 用 を失 つ た.ま た 非 透 析 性 で あ つ

た.こ の タン パ ク質 はFactorN(F-N,Namihira

factor)と 呼 ばれ た.

F-Nの 作 用 様 式 に つ い て はつ ぎの3つ の 可 能 性 が

考 え られ た.(1)LatentPhenoloxidaseと 結 合

し,こ れ を安 定 化 す一 種 の 安 定 化因 子(Stabilizing

factor),(2)活 性 化因 子 の阻警 因子,(3)生 成 す

るPhenoloxidaseの 阻 害 因 子 で あ る可 能性 で あ る.

これ に対 し,F-Nと あ らか じ め イ ン キ ュベ ー トした

活 性 化 因子 で 活 性 化 を行 な つ て も活 性 化 の速 度 は変 ら

な い こ と,ま たPhenoloxidaseはF-Nに よつ て阻

害 され ない こ とが確 め られ,(2)と(3)の 可 能性

は 否定 され,(1)の 可 能性 す なわ ち安定 化 因 子 と し

て の可 能 性 だ け が残 され て い る.LatentPhenoloxi-

daseAがF-Nの 除去 に よつ て 活 性 化 され や す くな

る こ とは この可 能 性 を支持 してい る.F-Nの 精 製 は

目下 進 行 中 で あ る.

LatentPhenoloxidaseAは 低 温 で0.2Mリ ン酸

緩 衝液中 で は長 期 間 不 活性 の状 態 に 保 た れ るが,水 に

透 析 す るか,活 性 化 因 子 を作 用 さ ぽる と容 易 に活 性 化

す.水 に 透 析 し活 性 化 した もの をSephadexG-50に

よ るゲ ル 濾 過 に か け る とFig,14に 示 す よ うにF-1

お よびF-2の2つ の画 分 に 分 かれ,Phenoloxidase

はF-2画 分 に 含 まれ て い る.F一 正画 分 はFig.15に

示 す よ うに表 面 的 なPhenoloxidase活 性 を もた な い

が,わ ず か に未 活 性 化 のLatentPhenoloxidaseを

含 み,こ れ は 活 性 化 因子 に よつ て 活 性 化 さ れ る.

 Fig.  14. Sephadex G-50 gelfiltration of 
latent phenoloxidase A previously dialyzed 
against water.

Fig. 15. Effect of fraction F-1 on activa-

tion of latent phenoloxidase A by activator. 

 Lat. A, A and F-1 mean latent phenol-
 oxidase A, activator and fraction F-1, re-

 spectively. As to Theor., see text.

LatentPhenoloxidaseAを 活 性 化 因子 で 活 性 化 す

系 にF-1を 加 え る と,加 え ない 場 合 に比 し署 しい 活

性 化 の促 進 が 見 られ た.こ の 活 性 化 速 度 は,Latent

PhenoloxidaseとF-1を 活性 化因子 で そ れ ぞれ 活 性

化 し た と き の 速 度 か ら 計 算 き れ る 値(Fig.15

Theor.)よ り遙 か に 大 きか つ た.そ の 結果F-1画 分

中に活 性 因 子 が 含 まれ てい る可 能 性 が 推 察 され た.事

実LatentPhenoloxidaseNま た はAに 活 性 化 因

子 のか わ りにF-1画 分 を加 えて も活性 化が 起 こ る こ

とが確 め られ た(Fig.16参 照).

F-1中 の活 性 化 因 子 はLatentPhenoloxidaseA

さ らにNに 山来 す る もので あ るか ら,こ れ らの標 品

の 中で は不活 性 な状 態 で存 在 してい た こ とに な る.し

たが っ て,LatentPhenoloxidase中の 活 性 化 因 子 を

inertActivatorと 呼 ぶ こ とに した.

以 上 述 べ た こ とか ら 明 らか な よ う に,こ れ ま で

LatentPhenoloxidaseと し て述 べ て きた 前蛹 中 の

Phenoloxidaseの 不活 性 体 は,単 一 な タ ンパ ク質 で

はな く,Phenoloxidaseの 前 駆体 で あ るPropheno-

10xidaseと い うタ ンパ ク質,こ れ を 安定 化 す る と考 え

られ るF-Nと い うタ ンパ ク質 お よ ひ 活 性 化因 子 の

不 活性 形 で あ るinertActivatorタ ンパ ク質 の3つ

の 構成 成 分 に よ つ て形 成 され た1つ の潜 在系 で あ り,



Fig. 16. Activation of latent phenoloxidase 

by fraction  F-1. 

(0) : latent phenoloxidase + F-1. 

(0) : F-1. 
(x) : laten phenoloxidase.

LatentPhenoloxidaseSystemと 呼ぶのが妥当であ

ると考えられる.

LatentPhelloloxidaseAを 水 に透析 した とき

inertActivatorが 活性化された.こ のことからイオ

ン強度低下による活性化においてはinertActivator

の活性化がまず起こり,こ れ がProphenoloxidase

に働いてこれを活性化すものと考えることができる.

したがって活性化機構は活性化因子による活性化の場

合 とまつたく同じになる.こ のことはさらに活性化が

EDTAに よって阻害される現象を解析することによ

つて確められた.

2.EDTAに よる活性化の阻害

EDTAに よつてProphenoloxidaseの 活性因子

による活性化および溶液のイオン強度低下による活性

化が ともに完全に阻害されることを述べたが,こ の阻

害の機構を推察するためつぎの実験を行なつた.

すなわち各濃度のEDTAを 含む水に対してLatent

Phenoloxidaseを 透析し,出 現する酵素活性を測定

したのち,さ らに活性因子を加えて活性化を行ない,

ふたたび活性を測定した.一 方EDTAを 含む水に透

析 したのち,水 に透析して過剰 のEDTAを 除 いた

のち,活 性化因子を加えて活性化を行な活い性を測定

した.以 上の結果をTable4に 示す.

すなわち,EDTA濃 度10一4M以 下 の場合,EDTA

を含む水に透析することによつて50%以 上の活性化

Table 4.  Effect of concentration of EDTA 
        on the activation of latent phenol-

         oxidase.

が抑制されたが,こ れに活性化因子を加えると完全に

活性化した。10-3M以 上のEDTAで は透析による

活性化は完全に抑えられた.し かしその後活性化因子

を加えても10一3Mの 場合には約25%が 活性化され

ずに残 り,10-2Mの 場合 にはまつたく活性化 されな

かった.こ の原因は過剰のEDTAが 加 えた活性化因

子を阻害したことにあると考え,水 に透析し過剰 の

EDTAを 除 き(こ の過程ではPhenoloxidaseは 活

性化しない),こ れに活性化因子を加えたところ,い ず

れ も100%の 活性化が見 られた.

以上のことからEDTAはinertActivatorの 活

性化および活性化因子の活性を阻害するが,Prophe-

noloxidaseに はなんらの影響 も与えないことがわか

つた.し たがってイオン強度低下による活性化におい

て,共 存するinertActivatorが 活性化され,こ れ

がProphenoloxidaseを 活性化するとすれば,inert

Activatorの 活性化がEDTAに よつて阻害 されれ

ば活性化は起 らないことになり,実 験結果 と一致した

.こ のことは活性化因子による活性化とイオン強度低

下による活性化が同じ機構によるという上述の推論を

支持するものである.

EDTAに よ るinertActivatorの 活性化阻害は硫

安30～40%飽 和による沈澱と沈澱の水に対する透析

によつて除外される.硫 安100%飽 和 で沈澱させた場

合には,こ れを水に対 して透析しても活性化 され な

い.こ のこともまた,イ オン強度低下によるLatent

Phenoloxidaseの 活性化にillertActivatorの 活性

化 とその作用が関係していることを示している.

3.LatentPhenoloxidaseComplexの 存在

LatentPhenoloxidaseSystemを 構成 す る3つ

のタンパク性因子が単に混在するものか,あ るいは会

合 して複合体を形成しているかを明 らか にす ること

は,酵 素の存在形態およびその生理的意義に関連 して



Scheme 2. Flow sheet of purification of 
         latent phenoloxidase complex.

Prepupae

Top and bottom
layers

homogenized with  0.05 M 

phos. buf. containing 2X 
10-2M EDTA, pH 6.0 

centrifuged 
  (9000 rpm, 30 min)

  Middle layer 

    saturated with 

Precipitate

amm. sulf.

dissolved in 0.01 M phos. 
buf., pH 6.0 (dialysis) 

centrifuged 
   (9000 rpm, 30 min)

i--P
recipitate

      Supernatant 
        (Crude latent phenoloxidase) 

          DEAE-cellulose column 
          chromatography (stepwise) 
           with phos. buf., pH 6.0 

       Fraction D-4 
(eluted with 0. 1 M phos.) b

uf., pH 6.0 
          DEAE-cellulose column 

          rechromatography 

       Fraction D'-4 
(Purified latent phenoloxidase complex)

Fig. 17. Disc electrophoresis of latent phe-
noloxidase preparation, D'-4 Acrylamide 
gel : 7. 5 %, Tris-glycine buffer, pH 8. 3. 

H-EDTA : electrophoresis of D'-4 in the 
 presence of 1 X 10-3M EDTA Activated : 

 electrophoresis of D'-4 previously treat-
 ed with ammonium sulfate followed by 

 dialysis against water, in the absence 
 of EDTA Activated, + EDTA : electro-
 phoresis of D'-4 previously precipitated 

 with ammonium sulfate followed by dia-
 lysis against water, in the presence of 

1X 10-3M EDTA.

 --

                     Fig. 18. The pH-stability of latent phenol-

oxidase complex. 

 The complex (D'-4) dissolved in buffer 
 soltion of different pH's (3-11) was kept 

 at 6°C for 24hr. The measurement of 

 phenoloxidae activity was performed 
 after activation by activator.

興 味 あ る こ とで あ る.そ こで これ を解 明 す るた めEDT

Aの 存 在下 ふた た びLatentPhenoloxidaseの 精 製

を試 みた.精 製法 の概 要 をScheme2に 示 す.最 終 的

に え られ た画 分D!-4はFig.17に 示 す よ うにEDTA

存 在 下 の デ ィス ク電気 泳 動 で た だ1本 のバ ン ドを与 え

た.D!-4は 水 に透 析 して も活 性 化 しな い が,EDTA

の存 在 しない 状 態 で デ ィス ク電 気 泳動 を行 な う と3本

のバ ン ドに分 れ た.一 方D'-4の 溶 液 に硫 安 を0.4

飽 和 に な るよ うに加 え,生 じた 沈澱 を水 に対 して透 析

して活性 下 した の ち,デ ィス ク電気 泳 動 に か け た と こ

ろ,EDTA存'在 下 にお い て も3本 のバ ン ドが 認 め ら

れ た.こ の3本 のバ ン ドはLatentPhenoloxidase

Systemを 構 成 す る タ ンパ ク性 因 子 を示 す もの と考 え

られ,D'-4中 で これ らの 構成 タ ンパ ク質 は 複 合 体 を

形 成 しLatent(Dormant)PhenoloxidaseComplex

と して存 在 す る こ とが 推定 され た.LatentPhenolo-

xidaseComplexはFig.18に 示 す よ うにpH6附

近 の きわ め て狭 いpH範 囲で のみ安 定 で あつ た.



Table 5. Recoveries of latent phanoloxidase 
        complex in the process of purifi-

         cation.

* Activity was measured after activation of 

 preparations with activator.

なお上記の精製過程における複合体の回収率,潜 在

活性の回収率,潜 在比活性(活 性化因子で活性化した

のち測定 した活性)をTable5に 示す.

V.LatentPhenoloxidaseの 活 性 化

LatentPhenoloxidaseComplexの 形成および活

性化の機構については末だ分子レベルの研究が終結せ

ず結論はえられていないが,現 在までにえられた知見

か ら活性の変動にはPhenoloxidaseタ ンパク質の四

次構造の変化および活性化因子の三次構造の変化が関

係している可能性が推察される.

1.幼 虫のPhenoloxidaseの 電顕像

家バエ幼虫はその末期高いPhenoloxidase活 性を

示すので蛹化24時 間前の幼虫を集め,Scheme3に

示す方法で精製を行ない,デ ィスク電気泳動で単一の

バンドを与える精製標品をえた.

この標品について日本電子製7A型 電子顕微鏡を用

いnegativestainingに よ り電顕像を撮影した結果

Fig.19に 示す会合体の像をえた(山 浦 ら,1971).そ

のサブユニット構造の詳細は不明であるが,大 きな粒

子量をもつことが推定された.

Fig. 19. Electron micrograph of phenol-
oxidase isolated from the larvae of housefly.

Karlsonお よ びLieben(1961)は ク ロバ エ幼 虫

の ア セ トン末 か ら 結 晶 と して 単 離 し たPhenoloxi-

daseの 分子 量 を530,000(17S)と 推 定 して お り,

上 述 の電 顕 像 につ い て えた知 見 と一致 してい る.

2.成 熟 蠣 の活 性 化 因 子

Scheme 3. Flow sheet of purification pro-

         cedure of phenoloxidase from 
         the larvae of housefly.

Larvae 

 homogenized with  0.01 M phos. buf. 
 containing 0.9 % NaC1, pH 7. 0 

 centrifuged (9000 rpm, 30 min) 

Supernatant 
 saturated with ammonium sulfate 

Precipitate 

 dialyzed against distlled water 
 centrifuged (9000 rpm, 30 min) 

Precipitate 

 dialyzed against phos. buf. containing 
0. 9 % NaC1, pH 7. 0 

 contrifuged (9000 rpm, 30 min) 

Crude phenoloxidase 

 Hydroxylapatite chromatography ; pH 7. 0, 
 phosphate buffer, gradient elution : 

0.01-0.2M 

Partially purified phenoloxidase 

 Gelfiltration through Sephadex G-200 ; 
 pH 7, 0.05 M phosphate buffer containing 

O.1M KCl 
Purified phenoloxidase

さ きにlnabaお よ びFunatsu(1964)は 家 バ エ成

熟蛹 中 の活 性 化 因 子 は非 透 析 性 の高 分 子 の タ ンパ ク質

で,そ の 作 用 は触 媒 作用 で あろ う と推 定 した.ま た

Funatsuら(1967)は 前蛹 のLatentPhenoloxidase

Complex中 に 活性 化 因 子 は不 活 性 なinertActivator

と し て 存 在 す る こ とを 明 らか に し た 。 そ の 後 刈 屋

(1969)は 成 熟蛹 を出 発物 と して活性 化因 子 の純 化 を

試 み,超 遠 心 的 な らび に 電気 泳 動 的 に まつ た く均 一 な

タ ンパ ク質 と して単 離 す る こ とに成功 し,そ の物理 化

学 的性 質 お よび生 理 的 性 質 を検 討 した.

精 製 はScheme4に 示 す方 法 に よ り行 なつ た.カ

ッ コ内 に比 活 性 お よび 活 性 の 回収 率 を示 す.精 製 標 品

の比活 性 は抽 出 液 〔比 活 性0.024)の 約2,000倍 で あ

つ た.

精 製 活性 化 因 子 は 沈 降 定 数2.06Sで 分 子 量 約

16,000と 推定 され る 酸性 タ ンパ ク質 で 等 電 点(Am-

pholineelectrophoresisに よ る)は4.7で あつ た.

pH6～10に 安 定pH領 域 を もち,活 性 化 の至 適pH

は6～7で あつ た.ま た45℃ まで安 定 で,活 性 化 の

至 適 温 度 は15～20℃ で あ つ た.ア ミノ酸 組 成 は

Table6に 示 す よ うに シス チ ン,シ ス テ イ ン と も に

まつ た く含 まず,ア ミノ 酸残 基 数 は127個 で,こ れか

ら計 算 した 分子 量 は15,232～15,762で あつ た.分 子



Scheme 4. Flow sheet of purification procedure of activator from the aged pupae of housefly.

Precipitate

Aged pupae 

   homogenization with M/15 phos. 

Crude Extract  (0.  024, 100) 

   freezing at-20°C and thawing 
   centrifugation (4000 rpm, 15 min,

Supernatant 
       1/3 saturation with

buf. , pH

2°C)

6. 8,

ammonium

filtration

sulfate

~I 
Precipitate (0. 55, 80)Supernatant 

     dialysis against water 
     centrifugation (4000 rpm, 15 min, 2°C) 

PrecipitateSupernatant 

                            lyophillization 

                         Crude activator preparation (0. 62, 72) 
                               DEAE-cellulose column chromatography, stepwise 

                              (pH 7.7 phos. buf.) 
                       Fraction DEAE-IV eluted with 0.06 M phos. buf., pH 7. 7 (6. 0, 

                               saturation with ammonium sulfate 

 II 
     PrecipitateSupernatant 

            dialysis against water 
            centrifugation (6000 rpm, 20 min, 2°C) 

     Precipitate Supernatant 
                                  CM-cellulose chromatography, stepwise 

                                  (pH 6. 1 phos. buf.) 
                            Fraction CM-1 solution 

                                dialysis against water, lyophillization 

                           Fraction CM-1 preparation (20, 26) 

                                  preparative DISC-electrophoresis, pH 8.5 Tris-HC1 
                          Purified activator (45, 15)

40)

Table 6. Amino acid composition of acti-
          vator.

中 に ジ スル フ ィ ド結 合 を もた ない こ とか ら,こ の タ ン

パ ク質 は塩 類 に よつ て鋭敏 に構 造 を変 化す る可 能性 が

推定 され た が,事 実 酢 酸緩 衝 液 で は0.5M以 上 の塩

濃 度 にお い て構 造 変 化 を起 こ し活 性 を失 なつ た.

成 熟蛹 か らえ られ た 活性 化 因 子 が,LatentPheno-

loxidaseComplex中 のinertActivatorを 活 性化

した ときの 活性 化 因 子 と同一 物 で あ るか 否 か の直 接 の

証 明 はな い が,EDTAに 対 す る態 度 は まつ た く同 じ

で あつ た.た とえ ば 精 製活 性 化 因 子 を1.2×10-4M

EDTAを 含 むpH6.0の0.2M酢 酸 緩 衝 液 に 溶解

し19QCで90分 間 放 置 した の ち,pH8.0の0。1M酢

酸 ソー ダ溶 液 に冷 所 で36時 間透 析 し,過 剰 のEDTA

を 除去 した もの は活 性 を完 全 に失 な つ た.

EDTA以 外 の キ レー ト試 薬 としてo-Phenanthro-

line,sodiumazideについて も検 討 を行 な つ たが,

これ ら2つ の試 薬 は活 性 化 因子 の活 性 に なん らの影 響



も与えなかつた.

一方EDTAに よって不活性化された活性化因子は

inertActivatorの 場合と同じように,硫 安分別沈澱

によつて賦活された.賦 活はさらに二価の金属イオン

の添加によつても起 こつた.Table7に 示 すように

Al+++を 除 くすべての二価金属 によつて賦活が 起こ

り,特 異性は認められなかつた.

Table 7. Reactivation of EDTA-treated 
        activator with metal ion.

Activity of activator which was not treated 

with EDTA was assumed to be 100. 
The ppt means precipitation.

EDTAの 阻害作用機構 についてはまだ結諭がえら

れていないが,金 属によって賦活されることから,一

見活性化因子 は金属タンパク質で あるように見える

が,賦 活金属に特異性がないこと,ま た限られた硫安

濃度による沈澱によって賦活されるということは,金

属タンパク質であるとい う考えを必ずしも支持しない

ように見える.EDTAは4っ のカルボキシル基をも

っている.カ ルボキシル基をもたないo-Phenanth-

rolineやsodiumazideが,不 活性化作用をもたな

いことを考 えると,EDTAの カルボキシル基が,脱

金属以外の作用で重要な働きを している可能性があ

る.活 性化因子はS-S結 合 を もたず,分 子構造の

安定化に塩結合が水素結合,疎 水結合 とともに重要な

働きをしていることが考えられ,こ の塩結合の破壊に

EDTAの カルボキシルが働 き,活 性化因子 の高次構

造を変化し,さ らに塩濃度の変化による微細構造の変

化を束縛することによつて活性化因子の活性発現を阻

害する可能性が考えられる.カ ルボキシル基によつて

活性化因子分子内に堪結合を作 り結合したEDTAは

高 濃度の硫安あるいは金属によつて除去 されると考え

ることができる.

活性化因子の酵素作用についてはTable8に 示す

ように,プ ロテアーゼおよびエステラーゼ活性につい

て種々の条件で検討したが,い ずれの場合も活性を認

めることができなかつた.す でに述べたように活性化

Table 8. Enzymatic properties of activator.

Proteolyticactivity

HemoglobinpH4.2negative

CaseinpH7.0,9.Onegative

PeptonepH4.2,7.0,9.Onegative

Esteraseactivity

β- NaphtylacetatepH6.5negative

AcetylcholinepH6.0,6.9,8.9negative

Monophenylphos-pH5.5,6.0,8.5negative

phate

DiphenylphosphatepH6.0,7.3,8.5negative

因 子 を一 種 の プ ロテ ア ーゼ とす る もの もあ り,本 実 験

で 検 討 した実 験 条 件 だ けで 活 性 化 因子 プ ロテ ア ー ゼ説

を否定 す る こ とは で きな い が,LatentPhenoloxidase

溶 液 のイ オ ン強 度 低 下 に よ る活 性 化 の可 逆 性 か ら見 て

も,プ ロテ ア ーゼ で あ る公算 は極 め て少 ない.

3.LatentPhenoloxidaseComplexとPhenol-

oxidaseの 粒 子 量

(1)蔗糖 密 度 勾 配 沈 降分 析

部 分 的 に精 製 し たLatentPhenoloxidaseCom-

plexとPhenoloxidaseを0.5Mリ ン酸 緩衝 液(pH

6.0)に 溶 解 し,SpincoL2型 超 遠 心 機 を用 い,5%

か ら20%の蔗糖 濃 度 勾 配 に よつ て,3℃ に お い て

39,000rpmで240分 間遠 心 を行 なつ た.沈 降 図 を

Fig.20に 示 す がPhenoloxidaseはLatentPhe-

noloxidaseよ り大 きな 沈 降 を示 した(波 平,1968).

Fig. 20. Sucrose density gradient sedimen-
tation analyses of crude phenoloxidase, la-
tent phenoloxidase and activator prepara-
tions. 

 Spinco  L  2, 39000 rpm, 240 min, 3°C. 

 Solid line : crude phenoloxidase. 
 Dotted line : crude latent phenoloxidase. 

 Broken line : crude activator. 
E : phenoloxidase activity found. 
L : latent activity of phenoloxidase 

     found. 
A : activator activity found.



(2)SephadexG-200に よ るゲ ル 濾 過

0.5Mリ ン酸 緩 衝液(pH6.0)に 溶 解 したLatent

PhenoloxidaseとPhenoloxidaseについて,同 一 条

件 でSephadexG-200に よ るゲル 濾 過 を行 な つ た結

果,Fig.21に 示 す よ うにPhenoloxidaseはLatent

Phenoloxidaseよ り遙 か に 早 く溶 出 され,よ り大 き

な 分 子蟹 を もつ こ とが 推 定 され た(山 浦 ら,1971).

Fig. 21. Gelfiltration of latent phenoloxi-
dase and phenoloxidase through Sephadex 
G-200.

4,幼 虫 より蝸にいたる変態過程 におけるPhe-

noloxidaseの サブユニット構造 の変化と活

性との関係についての仮説

Phenoloxidaseは 大 きな粒子量をもち,ま たサブ

ユニット構造をもつていることが,上 記の蔗糖密度勾

配沈降分析,ゲ ル濾過および電顕像から推定されたの

で,こ れ を基 に して,Fig.22に 示 す よ うなPheno1-

oxidaseの サ ブ ユ ニ ッ ト構 造 と活 性 の変 動 の 関係 を

推定 した.す な わ ち幼 虫 の末 期Phenoloxidaseは 高

分 子 の会 合 体 と して強 い活 性 を示 す が,蛹化 時,な ん

ら か の 機 構 に よつ て サ ブ ユ ニ ッ トの 解 離 が 起 こ り

Prophenoloxidaseを 生 成 す る.同 時 に活性 化因子 も

な ん らか の 機構 に よっ てinertActivatorに 変 わ り,

FactorNと と もに活性 を もた ないLatentPheno1-

oxidaseComplexを 形 成 して前 蝋 中に持 込 まれ る.

この不 活 性 体 は ふ た たび 解 離 し,活 性 化 され た活 性 化

因 子 の作 用 に よ つ て サ ブユ ニ ッ トが 会 合 してPhenol-

oxidaseを 形 成 す る もの と考 え られ る.

VILatentPhenoloxidaseComplex

の 生 理 的 意 義

LatentPhenoloxidaseComplexは 蜥 の初 期 にお

け るPhenoloxidaseの 唯 一 の供 給源 と考 え られ る.

この 複 合体 はinertActivatorを 含 む ので,局 所 的 に

高 い 濃度 でProphenoloxidaseを 活 性 化 し,急 激 な

Phenoloxidase活 性 の 要求 に対 応 し うる もの と 考 え

られ る.こ の よ うな機 構 は酵 素活 性 の1つ の制 御 機 構

と考 え る ことが で きる.す な わ ち,あ らか じめ 生合 成

した酵 素 を,サ ブ ユ ッ ト構 造 が関 係 す る機 構 に よっ て

可 逆 的 に不 活 性 化 し,い わ ば 休眠 状 態 にあ る酵 素 とし

て,そ の酵 素 活性 を急 激 に 要求 す る場 所 に持 込 み,こ

れ を活 性 化 す る こ とに よつ て,そ の需 要 を満 す機 構 で

あ る と考 え られ る.

Fig. 22. A tentative scheme of the mode of activation and inactivation of phenol-
oxidase in the process of metamorphosis from larvae to pupae of housefly.
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                                 Summary 

   In the process of metamorphosis of the housefly, Musca domestica vicina Macquart, 

phenoloxidase undergoes a sharp fluctuation as shown in Fig. 1. The high activity 

observed at the final stage of larval development disappears completely in the prepupae. 

However, a homogenate of prepupae, which exhibits no phenoloxidase activity, displays 

enzyme activity on the adidtion of either an anionic detergent or an extract of aged 

pupae as can be seen in Figs. 1 and 2. It was inferred from these facts that phenol-

oxidase survived as a latent enzyme in the prepupae and that its activator was contained 

in the aged pupae. Although there was a difficulty in the separation of the prepupae 

from the aged pupae, we were successful in this separation by putting them into water. 

The prepupae sank to the bottom, while the others floated on the surface of the water. 

   The mode of activation of latent phenoloxidase from prepupae by SDS was studied 

in detail. As shown in Figs. 3 and 4, there was a certain range of ratios between the 

concentration of SDS and that of latent phenoloxidase which is effective for the activa-

tion. It was observed that a narrow pH range between 7 and 8 was effective for the 

activation as seen in Fig. 5. The Fig. 6 shows the thermal stability of latent  phenol-

oxidase and temperature dependence of the activation with SDS. Thus, effective activa-

tion evidently occurs only with the specific experimental conditions mentioned above. 

   An activator of protein nature was partially purified from the aged pupae. Effects of 

concentration of activator, pH, and temperature on the activation of latent phenoloxi-

dase were studied. The results obtained are shown in Figs. 7-11. From these results 

it was presumed that the activation occurs catalytically. Inhibition of the activation 

by various chemical reagents were studied and the results were shown in Table 2. 

   The activation of the latent phenoloxidase was also brought about by dialyzing it 

against water or buffer solution of low salt concentration below 0.1 M at pH 6 to 7 as 

seen in Fig. 12. The decrease in salt concentration could affect either ionic strength or 

osmotic pressure of the solution. The lowering of osmotic pressure would cause the 

destruction of a granule to which phenoloxidase is bound, hence the liberation of the 

enzyme. Thus, dialysis of the latent phenoloxidase solution was carried out against 

0.01 M phosphate buffer of pH 6.0 containing 0.5 to 1.0 M sugar. Despite of maintain-

ing the osmotic pressure of the solution, activation was brought about in all cases. 

From this it was inferred that the activation occurred independently on the osmotic 

pressure and dependently upon the ionic strength of the solution. It was also presumed 
that the latent form of phenoloxidase is not a bound form but an inactive form of 

soluble protein.



   Depending upon the salt concentration of the solution, phenoloxidase fluctuated 
reversibly from active to inactive form. At a high concentration of 0.2 M phenoloxidase 
became inactive again. It seems reasonable to conclude that the limited proteolysis 
which plays an important role in zymogen activation can be excluded from the mecha-
nism of the activation of latent phenoloxidase. The decrease in ionic strength of solu-
tion would lead to a conformational change of latent phenoloxidase protein or affect 
the interaction between protein molecules. 

   As to the effects of various chelating reagents on the ctivation of latent phenoloxi-
dase by dialysis, EDTA was found to inhibit the activation completely as seen in Table 

3. 

   In order to elucidate the common mechanism involved in three different processes 
mentioned above, attempts were made of the purification of latent phenoloxidase. 
Scheme 1 shows the partial purification procedure of latent phenoloxidase from pre-

pupae. By 0.4 saturation of the latent phenoloxidase N solution with ammonium sulfate, 
a rather labile latent phenoloxidase A was precipitated leaving a factor in the super-
natant, which can inhibit the activation of latent phenoloxidase by its activator, pre-
sumably by stabilizing it. The inhibitory effect of this factor, which was tentatively 
referred to as factor N, was lost on heating above  60°C as can be seen in Fig. 13. Factor 
N was non-dialyzable and assumed to be a protein. Although latent phenoloxidase A 
was fairly unstable, it was in an inactive state in 0.2 M phosphate buffer at pH 6.0 
unless any activating agent was present. This means that latent phenoloxidase A solu-
tion does not contain free activator. In addition, the latent phenoloxidase A exhibited 
only a single peak in its gel filtration pattern on Sephadex G-50. However, two peaks 
were observed after dialysis against water as shown in Fig. 14. Phenoloxidase produced 
was found in F-2, while F-1 exhibited no apparent phenoloxidase activity but was 
found to accelerate the rate of activation of latent phenoloxidase A by activator re-
markably as can be seen in Fig. 15. In addition, it was found as shown in Fig. 16 that 
the activation was fulfilled by F-1. Thus, it is believed that an activator exists in the 
latent phenoloxidase system but in an inactive form. This inactive form of activator 
was designated as an inert activator. Consequently, it appears that three types of pro-
tein ; prophenoloxidase, a precursor of phenoloxidese, inert activator, and factor N, 
participate in the organization of latent (dormant) phenoloxidase system in the prepupae 
of housefly. As for the activation of latent phenoloxidase by dialysis against water, it 
is possible to conclude that the inert activator is activated by dialysis, hence the mecha-
nism of activation by dialysis is the same as that by activator. 

   As can be seen in Table 4, the activation of inert activator was inhibited by EDTA, 
whereas prophenoloxidase was not affected. This suggests the important role of the 
activater which was produced from its inert form by dialysis. The inhibitory action of 
EDTA, however, was excluded by precipitation with 30-40 % saturation of ammonium 
sulfate, followed by dialysis against water. The precipitation with 100 % saturation, 
however, was not effective in excluding the inhibitory action of EDTA. 

   In order to clarify whether three types of proteins which participate in the organi-
zation of the latent phenoloxidase system exist in a form of cemplex or not, attempts 
were made to purify the latent phenoloxidase system in the presence of EDTA by the 

procedure shown in Scheme 2. A fraction D'-4 obtained was not activated by dialysis 
and moved as a single band in disc electrophoresis performed in the presence of EDTA 
as seen in Fig. 17. However, the sample moved as three bands in disc electrophoresis 
either in the presence or absence of EDTA after the treatment with ammonium sulfate, 

followed by dialysis as mentioned above. Consequently, it was presumed that three 

protein components exist as a complex in the prepupae. The complex was referred to



as latent or dormant phenoloxidase complex. This complex was stable only in a limit-
ed pH-range near pH 6 as shown in Fig. 18. 

   The mechanism of activation of latent phenoloxidase complex is now still obscure 
in connection with protein structure. However, there was a possibility that the formation 
of a certain quartenary structure or subunit structure might be involved in the process 
of activation. Phenoloxidase was purified from the larvae of housefly by the procedure 
described in Scheme 3 as an electrophoretically homogeneous protein. Fig. 19 is an 
electron micrograph of the purified phenoloxidase. Evidently, phenoloxidase has a sub-
unit structure and a large molecular weight. 

   In sucrose density gradient sedimentation analyses of crude preparations of latent 

phenoloxidase and phenoloxidase, the latter was sedimented faster than the former as 
can be seen in Fig. 20. Gel filtrations of partially purified latent phenoloxidase and 

phenoloxidase preparations through Sephadex G-200 were carried out resulting in an 
assumption that the molecular weight of the latter was greater than that of the former 

judging from Fig. 21. 
   The activator was purified from the aged pupae by the method described in Scheme 

4 and obtained as an electrophoretically and ultracentrifugally homogeneous protein. 
The specific activity of the preparation was 2,000 times as high as that of the crude 
extract. The molecular weight was assumed to be about 16,000 from the sedimentation 
coefficient of 2.06 S. The isoelectric point of this protein was determined to be 4.7. 
The amino acid composition of the activator is shown in Table 6. Neither sulfhydryl 

group nor disulfide linkage was contained in this protein. In this connection, the  con-
formation of activator was highly sensitive to the salt concentration in solution and 
actually it became inactive at concentrations higher than 0.5 M of acetate buffer. The 
activator lost its activity completely by EDTA. The reactivation was accomplished by 
either precipitation with 40 % saturation of ammonium sulfate and subsequent dialysis 
against water or the addition of metal ion of two valence cited in Table 6. From these 
facts it was inferred that the activator is not regarded as a metal protein and that nega-
tively charged carboxyl groups of EDTA interact with positively charged groups inside 
the activator molecule resulting in the conformational change or the restriction of con-
formational change. 

   Notwithstanding the examination in various experimental conditions shown in Table 
7, neither proteolytic nor esterase activities of the activator was detected. 

1-rom the evidence mentioned above, a hypothesis on the mode of activation and 
inactivation of phenoloxidase in the process of metamorphosis from larvae to pupae was 

presented as shown in Fig. 22. In this hypothesis it was postulated that changes in 
subunit structure cause the fluctuation of the activity of phenoloxidase. 

   It is already known that a metamorphosis hormone, ecdyson, is secreted increasing-
ly at the final stage of larval development, resulting in the acceleration of the synthesis 
of an activator of prophenoloxidase. From this fact, and those reported here, it is 

possible to postulate that the activator formed changes in an inactive form at the end 
of the larval stage and combine with prophenoloxidase forming an enzymatically in-
active complex which is stabilized by binding to factor N. Such a latent phenoloxidase 
complex might be passed along to prepupae and stored as a source of phenoloxidase at 
the initial step of the metamorphosis of the insect. If this is correct, the possibility 
exists that such a latent enzyme complex can participate in the regulation of the enzyme 
activity of living organisms.


