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Sununary 

Cathepsin Bl [EC 3. 4. 22. l J from the liver of squid， Ommatostrethes sloani tacijicus， 
was purified by the following steps: homogenization， ammonium sulfate fractionation 
(30-90% saturatio叫う DE-23cellulose column chromatography at pH 5.0， CI'vf-23 celllト
lose column chromatography at pH 5.0， gel filtratIon on Sephadex G-100， DE-23 cellulosc 
column chromatography at pH 6.8， isoelectrofocusing (pH 3.5-10) and DE-23 cellulosc 
column rechromatography at pH 6.8. Thc purificd cathepsin Bl gave a single band on 

polyacrylamidc gel electrophOl、csisboth at pH 4.3 and pH 9.5， and had an isoelectric 
point of about 5.7. The molecular wcight of the enzyme was determined to be about 

18，000 by gel filtration on Sephadex G-75， and was also estimated to be about 20，900 

by SDS-polyacr1'lamidc gel electrophoresis. The optimum pH for the h1'drol1'sis 
of a-Nゐenzo1'l-L-argininami恥 (BAA) an山ld αr値 N、河ふ判JふM幽-be回 01'ρl鵬 DLレ腎-ar培gin凶lne-之2白 naph叶tl勾}

(但BANA)wa出sabout 5.0. The valuc of Km  for the h1'drol1'sis of BANA was estimated to 

be 2.17 mM  at 400C in 0.1 M acetate buffer， pH 5.0. 

緒言

cathepsin B (EC 3. 4. 22.むに関する多くの研究1-9) によって， α-N…benzoyl-L…argininamide

(BAA)， a-N-benzoyl-L…arginine-2-naphthylamide (BANA) と α…N.benzoyl-L -arginine-p-

nitroanilide (BAP A)の加水分解を触媒する cathepsinBl と BAAの加水分解.のみを触燃す

る cathepsinB2が動物組織中に存在することが切らかにされてきた.

cathepsin Blは，これまでに，牛の肝臓2) ・ヒl織3) ネズミの肝臓4) 人の肝臓5) ウサギのJll二

臓6) およびイカ類の肝臓8-9) から部分的に或いは高度に精製されてきた.

前線引において，スノレメイカ ，Ommatωtrephes sloaniραcがcus，の肝臓からポリアクリノレアミ

ド電気泳動的に均一な状態、にまで精製された cathepsinBはIIfIi乳動物の各種の組織から誠製され
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た cathepsinB1の分子泣(約25，000) よりも小さな分子廷を有するであろうと推察された o ZJIJ 

;j'IJ!のイカであるヤワイカ ，Dorytheuthis bleekeri，の肝臓から単語fgされた四thepsinB1は約13，600

の分子i設を有することが切らかにされた9)

スノレメイカ， O. sloωnραcificus，の肝臓の cath日psinBの本態を究明することは酸素化学的級

点からも意義があると考えられた.その cathepsinBは， liij綴8)においては基質として BAAの

みをmいたために， cathepsin B1か B2か不明であったし，またその分子肢も不明であった.本

報公において，前線めに{，:己殺された方法を改良しながら， cathepsin B1の精製ぞ行うとともに，

単純tきれずこ cathεpsinB1の2.3の醇素化学的性質について調べた結果会記絞する.

実験 方 法

材料 スルメイカ，Ommatostrelりhessloani pαcijicus，のIJT臓はil(f.f.(U;t;(佐賀市)から拠供され，

使用するまでディープブザーザ-rl:11こ保存された.

αャ N-benzoyl-L-argininamide• HCl (BAA)と α-N刊 benzoyl-DL--arginine-2← naphthylamid記-

HCl (BANA)はタンパク質研究奨励会(大阪)から購入された.bovine s巴rumalbumin (対frrlJ)

は SigmaChemical 11から符られた.CM…23とDE-23cellulose はvVhatmanれ:の製I711であった.

SephadexG…25， G叩75とG-100はPharmaciaJapan社から購入された.Ampholine (pH 3.5-10) 

はLKB社から符られた.限外ろ過!I見 (UM-2)とカ11ft:セノレ (UF-202とUF12)はAmiconFar 

East社から得られた.

BAA加水分解活性の定鑑 2--mercaptoethylamineの存夜下で cathepsinB1および B2によっ

て触媒される BAA加水分解反応において生成するアンモニアを， Weatherburnの}J法10)に

従って発色させた後， 625nm における吸光度の地方1Iを測定することによって定没した.反応混

合液は，100f1~ の際業液， 40 mM  2-mercaptoethylamine， 1.0 m M  EDTA・2Na，25 mM  BAAお

よび O.lM砕機緩衝液， pH4ふから成り，その全容;誌は 400μlであった. アンモニアの標準[fll

線は，総 ì~長物質として ammonium chlorideを用いて最小二乗法によって作成された.

BANA加水分解活性の定麺 L-cysteineの存夜下で 300Cにおいて cathepsinB1によって触

媒される BANA加水分解反応において生ずる 2-naphthylamineを， Barrettの1j・法5) によって

発色させた後， 520nm における吸光度の地加を測定することによって定fました. 反応混合放は，

500μlの酵業液， 1.46 mM  L-cysteine， 0.73 mM  EDTA・2Na，および O.lMflfj，酸緩衝液， pH4.5， 

から成り，その全容;iitは2.05mlであった.撚準曲線は， 2--naphthylamineを採添物質してmい

て最小二采法によって作成された.

タンパク斑濃度の定盤 タンパク質の濃度は， 280nm における吸光度を測定することによって，

或いは Hartreel2
)によって改良された Lowryらの方法11) に従って， bovine serum albuminを

総準物質として用いて測定することによって定量された，

限外ろ過 際来淡の濃縮は， UM-2 限外ろ過股と加圧セノレ (UF-202 或~、は UF-12) を用いて，

3.5-4.0 kg/ cm2の議議ガスで方自圧しながら行われた.

ポリアクリルアミドゲル穂気泳動 ポリアクリルアミドグJレ電気泳動は，1596ゲノレをJおいて pH

4.3とpH9.5において， Davisの方法13)に従って行われた.袋詰1てJゲノレカラム 1本当り 4mAの

定屯流を通電する ζ とによって，ゲノレに添加されたタンパク質を泳動させた.泳効後，ゲノレ中の

タンパク質は， Diezelらの方法14)に従って0.25労 coomassiebrilliant blue G-250を用いて染色

された.

焦点摺気泳動 隊指タンパク質の焦点m気泳動は， pH3.5…10の p狂勾配を与える ampholineを
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用いて行われた.Vesterbergの方法15) に従って，あらかじめ1.0必 glycineR:平衡化された偉業

淡を，。…4096sucrose (波紋、的濃度勾配)と1.0形 ampholineを含む LKB焦点電気泳動カラム

(110 ml) r!rで， 400Vで6811寺開通電することによって泳動させた.泳動後，カラム内で分別され

たタンパク質を 2.5mlずつ分取した.~4fられた各フラクシ百ンについて，タンパク質濃度，酵素
活性および pHの測定を行った.

Cathepsin Blの縫製 下認の ~I'J・製におけるすべての段階は 50C で行われた.

1段階抽出 スルメイカ， O. sloaniραCifiCllS，の肝臓(約 6kg)を 0.996NaClを含む 0.1

M 酢酸緩衝液， pH5.0，を用いてワーリングブレ夕、、一中でホモジナイズした.そのホモジネート

をガーゼ、をJHいてろ過した後，そのろ波長:-8，000xgで20分間違心分離した.その上泌を， celite 

535とstandardsuper--celをろ過補助剤として舟いて吸引ろ過した.その透明で補色のろ液をおi

とi呼んだ.

H支階硫安分別 荘l酵議液iζ間体硫安を機械的に撹:P-I'しながら加えて30必硫安飽和とした.

その混合液を2時間静ii'i:した後，生じた沈でんを 8，000xgで20分間違心分離することによって

除去した。その上清にさらに硫安を加えて 9096飽和とした. その滋合液を 211寺I沼紛置した後，

8，000 Xgで20分間;逮心分離した. 符ーられた沈でんを必要最少lil:の O.01M百七酸緩衝液， pH5.0， 

iζ溶解した. この溶液ミをあらかじめ O.01M酢酸緩衝液， pH5.0，で王子衡化しておいた Sephedex

G-25カラム (9.0x43cm)をmいてゲノレろ過することによって，震予素液からの脱壌とその王子衡化

を行った.

第 3段階 DE-.23 ceHuloseカラムクロマトグラフィー 第2段階の務系淡を， 0.01M酢酸緩

衝液， pH5.0，で王子衡化しておいた DE-23celluloseカラム (4.7x40cm)に添加した.最初1[，

k記と!司じ緩衝液を流して，カラム lこ吸若されないタンパク質をj容出させた汲殺されたタンパ

ク質の終日iは，絞衡液中の NaClの濃度を 0.3Mと1.0Mと段階的lζ上げて行われた.Fig.lは

十回→I+-自2.5 
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Fig. 2 CM-23 cellulose column chromatography. 

(4.7x43 cm) 

Fraction 0lumber {25ml} 

Fig. I DE-23 cellulose colllmn chromatography. 

(4.7x40cm) 

I. 0.01 M 日cetatebuffer， pI王5.0

11. The buffer containing 0.3 M NaCI 
IIl. Thc buffer containing 1.0 M NaCl 
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そのクロマトグラムである.cathepsin Blはこのカラムを素通りして溶111したが， cathepsin B2 

はカラムに吸着され， 0.3M NaClを含む O.OlM酢酸緩衝液， pH5.0，で溶出してきた.

第4段賠 CM-23 celluloseカラムクロマトグラフィー IJII段階で得られた BANA加水分解

活性を有するフラクションを集めて，あらかじめ O.01M酢酸緩衝液， pH5.0，で平衡化しておい

た CM-23celluloseカラム (4.7x43cm)に直後添加した.カラムに吸着されたタンパク質は，

0.3Mと1.0MNaClを含む O.01M昨裁緩衝液， pH5.0，を用いて段階的に溶出させた. Fig.2 

はその溶出ノfターンである.cathepsin Blの BAA加水分解活性は， 0.3M NaClを含む緩衝液

で総出されてきたフラクションに検出された.それらのフラクションを集めて， 1浪外ろ過によっ

て濃縮した.

第 5段階 SephadexG-IOOによるゲルろ過 前段階で得られた酵素液を，あらかじめ 0.2M

NaClを含む O.01M酢酸緩衝液， pH5.0，で平衡化しておいたSephadexG-I00カラム (5x 130 

cm)に添加し，時じ緩衝液を用いて上昇法によって溶出した.その溶出パターン与を Fig.3!と示

す.BAA加水分解活性をギぎするフラグション(番号66-100)を集めて，限外ろ過によって濃織

した.
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Fig. 4 DE.-23 cellulosc column chromatography. 
(3.6x 30 cm) 
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第6段階 DE-23 celluloseカラムクロマトグラフィー 前段階で得られた自主ポ淡を O.01M

リン酸緩衝液， pH6ふに平衡化した後，間じ緩衝液l乙:平衡化しておいた DE…23celluloseカラム

(3.6x30 cm)に添加した.カラムを上記の緩衝液で十分洗い，溶出液の AZ80nmが0.1以下になっ

てから，カラム lと!汲若きれたタンパク質を，緩衝液の NaCl濃度を 0-0.6Mまでほ線的に上げて

溶出させた. Fig.4はそのクロマトグラムである.BAA加水分解活性を有するフラクション

(番43・85-105)を集めて，限外ろ過によって濃縮した.

第 7段階 焦点溜気泳勤 前段階で得られた務系淡を 1;民外ろ過によって1.096glycine !ζ王子衡

化した.前記の操作lこもとずいて，その酵素液を焦点電気泳動させた後，カラム中の pH勾配に

よって分別されたタンパク質を 2.5mlづつ7，]取した.Fig.5にそのi出来を示す.BAA加水分解

活性を有するフラクション(番号 16-24)を集めて， あらかじめ O.01Mリン酸綬術液， pH6.8， 

l乙王子衡化しておいた SephadexG-25カラムを用いてゲ、ノレろ過した.
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第 8段階 DE-23 celluloseカラム再クロマトグラフィー 前段階で平衡化された鮮京放を，

O.OlM リン酸緩衝液， pH6.8， Iζ平衡化しておいた DE-23cellu¥oseカラム(1.7x 6 cm)に添加

した.カラムを同じ緩衝液で洗った後，緩衝液中の NaC¥濃度を O…0.4Mまで前線的lζLげなが

ら汲汗されたタンパク質の溶出を行った. Fig.6はそのクロマトグラムである. BAA加水分

w，{mtl:をイ干するフラクション(漆号 134-136)を集めて，限外ろj並法ーによってoT!$l討した.

果

Cathepsin Blの精製 11'S 3段階において， 1'IJ鮮京波を pH5.0で DE23cellu¥os巴をJlil、てク

ロマトした1I!1'， Fig.l K見られるように， BAAおよび BANAを加水分解する cathepsinB1はカ

ラムをぷ通りしたが， BAAのみを加水分解する cathepsinB2はカラム KI汲47され， 0.3M NaC¥ 

を合む 0.01M ì~j，般緩衝液， pH5.0，によって法IJlされた. このì'f~!JI波 Ijl に合まれる cathepsin

B1は， CM…23 cel¥u¥oseカラムクロマトグラブィーによって濃縮された. Fig.3 Iζ見られるよ

うに， C3thepsin B1は， Sephad巴xG100カラムによるろ過において，カラムの voidvo¥ume の

約 2依の1il:i出ζ溶11:¥された.この溶出液を pH6.8で DE-23cel¥ulos巴をJrJl、てクロマトした1I!f，

Fig.41乙見られるように， cathepsin B1は DE-23cel¥u¥ose KI投打され， O.OlM リン綬絞fillj液，

pH 6.8， Ijlの NaCl濃度が約 0.2Mで総出されたが， BAA加水分解活性のピークとタンパク質の

それと一致しなかった.その月予三ミー;伎を焦点市気泳illb法によってさらに分別した/1年， Fig.5 1ζ見ら

れるように， 2つのタンパク質のピークが得られたが， BAA }Jn7l<分fY1:ml'l:のピークは， より 1111

い pI似をもっタンパク質のピークと一致した.その活性ブラクションの純度をポリアクリノレア

結



32 itdéi大学j災学~Ý殺第 45η(1978)

ミドゲノレ屯気泳動によって調べたがi来，強く染色された一本のタンパク質のバンドの他に5J~ く染
色された一本のバンドが観察された.そのmtl:フラクションを DE23celluloseカラムクロマト

グラフィーによって再び分別した紡糸， Fig.6 rc見られるように，一つのタンパク質のピークが

BAA加水分解活性のピークと一致した.なお， 1W製過程における昨索活性の収i立は Table1に

まとめられている. このあ'r!li¥!において昨索活tl:の収iiiは5.09'6であった. 絞終的に精製された

cathepsin Bl H~ af，は， Fig.7 1ζ見られるように， pH4.3と pH9.5 とにおけるポリアクリルア

ミドゲ、ノレ'心気泳動において単一のタンパク質バンドを与えた.

Table 1. Purification of squid calhcpsin B1. 

Fraction 

Extract 

Ammonium sulfate 

DE-23 cellulosc 

(7?ν(Iste2p3wciesell) uiosc 

(stcp、vise)
Scphadex G-IOO 

DE-.23 ccllulos{為

(》eglreaζdicnl) 
lsoelectro-

focusing 

。E-23cellulose 
(gradicnt) 

Total Activity Specific Activity 
(nkat) nkatJmg 

17，292 0.44 

12、283 1.31 

8‘604 2.79 

6‘167 3.59 

3，404 5.06 

2，331 7.77 

1，147 12.4 

870 13.2 

1.6 

Cytochrome C 

Squid Cathepsin Bl 

l.4 
Sa伊 ttated 、¥Myoglobin

ミ Calamary C山師inBI 
匂
;> 

1.2 

1.0 

'L-L 
4.0 4.2 4.4 

Log，jill¥¥') 

Ovalbumin 

4.6 

Fig. 7 Polyacrylamidc gcl c1ectrophorcsis of Fig. 8 Dctcrmination of molecular wcight of cathepsin 

pllrified cathcpsin BI. 131 on Sephadex G-75. 

Thc protein sollltions wcrc applied to a Sephadcx 

G-75 column (1 x 103.5 cm) equilibratcd with 

0.1 恥1: acetate buffer containing 0.4 M トJaCI‘

pH 5.0弓 andc1uted with the same buffcr. 
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Cathepsin B1の諸性質 Fig.8は，精製された cathepsinB1の分子設を SephadexG-75カ

ラム(1x 103.5 cm)を用いて調べた結果を示している.スルメイカ， O. sloαniρ仰がcus，の肝臓

から得られた cathepsinB1の分子量は約 18，000であると推定された.また， SDSポリアクリノレ

アミドゲ、ノレ電気泳動によって cathepsinB1の分子量を調べた結来を， Fig.9 1ζ示す.標準タン

パク質および cathepsinB1の易動数 (Mobility)とそれらのタンパク質の分子長の常用対数との

品百真5・iJlfH・竹ヲド:スノレメイカ，OmmatostrψIlessloaniρacificus，のj汗臓の Cath日psinBlの精製
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出の関係から， cathepsin B1の分子監は約 20，900であると推定された.

cathepsin B1の等電点は， iìh~製用焦点活気泳動の結来から，約 5.7であると推定された.

Fig.lO lZ::見られるように，精製された cathepsinB1は pH4.5鮒近の非常に限られた純閥で

BAAの加水分解を触媒したが， BANAの加水分解に対しては pH4-6.5の範開で活性を示した.

BANAの加水分解に対する政選fpHは5.0であった.

Fig.11 IZ::示されるように， cathepsin Blの BANA礎皮依存伎を Lineweaver叩 Burkのプロッ

ト l乙従って作関して j~~べた給来から， 400Cで O.lM酢酸緩衝液， pH5.0，という条件下では，

cathepsin B1の BANA~Z::対する Km 依は 2.17mM であると算出された.

Fig. 12 !乙見られるように，精製された cathepsinB1は pH5.0で各混皮で 60分間後i設させた

11寺， cathepsin B1は30…500Cの範踏で安定であったが， 500C以上の繊度でその活性を失なった.

また， cathepsin B1による BANA加水分解に及ぼす温度の影響について調べた結来から，その

;設j遊説皮は 40-550Cであった.また，精製された cathepsinB1 !ま，チオーノレ化合物の非存在下

で， --20oC において数カ月安定であった.

考 察

前線8) l乙記載されたように，スルメイカ， O. sloani pacificus，のj汗臓の cathepsinB はIlIfi乳動

物の総織から符・られた回thepsinB1 (M. W.約 25，000)よりも小さく，その分子;抵は馬の myo-

globin (M. W. 17，800)に近い依であろうと推察された.

この:fffI楽にもとずいて，自宇奈液の!悦塩・王子衡には，透析の代りに SephadexG…25によるゲノレ

ろ過と限外ろ過!民， UM-2 (分子;泣 1，000以上の分子を保持する)，を用いる限外ろ過法を採用し

た.

総酵素液を DE--23celluloseカラムを用いて pH5.0において分別した結来から，スノレメイカの

肝臓のfih山仰とは BAAとB位以の加水分解を触媒する cathepsinB1と BAAのみを力1171<分解

する cathepsinB2が含まれていて，それらは:廷に分離されることが切らかになった.

最終的に.lii除されたスルメイカの cathepsinB1の分子抵は SephadexG-75によるゲノレろ過に

よって約四，000であるとt設定された. しかしながら， SDSーポリアクワルアミドゲノレi活気泳動に

よってその分子五tを調べた結果，それは約20，900であると算出された.この SDSーポリアグリル

アミドグノレ電気泳動によってタンパク質の分子;廷を求める時，小さなタンパク'ffおよびポリペプ

チ F(M. W. 15，000以下)は災常な泳動をするので，それらの分子i誌を決定する!筏， その誤差が

大きくなると報告されている16) スルメイカの肝臓から単離された cathepsinB1は，すでにヤ

リイカ ，Dorytheuthis bleelleri，の肝臓からlii離されている cathepsinB1 (M. W.約 13，600)より

もやや大きかった.

nHi乳動物の組織の cathepsinB1の BAAおよび BANA加水分解に対する最適 pHは6.0-6.2

であったが，スルメイカの cathepsinB1のそれは約 5.0であり，ヤリイカの cathepsinB1の最

麹 pH4.5U
) に近い僚であった.

スルメイカの cathepsinB1の等屯点は，ヤワイカの cathepsinB1 の等m}~\ (pI 6.8)9)よりも

低く， 5.7であった.

スルメイカの cathepsinB1の BANA加水分解における Km依は 2.17mMであり，ヤワイカ

の cathepsinB1のKm依(1.4mM)9)IZ::近い依を示した.これらのKm依は Lドの肝臓から符

られた cathepsinB1について報告ぢれた Km値である 20mM2lよりもかなり小さな値であった.

これらの事実から，スルメイカの cathepsinB1の特質は，ヤリイカの cathepsinB1のそれと
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類似していたが， IIIIi乳動物の組織の cathepsinB1のそれとかなり呉っていることが明確になっ

た.なお，スルメイカの cathepsinB1はヤリイカの cathepsinB1と同様Ir.，今後 cathepsinB1 

の本質について研究するための試料として， 11111乳動物の総織の cathepsinB1よりもすぐれてい

ると忠われる.

擁 護

スノレメイカ ，Ommatostnφhes sloαni pαcificus，のJJF臓から cathepsinB1を下記の操作:ホモ

ジナイズ， ToiE安分別 (30-90必飽和)， DE-'23 celluloseカラムクロマトグラフィー (pH5.0)，CM  

23 celluloseカラムクロマトグラブィー (pH5.0)， Sephadex G-100 によるグノレろJf&， DE-23 

celluloseカラムクロマトグラフィー (pH6.8)，焦点電気泳動 (pH3.5-1O)および DE"23cellulose 

カラムTI}クロマトグラブィー (pH6.8)によって精製した.精製された cathepsinB1は， pH4.3 

と pH9.5におけるポリアクザノレアミドゲ、ノレ電気泳動lとおいて単一のバンドを与えた.また，そ

の際来は pH5.7にその等屯点を有した.その震予7tミの分子fJ:は， Sephadex G-75によるゲ、ノレろ過

によって約 18，000であると推定され， また SDS-ポリアクリノレアミドグノレ沼気泳動によって

約 20，900であるとt'i:IIIされた.α-N-benzoyl-L-argininamideCBAA) と α…N-benzoyl一DL-'

arginine-2ザ naphthylamide(BANA) の加水分解!と対する最~pH は約 pH5.0 であった. BANA 

加水分解lこ対する Km依は， 0.lM酢酸絞衡液， pH5.0，で 400C においては 2.17mMである

とt'.l:l:!.lされた.
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