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Sununary 

Cathepsin A f1‘om the live1' of squid， Ommatostrephes sloani pacijicus， was separated into 
two active fractions such as F-I and F-Il on CM-23 cellulose column chromatography 

of the crude enzyme solution. Cathepsin A (F-I) was further purificd by gel filtration 

on Scphadex G-IOO， isoelectrofocusi珂 (pH3.5-10)， DE-23 cellulosc column chromato-
graphy ancl isoelcctrofocusing (pH 4-6). Thc purified cathepsin A (F-I) seemed to be 

homogeneous on polyacrylamide gel electrophoresis and on ultracentrifugal sedimentation. 

Its seclimcntation constant (Szぃ) was 7.94 X 10-13， and its molecular weight was 

estimated to be 100，000-105，000 by gel filtration on Sephadex G-I00. From the UV-

spectrum of cathepsin A (F-I)， Ei~"m"!280nm was calculated to be 17.3. Cathepsin A 

(F-I) st1'ongly catalyzed the hydrolysis of Z-Glu-Tyr and Z-Glu-Phe at pH 5.0. The 

values of Km  fo1' Z-Glu…Tyr ancl Z-Glu-Phe we1'e 1.8 m M  ancl 2.8 m M， rcspectivelyラ

in 0.1 M acetate buffe1'， pH 5.0ラ at370C. Cathepsin A (F-I) was strongly inactivated 

by diisopropylphosphofluoridate (DFP) and also inhibited by N-ethylmaleimicle， PCMB 

and 5，5' -ditl巾 bis(2-nitrobenzoic acid). 

緒雷

牛のひ臓から合成ジペプチ F誘導体である N-carbobenzol¥.'Y-α…L-glutamyl-L…tyrosine (Z 

Glu-Tyr)を特災rlg~r.加水分解する商事素が Tallen ら1lによって見出され， cathepsin A と呼ばれ

た.cathepsin Aはやのすい臓の carboxypeptidaseAと類似の基質特異性を有することが Iodice

ら2) によって報告された.

最近，ネズミの肝臓には分子litを災Hこする 3積類の CathepsinA (Ah AII とAm)3):が存在す

ることが報告され，また豚じんj威から分子f立を主主にする 2種類の cathepsinA (SとL)4)，S)，6) が

精製された ζ とから，それらの動物の組織中に cathepsinAは多機な形で存在していることが論

じられてきた.

*現在， 合初jフィザー(株)研究所
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スルメイカ ，Ommatostrephes sloaniραcificus，の111'臓から 3綴類の cathepsinA (F-I)， (F-II-

A) と (F-II-B)りが見出され，またヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，のJll'臓から cathepsinA 

(F-I)と (F-II)8)が見出された.これらの知見にもとづいて，イカ類の肝臓1'1:1に cathepsinA は

多様な形で存在していると考えられたが， Kisuら7) によってスノレメイカの肝臓の cathepsinA 

としては catgepsinA (F-I) 1こ相当する隣諸ミのみが存夜していて，他の cathepsinA (F-II-A) 

と (F--IIB)は cathepsinA (F-I)が解出!&することによって生成されてくる際おであろうという

可能性が示唆された.

この問題を詳しく究明するためには， cathepsin A (F-I)を精製する必裂があると考えられた.

本報告においては，スルメイカの肝臓の cathepsinA (F -1)の精製とその特性について記載する.

致方法

1. 材料と試譲

スルメイカ ，Ommαtost7ψhes sloαnz ρ仰がcus， の!削減は ~!'Hf!.応(佐賀市)から提供され，使Jll

されるまでディープ・フリーザ-r:pに保存された.

合成t&'l1およびペプチド誘導体類， N…carbobenzoxy-α-L--glutamyl--L-tyrosine(Z…Glu--Tyr) ， 

N--carbobenzoxy--α…L-glutamyl-L-phenylalanIne (Z…Glu-Phe)， N-carbob巴nzoxy-α…glycyl-r.-

ph邑nylalanineCZ-Gly-Phe)， N四 carbobenzoxy-α-glycyl-L-leucine(Z-Gly…Leu)， N-carbobenzoxy-

α-glycylL…proline (Z-Gly司 Pro)および Benzoyl…α…glycyl-L-lysine(Bz-Gly匂 Lys)はタンパク質

研究奨励会(大阪)から総人された. Human r-globulin， bovine serum albumin， ovalbumin， 

chymotrypsinogen A とcytochromeは Schwarz/Mann社から得られた.Ampholine (pH 3-10) 

と (pH4--6) は LKBの製i誌であった. Tosyl-L-phenylalanine chloromethane hydrochloride 

(TPCK)は半)1:化学(株)から， Diisopropylphosphofluoridate (DFP)はKoch-LightLaboratories 

からそれぞれi潜入された. CM-23および DE-23cellulose は Whatman社の製品であった.

Sephadex G-50， G-100は PharmaciaJapan社から11}られた.

2. Cathepsin A 活性の定盤

Cathepsin Aの活性は， Z-Glu日 Tyrの加水分解によって生成した L-tyrosineを， Mooreら10)

の方法によって調製された Ninhydrin試薬を用いて， Iodiceら9) の方法に従って定:むされた.

活性測定の全操作は，すべてiIIi幸誌の，8) 1こ記載された方法と同じであった.

3. 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[立を測定することによって，或いは結晶 bovine

serum albuminを標準タンパク質として舟いて Hartreel2)によって改良された Lowryら11lの方

法に従って 650nmにおける吸光度を測定することによって定食された.

4. 限外ろ過

酵素液の濃縮は， PM-lO限外ろ過と加j壬セノレ (UF-202或いは UF…12)を用いて， 3.5-4.0 kgl 

cm2の議案ガスで力fJ庄しながら行われた.

5. ポリアクリルアミドゲ)f..電気泳動

ポリアクリノレアミドゲノレtR気泳動は， 7.5必グjレを用いて， pH4.3とpH9.5において， Davisl3) 

の方法に従って行われた.室温でゲノレカラム 1本当り 4mAの定'屯流を通電することによって，

ゲノレ添加されたタンパク質を泳動させた.泳動後，ゲノレ中のタンパク質は Diezelら14) の方法lζ

従って 0.25労 coomassiebri1liant blue G…250を汚いて染色された.
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趨遜心沈緯

Spinco model E 超j事心機を用いて， 200C において，定迷 52，640rpmで測定された16)

7. Cathepsin Aの精製

i) 抽出 スルメイカ ，Ommatostrephes sloaniρacificus，のJJl'鱗 1kgを， 0.lM酢酸緩衝液

(pH4ム0.9忽 NaCIを含む)21を用いてワーリング・プレン夕、、-rl:lでホモジナイズした.その

ホモジネートをガーゼ、でろ過した後，長l己消化をおこさせるために，ろ淡を 40Cで20時mJ静慨

した.そのろ波を遠心分総 (10，000x g， 15 min) したIl;'j，:速心チニェープ内l乙脂肪悶，波j霞と沈で

ん!認が1=.じた.その液miを集めて， C巴lite535と Standardsuper-celをろj@l補助剤としてmいて

吸引ろ過することによって，武術色の透明なろ淡を符ナこ.

ii) 硫安分別 上記のろ波l乙同体硫安を加えて3096硫安飽和した.その混合液を 40Cで10

II;'j悶fff，設した.生成した沈でん物を除去するために遠心分離 (10，000x g， 15 min)した.その上清

にさらに間体fviE安を加えて60;:ぢ飽和にした.生じた沈でん物を遠心分離によって集めて， 0.01M

酢駿緩衝液 (pH5.0)に溶解し， Visking tube (替36/32)rtJで開じ緩衝液に対して透析した.透析

中に生じた沈でんを除去するため，その内液を遠心分離した.

iii) CM-23 celluloseカラムクロマトグラフィー 前段階で14f.・られた自主京液を，あらかじめ

O.01M酢酸緩衝液 (pH5.0)rζ平衡化しておいた CM…お cellulose]カラム (5.0x30cm)に添加し

た.カラムを上記と悶じ緩衝液を用いて洗った後 NaClで海濃度を段階的に高めて議出を行っ

た.Fig.1 1とその波打レfターンを示す.Z-Glu-Tyrを加水分解する活性は， O.lM NaClとO.4M

NaCIでそれぞれ総出されたフラクションに検出された. liij設を F-I，後者を F-IIと呼んだ.そ

の cathepsinA (F…1)はUM-20E限外ろ過膜(分子鼠20，000以上のタンパク質を保持する)を

mいてi後外ろ過することによって濃縮された.

稲葉・有松:スノレメイカ，Ommatostlψhessloani tacificus，の肝織の CathepsinA (F-I)の精製
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iv) Sephadex G-IOOによるゲルろi愚 前段階において濃縮された cathepsinA (F-I)縫液

を，あらかじめ 0.2MNaClを含む O.lM酢酸緩衝液 (pH5.0)IC王子衡化しておいた Sephadex

G-100カラム (5x120cm)に添加し，上記と同じ緩衝液を， 2 ml/ cm2 /hourの流速で，上昇的に

流して総出した.そのi容出パターンは Fig.2!と示されている.唯一の Z-Glu-Tyr加水分解活性

のピークが観察され，それは bluedextran 2000を用いてあらかじめ求められた voidvolumeの

約1.5倍の君主;設で溶出された.活性を有したフラクジョンを集めて，限外ろ過によって濃縮した.

Fig.l 
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v) 焦点電気泳動 (pH3.5-10) 前段階で:'{!rられた cathepsinA (F 1)溶液を， 1.0忽 glycine

k止すして透析することによって平衡化した. その時宗主主を， Vesterberg出の JJ"rk:K従って，

ampho1ine (pH 3.5 10)と sucroseを川いて誠製しておいたカラム (110ml， LKB) 1乙添加した.

カラムを 0-2
0

CK冷却しながら， 400Vで4811年!日]通15することによって的業液中のタンパク質を

そ3275ぷ分別した.泳動後，分i伐された各フラクション (2.5ml)と pH，タンパク質濃度 (A280nm)

とZGlu-Tyr加水分解活性ぞ測定したその溶IHパターンは Fig.31<::5.示されている.pH4.5-4.8 

附近lζ分別されたフラクションにのみ，タンパク質のピークと一致して， Z-Glu-Tyr加水分解活

性が観察された 活性を有したフラクションを集めて，あらかじめ O.OlM昨絞緩衝液 (pH5.3) 

に平衡化しておいた SephadexG 50カラム (3x30cm)に注入し， I司じ緩衝液を用いてゲノレろ過

し7こ.

vi) DE圃23celluloseカラムクロマトグラフィー lìíj段階て~{1Jられた cathepsinA (F-I)法

被を，あらかじめ O.OlM昨駿緩衝液 (pH5.3)に平衡化しておいた DE-23celluloseカラム lζ添

加し， NaClで恥濃度を段階的lζ向めて溶Hlした. Fig.4はそのクロマトグラムである .Z…Glu-

Tyr加氷分解活14:は， 0.1 M NaCl を合む緩衝液で溶i討されたフラクション I，q乙検出された.
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Fig. 4 DE-23 celluJosc coJumn chrornatography. 

vii) 焦点電気泳動 (pH4-6) 前段階で得られた昨ぷ泌を UM-20EをfHいて波新iし， l.0 96 

glycine K対してト分透析した.その際業淡を， pH4-6の範凶の ampholineをJjjいて，前記の

方法によって等屯点分別した. Fig.5はその溶tHノfターンである. Z-Glu-Tyr加水分解活性の

ピークはタンパク質のどークとほぼ一致したが，タンパク質のiLlの後半lζ小さな珂が認められた.

フラクション:f!j: ~'11から 18までの郎分を集めて S巴phadex G-50 カラムを用いてゲノレろ過する

ことによって ampholine と sucrose を除去した.得られた昨~~液を cathepsin A (F -1) として

!日L、fこ.
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果

cathepsin A (F~ 1) の ~Ili~によって，政終的 lこ 5.8mg の均一な célth色psin A (FI)が得られ，

それは pH5.0，370C において 111在日立に 92.4ρnolesmlの ZGluTyrを)JII1.K分解する活性をのー

結

税線機愛子

じItraccnlrifugalsくてlimc、!"lationp2.tt2J"l1 o[ cathcpsin A (Fl)・Fig. G 
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した.その活性のl{lZ:抵は，主III:f:lil夜の活性を基数にすると， 0.2696であった.

最終的に精製された cathepsinA (F-I)はポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動的に均ーであった

ので， さらに超遠心沈降法によって，その均一性を調べた.Fig.6は定速 52，640rpmにおける

沈降パターンの 1つである.cathepsin A (F-I)はI詳ーなどークを示し，しかもそのピークは対

称的であった.算出された S20川の値は 7.94X 10-13であった.

Fig.7は SephadexG-100 によるグノレろ過による各標準タンパク質と cathepsinA (F -1)の

溶出容量とそのカラムの voidvolumeとの比を，それらのタンパク質の分子;誌の常用対数に対し

てプロットした鴎である.その結果から， cathepsin A (F…1)の分子最は 100，000-105，000であ

ると推定された.

cathepsin A (F-I)の紫外吸収スベクトノレを EPS-3T裂日立自記分光々度計を用いて測定し

た結果を Fig.8!と示す.そのスペクトラムから， cathepsin A (F -1)溶液は， pH5.0 において，
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A280nm/ A260nm は1.50であり) El~.38onm は 17.3 であると算出された.

cathepsin A (F-I)の器質 Z-Glu-Tyrと Z-Glu-Pheの濃度へ対する依存性を， Linweaver嗣

Burkのプロット法によって作屈して調べた結果を Fig.9と Fig.10I乙示す.0.lMjIjj;竣緩衝液

(pH5.0)中で 370Cという条件下で， Z-Glu-Tyrの加水分解反応における Km伎は1.8mMで

あり，また Z-Glu-PheのそれKおける Km値は 2.8mMであると算出された.次rc.，各種の合

成 dipeptide誘導体に対する cathepsinA (F…1)の作用を調べた紡来を Table1にまとめて示

している.cathepsin A (F -1)はZ-Glu-Tyrおよび Z-Glu…Pheを最もよく加水分解し， 17時間

では 10096の加水分解率を示した. Z-Gly-Pheの加水分解は 17時間で4296，また Z…Gly-Leu

のそれは2596しか進行しなかった.なお， Bz-Gly-Lysおよび Z…Gly-Pro!乙対しては全く，

cathepsin A (F -1)は作用しなかった.

cathepsin A (F-I)は pH4.5-5.0のi縄問で Z-Glu-Tyrを最もよく加水分解した.また， 40C 

で18時間種々の pHで静援した時， cathepsin A (F-I)は pH5.0-7.4の絡協で安定であったが，

pH7.4より高い pHでは極度に不安定であった.

cathepsin A (F -1)は 33μMの PCMBの存在下で 5996限害された.また， 5 mM  N-ethyl-
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Table 1. Hyclrolysis of VariOllS Dipepticle Derivatives by cathepsin A (F-I). 

clipcpticle 
clerivativ回

Z-Glu--Tyr 

reactlOn L-Amino acicl E王y(d%ro)lysis 
l!mc μmloes 

Omin O O 

45 min 0.80 20 

90 min 1.73 43 

17 hr 4.40 110 

Omin O O 

45 min 1.01 25.2 

90 min 1.83 45.6 

17 hr 。 112 

Omin O O 

45 min 0.12 3.2 

90 min 0.21 5.3 

17 hr 1.68 42 

Omin O O 

45 min 0.11 2.8 

90 min 0.21 5.3 

17 hr 1.01 25 

Z-Glu-Phe 

Z-Gly-Phe 

Z-Gly-Leu 

Z-Gly-Pro 17 hr 0 0 

Bz…Gly-Lys 17 hr・ o 0 

The reaction mixture containecl 0.2 ml of the enz戸nesolutiol1， 

0.4 ml of 10 mM  clipepticle clerivative ancl 0.2 ml of 0.1 M socli-

um acetatc buffer， pH 5.0. The mixture was incubatccl for 

various pcriocls of time at 3700. Aliquots of 0.2 ml were takcn 

from the mixture ancl Sl判ccteclto the measurement of the ac網

tivity， as clescribccl in thc previous papcrsド 8)
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maleimdeの存下で 57.5形， 1.7mMの 5，5'--dithiobis(2-nitrobenzoic acid)の存伝ドで， 3396， 

1.0mM DFPの存犯下で 950'6，それぞれ1H1'~fi-された.

察

スルメイカ， O. sloani ραcificus ， の肝臓から;1I，~!Jl~された粁UiÏ:ft袋詰支を CM 23 celluloseカラムク

ロマトグラブィーによって分別したI!;:f， ZGlu-Tyr Iζ対して沼伎を符する 2つのIil可分が得られ，

それは cathepsinA (F-I)と cathepsinA CF-II)と呼ばれたり.関誌なク口?トグラムは，ヤザ

イカの肝臓の cathepsinA についても俄然された81 スルメイカ肝臓の cathepsinA (F-II)は

さらに 2つの活性な成分に分産設され，それらは cathepsinA(F--II--A)と cathepsinA(F-II-B) 

と呼ばれた.その cathepsinA (F -IIB)は部分的に精製され，その分子1立は約 57，000であると

報公された. またヤザイプlの1][こ臓から部分的に桁製された cathepsinA (FωlI)の分子-l"Iiは約

58，000であった.

これまでに，ネズミの肝臓から 3 cathepsin A (AI， AIIと AIIIとIl予ばれた):!I が，ま

fこjほのじん蹴から 2殺の cathepsinA (SとL)41，51，ulが得られた.cathepsin AI， AIIと AIII

の分子・J1t:はそれぞれ 100，000，180，000と400，000であり，また cathepsinA (S)とA(L)のそ

れらはそれぞれ 100，000と500，000であると級公され， cathepsin Aの多様性が論じられてきた.

しかしながら，スノレメイカの肝臓からされた組依京淡を 0.01M rit:酸緩衝液， pH5.0，をj公

燃としてmいて SephadexG-100 によってゲノレろ過した時， cathepsin A (F -1)に相当する'!ffjー

のピークのみが絞ま認された.また， 1.0M  NaClを合む上記の緩衝液を溶媒としてJHl、てゲ、ノレろ過

したIl!j， cathepsin A (F -1)に相当するピーグのfむに cathepsinA (F-II-A)とcathepsinA (A 

II-B)におllliずるピークが綴察された.これらの事実は，スルメイカ， O. sloaniραcijicus，のJJF

は cathepsinA (F-I)のみが存在していて， cathepsin A (F-II-A)と (A-II-B)は， cathe-

psin A (F--1)が指濃度に依おして解離して生じた成分であろうという可能性を示した. この可

能性を切らかにするためには，まず均一な cathepsinA (F-I)をスノレメイカのJl!ニ臓から得ること

が必裂であると考えられた.

我々は前記の操作によってスルメイカ肝臓の cathepsinA (F-I) を ~~f!波ずるブJ法を確立した.

得られた cathepsinA (F-I)はポリアクリノレアミドゲノレ沼気泳動的1<::， またi混迷心的に均一で、

あった.その沈降定数，Szo，w は7.94X10-13であり ，Sephadex G-100 によるゲノレろ過によって，

その分子*:Ektま100，000-105，000であった. 焦点fS気泳動の紡糸から， cathepsin A (F-I)のさを;百

点は約 4.7であった.スルメイカ JlFl阪の cathepsinA (F-I)の Z-Glu…Tyrと Z-Glu…Phe力1171<

分解i乙対する Km似はそれぞれ1.8mMと2.8mMであり，それらの仰はスルメイカ肝臓の

cathepsin A 時-II-A)71とヤリイカ IJf臓の cath巴psinA (F-II)81の Km依とほぼー殺した.

スルメイカ肝臓の cathepsinA (F-I)の基質特典段は， J涼じん臓からftlられた cathepsinA (S 

とL)，41，5)，0) スJレメイカ JJfJ織の cathepsinA (F-II-A)7)およびヤリイカJJfJ肢の cathepsinA (F 

II)81のそれとよくー殺していた.

スルメイカ!日二!践の cathepsinA (F-I) は，スルメイカ肝臓の cathepsinA (F-II-A)およびヤ

リイカ肝臓の cath色psinA (F-Iむと問機に， DFP によって最も強く l収容されたが，また PCMB，

N 野ethylmaleimideと5，5'dithiobis (2-nitrobenzoic acid)によっても33-59沼野1i与された.

t認

スルメイカ，Ommatostr，φhes sloαni pacificl的のJJfJ践の cathepsinA は，その ~ll際索液を CM
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23 celluloseカラムクロマトグラフィーによって 2つの活性預分 (F-Iと F-II) に分隊された.

cathepsin A (F -1) は SephadexG-100によるゲノレろ過， 焦点電気泳動 (pH3.5-1O)， DE-23 

celluloseカラムクロマトグラフィーと焦点電気泳動 (pH4-6)によって粉盟された.精製された

cathepsin A (F-I)襟15hはポリアクザノレアミドゲ、ノレ活気泳動的にまた趨遠心的に均ーであった.

その沈降定数， Szo.wは7.94>C 10-13であり，その分子量は 100，000-105，000であると舵定された.

その紫外吸収スペクトラムから， Ei%fx川 80山は 17.3であると算出された .f.f.~点電気泳動 (pH4-6)

の結果から， cathepsin A (F-I)の等氾点は4.7であった. cathepsin A (F -1) は， Z…Glu-Tyr

とZ-Glu-P加を pH5.0で強力に加水分解した.それらの基質l乙対する Km紘は O.lM除後綬

筏液， pH5.0， rtで 370Cにおいて，それぞれ1.8mMと 2.8mMであった.cathepsin A (F-I) 

は pH5.011:おいて diisopropylphosphofluor・idate(DFめによって強く阻害されたが， PCMB， 

N-ethylmaleimideおよび 5，5'-dithiobis(2引 itrobenzoicacid)によっても間容された.
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