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Sununary 

For thc effective pl山岳cation01' catbepsin B (Bl and B2) [EC 3. 4. 22. 1] 1'rom the 

homogenatc of tissues， aiIinity chromatography was attempted. Peptide fragments 

containing argmme residues were prepared by the hyd1'olysis of protamine sulfate with 

cathepsin Bl， which had been isolated from the Iive1' of squid， Doり，theuthisbleekeri， ancl 

we1'e used as ligands. The A1'g-p巴ptideswere bound to Sepharose 4B by a cyanogen 

b1'omicle method. The A1'g-peptide-Sepharose 4B， which had been equilibrated in 

0.01 M acctate buffe1'， pH 4.7， containing 20 mM  s-mercaptoethanol and 1.0 mlvl 

EDTA'2Na， aclsorbecl cathepsin B in a crude enzyme solution 1'rom the liver 01' D. bleekeri. 

The adso1'bed cathepsin B was eluted with the same buffe1' containing 0.5 M sodium 

chloricle. The eluate gave a main protein band and two minor p1'otein bands when tested 

on polyacrylamide gel elect1'opho1'esis. Cathepsin Bl and B2 we1'e able to be sepa1'atecl 

each othe1' by the gel 臼tration01' the eluate through a Sephadex G-100 column， which 
had b巴enequilibratecl with 0.01 M acetate bu狂e1'， pH 4.7， containing 0.2 M sodium 

chlo1'ide. This affinity chromatog1'aphy on A1'g-pepticle-Sepha1'ose 4B gave excellent 

results 1'01' the purification of cathepsin BI ancl B2 f1'om the c1'ucle enzyme solution. 

緒 言

種々の1111i乳製j物の組織から cathepsinB [EC 3. 4. 22. 1Jを精製するために多くの努力が払われ

てきた1)川 Illli乳動物の組織には， a--N-benzoyl-L-argininamide (BAA) と α-N -benzoyl-L-

ar・ginine-2-naphthylamide(BANA)の加水分解を触媒する cathepsinB1と BAAの加水分解.の

みを触媒する cathepsinB2が符在することが切らかにされた8)

らは，スノレメイカ ，Ommatostrephes sloaniραcificus，の肝臓から pH4.5-5.0で BAAを加

水分fri~する cathepsin BP)パ)を，またヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，の肝!蹴から pH4.5で

BAAおよび BANAを加水分解する cathepsinBl rc相当する酵素を単離した6) しかしながら，
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それらの精製i遇税にはイオン交換クロマトグラフィー，ゲノレろ過，限外ろ過および焦点屯気泳奴j

などの操作が紘み人れられたために，それだけ滋索活性のi民:lil:b{低下した.

cathepsin B (B1と B2)の粉製法の改良のためには， Axenら刊によって開発された affinity

chromatographyが有効でdうろうと考えられた. '1生場ら101は trypsinの affinitychromatography 

のリガン iごとしてプロタミン硫般若返の trypsinによる限定加水分解物を月jいた.

cathepsin B1の法賀村:災性は trypsinのそれと9J'i似していることに注目して， cathepsin B1 

によるプロタミンfvft段取の限定加水分解によって符られる Arginine残1去を含むペプチドを

Sepharose 4B Iこ結合2させた結合体 (Arg-peptide-S巴pharose4B)を用いて， cathepsin B (Blと

B2)の a伍nitychromatographyを試みた.

?j;:{l，長公では， cathepsin B (B1とB2)の精製への Arg-peptide-Sepharoseによる註伍l1itychro帰

matographyの作用性について記z践する.

実験方法

材料と試議 ヤリイカ ，Dorythe uthis bleekeri ， の肝臓は鮮~;(~U，お(佐賀市〕から舵1Jtされ，使

刻するまでディープ・フリーザーqll[保存された.

α-N-benzoyl-DL-arginine-2…naphthylamide.HCl (BANA)と α…N-b巴nzoylLaI・gininamide・

HCl (BAA)はタンパク技研究奨励会(大阪)から購入された.プロタミン{波放邸は東京化成(株)

から得られた_Sepharose 4BとSephadex頒 (G司25，G…75とG-lOO)は PharmaciaJapan (株)

から購入された_ cathepsin B1は，がJ予fl.61Iこ従ってヤリイカの肝臓から精製された，均一な4:211占

であった.

BANAおよび BAA加水分解活性の定鑑 cathepsin B1の BANA1J1l!J<分解活性と cathe暢

psin B1とB2の BAA加水分解活性はJiiHfl.61，こ記iIおされた方法lと従って定;立された.

タンパク鑓の定盤 タンパク質濃度は， 280nmにおけるi吸光度を測定することによって定没

された.

ポリアクリルアミドゲル漉気泳毅;f-リアクザノレアミドゲノレ屯気泳動は Davis121の方法に

よって 15~づゲ、ノレをJfJいて pH9.5 において行われた~さ1& でーゲ、ノレカラム 1 本当り 4mA の定電流

を通't!1することによって，ゲノレに添加されたタンパク 'l1Jを泳動させた.泳動後，ゲ、Jレrllのタンパ

ク'EtlまDiezelら131の方法に従って 0.2596commassie bri1liant blue G-250をJfJいて染色された.

プロタミン硫酸塩から Arginin母強基を含むペプチド断片(Arg圃Peptide)の調製 ヤリイ:カ

の肝臓からlit縦された cathepsinB1を用いてプロタミン硫酸滋を限定加水分解することによっ

て Arg司 peptideを調製した.反応混合液は1.0gのプロタミン硫酸J:fJ， 1.2 mgの cathepsinBl， 

40 mM  2-mercaptoethylamine， 1.0 mM  EDTA.2Naと 0.1M酢駿緩衝液， pH4.5から成り，そ

の去を線量は 3.0m1であった.その誕合液を 370Cで2時間インキュベートと，その後加水分解反

応を停氏させるため 1000Cで30分間加熱した.放冷後，その混合液をあらかじめ 2596酢般に

平衡化しておいた SephadexG-75 (2.5 X 100 cm)与を用いてゲノレろ過した.Fig. 1はその溶出パ

ターンである.坂口反応による発色において路性であったフラクションを集めて，凍結乾燥した.

Argヂeptide-Sepharos邑 4Bの譲製 その凍結乾燥物 (91Omg)を 80m1の 0.1M*ウ俄緩

衝液， p狂 9.0I乙終解した溶液に， Cuatracasasの方法111に従って臭化シアンをjおいて活性化して

おいた Sepharose4Bを 50ml加えた分散液を 40Cで24時間インキュベートした. Sepharose 

4B'乙総合しなかった Arg-peptide を除去するために，ーと記の分散液を1.0M 炭酸*~ナトリウ

ムで十分にちもった.
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Fig. 1. Separation of Arg-peptides [rom the hydrolysatc of protamillc sulfate by squid 

cathcpsin Bl with Sephadex G-75 column (2.5 x 100 cm). 

Table 1 Amino Acicl Analysis of Arg-Pepticlト

Sapharosc 4B (6 N HCI， 20 hr) 

Amino acid 

Argininc 

Scrine 

Proline 

Glycinc 

Valinc 

Isoleucinc 

flmolesfml of gel 

18.9 

2.21 

1.72 

3.04 

1.35 

0.42 
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このように調製されたゲ、ノレに Arg-peptideが結合しているか否かについて調べるために，その

ゲノレを 6NHClK.i容解し，真空封管rt，1100C で 20I則前加水分解した. その分鮮やのアミノ酸

アミノ酸 I~j 動分析機(日立， KLA-3B) を用いて分析した. 調製した Sepharose4Bゲ

ノレ1.0ml 1ft!ζ含まれたアミノ酸の極類と合j誌を Table1 !ζ示す.

組酵素液の調製 cathepsin BlとB2を含む総酸素液は，前線6) !ζ従って，ヤリイカのJJf臓

を材料としてmいて潟製された，組際業淡を，あらかじめ 2却OmMI介gιι副曲叩白

EDTA.2Naをf合旨む O.01M酢酸綬衝波， pH4.5!乙王子衡化しておいた SephadexG…25カラムを用

いてゲ、ノレろ過することによって，総隊索液中lζ含まれる cathepsinBlと B2を活性化した.

結果および考察

cathepsin Blによってプロタミン硫酸塩を加水分解した後，その加水分解物を SephadexG-

75カラムをmいてグノレろ過したIl寺， Fig.l !ζ52られるように，カラムの voidvolumeよりもかな

り遅れて法的されたフラクションに坂口反拡 (As∞nm)の大きなピークが綴察された. Arginine 

残2去を含むペプチド断片は，その鎖長と Arginine残基の合;泣などの点で不均一であると思われ
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たが，符られたペプチド断片をそのままワガンドとして使用することにした.

Table 1 IC示されるように， Arg-peptide-Sepharose 4Bの塩酸加水分解物から検出されたアミ

ノ駿は Arginine，Serine， Proline， ValineとIsoleucineであった.問題の Arginineはゲ、ノレ LOml

当り約 19μmoles検出された.Serine， Proline， ValineとIsoleucineの合:ftlは Arginineのそれ

に比べてかなり低かったことから，ある一本のペプチド断Jrlこはかなり多くの Arginine残法

が含まれていることが暗示された.調製されたゲ、ノレには確かに Arg-peptideが結合していると足、

われたので，その Arg-peptide-Sepharose4Bを cathepsinB (B1とB2)の a伍nitychromato-

graphyの担体として使用した.

20 mM  s-mercaptoethanolと LOmMEDTA・2Naを含む 0.01M í~t，酸緩衝液， pH4.71こ平衡

化しておいた Argωpeptide-Sepharose4Bカラム (0.9x 10 cm) Iζ，すでに活性化しておいた松昨

索液を 3聞に分けて添加した.Fig.2 I乙見られるように，カラムを来通りしたフラクションには

cathepsin B1とB2の活性は全く検出されなかった.しかしながら， 0.5M NaClを含む O.01M

酢酸緩衝液， pH4.7によって溶出してきたフラクションに BAA加水分解と BANA加水分解活

性が検出された.なお， 1.0M  NaClを含む O.01M酢被援街液， pH4.7を用いてゲノレICI汲治さ

れたタンパク質の総出を試みたが，タンパク質は殆んど全く溶出してこなかった.
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Fig. 2. Affinity chromatography o[ cathepsin B in thc crlldc cnzyme sollltion f1'om thc livcr 

01' D. bleekeri on Argゃcptid←Scpharosc4B. 

BANAとBAAIC対して活性なフラクションに含まれているタンパク質成分の数を調べるため

に，ポザアクリノレアミドゲノレ活気泳動を行った.その泳動パターンを Fig.3I乙示す. 強く染色

された 1本のタンパク質バン Fと弱く染色された 2木のタンパク質バンドが観察された. 1段階

のカラム操作で，わずかに 3成分のタンパク質にまてお出関されたことになること， また BANA

加水分解活性のJ!J¥.J止は約 100;;ちであり， BAA 加水分解活性のそれは約 90~ぢであったことから，

この chromatographyはいわゆるイオン交換的ではなく，親和性にもとづいていると考えられる.

ポワアクリノレアミドゲノレ電気泳動において 3成分のタンパク質が観察されたことから，上記の

BANAとBAAIC対して活性なフラクションには cathepsinBlの他l乙cathepsinB2が含まれ

ていると考えられた.その活性フラクションを，あらかじめ 0.2MNaむを含む O.OlM酢酸緩衝
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Fig.3 Polyacrylamide再clclcctrophoresis of activc fraction from aflinity chromatography. 
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液， pH4.7で平衡化しておいた SephadexG~ 100カラム (2.5x90 cm)をmいてゲノレろ過した.

Fig.4はその熔出パターンである.そのゲ、ノレろ過によって， BAA加水分解のみを触媒する cathe-

psin B2とBAAと BANAの加水分解を触媒する cathepsinB1が分離された.なお， cathepsin 

B1よりも遅れてお主tI:lされる未知の物質が存在した.

これらの実験事実にもとづいて， Arg-peptide-Sepharose 4B による affinitychromatography 

は車段階来液から cathepsinB1 と B2 を精製する方法として五I~'ìl~ にすぐれていると忠われた，
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構要

組織のホモジネートから cathepsinB (B1と B2) =EC 3. 4. 22. 1Jを効本的l乙精製するために

a伍nitychromatographyを試みた. ヤリイカ ，Dorytheuthis bleekeri，の肝臓から単離された

cathepsin B1によるプロタミン硫酸域の限定加水分解lとよって得られる arginine残基を合むペ

プチド断片 (Arg-peptide)をリガンドとして使用した.九化シアン法によってその Arg-peptide

を Sepharose4B K結合させた.その Arg-peptide-Sepharose4Bは， 20 m M  s-mercaptoethanol 

と1.0mMEDTA・2Naを含む O.OlMI"ito酸緩衝液， pH4.7 K平衡化されたとき，組酵素液lζ含ま

れる活性化された cathepsinBを級殺した汲治された cathepsinBは 0.5MNaClを含む1:記

の緩衝液によって溶出された.この溶出液はポリアクリノレアミドゲ、ノレ泡気泳動において 1本の:=t

バンドの他lζ2本の副バンドを与えた.この溶出液を， 0.2M NaCl を含む 0.01M m，酸緩衝液，

pH4.71ζ平衡化しておいた SephadexG…100カラムを用いて，ゲノレろ過することによって，

cathepsin B1とB2をlirc分離することができた Arg伊 peptide-Sepharose4B によるこの A伍nl倫

ty chromatographyは粗i将来液からの cathepsinB1と B2の精製に対してすばらしい結果をも

TこらしTこ.
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