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ミクロソームのアスピリンエステラーゼの性質（1）
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実験方法

緒 言

　著者らはすでに，基質p一ニトロフェノール酢酸エス

テル（p－NPA）から分解生成するp一ニトロフェノ

ール（p－NP）を，315nmの紫外部で測定するエステ

ラーゼ活性測定法（p－NP法）は，微弱なエステラー

ゼ活性を検出できる極めて優れた方法であることを明ら

かにしたP剛q｝．しかしながら，この方法はpH8．1以土

のアルカリ側では，p－NPAの自然分解が速やかに起

るので，基質としてp－NPAを用いることはできにく

い．いっぽう，基質としてアセチルサリチル酸（ASA）

すなわちアスピリンを用いるエステラーゼ活性測定法

（SA法）は，以上のp－NP法の欠点を補足できる長

所をもっている4｝・5）’。けれども，豚肝エステラーゼ活性

に対するSA法は必ずしも未だ十分には検討されていな

いので，その応用については不明の点も多い．

　1971年奥村らは，ASAすなわちアスピリンを基質と

するエステラーゼをアスピリンエステラーゼ（AEと略

す）と命名し，AEを中心に臨床実験を重ねていった．

その結果，このAE活性法が，形態異常をほとんど伴わ

ない兎肝の機能異常をあらわす敏感な一新肝機能検査法

であることを指摘している6｝．

　そこで本報においては，まず，豚肝のライソソーム分

画などの調製過程におけるAEの挙動を追跡後，さらに

分離したAE分画を用いて，いくつかの性質を比較検討

した．以下それらの結果について報告する．

1　AEの調製法

　既報7）・8）の表1に示す操作に準拠して，去勢した豚の

肝臓から調製した．

2　酵素活性の測定法

　AE活性1）・4｝，p－NP法によるエステラーゼ活性n・4）

およびカテプシン活性8）は既報の方法に準拠して測定し

た．

3　蛋白量の測定法

　既報9｝の方法に準拠して測定した．

4　セファデックスによる分画法

　DEAE一セファデックスA－50による蛋白質，エス

テラーゼおよびAEの分画はBarrett法に（Column

size：2．5×50cm）10），またセファデックスG－100に

よるそれらの分画はDetermann法11）『とWhita－

ker法12）（Column　size：2．8×80cm）に準拠して行な

った．

5　デスク電気泳動法

　ポリアクリルアミドゲルのデスク電気泳動および蛋白

質ピークの検出はOrnstein法13｝に，またエステラ

ーゼとAE活性ピークの検出はRudolph法14）やS

A法4｝・　5）に準拠して行なった．
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結果と考察

1　調製過程におけるAE活性

　表17，に従ってライソソーム，ミトコンドリアおよび

ミクロソームなどの穎粒に富む各分画を調製した．分離

した各分画に含まれるそれら穎粒の膜を破壊し，その内

部に存在するAEの総活性を測定し，ホモジネートのそ

れに対する比率であらわした．図1はその結果である．
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これによれば，ホモジネートのAE総活性の84％はライ

ソソーム，ミトコンドリア，ミクロソームなどを含む上

澄液1に，残りの16％は核を含む沈殿物1に移行した．

また，ホモジネート総活性の64％はおもにミクロソーム

を含む上澄液皿に，そして，その20％はライソソームと

ミトコンドリアとミクロソームを含む沈殿物llに移行し

た．ミクロソームに富み，ミトコンドリアをも含む分画

1には11％が，そして，ミトコンドリアに富み，ある程

度のライソソームを含む分画皿には6％が移行した．分

画皿のそれは3％であったが，これはライソソームに富

む分画であり，しかも，ある程度のミトコンドリアをも

含んでいるエ5〕・16，．さらに分別精製操作を反復し，分画

IV，　VおよびVIを得たが，これらにはホモジネートのA

E総活性の僅か4，0。5および0．2％がそれぞれ移行し

ているに過ぎなかった．
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　いっぽう，上澄液IIを超遠心分離（100，000xg，30分）

して得られた分画Wと上澄液皿1には，ホモジネートのA

E総活性の57および7％がそれぞれ移行したが，この場

合の求むる分画Wはミクロソーム分画である．

　図2には，各分画の調製過程におけるAEの純度を示

した．ホモジネートの比活性度を10であらわしたものに

対して，分画皿およびVIのそれは6および2へとそのA

Eの純度は急速に低下していった．この場合，ライソソ

ームの純度は，ホモジネートに対して，5および13倍へ

と上昇した8，．これから見れば，AEはライソソーム穎

粒内に存在しているものとは考えられない．
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Fig．　2．　Specific　actiVity　of　aspirin　esterase

　　in　each　fraction．

　いっぽう，上澄液fiおよび分画WのAEの純度は，ホ

モジネートの比活性度を10であらわしたものに対して，

24および58へと上昇したが，この場合の分画V皿はミクロ

ソーム分画である．これから見れば，AEはミクロソー

ム穎粒内に存在しているものと考えられる．分画llから

分画Vへとミトコンドリア穎粒の純度が高まったもので

は，AEの純度は逆に約1／2に低下した．また，分画1よ

りも分画IVはミクロソーム穎粒の純度はやや高まったも

のであるが，このときのAEの純度も前者の1．8倍へと

やや上昇した．以上の諸結果から見ても，ミトコンドリ

ァ分画やライソソーム分画内に存在するAE活性はミク

ロソーム穎粒から由来したAEが混在したものと考えら

れる．すでにUnderhayら17）はもともとエステラーゼは

ミクロソーム穎粒内に局在していることを指摘している．

著者らもすでに，p－NP法によるエステラーゼはミク

ロソーム穎粒内に存在していることを明らかにした8｝．

本実験におけるAEもこれらとよく一致している．

2　AEの分離
　表17⊃で調製した新鮮な分画V皿（ミクロソーム分画）

を磨砕器（Glass　pestle），で10回磨砕処理後7），100，

000×gで30分間超遠心分離した．得られた上澄液のA

EをDEAE一セファデックヌ　A－50で分別し，図3を

得た．これによれば，塩濃度0．19M付近に唯一つの高い
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活性ピークを分離した（分画A）．分離した分画Aをデ

スク電気泳動にかければ，RmO．27付近にAEの唯一っ

の活性ピークを分離した（図4）．
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Fig・3・DEAE－：Sephadex　A－50　Chromatogram　of
　　aspirin　esterase　in　fraction　V江．
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Fig．4。　Disc　Electrophoretogram　of　aspirin

　　esterase　in　fraction　A．

3　AEの分子量
　WhitakerのセファデックスG－100のゲル酒過法12）

によりAEの分子量を測定した．既知分子量の蛋白質と

して，γ一Globulin（分子量：160，000），Bovine　serum

albumin（同：67，000），　Ovalbumin（同：45，000），

α一Chymotrypsinogen（同：25，000）およびCytochro－

mec（同：12，400）を用いて図5の検量線を得た．いっ

ぽう，分画Aの濃縮液を，セファデックスG－100のゲ

ル瀕過にかけ，図6を得た．これによれば，溶出量138m1

付近にAEの活性ピークを分離した．このときの溶出量

を，図5の検量線に当てはめ，分子量160，000を得た．

　すでにHorganら18｝Lは；豚肝エスラーゼは分子量
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Fig．6．　Sephadex　G－100　Chromatogramof　aspirin

　　esterase　in　fraction　A．

163，000の会合体として存在し，8M尿素で分子量40，000

のサブユニットに解離することを報告している．さらに

Webbらは19），豚肝エステラーゼは分子量54，000～59，

000の3つのサブユニットから構成されていることを明

ちかにしている．本実験で分離した豚肝のAEも，いく

つかのサブユニットからできているものと考えられるが，

これらについては，詳細に検討の上，改めて報告する．

4　AEのpH曲線

　図3で分離した分画Aを用いて，AE反応に対するpH

曲線を作成し，－図7を得た．これによれば，AE作用で

は，7．4付近に至適pHをもっ一っの大きなピークを
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あらわした．著者らはすでに，p－NP法による豚肝エ

ステラーゼ作用の至適pHは8．0付近に在存すること

を明らかにしている8⊃。これから見れば，AE作用の場

合には，やや低い部位に至適pHをあらわしている．

いっぽう，ミトコンドリアまたはライソソーム穎粒に富

む分画V7，または分画V［7，のAE作用についても測定し，

全く同様に至適pH　7．4付近に一つの低いピークをもっ

たpH曲線をあらわした．このことは，この測定条件

から見たAEはただ1種類のみであることを示すもので

ある．さらにまた，ミトコンドリアやライソソーム分画

内のAEは，ミクロソーム穎粒内のAEから由来し，混

在した遊離型であることを示唆するものでもある．
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Fig。7．　Effect　of　pH　on　reaction　of　aspirin
　　esterase　in　fraction　A　（1　），　fraction　　V

　　（H）　or　fraction　VI　（皿）．

　図3で分別した分画Aを用いて，AEの安定性に及ぼ

すpHの影響も検討した（図8）．6から8付近まで

のpH値では極めて安定であった．9以上のアルカリ

側でも，ll以下のpH値であれば，　AEの大きな失活

は認められなかった．けれども，4以下の酸性側pHで

は，急速にAEは失活していき，著しく不安定になった．

5　熱とカテプシンによるAEの失活

　一般に，温度が昇れば，ライソソームやミクロソーム

穎粒膜の崩壊が強まっていく15）・　20）　．いっぽう，高温下

では酵素の失活もおこり，それらの穎粒膜内から散逸し

た遊離型酵素量を的確にっかむことが困難になる．図9

は，図3で分離した分画Aを用いて，またはそれにライ

ソソーム分画（分画V【7，）を加えたものを用いて，pH

7．0の条件下で，80℃にいたるまでの高温下で6時間イ

ンキュベートした場合のAE活性を示したものである．
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Fig．8．　Effect　of　pH◎n　stability　of　aspirin

　　esterase　in　fraction　A．

分画Aのみをインキュベートしたものでは，0から80℃

へと昇温するにつれて，AEは次第に失活していき，や

がて活性を認めがたくなった（図9の1）．いうまでも

なく，このときの失活は熱変性による失活を示すもので

ある．いっぽう，分画Aにライソソーム分画を加えたも

のでは，温度が昇るにつれて，曲線1よりもさらに一層

AEの失活を促進していった（図9のII）．このときの

失活は，熱変性による失活に，さらに，ライソソーム作

用によるAEの失活を加えたものである．ライソソーム

作用によるAEの失活は，いうまでもなく，ライソソー

ム穎粒内に存在するカテプシン作用によるAEの失活と

考えてよい．このことは，以下の検討からも明白であ

る．

　図9における曲線1と曲線皿との差を求めれば，その

温度におけるカテプシン作用によるAEの失活量を得る．

この場合，最高値をあらわした59℃における失活量を100

にとり，これに対する比率で各温度における失活をあら

わした．図9の皿はその結果である．59℃をピークとし

て，温度が0または80℃へと遠ざかるにつれて，ライソ

ソームのカテプシン作用によるAEの失活率は減少して

いった．

　図10は，図9のHと同一条件下のpH　7．0，0～80℃

で6時間，分画Aにライソソーム（分画VI　7｝）を働かせ

た場合のアミノ酸遊離量から，カテプシン活性を測定し

た結果である．このときのカテプシン活性を示す曲線

は，図9の皿に示すAEの失活曲線と完全に一致した．

図10から，0から59℃へと昇るにつれて，ライソソーム
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Fig．　9．　　Activity　（I　or　H）　or　inactivation

　　（皿）　of　aspirin　esterase　after　incubation

　　of　fraction　A（pH　7．0）without（1）or
　　with（ll）fraction　W　at　each　temperature
　　　（0°～80°C）　for　6　　hours．

のカテプシン活性は次第に強まっていくことは明白であ

る．けれども，59℃以上に昇れば，熱変性によるカテプ

シン自身の失活も促進されて，カテプシン活性は急速に

低下していった．図9の皿に示すライソソーム作用によ

るAEの失活は，以上のようなカテプシンの活性傾向に

基因するものである．著者らはすでに，p－NP法によ

るエステラーゼに対するカテプシン作用や熱安定性にっ

いても明らかにしている8，．てれらエステラーゼに比較

しても，本実験で検討したAEの特性はよく一致した傾

向をあらわした．
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Fig．10．　Activity　of　cathepsin　after　incubation

　　of　fraction　A（pH7．0）with　fraction　VI　at
　　each　temperature（0°－v80°C）　for　6　hours．

　本実験で分離したAEは，ミクロソーム穎粒に由来す

る分子量160，000の酵素蛋白体と考えられた．2種類の

セファデックス分別法からも，そして，デスク電気泳動

法からも，調製直後の新鮮なAEそのものは単一の活性

ピークをあらわした．それ以外の活性ピークを示すAE

も，ミクロソーム穎粒内に存在することも十分に考えら

れる．いっぽう，インキュベーションやその他の処理を

加えれば，いくっもの活性ピークに解離したAE蛋白体

も期待できる．これらにっいては，さらに十分に検討の

上，改めて報告する．

要 約

　（1）豚肝のライソソーム穎粒の調製過程におけるAE

の挙動を比較検討した．豚肝AEの大部分はミクロソー

ムに由来するものと考えられた．

　（2）DEAE一セファデックスA－50でAEを分別す

れば，塩濃度0．19M付近に唯一つの高い活性ピークを分

離し，それはデスク電気泳動的にはRmO．27付近に唯

一つの活性ピークをあらわした．そのAEの分子量は

160，000付近であった．

　（3｝AE反応の至適pHは7．4付近に，また，　AE

安定性に対する至適pHは6～8付近にあった．

　〔4）熱変性によるAEの失活も検討された．ライソソ

ームのカテプシン作用によるAEの失活は，　pH7．0の

条件下では，59℃付近で最高値に達し，その温度よりも

遠ざかるにつれて，その失活率は低下していった．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　Behavior　of　the　aspirin　esterase　which　was　considered　to　be　existing　in　microsomal

particles，　was　investigated　during　the　preparation　of　lysosomes　from　hog　llver．

　Microsomal　aspirin　esterase　was　fractionated　with　DEAE－Sephadex　A－50．　Activity

peak　of　the　enzyme．was　observed　in　the　fraction　eluted　by　O．19M　NaCI　and　this　peak

showed　single　band　at　around　Rm　O．27　by　disc　electrophoresis．　Molecular　weight

estimated　by　Sephadex　G－100　gel　filtration　was　about　160，000．

　The　enzyme　was　stable　at　pH　6．0～8．O．　The　pH　optimum　for　its　reaction　was　observed

at　about　7．4．　Heat　denaturation　or　lysosomal　cathepsin　gave　some　inactivation　to　this

enzyme　during　the　procedure．　When　pH　7．0，　heat　treatment　on　the　enzyme　at　59℃showed

maximum　inactivation　and　the　rate　of　inactivation　gradually　decreased　toward　O℃or　80℃

from　this　temperature．
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