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ライソソーム穎粒の酸性ホスファターゼの挙動

　　　　　　　　　　　　　　小笠原八十吉

　　　　　　　　　　　（昭和58年9月18日受理）

Behavior　of　Acid　Phosphatase　in　Lysosomal　Particles

　　　　　　　　　　　Yasokichi　OGAsAwARA

　　　　　　　　　　（Received　September　18，1983）

　　　　　　　　　　緒　　　言

　生鮮食品の鮮度や品質はライソソーム穎粒の安定性に

大きく左右されるD～6）．それゆえに，ライソソーム穎粒

の安定性を明確にすることは，生鮮食品のよりよい保蔵

法と製造法を開発する上にきわめて肝要である．いっぽ

う，生体内における酸性ホスフヴターゼのほぼ80％はラ

イソソーム穎粒から由来するものと考えられ，したがっ

て，ライソソーム穎粒を識別する上のマーカーとして用

いられているD．

　本報においては，食品の保蔵と製造に関する基礎的資

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表1

　　　　　　　　　　　　　　　豚　肝　20g
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　160ml，O．25　Mショ糖
　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　7仁こ訂司整

　　　　　　　　　　　　　　　　　磨　砕
　　　　　　　　　　　　　　　　　モスリンで濾過
　　　　　　　　　　　　　　ホモジネート153ml
　　　　　　　　　　　　　　　　　遠心分離
　　　　　　　　　　　　　　　　　（750×g，2．5分）

料を得るために，豚肝から分離したライソソーム穎粒の

調製下における酸性ホスファターゼの挙動を比較検討し

た．以下その結果について報告する．

　　　　　　　　　　実験方法

　1　試料の調製法

　既報4）の操作に準拠して表1に示すように，去勢豚の

肝臓からライソソーム穎粒に富む分画を調製した．これ

らの全操作は0℃の冷室内で行なった．

　2　酵素活性の測定法

　酸性ホスファターゼ活性はShibkoらの方法7）により，

ライソソームの調製

上澄液1148ml
　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物1

　　　　沈殿物H

上層部
トG－s液・

分画工30ml
　卜　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物IV
　i一中・下両層部除去

上層部
卜G－s液＊

分画IV　30m’

中層部
ト・－s液・

分画ll　30ml　
卜　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物V
　卜上・下両層部除去

中層部
卜G・s液＊

分画V30ml

下層部
トG－s液・

分画皿30ml　
卜　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物’v［

　卜上・中両層部除去

下層部
卜G－s液＊

分画W30ml

上澄液H
　　遠心分離（100，000×g，30分）

沈殿物皿

1σs瀞

分画VII　50ml 上澄液皿60ml

＊G－S液：グリコーゲン（0．4mg／m¢）を含む0。2Mショ糖液の略。調製の全操作を0℃の冷室内で行なった。
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小笠原八十吉

また，カテプシソ活性はテクニコン自動分析法4）に準拠

して測定した．

　3　蛋白量の測定法

　既報のCu－Folin法8）に準拠して測定した．

　4　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におけるゲ

ルの調製，泳動および蛋白質ピークの検出はOrnstein

法9）に，また酸性ホスファターゼ活性の検出はBurstone

法10）に準拠して行なった．

結果および考察

　1　調製過程における挙動

’表1にしたがってライソソームを調製した．分離した

各分画のライソソーム穎粒膜を破壊し，そのなかに存在

する酸性ホスファターゼとカテプシソの総活性を測定し，

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．酸性ホスファターゼも，カテプシンも，

共に同一傾向をとりながら，ライソソーム穎粒の調製の

進むにつれて，膜外に遊離しつつ，各分画へと広く移行

・分布していった．

　図2には，ライソソームの調製過程における各分画の

酸性ホスファターゼとカテプシンの比活性度を，ホモジ

ネートのそれに対する比率で示した．調製の進むにつれ’

て，それら両酵素の純度も進み，ライソソーム分画であ

る分画V［では4．・8倍付近へと上昇した．けれども，ラィ
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図1　ライソソームの調製過程における酸性ホ

　　　スファターゼ（白棒）とカテプシソ（黒

　　　棒）の活性総量
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　　　図3　遠心分離による分画V［のライソソー

　　　　　　ムの酸性ホスファターゼ（1）とカ

　　　　　　テプシソ（皿）の総活性（白棒），

　　　　　　結合型活性（黒棒）および遊離型活

　　　　　　性（斜線棒）の挙動

ソソーム穎粒は，これら両酵素以外にも多種多様の酵素

類を含んでいるので1），それ以上の純化にはさらに工夫

を必要とするものと考えられた．

　一般に，ライソソームのカテプシンは，酸性ホスファ

ターゼよりも，その穎粒外に遊離され易い1）・7）．このこ

とは，本実験の図3からも明らかである．試料に用いた

分画V［は，0．2Mショ糖液でよく洗浄して，遊離酵素類

を除去したライソソーム分画であった．しかし，その後

のわずかな遠心分離（0℃，15，　OOO×gで10分間）で，

賢　　　　　　　曽
6
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ライソソーム頼粒の酸性ホスファターゼの挙動

カテプシンは17％も遊離していった．いっぽう，そのと

ぎの酸性ホスファターゼのそれは10％にとどまった．

　2　ネーテブなライソソーム

　表1で調製した沈殿物］1と分画V［に含んでいる蛋白質

と酸性ホスファターゼを，さらにデスク電気泳動で検討

し，図4に示した．沈殿物］1も分画V［も，共に，RmO．

03，　0。05，　0．12，　0．15，　0．19，　0．23，　0．31，　0．40，　0．45，

0・68およびO．71付近に位する11の蛋白質ピークをあらわ

した．これら以外に，純度の低い沈殿物Irは，　Rm　O．50

と0．76付近に位する2つの蛋白質ピークをあらわした．

しかし，沈殿物皿の酸性ホスファターゼは，RmO．12と

0．22に位する2つの活性ピークを示したのに対して，分

画V［のそれは．それら両ピークのほかに，さらにRmO。27

付近にも活性ピークをあらわした．ここに新生したRm

O．27に位する酸性ホスファターゼは，よりネーテブな沈

殿物1［のライソソーム穎粒から，調製中にさらに生成さ

れたものと考えられる．したがって，以後の本実験では，

試料として沈殿物五を用いることにした，なお，ここに
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　　　　Rm（X10－1）

沈殿物1［（AまたはC）または分画

V［（BまたはD）における蛋白質

（AまたはB）と酸性ホスファター

ゼ（CまたはD）のデスク電気泳動図

新生したRmO．27の活性ピークについては，十分に検

討の上，改めて報告する．

　3　磨砕処理における挙動

　沈殿物1［を，直ちに0．2Mショ糖を含むpH　7．4，0．01

Mトリス・塩酸緩衝液に溶解後，磨砕器（Glass　pestle）

で20回にいたるまで磨砕処理したものを遠心分離（15，

000×gで10分間）した．分離した上澄液中に遊離する酸

性ホスファターゼ活性を測定し，当初のライソソーム穎

粒内酸性ホスファターゼ総活性に対する比率で表示した．

図5の1はその結果である．磨砕回数の進むにつれて，

ライソソーム穎粒膜の破壊も進み，酸性ホスファターゼ

の膜外遊離量も増加した．いっぽう，表1の上澄液皿を，

同様20回にいたるまで磨砕処理にかけた後，その中の遊

離酸性ホスファターゼ活性の安定性を検討し，図5の皿

を得た．20回にいたるまでの磨砕処理による酸性ホスフ

ァターゼの失活は認められなかった．したがって，磨砕

処理を20回反復しても，膜外に遊離する酸性ホスファタ

ーゼは50％付近にとどまり，残りの50％付近は，なおラ

イソソーム穎粒内に存在しているものと考えられた．

　図5の1の実験で調製した各上澄液を用いて，さらに

デスク電気泳動を検討し，図6を得た．20回にいたるま

でのいずれの磨砕処理の場合にも，RmO．22付近にただ

1つの酸性ホスファターゼの活性ピークをあらわし，そ

れ以外には認められなかった．この場合，磨砕が進み，

遊離の増すにつれて，その活性ピークも高くなった．こ

こに分離した活性ピークは，きわめて遊離し易い酸性ホ

スファターゼであった．
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図5　磨砕処理によりライソソームから遊

　　　離する酸性ホスファターゼ活性（1）

　　　とその安定性（1［）
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1回（1），　2回（1［），　5回（皿）およ

び20回（】V）の磨砕処理によりライソソ

ームから遊離する酸性ホスファターゼ活

性のデスク電気泳動図

　4　凍結融解処理における挙動

　凍結融解処理をおこなえば，ライソソーム穎粒膜は崩

壊していく4）・11）・12）．本実験では，0．2Mショ糖を含む

pH　7．　4，0．01　Mトリス・塩酸緩衝液に溶解した沈殿物1［

を，ドライアイス・アセトソで凍結し，20℃で融解する

操作を10回にいたるまで反復することによって，ライソ

ソーム穎粒膜を破壊したものを遠心分離（15，000×gで

10分間）した．分離した上澄液中に遊離する酸性ホスフ

ァターゼ活性を測定し，当初のライソソーム穎粒内酸性

ホスファターゼ総活性に対する比率で表示した．図7の

1はその結果である．凍結融解の回数の進むにつれて，

その膜外遊離量も増大していった．また，表1で調製し

た上澄液皿を，10回にいたるまで凍結融解処理後，その

中に遊離している酸性ホスファターゼ活性の安定性を検

討し，図7の11を得た．10回にいたるまでの処理による

酸性ホスファターゼの失活は認められなかった．それゆ

えに，凍結融解処理を10回反復しても，膜外に遊離する

酸性ホスファターゼは75％付近にとどまり，残りの25％

付近は，なおライソソーム穎粒内に存在しているものと

考えられた．

　図7の1の実験で調製した各上澄液を用いて，さらに

デスク電気泳動を検討し，図8を得た．これによれぽ，

10回までのいずれの凍結融解処理の場合にも，RmO．22

付近にただ1つの酸性ホスファターゼの活性ピークをあ

らわし，それ以外のピークは認められなかった．この場

合，凍結融解が進み，遊離が増すにつれて，その活性ピ

ークも高くなった．ここに分離した活性ピークも，遊離
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凍結融解処理によりライソソー

ムから遊離する酸性ホスファタ

ーゼ活性（1）とその安定性（皿）
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　　図8　1回（1），3回（ll　），6回（皿）および10

　　　　　回（N）の凍結融解処理によりライソソー

　　　　　ムから遊離する酸性ホスファター一一　ti活性

　　　　　のデスク電気泳動図

し易い酸性ホスファターゼであるものと考えられた．

　5　トライトン処理における挙動

　穎粒内酵素の遊離化には，しばしぼトライトン処理が

用いられる13）～16）．本実験では，2％にいたるまでのト

ライトンX－100と0．2Mショ糖を含むpH　7。4，0．01　M

トリス・塩酸緩衝液に溶解した沈殿物1［［を，10回磨砕処

理にかけたものを遠心分離（15，000×g，10分間）した．

分離した上澄液中に遊離する酸性ホスファターゼ活性を

測定し，当初のライソソーム穎粒内酸性ホスファターゼ

総活性に対する比率で表示した．図9の1はその結果で

ある．これによれば，トライトソ濃度の高まるにつれて，

その膜外遊離量も増大していき，ついに100％に達した．

（4）



ライソソーム穎粒の酸性ホスファターゼの挙動

この場合，トライトンを加えないときでも，10回の磨砕

処理でその47％を遊離することは，すでに図5で明らか

にした．表1の上澄液皿に，2％にいたるまでのトライ

トソX－100を含ませたものを，10回磨砕処理後，その

中に遊離する酸性ホスファターゼ活性の安定性を検討し，

図9の］1を得た．これによれば，2％までのトライトソ

処理による同酵素の失活は認められなかった．したがっ

て，2％トライトソ処理で，失活することなく，ライソ

ソーム穎粒内の全酸性ボスファターゼを，完全に遊離さ

せつくしたものと考えられた．本報における総活性は，

このときの遊離量をさしている．
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図9　トライトン処理によりライソソーム

　　　から遊離する酸性ホスファターゼ活

　　　性（1）とその安定性（1［［）
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図100，1％（1），O．　5％（1），1％（皿）およ

　　　び2％（］V）のトライトソ処理により

　　　ライソソームから遊離する酸性ホス

　　　ファターゼ活性のデスク電気泳動図

　図9の1の実験で調製した各上澄液を用いて，さらに

デスク電気泳動を検討し，図10を得た．これによれば，

いずれのトライトン濃度の場合にも，RmO．　22付近に高

い，そして，0．12付近にはそれより低い酸性ホスファタ

ーゼの活性ピークを分離した．この場合，2％へとトラ

イトソ濃度が高まり，酵素遊離量が増すにつれて，その

両活性ピークも高くなった．以上の結果から，2％のト

ライトンを用いれぽ，RmO．12と0．22の両活性ピーク

の酸性ホスファターゼは，ライソソーム穎粒からほぼ遊

離しつくすものと考えられた．遊離しつくしたときの

RmO，12と0．22における両活性ピークの大きさは3：10

の比率であった．

　6　5°C保蔵処理における挙動

　ライソソーム穎粒を保蔵すれば，自己消化によってそ

の穎粒は崩壊されていく1）・4）．本実験では，調製直後の

沈殿物1［を，0．2Mショ糖を含むpH　7．4，0・01　Mトリ

ス・塩酸緩衝液に溶解したものを，5℃で15日にいたる

まで保蔵後，遠心分離（15，000×g，10分間）した．分

離した上澄液中に遊離する酸性ホスファターゼ活性を測

定し，当初のライソソーム穎粒内の総活性に対する比率

で表示した．図11の1はその結果である．これによれぽ，

14日へと5℃保蔵の進むにつれて，その総活性に対する

膜外遊離量も77％へと増大していき，その最高に達し，

それ以後は増加しなかった．また，表1の上澄液IIIを，

5℃で15日にいたるまで保蔵後，その中に遊離している

酸性ホスファターゼ活性の安定性を検討し，図11の1［［を

得た．5℃保蔵15日にいたるまで同酵素の失活による消

失はほとんど認められなかった．

　図11の1における実験で調製した各上澄液を用いて，

さらにデスク電気泳動を検討し，図12を得た．これによ

れば，いずれの保蔵日数の場合にも，RmO．22付近に位

する酸性ホスファターゼのただ1つの活性ピークを分離

し，それ以外には認められなかった．この場合，5℃保

蔵が進み，酵素遊離量が増すにつれて，その活性ピーク

の大きさも増大していった．そして，14日保蔵における

RmO．22の活性ピークは，図10の1＞に示した2％トライ

トン処理におけるそれと，ほぼ等しい大きさをあらわし

た．これから見れぽ，5℃で14日保蔵すれば，RmO．22

に位する酸性ホスファターゼは，失活を伴なわないで，

ライソソーム穎粒からほぼ遊離しつくすものと考えられ

た．しかし，14日を経過しても，RmO．12付近に位する

それは膜外に遊離しなかった．

（5）
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図11　5℃保蔵処理によりライソソー

　　　ムから遊離する酸性ホスファタ

　　　ーズ活性（1）とその安定性（］1）
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図12　2日（1），6日（D，10日（皿）および14

　　　日（N）の5℃保蔵処理によりライソソー

　　　ムから遊離する酸性ホスファターゼ活性

　　　のデスク電気泳動図

小笠原八十吉

　7　遊離型と結合型の分離

　以上の結果を併せ考え，さらに次のような実験を再検

討した．表1の沈殿物］1を，前述と同じ緩衝液に溶かし

たものを，10回の凍結融解処理後，さらに10回の磨砕処

理を加えてから遠心分離（（15，000×gで10分間）した．

図13の1は，その上澄液のデスク電気泳動図であり，

RmO．22付近にただ1つの酸性ホスファターゼの活性ピ

ークを分離した．遊離し易いこのピークをAllenら14）

は遊離型と称した．いっぽう，その沈殿部を同様な緩衝

液で2回洗浄後，2％トライトソX－100を含む同様な

緩衝液を加え，10回磨砕処理後，再び遠心分離した．図

13の皿は，その上澄液の酸性ホスファターゼの泳動図で

あり，RmO．12付近に低いが明確な活性ピークを分離し

た．遊離しにくいこのピークをAllenら14）は結合型と称

した．この場合，ごく低い遊離型に相当する活性ピーク

をもRmO．22付近に分離した．

　いっぽう，沈殿物IIIを，緩衝液に溶かしたものを，5

℃で14日保蔵後，遠心分離した．図13の皿は，その上澄

液の酸性ホスファターゼの泳動図であり，RmO．　22付近

にただ1つの高い遊離型の活性ピークを分離した．いっ

ぽう，その沈殿部を緩衝液で2回洗浄後，2％トライト

ンX－100を含む緩衝液を加え，10回磨砕処理後，再び

遠心分離した．図13のNは，その上澄液の酸性ホスファ

ターゼの泳動図である，このときも，図13の皿のそれと

同様に，RmO．12付近に結合型の活性ピークのほかに，

RmO．22付近にもごく低い遊離型のそれを分離した．

　以上のように，凍結融解と磨砕処理を併用するか，あ

るいは5℃で2週間保蔵すれぽ，ライソソーム穎粒内の

酸性ホスファターゼのうちで，まず，遊離型をほぼ遊離

させつくすことができた．いっぽう，残りの沈殿部のラ

イソソームを，2％トライトン処理にかければ，その結

合型をさらに遊離させつくすことができた．このときの

遊離型と結合型はほぼ10：3で存在しているものと考え

られた．

（6）
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図13　10回の凍結融解処理後10回の磨砕処

　　　理（1），1の処理後の沈殿部をトラ

　　　イトン処理（皿），5℃で14日の保蔵

　　　処理（皿），または皿の処理後の沈殿

　　　部をトライトソ処理GV）によりライ

　　　ソソームから遊離する酸性ホスファ

　　　ターゼ活性のデスク電気泳動図

要 約

（1）豚肝のライソソームの調製が進むにつれて，その



ライソソーム穎粒の酸性ホスファターゼの挙動

穎粒膜は崩壊して，そのなかの酸性ホスファターゼやカ

テプシンをその膜外に遊離していった・

　（2）磨砕処理，凍結融解処理または5℃で14日の保蔵

処理を行なえば，まず，遊離型の酸性ホスファターゼを，

さらに，2％トライトンの磨砕処理を行なえば，結合型

のそれをも分離していった．

　（3）デスク電気泳動的には，遊離型のそれはRmO．22

付近に1つの高い活性ピークを，いっぽう，結合型のそ

れはRmO．・12付近にそれより低い活性ピークを分離し

た．

　（4）その遊離型と結合型はほぼ10：3の割合で穎粒内

に存在していた．
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Summary

　　The　membrane　of　lysosomal　particles　was　gradually　disrupted　with　proceeding　the　preparation

of　lysosomal　particles，　and　acid　phosphatase　and　cathepsin　existed　in　there　were　released　from

the　membrane．

　　Soluble　form　of　acid　phosphatase　was　released　from　membrane丘rst　of　all　by　employing

homogenizing，　freeze　thawing　or　storage　at　5℃for　two　weeks．　Further，　bound　one　was　released

by　homogenizing　in　the　solution　containing　triton　X－100．

　　Soluble　form　of　acid　phosphatase　showed　the　only　high　activating　peak　near　by　Rm

O．22and　bound　one　did　lower　activating　Peak　close　to　Rm　O．12　in　Disc　electrophoretic　patterns・

　　Soluble　form　and　bound　one　in　lysosomal　particles　were　in　being　at　the　ratio　of　10　to

30rso．

（7）


