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ライソソームのポーラログラフ蛋白波の挙動
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緒 言

　蛋白質は直接には滴下電極において酸化波または還元

波を示さないが，ポーラログラフ的には2価または3価

のCoイオンの存在下で，蛋白波とよぽれる極めて特異

な波を生ずる．蛋白波をあらわすのはシスチンまたはシ

ステイソを含む蛋白質のみであり，蛋白質の種類によっ

てその蛋白波の様相も異なっている．したがって，この

ような特異な蛋白波を測定していくならば，それぞれの

蛋白質の特性をさらによく示すことができる1）～1°）．

　いっぽう，ライソソームは，生細胞内に存在する1種

の小穎粒であって，その内部には多種類の酸性水解酵素

類を保有する一小消化器官といえる11）．それゆえに，ラ

イソソームをポーラログラフ的に検討していくならぽ，

特異な蛋白波をあらわしていくものと期待できる．

　本報においては，まず，去勢豚肝から，ライソソーム

の調製過程における各分画を分離した．分離した各分画

の蛋白質の特性を明らかにしていくために，それぞれの

条件下における各分画のポーラログラフ蛋白波を比較検

討した．以下それらの結果について報告する．

　　　　　表1　ライソソームの調製

去勢豚肝20g

　
　
E
　　　160mt，O．25　Mショ糖

　　　pH　7に調整

　　　磨　砕
　　　モスリンで濾過
ホモジa・　一一ト153ml

　　　遠心分離
　　　（750×g，2．5分）

上澄液1148m’
　　遠心分離
　　（15，000×，10分）

沈殿物1

　　　　沈殿物H
r－一一一一一一一一一L－一一一：一：：・7：一一一一一’一”一一

上層部
卜G－s液・

ク｝雌垂　　1　　30rnl

　卜　　遠心分離
　　（15．OOO×g，10分）

沈殿物1V
　l一中・下両層部除去

上層部
卜G－s液’

ラ〉画IV　30mt

中層部
トG・s液・

分画ll　30mt　
卜　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物V
　｝一上・下両層部除去

中層部
1－G・s液s

分画V30mt

下層部
トG－s液・

分画田30ml　
卜　　遠心分離
　　（15，000×g，10分）

沈殿物畷
’卜上・中両層部除去

下鴨s泌

分画磁30mt

上澄液H
　　遠心分離（100，000×g，30分）

沈殿物皿
1－G－su．

分画孤50mJ 上澄液皿60mt

＊G－S液：グリコーゲン（0．4mg／認）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。

＊　化学研究室
＊＊　栄養学研究室
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1　試料の調製法

実験方法

小笠原八十吉・木元幸一・草間正夫

　表1に示す既報12）の方法に準拠して，去勢豚肝のライ

ソソームの調製過程における各分画を分離した．

　2　蛋白波の測定法

　特に指示のない限り，ポーラログラフ蛋白波の測定に

おける電解液の終濃度は，10－3MC。Cl2，0．1MNH4Cl

および0．2MNH40Hであり，また電解温度は25℃で

あった．滴下水銀電極の特性は，25℃で試料を含まない

支持電解液中の零Vにおいて，m・・1・107　mg／sec，彦＝4・

2sec／dropであった．波高は既報の方法6）～8）によって，

Co波の極大部分から第1波および第2波の極大までの

距離を測定し，mmであらわし，　S・＝O．08μA／mmであ

った．

　3　蛋白量の測定法

　各分画の蛋白量は，既報の方法9）に準拠してCu－Folin

呈色法によって測定した．

結 果

　1　ライソソーム分画の蛋白波

　（1）蛋白質濃度の影響

　蛋白質濃度のみを変化させ，その他の電解液組成およ

び電解温度を一定にした場合のポーラログラフ波を測定

し，その結果を図1に示した．これによれぽ，ライソソ

ーム分画（ライソソームに富む分画V［をさす）における

躍
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剴S＝。。蹄m温1

Fig．1。　Relation　between　protein　waves　and

　　　　protein　concentrations　in　lysosomal

　　　　fraction．

蛋白波の第1波または第2波の極大は一1・4または一1・55

V付近に位し，第1波と第2波の区別は明瞭であった．

ライソソーム分画における蛋白質濃度とその蛋白波の波

高との間には直線的関係の成立しないことは，他の蛋白

質の場合と同一であった？）～9）．170γ／mlの蛋白質濃度付

近にそのCrossing　pointを認めた．このCrossing　Point

は蛋白質の種類によって相違することから，これを蛋白

質の特性を示す1つの鍵とすることができる6）・7）．

　（2）　C，Cl，濃度の影響

　CoCl2濃度のみを変化させ，その他の条件を一定にし

た場合のポーラログラフ波を測定し，その結果を図2に

示した．極めて鮮明な波をあらわし，その濃度と波高と

の間には直線的関係は成立しなかった．Co＋＋濃度を増せ

ばその波高も増大したが，第1波の波高が第2波のそれ

よりも常に高く，Crossing　pointは認められなかった．
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Fig．2．　Relation　between　protein

　　　　waves　and　CoCl2　concen－

　　　　tratiOnS　in　lysOSOmal

　　　　fraction．

　（3）　NH4Cl濃度の影響

　NH，Cl濃度のみを変化させ，その他の条件を一定に

した場合の蛋白波を測定し，図3に示した．NH・Cl濃

度のO．1M付近までは，その濃度を増せばその波高も増

大したが，それ以上の濃度ではその波高は常にほぼ一定

であった．その第1波の波高のほうが常に高く，Crossing

pointは認められなかった．このようなことは，他の肉

類の蛋白波の場合にも見られる傾向であった9）．
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ライソソームのポーラログラフ蛋白波の挙動

Fig．3． Relation　between　protein

waves　and　NH4Cl

COnCentratiOnS　in　lySOSOmal

fraction．

　（4）NH・OH濃度の影響

　NH40H濃度のみを変化させ，その他の条件を一定に

した場合の蛋白波を測定し，図4を得た．NH40H濃度

を増せばその波高も増大したが，必ずしも直線的関係は

成立しなかった．また，NH40H濃度の0・12　M付近に

そのCrossing　pointが位し，それ以上の濃度では常に

第1波の波高のほうが高かった．このような傾向は，牛

肉9）や兎肉のトロポミオシン1°）などの蛋白波でも見られ

た．

Fig．4．　Relation　between　protein　waves

　　　　and　NH40H　concentrations　in

　　　　lysosomal　fraction．

　（5）　電解温度の影響

　他を一定にし，電解温度のみを変化させた場合の蛋白

波を測定し，図5に示した．電解温度の11℃付近にその

Crossing　pointが認められ，それ以上の温度では第1波

の波高のほうが高くなった．得られた蛋白波はいずれも

鮮明な波をあらわしたが，25℃以上の高温では波高の増

大は認められなかった。

2

　（1）

　表1に従ってライソソーム分画（分画VDを調製する

と共に，いっぽうでは，特にその調製過程におけるホモ

ジネート，上澄液皿，分画N，ミトコンドリア分画（ミ

トコンドリアに富む分画Vをさす）およびミクロソーム

分画（ミクロソームに富む分画皿をさす）を分取し，そ

れらのポーラログラフ蛋白波を測定した．図6～図11は，

それら蛋白波とその蛋白質濃度との関係を示したもので

ある．

　まず，ホモジネートおよび上澄液皿の蛋白波の場合に

は（図6，図7および図11のAとB），蛋白質濃度の増

すにつれて，その波高も増大していき，Crossing　point

は認められなかった．この場合，第2波の波高のほうが

常に高かった。このような傾向はミクロソーム分画の蛋

白波の場合にも認められたが（図8と図11のC），この場

合には，蛋白質濃度の45γ／ml付近にCrossing　pointを

認めることができた．以上のように，これら3者の蛋白

Fig．5、　Relation　between　protein　waves

　　　　and　electrolyzing　temperatures　in

　　　　lysosomal　fraction．

調製過程における蛋白波

　蛋白質濃度の影響
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波の波形はほぼ近似した傾向をあらわした。けれども，

ホモジネートやミクロソーム分画の蛋白波に比較すれぽ，

上澄液皿のそれの場合には，極めて低い蛋白質濃度でも

鮮明にして高い波高をあらわした．

　いっぽう，分画N，ミトコンドリア分画およびライソ

ソーム分画の場合には（図1，図9，図10，図11のD～

F），高い蛋白質濃度でなければ，よい蛋白波をあらわ

さなかった．また，分画1＞，ミトコンドリアおよびライ

ソソーム分画の蛋白波は，それぞれ120，100または170

γ／ml付近にCrossing　pointをあらわしたが，それより

も低い蛋白質濃度では常に第1波の波高のほうが高かっ

た．この点，ホモジネート，分画皿およびミクロソーム

分画の場合とかなり異なっている．さらにまた，分画］V

やミトコンドリア分画の場合には，蛋白波の第1波と第

Fig，6．　Relation　between　protein　waves　and　protein

　　　　concentrations　in　homogenate．

．瀞

2波の両波高の差は，極めて小さいものであった．この

点も，著しく大きな間隔をもっているホモジネート，上

澄液皿およびミクロソーム分画の場合と著しく異なって

いる．
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Fig．8．　Relation　between　protein　waves

　　　　and　protein　concentrations　in

　　　　microsomal　fraction．

U

，i／

1°撃柾ﾑ1煽

120　r／m1

　0

ノ

Fig．9．　Relation　between　protein　waves

　　　　and　protein　concentrations　in

　　　　fraction　IV．

Fig．7．　Relation　between　protein　waves　and　protein

　　　　concentrations　in　supernatant　I【1．
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Fig．10．　Relation　between　protein　waves　and

　　　　　protein　concentrations　in　mitochondrial

　　　　　fraction．
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　　1）ROTEIN　CONCENTIIATION　（）く10γL）

Relation　between　wave　heights　and　protein

concentrations　in　each　fraction．

1：First　waves　　五：Second　waves

　　　　　　　　　　　B：Supernatant皿

　　　　　　　　　　　D：Fract三〇n］y

　　　　　　　　　　　F：Lysosomal　fraction

　（2）　NH40H濃度の影響

　図12は，蛋白波の波高とNH・OH濃度とめ関係を示

したものである．いずれの蛋白波の場合にも，NH・OH

濃度を増せぽ，その第1波と第2波の波高も増大してい

った．この場合，ホモジネート，上澄液皿およびミクロ

ソーム分画の場合には，その第2波の波高のほうが常に

高く，また，Crossing　pointも認められなかった．

　いっぽう，分画N，ミトコソドリア分画およびライソ

ソーム分画の場合には，NH・OH濃度の0．1M付近に

常にそれら蛋白波のCrossing　pointがあらわれた．こ

の0．1Mよりもその濃度を増せぽ，常に第1波の波高

のほうが高くなった．これらの点も，ホモジネート，上

澄液皿およびミクロソーム分画の場合と著しく異なって

いる，
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Fig．12．　Relation　between　wave　heights　and

　　　　　NH，OH　concentrations　in　each

　　　　　fraction．

　　　　1：First　waves　　　Ir：Second　waves

　A：Homogenate　　　　B：Supernatant皿
　C：Microsomal　fraction　D：Fraction　IV
　E：Mitochondrial　fraction

　F：Lysosomal　fraction
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Fig．13．　Relation　between　centrifugal　forces　and　wave　heights　in　supernatant皿．

　　　1：First　waves　　　　　　　　皿

A：15，000×g　　　B：40，000×9

D：80，000×g　　　E：100，　OOO×9

：Second　waves

　　　　C：60，000×g

（13）
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　3　遠心分離と蛋白波との関係

　表1に示す上澄液皿を，　15，　OOO～100，000×gで30分間

遠心分離後，5種類の上澄液皿を分取した．分取したそ

れらの蛋白波を測定し，図13を得た．蛋白質またはNH・・

OHのいずれの濃度変化に対する蛋白波の場合にも，そ

の他の条件を一定にしたものでは，常に一定の波高曲線

をあらわした．100，　OOO×9へと遠心力を増すにつれて，

沈殿量も増大していき，したがって，上澄液皿中の蛋白

量もその分だけ減少する．けれども，図13に示す波高曲

線はいずれもほぼ一定であった．このことは，除去され

ていくミクロソーム分画（分画皿）の蛋白質は，上澄液

皿の蛋白波にあまり干渉しなかったことを示すものであ

る．

　4　冷保蔵と蛋白波との関係
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　上澄液1［［をO℃で0～4日間冷保蔵後，100，000×gで

30分間遠心分離して，5種類の上澄液皿を分取した．そ

れぞれの蛋白波を測定し，図14を得た．ただし，蛋白質

濃度はγ数の代りに特に試料液のmJ数であらわした．

これによれぽ，蛋白質またはNH・OHのいずれの濃度

変化に対する蛋白波の場合にも，0℃保蔵の進むにつれ

て，その波高が次第に低下していった．けれども，いず

れの保蔵日数の場合にも，第2波の波高のほうが常に高

く，その波形における著しい変化は認められなかった．

ただし，冷保蔵4日後のものでは，蛋白波の第1波と第

2波の間隔が著しく狭くなって，その波形もかなり変化

した．かかる蛋白波の変化から見れぽ，0℃保蔵にもか

かわらず，蛋白量の減少や蛋白構造の変化が進んでいる

ものと考えられた．
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Fig．14．　Relation　between　O℃storage　and　wave　heights　in　supernatant皿．

　　　　　　1：First　waves　　　　　　　　皿：Second　waves

　　　A：Oday　B：1day　C：2days　D：3days　E：4days

　5　高温処理と蛋白波との関係

　上澄液皿を0°～70℃で2時間加温処理後，ただちにそ

の蛋白波を測定し，図15に示した．ただし，蛋白質濃度
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れば，蛋白質またはNH・OHのいずれの濃度変化に対

する蛋白波の場合にも，処理温度が高まるにつれて，そ
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Fig．15．　Relation　between　temperatures　and　wave　heights　in　supernatant皿．

　　　　　　1：First　waves　　　　　　　　皿：Second　waves

　　　　A：0℃　 B：37℃　 C：50℃　 D：60℃　 E：70℃
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ライソソームのポーラログラフ蛋白波の挙動

の第1波と第2波の間隔が次第に増大していった．そし

て，第2波の波高のほうが常に高く，その蛋白波の波形

そのものはほぼ類似していた．けれども，60°または70℃

処理の場合には，図15のNH・OH濃度変化における蛋

白波に示すように，その波形もかなり変化していった．

かかる変化から見れぽ，高温に進むにつれて，そのなか

に存在する蛋白質の構造も，次第に変化していくものと

考えられる．

考 察

　去勢豚肝から，ライソソームの調製過程における各分

画を分離し，さらに分離した各分画のポーラログラフ蛋

白波を比較検討した．その結果，ライソソームの調製過

程における各分画の蛋白波は，ライソソーム分画やミト

コソドリア分画などに属するグループと，ミクロソーム

分画などに属するグループの2つに大別できることを見

い出した．

　ミクロソーム分画上澄液皿およびホモジネートなど

の蛋白波は，通常第1波の波高が第2波のそれよりも低

く，鮮明な波をあらわした．また，NH・OH濃度変化に

対するそれらの蛋白波では，そのCrossing　pointは認

められなかった．いっぽう，ライソソ・・一・・ム分画，ミトコ

ソドリア分画および分画］Vなどの蛋白波では，170γ／ml

以下の蛋白質濃度または0．1M，付近以上のNH・OH濃

度の場合には，第1波の波高が第2波のそれよりも高く，

鮮明な波をあらわした．また，NH・OH濃度変化に対す

るそれらの蛋白波では，そのNH・OH濃度の0．1M付

近にCrossing　Pointが認められた．以上のように，蛋

白波から見れば，両グループを明瞭に区別することがで

きる．けれども，同一グループ内の蛋白波では，波形そ

のものからは区別できにくかった．しかし，図11に示す

ような波高曲線を作成していくならぽ，その波高曲線の

変化や蛋白質濃度に対する感度などから，それらのもの

でも区別できるようになった．

　表1に示すように，15，　OOO×gの遠心分離で沈降しな

かった区分が上澄液皿である．この場合，IS，　OOO　×9か

ら次第に遠心力を強めて100，000×gに及ぶならぽ，さ

らに沈降量を増し，やがて表1に示す分画皿（ミクロソ

ーム分画）と上澄液皿が分離する．このとき，上澄液皿

における全蛋白量の24％がミクロソーム分画側に沈降し

た．図13は，かくして得られた各上澄液皿の蛋白波であ

る．この結果から見れば，いずれの遠心力の場合にも，

ほぼ一定した波をあらわした．このことは，ミクロソー

ム分画蛋白質の除去量にかかわりなく，上澄液皿の蛋白

波は常に安定していることを示すものである．

　いうまでもなく，ミクロソームは軽い穎粒であって，

その大部分は上澄液皿側に移行する13）．また，ホモジネ

ートに存在するライソソームカテプシソの約15％は，こ

の上澄液皿側に移行する12）．したがって，かかる上澄液

五内の蛋白質は，冷保蔵下といえども，そのライソソー

ムのカテプシソ作用を受けていく．図14は，かかる上澄

液11を0℃で4日にいたるまで保蔵後，さらにその上澄

液皿の蛋白波を測定した結果である．これから見れば，

冷保蔵が進むにつれて，ライソソームのカテプシソ作用

も強まっていった．けれども，0℃保蔵3日以内のもの

では，その蛋白波における大きな変化を示さなかった．

このことは，そのなかに存在する蛋白質にも大きな変化

をあたえなかったことを示すものである．しかし，4日

後に及べば，かなりの変化をあたえたことは，図14の波

からよくわかる．

　一般に，温度が昇れぽ，ライソソームやミクロソーム

穎粒膜の崩壊も強まっていく12）・13）．したがって，存在す

るライソソームのカテプシソによる蛋自質の分解作用も

促進される14）．さらに，高温下では酵素作用を旺盛にす

るいっぽうでは，それら酵素類の失活もおこっていく．

図15は，上澄液皿を0°～70℃で2時間加温処理後，さら

に蛋白波を測定した結果である．これから見れば，温度

が高まれば，そのなかに存在するライソソームのカテプ

シンによる蛋白質の分解作用も強まっていった．けれど

も，50℃以下では，それらの蛋白波に大きな変化をあた

えなかった．このことは，そのなかに存在する蛋白質を

も，大きく変化させなかったことを示すものである．け

れども，60℃以上に及べば，大きく変化させることは，

図15の波からよくわかる．著者らはすでに，ペプシソ，

パパイソまたはトリプシソなどによる蛋白分解作用が進

むにつれて，第1波の波高よりも第2波のそれが著増し

ていくことを報告した8）．著者らはさらに，SH基アミ

ノ酸の遊離量を増すにつれて，かかる第2波の波高を増

大させていくことをも明らかにした8）・9）．これらから図

15に示す波の変化を見れぽ，高温下におけるカテプシン

の分解力をよく理解できる．以上のように，ライソソー

ムの調製過程における各分画の蛋白質の変化を明らかに

する上に，ポーラログラフ蛋白波は大いに役立っていく

ものと期待できる．

（15）



小笠原八十吉・木元幸一・草間正夫

要 約

　（1）豚肝ライソソームの調製過程における各分画のポ

ーラログラフ蛋白波の変化を比較検討した，

　（2）ライソソームの調製過程における各分画の蛋白波

は，ライソソーム分画やミトコンドリア分画などに属す

るグループと，ミクロソーム分画などに属するグループ

に2大別できることを見い出した．

　（3）ライソソームとミクロソームの両分画における蛋

白質は，ポーラログラフ的によく区別できた．

　（4）上澄液区分の蛋白波は，そのなかに存在するミク

ロソーム含量に左右されることなく，ほぼ安定した波を

あらわした．

　（5）ライソソームカテプシソを共雑する上澄液区分を

0℃で3日間以内または50℃以下で2時間放置しても，

その区分の蛋白波に大きな変化をあたえなかった．
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Summary

　　Comparative　studies　were　made　on　the　polarographic　protein　waves　of　the　fractions

which　were　separated　during　the　preparation　of　lysosomes　from　hog－liver．

　　The　protein　waves　of　fractions　were　found　to　be　classi丘ed　into　two　groups　by　their

characteristic　shapes．　Lysosome　fraction　and　mitochondria　fraction　were　in　the　same　group，　while

micro寧ome　fraction　was　in　the　other，　The　protein　in　lysosome　fraction　was，　therefore，　polarogr．

aphically　different　from　the　protein　in　microsome　fraction．

　　Under　the　experimental　conditions，　the　polarograms　of　supernatant　solutions　showed

almost　constant　protein　waves　if　the　protein　concentration　of　the　solutions　were　the　same．　The

supernatant　solution　in　which　lysosomal　cathepsin　was　contaminated，　was　stored　at　O℃　up　to

three　days，　or　two　hours　at　50℃or　below．　After　these　treatments，　no　significant　change　was

observed　in　the　polarographic　protein　waves　of　the　supernatant　solution．

（16）

：

、ご


