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〔原 著〕

Leucine Dehydrogenaseを 共 役 させ た ヒ ト

Aminopeptidaseの 定 量 的 活 性 染 色 ・法*

神田進司 ・真鍋満久 ・須藤加代子 ・菅野剛史**

柴 田 秀 司***

Summary

    An electrophoretic separation and a quantitative staining method for leucine aminopeptidase, 
arylamidase and cystyl aminopeptidase were described. L-Leucinamide was used as a substrate for the 
aminopeptidases electrophoretically separated, and the liberated L-leucine was oxidized by leucine 
dehydrogenase and NAD+. The activity bands were visualized by tetrazolium salt (MTT) as a final 
hydrogen acceptor.

   Arylamidase and cystyl aminopeptidase were stained in the area of pre α1-and between α1 and

α2-globulin position, respectively. The leucine aminopeptidase was samely stained in the area of pre

β-globulin. Employing this method, it was possible to determine the activity of each aminopeptidase

with satisfactory accuracy and reproducibility.

   Furthermore, this method would be useful to the analysis of enzymological properties of amino-

peptidases because of its availability to other peptides, such as L-leucylglycine and L-leucyl-L-leucine, 

as substrate.

   Key words: leucine aminopeptidase, arylamidase, cystyl aminopeptidase, L-leucinamide, leucine 

dehydrogenase.

序 論

降 矢 ら,1)奥 田 ら,2)お よび 杉 山 ら3)はL-leucinamide

(以 下LAと 略)を 基 質 と したaminopeptidase測 定法

を 開 発 し,L-leucine-β-naphthylamide4,5)やL-leucine-

p-nitroanilide6)を 基 質 と した 従 来 の測 定 法 で は 困 難 で

あっ たleucine aminopeptidase(aminopeptidase〔cyto-

sol〕,EC3.4.11.1以 下LAPと 略)7)の 測 定 を可 能 に

した.し か し,こ れ らの 方 法 はLAPだ け で は な く,

arylamidase(aminopeptidase〔microsomal〕,EC3.4.

11.2以 下AAと 略)お よびoxytocinase(cystyl ami-

nopeptidase,EC3.4.11.3以 下CAPと 略)を も 同時

に 測 定 す る も ので あ り,そ の臨 床 的 評 価 を 考 え る際 に 総

活 性 に 占 め る 各酵 素 活 性 の 割 合 を把 握 す る こ とが 必 要 と

な っ た.8～10)

一 方 ,血 清aminopeptidaseの 多 様 性 の 解 析 は 電 気 泳動

的 に も行 わ れ て い た が,L-leucine-β-paphthylamide,11,12)

やL-alanine-β-naphthylamide-3)を 基 質 と して 用 い て い

るた め 活 性 染 色 がAAとCAPに 限 られ て お り,LAP

に つ い て の 解 析 は 泳 動 後 の ブ ロ ッ ク抽 出 に よ る方法 を用

い たNakagawa and Tsuji14)の 報 告 が 認 め られ るの み

で あ っ た.

そ こで わ れ わ れ は,電 気 泳 動 に て 分 離 した酵 素 に 対 し

てLAを 基 質 と し,leucine dehydrogenase(L-leucine:

NAD+oxidoreductase,deaminating,EC1.4.1.9以

下Leu DHと 略)を 共 役 さ せ た方 法 でLAPを 含 め た
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aminopeptidase活 性を支持体上に 染色 し,定 量的に観

察す る方法を考案 した.こ の方法 の設定条件お よび有用

性について報告す る.

原 理

本法の染色原理を下に示 した.LAを 基質 とし,酵 素

活性にて遊 離 したL-leucineをLeu DHの 共役下に

PMS・MTT系 に て染色す る方法で ある.

材料および方法

1.材 料

血 清試料 は浜 松医科大 学附属病院検査部に検査依頼の

あったものを用 いた.

LAPお よびAAは ヒ ト肝 より,CAPは ヒ ト胎盤 よ

り部 分精製 したものを用 いた.精 製 はNiinobe and

Fujii15)の 方法に したが い,組 織 の20%(w/v)ホ モ ジ

ネ イ トを作成 し,プ ロメライ ン処理,超 遠心に よる上清

分取,硫 安分画,お よびDEAE-セ ルロース カラムクロ

マ トグラフィーの過程に て行 った.精 製後 の酵素標品は

-80℃ にて凍結保存 した .

Leu DHはBacillus sphaericus(IFO3525)よ り部

分精製 した ものを用いた.精 製はSodaら16)の 方法に

準 じ,集 菌 し破砕 した後,酢 酸 カルシ ウム処理,プ ロタ

ミン処理,硫 安分画,お よびDEAE-セ ファロースカラ

ム クロマ トグ ラフ ィーの過 程にて行った.酢 酸 カルシウ

ム処理は終濃度125mMに て行った.精 製後 の酵素標品

は40%(w/w)シ ョ糖添 加後凍結乾燥 して保存 した.こ

の部分精製 した酵素標 品の比活性 は15.6U/mgで あっ

た.

2.酵 素 活 性 の測 定

AminopeptidaseはLAを 基 質 と した 杉 山 ら3)の 方 法

と,L-leucine-p-nitroanilideを 基 質 と したSzaszら6)の

方 法 に 準 じて 測 定 した.試 薬 は,前 者 に ウル トレー ト ・

LAP(小 野 薬 品),後 者 に コン ク マ イ トレー ト-LAP(中

外 製 薬)を 用 い た.

Leu DHは10mM L-leucineを 基 質 と し,NAD+濃

度2.5mMに て 測 定 した.緩 衝 液 は100mM炭 酸 緩 衝 液

(pH10.6)を 用 い た.

これ らの 酵 素 活 性 はLKB2086に て 測 定 した.測 定

温 度 は37℃ ど した.

3.電 気 泳 動

支 持 体 に は セ ロ ゲル 膜(5cm×6cm
,ケ メ トロ ン)を

用 い,緩 衝 液 は 電 気 泳 動 用 バ ル ビ ター ル バ ッ フ ァ ーD

(pH8.6,μ0.06,第 一 化 学 薬 品)を 用 い た.通 電 量

は セ ロ ゲル 膜1枚 に つ き5mAと し,60分 泳 動 した.

ま た,泳 動 中 は 冷 却 した.

4.染 色 方 法

活 性 染 色 は,染 色 用試 薬1.5mlを 東 洋 炉 紙No.1(5

cm×5cm,2枚 重 ね)に 吸 収 させ,こ れ に セ ロ ゲル膜

を重 層 して 行 っ た.イ ンキ ュベ ー シ ョ ンは37℃,60分 と

し,遮 光 ・保 温 の 条 件 に て 行 っ た.反 応 終 了後 の 固 定 ・

脱 色 は1%酢 酸 溶 液 に て 行 っ た.LA,PMS,お よび

MTTは シ グ マ社 製 を,ま た,NAD+は オ リエ ン タル酵

母 工 業 株式 会社 製 を 用 い た.

L-leucyl-L-alanine,L-leucylglycine,L-leucyl-L-leucine

お よびL-leucine-p-nitroanilide(い ず れ も シ グマ)を 基

質 と した 活 性 染 色 も同 様 の 方法 に て行 った.

L-leucine-β-naphthylamide(シ グマ)を 基 質 と した ジ

ア ゾ反 応 に よ るAAお よびCAPの 活 性 染 色 は,上 述 の

方 法 に よ る基 質 溶 液 との イ ンキ ュベ ー シ ョ ン終 了後,1

%酢 酸 溶液 に 溶解 した0.05%(w/v)fast garnet GBC

salt(シ グマ)に て行 った.基 質 濃 度 は1mMと し,100

mM燐 酸 緩 衝 液(pH7.4)に 溶 解 した.

5.デ ンシ トメ トリー

測定波長は570nmと した.デ ンシ トメー ターは ク リ

ニスキ ャン(ヘ レナ)を 用 い,吸 光度の積分値を測定 し

た.ま た,必 要に応 じて基線の補正 を行 った.

結 果

1.染 色条件 の設定

(1)基 質濃度 お よび緩衝液:本 法は杉山 ら3)の 総活 性

測定法 と併せて用い ることとし,同 法に準 じた条件設定

を行 った.す なわち,基 質であ るLAの 濃度 は23.4mM

とし,緩 衝液は80mMト リス-塩酸緩衝液(pH8.0,

10mM MgCl2添 加)を 用いた.

(2)PMSお よびMTT濃 度:塩 谷 ら17)のLDHア イ

ソザイ ムの染色条件 であるPMS0.05mMお よびMTT

0.4mMを 基準に,そ の半量か ら3倍 量 まで増減 し染色

性 との関係を検討 した.そ の結果,半 量 で染色性が低下

したが,1倍 量か ら3倍 量 では 有意 な 差異が 認 め られ
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ず,本 法において も塩谷 らの条件にて必要かつ十分であ

った.

(3) NAD+濃 度:NAD+に ついては,0.4mMか ら

3.7mMま で増減 し検討 した結果,添 加量の増加に伴い,

わず かな染色性の上昇が認め られた.こ の現 象は,NA-

D+濃 度に依存 したLeu DH活 性 の上昇に起因 した もの

と思われた.そ こで,NAD+濃 度 はLeu DHのNAD+

に対 す る親和性(Km=0.38mM)18)を 考慮 し,約4Km

に相 当す る1.5mMと した.

(4) Leu DHの 添加量:Leu DHの 添加量 と染色強

度お よび定量性 との関係を検討 した.試 料は,部 分精製

したAAを20IU/lか ら180IU/lま で希釈 して用い

た.各 活性の試料を セロゲル膜1cmに つ き2μl塗 布

し,そ の まま染色 した後 デンシ トメ トリーにて得 られた

Fig. 1. Effect of Leu DH concentration on 

       activity staining.

Two μl of partially purified AA was applied on

Cellogel membrane within the length of 1cm and 

activity staining was carried out. Leu DH was 

added as following.

Table 1. Relationship between Leu DH activity 

        and precision of integral value of ab-

        sorbance at 570nm.

(n=4)

吸光度 の積算値か ら作成 した検量線をFig.1に 示 した.

セ ロゲル膜1枚 につ き1単 位のLeu DHを 添加 した場

合,活 性値120IU/lの 試料 まで直線性が認め られたが

染 色強度 が弱いのに対 し,Leu DHを3単 位に増加 した

場合,直 線性 は60IU/lま でに低下 し120IU/lで は約

15%の 直線か らの偏位が認め られたが,染 色強度は著 し

く上昇 した.ま た,3単 位を越え るLeu DHの 添加は

染色性の上昇 にあま り効果を示 さなか った.分 析精度 に

ついて もLeu DH添 加量 との関係を検討 しTable 1に

結果を示 した.Leu DH3単 位の条件 では測 定値 の精 度

が上 昇 し,分 画 しようとす る活性が20IU/l以 上であれ

ばほぼCV5%の 再現性にて染色可能であった.こ れ ら

の結果 か らLeu DHの 添加量 はセ ロゲル膜1枚 につ き

3単 位 とした.

(5)試 料の塗布量:上 記 の染色条件 にて60IU/lの 試

料 まで直線性が保障 され たこ と,妊 婦 以外の血 清では少

な くともAAとLAPの2分 画 の分離が 期待 され るこ

と,さ らに血清中のAAとCAPは 巾広 く分画され単位

易動 巾当 りの活性が希釈 されるこ とを考慮 し,試 料の塗

布量 は総活性120IU/lに つ き2μlと し,こ れを基準

に活性に応 じて増減する こととした.

以上の結果か ら,試 薬の調製 な らびに染色条件 はTa-

ble 2の ように設定 した.

2.電 気泳動に よるaminopeptidaseの 分離

電気泳動にて分離 した後,上 記 設定条件にて染色 した

aminopeptidaseの ザイモ グラムをFig.2に 示 した.部

分精製 した各aminopeptidaseの 易動度を蛋 白分画 と比

較す ると,LAPはpre-β 分画,AAはpre-α1分 画,そ

Table 2. Reagents and condition for staining.

1. Reagents:

2. Sample size: 120IU/1×2μl/cm.

3. Incubation: 37℃,60min.
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Fig. 2. Zymograms of aminopeptidases stained 

      by the proposed method.

してCAPは α1分画 と α2分画間に染色され,デ ンシ ト

メ トリーにてそれ ぞれの分別定量 が可能であった.こ れ

らの部 分精製 したaminopeptidaseに 対応す る酵素活性

は患老血清中で も同様に分画 ・染色 され,肝 炎患者 では

LAPが,閉 塞性肝障害の患者血清ではAAが,そ して

妊婦血清ではCAPが 主要な活性 として上昇 しているこ

とが解 察され た.

3.正 確度 の検 定

電気泳動 か ら活性染色お よびデ ンシ トメ トリー までの

全 ての操 作を通 して本法 の正確度を検討 し,Table 3に

その結果を示 した.試 料は部分精製 した活性 既知 のLA-

P,AAお よびCAPを2者 ずつ混和 して用いた.試 料

Aで は 総活性129IU/1の うちAA72IU/1,LAP57

IU/1で あ り,そ の理論的 な 分画値は55.8%対44.2%

であ るが,2回 の分画操作後 のデンシ トメ トリーに よ り

60%対40%お よび52%対48%と 分別定量 され,若 干

の変動はあ るが平均す ると56.0%対44.0%と 理論値 と

ま く一致す る結果が得 られた.試 料B,Cに ついて も同

様に良好な結果が得 られた.

Table 3. Fractionation of partially purified 

        aminopeptidases by electrophoresis.

4.非 特 異 反 応 に よ る染 色 の 影 響

血 清 を試 料 と し染 色 した場 合,塗 布 位置 付 近 に非 特 異

的 な 染 色 が 認 め られ た,こ れ はLA無 添 加 の 染 色 系 で も

染 色 され た がLeu DHを 除 い た系 で は 消 失 した.Leu

DHの 基 質 とな るL-leucine,L-isoleucine,L-valineお

よびL-methionine18)を 同 一 条 件 に て 泳動 した場 合 も同

じ位 置 が 染 色 され た.し た が っ て,こ の 染 色 はamino-

peptidase活 性 に よ る もの で は な く,血 清 中 の 内因 性 ア

ミノ酸 に よ る も ので あ る と考 え られ た.ま た,こ の 盲 染

色 がaminopeptidaseの 定 量 に 影 響 を 及 ぼ す こ とは なか

っ た.

一方 ,低 活性 の試料では染色性に難点があ り,セ ロゲ

ル膜 の不均一性 と同様に,わ ずかな背景の汚染が誤差の

原因 とな った.こ の場合は基線を補正 し,分 画値を修正

す ることが必要であった.

5.各 種L-leucine-Xを 基 質 と した 本 法 の 応 用

本 法 は 酵 素 活 性 に よ りL-leucineを 遊 離 す る基 質 であ

れ ば,LA以 外 の 基 質 に も応 用 可 能 で あ る.Fig.3に 各

種 基 質 に 対 す るaminopeptidaseの ザ イ モ グ ラ ムを 示 し

た.試 料 は 部 分 精 製 したLAP,AAお よびCAPの3

者 を 混 和 した も の を用 い た.AAとCAPは い ず れ の 基

質 に も活 性 を示 し染 色 され た が,L-leucylglycineで は 著

し く活 性 が 低 下 した.LAPはL-leucine-p-nitroanilide

とL-leucine-β-naphthylamideで は 殆 ん ど染 色 さ れず,こ

れ らの基 質 に対 して は活 性 を 示 さ ない こ とが 判 明 した.

考 察

血 清 中 のaminopeptidaseを 電 気 泳動 に よ り分 画 し,

そ の 多様 性 を検 索す る方 法 はKowlessarら19)に よ り澱

粉 ゲ ル を用 い,ま た,Smithら20)に よ り炉 紙電 気泳 動

を 用 い て 行 わ れ た のが 最 初 で あ るが,い ず れ も泳 動 後 に

支 持 体 か らの ブ ロ ッ ク抽 出 を 行 い,L-leucine-β-naph-
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Fig. 3. Zymograms of partially purified amino-

       peptidases stained with various substrates.

thylamideを 基 質 と して 活 性 を 求 め る 方法 で あ った.同

様 の方 法 でNakagawa and Tsuji14)はLAを 基 質 と し

LAPの 活 性 帯 を 分 画 して い るが,ザ イ モ グ ラ ムを 作 成

しデ ンシ トメ ト リー に て観 察 す る方 法 は 考 案 され て い な

か った.

一 方 ,Folk and Burstone4)お よびGreenら5)に よ

り開 発 され たL-leucine-β-naphthylamideは 組 織 化 学 的

に もaminopeptidaseの 基 質 と して用 い られ たが,21)遊

離 した β-naphthylamideを 呈 色 させ る発 色 系 は 容 易 に

泳動 分 析 の ザ イ モ グ ラ ムの 作 成 に 応 用 可 能 な方 法 で あ っ

た.こ の 方 法 でPetersら13)はL-alanine-β-naphthyla-

mideを 基 質 と してamlnopeptidaseの 多 様 性 を寒 天 ゲ

ル を 支 持 体 と して 観 察 して い る.し か し,こ れ らの合 成

基 質 で は,基 質特 異 性 の 点 か ら可 溶性 分 画 のLAPを 検

出 す る こ とは 困 難 で あ っ た.7)

本 法 に 示 した よ うにLAを 基 質 と して 用 い,amino-

peptidaseをLAP,AAお よびCAPに 分離 し,定 量的

に活性染色 したザイモ グラムを作成出来た ことは,こ れ

らの酵 素の血中での変動を より明確に把握す る方法が確

立 された ことを意味す る,ま た,L-leucine-Xの 如 き各

種基質を用いた血清aminopeptidaseの 多様性 の解析 も

併 せて実施可能である.今 後は,本 法を用いてamino-

peptidaseの 臨床的応用について検討を進めたい.

本研 究の一部 は,第31回 電気泳動学会総会 にて報告 し

た.ま た,研 究費 の一部は文部省科学研究費に よる助成

を受 けた.
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