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ヘモグロビン分解酵素の性状

大屋幸子野口市夫
神奈川県立衛生短期大学

(昭和52年７月25日受領）

基質溶液：ヘモグロビン溶液は，市販のイヌ結晶ヘモ

グロビン（２回再結晶，Miles社）を少量の蒸溜水に溶

かし,冷室内で，冷水に対し約15時間透析した後，0.2Ｍ

酢酸緩衝液（ｐＨ4.3）を加え，１５ｍｇ/ｍｌの溶液にして

使用した．ヘモグロビン溶液の濃度は，シアンメトヘモ

グロビン法（DrabkinandAustin，1935,1936）によ

り比色定量した．

また，ヒトヘモグロビン溶液は，Drabkin法（1949）

に準じて作製した．ヒト赤血球を0.9％ＮａＣｌで３回洗

浄し，これに等容の蒸溜水と0.4容のトルエンを加えて

振饅し，冷室に１夜放置して溶血させた後，15,000rpm，

30分間遠心分離し，中層のヘモグロビン液を取り，冷水

に対して約15時間透析して得たものを，上記同様の濃度

にして用いた．

イヌグロピン溶液は，イヌヘモグロビン溶液にＣＯ

を通して，カルボニルヘモグロビン溶液とし，この溶液

１容に対してＨＣｌ1.5％を含む冷アセトン20容を加え，

生じた沈澱を遠沈して集め，冷アセトンで洗浄した後，

0.2Ｍ酢酸緩衝液（ｐＨ4.3）を加え，１５ｍｇ/ｍｌの濃度

にして用いた．

酸変性ヘモグロビン溶液は，0.3ＮＨＣｌでｐＨを1.8

に保持（室温，６０分間）したイヌヘモグロビン溶液を，

0.2Ｍ酢酸ソーダ溶液でｐＨ4.3に調製し，蒸留水を加

えて15ｍｇ/ｍｌの濃度にして用いた．

また，基質溶液としては，イヌおよびヒト血清蛋白

質，ウシアルブミン（第一化学社)，カゼイン（Miles

社)，ゼラチン（Merck社)，ヒストン（typeⅡ．from

calfthymus，Merck社）ならびに硫酸プロタミン（東
京化成社）の５．０ｍｇ/ｍｌ溶液（0.2Ｍ酢酸緩衝液）を使

用した．

緒言

ヘモグロビンに特異性を示す蛋白分解酵素は，Timms

andBueding（1959）がマンソン住血吸虫の中に初めて

その存在を明らかにした．その後，この酵素の性状に関

する詳細な研究（GrantandSenft，１９７１；Sauerand

Senft，1972）が報告され，さらにこれと同じ作用をも

つ酵素が，犬糸状虫，日本住血吸虫，肝吸虫（佐藤ら，

1975）および肝蛭，広東住血線虫（青木・大家，1977）

にも存在することが日本寄生虫学会で発表されている．

ところで，鉤虫がかなり多量の血液を消費すること

は，Wells（1931)，西（1933）の／〃ｕｉＺｒｏ実験および

RocheeZaJ．（1957)，ＦｏｙｅＺａＪ．（1958）の同位元素に

よる研究から明らかになっている．しかし，それにもか

かわらず，栄養素としての赤血球成分の利用について

は，いろいろと見解が分れている．いつぽう，Roche

andTorres(1960）は特殊な装置（薄いゴム製の膜を張

ったchamber）を用いて，鉤虫に摂取された赤血球の約

50％はその消化管を無傷のまま通過し，約50％は消化管

内で溶血することを明らかにした．

そこで，犬鉤虫にもヘモグロビンを特異的に分解する

酵素が存在するかどうかを検討したところ，その存在が

認められたので，ここにこの酵素のいくつかの`性質も合

わせて報告する．

実験材料および方法

酵素溶液：犬鉤虫（感染後約30日目）200隻に対して，

１０ｍｌの0.2Ｍ酢酸緩衝液(ｐＨ4.3）を加え，ガラスホ

モジナイザーで充分破砕した後，15,000rpmで30分間

冷却遠沈し，この上情を使用時２～３倍に稀釈して試料

とした．

（７）



308

その他の試薬：Ｌ－システイン，Ｓｉｇｍａ社；TLCＫ

（Na-tosyl-L-lysyl-chlormethanhydrochlorid)，Merck
社；Sepharose4B，Pharmacia社．上記以外の試薬は
市販特級品を使用した．

酵素活性の測定：基質溶液1.0ｍｌに0.5ｍｌの酵素溶
液を加え，３７Ｃで60分間反応させた後，1.5ｍlの10％
トリクロル酢酸を加えて反応を停止させた．この混液を

１０分間放置した後，3,500rpmで10分間遠沈し，上清の
280nｍにおける吸光度を測定した．但し，フェニール

アラニン，チロシンおよびトリプトファンの阻害作用を
調べる場合は，反応停止後，対照にもそれぞれのアミノ
酸を同量加えた．

バッチ法によるアガロースーL-フェニールアラニンに

対する吸着；アガロースーL-フェニールアラニンはＳｅ‐

pharose4Bを用いて，CuatrecasaseZaL（1968）の方
法により調製した．この10ｍｌに同量の0.2Ｍ酢酸緩衝
液（ｐＨ4.3）および7.0ｍｌの犬鉤虫ホモジネートの上
清（酵素活性既知）を加えて，酵素を吸着させた（ビー
カー内で攪枠しながら，０Ｃ，３０分間)．その後，これを
ブッフナーロートに移し，３０ｍｌの0.2Ｍ酢酸溶液（pＨ
4.3）で洗い，４０ｍｌの0.2Ｍ酢酸溶液で溶出（10回に分
けて）した．これに0.2Ｍ酢酸ソーダ溶液を直ちに加え
てｐＨを4.3に調製し，酵素活性を測定した．

分解生成物のペーパークロマトグラフィー：上記のア

ガロースーL-フエニールアラニン処理後の酵素溶液５ｍｌ
に結晶イヌヘモグロビン30ｍｇおよび適量のトルエン

を加えて13時間反応させた．反応後の溶液をアンモニア

水で中和した後，２倍量のアルコールを加えた．ついで

生じた沈殿を遠沈した後，上清を濃縮して２ｍlにした．
この他に，対照として，基質ヘモグロビンのみの溶液お
よび基質を加えない酵素溶液も，反応液の場合と同様に
操作した．これらの溶液の20βｌずつを濾紙（ワットマ

ンＮｏ．１）にスポットし，2,4,6-コリジン（水飽和液）
を溶媒として３回展開させた．アミノ酸の検出は，０．２
％ニンヒドリン試薬を用いて行った．

ペプチダーゼ作用を調べるため，上記の本酵素反応に
よって生じた分解生成物を含む液0.8ｍｌに,犬鉤虫ホモ

ジネート（ｐＨ7.5）上清の冷アセトン沈殿処理後の酵
素溶液（ｐＨ7.5）1.2ｍｌと，0.01ＭＭgCl２０．２ｍ’お

よび適量のトルエンを加えて15時間反応させた．以後，
上記同様の操作によって分析した．

成績

１）基質特異性

Ｔａｂｌｅｌ Hydrolysisofnativehemoglobin
andacid-denaturedhemoglobin

byhemoglobinprotease
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本酵素はイヌ，ヒトの変性および未変性ヘモグロビン

ならびにイヌグロピンのいずれをも分解した．イヌヘモ

グロビンに対する分解速度は，未変性のものと酸変性さ
せたものとの間に，ほとんど差がみられなかった(Table

l)．しかし本酵素には，イヌおよびヒト血清蛋白質，ウ
シアルブミン，カゼイン，ゼラチン，ヒストン，プロタ
ミンに対する分解作用は全く認められなかった．
２）ｐＨの影響

イヌヘモグロビン溶液を基質として，0.2Ｍ酢酸緩衝

液を用い，種々のｐＨにおける酵素活性を測定した．

Fig.１に示したように，本酵素の至適ｐＨは4.3～4.4

のところにみられ，比較的鋭いｐＨ依存曲線を示した．
３）Michaelｉｓ定数

本酵素の反応速度を，0.25～4.0ｍｇ/ｍｌのイヌヘモグ
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Fe2(SO4)３およびPb-acetateを，酵素反応液にそれぞ

れ１×10-3Ｍの濃度で加えた.その結果,ZnSO4,HgCl2，

CuSO4は，それぞれ57％，７４％，８１％酵素活`性を阻害

した．しかしFe2(SO4)３は84％の活性阻害を示したが，

FeSO4は逆に57％活性を促進した．これはFe2＋の還

元作用によるものではないかと思われる(Fig.３)．また

KCLMgCl2，Pb-acetateは，酵素活性に影響を及ぼさ

なかった．しかしＥＤＴＡ－２Ｎａは，１×10-2Ｍ濃度に

おいて42％活,性を促進した(Table２)．

５）還元剤，ＳＨ試薬の影響

還元剤として用いたＬ－システインは，１×102Ｍ濃

度で77％酵素活性を促進したが，同濃度のアスコルビン

酸は活性に影響を及ぼさなかった．またＳＨ酵素の阻

害剤として用いたヨード酢酸，ブロム酢酸は，ｌ×10-5Ｍ

濃度ではそれぞれ３６％，１６％，また１×10-4Ｍ濃度では

それぞれ８０％，６４％活性を阻害した(Table３)．

'0-5'0-4,o5

METALlONCONCENTRATlON（Ｍ）

Ｆｉｇ．３EHectofmetalionsonhemoglobin

proteaseactivityofA・ca7zz”"Z．

－●－，ＣｕＳＯ４；－▲－，ＺｕＳＯ４；

一○－，HgC12；－□－，Fe2(SO4)３ｊ

－ｘ－，ＦｅＳＯ４・

ロピン濃度において，酵素反応開始後15分間に生じる吸

光度の変化から測定した．Ｆｉｇ．２に示すように，Line‐

weaver-Burkplotをとり，外挿してＫｍ値０．０３３，Ｍ

を得た．

４）金属イオンの影響

KCLMgCl2,CaCl2,CuSO4,ZnSO4,HgC12,FeSO4,

（９）
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stratesolution（hemoglobin）；Ｃ，Enzyme
solutionlSAminoacids．
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８１００ 7９

６）ＴＬＣＫの影響

トリフ゜シンの特異的阻害剤であるＴＬＣＫの本酵素活

性への影響を調べたところ，１×10-5Ｍ濃度では40％，

１×10-4Ｍ濃度では73％の阻害がみられた（Table３)．

７）遊誰アミノ酸の影響

種々のアミノ酸の影響をみるために，フェニールアラ

ニン，チロシン，トリプトファン，アルギニン，リジ

ン，ヒスチジン，ロイシン，う゜ロリンを酵素反応液に

５×10-3Ｍの濃麦で加えた．その結果，いずれのアミノ

酸も本酵素活性に影響を及ぼさなかった(Table４)．

８）アガロースーL-フェニールアラニンに対する吸着

性

本酵素の活性はフェニーノレアラニンによって阻害され

なかったが，マンソン住血吸虫の酵素ではアガロースＬ‐

フェニールアラニンヘの吸着性が報告（Sauerand

Senft，1972）されているので，本酵素のそれへの吸着

性を調べた．その結果，Ｔａｂｌｅ５に示すように，本酵素

はアガロースーL-フェニールアラニンに79％（ホモジネ

ート上清中の活性に対する活性％）吸着されたこれに

比べて，溶出前の洗浄液中の活性は７％であった．した

がって，本酵素はフェニールアラニンに強い親和性をも

つものと,思われる．

9）分解生成物のﾍﾟｰﾊﾟｰｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ

上記の吸着・溶出後に回収された酵素によるイヌヘモ

グロビンの分解生成物を，ペーパークロマトグラフィー

によって表わしたのがFig.４である．分解生成物とし

て，ペプチドとロイシンおよび少量の数種のアミノ酸が

検出された．この遊離アミノ酸は，ヘモグロビンプロテ

アーゼ作用による分解生成物ペプチドにペプチターゼが

作用して生じたものでI土ないかと考え，次の実験を行っ

た．

上記の本酵素による分解生成物を基質として，犬鉤虫

ホモジネート上清の冷アセトン沈殿処理後の酵素を,ｐＨ

7.5で作用させた．その結果，Fig.５にみられるように，

原点付近のペプチドが減少し，遊離アミノ酸の量が増加

した．

考察

犬鉤虫にも，他の寄生虫（マンソン住血吸虫：Timms

andBueding，1959.大糸状虫，日本住血吸虫，肝吸

虫：佐藤ら，1975．肝蛭，広東住血線虫：青木・大家，

1977）と同様に，ヘモグロビンのみを特異的に分解する

酵素が存在することが明らかになった．

本酵素のイヌヘモグロビン分解によるMichaelｉｓ定

数（Ｋｍ）は，０．０３３，Ｍであった．この値は，マンソ

ン住血吸虫酵素のグロピン分解によるＫｍ値0.137,Ｍ

1０
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鍵 辮鴬 って，それぞれ36％，１３％阻害されたが，マンソン住血

吸虫酵素では，それぞれ92％，８６％の阻害が報じられて

いる（ZussmanandBauman，1971)．これらの結果か

ら，本酵素はその活性中心にシステイン残基をもつもの
と,思われる．

本酵素はまた,特異的トリプシン阻害剤であるＴＬＣＫ

の１×10-5Ｍ，５×10-5Ｍ濃度によって，それぞれ42％，

62％阻害された．同濃度におけるマンソン住血吸虫酵素

の阻害率は,それぞれ46％,100％であった(Zussmanand

Bauman，1971)．このＴＬＣＫは，トリプシンのヒス

チジン残基に結合して特異的に活性を阻害するものであ

る．したがって本酵素は，活性中心として上記のシステ

イン残基の他に，ヒスチジン残基の存在が考えられる

しかしＴＬＣＫはＳＩＩ化合物と反応する』性質もあるの

で，このことは今後検討を要する問題である．

SauerandSenft（1972）は，マンソン住血吸虫酵素

がフェニールアラニンによってcompetitiveな阻害を

受け，またアガロースーL-フェニールアラニンによって吸

着されると述べている．しかし本酵素の場合は，上記酵

素と相違してフェニールアラニンによって阻害されなか

ったにもかかわらず，アガロースーL-フェニールアラニン

によって強く吸着された．

さらに，アガロースーL-フェニールアラニン吸着・溶

出後の本酵素によるイヌヘモグロビンの分解生成物とし

て,ペプチド以外に数種のアミノ酸が倹出された.いつぽ

う，マンソン住血吸虫では，アガロースーL-フェニールア

ラニン吸着・溶出後の酵素によるグロピンの分解生成物

として，オリゴペプチドとロイシンおよび極微量のチロ

シン，フュニールアラニンの存在が認められている(Sauer

andSenft，1972)．この遊離アミノ酸について,彼らは，

ヘモグロビン分解酵素とは別の作用によって生じたもの

ではないかと述べている．著者らも，これは本酵素によ

る分解生成物ペプチドが，さらにペプチダーゼによっ

て，遊離のアミノ酸に分解されたのではないかと推定し

た．そこで,本酵素による分解生成物に,犬鉤虫ホモジネ

ート（アセトン処理したもの）をｐＨ7.5でさらに作用

させたところ，ペプチドの減少と共に遊離アミノ酸量の

かなりの増加が認められた．

本酵素の性状を総合的に検討すると，本酵素が，フエ

ニールアラニンによって阻害されなかったことを除いて

は，マンソン住血吸虫酵素の,性状とおおよそ類似した結

果であったとみなされる．

寄生虫の幾種類かに，ヘモグロビン(またはグロピン）
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(SauerandSenft，1972）よりは少さく，日本住血吸虫

酵素のヒトヘモグロビン分解によるＫｍ値０．０４０，Ｍ

(青木・大家，1976）にほぼ近い値であった．

また至適ｐＨの点から比較すると，本酵素（ホモジネ

ート上清）のイヌヘモグロビンに対蕾する活`性の至適ｐＨ

が4.3～4.4であったのに比べて，マンソン住血吸虫のホ

モジネート上清では3.9（TimmsandBueding，1959)，

同じくマンソン住血吸虫のSephadexG-200部分精製酵

素では3.8～4.5(SauerandSenft，1972)，また日本住

血吸虫の超遠心上清分両酵素では3.5(青木・大家,1976）

であったと報告されている．したがって，本酵素の至適

ｐＨはマンソン住血吸虫や日本住血吸虫のそれとおおむ

ね同じ範囲に入るものとみなされる．

本酵素の活'性は，種々の金属イオンによって阻害され

るが，Fe2＋では促進され，Fe3＋では阻害されるという

興味深い現象がみられた．これは，本酵素が還元剤であ

るＬ－システインによって促進されたことと合わせて考

えると，Fe2＋の促進作用は，恐らくFe2＋の還元注に

よるものであろうと`思われる．本酵素活'住はまたＳＨ

試薬のヨード酢酸およびブロム酢酸（１×105Ｍ）によ

（１１）
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のみを特異的に分解する酵素が存在することは，血液を

栄養源とする場合にきわめて合目的であり，またこれら

の酵素の性状に高い類似』性がみられる点は非常に興味深

いものがある．

結語

ヘモグロビンを特異的に分解する酵素は，マンソン住

血吸虫（TimmsandBueding，1959）初め，これまで

に，犬糸状虫，日本住血吸虫，肝吸虫（佐藤ら，1975）

および肝蛭，広東住血線虫（青木・大家，1977）に存在

することが明らかにされている．著者らは，宿主の腸粘

膜に咬着して吸血を行う犬鉤虫においても，この酵素の

存在を認め，そのホモジネート上清中の酵素の性状を検

討し，次のような結果を得た．

本酵素は，ヘモグロビン（またはグロピン）のみを特

異的に分解し，他の蛋白質（血清蛋白質，ウシアルブミ

ン,カゼイン,ゼラチン，ヒストン，プロタミン）は分解

されなかった．そして，未変｣性ヘモグロビンと酸変性ヘ

モグロビンとを用いた場合では，分解速度の差はほとん

どみられなかった．

本酵素の至適ｐＨは4.3～4.4,ヘモグロビンに対する

Ｋｍは0.033,Ｍであった．

本酵素の活`性は種々の金属イオンのうち，１×10-3Ｍ

のZnSO4，CuSO4，HgCl2，Fe2(SO4)３によって阻害さ

れ,FeSO4(１×10-3Ｍ）およびＥＤＴＡ－２Ｎａ(１×10-2Ｍ）

では促進されたが，１×10~8ＭのKCLMgC12，CaCl2，

Pb-acetateによっては影響されなかった．

本酵素活性は，還元剤のＬ－システイン（ｌ×10-2Ｍ）

によって促進され，ＳＨ試薬のヨード酢酸およびブロム

酢酸（１×10-5Ｍ）によって阻害された．

本酵素活'性は特異的トリプシン阻害剤のTLCＫ(１×

10-5Ｍ）によって阻害された．

本酵素活性は，フェニールアラニン，チロシン，トリ

プトファン，アルギニン，リジン，ヒスチジン，ロイシ

ンおよびプロリンによって阻害されなかった．

また，犬鉤虫ホモジネート上清中の本酵素は，アガロ

ースーL-フェニールアラニンによって吸着され,溶山後の

活』性の回収率は79％であった．

上記回収酵素によるイヌヘモグロビンの分解生成物と

して，ペプチドとロイシンおよび少量の数種のアミノ酸

がペーパークロマトグラフィーにより検出された．

さらにペーパークロマトグラフィーにより犬鉤虫ホモ

ジネート中には，本酵素によるヘモグロビン分解生成物

ペプチドを分解するペプチダーゼ作用が認められた．

（本論文の要旨は，第45回ロ本寄生虫学会総会(1976）

において報告した.）
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j Abstract |

SOME PROPERTIES OF HEMOGLOBIN PROTEASE FROM ANCYLOSTOMA

CANINUM

Yukiko OYA and Ichio NOGUCHI

(Kanagawa Prefectural College of Hygiene, Japan)

Hemoglobin protease, the presence of which had been reported in S. mansoni, D. immitis,

S. japonicum, C. sinensis, F. hepatica and A. cantonensis, was found in A. caninum, and some

of its properties were investigated. The results were as follows :

The enzyme hydrolyzed hemoglobin without significant difference of hydrolizing velocity

between native and acid-denatured hemoglobins. On the other hand, the enzyme did not

hydrolize other proteins such as serum protein, bovine albumin, casein, gelatin, histone and

protamine.

The optimum pH for the enzyme activity was 4.3-4.4 and its Km for hemoglobin was

0.033 mM.

The enzyme activity was inhibited by Cu2+, Zn2+, Hg2+ or Fe3+ but was stimulated by

Fe2+. Furthermore, its activity was stimulated by cysteine and inhibited by iodoacetic acid or

bromoacetic acid, showing specific properties as thiol enzyme, but it was also inhibited by

TLCK (specific trypsine inhibitor).

Any of amino acids such as phenylalanine, tyrosine, tryptophane, arginine, lysine, histi-

dine, leucine and proline, did not affect the enzyme activity even at the concentration of

5 X10-3 M.

The enzyme in the supernatant of A. caninum homogenate was adsorbed by agarose-L-

phenylalanine at pH 4.3 and 79% of the whole enzymic activity were recovered after the

elution by 0.2 M sodium acetate.

Some oligopeptides, leucine and other free amino acids were found by paper chromatog-

raphy as hydrolized products of hemoglobin by the enzyme treated with agarose-L-phenylalanine.

The activity of peptidase, which further hydrolizes the above peptides at pH7.5, was

found in homogenate of A. caninum.




