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論文内容の要旨

目的

動物の炭痘に対する自然免疫に重要な役割を果すと思われる脱爽膜現象に就いて，教室の鳥居は抵抗性

動物であるイヌの血清及ぴ肝臓抽出液に脱爽膜因子 (DCA) の存在を証明し，同時にLーク守ルタミン酸のr­

ぺプチッド結合を分解するトグルタミラーゼをも発見し， 英l摸ポリクVレタミン酸 (GPP) にLークボルタミ

ン酸を多量に含むメガテリウムの脱爽膜は此の酵素により説明出来た。然し， Dーク勺レタミン酸のみより成

ると思われる炭痘菌爽膜 GPP は分解されず，従って炭痘菌の脱爽膜の機作はこれまで依然不明であった。

著者はイヌ肝臓抽出液より両者を分劃精製する乙とにより，その異同を明らかにしようと誌みた。

実験方法と成績

a) DCA 活性測定法

炭痘菌の強毒株の加熱標準菌液一定量を単位時間内で完全に脱爽膜するに要する限界濃度の活性により

測定する万法(顕微鏡的単位)と，適当な条件下で，脱爽膜の結果遊離して来る GPP 量を，抗メガテリ

ウム GPP 血清との定量沈降反応によって測定する方法(血清学的単位)の二方法を考按して用いた。

b) pH-活h性曲線

DCA の pH-活性曲線を上の二万法によりしらべた結果， メガテリウムに対する脱爽膜活性のそれ，

及びT ク勺レタミラーゼ、のそれと全く一致し，至適 pH は 4 であった。

c) 諸性質

加熱に対し叉 pH 3.5以下8.0に於いて不安定であるが， pH4 近辺では加熱に対してもかなり安定であ

る。水に高い溶解牲を示し蒸溜水透析に耐える。電気泳動による等電点は7.0-7.1に存在する。これ等の

諸性質はTークゃルタミラーゼ活性に就いても全く一致し，共にCdイオンにより活性化され，他の金属イオ

ンによる影響も全く一致していた。

-249-



d) 分劃精製

粗抽出液:イヌ肝臓切片を酪酸食塩水中で凍結融解して抽出，中和遠沈炉過して最後に 34800g 45分遠

心分離し上清をとる。

step 1 :上の上清を硫安50-100%飽和沈澱し， pH6.6 , O.OlM 燐酸緩衝液に溶解，水に透析後沈澱を

除去。殆んどの活性が回収され ， rークールタミラーゼ， DCA 共に約 3 倍純化された。

step 2: O.lM クエン酸を加えて pH4.0-4.1 とし，蛋白濃度約 1%の状態で560C5 分処理，中和後泌

澱を除去。両活性共 step 1 より 80%回収され， 共に最初より約10倍純化された

step 3: 硫安62.5-75%飽和沈澱を蒸溜水に溶解透析する。両活性共に step 2 から約70%回収され，

90倍純化された。

step 4: カーボワックス6000溶液に透析濃縮 (蛋白濃度約 1--2 %) して， 0.075-0.1M 燐酸緩衝液

pH7.2 の状態でベントナイトを加え(ベントナイトmg/蛋白mg=0.5) 陰性吸着する。 step 3 の約90%

が両活性共に回収され，共に140倍純化された。

step 5: 上の上清を 0.05M燐酸ソーダ濃度 pH 6.20 に合わせ，燐酸カルシウム・ゲルを加え(ゲ、ノレ乾

燥量mg/蛋白mg= 1.0-1. 5)吸着せしめ，燐酸ソーダ緩衝液0.05M : pH6. 5 ,7.0 , 7.5 , O. 075M , pH 7.2 , 

O.lM; pH7.2 で夫々洗練後， 0.6M (NH4) H2P04 -NaOH , pH7.2 で治山，蒸溜水に透析する。 阿活

性共 step4 より約50%回収され，粗抽出液より 780倍純化せる傑JIlll を得た。 (r- クVレタミラーゼ活性: 39 

O}~.位/mg; DCA : 600 顕微鏡単位/mg) 。

step 5 を繰り返しでも殆んど純度は向上せずむしろ活性損失が大きいのでこれ以上分劃は進めなかった

が，各分割に於げる両活性の完全な併行関係及び最終段階での純化の程度より，両者が異なるものとは考

え難い。

e) クロマトグラフイー

Hydroxyl a patite のコラム・クロマトグラフイーを行った。燐酸ソーダ緩衝液の段階濃度溶出法により

:step 5 劃分は猶20%前後の不純物が認められたが ， r.- グノレタミラーゼと DCA は常に0.4M 劃分に均一

な山として現れ，再クロマトにより単一の均質なパターンが得られた。

f)炭泊閣英膜 GPP の分解

精製せる劃分はメガテリウム GPP よりは弱いが，炭痘菌の in vitro の爽膜 GPP 及び in vivo の細

胞外 GPP のいずれをも分解する乙とが粘度測定で明らかとなった口

g) 基質特異性

r-L- ク勺レタミノレL ク、、ルタミン酸を最も特異的に分解し， これより弱l'がr-Dーク、、ノレタミノレL- ク、、 jレタミン

酸， r-L クりレタミノレLーアミノ酸をも分解した。

総括

イヌ肝臓抽出液より炭痘菌脱爽膜因子を精製し更にクロマトグラフイーによって，これが本質的にTーク*

jレタミラーゼと同一であることが明らかになった。炭痘菌 GPP 中に僅かであるがL- グルタミン酸が寄

在し，乙れを分解することによって脱爽膜が起る可能性が立証された。同時に爽膜内の他の成分若くは爽

-250-



膜と細胞壁結合部に何等かの基質構造が存在するかも知れない。

論文の審査結果の要旨

動物の炭痘に対する自然免疫に重要な役割を果す脱爽膜現象に就いて教室の鳥居は炭痘抵抗動物である

イヌの臓器抽出液より脱爽膜因子を証明したが，未だその本態に就いては全く未解決であった。著者はこ

の問題に就いて研究し，イヌの肝臓抽出液より乙の因子を高度に精製するととによってその本態を明らか

にし，炭痘菌脱爽膜現象を酵素レヴェルで、解明した。

クやルタミン酸のr-ぺフ。チッド結合を分解する酵素所謂Tークやルタミラーゼをイヌの肝臓の酸性抽出液より

次の 5 段階で精製した。 (1)硫安50-100%飽和画分， (2) pH 4.0に於ける 560C 加熱処理， (3) 硫安62.5

-75%飽和画分， (4) ベンナイトによる陰性吸着， (5)燐酸カルシウムゲ、ル吸脱着。以上の分画法により酵

素活性は780倍純化され， この間脱爽膜活性も全く併行して精製された。叉，ハイドロオキシルアパタイ

トによるクロマトグラフイーによっても両活性が同一であることが証明された。

一方，精製せるトグルタミラーゼは炭痘菌爽膜より分離精製せるポリクりレタミン酸を分解する事が明ら

かにされた。

T グノレタミラーゼは， 至適 pH 4 に於いて炭痘菌及びメガテリウムを脱爽膜し， 夫々の爽膜ポリクツレ

タミン酸を分解し， r-L-Glu-L-Glu を最も特異的に分解するが， 同時に Cbz-r-L-Glu-L-Glu-Bz をも

分解し，乙れが endopeptidase としても働くこと，並びに r-L-Glu-L- アミノ酸， r-D-Glu-L-Glu を

も分解する事が分った。

従って炭痘菌爽膜ポリク*ルタミン酸中に僅かに存在する Lーグルタミン酸が了一ぺプチッド鎖に連ってい

る事によって ， rークゃルタミラーゼによって分解きれ，これによって脱爽膜されるものと考えられる。

以上，本研究は従来不明であった炭痘薗脱爽膜現象の機作を解明し，先に教室の豊田が明らかにしたこ

1 1 
とであるが感受性動物の白血球には犬の白血球一一一位しかTークゃルタミラーゼが含まれていない事実を考

20 50 

えて炭痘に対する自然免疫の一つのメカニズムを酵素学的に明らかにした。 r-クゃルタミラーゼは亦，生体

内で、ク、、ルタチオンや葉酸の代謝に関与していると考えられ，その精製は生物学的にも意義を有するもので

ある。
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