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論文内容の要旨

〔目的〕

アンヂオテンシン I 変換酵素は，アンヂオテンシン I を昇圧活性を有するアンヂオテンシン H に変

換する酵素である。 Cushm仰と Cheungは，合成基質 Hippurylhistidyll eucine を用いて各臓器組織中

のアンヂオテンシン I 変換酵素活性を測定し，肺組織中より発見されたキニネース H と本酵素は，同

一酵素であろうと考えられているが，いまだ明確な証拠に乏しい。本酵素の精製の仕事は，各種動物

の肺，腎，血清等を用いて行なわれている。しかし本酵素は，膜成分に結合した酵素であるため組織

中より精製する場合，膜から遊離させる所に問題があった。

Cushman と Cheung は，アセトン処理により，又 Soffer ら及び大島らは，表面活性剤を用いて本酵

素を遊出させようと試みている。しかし，これらの遊出法による回収率は悪く，均ーな型で得られて

いなしh 私は， トリブシン処理により，いまだ報告されていないヒト肺組織中より本酵素を精製単離

する事に成功し，本酵素がキニネース H と同一酵素である事を確認し，さらにその酵素化学的性質な

らびに生理学的意義について検討したので報告します。

(方法ならびに成績〕

(1) ヒト肺アンヂオテンシン I 変換酵素の精製

(1) 精製に関する実験:ヒト肺組織 (360g) を細片し， 20mM リン酸緩衝液pH7.8を加え ， Wαring

blendor にて 4 分間ホモヂネートした。ホモジネートを700Xg ， 20分間遠心分離し，その上清を

酢酸にて pH5. 2 に調整した後， 15, 000Xg , 30分間遠心分離した。生じた沈澱(酸処理分画)に

10mM リン酸緩衝液pH 7.8を加えた。この酸処理分画にトリプシン( 1 mg/500 mg蛋白)を加え
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120分間， 37
0

C で反応させた。この溶液を再び酢酸にて pH 5.2 に調整した後， 15, 000Xg , 30分

間遠心分離し上清を得た。上清を DE-52セルロースカラム( 0 から 0.5M食塩による直線勾配法

にて溶出した)， Hydro押印αtite カラム( 1 から 30mMのリン酸緩衝液による直線勾配法にて溶

出した)， Sephadex G-200カラムにて精製した。

(1) 精製酵素の性質: (a) ディスクゲル電気泳動にて単一帯であった。 (b) 精製した酵素が，ア

ンヂオテンシン I を H に変換すると共に，ブラディキニンにも働きその作用を不活性化する事を

薄層クロマトグラフィー及び、Bioαssαg 法により確認した。 (c) 精製した酵素の比活性は， HHL

を基資とした場合， 9.5Units/mg蛋白であり，アンヂオテンシン I を基質とした場合， 0.665μ 

mole/ min/mg蛋白であった。 (d) 本酵素の分子量は，ゲル炉過法にて29万と測定された。(e) 

至適 pHは， pH 8.3であった。

(Il) アンヂオテンシン I 変換酵素の遊出に用いたトリプシン量の影響

加えたトリプシンの濃度を変化させて膜成分より本酵素が遊出される効果を検討した。

(1 ) トリプシン( 1 mg/200mg蛋白)の場合:酸処理分画にトリプシン( 1 mg/200mg蛋白)を加え反

応、させた後，酢酸にて pH 5.2に調整した。 15 ，OOOX g, 30分間遠心分離して上清を得た。上清を

前述のごとく DE-52セルロースカラム ， Hydroxy叩αtite カラム， S ephadex G-200カラムにて

精製した。ゲル j戸過法にて本酵素は，分子量29万 (Peak 1 ), 18万 (Peak II) , 9 万 8 千 (Peak

皿)に分かれた。

(2) トリプシン( 1 mg/10mg蛋白)場合: (1)と同様の方法で精製して Peak II , Peak 皿成分を得た。

佃) P e ak 1. II. m の酵素化学的性質: Bradykinin Potentiα tor C, Arg.Pro ・ Pro ， EDTA による

阻害効果，耐熱性，クロールイオン依存性，至適pH， Km値について検討した。 Peak 1 , II の酵

素活性は ， Bradykinin Potentiα tor C, Arg.pγ0 ・ Pro ， EDTA により阻害され，それぞれの 150 値

は， 2 X 10 -6 M, 1. 2 X 10 -4 M, 5 X 10 -5 Mであった。一方 Peak 皿は ， Brodykinin Potentiα tor 

C, Arg-Pro-Pro で阻害されなかった。また EDTA による 150 値は， 2 X10-3 M であった。 Peak 1 

と Peak II の酵素活性は， 10分間50
0

C で加熱することにより加熱する前の活性に比べて10% に低下

した。 Peak 1 と Peak II の酵素活性は，クロールイオン非存在下にむいてみられなかった。しか

し Peak 皿は，クロールイオン非存在下においても酵素活性に変化をみなかった。至適pH， Km 値

に関して Peαk 1 , II ，皿共にそれぞれpH8. 3, 1. 1mMであった。

〔総括〕

(1) ヒト肺より酸処理， トリプシン処理， DE-52セルロースカラム ， Hydroxy叩αtit e カラム及び

Sephαdex G-200カラムを用いてアンヂオテンシン I 変換酵素を初めて精製単離することに成

功した。

(2) 精製した酵素がアンヂオテンシン I を加水分解してアンヂオテンシン H と His-Leu のみを

生成する事を薄層クロマトグラフイーにて確認した。又ブラディキニンにも働きその作用を不活

性化した。本酵素は，肺循環を場として， レニンーアンヂオテンシン昇圧系とカリクレインーキ

ニン降圧系の両糸の切点となって作用しており，全身の血圧調節に関与しているものと推論され
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る。

論文の審査結果の要旨

(1) ヒト肺より， トリプシン処理と云うユニークな方法を導入して初めてアンヂオテンシン I 変換酵

素を精製単離する事に成功した。

(2) 精製した本酵素が，アンヂオテンシン I をアンヂオテンシン E に変換すると同時にプラディキニ

ン lニも作用する事を確認し，キニネース E と同一酵素である事を証明した。

従って，本研究は，活性ペプチドの生体内代謝に関し有用な知見を提供しているので学位論文と認

める。

-140一




