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ABSTRACT 

In this study three proteins with trypsin inhibitory activity were purified to 

apparent homogeneity from hamster plasma and the changes in their plasma level 

after acute inflammation were examined.α:-1・Antiproteinasehad a molecular mass 

of 68 kDa， and inhibited elastase， trypsin and chymotrypsin but not plasmin， 

porcine pancreas kallikrein or guinea pig plasma kallikrein. Countertrypin and 

pre-a-trypsin inhibitor had a molecular mass of 55 kDa and 120 kDa， respectively， 

and both inhibited only trypsin. The pre-a-trypsin inhibitor consisted of light 



(25 kDa) and heavy (90 kDa) polypeptide chains， which were dissociated by 

chondroitinase ABC treatment but not by heating at 1000C in the presence of 

sodium dodecyl sulfate and dithiothreitol. Thirteen amino acids of the N-terminal 

eicosapeptide sequence of both light and heavy chains were identical with the 

corresponding regions of human serum pre-a-trypsin inhibitor. After induction 

of inflammation by intraperitoneal injection of Salmonella typhimurium lipopoly-

saccharide， the plasma level of pre-a-trypsin inhibitor increased and that of 

murinoglobulin decreased， but other inhibitors showed no significant change. 

KeyWords:α・1・antiproteinase，countertrypin， pre-a-trypsin inhibitor， hamster 

plasma， acute phase response， inflammation 
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緒言

動物体内には多くのプロテイナーゼが存在し，その活性中心の構造によってセ

リン，チオール，カルボキシおよび金属プロテイナーゼの 4種類に分類されてい

る.それらのプロテイナーゼの調節因子として多くのプロテイナーゼインヒビタ

ーが存在し，凝固，線溶，補体活性化，免疫，発癌，細胞増殖など，さまざまな

生理過程に関与しており，その血中の総量はヒト血奨蛋白質の約13%に及ぶ.

生体lζ炎症や組織傷害が起こった時，血中濃度が変化する蛋白は急性相蛋白と

いわれ，プロテイナーゼインヒビターもそのひとつである.一般に進化の過程で

は構造遺伝子より調節遺伝子の方が変わりやすく，あるプロテイナーゼインヒビ

ターがそれ自身の相向性は高くても急性相蛋白であるかどうかは動物種間で異な

る場合が多い.例えば， α-1 -a n t i p r 0 t e i na s e (αー1-AP)はヒトでは急性相蛋

白であるがマウスではそうでない t• 2 逆に，ラッ卜の急性相蛋白であるαー2-

macrogl obul i n (αー2-MG)はヒ卜ではそうでない したがって様々な種のプ

ロテイナーゼインヒビターを研究し，急性炎症時の挙動を比較することは遺伝子

発現の調節機構を知るてがかりになる.

ハムスターは比較的ウィルスに感染しやすく種々の薬剤で腫虜が発生しやすい

実験動物である¥また気管内へのエラスターゼ散布によって起こされる肺気腫

はヒトの汎葉性肺気腫に酷似していることが知られている¥こうした理由でハ

ムスターは肺気腫，ウィルス感染および発癌などの研究の実験動物として使われ

ている. しかしハムスターのプロテイナーゼインヒビターはまだ精製されていず

急性相反応の知見も得られていない.そ乙で本実験ではハムスター血中からトリ

プシン回害活性を指標にしてプロテイナーゼインヒビターを精製し，急性炎症を

起乙した時の血葉中濃度変化を測定した.

方法

1.材料
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Syr i an hams t erオス体重 150-220gを，空調管理下の飼育室(室温23土 1

"c，湿度55::t5 %の明暗調節環境下)において水道水，固形飼料(舟橋農場F-

2 )で飼育した.採血は， diethyl ether麻酔下で心臓から行ない，抗凝固剤

として ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA) 10mMを用いた. 血奨

は 3000rpm， 30分間遠心分離した後一80"cにて保存した.

おもな材料と薬品の購入先は以下のとうりである. EDTA， (ρ-amidino 

phenyl) methanesul fonyl fluoride hydrochloride (APMSF) (和光純薬)

Blue cellulofine， chondroitinase ABC (Proteus vulgaris) (生化学

工業) hydroxyapatite， CMAffi-Gel B1ue (Bio-Rad Laboratorie) 

Sephadex G-I00， G-150， Q-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals) 

Toyopearl HW-65 (Tosoh) porcine pancreatic trypsin (Biozyme) 

porcine pancreatic elastase， porcine pancreatic kallikrein， human 

plasma kallikrein (Sigma) bovine pancreatic αーchymot ryps i n 

(Worthington) human plasmin (Boeringer) benzoyl-L-arginine 

T-nitroanilide(BApNA)， Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanine 

ρ-nitroanilide (Suc-(Ala)3 pNA) (Peptide Institute); 

N-glutaryl-L-phenylalanine ρ-ni troani 1 ide (GpNA) (Research 

Organics) 

H-n-valyl-L-leucyl-L-lysine t-nitroanilide (S-2251)， H-n-valyl 

-L-leucY!-L-arginine T-nitroanilide (S-2266)， H-n-proryl-L-

phenylalanyl-L-arginine ρ-nitroanilide (S-2302) (Kabi Vitrum) 

lipopolysaccharide (Salmonella typhimurium) (LPS) (Difco). 

2. 方法

2. 1. 電気泳動法

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS 
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-PAGE)はLaemmli の， native-PAGEはDavisの方法 に従って行なっ

た.等電点電気泳動法はYamamotoらの方法 8，ζ準じて行なった.
2. 2 プロテイナーゼ阻害活性測定法

トリプシン間害活性は，各フラクションの試料 50μlにO.2 m g / m 1 t ryps i n 

10 μlと50mM Tr i s -H C 1 bu ff e r， pH 8. 2 500μlを加え，37"cにて 5分間イ

ンキュベー卜した後，基質 1mM 3ApNAを500μl加え37"cにて10分間反応させ，

最後に30% (v/v)酢酸 250μlを加えて反応を停止させ 410nmの吸光度を測定し

た.試料の濃度とプロテイナーゼの種類によって試薬の種類と量及び反応時間は

適宜変更した各プロテイナーゼ回害活性を測定するため用いた基質は，以下

のとうりである O

elastase， Suc-(Ala)3 pNA chymotrypsin， GpNA plasmin， S-2251 

pancreatic kallikrein， S-2266 plasma kallikrein， S-2302. 

2.3. 抗血清作製法

精製した各プロテイナーゼインヒビター約o.01 mgを， complete Freund's 

adjuvantと混ぜてウサギに皮下注射し， 2週間後 boosterを追加した.

Ouch t er lony法 10にて各インヒビターに対する抗体ができていることを確認し

たのち pentobarbital全麻下で抗血清を採取した.

2.4. 炎症の起こし方

LPSを20mM phosphate buffered sal ine， pH 7.0 (PBS)に溶解し， 1 

個体につき LP S 200μgを腹腔内注射した.

2. 5. 血中濃度測定法

LPS注射前， LPS注射後 O.5， 1， 2， 3， 7日の各時点で 5匹のハムス

ターから diethylether麻酔下で心臓採血した. 血清中の各インヒビターの濃

度はロケット免疫電泳動法 11にて測定した.

2.6. アミノ酸分析，アミノ酸配列分析

アミノ酸分析はAppliedBiosystems derivatizer amino acid 
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analysis system 420Aを用いて行なった.アミノ酸配列は精製した蛋白を

SDS-PAGEした後PVDFmembrane に移し，該当するバンドを切り出し

Appl i ed Biosys t ems 477 A にかけてN末端20個のアミノ酸配列を決定した.

2.7. コンドロイチナーゼ処理

Pα1 1. 8μgとchondroit inase ABC O. 02Uを30mMsodium acetate， 

10mM EDTAを含む 50mMTris-HClbuffer， pH8.2中で37t 30分間反応

させた.

結果

1.精製

1.1. αー1ーアンチプロテイナーゼ (AP)およびカウンタートリピン(CT)

の精製

すべての操作は 4tで行なった.解凍したハムスター血紫(35 ml )を， 50 mM 

Tris-HCl， pH7.5， 0.15MNaClで平衡化したBlueCellulofineのカラ

ム(4 x 24 cm )にかけ，流速 40ml/hで同 bufferを流した.素通りを 10ml 

ずつ分取し，各画分の 280nmでの吸光度と trypsin間害活性を測定した

(Fig. 1. A). 活性のあった部分(画分 21-50)を集め，同 bufferで平衡化した

hydroxyapatiteカラム(4 x 12 cm)にかけ，同一 bufferで洗浄したのち，

sodium phosphate buffer， pH 7.5の濃度勾配(5-200ロ削)を用いて溶出さ

せた(流速 30mI!h).溶出液を 10mlずつ分取し，同様に 280nmでの吸光度と 1

trypsin阻害活性を測定した (Fig.1. B). 次に，活性画分 (34-39)を集め80

9ぢ飽和硫安にて塩析した. SORVALL RC2-B SS-34にて 10，000 rpm， 10 

分間遠心分離して得られた沈殿を，小量の bufferに溶解し， Sephadex G-1 00 ， 

G-150 (約 1 1混合物)のカラム(3 x 155 cm)にかけた. 50 mM Tr i s-

HC 1 ， pH 7. 5， O. 15M NaCl bufferを用いて分画し同様に活性を測定した(

Fig. 1. C ).活性のあった画分 (59申 64)を集め 50mMTris-HC 1， pH 7.5 
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buffer 1<:対し 3日間透析した.次にその内液を， 50mM Tris-HC 1， pH 7.5 

bufferで平衡化した Q-Sepharoseカラム(3 x 6 cm)にかけ流速 24ml/hで

同bufferを流した後， 0 -0.3 MのNaCl濃度勾配で溶出させた.活性を測定す

ると 2つのピークが出現し，前方のピークは CTを，後方のピークはAPを含ん

でいた (Fig.1. D). そこでまず，後方のピークの画分 (46-50)を集め

Imrnersible CX-30で濃縮し， PD-10 にて 25mM piperaz ine， pH 5.5 に

buffer交換した後，同 bufferで平衡化した. Q-Sepharoseカラム(1 x 40 

cm)にかけた.流速 15ml /hで平衡化 bufferを流した後， O-0.3MNaCl

濃度勾配lζて溶出させ，ほぼ純粋な APが得られた (Fig.1. E). またAPと同

様な手順で，前方のピーク (28-34)からは CTが単離された (Fig. 1. F ). 

1. 2. プレαトリプシンインヒビター(Pα1 )の精製

解凍したハムスター血奨 35mlを 50mMTris-HC 1， pH 7.5， 0.15M 

NaC 1 bufferで平衡化したQ-Sepharoseのカラム(2. 6 x 10 c m )にかけ，同

bufferを流した後，流速 40ml/h1<:て 0.15-O. 50M NaCl濃度勾配で溶出さ

せた.溶出液を 5mlずつ分取し 280nmでの吸光度と trypsin 阻害活性を測定

した (Fi g. 2. A ).活性のあった画分 (39-48)を集め ImmersibleCX-30で

濃縮した後， 50mMTris-HCl， pH7.5， O.15MNaCl， bufferで平衡化し

たToyopear1 HW -65カラム(2.6 x 95 cm )にかけ，同 bufferを流速 25ml 

/hで流した.流出液を 5mlずつ分取し 280nmでの吸光度と trypsin回害活性

を同様に測定した (Fi g. 2. B ) .活性のあった画分(76-83)を50mM Tris-

HCl， pH 7.5， 0.15 M NaCl bufferで平衡化した CMAffi-GelBlue カラ

ム(1 x 38cm )にかけ，同 bufferを流速 10ml/hで流した. 素通り画分から

ほぼ純粋な PαIが得られた (Fig.2. C). 
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2. AP， CTおよびPαIの性質

それぞれのインヒビターは native-PAGE，還元，非還元下 SDS-PAGE で

単ーなノインドとして泳動された (Figs. 3-5). CTとPαIは非常に分解しや

すく，数日のうちに単一バンドでなくなり，とくに CTは280nmの吸光度が日

に日に上昇する傾向があった. 等電点電気泳動ではそれぞれ数本のバ ンドとして

泳動された (Fig. 6). ヒ卜 APを等電点電気泳動すると普通microhetero-

gene i tyのため数本のバンドが現われるが 11 ハムスター APでは強く染まるパ

ンドが 2本と薄く染まるバンドが 1~ 2本現われるのみであった.電気泳動から

求めた分子量と等電点はTable 1のとうりである。APは elastase
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Table1 MW  and pl of AP， CT and Pαi 

AP CT Pαl 

MW(Da) 

pl 

68，000 55，000 120，000 

4.06・4.14 4.25・4.30 4.30・4.37

Table 2 Inhibitory Spectrum of AP， CT and Pαl 

AP CT Pαl 

elastase (porcine pancreas) ++ 

plasmin (human plasma) 

chymotrypsin (bovine pancreas) + 

kallikrein (porcine pancreas) 

kallikrein (human plasma) 

kallikrein (guinea pig plasma) 

trypsin (porcine pancreas) ++ + + 

chymo t ryps i nと trypsinを阻害し， CTと PαIは tryps i nのみを阻害した

(Table2). 

Ouchterony法ではインヒビター相互の共通抗原性は認められなかった(F i g. 

7 ). 

APのN末端20個のアミノ酸配列を比較のためラットと並べて Fi g. 8に示した.

ヒト PαIは還元剤では分解されず chondroitinaseABCや hyaluro-

nidase処理によって 2本のポリペプチド鎖に分解されることから，ジスルフィ

ド結合ではなくグリコサミノグリカン鎖を介して， 2本のポリペプチド鎖が結合
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Fig. 7 Double immunodiffusion of AP， CT and P，αI 

1， AP ; 2， CT ; 3， Pα1 ; 4， anti AP ; 5， anti CT ; 6， anti PαI 

inhibitor 

hamster AP 

rat AP 

hamster Pα工(heavychain) 

human Pα工(heavychain) 

hamster Pα工(lightchain) 

human Pα工(lightchain) 

N-te工百unalsequence 

E D :::::|;:;回:;::E::

Fig. 8 Comparison of N-terminal eicosapeptide sequence 
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1， chondroitinase制treatedPα1 ; 2， native PαI 

していると考えられている 13 そ乙で精製したハムスター PαIをコンドロイチ

ナーゼ処理した後電気泳動をすると，分子量12万のバンドは消え，新たに分子量

9万と 2.5万のバンドが出現した (Fig.9). それぞれのバンドのN末端アミノ

酸配列を決定し， ヒト PαIのアミノ酸配列と比較したと乙ろ，両鎖とも20個中

13個が一致していた (Fig.8). 

3 各インヒビターの卜リプシン阻害活性

APおよびCT共に trypsinを約 1 のモル比で阻害するのに対し PαIは

trypsin Pα1=1 1.6のモル比であ った(F i g. 10. A -C ) • 

4. 急性炎症時の濃度変化

今回精製したAP， CTおよびPα1IC対する抗血清を用いて各インヒビター

の濃度変化を ロケット免疫電気泳動法にて測定 した.また以前当教室で作成して

あったα-ma c r 0 g 1 0 bu 1 i n (α-MG)とmurinoglobulin (MUG)に対する抗血
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清を用いてα-MGとMUGの濃度変化も合わせて測定した. PαIは起炎後 1日

から上昇し始め 3日後にピークとなり，起炎前の約 2倍になった. MU  Gは起炎

12時間後から減少し始め 3日後lζ最低値となり 7日後にも回復していなかった.

AP， CT，α-MGは大きな変化はしなかったが， APは全体にやや減少， α-

MGは一過性lとやや減少する傾向を認めた (Fig.11).

考察

ハムスター血紫中からトリプシン阻害活性をもっ 3種類のプロテイナーゼイン

ヒビターを精製しその性質を調べ，炎症時の濃度変化を測定した.

ヒト APは最もよく研究されたプロテイナーゼインヒピターの一つで， 394個

のアミノ酸からなる単一ポリペプチド鎖が 3個のβシートと 8個のαヘリックス

を形作っている. A Pの標的酵素は好中球エラスターゼであり，その先天的欠損

症は肺組織の破壊の結果肺気腫をもたらす 14 ハムスター APは分子量 6.8万で

ヒ卜 APの分子量よりやや大きい.乙の差が糖鎖によるものかアミノ酸によるも

のかは不明である. N末端20個のアミノ酸配列をヒ卜とラットのAPと比較する

とラットとは11個ヒ卜とは 9個一致していた (Fig.8). 

CTは山本によりマウス腹水及び血中から精製されたトリプシンのみを阻害す

るプロテイナーゼインヒピターである 15 当初，容易に分解される乙と， トリプ

シンしか阻害しない乙とから inte←αーtrypsininhibitor ( IαI )の分解産

物とも考えられた.しかし N末端のアミノ酸配列が全く異なること，ハムスター

にも同族と考えられる蛋白質が存在することなどから，別の蛋白質と考えられる.

その生理的役割は不明で，今後の研究課題である.

IαIはglycoproteinπ として初めて記述され16 後に bovinetrypsin 

の inhibitorであることが示された 17 その名は電気泳動上 α1-α2 gl obu 1 i n 

の聞に移動することに由来する. IαIは，還元剤存在下 SDS-PAGEにて単一

バンドとして泳動されるため，当初一本鎖の蛋白と考えられていた.
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しかし Iα11[.関連した baboon1 i ver mR N Aの翻訳産物が 3種類のポリペプ

チドであったことや， ヒ卜肝 cDNAの知見から 1αIは2本以上の蛋白から

成っていることが示唆され18-21 さらに testishyaluronidaseやchondro-

i t i nase AB Cで処理すると 3本のポリペプチド鎖に分れることがわかり13

IαIは2本の heavychainと1本の 1ight chainがコンドロイチン硫酸を介

して結合しているのではないかと推測された 22 最近ヒト血中には IαIのほか

に agarose電気泳動でαglobul i nの前lζ位置し分子量 12.5万で heavy

chain， 1 ight chainそれぞれ 1本からなる PαIが存在することが報告された

23 本実験では当初ハムスター血葉から IαIを精製する目的でトリプシン阻害

活性のある分画を追っていったところ，得られた精製物の分子量は12万で予想よ

りはるかに小さかった.そ乙でこの精製物を chondroitinaseABC処理した後

電気泳動してみたところ，分子量 9万と 2.5万の新たな 2本のバンドが出現した.

それぞれのアミノ酸配列を決定したところ， ヒ卜 PαIと高い相向性が見られ，

この精製物はヒト Pα1IL相当するインヒビターであることがわかった.ヒ卜以

外の動物でPαIの存在が確認されたのは初めてであり，ハムスターは PαIの

生理的役割の解明にとっても大切な動物であると言える.

急性相蛋白としてプロテイナーゼインヒビターがどういう生理的役割を担って

いるかは推測の域を出ないが，比較的近い種においても急性炎症時のプロテイナ

ーゼインヒビターの挙動が異なるのは興味深い現象である.本実験で顕著に増加

したのは PαIであった. 1αIの一部である 1ight chainが腫蕩や炎症時に

増加するとの報告はあるが 24αIは様々な病態でも変化しないという報告人

26や逆に減少するとの報告27-29もあり 1αIについて一定した見解はない.ま

たPαIについてはまだ何も報告されていない. MUGはマウス血中から単離さ

れたα-macrogl obul i nファミリーに属する分子量18万の糖蛋白である30α-

MG ファミリーは脊椎及び無脊椎動物循環中や鳥類，~虫類の卵白中に含まれる

高分子量の糖蛋白で，プロテイナーゼに対し“ molecular traps"として働いて

nu 



Table3 Acute phase response in various species 

Inhibitors Hamster Human Rabbit Rat Mouse Guinea pig 

AP (t) 
CT 

Pαl 

α-2・MG tt 
MUG 

t. 2--4・foldincrease; t t I over 10・foldincrease;ーIno significant change ， ' decrease to 113 level of the control; blank， not detected in plasma 
いる.分子中lと"bait" regionと呼ばれるプロテイナーゼで切断され易い部分

があり， この部分が切れると分子全体の conformationが変化しプロテイナーゼ

を trapできるようになっている.α-MG Il: trapされたプロテイナーゼは， α

-MGの分子内lζ入りこめる低分子基質は分解できるが，入り込めない高分子基

質は分解できない 31 ヒト α2-MGは4量体だがマウスMUGは単量体でこの相

同物はラット及びモルモットにも存在する 32，33 ハムスター MUGは起炎12時間

後から減り始め 1週間後にも元に復さなかった.これはラット，マウスと同様な

反応である人34 A Pはヒ卜，ラット，モルモットでは急絶相蛋白であり 1，3，35

マウスではそうでないが¥ハムスターではむしろやや減少する傾向が見られた.

α-MGはラット，モルモッ卜では急性相蛋白であるが 3，35 ヒト，ウサギ，マ

ウスではそうでない 1，34，36 ハムスターでも大きな変化はなかった.以上の結果

をまとめると Table3になる.

ハムスター血中から 3種類のトリプシン阻害活性を持つプロテイナーゼインヒ

ビター (AP，CT，Pα1)を精製し性質を調べた. APはヒ卜に比しやや分子量

が大きいものの際だった特長はなかった. PαIはヒト以外の動物からは初めて

精製され，ハムスターにおいては急性相蛋白であることがわかった.
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