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概 要

微品に採取されるratbile-pancreatic juice(BPJ)に含まれるtrypsinogen,chymotrypsinogenの活性化につ

いて試みた。その結果trypsinogenの活性化の条件としてBPJ400μl(l60μg protein)に500μ1のlOOmMTris-

HCI buffer, pHS.1,lOOmM CaCI,を加え100μ1のbovine serum albumin (BSA, lmg/ml)と1.0mlの

enterokinase(500μg/ml)を加えた後 0℃, 2時間以上のincuvateで十分でありこの状態で24時間は安定であっ

た。 chymotrypsinの場合は，400μ1のBPJに1.0mlの80mMTris-HCI buffer, pH7.8, lOOmM CaCI,を加え

200μ1のBSAと400μ1のbovinetrypsin (lOOμg/ml)を加えた後 0 ℃で 2時間以上のincuvateで十分であり，

安定性もまたtrypsinと同様24時間維持していた。

はじめに

膵外分泌と消化管腔内刺激とには直接的

(nerve)あるいは，間接的 (digestivehor-

mone)な関係がある。しかし，その調節機

構解明の歴史は浅〈今盛んに研究されてい

る叫

消 化 管の胃及び小腸に fat, protein, 

amino acidやcarbohydrateが入ると壁細胞

を刺激しgastrin,CCK, secretin, GIP, VIP 

などのdigestivehormone (gut-brain pep-

tides)が血中へ分泌して標的器官や組織を

刺激する。こ の 時 膵 か ら は ， lipase,

trypsinogen, chymotrypsinogen, amylase 

などの消化酵素が分泌されて十二指腸腔に

でてくる。しかし，その分泌応答は， parallel

ともnonparallelともいわれている汽

現在までに行なわれている膵外分泌応答

試験の手段は 1)酵素活性法 2)免疫活性

法”3)isotope法2)4 ) 蛋白， bicarbonate•)の

量を測定するものなどであり ，こ のうちょ

く用いられるのが酵素活性法である。特に

amylase5'6'7', lipase値ある いは蛋白やbi-car

bonate量な どと組み合わせて測定している

報告が多い。それはamylaseやlipaseが測定

に先だって活性化を要しないからであろう。

しかし，よりいっそう分泌状態を把握する

には多くの酵素について測定する必要があ

る。そのため何人かの研究者に より，

trypsinogenやchymotrypsinogenの活性化

法のkineticsが報じられている。 (Table1) 
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Iable I SO●e references described about kinetics in for..tion 
of trypsin a叫 chy●Otrupsinfro• tbeir i直 ctiveprecursors 

zy●0ヽen

Ani•al.sorce TrypslnDヽen

Bovine (crystalline) 0 

Bovine (crystalline) 0 

Bovine (crystalline) 0 

Bovine (cr,stdlino) 0 

Guinea piヽ (lob,les) 0 

Rabbit (pancmtic ;,ice) 0 

0 : d9SCribed ; ／ : nDt described 

Cbyao try PS ino、en
／ 

゜／ 

／ 

゜
゜

R1ference 

n""~z 1938 (8) 

KUNITZ 1939 (9) 

NORDSTROM 1971 (10) 

BARATTI et al, 1973(11) 

SCHEELE et al, 1975 (12) 

GLAZER et al, 1977 (13) 

Iable 1 som reports used verious or res91bl• t•chniques of activation 

Ani..I ACli-
sorc• Zy●0ヽen valor pH T●●p. Till Ion R,fmnco 

Rat PT  H Try,Chy BT  8 l 4 24hr Ca SNOO< 1965 (1鼠4) 
Rat PT H Try,Chy B.T 7 0 0 24hr / ROBBERECKT tt al 1971 
Rat B P J Chy B T 8 1 0 lS■in Ca GREEN et al 1972 

RDaor bbP it J P J TTrryy ,Chy EEnnt t 7 7 4 337 7 3300●■iin n / / ROROTMHEO MAN et ea t I al 119974 7 2 

Bovine Try Ent 5 6 R 15●in Ca "゚NCet al 1978 (19) 
(crystal) 

Rat P r H Try Ent 8 0 37 5hr Ca,K SOLO印Net al 1978 協(20) 
Rat P J Try Ent 8 0 25 2hr Ca IHSE 1979 
Rat P J Try. Chy Ent 7 8 0 24hr Ca. K GREEM et al 1980 
R,t PT  ff Tc,,Chy Eat 4 0 37 30■io / STOC<NANN,t,I 1981 闘(23) 
Rat P T H Try Ent I 25 45■in / LEE et al 1982 
Fe line P J Chy Ent. / 25 1hr Ca LA VER et a 1 1982 
Rat P T H Try Ent / 0 1hr / BRAND at al 1982 
Rat P J Chy B T. 7.8 37 3hr Ca BRUZZONE et al 1984 
Rat acini Try Ent 5 6 R l5tin Ca ltAJUltDAR et al 1985 (28) 

Abbreviation5 
1) P.I.H.,p,mutic time (o, ヽ la心） ho●09•Mt9; 1) Iry.，trypsin099n; 3) Chy.， 
chy,otmsioor,o; 4) B.l.,bovio, tmsio;5) B.P.J.,bile-paomtie i"ic,;6) P.J., 
pancreatic juice; 1) Ent.，enterokinase; 8) R. , 900• te●peratur● 

そして，それらを利用して今日まで多くの

研究者により異種動物zymogenの活性化法

が試みられている。 (Table2)しかし，Table

2に示しているように， animal, activator, 

pH, temperature, ionなどの条件により活

性化が一定していないのも事実である。特

に， rat,mouse, guinea pigなどの小動物

では試料が少なく活性化に十分な注意が払

われなければならない。

事実Table1,2のいくつかの方法に従った

が十分な結果が得られなかった。

そこで ratの BP]に含まれている

trypsinogen, chymotrypsinogenの活性化

について検討した。

材料及ぴ方法

試料：動物は体重200-220gの Sprague

Dawley ratを1晩絶食し， 10時より Nern-

but al (40mg/kg, BW)麻酔下にて開腹後総

胆管の十二指腸側開口部より polyethylene

tube (OD O. 97mm, ID O. 58mm, 

Intramedic PE50)を挿入し，氷冷下のstock

tubeにBPJを採取した。

採液後サンプルはただちに凍結保存し、

続く活性化試験の試料とした。

活性化：ま ずはTable1,2のいくつかに従い

活性化を試みた。そして摸索の中から我々

の修正活性化法を見出した。 trypsinogenは

BPJ中の蛋白量が400μg/m]になるよう蒸留

水にて希釈し希釈液400μ1に500μ]のlOOmM

Tris HCI buffer, pH8.l, lOOmM CaCl2を

加え，更にlmg/mlのBSAを100μ1加えた。最

後にlm]のenterokinaseを添加し 0℃ある

いは30℃で活性化した。このとき entero-

kinaseは25,50, 500μg/m]のいずれかを用

いた。chymotrypsinogenの場合は400μ]のB

PJにlm]の80mMTris-HCI buffer, pH7.8, 

lOOmM CaCl2を加え200μ1のBSAを加えた。

最後に400μ1のbovinetrypsinで活性化した。

trypsinの濃度は1,10, lOOμg/mlについて行

なった。

測定：サンプル液の希釈はBPJに含まれる

蛋白量をBSAをstandardとするLowryらの

方法29)に従い蛋白含量が400μg/m]になるよ

うに調整した。 trypsin,chymotrypsinの酵

素活性はRickの方法30)に従った。 trypsin活

性としてtrypsinの特異的な合成基質である

N a-p-toluenesulfonyl-L-arginine methyl 

esterを 用 い247nmで，また同様に

chymotrypsin活性には N-benzoyl-L-

tyrosine ethyl esterを用いて256nmで測定
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した。活性値は測定条件下において分当た

りのopticaldensityの変化量を 1unitとし

て示した。

試薬：酵素活性の合成基質は半井化学薬品，

BSAは和光純薬工業， bovine trypsinは

Sigma Chemical Company, enterokinase 

はMilesLaboratories,その他の試薬は全

て生化学用あるいは特級試薬を用いた。

結 果

trypsinogenをtrypsinに活性化するのに

必要な温度及びenterokinaseの濃度依存性
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Fi9. 1. Ti•e courses on activat ion of trypsinoヽ•nbymi叫 con centrat i ons of 
purified enterokinase at 30t. Bile-pancreatic juice 9●5 diluted to 400と、
●f protein/ •l uith cold distil led uater.400il of diluted juice 9as added 
t9 500gl of a ●ixture containinヽ 10019臼Cl,,100叫 Tris・HCI.pH8. l. and 
1ixed,ith 10"1 of 11(/11 BSA, and atti,ated by addition of LO●lof 
purified enterokinase vari旧 fr01 25 t9 500ば／•I.9fter incuvat ion at 30t: 
for mine periods, s●●ples'ere assayed f9『 trypsinactivity.Tryps in 
activi ties are defined as the initial rate of bydrolysis of Substrate 
and in this comunicat ion ui ll be expressed as the cha旧esin absorbance 
per Iinute ・ Added enterokinase concentration(‘‘1•I ) ： •, 25 ; 0, 50：と，500
and X,none 

l ‘ ←一→
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について経時的に調べた結果をFig.1,2に示

す。活性化は30℃あるいは 0℃の温度に於

いても enterokinaseの濃度に依存するか

30℃の場合各濃度とも 1時間以内にmaxi-

mumに達する。しかし， enterokinaseの添加

濃度が高いほど活性化されたtrypsinが経時

的に不安定であった。 (Fig.l)一方，

trypsinogenを0℃で活性化した場合，活性

化に時間を要するもののmaximumに達し

た後30℃で活性化した場合に比べ非常に安
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9iヽ． 2 ． Ti•• cours●S on activat ion of trypsin09●n by variば Concentrationsof 
purifiod ontorokinm  at ot. Bile-pancmtic juic● 9●s di lutod to 400g、
of prollin/al •ilh cold di,tillod,ator.400,I of dilut叫 juic●"IS addtd 
to 500,I of • aixtur● containinヽ lOOaKCaCl,,lOOall Tris-HCl,pH8. l, and 
aiud with 100'1 of 1•ヽI● 1 Ba．皿dactivated by addition of l. 0●l of 
purified ent•rokinase variぽ f ro• 25 t0 500“1●1. Aftor incuvation at ot: 
for v●rinc p,riods, s●●ples mr● ●mytd for trr,,in activity.Trypsin 
activiti●S ar● defined as th● initial rato of bydrolysi9 0f substrate 
and in this COHunication •ill b● ●xpressed as tb• cba旧•s in absorbmee 
p• (•inutt. Add●d ent•rokinase concentration(“1• l) ： •, 25 ; 0, 50; ^ ・・,oo 
and x .non• 

18 
卜

24 

定であ った。また， enterokinaseの濃度が

500μg/m]に於いて約 2時間でmaximumに

達することが分かる。しかも， 24時間後に於

いてもなおmaximumを維持していた。ま

た， enterokinaseを含まないBPJmixture 

はどちらの温度に於いても活性化されるこ

とはなかった。

chymotrypsinogenの活性化につ いては

0 ℃の場合についてのみ示した。活性化sys-

temに於いて添加したbovinetrypsinの濃

度がlOμg/m]の 場 合lμg/m]に比べ dra-

maticに活性化された。また， trypsinが100

μg/m]に至 っても maximum値を維持して

いた。 chymotrypsinogenの場合も

trypsinogenの場合と同様にactivatorがな

ければ活性化されることはなか った。 (Fig.

3) 

考 察

我々は先にratintestinal contentsについ

て今回と同様酵素に特異的な合成基質を用

いてtryptic及びchymotryptic actyivityを
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Fig.3. 1i●e """" on activation of chy●otcypsinoc,n by vacin、concentrations
of purifi8d bovine trypsin at ot. Bile-pancreatic juice 9as diluted t0 400μ、
of pcotein/,1 •ilh cold distilled,at,r.400,1 of diluted Mee,as add,d to 
1.0•l of a •izture containi叩 iOO叫 CaCl,,80,K lris-HCl, pH1.8, and,i,.d 
vith 100,1 of 1,,1,1 BSA, and activated by addition of IOOul of匹rifi,d
bovine trypsin varinc fro● l to loo ばI•1. After incuvation at ot for variば
p,riods, sa●ples "ere assayed ior cby●otrypsin activity. Ch,.otrypsin 
activitios m defined as th, initial rate of hydrolysis of'"bstnte and 
in this co●●Unicat10n ui ll be 99pressed as the cban、,s in absor凶nce per 
•inute ・ Added bovine trypsin concentration（,c/,1) ; •, l; C,10; o,100 and x 
,none 

＝←」二18 21 

求めた31)。intestinal contentsの 場 合

trypsinogen及びchymotrypsinogenはすで

に活性化を受けているが総胆管から得た

BP]の場合には全く受けていない。 (Fig.

l~3のactivatorを含まない場合と同様）し

かし， inひivoにおいて，ひとたび小腸管腔

に放出されたBP]中のproteaseはdramatic

に活性化され基質を消化する。このinvivo 

の結果をin成troで再現するため，多くの研

究者がkineticsを求め，そして測定に修正が

加えられた。 (Table1,2)しか し， Table1, 

2に示したように現代に於いてもなお同一

animalですら活性化法が一定していないの

も事実である。

Kunitz8l9)は，すでに活性化されている

trypsinあるいはmoldkinase,更には今回の

よう にenterokinaseを活性化system中に加

えると intact trypsinogenがtrypsinに活性

化されることを報告している。またこ の時，

活性化が十分におこらない場合についても

述べ，不完全な活性化では活性を示さない

inert proteinを生じることも報告している。

また，Carne32)らは犬の膵外分泌蛋白質中に

3タイプのpretrypsinogenを発見しており ，

ヒト でも 2種類存在する ことを確認してい

る33)。

これらinert、proteinや異種タイプ pro-

enzymeがtrypsinogenの活性化に際し，直接

的な妨げになっているかは分からないが，

活性化を十分に成し得ない理由のひとつか

もしれない。しかし，多〈の報告をもとに修

正見出した本活性化法は極微量のBPJであ

ってもjuice中のzymogen測定を容易にした。

（データ は示していないが希釈BPJ中に50

μgのproteinがあれば測定できる。）

今回我々が注意した点は次の点である。

in vitroでは失活を極力防ぐため

protease (trypsin, chymotrypsin)による

自己消化を抑制す ることであった (0℃で

活性化）。 また活性化のpHについてはtable

2に示しているよ うに酸性～アルカリ性域

と異なっているが我々はRick30)の酵素活性

測定時と同じにした。これはenterokinase

のstabilityio)i9)よりもむしろ一度活性化さ

れたtrypsinが残っている trypsinogenを活

性化する場合の至適pHかアルカリ性域で

あることと，更にin vivoのrat intestinal 

contentsがアルカリ域である31)ことを考慮

したためである。この他では，反応tube壁に

zymogenが吸着するのを防ぐ目的でBSAを

添加13)した点である。
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