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ハブ毒のArginine Ester Hydrolaseについて

琉球大学保健学部薬理・中毒学教室

安仁屋洋子　松崎吉彦

猪　　　首

Arginine ester hydralase (AE. hydrolase)

とはN-α-benzoyl-L-arginine ethylester (BA-

EE) -^ p-tosyl-L-arginine methylester(TAME)

などの合成arginine ester類のみを水解し,いわ

ゆる蛋白質を消化しない酵素であり種々の生理活性

を有している　Satoら(1965)の報告によるとマム

シ毒のAE hydrolaseはbradykinin遊艶, throm-

bin様酵素および毛細血管透過性瓦進などの生理活

性を示す3つの成分に分離出来, Oshimaら(1969)

は-プ毒についてはAE水解楕性はあるがbrady・

kinin遊雛活性はほとんどないと述べている。しか

し著者ら(1978)は-プ嘆症患者が受傷直後から激痛

を訴えること, -プ毒をラット腹腔内に投与すると

痛み特有のストレッチ反応が著明に認められること,

また-ブ毒により脳脊髄液からkininが遊離される

ことを観察しているo

本報告は-ブ毒中のAE hydrolaseの分離を行

ない,さらにkinin遊離活性, thrombin様酵素活

性また毛細血管透過性との関係について検討した成

績である。

実験材料および実験方法

-ブTrimeresurus flavoviriゐ(Hallowell )

の毒は沖縄県公害衛生研究所-ブ支所において採毒

(1967年) L,凍結乾燥後室温保存したものを用い,

実験動物にはウィスター系ラット(150-200g)と家

兎(2-3kg)を使用した。Fibrinogenはヒト血液よ

より分離精製したもの, TAME　関東化学j.brady-

kinin (半井化学>, Sephadex G-100 (Pharma-

cia, 40-120mu), Amberlite CG-50 (Type II)

を使用し,その他q)試薬はいづれも市販の特級品を

使用した。

カラムクロマトグラフィー:-ブ粗毒400mgを4ml

の0.005M Tris-HCl buffer (pH8.5, 0.15 M

NaCl含有)に溶解し, Sephadex G-100カラム

(2.6×63cm)に添加し, 5℃にて同緩衝液で溶

出したO　溶出液は5mlずつ分取後蛋白量を280m/i

おける吸光度で測定した。得られた各画分を5℃に

て蒸留水に一夜透析後凍結乾燥した標品のAE hy-

drolase活性を測定し,高い活性を示した標品につ

いてさらにAmberlite CG-50カラムクロマトグラ

フィーを行なった。標品500mgを0.005M B0-

rate-HCl buffer (pH 8.3)4mlに溶解し, Am-

berlite CG-50カラム1.6×35cm)に添加し、 5℃

にて溶出した。溶出は補給槽に0.4M NaCl含有の

同緩衝液5㈹mlを,混合槽には緩衝液のみ500mlを

入れ　Iinear gradient溶出を行ない,溶出液は

3 mlずつ分取し280m〟における吸光度を測定した。

蛋白量の測定:紫外線吸収法により　280m〟に

おける醒光度を測定した。あらかじめハブ粗毒溶液

を用いて検量線を作製し,これより蛋白量を算出し

た。

AE氷解活性の測定　　Satoら(1965)の方法に

よりTAMEO.5ml( 5!Jmole)に-ブ粗毒あるいは

カラムクロマトグラフィーで得られた画分0.5ml(40

-eougを生理食塩液に溶解)を加えて37℃にて10分

間インキュベ-ト後,残存するTAMEをRoberts

(1958)の方法で比色定量した。酵素活性は1分間

当り1umoleのTAMEを水解する酵素量(mg蛋

白量)をIunitとして表示した。

Kinin遊離活性　　Kininogenとしてはヒト血兼

を56℃, 3時間加温後, 3,000rpmにて20分間遠心

分赦して得られた上清を使用し, kininogenaseと

しては-ブ粗毒あるいはカラムクロマトグラフィー

で得られた画分を使用した　Kinin遊雛活性は摘出

20時間前にestradiol (20/zg)を投与したラット子

宮筋の収縮作用により測定したO　ヒト血集0.5mlに

-ブ粗毒あるいはカラムクロマトグラフィーで得ら

れた画分0.05ml (10/∠gを生理食塩液に溶解)を加

え37℃で10分間インキュベート後,その反応液0.05
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mlを浴槽容積5mlのMagnus装置に懸垂した子宮筋

に作用させた。この場合,浴槽温度は25℃,栄養液には

de Jalon液を用い,この溶液にはatropine, chlorp-

heniramineおよびtryptamineをICTg濃度になる

ように加えた。 Kinin遊離活性は産生されたkininに

よる子宮筋の収縮高を合成bradykinin量に換算した。

Thrombin様酵素清憧　　Satoら(1965　の方

法で測定した　l%fibrinogen (0.05M Tris-

HCl buffer, pH7.4)の0.5mlに各画分0.25ml

(190!Jgを生理食塩液に溶解)を加え,室温で反応

させfibrin線椎出現の有無を観察したQ 30分以内に

fibrin線経を生じたものを(+)とした。

血管透過性活性:家兎(3Kg)の背部を電気バリカ

ンで脱毛後, 1%　Evans Blue(2Qmgを隼理食塩

液に溶解)を耳静脈より投与し,カラムクロマトグ

ラフィで得られた各画分0.1ml (2.5/igを生理食塩

Frqction No.

・ー1　; ;　　2　　　　:ト-3-→

Fig. 1. Gel filtration of Habu venom on

Sephadex G-100　column.

The column (2.6 × 63cm)was equilibrated

with 0.005 M Tris-HCl buffer (pH　8.5)

containing 0.15 M NaCl. 400 mg of

Habu venom was dissolved in the same

buffer and applied on the column.
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液に溶解)を背皮内注射後, 60分後に家兎を殺し,

背皮を剥敢して色素漏出虹を観察したo血管透過性は

色素漏出斑の直径が9mmを超えるものを(+)とした。

その他カラムクロマトグラフィーで得られた各画

分についてproteinase活憶, phospholipase活性

をそれぞれKunitz (1946)の方法, Harbermann

&　Neumann (1954)の方法で測定した。

実験戚練

カラムクロマトグラフィーで得られた画分のAE水

解活性: Sephadex G-100でゲル音戸過した-ブ

粗毒はFig. 1に示すように3つのピークに分画され

た。各画分を透析凍結乾燥後AE水解活性を測定し

た結果は同じくFig. 1に示すように始めの2つの画

分に活性が認められた0

第2画分についてAmberlite CG-50　カラムクロ

マトグラフィーを行なったところ, Fig. 2に示すよ

うな9つの画分が得られた。 AE氷解活性はFig. 2

に示すとおり,第4,第5および第6画分が強く,

それぞれ21.50, 17.09および14.60units/mgの値

を示した。第1および第7画分には弱くそれぞれ

6.78および4.45units/mgの値であり,第2,第3,

第8および第9画分にはほとんど認められなかった。

甲nin遊艶活性: -プ粗毒1〃gのkinin遊離

を合成bradykininの子宮筋収縮高から換算すると

約10-8gであった。次にAmberlite CG-50カラム

クロマトグララィ-で得られた画分のうち,第1,

第4,第7および第9画分について-プ粗毒の場合

と同様1 J`gを用いてkinin遊離活性を測定すると

Fig. 3に示すように第4および第7画分はbrady-

kinin量に換算してそれぞれ約10"8gおよび10"9gの

値を得た0 -ブ岨毒および第4画分においては収縮

の開始は遅く,収縮1分後でも持続する収縮曲線が

観察されたが,第7画分においては収縮の開始は遅

いが最高収縮を示したあと直ちに弛緩が見られた。

Thrombin様酵素活性　　Amberlite CG -50カ

ラムクロマトグラフィーで得られた画分のうち,AE

水解酵素活性の比較的弱い第1画分と第7画分に

のみthrohbin様酵素活性が観察されたがとくに第

1画分の活性が著明であった。

血管透過性活性　Amberlite CG-50カラム?

ロマトグラフイ-で得られた各画分の血管透過性活

性はPhot0. 1に示すようにAE氷解活性の掛、第4

および第5画分,またAE水解活性の弱い第1画分

に著明な血管透過性の克進が観察された。
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Fig. 2. Amberlite CG-50 column chromatography of the fraction with AE

hydrolytic activity.

The column (1.6×35 cm) was equilibrated with 0.005 M Borate-HCl

buffer (pH 8.3). 500 mg of the second fraction obtained by Sephadex

G-100 column chromatography was dissolved in the same buffer and

applied on the column・ Linear gradient elution was carried out with

500 ml of the buffer in the mixing vessel and the same volume

of the buffer containing 0.4 M NaCl in the reservoir.
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Fig. 3. Kinin assay on the isolated rat uterus-

A : 10 ng of synthetic bradykinin, B: Physiological saline solution, C : 1 /^g

of fraction 1, D : 1 〃g offraction4, E: 1 〃goffraction 7, F: 1 〃gof

fraction　9.
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Photo. 1. Effect on vascular permeability.

Each number showed the effect

on the permeability after the

injection of each fraction which

was obtained by Amberlite CG-

50　column chromatography. C

was physiological saline solution.

Phospholipaseおよびproteinase活性: Am-

berhte CG-50　カラムクロマトグラフィーで得られ

た各画分についてphospholipaseとproteinaseの

活性を測定した結果を　Table. 1に示したO一般的

に第4画分を境として始めの画分にはphospholip-

ase活性が強く,以後の画分には　proteinase活性

が強く認められた。

総括ならびに考察

蛇毒のAE hydrolaseの意義については次のよ

うな研究経過がある。すなわち,蛇毒の　protein-

aseは血嫌グロブリンから　bradykininを遊牡する

というRocha e Silvaら(1949)の研究にはじま

り,ついでDeutsch & Diniz(1955)は蛇毒のpro-

teinase活性とbradykinin遊離とは平行関係にな

いと発表した。のちに　Hamberg　&　Rocha e

Silva (1957),またHoltzら(1960)はBothrobs

jaraγaCaの毒が有するbradykinin遊離および血液
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凝固活性は合成arginine esterであるBAEE水解

活性と関係があり,毒のproteinase活性とは無関

係であると報告したO

一方Satoら(1965)はすでに述べたようにマム

シ(Agkistrodon halys blomhoffii)毒の　AE

hydrolaseについて研究し,その生理活性によって

次の3つに分類したo第1は血奴凝固活性(throm-

bin様酵素活性)をほとんどもたず,しかもbrady-

kinin遊離活性を示すAE hydrolaseであって含有

量は少ない。第2はfibrinogenからfibrinへの転

換を行なういわゆるthrombin様酵素活性を示すAE

hydrolaseで含有量は多い。第3は血管透過性の克

進を示すAE hydrolaseで含有量は多い。

-ブ毒のAE hydrolaseについてOshimaら

(1969)は含有量は多いがbradykinin遊離活性は

ほとんどないと報告してお'), thrombin様酵素活

性また血管透過性元進を示すAE hydrolaseにつ

いての記載はない。したがって著者らは-プ毒から

Sephadex G-100およびAmberlite CG-50カラム

クロマトグラフィーによるAE hydrolaseの分離

を試みた。 AE氷解活性を示す幾つかの画分が得ら

れたので,これらの画分についてkinin遊離, thr0-

mbin様酵素および血管透過性活性の有無について

検討したQ得られた成績は一括してTable, 1に示

した。

AE氷解活性の強い画分は第4,第5および第6

画分であるが,第4画分についてkinin遊離作用の

有無を検討した結果,比較的大量のkininが遊離さ

れることを観察した。またこの第4画分は血管透過

性を瓦進させるが血液凝固因子であるthrombin様

酵素活性は全くないことが証明され牟0

-方この第4画分にはかなり輯いphospholipase

とproteinase活性が認められるのでphospholip-

ase活性は強いが比較的弱いproteinase活性とAE

氷解酵素活性を保有している第1画分について検討

したO　第4画分における成績とは異なりthrombin

様酵素活性がきわめて強くkinin遊離活性は全く認

められなかった。しかし血管透過性の元進が第4画

分と同程度に認められた。

さらに第7画分についても検討した。この画分は

第1画分とは反対にproteinase活性は強いがpho-

spholipase活性は全くなくAE水解活怪は弱いなが

らも保有している画分である。この画分は第1画分,

第4画分と異なり明らかにthrombin様酵素活性を

示し,かつkinin遊離作用をも保有していることが
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Table 1. Relationships between AE hydrolase and activities of kinin releasing,

vascular permeability and thrombin like action, and also phospholipase

and proteinase

Fraction

Activity
1　　　2　　　　3　　　4　　　　5　　　　6　　　　7　　　　8　　　　9

Phosphohpase
(mini

Proteinase
%蝣&

(0. D. 280mu)

AE hydrolase

(unit/mg)

kinin releasing

ng)

Thrombin like
action

Permeability

43　　> 45　　> 45　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20

0.108　0.063　0.143　0.268　0.388　0.273　0.293　0.113　0.012

6.78　　0.78　　¥A　　21.50　17.09　14.60　　4.45　1.38　　0.61

10

+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　±

++　　++　　　土　　++　　　-+　　+　　　+　　　土　　　±

※ by the method of Habermann and Neumann

証明され,また血管透過性の克進も認められた。

以上の成績から-ブ毒のAmberlite CG-50カラ

ムクロマトグラフィーで得られたAE水解活性を示

す画分はいづれも特有の生理活性を有したが,これ

らの活性は画分中に混在しているcasernを基質と

したproteina§e活性また卵黄の熟凝固で測定した

phospholipase活性によるものではなくAE hy-

drolaseによるものと考えられる。またAE水解活

性を示す画分はkinin遊離, thrombin様酵素また

は血管透過性克進などの生理活性を混在したかたち

で保有しており,単一生理活性を有するAE hydro-

lase　としては分搬出来なかったo　しかしながら第

4画分のkinin遊雛活性をもつAE h少drolaseと

第1画分のthrombin様酵素活性をもつAE hyd-

rolaseとに分離出来る可能性がある.

結　　　論

-ブ毒のAE hydrolase　について　Sephadex

G-100さらにAmberlite CG-50カラムクロマトグラ

フィーによる分離を試み,それらの生理活性につい

て検討した。 -ブ毒のAE hydrolaseは埠較的含

有量が多く,一般的に血管透過性元進およびthrom-

bin様酵素活性を有するAE hydrolaseと血管透

過性冗進とkinin遊離活性を有するAE hydrol-

aseに分離された。

本研究に際してfibrinogenを御恵与いただきまし

た琉球大学保健学部生化学教室中田福市教授に感謝

※※by the method of Kunitz

いたしますと同時に-ブ毒を御恵与いただきました

沖縄県公害衛生研究所-プ支所に心からお礼申し上
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Abstract

Arginine Ester Hydrolase of the Venom of Habu,

Trimeres〟rus flavoviridis (Hallowell)

Yoko Aniya and Kichihiko Matsusaki

Department of Pharmacology and Toxicology,

College of Heal也Sciences,

University of the Ryukyus.

Arginine ester (AE) hydrolase of the venom of Habu was observed in relation to its biological

action such as kinin releasing, vascular permeability and thrombin like action. AE hydrolase of

the venom was purified by Sephadex G-1OO and then Amberlite CG-50 column chromatography.

Results obtained were as follows: AE hydrolytic activity was observed in two or more fractions

which were separated by Amberlite CG-50 column chromatography. AE hydrolases of the venom,

although they were not physicochemically homogenous state, were classified into two groups. The

first was AE hydrolase which increased vascular permeability and converted fibrinogen to fibrin.

The second was AE hydrolase which contained both activities of vascular permeability increasing

and kinin releasing.

(Ryukyu Univ. J. Health Sci. Med. 2(2))


