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HPLCを用いた昆虫のカテコールアミン関連酵素活性測定法

浅 田 伸 彦 ･山 崎 重 雄

岡山理科大学理学部基礎理学科

はじめに

チロシン､ トパなどのカテコールや トパミン､

ノルアドレナリン､アドレナリンなどのカテコ-ル

アミンは脳および末梢神経からの神経伝達物質とし

て作用 し､いずれも前駆アミノ酸のチロシンから生

合成される(Fig.1)｡ この一連の生合成反応の律速

段階はチロシンからト パを生じる過程で､その反

応を触媒する酵素の一つはチロシン水酸化酵素で､

他の一 つ はフェノール酸化酵素である｡これらの酵

素活性の調節により､カテコールアミンの生合成速

度が調節されている｡従ってこれらの酵素活性調節

機構の研究は極めて重要であると言える｡本稿では

フェノール酸化酵素を研究対象とした｡従来は､未

精製分画を直接カラムに注入するとタンパク質が充

填剤などに吸着 し､カラムが劣化することなどか

ら､酵素活性の測定には精製標品を用いる方法が常

であった1)｡ しかしながら､この方法には標品量の

減少や分画に時間を要するという欠点も挙げられ

る｡ そこで今回､著者 らはHPLCを用いてカテコー

ル､カテコールアミンの分画法やフェノール酸化酵

素の活性測定を租摘出分画を用いて比較的容易に測

定することが可能な方法を考案したので報告する｡
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材料 と方法

1.材料

学習や記憶などの研究も子隻んでいるキイロショウ

ジョウバエDrosophjJamelanogasterを研究対象に

した｡本種の野生型標準系統oregon-Rの囲蛎殻形成

後24-48時間の蛸50gをホモジナイズし,遠心分離

(30,000×g､4℃､20min)によって得られた租抽出

分画､またはその分画を44%～55%飽和硫安で沈殿

させた前駆体Al分画2)をphenylSepharoseカラム

で分画して3- 4)試料とした｡昆虫のフェノール酸化

酵素は体内では活性を持たない状態､すなわち前駆

体で存在 しているので5)､活性化は最終濃度50%2-

プロパノールで行った6)0

2.測定

肝LC用試料の調整法 :上述の2-プロパノールで活

性化 した酵素含有溶液とあらかじめ30℃に温めた

3,5jLnOlチロシン(20mM)あるいはドーパと混合 し､

一定時間経過させた後､反応を停止させるため､pH
3.2のリン酸ナ トリウム緩衝液を用いてクエンチン

グした｡ この溶液を0.22〃m用メンブレンフィルタ

-をその先端に取り付けた注射器に充填 して､押 し

出 して､酵素 を除去 し､HPLC用試料 とした｡
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Fig.1.Phenoloxidaseによる代謝経路
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また､対照実験としてこの段階の試料を分光光度計

で475m皿のときの時間依存性を調べた｡用いた高速

液体クロマ トグラフィー(HPLC)は日立L16200型
で､280nnの吸収を測定した.HPLCの溶離条件 ;港

離液に5mMオクテルスルホン酸ナ トリウムと10%メ

タノールを含むpH3.2(50mM)のリン酸ナ トリウム

緩衝液を用いて､流量 0.5ml/minで送液した｡oI)S

カラム(口径4.6mmX150mm)を使用 した｡測定波長

は280n血と475m皿を用い､280nmでは基質のしチロ

シンまたはL-ドーパの減少量を､475nmでは反応生

成物である ト パクロムの生成量の測定を行った｡

Native電気泳動は既報7)に従って行なった｡酵素

活性の測定はクレット光電比色計を用いて既報6)或

いは日立分光光度計U2000型を用いて475m血の吸収

を測定した｡

結果 と考察

1.フェノール'酸化酵素の活性型-の転換

キイロショウジョウバエのフェノール酸化酵素前

駆体は別の遺伝子にコードされたAlとA3の二つ

のアイソフォームによって形成されており､それぞ

れのサブユニットの分子量は約78kと77kである1,

7)｡ 体内での活性化系はすでに単離精製され､分子

量28.5kの トリプシンタイプのプロテアーゼであ

る｡その酵素の限定分解によって不活性型酵素が活

性型に転換される畠)｡一方､限定分解以外でも界面

活性剤､脂質､アルコールなどによっても活性型に

転換される6)｡これらは酵素前駆体の高次構造の変

化に由来する9'｡ 前駆体精製標品の活性化はFig.2

のように1秒未満と速い4)｡免疫担当細胞を有しな

い昆虫にとって､その代替系として作用すると考え

られているフェノール酸化酵素の活性型への転換に

要する時間が短いことは理にかなっていると言えよ
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Fig.2.Activationofpropbenoloxidase

2.フェノール酸化酵素の活性調節領域

キイロショウジョウバエのフェノール酸化酵素は

2個のサブユニットから構成されているホモダイマ

ーのタンパク質である｡複数の無脊椎動物のcDNAの

塩基配列とアミノ酸残基配列の比較10)から酵素の

触媒部位には2個の銅イオンが存在し､その周囲に

アミノ酸のヒスチジンが配位し､且つその周囲は種

間で非常に保存的である｡ 前駆体の活性型-の変換

に際してはcD(円偏光二色性)スペクトル分析に

よっても主鎖部分の二次構造の変化に伴って､局所

的な銅イオンの配位環境が変化していることが確認

された｡これらの結果から､銅イオン結合部位或い

はその周囲がフェノール酸化酵素の触媒部位と推察

されている9)｡ 酵素の活性は活性化剤により様相は

異なるが11)､2-プロパノールを用いた場合には前

駆体の活性型の双方で定量的に差はあるが､モノマ

ー､ダイマーのいずれの場合にも酵素活性が得られ

た(Tablel)｡ また､媛衝液の塩濃度に依存 して高

塩濃度下ではダイマーとなり､低塩濃度下ではモノ

マ1=解離するが､いずれの反応 も可逆的であるこ

とも明らかになった-1l･12)｡

Table 1.

specificactivityofphenoloxidase*

ActiveAI ActiveA3
Monomer 310 120
Dimel･ 320 150

*:Valuesareshownasaverage±standard

error(n=3).

3.基質量と酵素反応生成物量の推移

今回の分析には逆相系充填剤C18系カラムを用い

た｡また､イオン対試薬としてはオクチルスルホン

酸ナトリウムを用いた(Fig.3)｡ここでは､オクチ

ル基のC8がC18表面のオクタデシル鎖と疎水結合

して充填剤表面にスルホン基S03-が濃縮されて存

在 し､見かけ上､陽イオン交換樹脂のようになって

いる｡そして､充填剤表面のスルホン基と添加した

試料のアミノ基が予めpH3.2に調整されているため

に陽イオンになってお り､静電引力により吸着す

る｡ その結果､L-チロシンとL-ドーパの分離が可能

となる｡先ず､市販の標準標品を用いてL-チロシン

とL-ドーパのリテンションタイムを測定した｡ その

結果L-ドーパは14分､L-チロシンは24分であり,今

回のシステムで両者の分離が可能であることが明ら

かになった(Fig.4)｡そこで､基質としてL-チロシ

ンを用いた場合には､フェノール酸化酵素との反応

経過時間に対するL-チロシンの相対減少量は0､

3､5分後にはそれぞれ89､95､92%となり5分後に

は約10%減少 した(Fig.5-A)｡ また､L-ドーパを基

質として用いた場合にはそれぞれ67､64､62%とな

り､5分後には約100/o減少 したO-方､反応中間体

である ドーパクロム (Fig.日 の最大吸光度である

475n皿で反応生成物の量を推定すると､40､67､74

%と時間経過と共に増加 した(Fig.5B)｡ Fig.6は
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分光光度計で測定 した場合 (Fig.61A)とHPLCで測定

した場合 (Fig.6-B)をまとめて変換 したものである

(Fig.6-C)0

酵素活性値の定義には国際単位を採用 した(1分間

に1FLnOlの基質を生成物に変換する).基質の減少

値からは酵素反応前の吸光度を濃度100%とし相対

比から計算 した｡初期反応段階 (0分から1分の間)で

は1.1unitという結果が得 られた｡生成物の増大値

からは5分付近で吸光度が増大 しなくなったため5分

時に基質が全て生成物 に変換 されたと仮定 し5分後

の吸光度を濃度100%として計算 した結果1.2unitで

あった｡また十分に長い酵素反応時間後の生成借を

2時反応速度式で近似 し､借 を求めると誤差は1000
分の1であった｡

このように絶対値は異なるものの肝LCで酵素反応

のタイムコースを測定することが十分可能であっ

た｡また､今回の最大の特徴は､フェノール酸化酵

素活性測定に際してその精製標品を用いる必要が無

いことにある｡
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