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色素結合でんぷん （イエロースターチ） を用いたアミラーゼ活性測定法の

腫酵素放出実験への適用
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アミラーゼはでんぷん分解酵素の主要なものの一つで， 広く生物界に存在する． その中で， 哨乳動物の消化液として

は唾液と膝液中にα‐アミラーゼが存在し， それぞれ口腔内， 十二指腸・空腸内での摂取でんぷんの消化に重要な働きを

はたしている． 唾液腺では， 主に耳下腺腺房細胞から唾液アミラーゼ （プチアリン） が分泌され

　

膝臓では膝臓腺房細

胞から他の多くの酵素原に混じって膝液アミラーゼ （アミノプシン） が分泌される． 上に挙げた消化腺では， 腺房構造

を形作っている腺房細胞が消化酵素を合成・貯蔵し， 分泌刺激に応じてそれを放出する．
‐これらの細胞からの酵素放出

の研究には， しばしばアミラーゼがその指標として利用される． それは， アミラーゼがプロテアーゼなどと異なり， 活

性のある状態で細胞外へ放出されること， さらに， 基質が扱いやすく， 活性の測定が容易である， などの理由によると

思われる．

（２９）
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α‐アミラーゼはでんぷん分子中の直鎖構造部分（アミロース）を無作為に加水分解し， その結果， ぶどう糖， 麦芽糖，

マルトリオー

　

および限界デキストリンを産生する． アミラーゼの活性測定法には， １） 基質であるでんぷんの低分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

．

　

‐
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．

子化速度を， ヨードによる呈色， または粘度変化で測る， ２） ぶどう糖， 麦芽糖の産生速度を， 還元力変化， または結

合色素の遊離で測る， などの方法がある（詳しくは成書１‐３）を参照されたし）． 本研究では， 反応性染料（ｒｅａｃｔｉｖｅｄｙｅ）

を使って色素結合基質を研究室で調製することのできる，ＰｒｏｃｉｏｎＹｅｌｌｏｅｗＳｔａｒｃｈを使ったアミラーゼ活性測定法４）を

腫腺房からの酵素放出実験に適用することを目的に， 色素結合でんぷんを調製し， それを利用した活性測定操作につい

て検討した． さらに実際に， 表面潅流した距腺房からのアミラーゼ放出経過を色素結合でんぷんを使った測定法により

調べ， ぶどう糖除去潅流の効果を再検討した．

実験方法

　

試薬および動物
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Ｃｈｅｍｉｃａｌ（Ｓｔ‐ Ｌｏｕｉｓ， Ｍ． ０‐， ＵＳＡ） のものを， 可溶性でんぷん （Ｚｕｌｋｏｗｓｋｙ） は ＭＥＲＣＫ

（ＤａｒｎＱｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ） のものを，
Ｅａｇｌぎｓ必須アミノ酸混合液 （５０倍濃縮） は ＧＩＢＣＯＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｇｒａｎｄｌｓｌａｎｄ，

Ｎ‐Ｙ．，ＵＳＡ） のものを，
Ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎｏｃｔａｐｅｐｔｉｄｅ（ＣＣＫ‐８） はペプチド研究所 （箕面） のものを， コラゲナーゼ

（細胞分散用） は和光純薬工業 （大阪） のものを， コーンスターチは食料品店で購入したものを， それぞれ用いた． そ

の他の試薬については，
▲特級のものを用いた．

　

距臓腺房を得るため， 雄のＳｐｒａｇｉｅ－Ｄａｗｌｅｙ系ラット（体重１５０～２９０ｇ）を使用した． 動物は， 実験に使用する前２４

時間絶食させ， その間水だけは自由に与えた．

　

イエロースターチの調製

　

ＲｅａｃｔｉｖｅＹｅｌｌｏｗ を結合させたでんぷん（イ エロースターチ）の調製については， Ｊｔ虹１ｇの報告４）に準じて行った． １００

ｇのコーンスターチを９ｏｏｍｌの水に懸濁して５５℃まで加温したものに，前もって５５℃に加温した４％ＲｅａｃｔｉｖｅＹｅｌｌｏｗ

溶液５０ｍｌを加えた後，４５分間瀧井を続けた． でんぷん懸濁液の温度を６５℃に上昇させ１５分間保っ●た後，．０」５Ｍ Ｎａ２

Ｃ０３溶液２０ｍｌを徐々に加え， そのまま６５℃で，３０分間撹梓を続けた． でんぷん懸濁液を一晩置き， 冷却， 沈殿を待っ

て，上清を吸引除去した後，沈殿に５００ｍｌの水を加え再懸濁し，１００ｏｒｐｍ で５分間遠心分離した‐得られた沈殿に再び

水を加え遠心分離することを， 上清が透明になるまで繰り返した．さらに， 沈殿を約４００ｍｌのエタノールで再懸濁し，

遠心分離することを２回繰り返した後， エタノールに再懸濁した沈殿をブフナー漏斗で吸引漉過した． ここで得た沈殿

を， 一晩放置してエタノールの蒸発を待ち， ついでデシケータ内で２４時間以上乾燥させた． この操作により，９０％以上

の収率でイエロースターチが得られた．

アミラーゼ活性測定操作

　

イエロースターチを用いたアミラーゼ活性測定操作については， 本文中で検討したが， その基となった，ＪＩ口１ｇの報告

した方法４）の修正法６）を以下に示す．

５０立ＩＭ りん酸緩衝液（１９‐５ｍＭ ＮａＨ２Ｐ０４，３１．５ｍＭ Ｎａ２ＨＰ０４，．５０ｍＭ ＮａＣ１，ＰＨ６‐９） に懸濁した３％イエロー

スターチ溶液０．８ｍｌを，３７℃の恒温槽中で５分間加温したものに， ア・ミラーゼを含む試料液（１０～２５“１） を３０秒間隔

で加え，恒温槽中で振霊を続ける．盲検または標準としては， それぞれ同量の５０無Ｍりん酸緩衝液，または活性量の分

かっているα‐アミラーゼ標品を含む液を加える．正確に，３０分後に，それぞれの反応混液に０‐ＩＮＨＣＩ１‐６ｍｌを加え反

応を停止させ，反応混液を２８００ｒｐｍ で５分間遠心分離する．上清の吸光度を４２０ｒｌｍ で測定することで遊離した色素量

を求める．

　

Ｂｅｒ電ｅｌｄの方法５）の修正法によるアミラーゼ活性測定操作についてはＫａｍｌｏの報告７｝に準じて行った．５０ｍＭ りん

（３０）



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

イエロースターチ法による膝酵素放出の測定

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

３１

酸緩衝液に溶解した１‐５％可溶性でんぷん（Ｚｕｌｋｏｗｓｋｙ）溶液ｌｍｌを，３７℃の恒温槽中で５分間加温したものに， アミ

ラーゼを含む試料液１００”１を３０秒間隔で加え，恒温槽中で振纏を続けた．盲検または標準としては，それぞれ同量の５０

ｍＭ りん酸緩衝液または，１ｏｍｇ／ｍｌの麦芽糖溶液を加えた．正確に５分後むき；それぞれの反応混液にＤＮＳＡ試薬（１％

３，５‐ジニトロサリチル酸と３０％ロッシェル塩を含む０‐４Ｎ ＮａＯＨ溶液）ｌｍｌを加え反応を停止させ， 反応混液を沸騰

水中で５‘分間加熱した後， 流詠二で冷却した． この液０‐２ｍｌを４ｍｌの水に希釈し，５２０ｍｎにおける吸光度を測定して，

３７℃， ５分間あたりの還元糖 （麦芽糖相当） の産生量を算出した．

　

ラット雌臓腺房の分離と表面潅流

　

ラット肺臓からの腺房の分離については，Ｈｏｏｔ皿瓢 らの方法８）に基づいた修正法９）に従って， コラゲナーゼの単独処

理により行った． 頭椎を脱臼し放血・したラットから得た雌臓尾部に， ＨＥＰＥＳ緩衝一Ｒｉｎｇｅｒ液（ＨＲ液）で７５Ｕ／ｍｌに

調製したコラゲナーゼ溶液４ｍｌを注入し，０２ガスを吹き込んだ容器内にいれ，３７℃の恒温槽中で激しく振霊して３０分

間消化を進めた．
′コラゲナーゼ溶液を新たなもの４ｍ１と交換し， さらに３０分間消化を進めた肺臓をピペッテイングに

よりほぐした後，１５０”ｍ孔径のナイロンメッシュを通して肺腺房を得た．

腺房を１５４ｍＭ ＮａＣＩ溶液で再懸濁，遠心分離を繰り返して洗浄後，適当量の１５４ｍＭ ＮａＣＩ溶液中で超音波破砕し，

これをラット腫腺房アミラーゼ試料として用いた．

腺房の表面潅流については，ｌｍａｍｕｒａらの方法１０）の一部修正法１１）に基づいて行った．ＨＲ液に懸濁した腺房ｌｍｌを

ホルダーに取り付けたニトロセルロースメンブランフイルター（ＦＭ‐５００，５‐０〆ｍ孔，２５ｍｍ径， 富士フイルム）に通

した後， ローラーポンプを使って一定速度（ｌｍｌ／ｍｉｎ）でＨＲ液（トリプシンインヒビターを除いた）を流した．６０分

間の前濯流の後，２分間毎に流出液を採集し，その中に含まれるアミラーゼ活性を測定した．別に定量したｌｍｌの腺房

懸濁液中のアミラーゼ活性を基に， 酵素活′性放出速度 （％ ｏｆｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｔｅｎｔ／ｍｉｎ） を算出した．

ＨＲ液の組成は以下の通りである：１１８ｍＭ ＮａＣ１， ４‐７ｍＭ ＫＣ１
， ｌｍＭ Ｎａ２ＨＰ０４， １‐１３ｍＭ ＭｇＣ１２， １‐３ｍＭ

ＣａＣ１２，５‐５ｍＭ Ｄ‐ｇｌｕｃｏｓｅ，１ｏｍＭ ＨＥＰＩ濃 （ＰＨ７‐４）．さらに使用前に，Ｅａｇｌｇｓ必須アミノ酸混合液と０‐ＩＭ Ｌ‐グ

ルタミン酸をそれぞれ１／５０容，ウシ血清アルブミンとトリプシンインヒビターをそれぞれ０‐２％と０‐０１％濃度加え，０２

ガスで酸素化した．

実験結果および考察

１． イエロースターチを使ったアミラーゼ活性の測定

反応時間と色素遊離量との関係

３７℃に加温した３％イエロースターチ溶液（以下， 基質液）ｌｍｌに， ブタ肺臓α‐アミラーゼを含む液５０〆１（活性量

０．０３Ｕ）を加えて， 適当な時間後， ２ ｍｌの０．ＩＮ ＨＣＩを加えて反応を停止させ，．酵素反応時間と上清への色素遊離量

との関係を調べた（Ｆｉｇ‐１）． 反応時間４０分までは， 上清の吸光度は反応時間延長とともに直線的に上昇しており， この

範囲内では， 色素遊離量が反応時間に比例していることが確かめられた‐

　

酵素用量と色素遊離量との関係

　

基質液に加える酵素用量を０から０‐ＩＵの範囲で変化させ， 上清への色素遊離量の変化を調べたところ， 酵素用量と

上清の吸光度との間にはほぼ直線関係（ｒ２＝０‐９９８）が得られた（Ｆｉｇ‐２）． この直線の傾きは約１５‐９と計算された． でん

ぷんから遊離した還元糖を定量する ＢｅｒＰｆｅｌｄ法では， ０から０‐２Ｕの範囲で酵素用量と吸光度との間に直線関係が得

られ，その傾きは２‐６３であった．これらの結果から，Ｂｅｒｎｆｅｌｄ法に比べイエロースターチ法は５倍以上高感度であると

判断された． しかし， 高活性のアミラーゼを含む試料をイエロースターチ法で測定するには，適当な希釈が必要である，．

（３１）
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蛋白質添加の影綴署

　

アミラーゼ活性を測定する試料には， 常に多少の蛋白質が含まれている． そこで， 反応混液中にウシ血清アルブミン

（ＢＳＡ）を添加して， 蛋白質がアミラーゼ活性の発現にどのような影響を及ぼすのかを調べたところ， 蛋白質濃度上昇

に伴って色素遊離量が上昇する結果が得られた （Ｆｉｇ‐６）． この理由は明らかではないが， 盲検での色素遊離量には変化

が見られないことから，添加したＢＳＡが酵素活性にたいして何らかの保護効果を持つのかもしれない．実用上は，基質

液ｌｍｌにたいして血清試料（蛋白質濃度７ｇ／ｄｌ程度）を５０〆１加えたとしても， 反応混液の蛋白質濃度は３ｍｇ／ｍｌ程

度に過ぎず， さらに， 膝腺房からの酵素放出実験においては，０．ｌｍｇ／ｍｌ以上の蛋白質濃度に達することは考えにくい

ことから，蛋白質濃度の影響を考慮する必要は無いと考えられる．蛋白質を加えた反応混液での検量線の作成を行えば，
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高蛋白質試料のアミラーゼ活性をより正確に求めることができると思われる．

２． ラット雁腺房アミラーゼ活性のＣ１‐濃度依存性

　

α‐アミラーゼがその活性を発揮するためには溶液中のＣＩ－の存在が不可欠である， そこで， ラット腫腺房の破砕液を

用いて，ラット腫腺房アミラーゼ活性のＣ１‐濃度にたいする依存性を調べた．ＮａＣＩ濃度を０から７５０ｍＭの広い範囲で

変化させたときには， 酵素活性はＮａＣＩ濃度２５ｍＭ で最大に達し，それ以上のＮａＣＩ濃度では， 酵素活性は次第に低下

した（Ｆｉｇ‐７Ａ）． さらに， ＮａＣＩまたは， ＮＨ４ＣＩを０からｌｏｏｍＭ の範囲で加えて酵素活性を調べたところ， 数ｍＭ の

Ｃ１‐存在下で酵素の活性化が見られ，３０からｌｏｏｍＭ の濃度範囲でほぼ最大の活性値を示すことが明らかとなった（Ｆｉｇ‐

７Ｂ）．また，ＮａＣ１，ＮＨ４ＣＩいずれの塩でもアミラーゼ活性化効果は同様であった．Ｂｅｒ証ｅｌｄ法によっても同様の結果が

得られた． また， ブタ膝アミラーゼ標品で得られた活性のＣ１‐濃度依存性ともよく似ていた．

　

以上より， イエロースターチを用いたアミラーゼ活性測定法で得られた結果は， これまで， または今回，Ｂｅ中まｅｌｄの

方法により得られた結果と大きく異なることはなかった． 従って， いずれの方法でも膝放出液のアミラーゼ活性の測定

に有効であると判断された． また， 両測定操作を比較すると，ＢｅｒＰｆｅｌｄ法では反応時間が５分間と短く， 短時間で測定

が終了するという点が長所として挙げられ， 短所としては， 反応時間が短いため一時に測定できる試料の数が限られる

点， 反応混液の沸騰水中での加熱， 冷却， 希釈と， 操作がやや煩雑である点， 使用する試験管数が多くなる点が挙げら

れる． 一方，イエロースターチ法では， 長所としては， 反応時間が３０分間と長いため， 一時に多数の試料を測定できる

点， 一本の試験管で酵素反応から吸光度測定まで行える点， 基質及び試薬がより安価である点が挙げられる． 短所とし

（３４）
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ては， 遠心分離が必要である点， 少数の試料でも測定時間が長く必要な点が挙げられる． イエロースターチ法は血清中

のアミラーゼ活性の臨床検査測定を目的に考案されたこともあり４）， より多数の試料を測定するのに好都合だと判断さ

れる． 雌腺房からのアミラーゼ放出実験については， 多数の試料の測定を伴う表面濯流実験ではイエロースターチ法を

適用する利点があると考えられる． また， イエロースターチ法で要する反応時間については， 短縮することも可能であ

ると考えられるので， 様々な規模の実験に適した反応時間で測定操作を検討していく余地があると思われる．

３． アミラーゼ活性放出反応に及ぼすぶどう糖除去の効果

　

ラット腫腺房をニトロセルロース膜上に置いて表面潅流し， ＣＣＫ‐８を含む濯流液で酵素放出を刺激したときのアミ

ラーゼ放出経過をイエロースターチ法で測定したところ， これまで，Ｂｅｍｆｅｌｄ法を用いて調べられた酵素放出経塾過との

違いは認められなかった（Ｆｉｇ．８Ａ）． ＣＣＫ‐８刺激開始２０分前より， 刺激１４分目までの間をぶどう糖を除いたＨＲ液で

表面濯流したものでは， 刺激開始前の静止時アミラーゼ放出は低▲くなる傾向が認められたが， 刺激に応じた放出経過に

は有意な差は認められなかった（Ｆｉｇ‐８Ｂ）． さらに， ぶどう糖を含むＨＲ液に戻した前後（実験３４分目前後）にも， ア

ミラーゼ放出速度の変化は認められず， １）濯流液からのぶどう糖の除去は， ＣＣＫ‐８刺激に応じたアミラーゼ放出経過

になんら影響を及ぼさないこと， ２） 表面潅流液中のぶどう糖濃度の変動は， イエロースターチ法による雌腺房からの

アミラーゼ放出経過測定に全く影響しないこと，が明らかとなった．表面潅流液からのぶどう糖除去の効果については，

ＢＩＰ１ｅｌｄ法を利用してアミラーゼ放出を調べた実験では， 刺激に応じたアミラーゼ放出反応の抑制をするように見えた

が， 今回， より高感度で， 潅流液中のぶどう糖濃度変動の影響を受けない， アミラーゼ活性測定法によりそれが否定さ

れた．

要

　　　

約

　

反応性染料であるＰｒｏｃｉｏｎ Ｙｅｌｌｏｗを結合させたでんぷんを用いたアミラーゼ活性測定法を膝腺房からの酵素放出実

験に適用するために， 基質であるイエロースターチの調製を行い， 酵素活性測定条件とその操作について検討した． イ
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エロースターチ法による測定結果は， 反応混液中の還元糖や蛋白質に影響されなかった． しかし， 反応停止後でも， 反

応停止液として加えたＨＣＩにより非酵素的な色素の遊離が認められたことから， ＨＣＩ濃度や反応停止後の操作につい

ては， 再検討の余地があると考えられた．さらに， 還元糖を定量するＢｅｒｈｌｅｌｄの方法と測定操作， 測定結果を比較した

ところ， 膝腺房からの酵素放出経過を調べる実験に適用可能であると判断された． また，Ｂｅｒｈｌｅｌｄの方法に比べ， 多数

の試料の測定に好都合であると判断された．

　

イエロースターチ法を利用して調べたところ，ぶどう糖除去液による潅流は，ＣＣＫ－８刺激に応じたラット膝腺房から

の酵素放出反応になんら効果を持たないものと判断された．
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