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北大水産禁報
53(2)， 57-62， 2002. 

ハリナガオオパフンウニ内臓ホスホリバーゼAの部分精製と性質

小山法希1)・岸村栄毅1)・林 賢治1)

Partial Purification and Properties of Phospholipase A from the Viscera 

of the Sea Urchin Strongylocentrotus斤'anciscanus

N oriki Koy AMA， Hideki K田町URAand Kenji HAYAS阻

Abstract 

Phospholipase A (PLA) was partially purified from the viscera of the sea urchin Strongy/ocentrotus francis-

canus by gel filtration on Sephacryl S-2∞， DEAE-cellulose anion exchange chromatography， and gei filtration on 
Sephadex G・50. For hydrolysis of egg yolk phosphatidylcholine， the optimum pH of the final enzyme preparation 

was in the range of pH 9-10. The partially purified PLA from the viscera of S. franciscanus hydrolyzed 

phosphatidylcholine more effectively than phosphatidylethanolamine like PLA2 from the pyloric ceca of starfish. 

区eywords: Strongy/ocentrotus franciscanus， Sea urchin， Echinoderm， Viscera， Phospholipase A， Substrate 
specificity 

緒 言

ホスホリパーゼA2(PLA2) [EC 3.1.1.4]は， 1，2ージアシ

ル型グリセロリン脂質の sn-2位の脂肪酸エステノレを選択

的に加水分解する酵素であり，晴乳動物梓臓の PLA2が古

くから研究されている (Nieuwenhuizen et al.， 1974 ; 

Dutilh et a1.， 1975; Evenberg et al.， 1977; Ono et a1.， 1984)。

晴乳動物醇臓由来の PLA2は分子量約 14，側であり，分子

内に7個のジスルフィド結合を有する安定なタンパク質で

ある。また，その活性発現には lmM以上の Ca2+濃度を必

要とし， pH9付近に最適pHを示す (Ami and Ward， 

1996)。一方，海産無脊椎動物の PLA2に関する研究は少な

い。 Vaskovskyand Suppes (1972)は，ヒトデ類5種(ヒト

デAsterias amurensお，ニッポンヒトデDistolasterias

nIj仰向エゾヒトデAphelasterias japonica，ユルヒトデ

Lysastrosoma anthωtictaおよびPatI1お戸ctinifera)の幽門

盲のうにホスホリバーゼA (PLA)活性を認めた。長谷川

と佐々木(1971)は，イトマキヒトデAsterinapectiniferaの

幽門盲のうの PLA活性値がラット肝臓の PLA活性値よ

り高値を示すことを報告した。また，長谷川と佐々木

(1971)およびOkabeand Noma (1973)は，イトマキヒト

デの凍結および未凍結の幽門盲のうの PLA2活性が高く，

PLAh リゾPLA2およびリノfーゼ活性の低いことを見い出

した。さらに，Okabe and Noma (1973)は，イトマキヒト

デ幽門盲のうのホモジネートの PLA2活性値がウシ醇臓の

PLA2活性値とほぽ同様であることを報告した。

。北海道大学大学院水産科学研究科生物資源化学講座

近年，岸村と林 (1999)は北海道沿岸で採取されたヒト

デ類4種(イトマキヒトデ，ニチリンヒトデ SolasterpaxiJ. 

latus，ニッポンヒトデおよびヒトデ)の幽門盲のうから調

製した組酵素液の PLA活性を測定し，イトマキヒトデ幽

門盲のうの PLA活性が他3種ヒトデ類の PLA活性に比

べ著しく高値であることを見い出した。イトマキヒトデ幽

門盲のうから精製された PLA2はpH9.0付近に最適pH

を有し， lmM以上の Ca2+濃度により強く賦活され，また，

基質リン脂質の sn-2位に結合する脂肪酸をその炭素鎖長

や二重結合数によらず非選択的に加水分解した (Ki-

shimura and Hayashi， 1999)。イトマキヒトデ幽門盲のうの

PLA2のこれらの性質は，晴乳動物醇臓由来の PLA2の性

質と同様であった。しかしながら，イトマキヒトデ幽門盲

のうの PLA2はホスファチジルエタノールアミン (PE)

に比べてホスファチジルコリン (PC)をよく加水分解し，

基質の極性基に対する特異性においてブタ醇臓由来の

PLA2と異なる性質を示した (Kishimura and Hayashi， 

1999)。さらに，ヤツデヒトデ Coscinaste巾'sacut，おipinaの幽

門盲のうから調製した部分精製PLA2は，イトマキヒトデ

幽門盲のうの PLA2と同様に PEに比べて PCをよく加水

分解した(小山ら， 2∞1)。

以上のように，ヒトデ類幽門盲のうの PLA2は晴乳動物

醇臓由来の PLA2とは異なる性質を有した。そこで本研究

では，ヒトデ類幽門盲のうの PLA2の有する性質カ嚇皮動

物に共通のものであるかを明らかにするため，ハリナガオ

オパブンウニ Strongylocentrotus franciscanusの内臓から

(Laboratory of Marine Bioresources Chemistry， Graduate Schω'/of Fisher.前 Sciences，Hokkaido University) 
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PLAを部分精製し，その酵素化学的性質を調べた。

試料および実験方法

開ヰ

ハリナガオオパフンウニ S.franciscanusは1995年 l月

に北海道函館沖で採取し，分析まで-20
0

Cで凍結保存し

た。基質の PCおよびPEの調製に用いたスルメイカ

Todarodes pac~井us は1997年9月に北海道函館沖で漁獲

され，分析まで 20
0

Cで凍結保存した。卵黄PCは和光純

薬工業(株)より購入した。

クロロホルム メタノール醐鞠末およ例且酵素液の調製

ハリナガオオパフンウニ内臓のクロロホルムーメタ

ノール脱脂粉末および粗酵素液の調製は，前報(岸村・林，

1999)と同様に行った。

脂質の抽出および分析

脂質の抽出および脂質成分の薄層クロマトグラフィー

(TLC)，分取TLCおよびTLC-炎イオン化検出器 (TLC-

FID)法による分析は前報 (Hayashi，1989; Hayashi and 

Kishimura， 1996)と同様に行った。スルメイカ外套筋脂質

からの PCおよびPEの調製は，分取TLC{展開溶媒:ク

ロロホルム メタノール酢酸一水 (55:17: 3: 2， vjvjvj 

v)}により行った。

酵素活性の測定

卵黄PCを基質に用いて前報 (Kishimuraand Hayashi， 

1999)と同様に行った。活性の単位は 1分間に lμgの基質

を加水分解する活性を 1ユニット (U)とした。

酵素の基質極性基特異'性の分析

スルメイカ外套筋脂質から調製した PCおよびPEを基

質に用いて前報 (Kishimuraand Hayashi， 1999)と同様に

行った。

SDSーポリアクリルアミドゲル電気永動

SDS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

は， 0.1% SDSを含む 15%ポリアクリルアミドスラブゲル

を用いて Laemmli(1970)の方法に準じて行った。ゲルの

染色には CoomassieBrilliant Blue R-250を用いた。

タンパク質の定量

タンパク質の定量は，ウシ血清アルブミンを標準タンパ

ク質として Lowryet al. (1951)の方法に準じて行った。

結 果

ハリナガオオパフンウニ内臓のPLA活性

ハリナガオオパフンウニ内臓のクロロホルムーメタ

ノール脱脂粉末から調製した組酵素の PLA活性の測定結

果色他5種のヒトデ類幽門盲のうの PLA活性と比較し

てTable1に示す。ハリナガオオパフンウニ内臓の PLA活

性値(120Ujg脱脂粉末)および比活性値 (2.0Ujmg)は

イトマキヒトデ，ヤツデヒトデおよびニチリンヒトデの幽

門盲のう (PLA活性値:540，棚上側Ujg脱脂粉末，比活

性値:1，4∞-12 Ujmg)に比べて低く，ニッポンヒトデおよ

びヒトデの幽門盲のう (PLA活性値:70-27 Ujg脱脂粉

末，比活性値:0.5 Ujmg)と同程度であった。

ハリナガオオパフンウニ内臓のPLAの部分精製

ハリナガオオパフンウニ内臓から調製した粗酵素液は，

セフアクリルS-2∞によるゲルろ過に供した。あらかじめ

50 mM  Tris-HCl緩衝液 (pH8助で平衡化したカラム

(3.9X44cm)に粗酵素液を負荷し，同緩衝液でタンパク質

を溶出した。 Fig.lに示すように，カラム溶出液を Al・A6

の6画分に分画し，次いで凍結乾燥により一定容量に濃縮

した後，それぞれの画分の PLA活性は TLCによる酵素反

応生成物の検出により行った。その結果，主要な PLA活性

は画分A2に認められ，遊離した脂肪酸とリゾホスファチ

Table 1. Phospholipase A activity of the crude enzyme from echinodermata 

Tissue Activity (Ujg powder)*' Specific activity (U j mg) 

Strongylocentroutus franciscanω vlscera 120 2.0 

Asterina戸cfin{作'ra02 py10ric cecum 540，α)() 1，4∞ 

Cω'cinasterias acutispina*' py10ric cecum 5，4∞ 17 

So，如 terpaxillatus叫 pyloric cecum 1，α)() 12 

Distolastel匂snippon叫 pyloric cecum 70 0.5 

Asterias amurensis*2 pyloric cecum 27 0.5 

*1 A unit (U) of activity was determined as the number of micrograms of phosphatidylcholines 
hydrolyzed per minute. 

*2 Kishimura and Hayashi， 1999. 
叫 Koyamaet a1.， 21∞l 
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Fig. 1. Gel fi1tration of the crude enzyme prepared from the viscera of the sea urchin S. franciscanus on Sephacryl S-2∞ 
The crude enzyme was applied on a column (3.9 X 44 cm) of Sephacryl S-2∞pre-equilibrat巴dwith 50 mM Tris・HCl
bu百er(pH 8.0) and eluted with the same buffer at a flow rate of 32 ml/h. Each 4.2 ml fraction was collected. The 
solid line in lower panel indicates absorbance at 280 nm and thin-layer chromatograms (upper panel) show the 
reaction products after incubation of egg yolk phosphatidylcholine with AI-A6. PC: phosphatidylcholine， LPC : 
lysophosphatidylcholine. 
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組成を SDS-PAGEにより分析したところ数本のタンパク

質が検出されたが (Fig.3)，本画分C2を部分精製酵素とし

て以下の分析に供した。

ハリナガオオパフンウニ内臓の PLAの精製過程を

Table2に示す。ハリナガオオパフンウニ内臓から調製した

粗酵素に対して，部分精製PLAの比活性は 10倍であり，

活性回収率は 2%であった。

ハリナガオオパフンウニ内臓の部分精製PLAの性質

ハリナガオオパフンウニ内臓より部分精製した PLAの

卵黄PCに対する活性の最適pHはpH9-10の範囲にあっ

た (Fig.4)。次に，部分精製PLAによりスルメイカ外套筋

のPCおよびPEをそれぞれ加水分解し，それら基質の残

存率の経時変化は TLC-FID法により求めた。その結果，

Fig.5に示すように部分精製PLAはPEより PCをよく

加水分解した。

- 59ー

ジルコリン (LPC)が強く検出された。次に，画分A2を10

mM Tris-HCl緩衝液 (pH8β)に対して透析した後，あら

かじめ同緩衝液で平衡化した DEAE-セルロースカラム

(1.1 X 18 cm)による陰イオン交換クロマトグラフィーに供

した。タンパク質はO-O.5MNaClにより溶出した。その結

果， Fig.2に示すように Bl・B8の8画分を得た。それぞれの

画分の PLA活性を TLCによる酵素反応生成物の検出を

行ったところ，画分B5および画分B6に主要な PLA活性

か認められた (Fig.2)。そこで，画分B5および画分B6を合

一し，セファデックス G-50によるゲルろ過に供した。あら

かじめ 10mM Tris-HCl緩衝液 (pH8助で平衡化したカ

ラム (3.9X70cm)に活性画分を負荷し，同緩衝液でタンパ

ク質を溶出した。 Fig.3に示すように，カラム溶出液を

Cl・C6の6画分に分画し，それぞれの画分の PLA活性を

TLCによる酵素反応生成物の検出を行った結果，画分C2

に最も強い PLA活性が認められた。画分C2のタンパク質
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Fig.2. DEAE-cellulose chromatography of the active fraction (A2) obtained from gel filtration in Fig. 1. The active 
仕actionwas applied on a column (2.0X25 cm) pre-equilibrated with 10 mM Tris-HCl bu仔er(pH 8.0) and eluted 
with a linear gradient of NaCl from 0 to 0.5 M in the same buffer of total volume of 5∞ml at a flow rate of 27 ml/ 
h. Each 3.6 ml fraction was collected. The solid line and dotted line in lower panel indicates absorbance at 280 
nm and NaCl concentration (M)， respectively， and thin-layer chromatograms (upper panel) show the reaction 
products after incubation of egg yolk phosphatidylcholine with BI-B8. PC: phosphatidylcholine， LPC: lysophos-
phatidylcholine. 
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Fraction No. 

村・林， 1998)およびヤツデヒトデ(小山ら， 2∞1)の幽門

盲のうとマダイ Pagrusmajorの幽門垂 (Iijimaet al.， 1997) 

および肝醇臓のnoand Iijima， 1998)から精製または部分

精製されている。本研究のハリナガオオパフンウニ内臓の

部分精製PLAのPCを基質とした場合の最適pH (pH 9-

10)は，イトマキヒトデ幽門盲のうの PLA2(最適pH9.0) 

(Kishimura and Hayashi， 1999)，ニチリンヒトデ幽門盲の

うの PLA2(最適pH9-10) (岸村・林， 1998)および、マダイ

肝醇臓の PLA2 (最適pH10) (Ono and Iijima， 1998)と類

似したが，ヤツデヒトデ幽門盲のうの部分精製PLA2(最

適pH10-11) (小山ら， 2∞1)，マダイ幽門垂の PLA2(最適

pH 8.5) (lijima et al.， 1997)およびマダイ肝騨臓の PLA2

(最適pH9) (Ono and Iijima， 1998)と相違した。一方，ハ

リナガオオパフンウニ内臓の部分精製PLAは，イトマキ

ヒトデ幽門盲のうの PLA2およびヤツデヒトデ幽門盲のう

- 60ー

察

本研究において，ハリナガオオパブンウニ S.francis-

canusの内臓からクロロホルム メタノール (2:1， v/v) 

による脱脂処理に対して非変性の PLAが部分精製され

た。 SDS-PAGE分析の結果，部分精製PLAは，まだ数種

のタンパク質の存在が確認された。ハリナガオオパフンウ

ニ内臓の部分精製PLAの比活性値(15U/mg)は，イトマ

キヒトデ幽門盲のうの PLA2 (119，α)() U / mg) (Kishimura 

and Hayashi， 1999)およびヤツデヒトデ幽門盲のうの部分

精製PLA2(1，1∞U/mg) (小山ら，2∞1)の比活性値より低

かったが，ニチリンヒトデ幽門盲のうの PLA2の比活性値

(26 U/mg) (岸村・林， 1998)とほぼ同程度であった。

水産動物の消化腺由来の PLA2は，これまでイトマキヒ

トデ (Kishimuraand Hayashi， 1999)，ニチリンヒトデ(岸

考
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Fig. 3. Gel filtration of the active fractions (B5 and B6) obtained by anion exchange chromatography on DEAE-
cellulose. The active fraction was applied on a column (3.9 X 70 cm) of Sephadex G-50 pre-equilibrated with 10 mM 
Tris-HCI buffer (pH 8.0) and eluted with the same bu仔erat a flow rate of 26 ml/h. Each 3.4 ml fraction was 
collected. The solid line in lower panel indicates absorbance at 230 nm. Insets show e1ectrophoretic patterns on 
a SDS-PAGE. Lane 1 contains active fraction (C2). Lane 2 contains protein standards; bovine pancreatic 
trypsinogen (molecular weight， 24，α)())， bovine milk β-Iactoglobulin (18，400)， egg-white Iysozyme (14，3∞). Thin-
layer chromatograms (upper panel) show the reaction products after incubation of egg yolk phosphatidylcholine with 
CI・C6. PC: phosphatidylcholine， LPC: Iysophosphatidylcholine. 

Table 2. Purification of phospholipase A from the viscera 
of the sea urchin S. franciscanus 

Purification Protein 
Total 

SapcteIcViIk ty Purity Yield 
step (mg) 

aCtIvlty 
(U)牟 (U/mg内 (fold) (%) 

Crude e皿yme 1，α)() 1，5∞ 1.5 100 

Sephacryl S・2∞ 58 750 13 9 50 

DEAE-cellulose 15 170 11 7 11 

Sephadex G・50 2.1 32 15 10 2 

• A unit (U) of activity was defined as the number of 
micrograms of phosphatidylcholines hydrolyzed per min-
ute. DEAE: diethylaminoethyl. 

の部分精製PLAzと同様に PEよりも PCをよく加水分解

した (Kishimuraand Hayashi， 1999;小山ら， 2∞1)。

結局，ハリナガオオパフンウニ内臓の部分精製PLAは，

ヒトデ類幽門盲のうの PLAzと同様に，アルカリ性域に最

適 pHを有し， PEよりも PCをよく加水分解する基質極性

基特異性を示した。
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Fig. 4. Effect of pH on the activity of partially purified 
phospholipase A from the viscera of the sea urchin S. 
franciscanus. The activities were determined in 50 
mM buffer solutions [acetic acid-sodium acetate (pH 
4.0-7.0) (..)， Tris-HCI (pH 7.0-9助(・)， and glycine-
NaOH (pH 9.0-11.0) (・)Jat 3TC. 
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