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サケ幽門垂蛋自分解酵素の研究

第 1報部分的精製とその性質

吉村克二・柴田猛・牛山寛

(北海道大学水産学部水産生物化学教室)

Studies on Pro1;eolytie Enzym倒。fSalmon Pylorie ca回 a

I. Partial purifieation and田 meproperti倒

Katsuji YOSHIMURA， Takeshi SHlBATA and Hiroshi Us田 YAMA

A畑仕ad

Studi錨 weremade of the凹 rtialpuri宣C8tionand ωme prope吋i倒 ofpro旬。lytie
enzymes of織 lmon(Oncorh1lnch糊 keta)pylorie e蹴 a.

(1) The proteolytie四 zymeswere puri貴edabout 26-fold by extraetion at pH 
4.8-5.0， aut姻 .talytieaetivation at pH 8.0-8.5， deeolorization with Duolite A-2 
and fraetionation with aeeωne (Table 2). 

(2) The enzym倒 havean optimum pH of 8.7 and temperature of 440C and 
are stabilized withαleium and mar沼阻舗eion8. The enzymes卯飽倒sa broader 
略蹴ifieity旬巴創einhydrolysis than bovine trYl酒in.

緒雷

魚類幽門垂の酵素化学的研究は以前より多くの研究者によって行なわれ，日市乳類の粋臓に存在する

トリプシンに類似する蛋白分解酵素が存在することが報告されている1)2)8)。そしてこれら魚類のトリ

プシン類似酵素が噌乳類同様，組織内においては不活性の zymogenとして存在することが推定され

ているぺしかしこの zymogenが分泌される時，あるいは自家消化中にある酵素によって活性化さ

れることに関しては，まだ確認されていない。

そこで著者等はこの機構と蛋自分解酵素の構成を究明する第一段階として，シロサケ幽門垂を用い

て酵素の精製とその酵素化学的性質について研究を行なった。

実 験

1. I史料

1961年 6月南千島近海で北海道大学練習船北星丸が捕獲したシロサケ (Onc肘 h1lnchu8keta)の

幽門垂を用いた。捕獲後直ちに海水で洗滋し， -150C以下に凍結して実験室に持ち帰り， -20oCの

ストッカー中に貯蔵して実験に供した。

2. .，索活性測定方法

酵素液: 各段階の酵素液を任意に稀釈して最終的に比色計の吸光度が 0.1-0.8の範囲内に調節

した。稀釈液には 0.2M硫酸緩衝液 (pH8.7)を用いた。

基質溶液 M:田 S.Dunn の方法~)により調製したカゼインを 0.2M 朝酸緩衝液に懸濁し， 2N
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苛性ソーダで pH8.7に調節して最終的に 2%濃度となる様に調製した。

測定操作 Ansonの方法的を改良した萩原の方法7)に基いて行った。

3. .棄単位表示法

pH 8.7， 35
0
C， 10分反応において 1分間に生成する三塩化酢酸可溶物の量がチロシン 1mg当量

に相当する場合の活性度を 1チロシン単位の蛋白分解酵素とし，商事素純度は蛋白態窒素 1mg当り

のチロシン単位で表した。

4. .由加水分解度の測定

Northrop等の方法町こ準じて行なわれた蛋白加水分解液 5mlについて ωsein-formol滴定法的

により測定した。測定結果は基質蛋白 1伺mgより生成する遊離 C∞H 基のマイクロ当量数で表し

た。

5. イオン交換タロマトグラフィー

イオン交換樹脂として DuoliteC-10 (Chemiω1 Pr∞e関Co.)，およびDuoliteA-2 (Chemieal 

pr卿飽Co.)を塩酸，および苛性ソーダで洗い，最後に DuoliteC-10は塩酸で，Do叫iteA-2は酢

酸で洗い，水洗後夫々の緩衝液で緩衝化して使用した。

6. 比色

自立分光光電度計 EPO-A，および島津分光光電光度計 QR-50を使用した。

7. pH測定

島津 pHメーター HH-IA型を使用した。

1. 瞥.の精製

1. 摘出条件

実験結果および希農

Kunitzおよび Northropは牛の粋臓のトリプシンおよびキモトプシンが低い pHで安定であるこ

とを発見し，これが酵素の精製に非常に好都合であったことを報告している10)。そこで著者等はこれ

をサケ幽門垂蛋白分解酵素の精製に応用する目的で，種々の pHで抽出を行ない，その抽出液を pH

8.0-8.5に調節して冷室に放置し，抽出液の活性を測定した。その結果は第一図で示される。 pH

1-3の抽出液では殆ど活性が見られないが， pH 4抽出液では時間の経過と共に活性が上昇し， pH 

6抽出液に比べ約 40%の活性を示し，一方 pH5酵出液は約 80-90%の活性を示す。従って

仕 oston等11)も述ぺている様に，魚類幽門丞蛋白分解酵素は晴乳類の様に低い pHでは安定ではな

いが何らかの形の前駆体が存在するものと推定される。しかし抽出液中に既に相当量の活性酵素が含

まれているため未だ確認されていなし、。 pH5抽出液は pH6抽出液に比ぺ爽雑する蛋白量も少く，

また粘質物も比較的少ない。従って pH5で本酵素を抽出するのが好適と恩われる。

2. 睡棄活性化

次に酵素活性化におよぽす pHの影響を調ぺるために， pH 5抽出液を三角フラスコに取り， 2N

苛性ソーダで各 pHに調節して冷室に保ち，数時間毎にその活性を測定した。第二図に示される様

に本酵素の至適 pHである pH8-9に調節した酵素液が最も活性が高かった。従って幽門垂中に既

に存在する活性酵素がこの活性化に何らかの影響をおよぼすものと推定されるが，詳細は不明であ

る。故に以下の実験には， pH 5抽出液を pH8.0-8.5に調節して一日放置後，生ずる沈殿を除去

したものを用いた。

3. 硫安分画

活性化した酵素液の溶液について硫安分画を行なった。即ち，酵素液 1mlに飽和硫安溶液と 0.2

一鎚3-
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M 棚酸緩衝液 (pH8.7)の混合液 4mlを加え，一夜冷室放置後漉過して，その漉液について酵素

活性，および蛋白量を測定した。その結果，本酵素は硫安濃度 35-60%飽和の区分で殆ど塩析され

ることが判明した。

4. 脱色

前項の如く再塚析を行ない，その沈殿を 0.0011¥1塩化カルシュウムに溶解した。しかしこの段階
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Fig. 1. Effect of pH in extraction on the activity of prot四 lytic
enzymes of綿 lmonpyloric caeca 

Frozen salmon pyloric伺瓜泡 wasground with chopper and extracted with 3 
times its weight of 0.001 1¥1 calcium chloride at various pH. The extracts were 
adjusted to pH 8.0-8.5 with 2 N sodium hydroxide， ana allowed to stand at 40C. 
At the tim偲 specifiedin the figure， enzymatic activity was飽 sayeda∞ording to 
the modi宣edmethod of Hagih紅 a7)

Substrate: 2% easein in 0.2 1¥1 borate buffer (pH 8.7)， at 350C， 10 min. 

....; pH 3; 0: pH 4;・pH5; 口:pH 6. 

40. 60 

Hou悶

Fig. 2. Effect of pH on the autocatalytic activation of proteolytic 
enzymes of絹 lmonpyloricωωa at 40C 

Enzyme solutions extr舵 tedat pH 4.8-5.0 were adjusぬd句 variouspH with 
2 N sodium hydroxide， and allowed句 sぬndat 40C. At the timωspeci畳edin 
the figure， enzymatic activity was制問yedas in Fig. 1. 

ム:pH 7; 口:pH 8; O:pH 9;・:pH 10 
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Table 1. D旬。lor国 tionof enzyme solution with ion exchanger 
10 ml of enzyme ωlutionwhich w鎚 preparedby salting out was applied on a 

column (1.0x10.0 cm) bufferiz凶 atpH 7.5. After enzyme solution was passed， 
10 ml of bufferωlution was passed. The e飼uentw錨鎚sayed. Initial enzyme 
ωlution hω0.026 PUs./ml， absorption of 13.1/ml at 280mμand 0.63/ml at 470 
mμ. Vah閥 areexpressed鎚 theper cent to initial enzyme solution applied to 
the column. 
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Bu住'ersolution R脚鴨川叩a討e1d側 M
llbω刊 n-ofl Raぬ of

pro'ぬin(%)activity(?の tion(%) 

Duolit泡 C-10 H+ 0.2 M phosphate 7.2 0.5 95.8 
Duolite C-10 H+ 

0.2amM mpohnoiuspm ham切l+B句

6.0 。 98.6 
M ammonium sulphate 

Duolite A-2 OH- 0.2 M phωphate 47.2 89.4 95.8 

Duolite A-2 CHsCOO 0.2 M acetate-0.2 M 38.4 94.0 95.8 
ammoma 

の酵素液は相当着色しているために脱色を試みた。各種脱色方法を試験してみたが，イオン交換樹脂

による方法が最も良かった。即ち，カチオン交換樹脂としてDuoliteC.，.10，アニオン交換樹脂として

Duolite A-2を用いた。前者は 0.2M 燐酸緩衝液 (pH7.5)で，後者は 0.2M酢酸ーアンモニヤ

緩衝液 (pH7.5)，および 0.2M燐酸緩衡液 (pH7.5)で緩衝化してカラムに詰め，同じ緩衡液で

よく洗った後，一定量の酵素液を流し，その後同じ緩衝液を流した。この結果は第一表に示される。

Duolite A-2のカラムでは両方とも酵素は素通りして殆ど脱色されたが， Duolite C-10のカラムで

は流過液は完全に脱色されてはいるが，酵素活性は全くなかった。その上，この吸着した醇素の溶出

には 0.1N苛性ソーダを必要とし，その際色素も相前後して溶出されるので不適当である。またこ

のような場合，溶出液の場濃度が高いと色素のみが吸着され易いことが報告されているので山， M硫

安を含む 0.2M ~燐酸緩衝液 (pH 7.5)を用いてみたが余り効果がなかった。従って脱色には Duolite

A-2の樹脂が非常に効果均であることが判明したが，その際の緩衝液としては以後の操作上，塩類

の析出を防ぐために酢酸ーアンモニヤ緩衝液を用いることにした。

5. アセトン分画

脱色した酵素液を更にアセトン分画を行なった。 ~pち，酵素液 1ml に -200C に冷却したアセト

ンと 0.2M棚酸緩衝液 (pH8.7)との混合液 4mlを加えて生ずる沈吸を濃別して，その濃液につ

いて酵素活性，および蛋白量を測定した。その結果，アセトン濃度 45-65%の区分で本酵素は殆ど

Tabl~ 2. Specific activity ofωch preparation of proぬolyticenzymωof飽 lmon
pyloric cae<渇 invari叩 sstag'ωof pu揃 ω，tion

Volume Enzymatic activity 
Preparation (ml) 

PU3lio/m11 PU3lio/mg PN I Total PU 

0.0032 6.80 1.0 
pyloric cωca at pH 5 

Activated solution I 3190 0.0049 0.020 15.47 100 6.2 

(NH.)zSu.， 0.35-0.60 satd. I 750 0.0188 14.11 91.4 

Decolorized solution 415 0.0273 11.59 75.0 

Aωtone， 45-65% ppt. 32 0.2回 0.085 9.22 59.6 26.5 

ーお与一
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沈殿した。次に試料 1kgを用いて，以上の精製過程によって本酵素の部分的精製を行なった。 その

精製の各段階の比活性と収量は第二表で示される。この結果，シロサケ幽門霊蛋白分解酵素は約26倍

精製され収量は約 59%であった。なおサケ幽門蚤蛋白分解酵素は数種類の酵素より構成されている

ことが判明したのでIUH〉，各酵素の分画は次報で報告する予定である。

n. 部分的精製した醇棄の性質

上記の如く精製した醇素について，二三の性質を調ぺた。

1. 至適 pH

Soren鵠 nの燐酸緩衝液 (pH5.5-7.7)，第一燐酸カリ一朝砂緩衝液 (pH8.0-9.0)，棚砂ー炭酸

ソーダ緩衝液 (pH9.4-11.0)を用いて酵素活性におよぽす pHの影響を測定した。その結果は第

三図で示される。この図より至適 pHは約 8.7であり，マグロ幽門垂蛋白分解酵素山の pH7.6よ

りも相当高かった。一方，牛トリプシン山では pH7.5-9.5に，ペニサケ町およびマスノスケ山幽

門垂蛋白分解酵素では pH9.0に夫々至適 pHが存在することを報舎している。なお本実験で用い

た酵素は数種の混合物であるが，分離した個々の酵素について行なった実験でも大体 pH9前後に

至適 pHが存在することが判明した問、

o .. 5 6 7 8 9 10 U 12 
pH 

Fig. 3. Relation between pH and aetivity of partially purified 
proteolytic enzym凶 of鈍 lmonpy loric cωca 

Buffer: 0.1 M phωphate bu1fer (pH 5.5-7.7)， 0.1 M phωphate-0.05 M borax 
(pH 8.0-9.0)， 0.05 M borax-0.05 M carbonate (PH 9.4-11.0). 

Substrate: 2% c鎚 ein，at350C， 20 min. 
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2. 至適温度

次に温度の影響について測定した。その結果は第四図に示される。シロサケ幽門霊蛋白分解酵素は

440Cに至適温度を有し，マグロペプ会ン17) の 420Cに類似し，イ也の魚類の蛋白分解酵素同様に陸上

略乳類動物に比べて相当低く，かっ温度に対して非常に敏感である々

3. 金属イオンの効果

各種金属イオンの効果を測定し，その結果は第三表に示される。 Ca++，M百九Li++を添加したも

のは無添加のものに比べ酵素安定作用を示し，中でもCa++は特に効果大であった。これはトりプシ

ン18)や細菌蛋白分解酵素19)の Ca++による安定化に似ている。一方 Zn++や Fe++はむしろ不活性

剤としての作用を示す。

4. 蛋由貿の加水分解度

起源を異にする各種の蛋白分解酵素は夫々特有の基質特異性を有し，蛋白質を構成するアミノl畿の

-2鴨』
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::t. 

E 
s 

0.6 

~ 0.4 
白。
さ0.2

昌

。
10 20 30 40 50 60 70 

Temperature 

Fig. 4. Relation between temp釘 ature阻.dactivity of partially purifi吋
proteolytic enzyme自 ofsalmon pyloric caeω 

Substrate: 2% caBein in 0.2 M borate buffer (pH 8.7)， for 10 min. 

Table 3. Effect of metal ions on the activity of partially purified protωlytic 
enzymes of鈍 lmonpyloric ca舵 a

The enzymes were preincubated with vari叩 smetal io闇 .anhour at 350C before 
addition of substrate. 

Added metal salts 
Enzymatic activity (PU:J5o/mI) 

Conc. (M) 
IRem訓 ing(%) Initial After 

NaCl 1/500 1.48 X 10-8 0.47xlO-8 31.7 

ZnCh 1/1000 1.67 11 0.45 11 26.9 

CaCb 1/1ωo 1.43 11 0.91 11 63.6 

KCl 1/5∞ 1.68 11 0.55 11 32.7 

MnCb 1/10伺 1. 77 11 1.00 11 56.5 

MgCb 1/1000 1. 74 11 0.41 11 23.5 

LiCb 1/1∞o 1.51 11 0.62 11 41.1 

FeCb 1/1∞o 1.33 11 0.15 11 11.3 

No salt 。 1.71 11 0.54 11 31.5 

多種多様のペプチド結合のうち特殊な結合のみを切断する。従って特定の基質蛋白に対して特定の加

水分解度を示す。既に Northrop等町によって指摘されている様に，ある一種の蛋白分解酵素を蛋台

に作用させ，その加水分解度がほぼ最高に達したのち，更に別種の蛋白分解酵素を反応液に添加する

と，両者の基質特異性が異る場合には新たな分解反応が進行するが，両者の基質特異性が相似する場

合には分解反応はそれ以上進行しない。著者等はこの方法を利用してシロサケ幽門委蛋白分解酵素と

既知の牛トリプシン(東京化成〉との交又実験を行ない，その特異性の比較を行なった。この結果は

第五図に示される。この図よりも明らかな如く，シロサケ幽門垂蛋白分解酵素はトリプシンの分解し

-267-
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Fig.5. Dig倒 tionat 350C of casein by trypsin .followed by partially purified 
proteolytic enzymes of salmon pyloric ca舵 a

o : Reaction mixture was theωlution of 1∞ml of 5 % casein in 
0.1 M phosphatebuffi位 (pH7.5)∞恒taining45 mg bovine 

trypsin and 5 ml of 99% ethanol. 
L>. : After 48 hours 18 mg partialIy purified proteolytic enzymes 

。f関llOOnpyloric caeca W88 further added to 40 ml of above 

E伺 ctionmixture. 

T 

得ないペプチド結合の多くを加水分解する。しかし本酵素が数種の蛋白分解酵素より構成されている

ので，この様に多くのペプチド結合が切断されるものと推定されるが， トリプシン加水分解物にキモ

トリプシンを添加した際に切断される割合はこの値の約 Zんである九従ってシロサケ幽門霊蛋白分

解酵素は晴乳類よりも相当基質特異性が低いか，または特異性の異る別種の酵素が存在するものと思

われる。

要 約

シロサケ幽門垂を用いて蛋白分解酵素の部分的精製とその酵素化学的性質が研究された。

1. シロサケ幽門垂の pH4.8-5.0の抽出液を pH8.0-8.5に調節して酵素を活性化し，塩祈

および脱色をくり返し，更にアセトン分画を行なうことにより，蛋白分解酵素は約 26倍比活性が増

した。

2. この部分的精製した酵素の至適 pHは8.7，至適温度は 440Cである。またCa++および Mn++

により安定化される。また牛トリプシンよりも栢当基質特異性が低い。

本研究に当り，試料の採集に御協力願った北海道大学練y習船北星丸乗組員並びに調査員各位に感謝

する。
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