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魚類幽門垂蛋白質分解酵素の生化学的研究 I 

サケ幽門垂蛋白質分解酵素の性質に関する基礎的研究

内田直 行 *

Biochemical S加 dieson proぬoly七icEnzymes in Pyloric Caeca of Fish-l 

Fundamen同l白色udyon 七heproperもiesof proぬolyもicenzymes 

in chum salmon pyloric caeca. 

Nao戸lkiUCHIDA 

Abstract 

Fu凹nd品a.men凶E訪色句801昌的1もh凶陥u札岨d也i自倒S were made 0岨n色也heprope白r出色叫伽iぬe昌 of pro色飴eoωlyt色“蜘i旬ce田 yme倒自

in且a
It もw晶制昌 found も仏h晶綿も 色ぬ，heorudゐ.eprot旬eo叫ly刊色“蜘i句cen回zy戸me目 were ef晶r島ecω色i討vel砂ye位X色佐r晶削0句d

w前i色仏，hd必i白色illedwa. ter 80S well胡 1mM CaCI. Bolution and the目。 proぬolyもicenz戸曲目

were uns'句bleunder acidicωndition， pa凶ic叫晶，rlybelow pH 5 and inoluded some 
a.mounもofBTEE-hydrolytic e田，ymewhich was rapidly destroyed over 40oC. 

Acもiveenzymes for ea.ch substr抗 e(ca.sein， TAME， BTEE， and CBZ-Gly-Phe.) 
were precipita加dby slightly ch晶ngingもheconcen佐抗ionof品mmoniumBulfa句抗

pH 8.5 wIぬ ouも10闘 of色heira.ctivI色，y.
From位1eser自sul旬， iもwasa.ssumed色hatもheproper色iωofぬ.epro句olytic

enzymes in chum sa.1mon pyloric ca.eca were con自iderablydifferen色合'om仏0開

of enzymes found in bovine and wha.le pancre胡，a.ndぬ抗もheex色ra.c旬。onta.ined
M 色iveenzymes inもhedigesもivejuices and七hezymogens from pancreatic cells 
which are una.boidably activ抗ed凪ぬemix飢lre.

緒 雷

魚類の幽門垂蛋白質分解酵素についてはすでに多くの報告。カがなされている。また，近年サケ

類の幽門垂蛋白分解酵素についても Croston8)9)および牛山等 10)11)Iとよりしだいにその性質が明らか

にされてきた。 ζれらの報告によると， サケ類を含む硬骨魚類は勝臓のみを別個K採集するととが困

難であるために蛋白質分解酵素を Zymogenのままで抽出する ζとが困難であり，また，乙れら酵素

が低い pHで不安定であり，温度安定性も低く， さらに硫安による塩析により失活しやすい ζ となど

蛋白質分解酵素の研究を進めるにあたり，いくつかの間題点が存在している。そ ζで著者はシロサケ

幽門垂蛋白質分解酵素の生化学的研究を広く進めるための一段階として pHおよび温度安定性および

抽出法などに関する基礎的な研究を行ない，従来の方法について再検討を行なった。

キ北海道大学水産学部生物佑学講座

(Laゐratory01 Biochemistf私 Faculty01 Fisheri回 ，HokkaidoU叫ωe何 ity)
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実験方法

実験材料

1) 試料. 1968年4月下旬南千島沖で捕獲したシロサケ (Oncorhynchusketa)の幽門重(勝臓を

含む以下同じ)をー200C以下に保存して適宜実験K供した。

2) 基質.カゼイン (acc.ωHammarstem:和光純薬工業K，K，)， Tosyl'L-Arginine Methyl Ester-

HCl: T AME (Nutritional Biochem. Corp. )， N-Benzoyl-L-Tyrosine Ethyl Ester: BTEE (Nutritional 

Biochem. Corp.)， N-Carbobenzoxy-Glycyl. L-Phenylalanine : CBZ-Gly-Phe (Miles Yeda LTD)を使

用した。

蛋白質分解作用の測定

最終的f1:比色計の吸光度が 0.1-0.6の範囲内になるように 0.2M磁酸緩衝液 (pH8.7)で希釈し

た酵素液(後述)をカゼインの 296溶液 (0.2M棚酸緩衝液)を基質とし.30oC.10分間の酵素反応

を行ないAnson萩原の方法 1吟 K基づいて測定した。酵素単位は 1分聞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質分解酵素 (PU)とした。

比活性は蛋白質 1mgあたりのチロ、ンン単位で表した。

ヱステラーゼ作用の測定

TAMEおよび BTEEを0.04Mトリスー塩酸緩衝液 (pH8.4) f1: 1.04 x 10-9 M および 0.05Mト

リスー塩酸緩衝液 (pH8.1) に 5x 10吋 M になるようにそれぞれを溶解し・ーそれぞれの基質として

TAMEおよび BTEE分解酵素活性を 30・Cで Hummelの方法19)11:従い測定した。酵素単位は便宜

上 1分間あたりに吸光度を 1増加させる活性度を 1単位の酵素活性とした。

CBZ・Gly-Phe分解作用の測定

0.02Mトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)に CBZ-Gly-PheをO.04Mになるように溶解し，基質溶液と

し，その 0.1∞と酵素液 0.1∞を 30・Cで20分間反応きせ遊離する phenylalanineをニンヒドリン法

14) Iとより定量した。酵素単位は便宜上1分間あたりに遊園産する phenylalanineが 1mgK相当する活

性度を 1単位の酵素活性とした。

蛋白質温度の測定

蛋白質濃度の測定はLowry等の方法 111)K基づいて行なった。標準蛋白質としては牛血清アルブ E

ンFrV(Armour Lab.)を使用した。

結果およ び考察

pH 安定性

細切した幽門重を 3倍量の 1mMCaCl，溶液でホモヲナイズして得た粗抽出液を N NaOHでpH

8.0-8.5 K調節し.20時間.50Cで活性化した後. N NaOHとNHClで任意のpHK調節し， 50C 

K放置した。残存する蛋白質分解活性と放置時間との関係を Fig.IK示した。 ζの酵素は酸性ある

いは強アルカリで不安定であった。しかし，牛等の勝臓蛋白質分解酵素と異なり至適pH付近で非常

に安定であった。すでにCroston，牛山等によって述べちれているように，硬骨魚幽門重から zymogen

のみを分別抽出するととは，晴乳動物の勝臓で採用きれているような方法では困難である ζ と， およ

びそとで採用されているような酸性条件下での抽出は.pH8-9での場合に比ぺて，はるかに不安定

である上K，後述のCとく低収量であるととを考え合わせると， 硬骨魚幽門垂消化酵素の研究を行な

うには，著者が使用している水または 1mMCaCl，の抽出によって必然的f1:活性化きれる Zymogen

を含か全消化酵素を研究対象とする ζ とがより合理的であると去えよう。

温度安定性

活性化した粗酵素液を 0_2M棚酸緩衝液 (pH8_7)で5∞倍K希釈し，これを各温度で反応させ，
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E回戸naticac色ivityw晶8aB8晶，yedfor 2%ωsein in 0.2 M bor品加 butfer(pH 8.7) aも300C.

反応時間と遊離する分解生成物量との関係を Fig.2 1<::示した。 乙れによれば 40・C以下ではかなり

長時間直線的関係、にあった。すなわち， ζの結果からは 40'C以下では ζの蛋白質分解酵素はかなり

安定と思われた。 さらに， 加倍に希釈した酵素液を各温度に放置し， 放置時間と残存活性の関係は

Fig.3のごとくなった。 30'C以下ではほとんど失活しなかったが， 5O'C以上ではかなり急速に失活

した。 40'Cでは非常に不安定な酵素と比較的安定な酵素が混在している事実が示されている.そこで

TAME， BTEEおよび CBZ-Gly-Phe分解作用を持つ酵素が4Q'Cでどのような温度安定性を示すか

を検討した。 Fig.4 1<::示すように TAME分解酵素は40'Cで、かなり安定であった。しかし. BTEE 

および CBZ-Gly-Phe分解酵素は 60分以後しだいに失活が起った。 乙の ζ とから 40'C におげる蛋

白質分解作用の減少は主1<::カゼイン分解作用と BTEE分解作用を共IL持つ酵素(キモトリプシン類

似酵素と思われる)が失活したためと説明できる。なお 60分までの蛋白質分解作用の急激な減少の

原因としては本実験で使用したいずれの基質も分解し得ない他の蛋白質分解酵素の失活によるものか，

また. BTEE分解酵素の蛋白質分解作用とエステラーゼ作用の温度安定性が異仕るために起るのかは

さらに充分な検討が必要と思われる。 ζの結果， シロサケ幽門垂蛋白質分解酵素の反応条件として，

牛山らは 35'Cの反応温度を採用している問11)けれども，さらに安定な 30'Cを用いる方が適当であ

ると思われる。

その他の条件下での安定性

すでに魚類の幽門霊蛋白質分解酵素は CaCl，1とより安定化されるという ζ とが知られているのでシ

ロサケ幽門重彊白質分解酵素の温度安定化に必要な CaCl，の濃度を 0.5-lOmMの範囲にわたって

検討したと乙ろ，溶媒を棚酸緩衝液 (pH8.7)とした場合 lmMまた， トリスー塩酸緩衝液 (pH8.7)

では 5mMが最も効果があった。また， 0.2M棚酸緩衝液 (pH8.7)に酵素液を充分に透析した後，

硫安による塩析を行なうと，従来 Crostρnが報じた結果と異なって，硫安分画化よる蛋白質， TAME 

およびちTEE分解活性の失活を殆んど防ぐととができる ζ とがわかった。
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品 目 胸 戸dfor 2% casein in 0.2 M bor品加 buffer(PH 8.7)， 1.04 x 10-3 M TAME in 0.04 M 
Tris-HCl (PH 8.4)， 5 x 10-&M BTEE in 0.05 M Tris-HCl (pH 8.1)， and 0.04 M OBZ・Gly.
-Phe. in 0.02 M Tris-HOl bu賀町 (pH8.0) at 300。

抽出性の検討

魚類幽門垂蛋白質分解酵素の抽出には種々の方法が使用されている。そこで，そのうちの代表的な抽

出液と 2，3の異なる pHによる抽出性を検討した。細切したシロサケ幽門垂を 3倍量のそれぞれの捺

液でホモヲナイズした後，抽出液を N NaOHでpH8.0-8.5 1と調節し 50Cで20時間活性化した

後， 50，000 x gで15分間遠心分離を行ない上澄液の活性を測定した。また，幽門垂の懸濁液をNNa 

OHおよびNHClでそれぞれpH5，8および llK調節し，ホモジナイズした。ホモヲネイトを 12時

間50CK放置して抽出を行なった後，他の場合と同様に pH8.0-8.5で活性化を行ない， 抽出液を

得た。その結果は Table1 K示すごとく水抽出および lmMCaCbの場合で最も優れているととが解

った。

礎安分画による部分的精製

前述の方法で水抽出した酵素液を 1mM  CaClllを含む0.2M硝酸緩衝液 (pH8.7)に透析した後，

Osborne法tとより硫安分爾を行はい，各飽和度についてカゼイン， TAME， BTEEおよびCBZ-Gly-

Phe分解活性を測定し，その分布を検討した。その結果は Fig.511:示すととし最大活性を示す飽和

度は基質tとより少しづっ異なる飽和度の分画に見い出されるが， 分画はそれほど判然とは行なわれな

い。 ζの結果は牛または鯨降臓蛋白質分解酵素が硫安分画によって示す態度的と少し異なった。 な

お乙の操作での活性の回収量は 70-8096で比活性は1.7倍K増加した。

要約

シロサケ幽門重蛋白質分解酵素の生化学的研究を広く進めるにあたり， その pH， 温度およびその

他の条件下の安定性など酵素の性質に関する基礎的研究を行なった。その結果， ζの酵素は酸性で不

安定であり，また熱K対して非常K不安定な BTEE分解作用を示す酵素の存在が認められ，さらに，

- 317-



北大水産業報 [玄X，4

T油le1 Extra.ction of proteolytic enzymes from chum働，lmonpyloric c嗣 c80by Va.riOU8 

oolven:旬.

Solven:色 Toぬ，1800色ivi色
(p町

C8oCl. 

pH5 
pH8 
pHll 

lmM 
lmMωH8.7) 
5mM 

O.2MBor晶句 Buffer
in 1 mM C8oCl. (PH 8.7) 

4:.8 
0.4: 
1.8 
1.3 

W山車r

4:.2 
2.0 
3.8 
3.5 

Five gr晶moof the pylorio cωωw鋪 homogenizedin 15 ml of朗自，hoolvent，晶nd色hen
0.0色iv抗ion80nd舗随yfor晶ωivitywere m晶debyぬ，e880me me色hodωFig.1. 

。
av z
 

(
畠

a
g
)
h
C宮
山
富
〈

0.2 0.4 目 0.8
AmmoDium sulfate saturation 

Fig. 5 Ammonium 8ulf8iぬ fr8octiona.'もionof orude pro'旬。ly色，ioenzymes in ohum 8a.lmon 
pylorio 0嗣 080.
The figureぬOW8色he句ta.l800tivity in e800h金制色ion. Fra.otion8i色ion Wω ma.de by 
08bome meぬ，od. Aoもivityw，舗 808B8oyed前七he8畠meoondi色ion80S Fig. 4. 

本酵素の抽出には水抽出，またはlmMCaCb抽出が最も優れていた。硫安による塩析の結果， 2，3 

の基質11::対する最大活性は少しづっ異なる飽和度の分画IL見い出され， その際の活性の損失は殆んど

みられとEかった。 ζれらの結果から本酵素は従来知られている牛および鯨等の勝臓蛋白質分解酵素と

比べて性質がかなり異なる ζとが考えられた。 また Crostonが主張しているように， Zymogenの分

別抽出が不可能である事実などから考えて， 著者も抽出中必然的11::活性化をうける Zymo邑聞を含む

全消化酵素について研究を進めると云う立場をとる乙とにした。

本研究を行なうにあたり御指導ならびに御校聞を賜わった本講座斎藤恒行教授とtらびに新井健一博
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土， サケ幽門垂の採集に御協力いたt:いた本学部練習船北星丸乗組員ならびに調査団各位IC厚く感謝

の意を表する。
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