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シロサケ幽門垂蛋白質分解酵素のゲノレ漉過における挙動

内田直行命

Chromatographic Behaviors of Proteolytic Enzymes in Chum Salmon 

Pyloric Caeca on Sephade玄 GelChromatography. 

Naoyuki UCHIDA 

Abstract 

The pro旬olyticenzymes in chum sl晶monpyloricωec品目howeddifferenも
chromatographic patterns on the Sephadex G---IOO column (2.5 x 100 cm) depending 
uponぬebu首位sused. By using a 0.2 M borate buffer containing 1 ml¥tI 0品01.
pH 8.7 (11)， two high proteolytic activitiωwere found， where拙 byu日inga 10 
mMTris・Hαbuffercontaining 5 mM OaOlg and 0.05 M N品01，pH 8.8(1)， only one 
m乱.jorproteolytic activity was observed on gel chromatography. 

Ohromatographic p抗ternsof the enzyme were observed interconvertibly by 
replacingも，wokinds of buffers (Tris， 1 and bor品，te，11) on the Sephadex gel column. 
Two fractions of high pro旬olyticactivity (Fg and Fa in Fig. 6) obtained from gel 
chromatography wiぬ晶 boraもebuffer cle乱rlyshowed di宜~rent mobilities on 
cellulo自eacetaゐeelectrophoresis. 

As the corresponding fractions on electophre自iswere a180 identified in the 
original proteolytic enzymes，も W品目晶scerぬinedth抗 bothof proteolytic active 
fractio四 isolatedon gel chromatography would noもbe晶，rtifact日 whichmight be 
produced during preparωing pro田:dureof enzyme溜.

From these results， i泌色 could be assumed 色仙h晶抗色 the Se噌:pha叫dexgel 巴d】hroma抗.to噌gra句，phyr 
w柄itぬh a boω.ra晶句 bu宜eぽrwould be one of the useful meもぬ，hodω臼 for purifying もぬhee 

pro色旬eo1y件t“iおcenzyme ex'も位r晶制ct旬edfrom the chum 自almon pyloric caeca. 

緒言

サケ幽門重中には，数種類の蛋白質分解酵素が存在している乙とが知られている功句。しかし，その

各々の性質については未だ充分に明らかにされていなし、。ただ， それらについて得られた断片的往性

質から，牛などの降臓性蛋白質分解酵素，トリプシンおよびキモトリプシンめなどと類似しているもの

と考えられる。 ζれらトリプシンおよびキモトリプシンの分子量は非常に類似しているので Sephadex

によるゲル溜過においては，ほぽ重なった一つのピークとして溶出されるの ζ とが知られている。以

上の諸事実から， サケ幽門垂の抽出液から蛋白質分解酵素を分離するに当って， Sephadexゲルを用

いたゲル鴻過法はかなりの精製効果を示すものと思われる。しかしP すでに著者が先報6) で述べたよ

うに，サケ幽門垂蛋白質分解酵素は酸性条件下できわめて不安定なこと， および塩化カルシュームが

酵素の安定化に非常に有効な ζ となどの特異な性質を示すので， Sephadex によるゲル漏過において

使用できる溶媒(緩衝液)の種類にはおのづから制約がある ζ とになる。本来， Sephade叉によるゲル

鴻過におよ I~す各種溶媒の影響については経験的な知見が断片的F:述べられているだけで，詳細な報

告はない状態である。従って，著者は本酵素のゲル鴻過による精製純化を進めるに当って， 先ず，従

来常用しているこ種の溶媒，即ち，棚酸およびトリス緩衝液をゲJレ滞過の溶媒として応用し，本酵素

のゲル鴻過による挙要望Jを検討した。

* 北海道大学水産学部生物!じ学講座

α.aboraωry of Biochemi耐 y，Facu1もyof Fisheri四， Hokkaido University) 
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Residue 

Precipitation 

北大水産業報 [XXI，4， 

Pyloric caeca 

homogenized for 2 min with 3 vol. distilled water. 

added CaCl2 to 1 mM. 

adjusted pH to 8.0-8.5 with N NaOH. 

allowed to stand for 5 hr. 

readjusted pH to 8.0-8.5 with N NaOH. 

allowed to stand for 15 hr. 

added 1/2 vol. of CCl‘to wet wt. of pyloric caeca 

and stired for 1 hr. 

centrifuged at 50，000xg for 30 min. 

Supernatant 

dialy~ed 旦gainst 0.2M borate buffer containing 

1 mM CaCI2，pH 8.7. 

added (NH.)2SO. to 0.2 saturation. 

centrifuged at 20，000xg for 30 min. 

Supernatant 

|ω(N比 )2S…7…叩
centrifuged at 20，000xg for 30 min. 

IJrecipitation 

r;;art i山 p凶 iedprote叶y

Fig. 1 Preparation scheme of p品的ial1ypur温.edproおolyticenzymes in chum s晶，lmon
pyloric c舵 ca
Al1 operations were performed抗 3-500.

実験方法

訳料 1969年4-6月南千島沖で捕獲したシロサケ (Oncorhynchusketa)の幽門垂(降臓を含む以

下同じ)をー200C以下に保存して適宜実験に供した。

酵素活性の測定蛋白質分解， エステラーゼおよびぺプチダーゼ作用の測定は前報めに従って行な

った。

ゲル遭遇 充分に膨潤させた， Sephadex G-100ゲルを 2.5x 100cm 1となるようにカラムl乙充場し，

lmM塩化カルシュ{ムを含む 0.2M矧酸蟻衝液， pH8.7 (以下棚酸緩衝液とよぷ)または 5mM塩

化カルシュームおよび 0.05M塩化ナトリュームを含む 10mM トリス{塩酸緩衝液， pH8.8 (以下

トリス緩衝液とよぷ)で平衡化し，それぞれの緩衝液で溶出した。分画は 10m1とし，溶出速度は

25m1/hrで行なった。粒子外水量 (VO)はB1ueDextran 2000を溶出きせて求めた。

電気泳動 支持体としてセルロースアセテート膜 (Separax:常光産業KK製)を使用し， 0.07Mペ

ロナール緩衝液 (pH8.6，μ=0.07)を使用し， 0.5mA/cmsで 120分間泳動を行ない， アミドシュヴ

アルツ 10Bで染色した。

隊司医液の観製 Fig. 111:示すCとくシロサケ幽門重より酵素抽出液を得， さらに硫安塩析(0.2-0.7

飽和)を行ない，得られた沈殿物を組酵素蛋白質とした。粗酵素蛋白質を少量の棚酸緩衝液11:溶解し，

同緩衝液K充分透析した。透析中に生ずる沈殿物を 50，OOOXgで 30分間遠心分離を行なって除き，

上澄液を以後の実験K供した。
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Fig. 2 Gel chroma.togra.phy of p乱凶ia.llypurified proteolytic enzymes in chum salmon 
pyloric caeca. on Seph吋.exG-loo with 10 mM Tris-HOl buffer con旬ining5mM 0晶01.a.nd 
0.05M N乱。1，pH 8.8. 

The protein (10 mg) was dissolved in晶 2.5ml of 0.2 M bor晶恰 bu貰ercon句i凶nglmM 
OaOl.， pH 8.7， precipi旬tionwa.s removed centrifuging晶nd昭'pliedto chrom晶ωgr品，phy.
The column (2.5 x loocm)， equilibra.もedwith a. 10 mM Tris-HOl bu宜erconta.ining 5 mM 
OaOl. a.nd 0.05 M NaOl， pH 8.8， w嗣 oper晶，tedat a. flow ra.te of 25 ml per hour晶ndfracもions
of 10 ml were collec飴d. The void volume (vo) wa.s a.djusted to 200 ml. Ohrom抗ogra.phy
wωoper晶teda.t 3---500. 

60 40 

T 

20 

果

粗酵素蛋白質溶液 2.5m1(蛋白質量約 10mg)をあらかじめ二種の緩衝液(硝酸およびトリス)で

平衡化した SephadexG-100カラム (2.5 x 100 cm)に重層し， それぞれの緩衝液で溶出した。その

結果 Fig.2および Fig.3K示すCとし それぞれ具なった溶出図を示した。溶出液がトリス緩衝
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Fig. 3 Gel chromatography of partiaIIy purified proぬolyticenzymes in chum自晶lmon
pyloric caeca on Sephadex 0-100 wi仙 0.2M borate bufli位 containing1 mM CaClz， pH 8.7. 

The protein (10 mg) was dissolved in晶 2.5ml of 0.2 M borate buffer containing 1 mM 
CaCI2， pH 8.7， precipitation w品目 removedby centrifuging品nd晶ppliedto chrom抗ogr品，phy.
The ωlumn (2.5 x 100 cm)， equiIibrated with晶 0.2M boraもebuffer ∞ntaining 1 mM  C晶CI.，
pH 8.7， w品目 opぽ晶七edat a flow rate of 25 ml per hour晶ndfr晶ctionsof 10 ml w釘 'ecoIIecもed.
The void volume (Vo) w納品.djustedω180mI. Chromaωgraphy wωopぽ晶tedat 3-50C. 

60 

。

液の場合 (Fig.2)はカゼイン， TAME紳， BTEEおよび CGP分解作用を示すピークが微かに異な

るが，ほ 1~同t-位置 (fraction number 35-45) fe溶出された。しかし，瑚酸緩衝液の場合 (Fig.3)

ではカゼイン分解作用を示すピークは明らかに異なる二つの大きなど戸ク (fractionnumber 27-32 

と 34-40) と一つの小さなピーク (fractionnumber 55-60)を示した。また TAME分解作用を示

材木報告では以下の略称を用いた。
TAME: 事osyl-L・品rgininemethylωおr.BTEE: benzoyl・L-tyrosineethyl倒防，r.
CGP: c晶rbobenzoxy-glycyl-L-phenyla.l晶nine.

-308-



X los 

e 

(
咽

Z
E
コ】

4 

内田:サケ幽門霊蛋白質分解醇素のゲル鴻過

• 
(A) 

1.6 

.8 

1971] 

A
Oゆ
ψ
凶
}

。。
8 1.6 E

-
@
咽
申

υ

凶

2
4
L
F
l
i
l
t
-
-
-4 

ハ
fJ j; 

fゾ，、、

一_.1.ーノ' 、三五二ニンー-

(8) 

，8 

O 。

Fraction number (5 mljfraction) 

Fig. 4 Change of gel chromatographic p抗飴rnof partially purified proωolytic enzymes 
in chum salmon pyloric c品ecawith different buffer sy;自tem.
A: Chromatography with 10 mM Tri自-HCIbuffer containing 5 mM  CaCIs and 0.05 M N乱CI，
pH 8.8. 
The m乱.jorparts of fractions (shown under horizontal arrow) were combined，ωn-
cenもr品もed，and applied to the next column wiもh晶noもherbuffer system (B). 
Other experimental conditions were the same品目 inFig. 2. 
B: Rechrom叫ogr百，phywith 0.2 M borate buffer contining 1 mM CaCla， pH 8.7. 
0もherexperimental conditions， exce酢 forthe void volume of 200 ml， were the same品目 in 
Fig.3. 

60 40 20 

すピークも明らかに異なるこつの大きなピーク (fractionnumber 27-32と 34-40)を示し， BTEE 

および CGP分解作用は fractionnumber 27-32にはほとんど認められず， 34-40 K認められた。

また両者の場合I TAME分解作用が強心カゼイン分解作用が非常に弱い小さなピーク(トリス緩

衝液で fractionnumber 28-35.棚酸緩衝液で 21-26)が同様に存在した。

使用緩衝液により異なった溶出図を示すζ とが明らかになった。次tととの変化が可逆的なものか不
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Fig. 5 Change of gel chromatographic pattern ofpartially purmed proteolytic enzymes 
in chum salmon pyloric c品ecawith different buffer sysもem.
A: Chrom抗 ographywith 0.2 M borate buffer con句泊ing1 mM  CaCI2， pH 8.7. 
The major p晶，rts of fractions (shown under horizontal aηow) were combined， con. 
centrated， and applied to the ne討 column with another buffer sy白色em(B). Other 
experimental ∞ndition日， except for the void volume of 200 ml， were the same as in Fig. 3. 
B: Rechrom晶，togr品，phywith 10 mM Tris.HCl buffer containing 5 mM C晶C12 阻 d0.05 M N晶

Cl， pH 8.8 
Other experimen'ぬ1conditions were the same品目 in Fig. 2. 

' 
60 40 

' 
20 

可逆的なものかを両者の聞で違いの著しいカゼインおよび TAME分解作用について検討した。その

結果を Fig.4および5K示した。先ず， トリス緩衝液によるゲル鴻過を行なった後， Fig.4AK示

す矢印の区分を集め， コロヲオンパックlとより濃縮した酵素液を棚酸緩衝液Iとよりゲル濃過を行なっ

た。 その結果は Fig.4Bに示すCとく Fig.3とまったく同様な溶出図を示した。次に同様な方法

で，瑚酸緩衝液によるゲル鴻過の後， Fig.5Aの矢印の区分をトリス緩衝液によるゲル鴻過を行なっ

たと ζろ， Fig.5B K示すごとく Fig.2と同様な溶出図を得た。
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Fig. 6 Gel chrom抗 ogr句，hyof pa凶iallypurified pro旬。，lyticenzyme自(50mg) in chum 

salmon pyloric caeca on Sephadex G-I00 with 0.2 M borate buffer containing 1 mM C晶CI，.
pH 8.7 
The fra晶，c'品柑ct悦iぬ0佃n田l凶s0ぱf5m凶1were cω叫ollec伽旬:d. The fractions under horizontal arrow (F 2 佃 dF.) 
were combined晶ndapplied to rechromatography. Other experiments were in the same 
condiもionωin Fig. 3. 

100 60 20 

乙の結果から 2種の緩衝液による溶出図の違いの原因は特定の酵素がトリス緩衝液によるゲル鴻過

中IL失活したためでなく，また醐酸緩衝液tとより活性化したためではないと思われる。 さらに棚酸緩

衝液tとより酵素の分子状態になんらかの変化が起ζったとしても， それはゲル鴻過的ILは可逆的なも

のである ζ とが明らかになった。

乙のように孤酸緩衝液によるゲル漉過で、見い出される蛋白質分解酵素の特異な挙動は単fl.特定の酵

素が翻酸1緩衝液の影響lとより分離し易くなったものか， 同一酵素が翻酸緩衝液のなんらかの影響によ

って，その一部の酵素がゲル鴻過的に異なった性質のものに変化したとも考えられる。後者のよろな

現象が起きた場合， その酵素は同ーの操作のくりかえしにより一定の割合で常にその影響を受けてゆ

くととも考えられる。

乙のような考えに基づき.Fig.6 IL示すCとく粗酵素蛋白質溶液(17.5ml，蛋白質量約加mg)を棚

駿緩衝液を用いてゲル漉過を行ない，その主成分と見なされるこ成分 (Fig.6の F，と Fs)を特に集

めて再クロマトグラフィーを行ない，各成分の挙動および電気泳動による態度を検討した。

日および Fsの再クロマトグラフイ{の結果は，それぞれ Fig.7Aおよび Fig.7Bのようになっ

た。その溶出位置とカゼインおよび TAME分解作用を示すピークから考えると.F， ILは微量の F曹

が混存する乙とが認められるが， Fs fl.はむの混存はほとんど認められなかった。即ち，トリス緩衝

液から棚酸緩衝液に交換したときに見られる Fsから F，への新らたな変化はもはや起とらなかっ

た。きちに Fig.7Aおよび Fig.7Bの矢印の区分を集め， コロひオンパックtとより濃縮した後，セル

-311ー



]玄玄1，4: .. 業産水大;f!; 

XIÒ~ 

F
O暗
唱
凶
】

1.6 

.8 

o 

8 

戸

-
F
2
・コ。

4 

.同・ーー司ー-

(8) 

.4 

.2 

(
O値
制

凶

}

a-

・・0
0
1
1
1
1
1

.4 

.2 

凶

2
4ト

1
1
1
'
l
l
l

aM 

4 

、ー一、、

一ハハハ恥い一一村

(A) 

。

.2 

g
-

・事。』
a
s
I
E
B
E
E
-

。。‘= 、-ーーー。

50 

Fraction number (5 mljfraction) 

Fig.7 Rechrom晶togr晶phyof fraction (F. and F. in Fig. 6) on Seph叫.ex0-100 with 
0.2 M borate buffer conぬ凶ng1 mM CaC1a. pH 8.7. 
A: Rechromatography of企actionFI in Fig. 6 on Sephadex 0-100 
B: Rechrom抗 ogr品.phyof fr晶ction九泊 Fig.6 on Sephadex 0-100 
B品。hfr晶ction(F.品ndF. in Fig. 6) was conc呪凶.ratedto 5 ml by collodion b晶.gsand晶.pplied
tore氾hromatogr品.phy. The fractions shown under horizonωl晶 町owwere combined 晶ndused
for elec針。'phoresi日 Otherexperiments were oper晶.tedin the same condition ωin Fig. 6. 

' 
90 70 

' 
30 

ロースアセテート膜を支持体として電気泳動を行なったと ζろ.Fig.8のごとしその主成分をなす

蛋白質はそれぞれ異なった移動度を示し， またそれぞれの成分に相当する蛋白質はゲル濃過を行なう

まえの粗酵素蛋白質にも含まれているものである。

以上の結果から. F~ および Fs はゲル濃過やその他の処理操作によって人為的に生cたものではな

く，元来， 粗酵素液中に存在する酵素が硯酸緩衝液Irよるゲル漉過によって分離したものであると言

える。
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1971] 内田:サケ幽門垂蛋白質分解酵素のゲル鴻過

一 -̂ + 
...oL ....  a -. 

A 

〈 B 

C .， 
Fig. 8 Cellulose acetate electrophore七icpattern of proteolytic enzymes in chum 

salmon pyloric caeca. 
A: Original enzymes (ammonium sulfa白 precipitaもion，0.2-0.7 saturation) 
B: Fraction F， shown hy horiz)ntal arrow in Fig目 7A.

C: Fraction F， shown hy horizoual arrow in Fig. 7B. 
Electrophoresis、vascarried out hy a pH 8.6 veronal huffer (μ=0.07)， 0.05 mAJcm for 120 
min. The arrows ShOWBもhestart. 

考 察

ゲJレt慮過における使用緩衝液の影響は緩衝液が Sephadexゲルと試料蛋白質の両者K影響し，その

結果が溶出きれた試料蛋白質の挙動として現われるものと恩われる。

ゲノレ自体11:およlます電解質の影響については，従来経験的な知見が 2，3報告的，わされている。それ

によると分子ムるい効果以外の具常現象である イオ ン排斥l乙基づく溶質の分配係数の低値や吸着IL基

因する分配係数の高値はイオン強度を 0.05以上Iとする ζ とにより防ぐこ とができるときれている。本

実験11:使用した二種の緩衝液(トリス緩衝液，μ=0， 065，棚酸緩衝液， μ=O. 113) はL、ずれもイオン

強度 0.05以上あり乙れらの問題はない と恩われる。きちに，使用した緩衝液はイオン強度11:差がある

が， トリ ス緩衝液に塩化ナト リュームをさ らに加えJ イオン強度を 0.115とした場合でもイオン強度

0.065の場合とまったく同じ溶出図を示した。また二種の緩衝液の pHはほ とんど同じであるので，

本実験で見られた現象は緩衝液の pHやイオン強度によるものではなく ，緩衝液の種類によるものと

思われる。松本ら町，町 Kよると電解質の種類によ り Sephadexゲルの保水量等K差が生ずるとしてい

る乙 とから，緩衝液の遠いにより ゲノレ自体の性質になんらかの差が生じた乙 とも考えられる。

蛋白質におよ 11す影響11:ついては i)蛋白質におよ{ます電解質の影響についてはあまり報告されて

いない。ii)サケ幽門重蛋白質分解酵素の性質が充分に明らかにされていない。iii)本酵素の安定 pH

および安定化における塩化力 Jレシュ ームの必要性から種々の緩衝液を使用 し，さらに検討を加えられ

ない。などの点か ら明らかでない。

現在，シロ サケ幽門垂蛋白質分解酵素の各々の分子量が明らかにされていないのでp トリス緩衝液

の場合が正常な分子ふ るい効果を示し，棚酸緩衝液11:より分子ふ るい効果以外の異常現象が起きて，

分子量的に同ーのものが分離しやす くなったのか， またその逆に棚敵緩衝液で正常な分子ムるい効果

を示した結果分離し， トリス緩衝液lとより その効果が妨け.られて分離し難くなったものかは明らかで
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ない。

しかしながら，いずれにしても本実験の結果から， シロサケ幽門霊抽出液かち蛋白質分解酵素を分

離するために硝酸緩衝液によるゲル滅過法はかなり有効な方法になると思われる。しかし，電気泳動

の結果，ゲJレ鴻過で得られた二成分 (Fig.7Aおよび 7Bの矢印の区分)にいくつかの蛋白質が混在

し，活性をもっ成分もいくつか見られる乙とから， シロサケ幽門垂蛋白質分解酵素はさらに分離精製

を進める必要があるが，その酵素の主成分はすでに報告されているように anionicなものでなく，等

電点が pH8.6以上のむしろ cationicなものと思われる。

要約

シロサケ幽門重から硫安塩析により部分精製した組蛋白質分解酵素について SephadexG-lω カラ

ムによるゲル鴻過を行ない，溶出緩衝液の違いによる挙動の変化を検討した。

溶出緩衝液が 5mMCaCbおよび O.05M NaCl を含u'10mMトリス塩酸緩衝液， pH8.8 (1)の

場合，ほぽ一つの大きな活性ピークを示し， また lmMCaCI.を含む， 0.2M棚酸緩衝液， pH8.7 

(II)の場合は，明確な二つの活性ピークを示した。

乙の二種類の溶出パターンは溶出液を相互に変える乙とにより可逆的IC変換させうる ζ とができた。

また IIで分離した二成分は再クロマトグラフィーの結果および電気泳動的性質から互いに異なる性

質の酵素であって，酵素の調製叉は精製処理中に人為的に生成されたものではない乙とがわかった。

以上の事実から，棚酷緩衝液を使用する Sephadexゲル鴻過法はシロサケ幽門垂蛋白質分解酵素を

精製する一手段として応用できるものである。

本研究を行なうにあたり御指導ならびに御校闘を賜わった本講座斎藤恒行教授ならびに新井健一博

士，サケ幽門垂の採集に御協力いただいた本学部助教授上野元一氏に厚く感謝の意を表する。
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