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北大水産業報
38(3)， 293-300. 1987. 

コイ筋肉の脱分枝酵素に関する研究

柴田 猛*・広瀬 裕*・川田倫夫*

Studies on the Glycogen Debranching System of 

Carp Skeletal島fuscle

Takeshi SHIBATA*， Yu同kaHIROSE* 

and Michio KAWADA* 

Abstract 

In order ωobtain further information about the glycogen degrading metabolism in fish 
skeletal muscle，七heglycogen debranching sysもem(EC. 2.4.1.25+ EC. 3.2.1.33) of c町 pskeletal 
muscle was inves七igatedand compared with 出品 ofboni七omuscle. The result芯ob七ainedare 
as follows: 

( 1) Optimal pH andもemperaもureare pH 6.1 and 37"C， resp町七ively.
(2) Michaelis constant is 0.09% and subs位 前especificity for phosphorylase-limit 

dextrin is the highest. 
(3) The七i七rationof SH groups inもhepresence of SDS revealed 18 thiol groups per 

molecule; for 50% decreases in the catalytic activity， 35% of total thiol groups are reactive 
Soluble starch proも切除d七heenzyme against modification of thiol groups with DTNB. 

( 4) The carp enzyme is sもableinもhepH range of 5 to 7 and up七o七he旬mperatureof 
350C. 

(5) Triethanolamine and Tris concenもrationfor 50% decreases in the acもivityis 25 mM 
and 10 mM， respectively. 

(6) Despi旬 overallsimilarities，七henumber of toもalthiol groups are markedly di宵erent
between七hecぽ pand boniもoenzym田.

脱分校酵素 (glycogendebranching sys加 n:EC. 2.4.1.25+ EC. 3.2.1.33)は二つの機能，すなわ

ちグルコシル転移と α-1，6-結合を切断するグルコシダーゼ活性を同時にもつ酵素で，ホスホリ

ラーゼに協力してグリコーゲンの分解を解糖方向に進行させる。白身魚と赤身魚の筋肉の死後の

解糖系の分解速度に差があることが知られているが，ホスホリラーゼの性質を自身と赤身の両魚

種について比較したが，そのグリコーゲンの分解速度の違いを十分に説明出来る結果が得られて

いない。そこで，グリコーゲン分解系に関与する本酵素の役割に注目した。これまでカツオ筋肉

の本酵素についての精製法と諸性質を報告した九赤身魚と白身魚の死後の解糖速度の違いを本

酵素によって解明できるかどうかの可能性を追求するのを目的として，自身魚の例としてコイの

本酵素の性質を検討したので，カツオの本酵素との性質の比較を述べる。

実験法

試料 コイ (Cyprinusωipio)は市販の活魚を用いた。

‘ 北海道大学水産学部生物化学講座
(LabO'T•ωO'TY 01 Bめchemistry，Faculty 01 F:ぬheries，Hokk酌doUn附 'sity)
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酵素活性の測定 本酵素活性の測定のための反応組成液は Nelson法2)に従い， 300C，1O分間の

反応を行い， 0.3 M HC 10.で反応を停止させ， KOHの中和上清液についてグルコース量を

hexokinase-glucose-6-phospha民 dehydrogenaseのカップリング法3)を用いて測定した。

たんぱく質の測定， SH基の測定および基質の調製などについて前報1)に述べたのと同様に行っ

Tこ。

酵素の精製精製法はカツオ筋肉の場合に述べた方法1)と同様に行った。すなわち，コイ筋肉を

2.5倍量の 4mM EDTA (pH 7β)で抽出し， 45%硫安分画区分を 5mMトリスーlmMEDTA・10

mMmercapもoeもhanol緩衝液で予め平衡化した DEAE-celluloseカラムに吸着させ， 5mMNaCIを

含む同緩衝液で洗浄後， 50mMNaCIを含む緩衝液で本酵素を溶出し，さらに同じ緩衝液で平衡化

した ω-amino-butyl-agaroseカラムに吸着させ， 500mMNaCIを含む緩衝液で溶出する。この精製

酵素は比活性度は1.95-2.20 (抽出液では 0.029-0.035)を示し約 55-76倍の精製度であった。

(カツオの場合は比活性度は 2.78で 130倍に精製された。)デスク電気泳動法では一本のバンドで

あったが， SDS電気泳動法では本酵素のバンド以外にまだ三本の mmorの不純たんぱく質のバン

ドが観察された。

実験結果

至適-pH マレイン酸緩衝液を用いて，至適-pHを求めた結果を図 1に示した。図に見られる

ように至適-pHはpH5.8-6.2の間にあり， pH5.0以下および 7以上では活性低下が起こり，比較

的pHの至適範囲は狭い。カツオの本酵素の至適 pHとほとんど同じであった。

至適温度至適温度は図 2に示したように 35-400C付近にあり，前報1)に述べたように，カツ

オの本酵素は 32-330CVこ至適温度をもつので，それに比べてコイの方が 50C程至適温度が高く，

しかも温度活性曲線は緩やかであった。

基質濃度の効果 酵素作用に対する限界デキストリンの濃度効果を図 3に示した。0.6%付近の

濃度で最大値を示すことはカツオの場合と似ていたo しかし，その後の濃度増加による活性阻害

の程度はカツオより低かった。阻害を受けない範囲から，グラフで求めた Kmは0.09%となりカ
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Fig. 1. EffecもofpH on七heactivity of carp glycogen debranching system. Maleaωbuffer w副

used 叫 0.02M concentration. 
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Fig. 2. Effect of七empera七ureon the activity of carp glycogen debrahching system. 

ツオリやウサギ2)の値よりも大きかった。

基質特異性 2， 3の多糖類についてその基質特異性を検討した。その結果を表 1に示した。ホ

スホリラーゼ限界デキストリンを基質としたときの活性に対する相対活性で表わした。各多糖類

に対する分解程度はカツオの場合とほとんど同じであった。

SH基の反応性 本酵素もカツオの場合と同様に SH一還元剤の存在で安定化するが， lOmMの

メルカプトエタノーノレの存在は活性に効果がないことから，そこで SH基の存在状態を検討した。

まず SDSの存在下での全 SH基数を測定した。その結果，酵素一分子当たりの全 SH基数(分子

量を 165000と仮定して)は 18個になりウサギ4)は勿論のこと，カツオりやツノザメ 5)の数とも大

きく異なり，その数はそれらの値の半分より僅かに多いだけであった。

次に活性低下と反応性 SH基数との関係を検討したその結果を図 4に示した。反応する SH数

が増加するに従い活性が低下した。 50%の失活がみられたときの反応した SH基数は全 SH基数
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Fig.3. E質問も ofsubstra七econcentration on the activity of carp glycogen debranching system. 
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Subs七ra七especi自cityof glycogen debranching sys七emfrom carp muscle. Table 1. 
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Enzyme Concen七ration
(unit/ml) 

Substra旬s

Phosphorylase limit-dextrin 

Glycogen 

Soluble Starch 

Amylop田七m

Pullulan 

100 

0.7 

1.1 

0.2 

0.3 

0.13 

2.76 

2.76 

2.76 

2.76 

Carp enzyme: specific activity= 1.95. 

の 40%(7-8個)になり，測定した範聞では完全に失活しなかったが.30分では 93%の活性低下

がみられ 73%(13個)の SH基が反応していた。これらの SH基の反応数と活性低下の割合との

関係はカツオの場合と同じであったが，それに達するまでの時聞はカツオの場合と異なった。す

なわち，初期の活性低下が速く， 50%失活には 6分.50%SH基が反応するための時聞は8分と

それぞれカツオの場合の半分の時間で作用した。しかし，それに対して SDSの存在下における SH

基の反応性はカツオの場合よりも遅かった。すなわち.55%のSH基が反応するのに4分かかり，

カツオのときよりも 2倍の時間を要し. 30分でもまだ未反応の SH基を残し 60分でやっと平衡

になった。活性に関連する SH基の構造維持という点ではカツオより緩やかと推定され，また，コ

イにはカツオに比べてより固い SH基に関連する構造コアが存在すると推定された。

カツオの本酵素の SH基がグリコーゲンおよび可溶性デンプンによって保護される。コイにつ

いても同じ試みを行った。 2.5%の可溶性デンプンの添加により活性の低下と SH基の反応性が抑

えられたが，その保護作用はカツオにみられたよりも小さかった。すなわち，可溶性デンプンの
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Fig.4. Titr叫ionof SH groups in carp glycogen debranching sys旬m.
The enzyme (0.34 mg in 0.2 ml) was added to 2.8 ml of 10 mM phospha持 lmMEDTA 
buffer (pH 8.0) with (closed mark) or without (open mark) soluble s七arch(final concen七ra-
tion: 2.5%). The mixture were出，ra飽，dwi七，h0.02 ml of 10 mM 5， 5にdithiobis(2-
niも，robenzoicacid) at 250C andも，hereaction was sもoppedby diluもingwith 10 mM maleate-
140mMβ-mercaptoethanol buffer (pH 6.5). The reaction was followed by changes in 
absorbancy a七412nm and enzymeωtiviもywas de七ermined. For七otalSH groups determi-
na七10丸山ephospha七ebuffer contained 2% SDS (dotted line). 
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存在しない条件ではほとんど失活した 30分付近では残存活性は 35%しかなく， SH基は 50%が

反応しており，カツオに比べて各々半分の値であった。しかし，初期の活性低下については十分

に保護効果を示した。

トリスとトリエタノールアミンの阻害 ウサギの本酵素は緩衝液の種類により至適-pHが異

なり，またカチオニック緩衝液，特にトリスによる阻害が報告2) されている。ここではトリスとト

リエタノールアミンの阻害の程度を検討した。これらの緩衝液は活性測定によく用いるからであ

る。マレイン酸緩衝液に各試薬を加えて測定された。 トリエタノールアミンの効果を図 5に示し

た。図にみられるように， 5mMの濃度で 25%，25mMで 50%の活性低下を示した。 トリスの場

合を図 6に示した。5mMの濃度では 43%の阻害を示し 50%阻害は約lOmMのトリスでえられ，

トリスの方が前者よりも回害の程度が大きかった。また同時にカツオの本酵素の結果も示した。ト
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Fig. 6. EffecもofTris on the activity of carp glycogen debranching sys加国.
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Fig. 7. pH stability of carp glycogen debranching system 

The enzyme (0.37 mg/ml) w副 preincuba七edwith various pH of 0.01 M McIlvaine buffer for 
15 min at 30.C. The preincuba七ionmixture was diluもedwith cold 0.5 M phosphaω0.05% 
gelatine bu釘.er(pH 6.5) and then the enzyme a瓜ivitywas assayed 
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Fig. 8. Temperatu目的abilityof carp glycogen debranching sys旬m.
The enzyme (1.12 mg/mg) was preincuba七edwith 50 mM malea品ebuffer (pH 6.1) at various 
七emperaturefor 15 min. The preincubation mixture w幽 dilu句dwith cold 0.1 M malea悦ー

0.05% gelaもine-l.mMEDTA buffer (pH 6.1). Aliquot was removed and七heenzyme 
叫もivityw幽叫sayed.
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Fig.9. Inac七ivationrate of carp glycogen debranching sys七em.
Experimental condi七lonswere七hesame as described in Fig. 8， ex明 ptもha七七hepreincuba-
もlOnsaももwoconstant temperaもur'四 werecarried out for variousもimes. The inactivation 
raもesof the enzyme were calculaもedaccording七ofirsもorderkinetics. 

リエタノールアミンにおいては， 5mMでは 35%，12mMは 50%の活性の低下を示した。 トリス

においては， 5mMでは既に 50%まで阻害されたが 40mMでは 80%の阻害を示した。 トリスの

方が阻害作用が強いことが共通の傾向としてみられたが，コイの場合よりも，カツオの本酵素が

これらのアミン緩衝液に阻害が受け易かった。

pH安定性 pHに対する酵素の安定性を検討した。 30'Cで 15分間の保温における各 pHでの

安定性を図 7に示した。図にみられるように pH5.0-7.0の問で安定性を示した。この曲線はカツ

オの場合に比べてやや酸性側にずれていた。

温度安定性酵素の温度安定性を検討した。酵素を pH6.1のlOmMのマレイン酸緩衝液中に

各温度に 15分間保温した後の残存活性を測定した結果を図 8に示した。図にみられるように， 35。

C付近までは安定であり， 40'Cを越えると急激に失活する。半減期の温度は 45'Cにあり，カツオ

の本酵素 (43'C)よりやや高かった。図 9にはコイ酵素の 30'Cと45'Cの保温中における失活の

時間経過を示した。 30'Cには酵素活性の低下がみられないが， 45'Cは酵素活性の低下がみられ失

活速度を一次式から求めると1.9X 10-4 (sec-1
) となり，同温度で求めたカツオの本酵素の失活速

度も1.7x10-4 (sω→)となり全く一致した。

考 察

ここではコイとカツオの本酵素について比較を試みた。至適温度と温度安定性の温度に関係す

る性質に，コイの本酵素の方が見かけ上より高い安定性のある結果になったが，両種の本酵素は

35'Cまで安定性をもち， 45'Cでの失活速度も同じであるので，これらの性質も他の諸性質と同様

にカツオの本酵素とほとん同じであると推定される。大きな相違は全 SH基数で，コイの場合はカ

ツオの値の 2/3の数であった。ここで、述べた SH基は SDS存在下の DTNBにより滴定された SH
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に限定されるので， -8-8-結合を含んで・おらず，必ずしも酵素たんぱく中の全システイン量を表わ

していない。コイとカツオの両酵素のシスティン含量はそんなに違いがないと想像されるので，コ

イの構造的コアは-8-8-結合に由来するかもしれない。しかしながら，酵素活性に関する 8H基数

や存在状態の構造的差異にはカツオとの違いは少ないと推定される。祖害作用の違いも含めてこ

れらの諸性質と 8H基も含めた酵素構造との対応についての詳細な情報がないので，両穫の魚類

酵素の違いを説明出来ないが，これまでの結果から推定して類似性が大きいと考えられる。

また，これらの性質や構造の違いから赤身魚と自身魚による死後のグリコーゲンの分解速度の

差を説明出来なかった。生体内における速度の違いはこれらの酵素の測定範聞外の細かし、性質の

違いの積み重ねや，細胞内の存在状態の違いが表面に大きく現われるものと考えられる。グリコー

ゲン分解に関係しては，ホスホリラーゼと脱分校酵素の濃度，性質やその外の代謝物の効果など

種々の細胞内の因子の共存により支配されるものと推定される。

目 約

自身魚のコイ筋肉におけるグリコーゲン分解代謝の詳細を知るためにグリコーゲン脱分校酵素

の性質を研究し，カツオのそれとの比較を試みた。得られた結果は次の通りである。

(1) 至適-pHは6.1，至適温度は 37・C付近にあった。

(2) ミハエリス恒数は 0.09%となり，基質特異性は限界デキストリンに比べて他の多糖類の分

解はほとんどみられなかった。

(3) 全 8H数は一分子あたり 18個となり，∞%の活性低下には 35%の8H基の反応が必要で

ある。また，多糖類の添加は 8H基の反応を保護する。

(4) pH安定性は 5-7の間にあり，温度安定性は 35・Cまで安定であった。

(5) アミン類による阻害において， 50%の活性低下を示すトリエタノールアミン濃度は 25

mM(カツオの場合には 12mM)， トリスの場合はlOmM(カツオは 5mM)であった。

(6) カツオの本酵素と比較して多くの性質において類似していたが，全 8H数に相違(カツオ

の場合の 2/3)が認められた。
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