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北大水産業報
43(4)， 169-176. 1992. 

ヒトデAsteriasamurensisのカルボキシペプチダーゼB様

酵素の精製とその性質

岸村栄毅事・林 賢治事

Purification and Properties of Carboxypeptidase B-Like 

Enzyme from the Starfish Asterias amurensis 

Hideki KISHIMURA * and Kenji HAYASHI* 

Abstract 

Carbo可peptid幽eB-like enzyme w踊 puri直.edfrom a crude enzyme solution prep釘 ed
from the pyloric caeca ofもhe鈍arfishAstenas a間urensisby gel fil位叫ionand ion-exch岨 ge
chromatography. The homogeneiザ ofぬeenzymew踊 demoll8甘晶ぬdby poly齢 rylamidegel 
el田trophor田is.
The molecular weighもofthe e回 ymew踊 esもima飴dもobe abouも 34，0∞bySDS-
polyacryl岨 idegel el即位ophoresis. The opもimumpH岨 dもemper叫ureofぬ.eenzyme for 
hydrolysis of benzoyl-glycyl-L-arginine were foundωbe around a pH of 7.5刷 55・C，
respectively， and the enzyme w制的ablebelow 45・Cand at a pH of 6-10. The enzyme w副
inhibi飴dby EDTA. 

緒言

ヒトデ類の消化プロテアーゼについては，比較生化学的観点から主にトリプシン様酵素が研究

されており，これまでに数種のヒトデ類からトリプシン様酵素が精製・単離され，それらの性質

が検討されているト7)。一方， ヒトデ類のトリプシン様酵素以外のプロテアーゼを精製・単離した

例は少なく，わずかにヒトデ類De'I吻ω助加伽bricataのカルボキシベプチダーゼB様酵素剖およ

びヒトデAste叩samurensぬのカルボキシベプチダーゼA様酵素9)について報告されているに過

ぎない。

本報では， ヒトデA.amurensisの幽門盲のうからカルボキシベプチダーゼB様酵素を精製・単

離したので，その性質について検討した。

材料と方法

試料 ヒトデA.amurensisは1991年に函館j中で捕獲され，数日間-20・Cに凍結保存した。

アセトンパウダーの調製 ヒトデ幽門盲のうのアセトンパウダーの調製は前報7)と同様の方法

で行った。

組酵素液の調製およびゲルろ過 ヒトデ幽門盲のうアセトンパウダーからの粗酵素液の調製お
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169-



北大水産業報 43(4)，1992. 

よびそのゲルろ過は前報7)と同様に行った。

イオン交換クロマトグラフィー イオン交換クロマトグラフィーは， DEAEーセルロース

(Whaもm岨 DE-52)カラムを用いて行った。カラムはあらかじめlOmM Tris-HOI緩衝液 (pH8β)

で平衡化し，同緩衝液下で30mMNaClによりタンパク質を溶出させた。

酵素j舌性の測定 カルボキシベプチダーゼB様酵素の活性測定は，ベンゾイル・グリシルーレア
ルギニン (Bz-Gly-Arg)を基質として Folkらの方法10)に準じて行った。カルボキシベプチダー

ゼA様酵素の活性は，ベンゾイルーグリシルーレフェエルアラニン (Bz-Gly-Phe)を基質として

Folk and Schirr且.erの方法1叫に準じて行った。 トリプシン様酵素の活性は，NートシルーL-アルギニ
ンメチルエステル (TAME)を基質として Hriinmelの方法12)に準じて測定した。カルボキシベプ

チダーゼB様およびA様酵素の活性単位は254nm，トリプシン様酵素の活性単位は247nmにお

ける吸光度をそれぞれ1分間に1増加させる活性を 1ユニットとした。

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)は， pH8.9の

lO%スラブゲル13)を用いて行った。ゲルの染色は， 0∞mas渇ieBrillianもBlueR・250を用いた。
SDS・ポ 1)アクリルアミドゲル電気泳動 SDS-ポリアグリルアミドゲル電気泳動 (SDS-

PAGE)は， L晶emmliの方法14)に準じて行った。ゲルの染色は， Ooom鍋 ieBrilli品川BlueR・250

を用いた日分子量マーカーにはMW-SDS-キット (SigmaOhemic晶，100.)を用いた。

タンパク貨の定量 タンパク質の定量は牛血清アルブミンを標準タンパク質とし Lowryらの

方法1引に準じて行った。

結 果

カルポキシペプチダーゼB様酵素の精製 ヒトデ幽門盲のうから調製した粗酵素液をセフア

グリル8-200によるゲルろ過に供した。図 lat，こ示すように，基質Bz-Gly-Argを分解する 1つのカ

ルボキシベプチダーゼB様酵素活性画分が得られた。この活性画分を硫安処理 (75%飽和)によ

Fig. 1. Chromaωgraphy for purific叫ionof the carboxypeptid踊 eB-like enzyme from A. amul"I側・
S包8.

a :Gel filtration (1st) on Sephacryl 8-2∞of the crude enzyme solution prepぽedfromぬe
pyloric c蹴 a. The crude enzyme solution w副 appliedもoacolumn (φ2.7x45 cm) equilibrat-
ed with 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0). The elution was carried out with the same bu宜er
凶 aflow ra旬。f30 ml jh. Each 2.5 ml fraction w幽∞11回総d.
b: DEAE-ce11ulose chromatography (1st) ofぬ.eenz戸田 fraction obtained from the gel 
filtration in Fig. la. The enzyme fraction concenもr叫edby ammonium sulfaωpr田ipiも叫ion
W回 appliedもoa column (φ1.2 x 18 cm) equilibra旬dwith 10 mM Tris・HClbu宜'er(pH 8.0). 
The elution w却価ηiedouもwith七hesame bu宜ercon旬ining30 mM NaCl at a flow rate of 20 
ml jh. Each 4.0 ml fraction w幽∞11ected.
c: Gel白色raion(2nd) on Sephadex G-50 ofぬ.eenzyme fr脱出nobぬ.inedfromもheion-
exch岨 gechromaもographyin Fig. lb. The enzyme fra瓜ionconcentra旬dby lyophilization 
W幽 appliedもoa column (φ3.9 x 62 cm). A11 0もherconditions areぬ.esame回 inFig. la. 
d: Gel fil位脱ion(3rd) on Sephadex G・50ofぬeenzyme fr臨もionobtained from the gel 
宣ltrationin Fig. lc. The enzyme fraction con，田ntra句dby lyophiliz叫ionw拙 appliedもoa 
column ("'3.9 x 62 cm). A11 0も，hercondiもwnsareぬesame幽 inFig. la. 
e: DEAE・chromatography(2nd) ofぬ.eenzyme fraction obtained fromもhegel fil tration in 
Fig. ld. The enzyme fra瓜ionconce凶ra旬dby lyophiliz叫ion官邸 appliedもoa column 
(φ1.2 x 18 cm). A11 0も，her∞nditions町eもhes岨 eas in Fig. lb. 
一一， Proωin (A280nm);一・一， carboxypepもid幽eB-like enzyme a川ivity(L1A254nm);一一，
NaCl (M). 
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り濃縮した。次に，濃縮された試料は 10mM Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)に対して透析した後，こ

の試料をDEAE・セルロース (WhaもmanDE-52)によるイオン交換クロマトグラフィーに供し

た。 10mM Tris-HCl緩衝液 (pH8β)であらかじめ平衡化したカラム (φ1.2X18cm)に試料を添

加し，同緩衝液下で 30mMNaClによりタンパク質を溶出させた。図 1bに示すように， 1つのカ

ルボキシペプチダーゼB様酵素活性画分が得られた。次に，この活性画分を凍結乾燥により濃縮

した。濃縮された試料は50mM Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)に対して透析した後，この試料をセ

ファデックス G・50によるゲルろ過に供した。50mMTris・HCl緩衝液 (pH8.0)であらかじめ平衡
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Table 1. Purifi，口前ionof c町bo可peptid踊eB・likeenzyme from A. amur，棚抑.

Proぬin
Total 

(何ua郎Snm厄瓜Pi色u飽?符lV羽c/1出1自m色勿y巴gω) P( fおu町叩orn1M1均d) Y( %iel) d Purifica七ionsも&gl沼
(mg) 部(utniiv飽i七)y* 

Crude enzyme solution 12371 565 0.05 1 1∞ 

Gel filも，ration(1時)on Seph叫 ryl8-2∞ 723 304 0.4 8 54 

DEAE Chromaωgraphy (1st) on DE-52 12 188 15.7 314 33 

Gel filもration(2nd) on Sephadex G・50 2.7 109 40.4 808 19 

Gel宣ltration(3rd) on Sephadex G・50 1.8 89 49.4 988 16 

DEAE Chromaもography(2nd) on DE・52 0.7 32 45.7 914 6 

• A unit of activiも，ywas de白led回 L1A254nm/min. 

化したカラム (φ3.9x62cm)に試料を添加し，同緩衝液によりタンパク質を溶出させた。図 lcに

示すように， 1つのカルボキシベプチダーゼB様酵素活性画分が得られた。次に，この活性画分

を凍結乾燥により濃縮した。濃縮された試料は前述の条件でセファデックス G・50による再ゲル

ろ過と， DEAE・セルロースによる再イオン交換クロマトグラフィーに供した。図 ld，eに示すよう

に，溶出タンパク質とカルボキシベプチダーゼB様酵素活性はいずれも単一のピークを示し，し

かも両者はよく一致した。この活性画分を凍結乾燥により濃縮し，次いで濃縮された試料は

PAGEおよびSDS-PAGEに供した。図2晶に示すように， PAGEおよびSDS-PAGEのいずれの

場合においても 1本のパンドが検出された。そこでこのタンパク質画分を精製酵素とした。

ヒトデのカルボキシベプチダーゼB様酵素の各精製段階における精製度および活性回収率を

表 1に示す。幽門盲のうから調製した粗酵素液に対して，精製酵素の比活性は 914倍となり，活

性回収率は約 6%であった。

カルポキシペプチダーゼB様酵素の性質 本実験において精製されたヒトデのカルボキシベ

プチダーゼ B様酵素の分子量は， SDS-PAGEにおける移動度から約 34，∞0と推定された(図

2b)。

本酵素の Bz-Qly-Arg加水分解に対する最適 pHは7.5付近であり(図 311.)，最適温度はWC付

近であった(図 3b)。本酵素を pH8.0で 15分間プレインキュベー卜してその温度安定性を測定し

たところ， 45・Cを越えると活性が低下し， 60・Cで約30%となった(図 3c)。また，本酵素を 30・c
で30分間プレインキュベートした場合， pH6-10の範囲において安定であったが， pH5.0および

pH4.0においてそれぞれ約80%と45%に活性が低下した(図 3d)。

本酵素に lmMEDTAを加えて pH7.5， 25・Cでプレインキュベートを行い，活性の変化を検討

した(図的。その結果，本酵素の活性は6時間で約 11%に低下した。

次に，本酵素に lmMの金属イオンを加えて pH7.5， 25・Cで2時間プレインキュベートを行い，

活性の変化を検討した(表2)。その結果，本酵素の活性は Ca2+にはほとんど影響を受けず， Mg"+ 

によりわずかに低下した。また，本酵素の活性は Co2+により約1.8倍に上昇し， Zn2+およびHg"+

により大きく低下した。

一方，本酵素はカルボキシペプチダーゼ Aの基質である Bz-Gly-Pheおよびトリプシンの基質

である TAMEを分解しなかった。
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Fig. 2. Polyacrylamide gel el田なophoresisof ca.rboxypeptid踊eB-like enzyme from A. amur，師ー
間岨d倒tima.tionof its molecula.r weight by SDS-poly郁 rylamidegel el即位'Ophor田is.
11.: EI即位ophoresis官邸 performedusing 11. 0.1% SDS-12.5% polya.cryla.mide gel (1)回 da.
10% polyacryl岨 idegel a.t pH 8.9 (2). 

b: 1， bovine pla.sma. a.lbumin (M.W. 66，0∞); 2， ova.lbumin (45，∞0); 3， st紅白hca.rboxy-
peptida.se B・likeenzyme; 4， bovine紅ypsinogen(24，∞0); 5， bovine milk βーla.ctoglobulin
(18刈0);6，噂 Iysozyme(14却0).
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Fig.3. E質問tsofpH岨 d回目peratureon the activity of carboxypeptid踊eB-like enzyme from 
A.α明世間間岱.
a: The activity w幽 determinedin 25 mM buffer solutions [ωetic acid-sodium aceta飽 (pH
4.0-6.0)， sodium phospha品emonobasic-dib嗣ic(pH 6.0-7.5)， Tris-HCl (pH 7.5-9.0)， and 
sodium bora除 sodiumhydroxide (pH 9.0-11.0)Jω25・C.
b:Thea瓜iviも.yw踊 de回 minedat pH 7.5 and at variousぬmpぽatures.
c: The enzyme was kepもat30-70・C岨 da七pH8.0 for 15 min，岨d色henも.heremaining 
activity w幽 deもerminedat 25・C岨 dat pH 7.5. 
d: The enzyme was kepもat30・C岨 dat pH 4.0-11.0 for 30 min， and色.henも.heremaining 
activity w拙 determineda七25・Cand aもpH7.5.
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Fig.4. EffeωofEDTAon七heaωlVlも.yof carboxypeptidωe B-like enzyme from A. a間割問問t8.
The enzyme was preincuba'悦dwith (ム)or wiぬout(0) 1 mM EDTA in a 25 mM Tris-HCl 
buffer (pH 7.5) at 25・Cfor 0-6 h， and then the remaining附 lVlも.ywωde句，rminedaも25・c
and aもpH7.5.
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考 察

カルボキシベプチダーゼB様酵素は，種々の水産動物すなわちアブラツノザメ S伊川lus

acanthias16) ，肺魚 Prot叩terus aeth句必ω川， whiもe shrimp Penaeus setiferusI8)，ヒトデ類 D.

imbrica的 8)，ザリガニ Astacus flu切atilis19.20) ，コイ Oyprintωca叩io21)，ナマズ Parasilu'I'Us

ω'otus22•23 ) ，オキアミ Eupha叫Sω sperba24)などから精製・単離され，それらの性質が調べられてい

る。本実験ではヒトデ A.amurensisからカルボキシペプチダーゼ B様酵素を電気泳動的に単一な

成分にまで精製した。

本実験で得られたヒトデのカルボキシベプチダーゼB様酵素の活性はEDTAにより阻害さ

れ，この結果は肺魚17)およびナマズ23)のそれと同様であった。また，本酵素はナマズのカルボキ

シベプチダーゼB様酵素23)と同様に，その活性がCo2+の添加により上昇し，Zn2+およびHg2+の

添加により低下した。

本酵素の最適pHは7.5付近であり，この結果はヒトデ類 D.imb巾ata(最適pH:pH 7-7.5)")， 

ナマズ (pH7.5)23)，オキアミ (pH7.0)24)， white shrimp (pH 6.5-8.0)18) とほぼ同様であった。ま

た，本酵素の最適温度はWC付近を示したが，この結果はオキアミ(最適温度:450C)24)と相違

した。一方，本酵素の pH安定性(図 3c)はコイ21)および、ナマズ23)の結果と類似し，また温度安

定性(図 3d)はヒトデ類 D.imbricω日の結果と類似した。

本酵素の分子量(約34，∞0)は，ヒトデ類 D.imbricata. (分子量:34，0∞)8)，アブラツノザメ

(35，000-37，000)16)，肺魚 (34，000)17)，whiωshrimp (34，200)18)，ザリガニ (33，899)20)，コイ

(34，∞0)21)，ナマズ (33，∞0)22)およびオキアミ (31，∞0)24)のカルボキシベプチダーゼB様酵素の

分子量に近似していた。

文 献

1) Camacho， Z.， Brown， J.R.阻dKiもω，G.B. (1970). Purification and properti田 oftrypsin-like 
pro総掛田 fromthe star五8hDermωU何回 imbricata. よBio1.Ohem. 245， 3964-3972. 

2) Winter， W.P. and Neura七h，H. (1970). Purific叫ionand properti田 ofaもrypsin-likeenzyme 
from七，hes七arfishEv倒 teriastr，即he1ii. Bめchemistry9， 4673-4679. 

3) Bundy， H.F. and Gustafson， J. (1973). Purificωion and ∞mp町叫ivebiochemistry of a 
pro旬脚 fromもhestarfish Pisas伽抑側伽s. 0，側p.B必chem.Physio1.“B， 241-251. 

4) Kozlovskaya， E.P. and Elyakova， L.A. (1974). Purification and prope出回 ofもrypsin-like
enzymes fromぬesもarfishLysαstroso骨叫仰向sticta. Bぬchim.Bωphys. Acta 371， 63-70. 

5) C細部ho，Z.， Brown， J.R. and Ki悦0，G.B. (1976). Structural s七udieson a starfish trypsin. 
00'1叩.Bめchem.Phys叩1.54B， 27-32. 

6) Gilliam， E.B. and Ki七to，G.B. (1976). Isolation of a starfishもrypsinby a飴mも，ychromaωgra-
phy. lbid. 54B， 21-26. 

7) 岸村栄毅・林 賢治 (1989). ヒトデAs伽切sα刑併問必sからトリプシン様酵素の精製とその性
質. 日水誌55，1415-1420. 

8) Ferrell， R.E.， Camacho， Z. and Ki悦0，G.B. (1975). Purification of a carboxypeptid踊eB-like 
enzyme from the starfish D抑制nas 州市仰• B問 him.B吋hys.Acta 3飴， 2ω269.

9) 岸村栄毅・林 賢治 (1991). ヒトデAsteriasαmurensぬのカノレボキシベプチダーゼA様酵素の
精製とその性質.日水誌57，1939-1944. 

10) Folk， J.E.， Piez， K.A.， Carroll， W.R. and Gladner， J.A. (1960). Carboxypeptid幽eB. J. Bio1. 
Ohe間.235， 2272-2277. 

11) Folk， J.E. and Schirmer， E.W. (1963). The porcine pancreatic carboxypeptidase A sy山 m. 1. 
Three forms ofぬeac七iveenzyme. lbid. 238， 3884-3894. 

12) Hummel， B.C.W. (1959). A modified spec回 photome出cde句rmm叫ionof chymoも，rypsin，
もrypsin，andも，hrombin. 0，αn. J. Bぬchem.Physio1. 37， 1393-1399. 

-175 



北大水産業報 43(4)，1992. 

13) 宮崎 香・萩原秀昭 (1987). ゲノレディスク電気泳動法.p. 282-301. 掘尾武一・山下仁平(編)，
蛋白質・酵素の基礎実験法 450p.南江堂，東京.

14) La.emmli， U.K. (1970). Cleavage of structural proteins duringぬ.eassembly of the head of 
bacぬriophageT4. Nature 121， 680-685. 

15) Lo明 y，O.H.，Rosebrough， N.J.， F附，A.L. and Randall， R.J. (1951). Protein me踊 urement
Wl七，hthe Folin phenol reagent. J. Biol. Ohe刑.193， 265-273. 

16) Prahl， J.W.岨 dNeur叫，h，H. (1966). Pancr抽出 enzym田 of七hespiny Pacific do併sh. 11. 
Procarboxypepもid蹴eB and carboxypeptid踊eB. B附 hemistry5， 4137-4145. 

17) Reek， G.R. and Neura七，h，H. (1972). Isolaもionand characterIzation of pancreatic prωarboxype-
pもid副eB and carbo可pep七idωeB ofもheAfrican lun同8h. Ibi・d.11， 3947-3955. 

18) Ga蜘， B.J. and Travis， J. (1973). Purification皿 dcharacterizaもionof carboxypeptid副田 A
and B from七hewhiもeshrimp (Pena側 ssetiJen岨). lbid. 12， 1867-1874. 

19) Zwilling， R.， Jakob， F.， Bauer， H.， Neur叫h，H. and Enfield， D.L. (1979). Crayfish carbo可pe-
pもid踊e. A伍nitychromatography， characterIzation and amino-terminal sequence. Eur. J. 
B叫 hem.94， 223-229. 

20) Ti切ni，K.， Ericsson， L.H.， Kumar， S.， J紘ob，F.， Neurath， H. and Zwilling， R. (1984). Amino 
acid sequen曲 ofcrayfish (Ast聞柑fluvi，ω，ilis)carboxypeptid幽eB. B町hem岱try13， 1245-
1250. 

21) Cohen， T.， Gertler， A. and Birk， Y. (1981). P姐 .cr側 icproteoli七icenzymes from c叫 (Oyprin凶
伺 ryio)-1. Purification岨 dphysical prope凶i田 of七rypsin，ch戸no七rypsin，el拙taseand 
carboxypeptidase B. 0.四~p. Biochem. Physiol. 69B， 639-646. 

22) Yoshin叫ca，R.， Saω， M.， Morishita， J.， 1ωh， Y.， Hujita， M. and Ikeda， S. (1984). Purification 
and some properti田 oftwo carboxypeptid幽田 Bfrom the c前.fishp阻 cre回 . Nipp側 su伝聞
仇kkaishi50， 1717-1722. 

23) Yoshinaka， R.， Saω， M.， Morishiω， J. and Ikeda， S. (1984). Enzymic chぽacteriz叫ionof two 
Cぽboxypepもida醐 Bfrom the catfish pancre幽・ lbid. 50，1723-1727. 

24) Osnes， K.K. and Mohr， V. (1986). On the purification and char郎旬rIzationof exopepもid副部
from antarctic krill， Euph側 sia四 .perba. Oomp. Bめche刑 .Physiol. 83B， 445-458. 

-176 


	0169.tif
	0170.tif
	0171.tif
	0172.tif
	0173.tif
	0174.tif
	0175.tif
	0176.tif

