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結晶鯨 Pepsin

第5報変性と Activity との関係

石原義雄

(北海道大学水産学部水産化学教室〉

Studi闇 onCrystalline Whale Pepsin 

V. Relation be抑制1denaturation and activity 

Yoshio ISHIHARA 

Abstract 

1. Effect of urea or guanidine on the activity of whale pepsin. 
As demonstrated in Tab. 1. a marked loss of enzymic activity is noticed if whale pepsin is 
ex似斑dto urea or guanidine. After being stored in 5.0 M urea at 40oC. for 10 hours， the pro' 
tωIytic activity was reduced to 40% of its initial value; whereas when stored in 8.0 M urea for 

5 hours or 3.0 M guanidine for 20 hours ∞mplete inactivation resulted. 
It may be concIuded that， unIike ribonucIease， whale pepsin does not retain activity after 
treatment with urea or guanidine. Moreover， the rate of inactivation of whale pepsin by the 
denaturants is much higher than that of swine pepsin. 
2. Digestion of denatured proteins with whale pepsin. 
As shown in Figs. 1 -3， the abiIity of whale pe関into digest urea司 denaturedhemoglobin 
or heat-coagulated fish meat is much inferior to that of swine pepsin; however， the ability to 

digest raw fish meat of the former is much superior to that of the latter. The proteolytic activity 
of whale pepsin on denatured proteins was reduαd to 3Q-50% of its value for raw materials. 

緒言

前報1)では鯨 pepsinのpHと安定度との関係に就て観察し豚pe戸inとは pHの安定域をかなり果Jこする

事を示したが，ここに愛性処理に対する挙動を基質の側と酵素の側とより両pepsinの性質を比較し，尿素・

グアニヂν愛性に対する安定度が若干異なる事，又専ら生食を行っている鯨の食餌性から見て基質蛋自の熱

愛性・尿素愛性による消化能への影響は興味を惹く所であるが，両pepsinを同一条件下に観察し鯨pepsinの

未愛性蛋白に対する消化能の大なるを認めた。

原則的にproteaseは‘denatured'formを良く消化する事は屑知の所，鯨pepsinが魚類pepsin同様に'nativψ

formを良く分解する事は，lK解初期tこ於てこれら熱愛性・尿素愛性とは性質を異にする様な denaturase作
用が特に大きいのであろうか?

獄料及方法

鯨 PeI:渇in

前報1)の錨鯨 (Balaeno.ρteraborealis Ll!Jss.)の結品 pepsin3回再結。

豚 Pepsin

Worthington Chemical Sales Co.， New Jersey， U.S.A.製のもの3回再結。

Activity測定

前報同様Anson法めに準じ消化液の TCA溶存部の Fol泊値を比色定量。
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Pepsinの尿素・グアニヂシ処理

3.0-8.0M:尿素乃至はグアニヂy含有の pH4.4のacetatebufferにpepsinを溶解(鼠終濃度0.3%)400C 

に放置後一定時間毎に activity測定(基質は hemoglobin)。

消化試験

牛 hemoglobin調製及その尿素愛性処理・activity測定は共に Anson法幻に準ず。

魚肉消化は組・イカの筋肉部を肉挽器で腐細せるもの2gにつきJK20ml.を加え HCIでpH調節後pepsin

は0.1%‘stockぬlution'1.0ml.添加350C60分間消化後Ansonのhemoglobin法同様に処理しTCA溶存部に

就て光電比色計で比色定量。熱~性は1∞。C10分間加熱により行った。 pH測定は前回同様硝子電極pH-meter

によった。

実験結果祉に考察

1.鯨 pepsinの原繁並にグア二チン褒性

豚peIぉinに対する尿素互主性の影響に就ては Steinhardt3)(1938)が30Cの低温下では1.0-6.0M:の濃度に

於て15日聞にわたり activityが保持される事を認めているが，一方Perlmanめ (1956)によると， 8.0.¥1濃度

で370C24時間で全く activity喪失.250Cでは40%を残存するのみなる事を示し，比車交的高温下ではかなり

不安定である事を述べている。

ここに豚，鯨雨戸'psinの尿素及グアニヂシ変性による activityへの影響を同一条件下で観察した結果，第

1表に示す如く明かに activityの低下を来し.この点 ri加nucle蹴 5) とは明瞭に態度を異にする。両 pepsin

共に尿素よりもグアユヂγによる影響の方が大であるが，何れも鯨pepsinの方が変性の程度大きし尿素は

3.0M 60時間では約30%減.5.0且 60時間では全く喪失.8.0地では5時間で殆んど喪失するに至る。グア品

ヂyでは3.0M20時間で既に喪失してしまうが豚 pepsinは即時間でも約20%残存す。

Table 1. Dependence of pepsin activity on time of t'xposure to urea or 
guanidine at 400C 

R:elative specific proteolytic activity 
Conc. of denaturants崎 d 11-加

o I 3 I 5 I 10 I 15 I 20 I 30 I 60 
Swine pepsin蹴倒 %(1188 8887 倒 80

3.OMWhale pepsin F 一一95一一一90一 83180175168 

Urea 
Swine pepsin F 槌 74 64 60 43 担 18 

5.0.¥1 一
Whale pepsin F 的 58 48 37 25 15 。
Swine pepsin F 50 13 。

8.01ll 
Whale pepsin " 30 2 

。
Guanidine Swine pepsin F 92 88 83 80 64 60 20 
-HCI 3.0M 

Whale pepsin " 80 64 46 25 
。

これに関して Haurowitzet al.61 (1!倒4).Steinhardt3) (1938). Burk et al.T) (1930)等はhemoglobinの

牒鶴・アルカリ離が由来する動物の臨こより典こする事を述べて叫が鯨 pepsin峨 pepsinよりも
これら君主性剤の作用を受け易い二次構造を有する様に思われる。

R.基質蛋白質の.性と鯨 pepsin消化能との関係
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一般に pepsin，8;9)trypsin，ll)l2) papain13) (これは特に著しい差を示す)等の proteaseは何れも天然蛋白よ

りも愛性蛋白質の方が分解度大とされ，これは酵素のinhibitorの熱による殴壌の場合を除いて，愛性作用に

より基質蛋自分子の‘unfoldingor un∞iling'が行われ基質・酵素両分子の接触可能性増大がその理由と考え
られ，従って‘native'formが分解される場合も一旦愛性されてから分解するものとされる。これに就て

Christensen9) (1952)は ovalbuminが戸psinによりよく分解されるが try戸inでは分解されないのに対し，

βーlactoglobinは過に try戸inで良〈分解されるがpepsinにはあまり分解されない事(愛性後は良〈分解され

るに至る)を示し， ovalbuminは低い pHで βーlactoglobinは高いpHでそれぞれ愛性されやすい事よりこれ

を説明している。

然しながらこの関係は酵素の種類により，叉同一酵素に対しても蛋白質の種類によりその程度を異にし，

例えば Hanrowitzll)(1945)はtrypsinについてovalbumin.serumglobulinは差大， fi brinogen ・myosin等

は差小なる事を認め，豚pepsinについては Christensen10)(1955)が eggalbuminの熱愛性の場合は両者殆

んど同一なるも，これの尿素愛挫の場合反応初期に於ては約 509五も愛性蛋白の方が消化能大なる事を示し，

愛性の方法による差も認められこの問題の複雑性が想像される。

ここに鯨・豚両 pepsin について同一基質を同一条件下で消化試験を行い基質蛋自の愛性と pe~ぉin 消化度

との関係を観察した。

a. 尿素.~性 hemoglobin

Hemoglobinはed闇 in等と共に強酸による愛性速度大で P句sinの作用域では当然酸による愛性状態に在

るわけであるが.Anson 法の尿素変性処理により第 1 図に示す如き大きな相違が両 pe~陪in の聞に見られた。

即ち，豚peI渇inに於ては強酸側の消化度低下し，反対に pH3-4の消化能上昇して opt.pH は1.8から 3-

3.5と移動，且つ尿素愛性により消化
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Fig.1 Hydrolysis of hemoglobin at various pH 
for 10 min.， 350C 

Curve a: swine pepsin on native Hb. 
Curve b: swine pepsin on urea-denatured Hb. 
Curve c: whaJe pepsin on native Hb. 
Curve d: whale pepsin on ur四 .denaturedHb. 
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能の上昇(約50%増)が見られるの

に対し.鯨pepsinでは強酸性側の消

化能喪失して‘narrowcurve' を与

え，豚pepsinとは過に尿素愛性によ

り消化能の低下(約50%減)が認め

られる。この場合，反応液中に尿素

が存在する故に酵素自身の尿素によ

る影響も考慮しなければならぬが.

350C 10分間の消化初速度の測定なる

を以て.主として基質側の愛性処理

による構造の愛化に起因するものと

考える。

b.熱愛性魚肉

イワシ及イカ肉に就て生と熱愛性

せる場合の消化能はそれぞれ第2図

fttLに第3図に示す如くである。

イワシ肉の場合，鯨pepsinは生の

方が約35%消化度大11.opt. pH 2-3 

の‘broadcurve' を与えるのに対し

豚 pepsinでは熱愛性せる方が約10%

消化度大でopt.pH 1.5-~.0を示す。
熱凝固せるものに対して鯨pe戸inは



相当劣るも(但し pH3以上では稽

優る〉生内に対しては豚pepsinより

も遥かに消化能大で特に pH2-4

に於ける差が大きい。

イカ肉の場合はイワシ肉とは肉質

の状態が生・熱凝固の何れに於て込

多少兵る為両pepsin共に消化能若干

劣るが大体同様の傾向を示す。即ち

鯨戸psinは生肉の方が約50%大で

opt. pH2-3の‘broadcぽ ve'を与

えるのに対し，豚pepsinでは生・凝

固共に同程度の消化能(イワシ肉の

ときより差小となる〕で opt.pH 

1.8-2.0を示す。この場合も熱凝固

せるものに対しては鯨 pepsinは豚

pepsinに劣るも(但しpH3以上では

稿、優る〉生肉に対しては遥かに優る

消化力を示す。

一般に魚類pepsinは蛋白の加熱凝

固により消化能低下する事が認めら

れている。即ち，古く Young(1899)， 

Decket (1887)等は煮洗凝固蛋白が

pike胃pepsinにより極めて消化し難

い事を報じているのを始めとして

Hammarsten14)はnativefibrinをpike宵pepsinが速やかに消化するも，加熱変性せる fibrin及凝固卵白は極

めて消化し難い事を示し， Bodansky & Rose15;は種々の魚胃pepsinがgelatit胞を容易に消化するも凝固卵白

は分解し難い事，高橋・広沢16)はウナギの胃 pepsinに就てイワシ肉が加熱凝固により著しく消化し難くなる

事(対照に用いた腸proteaaはあまり差なし〉を示し，何れも力『熱凝固蛋白の消化し難い事を認めている。

鯨 pepsinも図示の如くこれら魚類 pep:J.l同様加熱凝固により消化能低下す(対照の豚pepsinは‘native'

iorm 亘‘denatured'formなるに対し〕。

(VIII， 3 報糞産
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一一一一~pH
Hydrolysis of sardine meat at various pH 

for 60 min.， 350C 
Curve a: swine pepsin on native meat 
Curve b: swine pepsin on heat-coagulated meat 
Curve c: whale pepsin on native squivd meat 
Curve d: whale pepsin on heat-coagulated meat 

η 
む2 1 

Fig.2 

• 
hydrolysis products 

よりすると鯨 pepsinは魚 pe戸in同様‘native'proteinに対する denaturase作用大なるべし。

Christensen (1952)l) (1955)10)によると蛋白質の酵素水解の第1歩は‘native'分子の‘uncoilinどに始まる

が，これは単なる‘denatured'form とは若干異る(例えば∞iling-uparrangement維持に重要な特殊な

peptide bondsの解裂などを伴う)ものなる事を想像しているが，鯨 pepsinの場合，尿素愛性・熱変性とは

具る型式の denaturase作用が行われるものであろう。或いは‘native'form の方に直接接触しやすい構造

を有するものであろうか?

E 
N 宇土 D ーー斗Linderstrom-Lang17)の schema

約

1.尿素主主にグアニヂシ愛性の鯨 persinactivityに対する影響は豚pepsinよりも大で.尿素に於ては 3.0

一六23o一
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M 60時間で器官O必誠.5.0M 60時間で

全く喪失.8.0Mでは10時間で喪失し

てしまう。グアニヂシに於ては 3.0M

20時間で activity全く喪失するのに対

し豚 pepsinは60時間でも約20%残存

す。

2. 基質蛋自の変性と鯨 pe~宿泊消化

度との関係は， hemoglobinに於ては

尿素愛性により分解度約冗となり且つ

強酸性側に於ける activity全く喪失

するに対し，対照の豚 pepsinでは

hemoglobinの尿素愛性により消化度

約50%増大し且つopt.pH 3.0-3.5へ

移動す。魚肉消化に於ては加熱凝固に

より消化能約30-50%被少し魚類

pepsin同様‘;native'formの消化能大

なるを認めた。〈対照の豚pepsinでは

‘native' form壬‘denatured'form)。

結品鯨 Pepsin

色岨由E 田司圃ー-

4 5 
___  --""> pH 

Hydrolysis of <;;quid meat at various pH 
for 60 min.， 350C 

Curve a: swine pepsin on native meat 
Curve b: swine pepsin on heat-coagulated meat 
Curve c: whale pepsin on native meat 
Curve d: whale pep<;;in on heat-coagulated meat 
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本実験遂行に当り御指導御鞭援を頂いた本学部斎藤恒行教授に厚く感謝の意を表す。

1.第2報，斎藤・石原(1956).北大水産奨報 7，147. 

2. Anson， M. L. (1938). J. Gen. Physiol. 22， 79. 

3. Steinhardt， J. (1938). J. Biol. Chem. 123， 548. 

4. Perlmann， G. E. (1956). Arch. Biochem. Bio.ρhys. 65， 210. 
5. Anfinsen， C. B.， Haπington， W. F.， et al. (1955). Biothys. Biochem. Ada 17， 47i. 

6. Haurowitz， F.， Yurd， N.， et al. (1944) (Istanbul Seriyati 26. 4) C. A. (1946). 40， 5082. 

7. Burk. W. F.. Greenberg， O. M. (1930). J. Biol. Chem. 87， 197. 
8. Kumitz， M. (1947). J. Gen. Physiol. 30. 291. 

9. Christensen. L. K. (1952). c仰 ψt.rend. trav. lab. Ca11sberg. Sir. Chim. 28. 37. 
10・一一一一一一 (1955).Arch. Bio正hem.Bioρ，hys. 57， 163. 
11. Haurowitz， F.， Tunka， M.. et a1. (1倒的.J. Biol. Chem. 157. 621. 

12. Bemheim， F.. Neurath， H. & Erickson， J. O. (1942). J. Biol. Chem. 144. 259. 

13. Lineweaver. H.， & H∞'ver. S. R. (1941). J. Biol. Chem. 137. 325. 
H. Hammarsten， O. (1908). Z. physi・'01.Chem. 56， 47. 
15. Bodansky， M. & Rose， W. C. (1922). Am. J. Physiol. 62. 482. 

16.高橋・広沢 α936).日水誌 5，109. 

17. Linderstrem-Lang， K.. Hotchkiss. R. Q. & Joha日記n，G. (19部，).Nature 142，鋭調5.

-237ー

献支


	0233.tif
	0234.tif
	0235.tif
	0236.tif
	0237.tif

