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サケ幽門垂炭水化物分解酵素の研究

牛山寛・藤盛健・柴田猛・吉村克二

Studies on Carbohydras田 inthe Pyloric ca偲 aof the Salmon， 
Oncorhynchu8 ketα* 

Hiroshi USHIYAMA， Takeshi FUJIMORI， Takeshi 5mBATA 
and Katsuji YωffiMURA料

Ab前ract

For the pUl'p(隅 ofobtai凶ngωmeinformations on the function of the pyloric 
ca総aand the culture ofぬlmonoidfish倒， a otudy wωmade of carbohydraoes in 
the extracts from the pyloric caeca of the闘lmon，Onωrhllnch包8keta. 
( 1 ) The activities ofα-amy国 e(Eお8・2・1・1)岨 dα-gluω副総申 (Eお8・2・1・20)
were demonstrated in the ex位節句， but not s-glll側 d醐(即 3.2・I・21)，s-fructo-
fぽ anosid剖配 3・2・1・26)and ωllulaoe (EC 3・2・1・4). That of s-伊lac刷 i白隠
(E幻8・2・1・23)wωslightly.
(2) The阻 lyla関 wωfractiona'ぬdon DEAE-ωllulo鈎 ωlumn. The partially 
purified enzyme has皿 optimalpH of 8.5回 dtemperature of 20oC， but is very 
thermo-labile. 
(3) Aωm凹rlsonwωm凶，eof the amylase activitieo of the ex岡山 from
the diges説明 organsof various fishe日. The ratio of the activity of the pylorie 
C鵠caof the Salmon， 01間 rh官nch-制 keta:也einぬoti田 ofthe Carp， CllpTI1も，U8
carpio: the pyloric caeca of the C吋，Gad制 macrocephalU8: the inteotine of the 
Flounder， K.αreiU8 biωwratu8 was 1: 411 : 29.5 : 9ふ

緒 雷

サケ，マス類の消化酵素の研究において，蛋白分解酵素については現在までかなり行なわれている

が1)叫九炭水化物分解酵素に関する報告はきわめて少ない8)へその中で北御門らのニジマスの炭水

化物分解酵素の研究的によると，草食性の度合の強いコイ，アユに比較すると非常に活性が低いなが

らも， amyl鵬および ατ111∞sid醐は存在するが s-galactosi品se，s-frucωfuranωid脚および
ceU叫制8などは存在しないことを報告している。一方回波中のサケ，マス類の炭水化物分解酵素に

関する報告はほとんどない。そこで著者らはサケ，マス類の消化器管中で炭水化物消化カがもっとも

強い勝目酸および幽門垂を用いて炭水化物分解酵素の研究を行なうことにより，サケ，マス類の養殖の

際の餌料についてなにか有用な知見を得る目的でこの研究を行なった。

実 験

1. Iit料

サケ幽門垂 1962年6月中部千島近海で北海道大学練習船北星丸が捕獲したシロサケの幽門垂を

*北海道大学水産学部北洋水産研究施設 業績第5号(ContributionNo. 5 from the Norぬ
Pacific Fisheri偲 R倒earchUnit， Fac叫tyof Fisheri倒， Hokkaido Univ倒 ity)
柿北海道大学水産学部生物化学教室
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使用した。

他種魚の消化器管: 市販の養殖コイの腸および新鮮なマダラの幽門垂および砂ガレイの腸を使用

した。

上記の各消化器管はそれぞれ摘出後，内容物を除去して -200Cのストッカー中に貯蔵して実験に

供した。

2. 酵素液の調製

各消化器管を冷所で少量の海砂とともに乳鉢中で磨細し 5倍量の 1%食塩水で抽出し，漉過助剤を

用いて吸引法過して得た漉液を酵素液として使用した。

3. 酵素活性の測定

(1) 糖化力測定法

生成する還元糖をSomogyi-Schaffner・Hartm闘の方法舶に基いて行なった。

基質溶液 malto鈴， lac句関， sucro飽および叫icin(いずれも和光純薬製〉はそれぞれ 0.013M

に調製し，また solublestarch， glycogenおよび dextrin(いずれも和光純薬製〉は 1%溶液に，

CM-cellulo鈎 (Pharmacia社製)は 1%懸濁液に調製した。

活性の測定: 基質溶液 2mlおよび 0.2M燐酸緩衝液 (pH7.0) 4mlを試験管に採り， 350Cの

恒温槽に 5分間 preincubationし，酵素液 2ml加え各時間毎に反応液について遺元糖を定量した。

(2) 澱粉糊精化力測定法

Amylaseの糊精化力を bluevalue法11)により測定した。

測定: 試験管に 1% soluble starch 2 mlおよび 0.2M燐酸緩衝液 (pH8.0) 1ml採り，これ

に酵素液 1ml加え 300Cで30分間反応させた後，萩原の改良法11)に基いて bluevalueを測定した。

4. クロマトグラフィー

市販の DEAE-セルローズイオン交換体 (Ph町 rnacia社製)を常法通り苛性ソーダおよび塩酸で洗

浄し最後に充分水洗した後， 0.005Mトリス-塩酸緩衝液 (pH8.6)で緩衝化して用いた。溶出は食

塩濃度の日tepwisegradient elutionによって行なった。なお，クロマトグラフィーの全操作は冷室

中で行なった。

実験結果および考察

1. 炭水化物分解酵素活性

シロサケ幽門垂の炭水化物分解酵素活性に及ぼす各種塩類溶液による抽出効果を測定した結果，対

照の水に比べ顕著な効果を示さなかったが，その中でも食塩および塩化マグネシウムが比較的効果を

示したので，以下の実験には1%食塩水抽出液を酵素液として用いた。つぎに各種基質を用いて炭水

化物分解酵素の存在を還元力の増加により測定した。その結果は第1表に示される。表より明らかな

ごとく amyl糊および α-glu倒 id鵬は存在するが，内111∞sid鵬およびか合u仰 f町田制白鶴
および cell叫鵬は確認されなかった。しかし s-g印刷id舗はわずかながらその存在が確認され

た。

2. Amyl鵬の精製および性質

(1) Amylaseの精製

シロサケ幽門垂炭水化物分解酵素のうちもっとも活性の強い amyl輔の性質を検討するために

DEAE-セルローズによりクロマトグラフィーを行なった。まず凍結中の幽門垂から常法に従いアセ

トン粉末を調製し，その粉末に 10倍最の O.∞5Mトリス・塩酸緩衝液 (pH8.6)を加え充分抽出後
遠心分離して，その上澄液 10mlを O.ω5Mトリス・塩酸緩衝液 (pH8.6)で緩衝化した DEAE-セ
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牛山外: サケ幽門垂炭水化物分解酵素

Table 1. Dige目tionof various carbohydratE掲 withthe extract of 
腿lmonpyloric C8.E記a.

Enzyme solution wωobtained by extracting the ground目almonpyloric caeca 
with 5 times its weight of 1% NaCl. Reaction mixtures ∞ntained 4 ml of 0.2 M 
phosphate buffer (pH 7.0)， 2 ml of substrate solution and 2 ml of enzyme solution. 
They were incubated at 350C for 30 min.， and the amounts of reducing sugar 
produced were measured by the Somogyi-Schaffner・Har回 an'smethod1町. The 
substrate w錨 usedconωntration of 0.013 M for maItose， lacto関， suerose帥 d
sa!icin， and that of 1 % forωluble starch， gly，∞gen and dextrin. CM明 11ulo飽
was u鴎das fine suspension of concentration of 1 % 
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Fig. 1. Chromatography of the amyla関 ofpyloric cωca on DEAE司cel1ulose

Acetone powder of salmon pyloric caeca wa自ex仕泌総dwith 10 times its weight of 0.005M 
Tris-HCI buffer (pH 8.6)皿dcentri釦ged. 10 ml of the supernatant wω ， app!iedωthe 
ωlumn (2 X 15 cm) equilibra恰d昭混inst0.005M Tris-HCI buffer (pH 8.6). Elution w却
accomplished by the suceessiveapplication of O.∞5 M Tris-HCI buffer (pH 8.6) having (1) 
o M， (2) 0.1 M， (3) 0.3 M and (4) 0.5 M N晶CIat the points indicated by the vertiωl 
arrows. 4・mlfractions co11ecぬdat a flow rate of 20 ml/hour;ぬmperature，40C 
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ルローズカラムに吸着させた。溶出は食塩濃度の s旬Ipwisegr吋ientelutionによって行なった。第

1図に示されるように溶媒sの区分に強い amylase活性が認められた。また各溶媒で溶出した区分
にもごくわずかながら活性が認められた。 このクロマトグラフィーの操作によって amylaseの比活

性は約7倍増加し， amyl職活性の収率は 75.5%であった。

(2) Amylaseの性質

つぎに上記の溶媒sにより溶出した区分を用いて酵素化学的性質を検討した。
至適 pH:Amyl鵬活性に及ぼす pHの影響を調ぺた。その結果は第2図に示される。この図よ

り至適 pHは約8.5であり，蛋白分解酵素の至適pHとほぼ同様である7)。なお，谷は還元カの増加

により至適 pHは約7.0であると報告しているが8〉，著者らも同じ方法により測定した場合には同様

の結果を得ている12)。また a叫ucosid輔の至適pHは約7.0であるので還元カの増加によって測定

した場合の至適pHは amyla舗のみではなく α-glu∞sida跨の影響も受けているものと推定される。
至適温度: つぎに温度の影響について測定した。第8図より明らかなごとく 200C近辺に至適温

度を有する。本研究において反応温度を 300Cに定めたのは粗酵素液について行なった至適温度が

300Cであったためであるが，この結果から酵素が精製されたために非常に不安定になり，至適温度が

200Cに変化したものと推定される。また精製したシロサケ幽門垂回lyl舗Eは熱に対して非常に不

安定であり， 500Cに30分間 exposeするとその活性の大部分が失なわれることが観察された。

3. 他種魚との amylase活性の比較

従来サケ，マス類は肉食性の度合の非常に強い魚類に属しているが，北御門らの研究によればニジ

マスの消化器管には相当強い α-gluω副鵬および amyla鴎が存在し，それらの活性度は草食性の

8 

~6 
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pH 

Fig. 2. Relation betwωn pH and activity of 
P紅 tial1ypurified amylase of salmon pyloric 

caeca 

Activity w鍋舗sayedat 300C for 30 min. 
on 1~も soluble starch 

0: O.05M Tris-HCl buffer 。O.lMNal王α).-0.1M Na.C08 buffer 
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度合の強いコイやアユに比べると弱いものであるが，肉食性のウナギよりも強いことを報告してい

るヘ著者らは図瀞中のサケマス類の食性を確かめるために，二三の魚種との amyloa活性の比較

を行ない，同時に至適 pHおよび至適温度をも測定した。 amyl醐活性の測定には各消化器管から

の1%食塩水による抽出液を用い， 350C，至適 pHにおける酵素活性を bluevalue法によって求

め，各器管の重量当りの活性度として表した。第2表から分るようにシロサケ幽門垂の amyl臨は

コイの約400分の 1以下であり，マダラ，イシガレイよりも著しく弱い。 したがってシロサケ幽門

垂の amyloa活性は北御門らの報告酎中のウナギの amyla鵠活性よりも弱い。 また至適 pHは測

定した魚種では一番アルカリ性であり，至適温度も著しく低い。以:上の結果からシロサケ幽門垂の

amyla鰐は他の魚類と比較すれば非常に弱いものであり，これが稚魚から成魚に成長するに従い徐々

に退化して行くものであるかどうかまだ不明であるが，これら酵素量の季節的変化および餌料による

変化など外麟包環境による適応、現象が抱握されれば興味ある点が見い出されるかも知れない。

Table 2. Comp町isonof the amylase aetivities of the ex位脱旬台。m
the dig stive or胴JlSof variou8 kinds of fishω 

動沼yroe飴lutionwa目。btainedby extraeting the dig倒，tiveorgan of eaeh fiぬ
with 5 times its weight of 1% NaCl， and diluted with 1% NaClωrequired prior 
to UBe. Reaetion mixtures contained 2 ml of 19るsolublestarch， 1 ml of 0.2 M 
phospha匂 butrerand 1 ml of enzyme solution. They were incubaぬdat 350C加d
resPE叫iveoptimal pH for 30min.， and the activities were measured by the blue 
value method1ll. 

Fish Digesti刊 or伊且 OpptiH mal Optimal DABe高tiv官itJ/yg 
temperature 

organ wet wt. 

Salmon Pyloric cωca 
。C

。偽corhynchU8keta 8.5 20 72.8 

C2C1p紅nP，Z旬SωT戸。 Inte目tine 7.0 35 30，∞o 
Cod Pyloric caeca 

Gad~ω macrocephalω 
7.5 45 2，150 

Flounder Intestine KareiU8 biωlora苦悩 8.0 35 700 

要約

サケ幽門垂の生物化学的研究の一環として炭水化物分解酵素の研究が行なわれた。

1. シロサケ幽門委抽出液中に amyl雌および α-glu側 d脚の存在が確認されたが， s-gluco--

si也鵠，何回仰向r組側id蹴および ωllu1舗は認められなかった。ー方舟伊lacωsid鵬はわずか

ながら認められた。

2. DEAE-セルローズによって部分的に精製された amylasJの至適 pHは8.5，至適温度は200C

であり，熱に非常に不安定である。

3. 他種魚の各消化器管の amylase活性の比はつぎのごとくであった。シロサケ幽門垂;コイ腸:

マダラ幽門垂:イシガレイ腸=1:411 : 29.5: 9.5 

終りに臨み，試料の採集にご協力願った北海道大学練習船北星丸乗組員ならびに調査員各位に感謝

します。
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