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サケ幽門重蛋自分解酵素の研究

第2報 トリプシン類似酵素の精製とその性質*

牛山 寛帥

Studies on the Proteolytio Enzymes of the Salmon Pyloric Caeca 

I1. Purification and some proper七iesof trypsi仕1ikeenzymes 

Hiroshi U呂田YAMA

Abstract 

Two pro句olytic enzym朗 hydrolyzing benzoyl-L・乱.rginineamide(BAA) ω 
benzoyl-L-品.rg泊血e晶nd晶.mmoniawere obぬinedfrom the pyloric caeca ofもhe
S晶lmon，OnrorhynchU8 keta， by following proωdure: (1) e訪問ctionat pH 5.0， (2) 
晶utoω旬lytic晶ctivation 抗 pH8.0~8ム (3) frac色ionation wiぬ晶.mmonium
sulphate， (4) decolorization with Duolite A・2晶nd(5) chromatography on DEAE-
cellulo日e. 到leseenzym倒 were design晶ted品目 salmon trypsin-like enzyme 1 and 
2 (8児島nd8T.) ， and pur泊eda加 ut25 and 16 fold rωpectively. 
Wi七hthe electrophoresis on cellulose acet拘 strips(8ep晶rax)，ST1 migrated 
at pH 8.6 tow晶.rdthe cathode at品目lowerra'飴色hanbovine α-chymoも.rypsinand 

trypsin. 
Both enzymes were unstable below pH 5.5 at 350C. 8T1 and 8T. e討lIbiωd
maximum却もivityat pH 8.2 and 8.5， and were unstable at a temperature晶bove40 
and 3OoC. 阻 chaeliscon呂志岨色 was1.57 and 1.45 mM  for BAA. Both enzymes 
were slightly aωivated by班n2+， Ca2+， MgH， Ba2+晶ndBome reducing品gell'旬， bu色
strongly inhibited by Cu2+， Ag+ and HgH， and practically uneffected by EDTA 
晶ndPCMB. 
Ineヰ同rimentswi色hthe natur晶1tryp目ininhibitors， soybe品ntηpsininhibi'色or
(12μg/ml) inhibited 8T1 and 8T.ω 色hee訪entof 95 and 77%，組dovomu∞id 
(3μg/ml)，97阻 d77% respectively. From these re日ults，it w乱sconcluded也前色he
enzymes were a pro紛inaseof the trypsin type. 

緒言

牛スイ液中の蛋自分解酵素の Zymogenとしてキモトリプシノーゲン A及ぴs，トリブシノーゲン，

プロカルポキシペプチダ{ゼA及ぴBが含まれるととが Kellerらりによって研究されて以来，同じ

方法を用いて多くの晴乳類勾，3)，4)，鳥類手)，6)及び板飽類7ゅのスイ臓中の蛋自分解酵素11:関する研究が

行なわれて来た。乙れらの研究によると動物の種類によりキモトリプシノーゲンとして cati侃 icなA

しか含まないものや， また逆に anionicな Bしか含まないものも存在し比較生化学上非常に興味が

ある。

-本報告は 1964年4月2日 日本農学大会水産部会(於東水大)で講演発表した。
柿北海道大学水底学部生物化学講座(著者は昭和43年6月lO日急逝されたが，本論文原稿は同年5月
28日に受理されていたものである。)
(Laboratory 01 Biockemistry' Faculty 01 Fiskeri.es， Hokkaido Univers句)
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北大水産業報 [XIX， 2 

最近， Pr，ぬlら7)はスイ臓が充実性であるツノザメのスイ臓にも噌乳類に存在するすべての Zymogen

が存在する乙とを報告している。

大部分の硬骨魚類のスイ臓は幽門重の周囲などに散布しているために， 乙の方面の研究は他の脊椎

動物より相当遅れている。今まで硬骨魚類幽門霊の蛋自分解酵素はその最適 pHが 9附近"にある

乙とからトリプシン類似酵素が存在していると考えられていた。斗ケ沢ら 10)，11)はマグロ及びカツヲ

幽門重からある種の蛋自分解酵素を結晶状11:分離する ζとに成功したがζれらの酵素の性質について

は報告注れていない。最近， Crost∞eら12)，13)はマスノスケ幽門垂の蛋白分解酵素の研究を行ない合

成基質を用いて， トリプシン及びキモトリプシン活性を有する酵素の存在とそれらのいくらかの性質

について報告している。しかし，硬骨魚類幽門重にどのような蛋自分解酵素が含まれ，どのような性

質を有するかについては殆ど研究されていない。そ ζで著者は乙れらの目的のためにシロサケ幽門垂

を用い，存在する蛋自分解酵素を分離精製した結果，牛トリブトシンとは等電点の大きく異なる 2種

のトリブシン類似酵素を分離したので乙の結果を報告する。

実験

1.材料

実験試料は 1963年6月中部千島南方海域で北海道大学練習船北星丸が捕獲したシロサケ幽門垂(ス

イ臓を含む。以下同じ)を使用した。捕獲後直ちに海水で洗糠し，急速凍結を行ない実験室K持ち帰

り， -20oC以下のフリーザー中に貯蔵して実験に供した。大豆トリブシンインヒピターは脱脂大豆

粉末より Kunizの方法H)1とより， またオボムコイドは新鮮な鶏卵より Lineweaverの方法15)1とよ

りそれぞれ当教室で調製したものを使用した。

基質として次の市販品を使用した。

カゼイン・.. . acc. to Hammarstem (和光純薬 KK)，BAA (Nutritional Biochem， Corp)及ぴ ATEE

(Sigma Chem.， Co.) 

また次の市販の牛スイ臓酵素襟品を標準品として使用した。

トリプシン及び r キモトリプシン (Worthingt∞ Biochem，Corp.)，カルボキシペプチダ{ゼ A

(Sigma Chem.， Co.) 

2. 蛋白濃度の測定

酵素液に等量の 1096 トリクロール酢酸を加え，生じた沈澱を O.lNNaOH 1ζ溶解して Lowryら

の方法的に基いて測定した。標準蛋白質としては牛血清アルブミン FrV(Armour Lab.)を使用し

た。

3. 酵素活性の測定

蛋自分解酵素活性は前報17)同様に測定した。 トリプシン活性は BAAを基質としてニンヒドリン

法めで測定した。即ち 0.05MBAA (pH 8.0) 0.3m1と等量の酵素液を含む混合液を 350Cで反応

せしめ 20分後， そのうちから 0.2mlを採り，生成したアンモニヤをニンヒドリン法で測定し 1分

間K 1pmoleの基質を分解する時の酵素活性を 1単位とした。また， キモトリプシン活性は 1mM

ATEEを基質とし Schwertらの方法1めに基いて測定した。

4. DEAEーセルロースクロマトグラフィー

DEAE-セルロースイオン交換体は米国 Bro明 1社製を使用した。微粒子を除いた後 0.5MNaOH+ 

本報告においては次の略語る使用するo
ST1， Salmon trypsin-likeenzyme 1 

STs， Salmon trypein-like enzyme 2 

BAA， benzoyl-L-arginine amide 
ATEE，α-N-acetyl-L-tyrosine ethyl ester 
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196司 牛山 L サケトリプシン類以酵素

0.25M NaClの混液，水.O.lM HCl，水及ぴ 0.5MNaOH+0.25M NaCl混液の順に洗糠して最終

的に O.OOlMCaCbを含む 0.OO5MTris-HCl緩衝液 (pH8.8)で平衝化して実験に供した。

5. セルロースアセテート膜電気泳動

市販のセルロースアセテート膜 (Separax".・常光産業KK製)を使用し，小川の方法的に基いて

O.O'lM Veronal緩衝液 (pH8.6)を使用し.0.5mA/cm， 60分泳動を行ないポンソー 3Rで染色を行

なった。

実験結果

1. トリプシン類似酵素の精製

凍結中のサケ幽門重 (lkg)を肉換器で磨細し， 31の O.OOlMCaCb Ir.懸濁し，溶液を撹持しなが

ら5N-H2SOfを滴下して pH5.01乙調節し，一夜冷室に放置後溜過した。濃液を 5NNaOHで pH

8.0~8.5 に調節して酵素の活性化を行なうと共に生じた沈澱を鴻別した。話量液を硫安で塩折し，硫安

濃度 35~6096 飽和沈澱区分を集め前報16) に従い Duolite A-2カラムを通過させ脱色精製した。

更に塩折及び脱色を繰り返し行役い最終的に塩折物を O.OOlMCaCb 11:溶解し.O.OOlM CaCbを含

む0.005MTris-HCl緩衝液 (pH8.8)に透折した。透折物色予め前述の緩衝液で平衝化した DEAEー

セルロースカラム (φ2X45cm)に吸着させた。非吸着区分が流出したのち.Fig.lI乙示すような NaCl

による濃度勾配法で吸着蛋自の溶出を行なった。

非吸着区分には全体の約半分の蛋自分解酵素が流出し， それらはキモトリプシンの基質である

ATEEを分解したがトリブシンの基質である BAAは殆んど分解しなかった。一方吸着区分からは
Fig.l 1乙示すように BAA分解作用を有する 2つの Fractionが溶出された。そこでζれらトリプシ
ン活性を有する Fractionのうち先に溶出する酵素をサケトリプシン類似酵素l(ST1)及び後11:溶出

する酵素を ST2と命名した。

Table 1は精製各段階での民活性と収量を示した。 乙の表で粗抽出液を pH8.0"-'8.5 11:調節して

蛋自分解酵素の活性化を行なった場合にカゼイン分解酵素は約2倍IC上昇しているが.BAA分解作用

Fig. 1. Chrom晶.togrι.phyon DEAE・ωHulo日eof crude proteolytic enzyme 
preparation from salmon pyloric caeca 

The crude proteolytic enzymes (754.9mg protein) prepared from salmon pylorio 0前倒
(one kg) were晶.ppliedもoもhecolumn (φ2x45 cm) equilibrated with 0.OO5:M Tris.HCl buffer 
(pH 8.8) containing 0.001:M CaCI，.・ Alog乱rithmicgradient from 0.02 to 0.35:M N:乱。lwas
昭pliedfor eluもionof the protein. Fractio回 withinthe hor包ontalarrow were combined， 
rechroma句graphedon DEAE・celluloseand used throughout the following experimen旬.
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T晶hle1. Summ晶，ryof the purific&tion proce8s ofぬeもrypsin-like
enzymes from s&lmon pyloric c嗣 0&

Specific activity Total units 

[XIX， 2 

Yield (96) 
Volume Protein 

Fraction (ml) (mgjml) ucnaistesi/nm-g||pBrAotAeH in ωe作品柿山泊|叫
Crfurdoe m exontre ackt g ast ampH pl5e .0 

x 10-
3230 8.50 0.38 0.18 10.5 5，040 

Filtrate at pH 8.0 3220 1.62 3.86 0.41 20.1 2，126 100 100 

Dialyzed solution 112 6.74 9.78 2.01 7.40 1.494 37 71 

DEAE-celJulose (ST1) 160 0.46 7.26 4.56 0.54 340 2.7 16 

， (ST.) 130 0.47 7.30 2.91 0.45 179 2.2 8.5 

本 Auni色i圃d愈，fined剖晶micromoletYrolIine liberat吋 perm泊u旬姉 pH8.7， 350C. 
料 Aunit i自defined拙晶 micromoleBAA hydrolyzed per minuωωpH 8.0， 350C. 

は逆に半分以下に減少している乙とがわかるが， ζの原因としてはサケトリプシン類似酵素がとのア

ルカリ域では充分に安定であるので， アミダーゼ作用を有する他の酵素でアルカリ処理Iとより変性し

たためと考えられる。従って粗酵素液中の BAA分解作用にはトリプシン類似酵素とは別の酵素が混

合しているために見かけ上高い活性が示されたと考えられるので pH8 11:.調節した粗酵素液の活性を

本酵素精製の際の収率の基準とした。

Fig. 1の DEAEーセルロースクロマトグラムにおいて水平の矢印で示した区分を集めて以下の実験

に供したが， それぞれの区分は粗酵素液 (pH8.0) 中のトリプシン活性の ST1 では 1696 及ぴ ST~

では 8.596の活性を有した。 また，以上の操作によってトリプシン活性は ST1では 25倍， ST~ で

は 16倍それぞれ活性が増加した。

2. 酵素の性質

Fig.lの DEAEーセルロースクロマトグラムの水平の矢印の区分を集め凍結乾燥して DEAEセル

ロ{スカラムtとより再クロマトグラフィーを行なって以下の実験に供した。

電気泳動

精製されたサケトリプシン類似酵素 1(ST1)についてセルロースアセテート膜を支持媒体として通

電クロマトグラフィーを行ないその結果を Fig.2K示した。 ST1はとの泳動条件下では陰極側に移

動し，Iまl;r単一な bandを示した。また，易動度は対照として用いた牛トリブシンよりも小きし牛

カルポキシペプチダーゼAと牛<1:-キモトリプシンの中間の性質を示した。

pHの影響

リン酸緩衝液及び磁酸緩衝液を用いて STl及び ST.の BAA分解作用に及ぼす pHの影響を測

定し，その結果を Fig.3K示した。 ST1では pH8.2附近11:.，また ST，では pH8.5附近の最大

活性が示され ST.では pH11でもなお高い活性を示した。一方カゼインを基質とする場合には pH

9.0~10.0 の聞に最大活性が示された。また別11:.行った pH 11:.対する安定性の実験で各 pH，350C， 

60分 preincubationした場合， ST1は pHpH7.0叶 .0の聞で， また ST. は 7.0~9.5 の聞で最も

安定であったが pH5.5以下では両者とも急激に失活した。

温度の影響

酵素液 (pH8.8) を1O~700C の各温度で 60分 preincubati佃して残存する活性を測定し Fig.4

に示した。 ST1は 40
0Cまで安定であるが ST，は 300C以上で徐々に失活し，雨宮摩素とも 500C以
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⑦ 

So/mon trypsin-like enzyme I 

80vln8 fryps;n 

目。刷n・eトchymofrypsin

Bov;ne corboxypepfidase A 

Start 
4 θ 

Fig. 2. Cellulosc acctate clectrophorctic paもternof sal皿ontryps皿ーlikeenzyme 1 

Electrophoresis w耐 carricdout at pH 8.6， veronal buffer (μ=0.07)， 0.5 mAjcm， for 
60 minuもes.
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Fig.3. Activity.pH curves of slamon 

trypsin-like enzymes 

Enzyme activity was assaycd for 0.025 
M BAA in bu町"eras follows: phosphatc 
buffer， from pH 6.0 to 8.5; Borax-Na，CO， 
bu宵'er，from pH 9.5もo11.0. 
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Fig. 4. Stabilityーもempe悶 turecurves of 
salmon trypsin-like enzymes 

Enzyme w田 preincubatedin 0.05M 

horate buffer(pH 8.5) at various胞mperature
for 60 minutes， and then the remaining 
activity ¥¥'as assaycd for 0.05 M BAA. 

0， ST1 : 6， ST， 

上では急激に失活した。また別に 20分反応における:t適iLi伎を測定した結果 ST，では約 500C，ST. 

では 450Cで最大活性を示した。

基質濃度の影響

ST，及び ST.による BAA加水分解速度に及ぼす基質濃度の効果を調べ LineweaverBurk plot 

を行ない Fig.5 fie示した。 Kmは ST，がJ.57mM，ST包が1.49mMであった。

活性剤及び隠害責IJの影響

サケトリプンン類似酵素に及ぼす種々の金属イオン及びその他の活性剤l及び限害剤の影響を調べる
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Fig.5. Effect ofsubstrate conωntration on BAA hyrolysis by闘，lmon句psin-likeenzyme咽

0， ST1; A ， STa 

ために酵素を各化合物と 350Cで10分 preincubationしたのち残存する酵素活性を BAAを用いて

測定した。

金属イオンの影響は Table2 !c示されるように Mn2+， Ca2+， Mg峠及びBa貯によって多少活性

化3れるのみで著しい効果は認められなかったが， Fe3+， Cu'貯， Cu+， Ag+及ぴHg貯などの重金属

イオンによっては著しく阻害された。

T品ble2. Effecもofmetal ions on salmon trypsin-like enzyme咽

Relative activity (%) 
Metal ion* 

ST1 STa 

no addition 100 100 

Mg2+ (MgSO，) 112 110 

Ca2+ (臼Cl.) 121 106 

Ba2+ (BaCl.) 113 105 

Mn2+ (脆エCl.) 119 108 

Fe2+ (FeSO，) 83 57 

Fe8+ (FeCla) 39 41 

Co2+ (CoCI2) 99 87 

Ni2+ (NiSO，) 94 59 

Cu+ (CU.Cla) 37 22 

Cu2+ (CuCl.) 16 27 

Ag+ (AgNOa) 22 21 

Zn2+ (ZnCla) 72 54 

Hg2+ (HgCl.) 3 2 

権 Final concentration w品目 1O-8M. 

Enzyme wωpreincubated with metal ion in 0.005 M Tris-HCl buffer (pH 8.8) a.t 350C 
for 10 minutes，阻dぬenthe remaining activity wωassayed for O.05M BAA. 
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T晶ble3. E:ffecもofactivators and inhibi色orson s品lmonも収伊in.likeenzym倒

Relative activity (96) 
Compound* 

ST1 STs 

no addition 100 100 

L-Ascorbic acid 115 104 

L-Cysteine 105 117 

Glutathione 114 105 

Potassium ferricyanide 95 93 

EDTA 81 90 

PCMB 83 72 

Iodoacetic acid 96 100 

事 Finalconcentration was 1O-3M. 

Enzymes w晶spreincubaもedwith activator or inhibiωr. 0色herconditions were the 
sameωinT山le2. 

Table 3はその他活性剤及び阻害剤の効果を示した。 EDTAIとより僅かに活性が減少し， 乙れら

の酵素活性の完全発現のためにはいくらかの金属イオンが必要と思われる。一方， SH酵素の阻害剤

である PCMBやモノヨード酢酸によって僅かに活性が減少するが，還元弗jやSH化合物の添加によ

り著しい効果が見られないこと，及ぴフェリシアン化カリのようとZ酸化剤によっても僅かしか失活し

ないことから，これらの酵素は SH酵素のグループには属しないことがわかった。

次に天然のトリプシン限害物である大豆トリブシン阻害斉IJ及ぴオポムコイドの ST1及ぴST，I乙
及ぼす影響を調ぺ Fig.5及び Fig.6に示した。大豆限害剤の場合11:は 12μ:g/m1の濃度で ST1は
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Fig.6. E:ffect of soybean t巧可psininhi-
bitor on salmon trypsin-like enzymes 

Enzyme was preincub晶，tedwithもhe
d関 iredamount of soybeanもrypsininhibi-
tor. Other conditions wereもhes乱，meas 
inT油le2. 

2 3 4 5 
Ovomωc剖d(μIIlml) 

Fig.7. E:ffect of ovomucoid on salmon 
trypsin-like enzymes 

Enzyme was preincub晶，tedwiぬもhe
d倒 ired amounも of ovomucoid. 0色her
condi“ons were the s晶，me綿 inT，晶，ble2. 

0， ST1; a， STs 
0， ST1; a， STa 
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9596， ST~ は 7796 阻害きれ， オポムコイドの場合には 3μ.g/mlの濃度で ST1は 9796，ST2は

7796限害きれトリプシン型酵素の性質を示した。

考察

ザケ幽門重の水抽出液から調製した粗酵素液を DEAEセルロースに吸着させ，食塩による濃度勾

配溶出法lとより分画したと乙ろ， 2種類のトリブシン類似酵素を分離することが出来た。既知の晴乳

類トリブシンは通常DEAEーセルロ{スには吸着されず素通り区分に溶出される ζとが知られているり

ので乙の DEAEーセルロースクロマトグラフィーの態度からサケのトリプシン類似酵素は牛トリプシ

ンと異なり弱酸性蛋自の性質を有すると推定されるが， Fi.g.2のお:paraxでの泳動距離から判断

すると牛トリブシン21)より等電点が低く， また牛 a-キモトリプシン町とカルポキシペプチターゼ

A助のほぼ中間程度の等電点，即ち pH7附近iζ等電点を有するものと推定される。牛トリブシン

を始め大部分の噌乳類のトリブシンは等電点が pH10以上の塩基性蛋自であるに対しネズミの，サ

ケ均及びツノザメ7)には中性或は弱酸性のトリプシンが存在することは大変興味がある。 Prahlら7)

がツノザメのキモリプシノ{ゲン Aの所で述べているようにトリブシンにも“primeraltrypsin" 

が存在し， それは多分酸性蛋白質であり進化の途中に徐々に塩基'性蛋白質1(変化して行ったのかも知

れない。 ζれらの関連はサケトリプシン類似酵素のアミノ酸構成を調ぺ比較する ζとにより明らかと

なるであろう。

DEAEーセルロースクロマトグラフィーにおいてカチオニック区分には主として ATEEを分解する

キモトリブシンが含まれ， カルボキシペプチダーゼAは非吸着区分と吸着区分の両方1<::見い出され

たがζれらの結果は別に報告する予定である。

得られた 2種のサケトリブシン類似酵素は牛トリプシンと異なり酸性溶液で非常に不安定で， アル

カリ溶液中では安定であった。また熱安定性も牛トリブシンより低く水痩動物の特色を示した。 BAA

1<::対する至適 pHは牛トリプシン的より僅かにアルカリ側に傾いていた。 しかし天然のトリプシン

阻害剤により顕著に阻害される乙となどから本酵素はトリプシン型酵素であると考えた。

ST1と ST2との聞には著しい差は認められなかったが ST宮は ST11<::比べ等電点がいく分酸性

側に傾ふ熱安定性も僅かに低かった。天然トリプシン阻害剤に対する態度では ST1はST2よりも

著しく阻害きれた。

以上の如く 1種類の動物中1(2種類のトリプシンが存在する乙とが判明したが， とのような事実は

未だ報告されて居ない。そ乙でとのうち 1種はトリプシノーゲンからの活性化中間体であるか，また

は本質的に2種類のトリブシノーゲンが存在するか否かは今後の課題である。

要約

シロサケ幽門垂の水抽出液 (pH5.0)を pH8.0~8.5 に調節し，硫安塩析， Duo1ite A-2による

脱色及び DEAE-セルロースクロマトグラフィーにより 2種類のトリプシン類似酵素を分離精製し，

それぞれサケトリプシン類似酵素 1(ST1)及ぴ 2(ST2)と命名した。比活性はそれぞれ25倦及ぴ16

倍増加した。

精製された ST1は pH8.6のセルロースアセテート膜電気泳動で牛トリプシン及ぴrキモトリプ

シンよりも遅く陰極側1(泳動した。

ST1及び ST2は 35
0Cで pH5.5以下では非常に不安定であり，至適pHは ST1では pH8.2，

STIIでは pH8.5附近であった.また ST1は 40
0C以上で， ST2は 30

0C以上で不安定であった.

両酵素とも Mn:砕， Mg民 Ca幹， Ba2+及び還元剤tとより僅かに活性化されたが Cu2+， AgII+及び

Hg酔 tとより著しく阻害された。一方 EDTAや PCMBは著しい効果を示さなかった。

大豆トリプシン阻害剤及ぴオポムコイドtとより両酵素とも顕著に阻害された。

-154-



1968] 牛山: サケトリプシン類以酵素

以上の結果から本酵素はトリプシン型酵素であると恩われる。

本研究を行うに当り御指導していただいた北海道大学水産学部吉村兎二名挙教授，斎藤恒行教授，柴田猛

助教授，ならびにサケ幽門委の採集に御協力いただいた北海道大学練習船北星丸乗組員ならびに調釜団各位

に深く感謝いたします。
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