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    An organic matter, which is present in small quantities in shells and 
pearls together with calcium carbonate, was named conchiolin by FREMY, and 
later, through the studies made by many researchers, it proved to be a 
kind of protein. The amino acid compositions and the structures of 
conchiolins, which are obtained from various species of molluscs, have 
been known to be different from one another. Few studies had been made 
on conchiolin till recently, but the development of the studies on pearls 
and the investigation on the calcium metabolism of molluscs-shells have 
promoted the studies on conchiolin. Nevertheless, very few studies have 
been reported on the enzymatic decomposition of conchiolin. 

    It is a very interesting phenomenon in nature that shellfish are eaten 
away by other aquatic animals, for example, starfish or some snails. The 
authors have detected a kind of enzyme decomposing conchiolin in the 
digestive organs of starfish (Asterina pectinifera) and purified it by the 
salting-out method with ammonium sulfate and by the use of DEAE-cellulose 
columns. The authors also investigated enzymatic properties of the purified 
enzyme, namely the optimum pH and temperature and the effects of metal 
ions.
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直ちに解剖し消化系を取り出し使用した。

　粗酵素液：イトマキヒトデ消化系をOQC近くの低温で5倍量の蒸溜水と共にホモゲナイ

ズし遠心沈澱にて上澄液をとり，これを粗酵素液とした．

　基質：アサリ貝殻をFig・1の方法で処理して基質を得た。
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　　　　　　　　　　　　　Fig．　1．　Preparation　of　the　substrate　from　shell．

　反応測定方法：基質20mg，緩衡液（M／15KH2PO4，　M／15　Na2H：PO4，　pH　7．5）　4寵

を10分闇35。Cにプレインキュベイトした後，酵素液2認を加え35QCで60分間概伴しなが

ら放置後，TCA溶液（0．IMCCI　3COOH，0．2MCH3COONa，○．3MCH3COOH：）6認を添加し

て反応を止める．これを30分間放置後面過し濾液の一定量をとり，その中に含まれるチロ

シンを銅フォーリン法6）によって発色させ660inμの吸光度を測定し蛋白質の分解量を比較

した。盲試験は酵素液にTCA溶液添加後直ちに同量の基質を加えて発色させた．なお酵

素の比活性はミクロケルダール法による酵素溶液のN量，またはその280mμの吸光度を

もとにして表わした．
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エ　酵素の精製方法

1．硫酸アンモニウムによる塩析

　粗酵素液を5。Cに保ち硫酸アンモニウムで塩析を行ない，各分画の遠心沈澱にて得た

不溶物を冷水に溶解し，蒸溜水を外液としセルn・一一スチューブを用いて24時間流水透析後，

所定の条件で反応させ，その結果硫酸アンモニウム飽和度○．3～0．6分画にコンキオリンを

分解する酵素が存在した．一方1％カゼインを基質とした場合には0．5飽和に多量の分解

酵素が沈澱して来た．結果をFig・2に示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．セルロースカラムによる精製，
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Fig．　2．　The　separation　of　the　crude　enzyme　by

　　　salting　out　with　ammenium　sulfate．
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　硫酸アンモニウム飽和度0．3～O，6

で得た酵素液を次に冷アセトンによ

る沈澱で精製を試みたところ，40～

90％アセトン飽和で目的とする酵素

の沈澱をみたが活性が著しく低下し

精製手段として好ましくはなかっ

た．ついでDEAEセルn・・一スカラム

による精製を行なった．操作は硫酸

アンモニウム0．3～○．6飽和で生じた

沈澱酵素を前処理として0．002Mト

リスリン酸緩衡液のpH7．○に溶解し

同緩衡液を外液とし50Cで24時間透

析をしながら緩衡化したものを分画

した．分画には0．GO2Mトリスリン

酸緩胃液で緩衡化したDEAEセルロ

ースを1．7×20c皿にし，これに酵素

　α2　液を流入しステッフ。ワイズ
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Fig．3．　Elution　pattern　resulting　from　　the　DEAE
　　cel．lulose　column　chromatography　of　the　salting
　　outed　enzyme　which　decompose　conchiolin．
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法で溶出を行なった。蛋白

質の流出曲線は280mμの

吸光度で表わし結果をFig・

3に示す．コンキオリン

分解の活性は最：初の流出部

にも若干存在するが0．05M

溶出部が最も強く認められ

た．さらに○．4M緩衡液，つ

いで同緩衡液にIM塩化ナ

トリウムを添加しpH6．Oに

て溶出を行なうといずれも

多量の蛋白質を見たが，こ

れには活性を認めなかっ

た．またCMセルロースによる精製では溶出蛋白部のどこにも活性は認められなかった．

互　酵素の二，三の性質
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　前記実験でCMセルロLスを用いた場合不活性となったことは酵素反応に必要な金属イ

オンがカラム担体に吸着されたためと考えられるので金属イオンの酵素作用に対する影響

を調べて見た．数種の金属塩化物の溶液（工×10－2M）を外液として塩析酵素を24時間透

　　　　　　Table　1．’Activity　after　dialysis　in　several　metal　salt　solution　of

　　　　　　　　　　conchiolin－decomposing　enzyme．

Dialysis　solu－
tion（1＞くユ0－2M）

Control
（aq．　dist）

ZnC12

caC12

BaC12

MgC　12

．CoC12

MnC12

pH　at　the
dialysis

5．2

5．0

5．2

5．2

5．2

5．2

5．2

Immediately

660mptO．D

O．106

0．080

0．084

0．096

0．IOO

O．124

0．158

Ratio

IOO

75

79

91

94

132

150

After　3　days（50C）

660mptO．D

o

O．120

0．080

Ratio

o

130

87

Decrease　of
activity
after　3　days

1

2
5

　
4

析したところTable　lの結果を得た．　Co＋2では活性化および保護作用を，　Mn＋2は活性化

作用のみを持っているが，その他のZn＋2，Ca＋2，Ba＋2，Mg＋2では逆に若干の活性低下が見ら

れた．
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Fig．　4．　Effect　of　pH　on　the　activity　of

　　　purified　enzyme．
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　　　　　　temp
Fig．　5．　Effect　of　temperature　on　the

　　　activity　of　purified　enzyme．
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　次にDEAEセルu一スによるO．05M緩輸液溶出部の酵素を用い，反応最適温度t・および

最適pHを検討した結果，温度影響は35。C前後を最適とし20QC，40。Cではかなりの低下が

見られた．pHは7．0～8．0が最適と思われる．結果をFig・4，5に示す．

皿　精製による酵素活性比の上昇

　上記の酵素精製による活性比の上昇をみるとTable　2のようになった．反応条件は前記

同様である．活性比は酵素中のN量を測定し，それに対する銅フォーリン法による吸光度

Table　2．　The　increase　of　activity　of　enzyme　through　the　steps　of　its　purification．

Enzyme

Crude　enzyme

dialyzed　with　water

dialyzed　with　CoC12
solution

precipitated　with
40t－v90％　aceton

purified　enzyme

Nmg／ml－enz

2ユ0

50
　
1

30
サ

ユ

O．63

0．09

660mpt　O．D

O．098

0．078

0．124

0．038

O．060

660muO．D／mgN

O．041

0．074

0．工20

0．　072

IncreaE　e　of

actlvlty

o．660　1

IOO

183

292

176

1624

をもって表わした．アセトン処理酵素は塩析酵素に一⊥OQCのアセトンを少量つつ加えア

セトン40～90％飽和で沈澱した酵素である．

IV　ペプシン，トリプシンとの比較

Table　3．　Comparigion　of　the　activity　of　the　conchioliri－decomposing　purified

　　　　　enzyme　with　that　of　trypsin　and　pepsin．

Enzyme

trypsin

pepsin

conchiolin－
decomposing
purified

enzyme

Nrng／ml－enz

O．055

0．05i　8

O．064

Conchiolin Casein

　　　　！660m，ctO．Di
660mptO．D　　　　lVVT｛ll－g”’N

O．O17

0．　030

O．245

13
ロ
0

15
　
O

3．90

Ratio　to
trypsin

L

1．7

12．5

i・66・m・αD即瓢D／

O．6’一’h．o

O．565

O．095

工1．8

9．7

3．8

Ratio　to
trypsin

1

O．82

O．33

　次に本酵素と一般に使用される蛋白消化酵素のペプシン（250nu），トリプシン（3000nu＞

との比較を行なった．基質にコンキオリンと1％カゼインを用いペプシンによる分解は

pH2．5のクエン町勢聖断を用い，トリフ。シンはpH7．8のリン酸緩衡液を用いた．カゼイン

分解は基質緩衡液3寵に酵素液としてQ．05％ペフ。シン，0．G5％トリプシンおよび本酵素

液の1認を加え37DC，40分間反応で行なった．活性の比較は各酵素忌中のN量をもとにし

て行なった．その結果コンキオリンに対してはペプシン，トリプシンに較べ本酵素は大き

な活性を持つことがわかった．カゼインに対しては前記の結果とは逆に小さくなっている



要 約

イ トマ キ ヒ トデ消化系 中にアサ リ貝殻 コンキオ リンを分解す る酵素 の存在 す ることを見

いだ したので,そ の酵素 の精 製を硫酸 アンモニ ウムによる塩析,お よびDEAEセ ル ロー ス

カラムによ って実施 し,反 応最 適のpH,温 度 お よび 金属 イオ ンによる活性へ の影響 につ

いて検討 し,さ らにペプ シン,ト リプシ ンとの比較を行な った結果,特 異 な酵素 であ るこ

とを知 った.

1.ア サ リ貝殻 コンキオ リンに対 す る分解 の最適pHは7.0～7.5で あ る.

2.同 じ く最適 温度 は30～350Cの 間 にあ る.

3.金 属 イオ ン中Co+2ま た はMn+2は 本 酵素 に対 し活性 化作用を持 ち,前 者 には保護 作用

も認 めた.

4.本 酵 素 はペ プシ ン,ト リプ シンよ りも コンキオ リン分解 作用 は大 き く,カ ゼイ ン分解

作 用は小 さい.


