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シオ ミズツボワムシのプ ロテアーゼに

関す る研究―Ⅰ

粗酵素液中のプロティナーゼ活性の性質 について

原 研治 ・石原 忠 ・荒野 拓 ・保 田 正人

Studies on Protease of the Rotifer, Brachionus 

 plicatilis— I

Some Properties of Proteinase in the Crude Extracts

KenjiHARA,TadashiIsHIHARA,HirakiARANo,andMasatoYAsuDA

    Acid and alkaline proteinase activities were detected in an ammonium sulfate fraction  (50  — 
80%) of crude extracts from the rotifer, Brachionus plicatilis. Some properties of the activities in 
the fraction were investigated. The optimum  pH was obtained at about 4.0 for acid proteinase and 
at about 8.0 for alkaline one. The optimum temperatures of the acid and the alkaline proteinase were 

 60° and  50°C, respectively, under the experimental condition. The both proteinase activities were 
unstable as heated at  60°C for 10 minutes. The acid proteinase activity was inhibited with 1×10-3M 
of  Hg2+,  Cu2+,  Ag+,  I2, monoiodoacetate and PCMB*. The alkaline proteinase activity was inhibited 
with  1  × 10-3 M of  Hg2+,  Cu2+,  Ag+,  I2, NBS, DFP, TLCK and potassium permangate.

近年,魚 類種苗生産 の仔魚期餌料 としてシオ ミズツ

ボワムシBracionus plicatilis(以 下 ワムシと略)が 重

要な役割 を果 している。通常 この ワムシは海産 クロレラ

な どの微細藻類や酵母 などを餌料 として生産されてい

るがワム シの消化酵素 な どに関する生化学的知見 は全

くみられない。 そこで筆者 らは,ワ ムシの もつ消化酵

素を調べ ることは餌料栄養学的な意味のみでな く比較

生化学的に も興味のある問題 と考え,ワ ム シ抽 出液中

に存在す る数種 の加 水分解酵素 の活性 を調べ,ア ミ

ラーゼ活1生,セ ルラーゼ活性の他に強 いプロテ ィナー

ゼ活性やペプチターゼ活 性の存在を確認 した。本報で

はこれらの酵素活性の うち,プ ロテ ィナーゼ活性 につ

いて粗酵素液を用 いてその性質を調べ,2・3の 知見

を得たので報告する。

実 験 材 料 お よ び方 法

材料 長 崎市 種 苗 セ ン ター で培 養 した ワ ム シ を網 目

40μのプ ラ ンク トンネ ッ トで 採 集 し,次 いで 混 在 す る チ

グ リオ パ ス な どを網 目400μ の プ ラ ン ク トン ネ ッ トで

除去 した。 この ワ ム シ を ろ過 海 水 で 充 分洗 浄 後,生 理

食塩 水 で洗 浄 し遠 心 分 離(5000rpm,10分)で 集 め 試 料

と した。

試 薬 牛 血 清 ヘ モ グ ロ ビ ン,α-N-Benzoyl-DL

-Arginine― ρ―Nitroanilide(BApNA)はSIGMA

社,カ ゼ イ ン はMERCK社 の・もの,そ の 他 の試 薬 は特

級 を使用 した 。

粗 酵 素 液 の調 製Fig.1に 示 した方 法 に よ り調 製 し

た 。す な わ ち0.5%塩 化 カ リウム溶 液 と共 に ホ モ ジナ イ

*  PCMB:p -  chloromercuribezoate  ;  NBS  : N  -  bromosuccinimide  ; DFP : diisopropyl  fluorophosphate  ; 

 SDS : sodium dodecyl  sulfate  ;  TLCK  : N-tosyl-L-lysylchloromethan  ;
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RotiferrBnaen’　ionus　pZieat“．is）
　　Ho’rn．ogenized　with　2　fold　of　O．5　ef．　KCI

　　Centrifuged　at　9000　rprn　for　20　min．

Ppt． stip・

40

Homogenized　with　a　equal
amount　df　O．5　ef．　KCI

Centrifuged

Ppt．　Sup．
　　（Crude　extract）

　　　　　　Amrnonium　sulfate　fractionation
　　　　　　　　（So　一　so　a／．）

　　　　　　Centrif．uged

Sup．　Ppt．

“
　　　　　　Dissolved　in　O．5　el．　KCI

　　　　　　D．　ialyzed　against　O．5　e／．　KCI

　　　　　　Centrifuged

Pp亡．　　　　　　Sup．

　　　（Crude　enzyme）

　　　Fig．　1．　Preparation　of　the　enzyme．

ズし，遠心分離にて上清液を得た。これの50－80％飽

和硫酸アンモニウム露分を集め，0．5％塩化カリウム溶

液に溶解後，同液に一夜透析し生じた沈殿を除去後患

酵素液を得た。

　酵素活性の測定　基質として1％熱変性ヘモグロビ

ン0．5mlを用い，これに酢酸ナトリウムー塩酸緩衝液

1．Omlと0．5mlの酵素液を加え，所定の温度で1時間反

応させた後8％トリクロル酢酸2．Om1にて反応を停止

した。30分後にろ過し，そのろ液を用いてLOWRYらの

方法（1）によってプロティナーゼ活性を測定した。

1％カゼインを基質として用いた場合は，緩衝液とし

てホウ砂一リン酸カリウム溶液を用い上記の方法に

従った。また基質としてBApNAを用いた場合は，緩

衝液に溶解した0．1mMのBApNA2．Omlに酵素液0．2

mlを加え，37℃で1時間反応後ERLANGERら（2）の

方法に従って遊離したかnitroanilideを測定した。

実　験　結　果

　硫酸アンモニウム塩析　Fig．1の方法で得た粗抽出

液を硫酸アンモニウムの各飽和度で塩析し，得られた

画面について酸性およびアルカリプロティナーゼ活性

を調べた。その結果，Fig．2に示すように50％飽和画

分にはいずれの活性もほとんど検出されず，50－80％

飽和の画分にほとんどの活性が存在していた。以下の

実験にはこの南分を用いた。

　最適pH　酵素活性におよぼすpHの影響を調べ

Fig．3の結果を得た。すなわちpH4付近の酸1生域と

pH8付近のアルカリ域に最適pHをもつ二種の酵素

活性を認めた。尿素変性カゼインを用いたときは酸性

側の最適pHはほとんど変わらなかったが，アルカリ
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　　　　　　　（oio）

Distribution　of　proteinase　activities　in

ammonium　sulfate　fraction．

Proteinase　activities　were　measured　with

heat－denatured　hemoglobin　or　casein　as

substrate．　The　reaction　mixture　con－

taining　O．5　ml　of　10／o　substrate，　l　ml　of

buffer　solution　and　O．5　ml　of　the　enzyme

solution　was　incubated　at　400C　for　1　hour，

and　then　2．0　ml　of　80／o　trichloroacetate　was

added　to　the　mixture．　After　standing　for

40　minutes，　the　mixture　was　filtrated　and

the　aliquot　of　the　filtrate　was　used　for　the

colorimetric　determination　by　the　mothod

of　Lowry　（1）．

（A）　Acid　proteinase　activity．　The　reaction

　　mixture　was　incubated　at　pH　4．0（CH3

　　COONa－HCI　buffer）　with　hemo－
　　globin　as　substrate．

（B）　Alkaline　proteinase　activity．　The

　　reaction　mixture　was　incubated　at　pH

　　8．0　（Na2B，07－KH2PO4　buffer）　with

　　casein　as　substrate．

側のそれは中性側にシフトした。以下前者を酸性プロ

ティナーゼ，後者をアルカリプロティナ一三と呼ぶ。

またアルカリプロティナーゼとしてはトリプシン様酵

素の可能性が考えられたので，トリプシンが特異的に

分解する合成基質であるBApNAを用いてその最適

pHを調べた。その結果，　Fig．4に示したように酸性域

ではほとんど分解されなかったが，アルカリ域では

pH8．5付近に最適pHを認めた。

　pH安定性　酵素の安定性におよぼすpHの影響を
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（A）　Acid　proteinase　activity；　一，　heat－

　　denatured　hemoglobin；一一一一一一，　urea－

　　denatured　casein．　Buffer　used　was

　　CH，COONa－HCI．
（B）　Alkaline　proteinase　activity；　一，

　　heat－denatured　casein；　一一一一一一，　urea－

　　denatured　casein．　Buffers　used　were

　　as　follows；　O　，　Na2B407－KH2PO7　；　O，

　　Na2B407－KCI－Na2CO3．
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　Fig．　4．　Effect　of　pH　on　BApNA　hydrolysis　by

　　　　　alkaline　proteinase．　The　reaction　mixture

　　　　　containing　2．0　ml　BApNA　solution　and　O．2

　　　　　ml　of　the　enzyme　solution　was　incubated

　　　　　at　370C　for　1　hour．　The　amount　of　the

　　　　　released　p－nitroanilide　was　determined　by

　　　　　measuring　the　absorbance　at　4e5　nm．

　　　　　Buffers　used　were　as　follows　；　O，　Na2B4

　　　　　07－KH2PO4　；　e，　Na2B407－KCI－Na2CO3．

調べるため，1N塩酸とIN水酸化ナトリウムを用い

てpH調整を行なった酵素液を37℃に2時間保温後，

残存する酵素活性を測定しFig．5の結果を得た。酸1生

プロテイナーゼ活性はpH　6－8の比較的広い範囲で

安定であったがアルカリプロティナーゼはpH6付近

でのみ安定でありそれ以外のpH域では失活が著し

かった。

　最適温度　プロティ．ナーゼ活1生の最適温度を調べる

ため，種々の温度で1時間反応させて得られた結果を
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pH－stability　curves　of　acid　and　alkaline

proteinase　activities．　Enzymes　were

preincubated　in　various　pH　values　at　37：C　．

for　2　hrs．　Remaining　activities　were

measured　by　the　method　as　described　in

Fig．　2．　e，　acid　proteinase　activity．　O，

alkaline　proteinase　activity．

20　40　60
　Temperature　（　oc　）

80

　Fig．　6．　Temperature－activity　curves　of　proteinase

　　　　　activities．　Reaction　mixture　was　in－

　　　　　cubated　at　various　temperature　for　1　hour

　　　　　and　the　activities　were　measured　by　the

　　　　　method　as　described　in　Fig．　2．

Fig．6に示した。酸1生プロティナーゼ活性は60℃で，

またアルカリプロティナーゼ活性は50℃で最高であっ

た。

　温度安定性　酵素溶液をFig．7に示す種々の条件

で保温した後，残存する酵素活性を測定し酵素の安定

性におよぼす温度の影響を調べた。その結果，酸性お

よびアルカリプロティナーゼ活性は両者共37℃までは

安定であったが，60℃では10分間の処理で，酸性プロ

ティナーゼ活性は最高活1生の約75％が，またアルカリ
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Heat－stability　curves　of　acid　and　alkaline

proteinase　activities．

Enzymes　were　preincubated　at　various

temperatur’?刀@for　different　times．

Remaining　activities　were　measured　by

the　method　as　described　in　Fig．　2．　（A），　acid

proteinase　activity　；　（B），　alkal’ine　proteinase

activlty．

プロティナーゼ活性は約50％が消失した。

　各種試薬の影響　反応混液中にTable　1に示すよ

うな各種の試薬を終濃度1×10－3Mになるよう加え，

酵素活性におよぼす各種試薬の影響を調べた。この結

果酸性プロティナーゼ活性はHg2t，　Cu2t，12，　Ag＋，

モノヨード酢酸，PCMB，　NBS，　SDSにかなりの程度

で阻害され，そのうちPCMBによる阻害はTable　2

に示すようにシステインの添加により完全に賦活され

た。一方アルカリプロティナーゼ活1生はCu2＋，　Hg2’，

Ag“，12，　NBS，　DFP，　TLCK，過マンガン酸カリウ

ムに強く阻害された。さらに筆者らの研究室で調製し

たアサクサノリのトリプシンインヒビターF1－a，　Fl

－bにも阻害された。

の添加により完全に回復したことより酸性プロティ

ナー町分子中のSH基が何らかの形で酵素活性に影

響を与えていることが推察された。またNBSは主と

してトリプトファンを修飾することより酵素分子中の

トリプトファン残基が酵素活性に寄与していることが

考えられた。しかしながらNBSはトリプトファン残

基のみでなくチオール基を有するアミノ酸をも修飾す

る可能性も考えられ，この点に関してはさらに精製酵

素を用いて検討しなければならない。pH4付近に最適

pHをもつプロテアーゼとしてはカテプシンD（3＞の

可能性が考えられ，事実，温度やpHに対する影響など

Table　1．　Effect　of　various　reagents　on　acid　and

　　　　alkaline　proteinase　activities．

　　　　The　reaction　mixture　containing　the

　　　　reagents　in　final　concentration　of　1×

　　　　10－3M　excepted　that　the　PCMB　was　6×

　　　　10－5M．　The　activities　were　measured　by

　　　　the　mothod　as　described　in　Fig．　2；

Chemicals

final　conc．

Relative　activity　（O／．）

Acid　Alkaline
proteinase　protelnase

　　　　　　　　考　　　　察

　水産袋形動物の一種であるシオミズツボワムシ（袋

形動物門，無吻袋虫亜門，輪虫綱）のもつ酵素のうち

プロティナーゼ活性について若干の性質を調べた。シ

オミズツボワムシ抽出液中には少なくとも，酸性域に

最適pHをもつ酸1生プロティナーゼとアルカリ域に最

適pHをもつアルカリプロティナーゼの二種のプロ

ティナーゼが存在していた。硫安塩析酵素を用い両プ

ロティナーゼ活性の性質を調べたところ，酸性プロ

ティナーゼ活性の最適pHは熱変性ヘモグロビンを基

質としてpH4であり，最適温度は60℃であった。また

この酵素活性はpH　6－8の間では安定であり，

Hg2＋，　Cu2＋，12，モノヨード酢酸，　SDS，　NBS，　PCMB

に阻害された。このPCMBによる阻害はシステイン

None
CaC12

CuCl，

CuSO，

MnC12

ZnC12

CoCl，

FeC12

HgC12

PbCl，

AgNO3
1
，

Iodoacetate

EDTA
2　一Mercaptoethanol

Cysteine

PCMB
NBS
DFP
SDS

TLCK
TPCK＊i　．

PLTI　FI－a　（O．OI　O／．　）　“2

PLTI　FI－b（o．olo／．）　＊2

00

O2

S6

黷
X
7
8
5
8
6
8
8
3
6
0
3
3
8
1
2
6
3
0
2
2
3
7
6
5
3
3
4
9
5
1
6
9
9
9
5

1
　1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

1
　
　
　
　
　
　
　
　

1
　
1
　
1

0
8
7
7
0
2
3
7
0
2
5
0
7
8
6
5
7
0
8
8
3
6
1
6

0
9
1
2
9
9
8
9
　
9
　
　
9
9
0
0
7
　
1
9
2
9
2

1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

ー
ユ
ー

’i@N　一　tosyl　一　L　一phenylalanylchloromethan

’2　Purple　laver　trypsin　inhibitors　were　prepared

　by　authors　and　each　specific　activity　of　the　Fl

　－a　and　Fl－b　was　increased　up　to　about　4000

　folds．
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Table　2．　Effect　of　cysteine　and　PCMB　on　acid

　　　　proteinase　actlvity．

　　　　The　reaction　mixture　containing　the

　　　　compounds　in　the　final　concentrations

　　　　indicated　was　incubated．　The　activity

　　　　was　measured　by　the　method　as　des－

　　　　cribed　in　Fig．　2．

Compounds
Final

モ盾獅メD（M）

Relative

≠モ狽奄魔奄狽凵i％）

None
bysteine

oCMB
DCysteine

¥PCMB

1×10－3

T×10　5

P×10－3

T×10－5

100

P98

T3

P90

はマサバ筋肉カテプシンD（4），マサバ肝臓カテプシ

ンD（5）や牛の子宮カテプシンD（6）とよく一致して

いた。またHg2＋やCu2＋のような重金属による阻害や

12による阻害もマサバ肝臓カテプシンD（5），マダコ

肝臓カテプシンD（7）やウサギ筋肉カテプシンD（8）

と一致していた。しかしながらこれらのカテプシンD

はPCMBやモノヨード酢酸では阻害されないことや

システインでの賦活も見られないことより，シオミズ

ツボワムシの酸性プロティナーゼはカテプシンDと

は若干性質の異なるものと考えられた。

　アルカリプロティナーゼ活性の最適pHは，カゼイ

ンを基質としたときpH8付近にあり，最適温度は50．C

であった。安定pHは比較的狭く，また数種の化合物に

よって阻害された。本酵素はDFPにより強く阻害さ

れたことより，活性中心の触媒部位にセリン基を有す

る，いわゆるセリンプロテアーゼであると考えられた。

またトリプシ．ンの特異的阻害剤であるTLCKによっ

て強く阻害され，キモトリプシンの阻害剤である

TPCKには阻害されなかったことやトリプシンの特

異的な基質であるBApNAを分解したことより本酵

素はトリプシン様酵素であることが示唆された。さら

に，本酵素は筆者らの研究室で調製したアサクサノリ

のトリプシンインヒビターF1－a，F1－b（9）によって

も阻害された。しかしながら安定pHの範囲が，トリプ

シンの場合はpH　2－3（10）であるのに対し，本酵素

の場合はpH6付近であることや，トリプシンの場合は

Ca2＋により安定化されるが本酵素の場合はCa2＋によ

・る酵素の安定化はみられなかったことなどが異なって

いた。その他本酵素もNBSに完全に阻害されたこと

より，この酵素分子中のトリプトファンあるいはチ

オール基をもったアミノ酸残基が酵素活性に寄与して

いることが考えられた。またヨウ素による阻害は，主

としてチロシン，ヒスチジン，システイン残基などの

化学修飾のためと考えられる。しかし本研究では粗酵

素を用いての研究であるため，さらに精製した酵素を

用いての化学量論的な研究が必要であろう。水産生物

起源の中性およびアルカリ性プロテアーゼに関しては，

コイ筋肉アルカリプロテアーゼについて牧之段（11），

岩田ら（12），オキアミプロテアーゼについて野口ら

（13），ヒゲナガエビ肝膵臓プロテアーゼについて村松

ら（14）の報告があるが，これらのプロテアーゼとは

pHや温度に対する影響に関しては類似性を示したが，

PCMBその他の化合物に対する影響などについては

相異点が認められた。

　終りに材料を提供していただいた長崎市種苗セン

ターに謝意を表す。
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