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Thepresent work was undertaken toinvesもIgaもe the distribution and some  
enzymatic properties or acid proも陀Sein、Vhite and red muscles or mackerel・  

The acid proteases，Which had hemog・lobin hydrolyzlng aC伍viもy andもhe op－  

timum p王Jat4．0，Were SeParaもedinもO Six fractions from mackerelmuscles  
bySephacrylS・200gelriltrationandSト17ionexchangechroma七ography・でhese  
fraction80f white muscle were dまsignated as WMs－1，－2 and－3，and those  
ofred muscle were as RMs－1．－2and－3．The proteasesin WM－1and RMs－  
1and－2 wereinhibiもed stro喝1y by pepstatin，and those of WMs－2 and－3  
and RM－3 byleupep血．Cathepsins B and C activities were not deもectedin  
any ofthe fractions，buもcathepsin A activity wassまghも1yまn WMs－1，－2and  
－3 and RM－1．Cons明uently，it might be that the prot組SeSin WM－1and  
RMs・・1and－2 were carboxylproteinase such as caもhepsin D，and those of  
WMs－2 and－3 and RM－3 were thioIproもeinase such as caもh叩Sins L and  
S．The ratio of carboxylproteinase acもiviもy to thま01proteまnase activityin  

mackerelmuscle homogenates was50：50for white muscle and90‥10for  
red muscles．  

Key word＄：aCid protease，muSClelysosomal鮒ZymeS，distribution，  
enヱymatic properties，maCkerel   
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種々の動物組織・器官に広く分布する酸性プロテアーゼは，細胞螺粒申おもにリソゾームに存在  

し，細胞内蛋白質の分解に敦賀な役割を果たしている。Sli一：】3HR－㌻（1962）はほ乳動物に比べ，魚類  

の死後における魚類の鮮度低下の速さの要図として，後者の商い敵性プロテアーゼ（カテプシソ）  

活性を指摘した。   

著者らは普通肉および魚類特有の血合肉に存在するリソゾームの性質およびその酵索を生化学的  

に比較する目的で，一連の研究を行なってきた（上野ら1978，1981，1986）。その結果，サバ普通  

肉および血合肉を分画遠心法によって細胞分画した際，分画後のリソゾームの棟識酵素として用い  

たカテプシンD活性が血合肉では高く，普通肉では低い回収率を示す結果を得た（上野ら1986）。  

一方，コイ普通肉および血合肉（上野ら1981），キンギョ普通肉（Bljモl〕e£αg．1969）およびミズ  

テンダ普通肉（WAR員ⅠにIieとαg．1972）では，分函後における同活性の高い回収率を示す結果を報  

告している。彼らはこれらの率を細胞分画による筋肉単に存在するカテプシンD活性阻害剤の除去  

が原因であると推論している。それ故，サパ両筋肉間におけるカテプシンD活性の回収率の相遜は  

阻寒剤の存在の有鰍こよると考えられるが，また，カテプシソDの酵素学的性質や存在する磯々の  

酸性プロテアーゼ（カテプシンDを含む）の分布の相逮も大きな要閏と推察される。そこで，本実  

験ではサバ普通肉および血合肉における酸性プロテアーゼの分布およびニ・三の酵素学的性質につ  

いて調べた。  

実験村糾および実験方法   

1．実験材料   

供試魚として本学近郊の魚市場より入手した極めて鮮度の良い マサバ駄omゐerノ叩0花～c昆ぶを  

用いた。敵性プロテアーゼ，カテプシンA，BおよぴCの基質としてそれぞれヘモグロビン（Woト  

thin離On製），N－CBZ」しglutamyトLぺyrosine（CGTと略す，Sigma製），BenzoyトL－ar離ninamide  

（BAAと略す，Sigma製）およぴGlycyl－Lイyrosinamido（GTAと略す，Sigma製）を用いた。  

プロテアーゼの阻番剤として生理活性ペプチドであるペプスタチンおよびロイペプチン（ペプチド  

研究所製）を用いた。他の試薬は全て和光純薬製を用いた。ゲルろ過用およびイオン交換クロマト  

グラフィー用担体としてSephacrylS－200（Pharmacia製）およびPolyanion Sト17 〟m（Phaト  

macia製）をそれぞれ用いた。なお，イオン交換クロマトグラフィーは高速蛋白液体クロマトグ  

ラフィ岬（Pharmacia製）を使用した。  

2．酵素液の調整   

供試魚の表皮をはぎとり、普通肉∴血合肉をそれぞれ採取した。両筋肉を1％NaClで洗浄後，  

普通肉の駿性プロテアーゼ活性がとくに微弱なため2倍魔の同液を加え，ワーリングブレンダー  

（佐久間製作所製）で2分間ホモジナイズした。これにTriもOn X－100を0．1％になるように加え，  

4℃，30分間放置した。遠心分離後得られた上酒液を酵素液とした。  

3，Sephacry S－200によるゲルろ過   

あらかじめ，0．1M NaClを含む0．01Mリン酸緩衝液，pH7，0，で平衡化にされたSephacryまカ  

ラム（直径2．6×80cm）に酵素液20mlを添加し，流速0．4ml／minで溶出した。分画容魔は10ml  

であった。  

4．S卜17カラムによるイオン交換クロマトグラフィー   

あらかじめ，0．01Ⅳ†リン酸緩衝液，pH7．0，で平衡化されたSト17カラム（直径1×10cm）に酵   
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紫液5mlを添加し，非吸着の蛋白質を同液で溶出した後，1M NaClを含む同液で塩漉度勾配溶出  

を行なった。流速は2．O ml／min，分画容澄は2mlであった。  

5．酵素活性測定法   

酸性プロテアーゼ活性は次の様にして行なった。酵素液0．5mlに2．4％尿素変性ヘモグロビン  

1．5ml，pH4．0，を加え，370C，2時間反応後，0．6Mトリクロル酢酸（TCAと略す）2ml加え  

反応を停止した。3㍗C，20分間保温後，生じた沈殿をろ過し，得られたでCA可溶蘭分を上野ら  

（1978）による蛍光法で測定した。カテプシソA活性は基質としてCGTを用い，MAKINO】〕AN and  

IK】王†〕A（1976）の方法によって反応させ，遊離するアミノ酸をYlヨM如Iand CocKTNG（1955）のエ  
ンヒドリン法によって測定した。カテプシンBおよびC活性はMノ＼Ⅰ｛1NODAN andIK】引）A（1971）  

によって反応させ，遊離したアンモニアを林・畝本（1960）の方法によって測定した。  

6．蛋白質の測定   

蛋白質をLowry 法（LowRY eとα～．1955）で測定した。  

結  果   

1．S8Phacryt S－200によるゲルろ過   

サバ普通肉および血合肉から得た静索液を用いてS叩hacrylS－200によるゲルろ過を行なった。  

その結果をFig．1に示した。酸性プロテアーゼ活性は全体的に血合肉の方が高く，また，その溶  

出曲線も若干の差が認められた。そこで∴全プロテアーゼ活性画分を集め，次の実験に供した。   
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Gelfilもration of acid proもeasesin  

mackerelmuscles on SephacrylS－200．  

colum：2．6×80cI氾，eluenも：0．01M  

phosphate conも扇ning O．1MNaCl，  

p壬17．0，rlow raもe：0．5ml／mれ  

SamPle volume：25ml，fraction  

v01ume：10ml．  
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2．Sト17カラムイオン交換クロマトグラフィー   

上述のようにして得られた酸性プロテアーゼ活性画分を限外ろ過によって恐縮し，さらにPD－  

10カラム（Pharmacia製）によって緩衝液交換を行なった後、弱陰イオン交換体であるSト17カ  

ラムを用いて高速蛋白液嘩クロマトグラフィーを行なった。その結果，ぎig．2に示すように普通  
肉では0．6M，0．9Mおよび1MのNaCl磯度で溶出される三つの酸性プロテアーゼ活性画分（WMふ  

1および－3と称す）が得られた。血合肉では，0．15M，0．45Mおよび1MのNaCl磯度で溶出され  

る三つの酸性プロテアーゼ活性画分（RMs・1，－2および－3と称す）が得られた。そこで，これ  

らの蘭分につき，ニ・三の酵索学的性質を調べた。  
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Fig・2・Ion exchange chromatog・raPhy of acid proteasesin mackcTelmuscles  

on Sト17column．  

COlumn：1×10cm，eluent：0．01M phosphaもe，pH7．O and the same bufrer  

COntaininglM NaCl，flow rate：2mi／mれsample volume：2mi，  

rraction v01ume：21nl．  

PrOtein  acid protease actまvlty  

3．至適pH   

種々のpHに調整したヘモグロビン基質を伺いて活性画分の至適＝沫【を調べた。その結果，  

Fig．3に示すように，いずれの画分でもpH4付近で最大感性が得られた。   
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Fig．3．E汀ect of pH onもhe activity of acid proteasesin mackerelmuscles．  

Incubation was37℃for60min．Acetaもe bu洋er（0．05M）wa8uSed．  

◎：WMs－and RM－1，息：WMs－and RM－2，○：WMs－and RM－3   

4．望遠温度  

各画分における酸性プロテアーゼの至適温度を求めた。その結果，貯ig14に示すように，WMs・  

1，－2と－3では，500cで漁火活性が得られたが，RM－1では600cであった。  

0
 
5
 
 
 

（
∈
n
∈
一
語
∈
h
O
空
こ
ギ
写
芯
ぷ
 
 

20   40  60   80  20   40   60   80  

Temper、a七ure（Pc）  

Fig．4．E汀ecもOr temPerature On the activity or acid proteasesin mackerel  

muscles．Incubation was at the desired temperature ror60min．  

◎：WMs－and RM～1，A：WMs一色nd RM－2一○：WMs－and RM－3   
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5．種々の化学薬品の影響   

酸性プロテアーゼ活性におよぼす種々の化学薬品の影響について調べた。その結果をTablel  

に示した。普通肉の場合，WM－3ではZn2十に対して33％の阻脊を受けたが，Na十，K∴Co2十，  

Ni2＋，EDTAおよぴKCNに対していずれの画分も有意な影響を受けなかった。SIl基保護剤であ  

るシステイン，2…メルカプトエタノールではWM－3で若干の阻賓を受ける傾向を示した。SH試  

薬であるPCMBやIAÅではいずれの画分でも有意ある影響を受けなかった。一方，血合肉の場  

合，RM－2でNi2十に対して32％の阻害を受けたが，一価および2価金属イオンやEI〕TAに対しいず  

れも影響を受けなかった。KCNではRMふ1および－2が若干活性化される傾向を示した。システイ  

ンや2…メルカプトエタノールおよびPCMBやIAAでは，RM－3で2－メルカプトエタノールに対  

し32％の阻率を受けたが，RMs－1や一2では有意な影響は認められなかった。  

T8bl¢1．E汀ect of chemicalreagenもss on the activity  

Of acid proもeasesin mackerelmuscles  

WM  RM   

2  3  1  2  

％control  

Reagents  

NaCI  

KCI  

ZnC12  

CoC12  

NiC12  

EDTA  

KCN  

Cys  
2－ME  

I⊃Cl′1B  
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でhe enzyme s01ution contaまningLlmM chemical  

reagents was preincubated at37℃for3 min．  

Incubation was aも370c for60min．  

6．生理活性ペプチドの影響   

酸性プロテアーゼにおよぼす生理活性ペプチドの影響について検討した。その結果をFigs．5  

および6に示した。   

普通肉の場合，WM－1ではペブスタチンに強く阻害されたが，WMs－2と・3ではまったく阻番  

されなかった。また，WM－1ではロイペプチン0．5mMにおいて約40％の活性が阻賽されていた  

が，WM8－2と－3ではほとんど阻寮されていた。   

血合肉の場合，RMs－1と2ではペブスタチンによって強く阻害されたが，RM－3では0．5mMに  

おいても10％の阻害しか認められなかった。また，RM5－1，－2および－3ではロイペプチンに   
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対して磯波が増すにつれて阻害を受け，0．5mMにおいてそれぞれ48，16および87％の活性が阻番さ  

れた。  
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Fig．5． ErfecIo［pepstalin andleupeptin on the activity of acid proteases  

in mackerelwhiもe muscle．The enzyme soluもion conもaining・Various  

amounもS Of the pepもides was preincubated at37℃for3rnまn．  

Incubation was37℃ror60min．◎：WM－1，息：WM－2，○：WM－3  

0．5   0  
Conccntration（mM）  

0．25  0．5  

Fig．6． Efrect of pepsはtまn andleupeptin onもhe activiもy or acid proteases  

in mackerelred muscle．The enzyme solution containing・Various  

amounts or the peptides was prQincubaもed at37℃ror 3min．  

1ncubalion帆raS370c ror60min．●：R入′1－1，▲：RM－2．C）：RM－3   
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7．天然基質に対する特異性   

酸性プロテアーゼの種々の天然基質に対する特異性について調べた。その結果，Table 2に示す  

ように，いずれの画分でもヘモグロビンに対してよく氷解活性を示した。なお，カゼインに対する  

水解活性はWM－2で戯も高い値を示した。  

T8b‡8 2．Specificity against proもein subsもrates  

Subsもrates  ⅥrM  RM  
」       Frs  

（2．4％）  
Acもiviもy（％）  

1  100  10（）  

2  100  1（10  

3  100  100  

Ilemoglobin 
（pH4．0）  

1  37  20  

2  68  18  

3  16  38  

Casein  

（pH3．5）  

1  0  0  

2  0  7  

3  0  7   

Albumin  

（pH4．0）  

rrhe parentheses show the pHin the reaction  

mixture，rnCubaもion was at37℃ror60min．  

8．各画分申のカデブシンA，BおよびCの存在   

各両分中の酸性プロテアーゼのうち，合成基質を用いて種々のエキソペプチダーゼ活性の存在有  

鰍こついて検討した。その結果，T孔ble3に示すように，いずれの両分にもBAAを分解するカテプ  

T8ble 3．Presencee of cathepslnS A，B and Cin the fracもまons or  
acid proteases s叩arated rrom mackerelmuscles byion  
exchang●e ChromaもOg■raPhy on Sト17  

WM RM  

N王131iberaもed（曙）  
pepもides  

1  0  0  

2  0  0  

3  0  0  

8Z…ar冨山NH2  

（pH6．5）  

1  0  0  

Gly】L岬tyr－N王i2  

（pH6，5）  
2  0  0  

3  0  0  

Tyr．1iberated（甘mOle）  

1  15．0  2．0  

2  44．3  0  

3  2．2  0   

CBZ山L鵬glu－L血tyr  

（pH5．5）  

The parentheses show the pHまn the reaction mixture．  

王ncubation was at37℃for17hours．   
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シンB，GTAを分解するカテプシンCの存在は認められなかった。一方，CGTを分解するカテプシ  

ンAは，普通肉の場合いずれの両分からも検出され，とくにWM－2に高い活性巷示した。血合肉の  

場合，RM－1に微弱な活性が得られた以外，他の画分ではほとんど活性が認められなかった。  

考  察  

現在まで動物組織から見い出されている酸性プロテアーゼは古くから存在が知られているカルポ  

キシルプロティナーゼであるカテプシンDおよびE以外に，チオールプロティナーゼであるウシリ  

ンパ節のカテプシンS（TulミNSEIくβ己α～．1975），ラット肝臓のペブスタテンins¢Sitive protease  

（m工MA‡モ′illNO eとα～．1977）およぴカテプシンL（KIlモSC川くじe£α∠．1977）などがある。本研究  

においてサパ普通肉および血合肉から得られたそれぞれ三つの酸性プロテアーゼ活性函分はいずれ  

も4．0に変通pH，50～60℃に至適温庶をもち，強いヘモグロビン氷解活性を有する互いに共通  

した性質をもつが，種々の化学薬品の影響を調べたところ，若手の性質の相遵が認められた。しか  

しながら，これらの画分はいずれも部分精製のため，酸性プロテアーゼの種頬を推定することが困  

難であった。一方，近年放線菌により見い出された生理活健ペプチドであるペブスタチンやロイペ  

プチンはプロテアーゼを非常に特異的に阻害するため，その識別に常用されている（AoYAGland  

UMEZAWA1975）。すなわち，一般にペプスタチソほカルポキシルプロティナーゼを，ロイペプチ  

ンほチオールプロティナーゼを阻賽する。そこで，生理活性ペプチドの影響から各画分申の酸性プ  

ロテアーゼの頬別を試みた。すなわち，WM－1およびRMs－1と －2ではペブスタチンによって  

強く阻番されることからおもにカテプシソDが存在すると考えられる。WMs－2と－3およびRM－  

3では，ロイペプチンによって強く阻害されることからチオールプロティナーゼの存在が考えられ  

る。普通肉から得られた酸性プロテア｝ゼ活性画分のうち，とくにWM－2申に高いカテプシンA活  

性が検出された。カテプシンAは一般にペブスタチンによって阻害されるが，WM－2ではペブスタ  

テンを添加したにもかかわらず，酸性プロテアーゼ活性がほとんど抑制されてないことからWM－  

3にふくまれるチオールプロティナーゼのアイソザイムではないかと推定される。   

サバ普通肉申におけるチオールプロティナーゼの存在については歯近，原ら楽（1983）のカテプ  

シンS様酵素や坂田ら（1985）のカテプシンL様酵索が報告されているが，これらの静索はいずれ  

も部分精製されただけのものであり，詳細な静索学的性質は不明である。それ故，今後サバ普通肉  

より本酵素を精製し，上述の二様のチオールプロティナーゼとの関連について検討するつもりであ  

る。   

なお，イオン交換クロマトグラフィーによって分画されたカルポキシルプロティナーゼとチオー  

ルプロティナーゼとの両筋肉における活性の割合を比較すると全酸性プロテアーゼ活性を100とし  

た場合，普通肉では50：50，血合肉では90：10であり，明らかに筋肉閣における酸性プロテアーゼ  

の分布の相遼が認められた。  

※脚注 原 研治・坂井堅太郎・盟主閏泰之・石原 忠：昭和58年度日本水産学会秋季大会構溶質旨集，P．ほ5．   
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