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洗場には，端脚額やアミ類，等脚煉，カイアシ頼など  

プランクトン性甲殻類が生息し，ぎ峯磐に付着している微  

小生物や浮遊有機体を捕食している。その藻場にはそれ  

らの′ト艶甲殻類を桝とする幼・稚魚蘭やエビーカニ頬な  

どが生息して，藻場における生物の食物速銚が成り立っ  

ている。  

1970年噴から，藻場に棲む端脚浪のセルラーゼ（E．  

C．3．2．1．4．）活性が報脅されており，HALCIモOWl）が海産  

のGα相打α柁搭OCgα習gど祝5に，MoNK2）が淡水産のGα酔  

椚α用ざ♪〝Jβガにそれぞれ認めている。またアミ減の血・郎  

でもセルラーゼ活性が認められている3）㍑それ以乳 藻  

場の生物の食物連鎖系の見直しが必要であろうといわれ  

てきた。しかし，セルラーゼ活性が認められたプランク  

トン性甲殻類は級別に過ぎず，そのセルラーゼ活性がそ  

れらのプランクトン性甲殻類起源のセルラーゼによるも  

のかも明確でない。著者らほ，三幾県基腰瀦において，  

冬期から春期にかけて大恩に発座するGammarids（端脚  

類のヨコエビ類）にセルラーゼ活性を認めた。そ・こで，  

その存在の有無を明確にしようと考えナ セルラーゼの分  

輔・相貌を試みるとともに，それがGam汀はrids自身の  

ものか，その起源についても検討を加えた。以下に得ら  

れた結果を報告する。   平成元年8月31日受埋  
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蛋白質として，Lol柁Yらの方法11）に従い，測走した。  

酵素の精製   

精華射こあたって馴べた酵素の安敵性に留意して種々検  

討した結果に基づき，つぎのようにして部分綿製した。  

粗抽出液の調製：上記凍結紙料を解凍後，乳鉢中て尊厳  

の海砂とともに摺りつぶし，3槽澄の1％食塩水を加え  

て擬揮後，麗ちに3，000×g，10分間遠心分離して得ら  

れた上i萱液を租抽出液とした。  

硫安塩析：上紀租才鋸吏液を硫安塩析して30…70％硫安飽  

和沈殿を躯め，つぎのSephadexG－100ゲルクロマトグ  

ラフィー平衡化繊簡液の0．1M食塩を含む0．02M酢  

酸横猿液（pH5．0）に溶解した。この漸分を同感簡液で  

1夜透析し，遠心分離して得た上澄液を磯倭塩析漸分と  

した。  

SephadexG－100ゲルクロマトグラフィー（第1回）：  

上紀塩折衝分を，限界撼過器（粟津科学㈱儲，濾過膜  

UK－10［硯QOlOO〕，分画分子劉0．000）で漁船し，同  

上舷衝液で平衡化したSep王1adexG－100カラム（2．5×  

93．3cm）に紙料液15mJ（蛋白質：923mg，Cl活性：  

465単位，Cx活性：65，200単イ釘 を注入して，流速  

22．2mJ加で溶出し，溶出液を9．1mJずつ分取した。  

酵素活性を有する画分を集めてSephadexG－100ゲルク  

ロマトグラフィー両分とした。  

DEAE・Sephadex A－50クロマトグラフィー：」ニ詑  

SephadexG－100ゲルクロマトグラフィー漸分を，限外  

撼過によって漉補および緩衝液の交換を行い，その15  

mJ（蛋白質：302m鼠 Cl活性：358単位，Cx活性：  

47．200単位）を0．05M酢酸緩衝液（pH5．0）で平衡化  

したDEAE・SephadexA－50カラム（2．5×40cnl）に注入  

し，流速31．1nlJ爪ごでカラム平衡化と同一媛祷液250  

m′を流出後，濃度勾配0．9mMノmJで2M食塩までの  

怒線的濃度勾配溶出を行い，10m′ずつ分耽した。酵素  

活性せ覇する両分を基めて，DEAE・SephadexÅ－50クロ  

マトグラフィー画分とした。  

SephadexG－100ゲルクロマトグラフィー（第飢即：  

上記DEAE－SephadexA－50クロマトグラフィー両分に  

ついて，さきのSephadexG－100カラムを用い，紙料注  

入蕊を5．OmJ（蛋白質：139mg，Cl活性：294単位，  

Cx活性：41，900単位），分髄螢を右2mJとして，種皮  

ゲルクロマトグラフィーを行った。   

実 験 方 法   

供託ネオ料   

紙料のGammaridsほ冬描から春季（12～4月）にか  

けて，三波終共成湾内の藻場で採集された，主としてト  

ゲホホヨコエビダα用ぬα班わ‡g∂β川αd～（Amphipoda，  

Gamnlaridea）とアゴナガヨコエビ魚油聯卿ぬ矧動地  

（AmI軸）Oda，GamⅥaridea）とが脱ぎったものである。採  

集後水洗・水切りしてポリ瓶に入れ，酵楽の分離・輔製  

周は－200cで凍結して，また，セルラーゼ起源検索の  

ための微生物培養試験月は氷冷して，それぞれ実験掛こ  

搬入した。供就までの問，前者は－200cのフリーザー  

糾こ，後者は40cの冷蔵擁申にそれぞれ保存した。  

酵素活性の測定   

セルラーゼほ，通常セルロースを分解する酵瀦群の総  

称で，従来REI王SEのC】－Cx説4）に基づき，天然セル  

ロースや濾紙，木蘭糸など再生セルロースによく作用す  

るCl酵素（Cl）と，Clによって活性化されたセルロー  

スや水溶性のカルポキシメチルセルロース（CMC）など  

によく作用するCx酵紫（Cx）とに大別されていた5）。  

近年になって，Cl－Cx説は疑問がもたれて否定されて  

いるようで，現在のところセルラーゼとしては，CMC  

アーゼ（E．C．3．2．1．4，Cxに相当すると考えられる）  

とβ－D－グルコシダーゼ（E．C．3．2．1．21）とアビセラー  

ゼ（E．C．3．2．1．91，Clに相当すると考えられる）の3  

つの酵素が広く認められている8，7）。しかし，本報告で  

は，これまでのREESIミのCl－Cx脱に基づくCl活性と  

Cx活性とを盲11暁し，β－D－グルコシターゼ活性は測屈し  

なかった。   

Cl瀞性は，破砕油紙法8〉に従い，駐洋撼紙No，51特  

の0．5％破砕懸濁液を基質液として，モノード式振汲機  

（大洋科学（極製，擬帽3c王Ⅵ，60rpm）により娠渡して3  

時間反応し，一方のCx活性は，CMCをヨ糸貫する方法‡｝〉  

により，0．5％CMC溶液中で30分間反応して，両者と  

もセルラーゼ作用によって遊離する還元糖をNELSON－  

SoMOGY三弦10）で測定した。セルラーゼ活性は，0▲5％基  

質溶液中で1分間に1／ノgのグルコースを遊離する活性  

を1酵素単位として便宜上酵素1mJ当りで寂し，蛋白  

質1mg当りに換解した値を比活性として表した。  

蛋白質塵の測定：ウシ血清蛋白肇（和光純薫製）を標準  
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なお，以上の精製操作はすべて40cの低温姦中で  

行った。  

分子の測定   

Sephadexゲルクロマトグラフィーによる分子螢測建  

法12）により，その近似偲を求めた。すなわち，上籠  

Sephadex G－100ゲルカラムを用いたクロマトグラ  

フィーによって得られた各棟準蛋白質の比溶出液盈  

（Ⅴ。Ⅳ。）とそれらの分子魔の常用対数侶との関係直線に，  

Gammaridsセルラーゼの比溶出液螢をプロットして近  

似的分子数を測定した。  

セルロース分解菌の培養試験   

Gammaridsを滅蘭海水で濾過器（米韓濾紙No．2）を  

過して洗い出した洗浄液と，洗われたGammaridsと滅  

菌梅水との鰊簡約ホモジネートとを培蔑原液とした。つ  

いで，10槽希釈法により希釈液をTable4に示す2種類  

の培地に接穂して，セルロース分解菌を250cで1～3  

カ月間培塞した。セルロース分解魔の検出は，波紋（米  

澤濾紙No．51特）の崩壊をもって降細蘭陽性と判定し  

た。  

結果および考察   

酵素の精製   

Gammarids租抽出液は，PH5～6で商いCl活性とCx  

活性を有し，ともに至過pIlを5．5付近に示した。そこ  

で，Gammaddsのセルラーゼ渡生をより明確にするた  

め，その分離・精製を舐みた。  

Sephadex G－100ゲルクロマトグラフィー（第l回）：  

租抽出液の30～70％硫安塩析函分のSephadexG－100ゲ  

ルクロマトグラフィーの結果をFig．1に示した。酵素  

活性は，Cl活性，Cx活性とも，p‡王5．5（0．05M酢酸  

績彿液），400cで，Clが3時間，Cxでは30分間反応し  

て測定した。雨晴性および蛋白質兇とも分両液1mJ当  

りの吸光度で来してある。これらの酵素括他の測発条件  

および教示法は，以下の各精製段階でも同じである。   

この溶出曲線から分かるように，Cl活性とCx活性  

とはほぼ並行した溶出パターンを示し，分漸No．40付  

近を中心として大きな活性画分が得られた。この活性蘭  
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Fig．1．FirstSephadexG－100gel餌rationofthedialysate如）mammOniumsulfatefractionation．  
The sampleso王ution（15ml，465units ofCl－aCtivityand65，200unitsofCx－aCtivity）  
WaSappliedtothecolumn（2．5×93．3cm）andelutedwithO．02Macetatebuffercontaining  

O．1MNaCl，PH5．0，ata魚owrateof22．2m抽㌻．ContentsintubeNo．32－48werecoト  
1ected（FirstSephadexG－100たation）．   
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分は爽雑蛋白質がかなり除去されたもので，クロマトグ  

ラフィー的にもほぼ単山なピークとなっている。しかし，  

このピークを絆しくみると，CI音別染とCx活性とは山  

風並行して溶出しているようにみえても，はっきりと  

ど一夕の分漸No．が1つずれていた。それゆえ，両活  

性が1つの酵素によるものでないことほ明確である。そ  

こで，この活性簡分を再度さきのSel）hadexG－100ゲル  

クロマトグラフィーに付してさらに鞠翳した。  

SephadexG－100ゲルクロマトグラフィー（第2回）：  

第2回目のSephadexG－100ダルクロマトグラムをFig．  

3に示した。紙料添加鹿を前回の1／3，分閻魔を1／2弱と  

しで爽施したが，Cl活性とCx活性とほピークの溶出  

位攫が明らかに異なっているものの2つの画分に分かれ  

ず，溶出曲線はたがいに敦なり合っている。しかし，分  

封No．69付近で層状となってかなりの爽雑蛋由磐の除  

去ができ，山瀾の精製がなされた。本研究では，この段  

i檜で一血・応，綿製の日様に透したと考えて，これ以上の分  

分のCl手引隻とCx活性とは曲線の様子がやや興なって  

おり，ピークも幾分ずれている。したがって，繊維と  

CMCに対する晴性の割合の興なる，つまり，基質特異  

性の相違する2つあるいはそれ以上のセルラーゼの脱衣  

が窺われる。分漸No．24付近にも活性漸分の溶出がみ  

られるが，活性が数的に少ないわりに黄白賛意が多くさ  

ほど盆婁でないと考え，この画餅こついでは以後検討し  

なかった。そ・こで，分画No．32鵬48を弛めた義活慄瀾  

分をつぎのDEAE－SepbadexA－50クロマトグラフィー  

に付した。  

DEAE・SephadexA－50クロマトグラフィー：租分画さ  

れた上記義活性両分のDEAE・SephadexA－50クロマト  

グラムをFig．2に示した。食塩浪度ほモール法によっ  

て測定したが，食塩液皮1．5M付近で溶揖するセル  

ラーゼ活性漸分が分離された。セルラーゼ活性を示す溶  

出ピークがそれ…つだけであるのに対し，蛋白質の磯灘  

ピークがいくつも現われている。それゆえ，この活性漸  

Fig．2．DEAE・SephadexA－50chromat喝raphyof紋stSephadexG－100打action．  
FirstSephadexGplOOfraction（358unitsofCl－aCtivityand47，200unitsofCxqactivity）  
wasloadedtoacolumn（2．5×40cm）andelutedwithacontinuousiirleargradientelution  

ofNaC＝nO．05Macetatebuffer，pH5，0，afterlet鮎wing250mlofthcsamebufferata  
Rowof31．1ml血r．ContentshtubeNo．174－186werecollected（DEAE－SephadexA－50  

fねctjoJ】），   
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Fig．3．SecondarySephadexG－100gel徹rationofDEAE－SephadexA－50fraction．  

Fivem皿1itersofDEAE－SephadexA－50鉦action（Cl－andCx－aCtivities；294and41，900  

units）wasloadedtocolunln（2．5×93．3cm）．The鮎wratewas23．1m′触andthefrac－  

tionsizewas4．2mJ．  

漸分にCl酵素とCx酵紫の混在が窺い知れる。  

部分精製酵素の性質   

部分綿製セルラーゼについて，酵素反応の至過pHお  

よび至適温度，酵素のpH安定性および熱安定性並びに  

分子数などを調べた。  

至適pHと至適温度：酵素音別塗とpHおよび温度との関  

係をFig．4に示す。至適pHの検討は，各pH軋2M  

酢酸緩衝液），300cで，Cl活性が1時間反応で，Cx活  

性が30分間反応でそれぞれ行った。両pH－活性曲線は  

ほぼ同様のパターンを示して，部分綿製酵楽のCl活性，  

Cx活性の至適pHはともにpH5．5付近にあった。菌類  

セルラーゼの至適p‡iほ4．5～6．0にあって∴㍗め適や  

A．廃材ではともにp王i4．5付近にあるが乳13岬18） ，これ  

らに比べてGammaridsのセルラーゼはpH砥が1溶く，  

中性により近いところでよく作斉ける。   

一方の温度一活性曲線は，至過pHの5．5で，Cl活性  

が3時間，Cx活性では30分間それぞれ反応した場合で   

縦・粗製は行わなかった。そこで，分画No．75～100を  

強め，限外濾過して漉箱し，緩衝液を除去後1％食塩水  

に交換してGammaddsセルラ・－ゼの部分綿製両分とし，  

以後の爽験に供した。   

様々のクロマトグラフィーで部分精製されたセルラー  

ゼ両分の比活性，粕製比および収螢をTablelに示す。  

粗製原料の租紬出液に対して，Cl活性が125倍に，Cx  

活性では65．3倍に精製され，収蕊はそれぞれ12％と  

6．2％であったひ園に，本部分綿製セルラーゼ画分を市  

販セルラーゼ標品と活性の比吸をするとTable2のよう  

である。比較例は3例と少ないが，Cx活性の商い  

郎物紳お両脚のものは典剋灘なCx酵紫であり，また，  

Cl酬斐の比率が商いnぬ油滴釧槻＝壷娘のものは代袈  

的なCl酵瀦である。Gammaridsセルラーゼは部分精製  

段階のものでも．Cl活性はいずれの酵素に比べてもほ  

ぼ1／2で，Cx音別斐では㌻か巌壷セルラーゼに比べると  

約3倍もあるが，A．乃鹿rセルラーゼの約1／4しかない。  

このCl活性とCx活性との比率からも，部分精製酪乗  
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でablel．Pur抗cationofgammaridsceuulase  

Cl－aCtivity  Cx－aCtivity  

∴一  － 
二・二二こ＋．、 
（units）（units／mg）（ぬId）  、‥  

Puri鮎ationstep  

1鞄NaClextract   26，600 1，320  0．0492  1 100  213，000   7．95   1 100  

30i怒・孟3）2 923 465 0－503  
（  

10・2 35・2 65・200 70・6  8・9 30・6  

SephadexG・100gel   
飢ration（鮎st）  

DEAE・SephadexA－50   
Chromato訂aphy  

SephadexG－100ge王   
触ration（secorld）  

24．0  27．1 47，200 156  19．6  22，1   

42．9  22．3 41，900  301  37．9  19．7   

125   12．0 13，300  519  65．3   6．2  

302   358  1．18  

139  294   2．11  

25．6  158   6．17  

Fig，5に示す。pH安延性ほ，酵素をpIi4～10（pH4～6  

：0．ZM酢酸緩衝液，pI16～8：0．2Mリン酸磯節液，  

pH8鵬10：0．2Mホウ酸緩衝液）で，300cに20時間  

保って調べた。Cl，Cx活性ともpH5～8で比較的安磯  

で，piI7．0では100％の活′性が保たれた。この安定領域  

は，㌻牒巌壷やA．画材のもののpH4～614・15・19）に比べ  

てやや広くて商いpH城にあり，至適pHでの両者の関  

係とよく符合している。しかし，この安定㈲成を外れる  

と急激に尖潤した。山方，熱に対しては，敢安定pHの  

7．0で30分間加温して検討したが，C－，Cx晴性ともよく  

似た傾向を示し，いずれも400c付近までほまったく安  

定である。しかし，450cを越えると混熟による酵素の  

急激な破壊が起こり，急激な失活が600c以上でみられ  

るア．ぴざr房βやA．乃鹿rのもの14・15・19）に比べて，Gam－  

maridsのセルラーゼは軸に対してやや不安定である。  

分子盈：さきの解2回目のSephadexG－100ゲルクロマ  

トグラフィーにおけるCl活性とCx音別斐の溶出ピーク  

に，問酵紫の互いの影響と混在するβ－D－グルコシダー  

ゼの影響なども考えられるが，閑清櫻ゼータがそれぞれ  

の酵素の溶出位澄と考えて，両群紫の分子澄の概略催を  

求めた。なお，両酵瀦のSephadexゲルへの吸着による  

溶出の遅れは，溶血パターンからみてほとんどなかった  

ものと考えられる。Fig．6はさきの掩製のときと同山カ  

ラムに標準蛋白質を付して得られた結果である。このⅠ鳶】  

から，Cl活性を示す酵素の分子蕊が約34，000で．Cx活  

性を示す群衆は約26，000と拙走された。OKADAld・15）が  

高度に綿製したア∴融凌のセルラーゼH－A，持－Bお  

よびⅢほそれぞれ30，000，43、000および45，000の分子蕊   

Table2．Comparisonofactivitiesofgammaridsceト  

Iulase with those of three commercia】ceト  

1ulases  

Activity  
（〝gglucose／mi〟mgprotein）  Ce11ulase  

Preparation  
CI  Cx  

Celiulase“AmanoT”机  
（罰壷加商研削用融通）  

Cellulase＊2  
（為永如血〝乃αぴ～r揖g）  

Cellulase“AmanoA”＊l  
（‘4ゆC曙〃J！J∫JJ豆rJ・）  

Cel】u】ase（Gammarids）  

12．7  222  

14．7  176   

14．8  1，970   

6．17  519  

＊1AmanoSeiyakuCo．－madeproducts．  
＊2 E．MerchA．G．一madeproduct．   

Eac王1enヱymeaCtivityⅥ7aSdeteminedunderoptimal  

condition（PH5．0，400c），butreactionpHofonlygam－  
maridscellulasewas5．5．IncuvationtimesofCland  
Gxwerefor3hoursand30minutes，reSPeCtively．  

ある。Cl活性の3時問反応における至適温疲はdOOc  

付近にあり，Cx活性では反応時問が短いこともあって，  

450cでも400cとほとんど変わらない絡性を示し，30分  

間反応での至適温度は400cと450cの間にあった。71  

涙祓おやA．両町のセルラーゼの至適温度は，Cl晴性で  

は40～500cでよく作用して450c付近にあり，Cx活性  

でほ600c付近にある8事13－18）。Gammaridsセルラーゼは，  

その生息環境水温から予測されたように，それらに比べ  

て比較的低い温度でよく作用することが判明した。  

pH安定性と熟安定性：砂嚢のpHおよび熱安産曲線を  
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○てし   
Gる河川arうdea  
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Fig．6．Determinationoftheproximatemolecularweightofpartialpurifiedgammaridsceliulaseby  
thecolumngel餌rationonSephadexG－100．  

に付瀞するか体内に生息する微塵物によるものか，その  

由来を究明するため，セルロ岬ス分解蘭の培発試験を行  

なった。1、able3に示したように，Gamaridsの洗浄液，  

ホモジネー トとも3カ月を過ぎても撼級の崩壊がみられ  

なかった。嫌免牲蘭については検討していないが，木棺  

深から，Gammaridsの体嚢あるいは体内にセルロース  

分解機ほ付潜あるいほ生息していないと判断される。そ  

Table4．Composi貞on of media払r ce11ulo輌C bac・  

teria  

をもつが，Gammaridsのセルラーゼはアパ涙蕗壷のセル  

ラーゼⅢ－Aとほぼ似た分子螢をもったものと．敬われる。  

セルロース分解菌の培詮試験   

上記のように，Ganlmaridsからセルラーゼの分磯卜  

精製を就みて，部分精製酵素画分を得ることができ，そ  

の若干の性質も判明した。しかし，そのセルラーゼが  

Gammadds起源のものか，それともG8mmaridsの体袈  

Table3．Cultivationtestofcellu】0】yticbactedafrom  

gammarids射  
Mediulll王工  Medium‡  

Womogenate Washed water 
（CeuS／g）   （cells／m′）  

1．Og Poiypeptone  l－Og  

2．6g Yeastextract  O，5g  

O．5g Citywater  100 ml 

O．1g Seawater  900 ml 

30．Og Filterpaper串11×10cm  

O．7g  

lO．8g  

Yeastextract  

IくNOこt  

KH2PO4  

FeSO．l・升lごO  

NaCI  

KCI  

MgC12・6H20  

2．6×106  1．0×104  

ND＊3  ND＊■】   

ND＊3  ND＊j  

Baeteria  

Ce11ulolyticbacteria   

MediumI＊Z   

Medium王Ⅰ＊2  

如 Gammadds（3．486gwet）werewashedwith380  
m［ofsteriZe sea watcr．  

＊2 Cu加redfor3monthsat250c．  
＊3 Notdetected（1essthanl．1×100cellsperlgof   
Wetgammarids）．  

獅 Not detected（less than O．2cells perlmlof  
WaShedwater）．  

MgSO4・7H20   5．4g  

CaC12・2H20  1．Og  
Dist揖edwater l，000mJ  

F批erpaper刺 1×10cm  

串IToyoNo．51special．   
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れゆえ，Gammaridsから得られたCl活性，Cバ相性を  

示すセルラーゼほGammarids自身に由来したもので  

あって，藻場に生息するGa汀maridsにセルラーゼが存  

在することが推冤された。  
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