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エゾパフンウニ Strongylocentrotusintermedius 消化管から

タンパク質分解酵素(スブチラーゼ}の精製

滞 和寛1)・田中恵梨1)・東藤 孝1)・後藤孝弘1)

清水幹博1)・尾島孝男2)・都木靖彰1)

(2∞8年9月16日受付 2∞8年 12月3臼受理)

Purification of Subtilase from Short-Spined Sea Urchin Strongylocentrotus intermedius 

Kazuhiro URA1l， Eri TANAKA1)， Takasi TOD01)， Takahiro GOTOHl)， 

Motohiro SHIMIZU1)， Takao OJIMA2) and Yasuaki T AKAGI1) 

Abstract 

We purified a subtilase from dig巴stivesystem of short spined sea urchin Strongylocentortus intermedius by a 

combination of ion巴xchangechromatography and gel filtration. The mol巴cularw巴ightof purifi.ed subtilase on 

SDS-P AGE under both reducing and nonreducing conditions was 35，000. Antiserum against subtilase 
specifically immunostained its antigen. By Western blot analysis， immunoreactive with this antibody wer巴observed

in stomach and intestine. 
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緒 罰

エゾパフンウニ Strongylocentrotusintermediusは宮城県

および山形県から北海道?合岸に生息し，古くから食用にさ

れてきた水産重要種である。北海道はエゾ子パフンウニの主

要な生産地であり，従来天然ウニを漁獲すると共に，生殖

巣の発達の惑いウニを良漁場へ移殖するなどの対処が行な

われてきた。しかし，掠獲量の増加には至っていない。そ

の要因のーっとして勝焼け漁場の存在が示唆されている。

磯焼け漁場ではサンゴモ科の紅藻が優先し，ウニの餌と

なるコンブなどの大型海藻は生育できない(町口ら， 1994; 

吾妻ら， 1997)。そのため，放流した種苗が餌不足に臨り，種

苗放流事業の十分な効果が得られない可能性がある。磯焼

け漁場のウニは餌不足のため生男甚巣の発達が低く，ほとん

ど利用されていない。そこで，これらのウニを養殖するこ

とで生殖巣の増大を図り，商品として有効利用する試みが

行われ，生殖巣の品質向上に適した餌の開発が必要とされ

ている(吾妻ら， 1997)。また，放流後の種苗の生残率を上

げるために種苗生産後も誰ウニを館育し， 20mm程に成長

させてから放流する中間育成事業が行なわれている。しか

し，中間育成を行うためには陸上水槽などの設備が必要で

あり，ウニの餌となる海藻が減少する冬期間には海藻の代

日北海道大学大学院水産科学研究院増殖生物学分野

替餌料を確保する必要がある(伊藤， 1996)。従って，養殖

事業や中間育成事業を効率良く行うためには，量や品質を

管理しやすい人工餌料の開発が重要である。

ウニがどのような餌を消化吸収しているのか知るため

には，消化器官の構造だけでなく消北酵素に関する知見も

重要でトある。これまで，ウニの一種 Sterechinusneumayeri 

の消化管において， αーグPルコシターゼ活性， βーグルコシ

ターゼ、活性およびキモトリプシン活性が認められており

(Klinger， 1982)，キタムラサキウニの消化管からは α アミ

ラーゼ、が精製されている (Nakataniand Kobayashi， 1996)。

また，キタムラサキウニの消化管からプロテアーゼが精製

され，それが分子量約32，0∞のセリンプロテアーゼの一

種，スブチラーゼ、であることが明らかにされた(尾島ら，私

信)。

本研究では，北海道において重要な水産資源であるエゾ

パフンウニを用いて，鎮の消化吸収機構の解明を目的と

し，タンパク質分解酵素であるスブチラーゼを精製し生化

学的特性を解析した。

(LaboratOlアofAquaculture Biology， Graduate School of Fisher.的 Sciences，Hokkaido University) 
2)北海道大学大学院水産科学研究院海洋生物工学分野
(Laboratory of Marine Biotechnology of Microbiology， Graduate School of Fisheries Sc削 ces，Hokkaido U刀iドersity)
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材料と方法

実験材料

スブチラーゼの精製に用いるため，エゾパフンウニ

Strongy，わcentrotusintermediusの食道，宵および腸を主体と

する消化管を函館市内の水産加工場において採取した。

アセトンパウダーの調整

水産加工場で採取した消化管1.8kgに等量の 10mMリ

ン酸ナトリウム緩笛液 (pH7.0)を加え，ぴCで30分間撹

子科麦， 10，∞OXgで 10分間遠心分離して上清を回収した。こ

の上清に等量の冷アセトンを加え，脱脂および脱水を行

なった。その後 10，∞OXgで 15分間遠心分離し得られた沈

殿を再度冷アセトンに懸濁し，再び遠心分離した。この沈

殿物を風乾しアセトンパウダ…とした。アセトンパウ夕、ー

は使用持まで 2ぴCで保存した。

タンパク質の定量

タンパク質濃度は， Biuret法 (Gornallet aI.， 1949)もし

くは Lowry法 (Lowryet aI.， 1951)により測定した。検量

錦は牛血清アルブミン (Wako)を用いて作製した。

SDS-PAGE 

SDS-PAGEはLaemmli(1970)の方法に従い 10%の均

一スラブゲルを使用した。泳動試料は電気泳動中のプロテ

アーゼ、の自己消化を防ぐため，等量の 10%トリクロロ酢酸

により失活させた。その後，遠心分離して得られた沈殿を

無水エタノールで2屈洗諦し，乾燥させた。この乾燥試料

を還元サンプノレパップアー(125mM  Tris-HCI， 4% SDS， 

14%グリセロー/レ， 10% 2…メルカプトエタノール， 10%ブロ

モブェノールブルー)もしくは非還元サンプルパップアー

(100 mM  Tris-HC1， 4% SDS， 20%グリセロー/レ， 10%プロ

モフェノールプノレ…)に溶解し，電気泳動に供した。ゲルは

染色液 (40%エタノーノレ， 10%酢艶， 0.1 % Coomassie bril-

liant blue R-250)で染色後，脱色液 (20%エタノーノレ， 5% 

Ifl'酸， 2.5%グリセリン)で処理した。

ウエスタンブロッテイング

ウエスタンプロッテイングは Towbinet aI. (1979)の方

法に従った。 SDS-PAGEにより分離したタンパク質バン

ドを平板転写装置はTTO)を用いて Polyvinylden巴

difluor対巴 m巴mbranes(PVDF膜 Millipor巴)に転写した。

続いて PVDF膜を 5%スキムミルク溶液で90分間プロッ

キングした。その後，一次抗体として抗キタムラサキウニ

スブチラーゼ抗血清または抗エゾパブンウニスブチラーゼ、

抗血清をブロッキング溶液に対し 1:1，∞0の希釈率で添加

した搭液で一晩反応させた。反応後，メンブレンを蒸留水，

TTBS (20 mM  Tris， 500 mM  NaCl， 0.05% Tween 20， pH 

7.5)およびTBS(20 mM  Tris， 500 mM  NaCl， pH 7.5)を

用いて洗浄した。その後，二次抗体 (goatanti一rabbitIgG 
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(日十L)horseradish peroxidase conjugate; Bio…Rad)をブ

ロッキング溶液に対し， 1:4‘∞0の割合で希釈した溶液で

90分間反応させた。続いて，蒸留水， TTBSおよびTBSで

洗浄後， PVDF膜を発色試薬 (30mg 4…クロロートナフ

トール，lOmlメタノール，40 ml TBS， 30μ1 30% H20z)に

浸漬し発色させた。

アルカリ変性カゼインの調製

プロテアーゼ活性部定に用いる基質として，アルカリ変

性カゼ、インを以下のように調製した。すなわち，乳製カゼ、

イン(関東化学)1.0 gに蒸留水を 40ml加えてよく讃拝し

た後， 1MNaOHをlml加え室温で 10分撹押することに

より変性させた。その後， 15，OOOXgで 10分間遠心分離し，

得られた上清(変性カゼ、イン)に 500mMリン酸ナトリウ

ム緩衝液 (pH7.0)を5ml加えて中和した。これを IOmM

リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.0)に4
0

Cで24時間透析

した後， 15，OOOXgで 10分間違心分離して得た上清をアル

カリ変性カゼインとした。

プロテアーゼ活性の測定

プロテアーゼ活性概定は， 5 mg/mlのアルカリ変性カゼ

イン， 0.1 M NaClおよび IOmMリン酸ナトリウム (pH

7.めからなる反応液0.9mlに，プロテアーゼ、を含む溶液を

0.1 ml加えることで反応を開始した。反応は 3ぴCで30分

間行い，その後 10%トリクロロ酢酸を Iml加えることで

停止させた。この反応液を 20，∞Ogで 15分間遠心分離し，

上清に含まれるプロテアーゼ分解断片量を 280nmにおい

て吸光度を測定する事によって定量した。なおプロテアー

ゼ活性単位(1U)は， 280 nmの吸光度を i分間に 0.01上

昇させる酵素量とした。

カラムクロマトグラフィー

アセトンパウダー2.5gをloomlの 10mMリン酸ナト

リウム緩衝液に溶解し， 10ラ∞OXgで 15分間遠心分離して

得られた上清を粗酵素液とした。組酵素液を IOmMリン

酸ナトリウム緩密液に 24時間透析し，同溶液 (pH7.0)で

平f街化した DEAE-TOYOPEARL650 Mカラム (2‘OX26
cm)に供した。非吸着画分を同溶液で洗浄した後，吸着し

たタンパク質を 0-3oomMNaClの直線濃度勾配により溶

出した。なお，各画分のプロテア一ゼ

の高かつた画分を Ap仰olloCe叩nt汀出rifl印ug伊alCo∞nc伐en山1託抑tむra託toαr‘2却Oml
(のOrぬbi抗ta討1B臥ioscαle叩nc∞e)を周いて遠心濃縮し， 1叩OmMリン酸ナ
トリウム緩衝液で平衡化した S白巴p凶ha矧cαryメ1S-Iooカラム

(ο2.5X5幻7c叩mサ)に供した。このクロマトグラフィーで得られ

た高活性画分を先述と同様に遠心濃縮し，lOmMリン酸ナ

トリウム緩衝液で平衡化したゲルろ過カラム (Superdex

75 10/300 GL; Tricorn)を用いた FPLC(AKT Aexplorel・

IOS)に供した。このクロマトグラフイーで得られた高活性

画分を濃縮し，その後さらに悶カラムに供することで精製

画分を得た。

一一フフ一一
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ウエスタンブロッティング解析による器宮局在

北方生物園フィールド科学センター臼尻臨海実験所に

て海藻を餌として飼育されていたウニ(殻径約 3cm，湿重

量約 70g)を用い，解体後に消化管および生殖巣を採取し

た。摘出した各紅織0.1gをIOmMリン駿ナトリウム緩衝

液 (pH7功で洗浄した後，同緩衝液 500μlと共にホモジ

ナイズした。その後， 10，∞OXgで 10分間違心分離を行い，

得られた上清を器官抽出液としウエスタンブロティング解

析を行った。

pH依存性および熱依存性の測定

pH依存性の測定は， pH 5.0-12.0に調整した基質を用い

て3ぴCで反応させた。なお，反応、混液中の pHは反応停止

前に実測した。熱依存性は、あらかじめばC-8ぴCに調整

した基質を用いて各溢度で 30分間反応させることで測定

した。それぞれの測定値において最大活性舗を 100%とし，

各pHおよび温度での相対値を算出した。

果

エゾパフンウニの消化管約1.8kgからアセトンパウ

ダー21gを得，このうち 2.5gを用いて謂製し， 79mlの粗

酵素液を得た。この粗酵素液の比活性は 0.98U/mlであり，

タンパク質量は 1，244.25mg、全活性は 1，221.87じであっ

た。組酵素液を IOmMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.0) 

に対して透析した後に DEAE-TOYOPEARL650Mカラ

ムで分離した。その結果，プロテアーゼ活性のあるピーク

闘分1(Fraction No. 124-126)，画分II(Fraction No. 131-

133)，画分III(Fraction No. 136-137)，題分IV(Fr・actlOn

No目 141-142)を得た (Fig.1)。また，抗キタムラサキウニス

ブチラーゼ、抗血清を用いたウエスタンプロッティング解析

において全てのピーク画分にスブチラーゼ陽性反応を示す

タンパク質ノてンド(分子量 30，∞0-35，∞0および約40，0∞)

が認められ，強い揚↑生反応は画分Iの分子量約 35，∞0およ

び約40，∞0のタンパク質ノてンドに認められた (Fig.2)。

従って，画分Iを遠心濃縮後， Sephacryl S…100に供した。

結

消化管スブチラーゼの精製

阻害剤の影響

プロテアーゼ、活性の阻害剤として， 1 mM  PMSF 

(phenylmethylsulfonylfluoride)， 10μg/ml TPCK (tosyl 
phenylalanyl chloromethyl ketone)， 5到Oμ gダ/mlSBTI (い仰s叩O町y胆
bean trηyp伊凶s幻in inhi吋ibi氏印tωorけ)， 1叩Oμgμ凶 E一喝64および5μgμn

Pep戸st捌a低叩tinAをそれぞぞ、れ精製プロテア一ゼゼ、に加え， 2ぴCで l

時間インキュベートした。その後， 3ぴCで残存活性を測定

した。さらに Ca2+の影響を知るため， 0.5mMもしくは 1

mM  EDTAを加え同様に処理した。それぞれの測定値は，

阻害部を含まない時の活性値を 100%として表した。

抗体の作成

精製したプロテアーゼ溶液1.8ml (タンパク質量0.6

mg)に等量の Freund'scompl巴teadjuvant (Wako)を加え

て良く乳化させたものを抗原とし，ウサギの背部皮下に

0.75 mlずつ 2笛所に接種した。 1週間後に追加免疫を同様

に行い，これを 4週間繰り返した。4週間後に外耳静脈から

採血した。血液を室温で 1時間， 4
0

Cで一晩静置して凝固さ

せた後， 1，0∞Xgで20分間遠心分離し上清を得，抗血清標

品とした。
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ンパク質ノてン トが認められたため，これを精製スプチラー

ゼ画分とした (Fig.5)。精製したスプチラーゼは，総タンパ

ク質量0.06mg，比活性 1，304.35U/mgであり，全活性は 84

U，粗酵素液からの精製度は 1，328倍であった。

幸Rま定産71< 大北

精製スブチラーゼの生化学的特性

本スプチラーゼはpH9において最大活性を示し，pH 8-

12のアルカリ性域において，最大活性の 75%以上を示した

(Fig.6A)。なお，ウニ消化管の pHに近い pH6-7における
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アーゼ画分 (FractionNo. 35-38)をSDS-PAGEに供し

たところ，分子量約 35，α)()および40，α)()のタンパク質バン

ドが主要なバンドとして認められた (Fig.3)。そこで，との

画分を遠心濃縮後に Superdx7010/3∞GLを用いた

FPLCに供した結果，左右対称な FractionNo. 84溶出曲

線が得られた (Fig.4)。そこで，Fraction NO.84を2ーメJレ

カプ トエタノールを除いた非還元状態において SDS-

PAGEに供した。その結果，非還元下においても単一なタ
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酵素についてであり，タンパク質分解酵素(プロテアーゼ)

に関する研究は少ない (Lawrenceヲ 1982; Lawrence and 

Klinger， 2001)。プロテアーゼ、とはタンパク質やペプチドの

ペプチド結合を加水分解する酵素であり，歪適pHの違い

から，酸性プロテアーゼ，中性プロテアーゼ、およびアルカ

リプロテアーゼ、に分類されるo また，角妙某機能の発現部位

である活性中心の性費から，プロテアーゼ、は 4穣類に分類

される。すなわち，セリン残基を活性中心にもつセリンプ

ロテアーゼ，活性中心に SH基をもっシステインプロテ

アーゼ，酵素分子に結合した 2価のカチオンの存在によっ

て活性が支配される金属プロテアーゼ，そして活性中心に

アスパラギン酸残基が関与するアスパラギン酸プロテアー

ゼである。中でもセリンプロテアーゼ、には脊椎動物の代表

的な消化酵素であるトリプシンやキモトリプシンファミ

リーが属している。また，セリンプロテアーゼは触媒残基

の特徴から 5から 6つの属に分類されており，キモトリプ

シンおよびスブチラーゼはスーパーファミリーを形成する

セリンプロテアーゼ、の代表である (Siezen and Leunissen， 

1997)。
車京皮動物におけるプロテアーゼに関する研究はヒトデ

類が最も先行している (Lawewnce， 1982)0 Farrand and 

Williams (1988)は，ヒトデの一種Pisasterochraceus消化

管のプロテアーゼ活性を網羅的に、測定し，キモトリプシ

ン， トリプシンを有することを報告している。 Camachoet 

al. (1970)およびBundyand Gustafson (1973)は，ヒトデ

の一種Dermasteriasimbricata消化管からトリプシンを精

製し，日olzmanet al. (1985)は，Pisaster ochraceus消化管

の幽門富嚢における主要なプロテアーゼがトリプシンであ

ることを示した。これらのことから，ヒトデ類のプロテ

Purification of the sea urchin protease by th巴Superdx7010/300 GL column chromatography. 

活性は 45-55%程度であった。至適温度は 5ぴCであり， 35-

55
0

Cの温度範囲で最大活性の 70%以上を示した (Fig

6B)。なお，ウニの生息水温に近い lぴCにおける活性は 40%

程度で、あった。

本スプチラーゼ、の活性は，セリンプロテアーゼの阻害剤

である PMSF添加によって，添加しない場合の 6%程度に

まで強く阻害された。一方，システインプロテアーゼの租

害剤である E-64，アスパラギン酸プロテアーゼの阻害剤で

ある PepstatinAによる影響はほとんど認められず，それぞ

れ90%および 103%の活性を示した。なお，キモトリプシン

の阻害部である TPCK， トリプシンの租害剤である SBTI

による影響も少なしそれぞれ87%および i∞%の活性を

維持した。また，金属イオンのキレート剤である EDTAの

添加によって，本スブチラーゼの活性は低下した (Table

1)。

Fig.4. 

ウエスタンプロッティング解析によるスブチラーゼの

器官分布

各器官の抽出液および精製スブチラーゼ、分画を用いて，

エゾパフンウニスブチラーゼ、に対する特異抗体を用いたウ

エスタンブロッテインクキ解析を行った結果，精製スブチ

ラーゼ、と同ーの分子量を示す陽性タンパク質ノてンドは、胃

と腸の抽出液に認められた。また，胃においては，分子量

約 40，0∞のタンパク質ノてンドにも陽性反応、が認められた

(Fig.7)。

ウニ類の消化酵素に関する研究の多くは炭水化物分解

- 25 -
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kDa 

66.4→ 

55.6一 砂

42.7ー砂

34.6一砂

27.0→ 

MW 

2-Me 

+ 
三"'"で-宅

Fig.5. SDS-PAGE on 10% slab gel of purified sbutilase. 

2-Me+ : samples reduced with 2-mercapto巴thanol;

2-Meー non-reducedsamples 

アーゼはトリプシンファミリーによって構成されている事

が推測される。一方，キモトリプシン活性がウニの一種

Sterechinus neumayeriやホクヨウオオパ、フンウニ Stron・

gy，わcentrotusdl明白chiensにおいて認められている。しか

し，タイセイヨウナガウニ Echinometralucunterにおいて

この酵素活性は認められていない (Klinger， 1984 ; 

Obrietan et al.， 1991; Kling巴ret al.， 1997)。このように，ウ

ニ類のプロテアーゼの種類は種によって異なっていること

が示唆されるが，これらの研究ではプロテアーゼ活性の測

定に消化管粗抽出液もしくは組精製酵素を用いていること

から，サンプル中に含まれる脂質や塩などの爽雑物が活性

測定に影響している可能性も否定できない。そのため，ウ

ニ消化管のプロテアーゼ、に関する知見を得るためには精製

したプロテアーゼを実験に用いる必要がある。
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Fig.6. pH dependence of the sea urchin sbutilas巴(A)and 

temperature dependenc巴ofthe sea urchin sbutilase (B) 

Table 1. E仔巴ctof various inhibitors on the sea urchin 

protease actlvlty 

Concentration Relative Activity (%) 

66.4→ 

55.6→ 

42.7→ 

34.6→ 

27.0 → 

ImM 

10μg/ml 

50μg/ml 

10μM 

5μg/ml 

0.5mM 

ImM 

kDa 

←150 

- 75 

← 50 

← 37 

← 25 

← 20 

Mw1 234  567MW 

B 

100.0 

6.6 

87.3 

100.0 

90.9 

103.1 

83.6 

69.1 

kDa 

← 150 

- 75 

- 50 

- 37 

争 - 25 

- 20 

1234567MW  

Fig.7. Tissue-specific expression of the sea urchin 

sbutilase. 10% SDS-PAGE (A) and corresponding 

Western blot (B). 1: pharynx; 2: esophagus; 3: 

stomach ; 4: intestine; 5: rectum; 6: gonad; 7: 

pUrI自edsbutilase. 

エゾパフンウニ消化管から抽出，精製されたプロテアー

ゼ画分である本酵素はセリンプロテアーゼの特異的阻害剤

である PMSFで強く阻害される一方，システインプロテ

アーゼ，アスパラギン酸プロテアーゼ，キモトリプシンお

よびトリプシンの阻害剤であるそれぞれE-64，Pep-

statinA， TPCKおよびSBTIによる阻害はほとんど認めら

れなかった。

スプチラーゼの多くはプレプロ酵素として細胞内で合

成され，シグナルペプチドを介して細胞外にスプチラーゼ、

の前駆体として分泌された後， N末端のペプチドが切除さ

れることで活性化され成索僻となる (Shindeand Inouye， 
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1993; Gupta et al.， 2002)。本実験においてウエスタンプ

ロッテイング解析において強い陽性反応を示した分子量約

40，∞0のタンパク質ノてンドの部分アミノ酸配列は，アメリ

カムラサキウニのスブチリシンプレプロ酵素のアミノ酸配

列と高い同一性を示した。従って，分子量約40，∞0のタン

パク質バンドはスブチラーゼ、の前駆体と考えられた。

スブチラーゼ、は触媒残基がAsp/His/Serの順に並ぶセ

リンプロテアーゼ、であり (Rawlingsand Barrett， 1994; Bar-

rett and Rawlings， 1995)，スプチラーゼ、の多くは pHlOf寸

近においてプロテアーゼ、活性をもっ分子量約百，∞0

30，∞0のタンパク質である (Guptaet al.， 2∞>2)。また，ス

プチラーゼには Ca2+結合部位が存在し， Ca2+は自己消化

の!坊止や構造の安定化および活性に欠かせない (Siezen

and Leunissen， 1997)。本スプチラーゼ、は，分子量は約

35，∞0，至適pHは9であり， EDTAを用いた Ca2+の除去

によってプロテアーゼ、活性の低下がみられたことから，既

知スブチラーゼの生化学的特徴と類似していた。

椋皮動物における消化酵素のこれまでの研究において，

消化酵素と消化生理学を結び付ける研究は非常に少なし

消化酵素の生化学的特性のみが着目されてきた。そのため

酵素の活性はおよそ 25-35'Cで測定されており (Kling民

1984; Holzman巴tal.， 1985; Farrand and Williamsラ 1988; 

Obrietan et al.， 1991; Nakatani and Kobayashi， 1996)， 車京

皮動物の生息温度を考慮した消化酵素の活性測定は麗めて

少ない。 Klingeret al. (i 997)は，南極もしくは亜熱帯に生

息するウニおよびヒトデを用いてキモトリプシンなどの消

化酵素活性をぴCおよび25
0Cで澱定した。また， Klinger et 

al. (1986)は同種のウニを 16
0Cもしくは 230Cで館育し，

15
0Cおよび2タCにおいて炭水化物分解酵素の活性を測定

した。いずれの実験においても，生息域もしくは生息温度

の異なるこ群の酵素活性の強さに差が認められなかったこ

とから，車京皮動物の消化酵素は生患、温度に対応していない

ことを示唆している。一方，酵素学の見地からスブチラー

ゼ、は低温適応性を持つことが示唆されており (Kristjans司

son et al.， 1999; Arnorsdottirヲ2∞2)，好冷l生の Vihr.わのス
ブチラーゼは低温における活性が高い一方，熱安定性は低

いことが報告されている (Arnorsdottir，2∞>2)。また，一殻

的なスブチラーゼ、の至適温度は 6ぴCであるのに対し，好冷

性の細菌から精製されたスブチラーゼの至適温度は 40
0

C

とされている。本実験におけるスブチラーゼ、の至適湿度は

5ぴCであり， 5ぴC以上において活性が急激に低下する一

方， lOoCにおいても最大活性の約40%を維持したことか

ら，エゾパフンウニのスブチラーゼは低温に適応している

ことが示唆される。また，飼育温度は酵素活性に影響を与

えないという実験結果は (Klingeret al.， 1986)，主要なプロ

テアーゼ、の種類が 15'Cおよび3ぴCにおいて変化しなかっ

たという本実験の結果を支持すると忠われる。すなわち消

化管内には複数のプロテアーゼ、が存在するものの，それら

の至適温度に大きな差はないため，環境濃度や活性測定温

度が変化しでも主要となる酵素の種類は変わらないと考え
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られる。

精製したスブチラーゼ、はウニの消化管内の pHに近い

pH 6-7において (Stott，1955; Lawewnce， 1982)最大活性

の45-55%を維持し，ウニの生息温度に近いlOOCにおける

活性は最大活性のおよそ 40%を維持したことから，精製し

たスブチラーゼ、はウニ消化管内においても充分活性を保っ

ていることが確認された。従って，本実験において精製し

たスブチラーゼ、はエゾパフンウニ生体内においてもタンパ

ク質分解を担うプロテアーゼ、として機能していることが示

唆された。
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