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　酵素によるセリシンの加水分解に関しての基礎的研究は西沢氏等1～りによりなされているが

その数は余り多くはない。最近，強力な蛋白分解能と広範な基質特異性を有するStTePtomyces

griceusのプロテアーゼについて野本氏等5～9）が詳しい報告をしている。錐者等はこのプロテ

ァーぜによるセリシンの加水分解における基礎的な知見を得るため，Mosher　i°）の方法により

分離したセリシンAおよびBについて実験を行い，次のような結果を得た・

試料及び実験法

　1　素酵：使用せるStrePtomyces　9沈θ％sのプロテアーぜは科研化学株式会社提供のプP

ナーぜPと呼ばれる高純度の化学研究用の酵素である。この他，比較に供するため市販のペプ

シンおよびトリプシンをいずれも精製することなしに使用した。

　酵素活性の測定は萩原氏11）の方法に従い，カぜイン0・5％の基質濃度，至適pHにおいて1分

間にチロシン1γ相当量のFolin呈色を示すトリクロル酢酸可溶性物質を生成する酵素活性を

もって1単位とした。Streptomyces　griceblsのプロテアーぜは熱に対して比較的安定であり，

40～60°Cにおいて見掛け上最大の活性を示すことから，このフ゜ロテアーぜを単独で扱う場合に

は40°Cにおける活性度を基準にとり，他酵素との比較に際しては各々30°Cにおける活性度を

棊準にとつた。酵素単位は萩原氏の方法に準じて各々〔PU〕無課゜°c’FR’，〔PU〕勲留びc・FR°

で表わされる。以下，必要のない場合はPUと略記する。

　2　セリシンAおよびBの調製：日124号×支124号の生繭層を20倍量の水と共にオ・・トクレ

ーヴ中110～115°Cで60分間加熱してセリシン液を得，これを酢酸緩衝液でpH　4．1とし，一一夜

放置後セリシソBの沈澱を遠心分離し，同pH，同濃度の酢酸緩衝液にて洗1條した後，所要量

の水を加えてセリシンB液を得た。次に上澄液に対して等量の無水メタノールを加えてセリシ

ンAを沈澱せしめ遠心分離し，同様に沈澱を水に分散してセリシンA液を得た。各液中の全窒

素量をkjeldahl法で定量し，実験に便ならしめるために全窒素の濃度が各々1．　OOO　mg／ccと

なる様に両液を稀釈した。

　3　酵素作用の測定法：酵素によるセリシンの加水分解で生じたトリクPtル酢酸可溶性物質

のアミノ態窒素をYemm－Cockin9ニンヒドリン比色法12）で定量し，同じ試料を塩［酸により完

全加水分解したもののアミノ態窒素を同様の方法で定量した値に対する百分率をもつて分解率

とした。塩酸による加水分解は試料を40倍量の6NHCIと共に還流冷却器つきの分解ビン中

にて120～130°Cで20時間加熱して行つた。使用した蛋白沈澱剤は酢酸緩衝液を含むFリクロ
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Table　l　Hydrolysing　abi工ity　of　each　enzyme　on　several　substrates

Enzyme＊　　　Condition　of　reaction　O．5％Sericin＊＊0．05％Gluta面11e＊＊＊0．05％Asparagine＊＊＊

Pepsin　　　　　　pH　1．8　37°C　24hrs　　　65。5γ／cc　　　　十十十十　　　　　　　十

Trypsin　　　　　pH　8．5　37qC　24hrs　　　88．6r／cc　　　　十十十　　　　　　　十十

Pronase－P　　　　pH　8．0　40°C　24hrs　　　150．5γ／cc　　　　　　十　　　　　　　　　一

半C・・centrati。・・f・n・ym・・20〔PU〕ジ搬゜℃・FR“／cc

＊＊Amino－N，　sQ！uble　in　trichloroacetic　acid　so1’n，　is　determined　by　Yemm＿Cocking’s

　photonユetric　ninhydrin　method．

＊＊＊Ammonia　liberated　is　estimated　by　Nesslerization．

ル酢酸水溶液で，沈澱完了時の終濃度はCCI巳COOH　O．05M，　CH3CeONa　O．10M，　CH3COOH

O・15Mである。　pHの測定にはアンチモン電極pHメ…ター一を使用し，補助として指示薬法を

併用した。また使用した緩衝液はpH　6～7ではリン酸緩衝液，　pH　8～10ではホウ酸緩衝液

を用い，ペプシンの作用時には緩衝液を使用しなかつた。

　StrePtomyces　grl　ceasプPテアーゼを用いる場合は其の失活を防ぐため酵素が常に0．01M酢

酸カルシウム溶液中にある様留意し，酵素溶解時はpH　7，酢酸カルシウムO．　01M溶液を使用

し，反応溶液も終濃度において酢酸カルシウムを加えO．　01Mとなる様に調整した7）。ペプシン

及びトリプシンにおいては全く同様のことを食塩によつて行つた11）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験および考察

　まず予備実験としてStrePtomyces　9耽紹sプPテァーゼがセリシンをどの程度加水分解す

るかについてペプシンおよびトリプシンと比較した結果，Table　1に示す如く0．5％未分別セ

リシン溶液において両酵素の2倍近くの加水分解能を有することがわかつた。またグルタミ

ン，アスパラギンに対するアミダーぜ作用は両酵素に比して極く小さいか，またはほとんど無

いことを確かめた。

　以下はStrePtomyces　grticeusプロテアーゼについての実験である。

　　50
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。　　8　　　1　酵素濃度と各分別セリシン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の加水分解率変化：セリシンAお
　　40
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　°　　　　　　　　よびBの加水分解に適する酵素濃

鵠　　　　　　　　　　　　　　　O，　O　　　　　　　度を求めるために各基質溶液に
　　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　極々な濃度の酵素を加えて加水分
ロコ

首　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　解を行わしめた。反応液の組成お

　　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホウ酸緩衝液濃度　　0．025M

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酢酸カルシウム濃度　　0．01M

　　°2．551。255。、。。％。、，。1。。。面　ト・け一ル鐙　　゜・1％
　　　　　　　　　　　C。nce。tratio。。f　en、，，me　pUノ㏄　　　　鵬｝ミll纏2・5～2500

　Fig．　1　H，d，。ly，is　rati。、。、。。，i。us　c。ncen、，ati。。s　　　〔PU〕懸゜℃’FR’／cc

　　　　　　of　enzyme・　　　　　　　　　　　　　　　　　　反応条件　pH　8．040°C　24hrs
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　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　駅
、q
は　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロコ

　30　’　・　　．σ一二二e　　　　30
　　　　・　　　　ρ’∫’噸’　　　　　　　　．9

蓋，　　”’づ〆　　　　　　　　　9
婁・・” ^。ser・Ci。　A　　暑2°
量　　’　　・・…Ci・B　　　葱
㍉・　　＿1。。，Uノ。c，．，a、，s　肖1・　　9。・・・・…A

　　　　　　　　　－一一1000PU／、c，・hr　　　　　　　　eSe「lcin　B

　・　，。　4。　5。　6。　7。　°　6　，　8　9　1r
　　　　　　　　Reacヒion　temperaヒure　　　°C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH

Fig．2　Hydrolysis　ratios　at　various　　　　　Fig．3　Changes　in　hydrolysis　ratios　by　pH

　　　temperatures．

　測定の結果はFig，1の如くである。これより見てセリシンA及びBの加水分解率は各酵素1膿

度において同様な値を示すことがわかる。カゼイン及びKCP（精製脱脂大豆粉）にこの酵素

を作用させた場合では，基質全窒素董を0．5mgに換算すると約50〔PU〕ジ嚇∬c・FR°以下の酵

素童を用い，ほぼ同一の反応条件下で反応の大半を終らせたと報告されているが8），セリシソ

を基質とした場合にはセリシンAおよびBは共に前記基質に比して大なる抵抗性を有し，全窒

素量0．5mg当り2500PUの酵素を用いてもなおその加水分解率は50％を越えない。2500PUの

酵素はこの場含全窒素量にして約0．25mgであり，基質螢白のそれo）半量に近い値であること

を考えると実際にこの様な多鑑の酵素を使用することは出来ない。このため便宜1：，基頚全窒

素量0．5mg当り100PUの酵素を用いることにした。この場合の酵素澱は董質の2％以一ドであ

り加水分解率は約30％である。

　2　反応温度：この酵素は熱に対して比較的安定6）であることから，他酵素よりも比較的高

温において見掛け上最大の活性を示すことが予想される。高温においては反応速度が大である

と同時に酵素の失活も大となるであろうから，加水分解の最適条件は温度と時「1刊の兼ね合いと

いうことが出来る。比較的低温において長時闇反応を行わしめるならば低濃度の酵素によつて

も大なる加水分解率が得られるわけである。ここでは実験の反応条件を酵素濃度100PU／cc区

は24時間，1000PU／cc区は111寺間，温度はいずれも30～70°Cとし，他は実験1と同様に行つ

た。測定の結果をFig，2に示す。この場合セリシンA及びBはほぼ1〒i］様の加水分解｝郭を赤し，

酵素量100PU／ccの場合50°C附近，1000PU／ccの場含には60°C以上の温度において最大の

値を示すことがわかる。

　3pHの影響：最適pHに関してはCasein－Folin色法で8．0，　Casein－formo1滴宙1去で

8．0～9。0なる値が報告6）されている。ここでは反応液に正確なpH値を保たしめるため，緩

衝液濃度を0，1Mに高め，酵素濃度100PU／cc，50°C，各種pHとし以下実験1と団様な条件

一ドで実験を行つたがその結果はFig．　3の如くである。セリシンAおよびBは共にpH　S・　O附近

で最大の活性度を示し，pH　8．0の上下いずれに移動しても加水分解率が著しく減少すること

がわかる。
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　　　and　time　Qf　reaction。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　time　of　reactlon・

　4　酵素的に見たセリシンA及びBの性質：これまでの結果より見て・セリシンAとセリシ

ンB銀く似た性質のものであることカ・騰される・酵が化学㈲・どのように異るものであ

るかについての決論はまだ決つていない。例えば最近のアミノ酸分析結果13）によればこれは同

一でなく，赤外線スペクトル等の物理的研究14）ではそのアミノ酸の結合順序及び結合の大きさ

において相異しているとの見方がなされているようである。

　ここではそのことに関して少しく別の面から検討するべく実験を行なつた。即ち分別両セリ

シンに対するこの酵素の反応速度変化について測定を行なつて見るとその結果はFig．4および

Fig，5に示す如くである。この結果を解析して兇るに，反応は簡単な合成基質に見られたよう

な一次反応9）でもなければまた更に高次の単一な反応というわけでもない。これは時間と共に消

財る何種類かの反応の集積なので劾，樋のペプタイ蠕合一1晦に割りつけた反応臓

定数の全体から得られる曲線と見ることが出来よう。若しこの酵素の基質特異性が高く，特に

両セリシンの舗アミ・酬1その舗量に大き媛のあるアミノ酸の痛拾点に主として反応す

るような場合には，当然両セリシソの分解曲線に大きな差異が表われるであろう。ところがこ

のStreptomyces　griceusプロテアーゼは広範な基質特異性を有するため，両セリシンのアミノ

酸細姫びに結合川貢序醗1柚に似ているなら1ま一音　に僅小の差があつゾ・としても1賭の闇で

は殆ど同様の曲線が得られるはずである。この実験の結果から見ると分別両セリシンのアミノ

酸組成及びその結禽順序は非常に近いものであることが想像される。

　なお筆者等はこの酵素を用いてセリシンrliの不安定物質の分析を研究中である。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　Mosher法により得たセリシンAおよびBに対するStreptomyces　gr21ceusプロテアPゼの

作用を検討し，次の如き結果を得た。

　1．　この酵素はセリシンに対してペプシンおよびトリプシンの約2倍の加水分解能を有す

る。
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　2・　セリシンAおよびBに対する作用はほぼ同じであり，分別両セリシンの抵抗性はカゼイ

ンおよびKCPに比して可なり大である。加水分解最適pH8．0，最適温度は24時間反応にお

いて約50°C，1　II“：間反応においては60℃以上である。

　3．StrePtomyces　gγiceasプPテアーぜによる加水分解の各種条件下において，分別両セ

リシンは同一の反応を示すことから互に極く近いアミノ酸組成およびアミノ酸結合順序を有す

るものと見られる。
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Summary

　The　author　studied　on　the　action　of　Str｛？ptomyces　griceus　protease　on　the　sericin　fractions

Aand　B，　prepared　by　means　of　Mosher’s　method，　The　results　obtained　are　as　follows；

　1　This　protease　has　a　high　efficiency　in　hydrolysis　of　sericin　about　twQ　times　as　much　as

those　of　pepsi亘and　trypsin，　The　optimum　pH　is　8．　O　and　the　optimum　temperature　is　about

50°Cfor　protease　to　digest　sericins　during　24　hours，　or　about　60gC　for　the　d量gestion　during

lhour．

　2　Since　the　both　sericin　fractions，　which　are　Iess　hydrolyzed　than　casein　and　KCP，　are

allnost　equally　acted　by　this　protease，　it　seems　that　each　of　the　sericins．is　almost　equaUy

in　the　amino　acid　contents　and　the　linkage　order　of　these　amino　acids。

　（LabOi’atory（ゾ2＞詑彦ural　Textile　Chenzistry，　FacultyげTextile　and　Sericulture，　Shinsliu　UniVersity）


