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海産 動 物 内臓 の海 藻細 胞 壁 溶解 酵 素*1
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Algal Cell Wall-Degrading Enzymes from Viscera of Marine Animals

Kuniko Yamaguchi,*2 Toshiyoshi Araki,*2,3 Takahiko Aoki,*2

Chao-Huang Tseng,*2 and Manabu Kitamikado*2

Polysaccharide-degrading enzymes were assayed for the extracts from the viscera of marine 

animals. Agar, alginate, ƒÈ-carrageenan, CM-cellulose, fucoidan, ƒÀ-1, 4-mannan, porphylan, ƒÀ-1, 

3- and ƒÀ-1, 4-xylans were used as substrates. Most of the tested viscera showed only low activity of 

the enzymes, and were useless for the source of protoplast-isolating enzymes to algal thalli. How-

ever, the hepatopancreas of marine snails, topshell and abalone, possessed high activity of alginate-, 

CM-cellulose-, and ƒÀ-1, 4-xylan-degrading enzymes. The extract from the acetone powder of 

topshell hepatopancreas isolated protoplast from thalli of many species of green and several of 

brown and red algae tested. The imperfection of protoplast-isolating activity in the extract may 

depend on the lack of agar-, fucoidan-, porphyran-, and ƒÀ-1, 3-xylan-degrading enzymes. An 

addition of several microbial enzymes increased the protoplast-isolating power of the extract.

プロトプラストを利用した研究は,新 しい遣伝学や育種

学の基礎として発展を続けている。とくに,陸 上植物に

おいては,種 の類縁関係とは無関係に融合するプロトプ

ラストの性質を利用して,こ れまでの人為交配や選択法

では不可能であった新品種の作出に成功している。しか

し,海 藻を対象としたこの分野の研究は遅れており,プ

ロトプラストの分離法も確立され て いな い。緑藻から

は,陸 上植物と同様に,セ ルラーゼおよびペクチナーゼ

の市販酵素標品を用いてプロトプラス トを分離した報告

があるが,1-4)褐 藻 および 紅藻からは緑藻と同じ酵素標

品でプロトプラス トを分離することは困難な よ うであ

る。これは緑藻の細胞壁を構成する多糖類が高等植物と

同じくセルローズを主成分とするのに対して,褐 藻では

アルギン酸 やフコイダン,紅 藻では β-1, 3-キ シラン, β-

1, 4-マンナンまたは ポルフィラン等の海藻特有の多糖類

であることに起因すると思われる。従って,褐 藻や紅藻

の細胞壁を溶解してプロトプラス トを分離するには,こ

れらの多糖類を分解できる酵素標品 の開発が必要であろ

う。そのためには,海 藻を分解する能力のある微生物の

酵素,4-7)ま たは海藻を餌 とする海産動物の消化酵素6,〓)

を利用する方法が考 え られ る。著者らは本研究におい

て,海 産動物内臓の抽出液について,海 藻細胞壁多糖類

分解酵素の活性を調べると共に,プ ロトプラス ト分離能

についても検討したので報告する。

材料および方法

海産動物内臓から酵素液の調製　Table 1に 示 した4

種 の魚の肝臓, Table 2に 示 した3種 の二枚貝とウニお

よびカニの全消化器官, Table 3に 示 した5種 の巻貝の

中腸腺に,そ れぞれ5倍 重量の1%食 塩水を加えて,ウ

ル トラディスパーザーを用いて ホ モ ジナ イ ズ した。

13,000回 転, 30分 間遠心分離して得た上層液を脱脂綿

でろ過し,得 られたろ液を酵素液 とした。魚貝類は一種

類につき複数個を使用し,平 均体重をそれぞれの表中に

示した。

サザエ中腸腺アセ トン乾粉から酵素液の調製　サザエ

中腸腺に8倍 重量の-20℃ に冷却したアセ トンを加

え,ウ ル トラディスパーザーで5分 間ホモジナ イ ズ し

た。-20℃ に1時 間静置後遠心分離し,沈 殿物を減圧

乾燥してから細粉した。粉末に20倍 量の25mM 2-(N-
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morpholino) ethane sulfonic acld (MES)緩 衝 液, PH

 6.0,を 加 え, 0℃ で90秒 間 ウル トラデ ィスパ ーザ ーで

ホ モ ジ ナ イズ後, 30分 間 ス タ ラーで・か く は ん し た 。

13,000回 転 で30分 間遠 心 分離 して 得 た上 層 液 を脱 脂 綿

で ろ過 し,ろ 液 を酵 素 液 と した。

多糖 類 分解 酵 素 の 活性 測 定 法　 0.2%寒 天(キ シ ダ化

学 製,加 熱 溶 解後 冷 却 してか ら使用), 0.5%ア ル ギ ン酸

ナト リウム(和 光 純 薬工 業 製), 0.2%κ-カ ラゲ ナ ン(和 光

純 薬工 業製), 0.5%カ ル ボ キ シ メチ ル セ ル ロー ズ ナ ト リ

ウ ム(キ シダ化 学 製), 1.0%フ コイ ダン(本 研究 室 製),

 0.5%ポ ル フ ィラ ン(本 研 究室 製)の 各水 溶 液1.0mlに

pH 6.0の0.1M酢 酸 塩 緩 衝液0.5mlお よび酵 素液0.5

mlを 加 え, 37℃ で3時 間反 応 させ た 。 また, 1.0% 

β-1, 4-マ ンナ ン(本 研 究 室 製), 1.0% β-1, 3-キ シラ ン 体

研 究室 製), 10% β-1, 4-キ シ ラ ン(片 山 化学 製)の 各 懸濁

液1.0mlを 用 い て同様 に酵 素 を反 応 させ た.反 応終 了

後,反 応液 を100℃ で5分 間 加 熱 した 。酵 素 作 用 に よ

って 生成 した 還元 糖 をNelson-Somogyi法9)で 定量 し,

 1分 間 に1μmolの そ れ ぞれ の基 質 の構 成 単糖(寒 天, 

κ-カラ ゲナ ン,お よび ポ ル フ ィ ラ ン分 解酵 素活 性 はD-ガ

ラ ク トース,ア ルギ ン 酸塩 分 解酵 素 活 性 はD-マ ン ヌロ

ン酸,セ ル ラ ーゼ 活性 はD-グ ル コー ス,フ コイ ダ ン分 解

酵 素 活 性 はL-フコ ース, β-1, 4-マ ンナ ン分 解 酵 素 活性 は

D-マ ン ノー ス, β-1, 3-お よび β-1, 4-キ シラ ン分 解酵 素活

性 はD-キ シ ロー ス)に 相 当 す る還 元 力 を生 成 す る酵 素量

を1単 位 と した 。 な お,懸 濁 基質 を使 用 した 場 合 は,加

熱終 了 後 の反 応 液 を遠 心 分離 して,得 られ た 上 層液中 の

還 元 糖 を定 量 した。

プロ テ ア ーゼ の 活性 測 定法　1.2%カ ゼ イン(メ ル ク

製)液 を調 製 し, Hagiwaraら の 方法10)に よ って測 定 し

た 。1分 間 に1μmolの チ ロシ ンを生 成 す る酵 素量 を1

単 位 と した 。

海 藻 葉体 か らプ ロ トプ ラ ス トの 分離 法　 前 報6)に 準 じ

て 行 った 。す なわ ち, 25mlの パ パ イン 溶液(2%パ パイ

ン, 0.7Mマ ン ニ トール お よび2%塩 化 ナ ト リウムを 含

む50mMトリ ス-塩 酸 緩衝 液, pH7.5)に 長 さ1～3cm

に 切断 した 葉 体 を浸 し, 22℃ で15分 間 振 と うした 。さ

らに,マ ンニ トールMES緩 衝液(0.7Mマンニ トー ル,

 5mM塩 化 カ ル シ ウム, 2%塩 化 ナ トリ ウ ム, 0.5%

 potassium dextran sulfateを 含 む25mM MES緩 衝 液,

 pH 6.0)で 洗 浄後,メ ス で細 断 した 。葉 体 細 断 片 の付 着

水 を ろ紙 で 吸収 除 去 した 。 つ ぎに, 20ml容 三 角 フ ラス

コに2.5%サ ザ エ中 腸 腺 ア セ トン乾 粉抽出 液 を 含 む マ ン

ニ トー ルMES緩 衝 液(以 下酵 素 液Aと 記 述)8mlを

入 れ,ま た は酵 素液Aに β-1, 4-マ ン ナン,ポ ル フ ィラ

ン,お よび β-1, 3-キ シ ラン分 解酵 素 の各1単 位, 0.5%セ

ル ラー ビオ ノズ カRS,お よび0.2%マ セ ロチ ー ムR-10

を 追 加 した酵 素 液(以 下 酵 素 液Bと 記 述)8mlを 入れ,

そ の 各 々 に葉 体 細 断 片 約100mgを 懸 濁 させ, 22℃ で

振 と うした。90な い し150分 後,生 成 した プロ プラ

ス トを 計 数 した 。 計 数 に は トー マ の計 数 盤 を 用 い て, 1

試 料 につ い て5回 行 い,平 均 値 を 求 めた 。

フ コ イダ ン,ポ ル フ ィ ラン, β-1, 4-マ ン ナ ン,お よび β-1

, 3-キ シ ラ ンの 調 製　 フ コイ ダ ンは,市 販 の 塩 モズ クを

原 料 とし, PercivalとRossの 方 法11)に 準 拠 して カリウ

ム塩 を 調 製 した 。 ポ ル フ ィラン は 粉 の りを 原 料 と して

SuとHassidの 方 法12)に 準 拠 して, β-1, 4-マン ナ ンは緑

藻 ミル を 原料 と してLoveとPerciva1の 方 法13)によ り,

また β-1, 3-キ シ ラ ンは 緑藻 イ ワズ タを 原 料 と してIriki

らの 方 法14)に よ り調 製 した 。

供 試 海藻　 プ ロ トプ ラス ト分難 に 使 用 し た 海 藻 は

1987～88年 に福 岡 県 沿岸 海 域 で採 集 した 。

使 用 酵 素　 β-1, 4-マン ナン,ポ ル フ ィラ ン,お よびβ-

1, 3-キ シ ラン 分解 酵 素 は 著 者 らが 自然 界 か ら 単離 した3

株 の 細菌, Vibrio sp. AP-2, Aeromonas sp. F-25,お よ

びVibrio sp. AX-4の 培 養 液 か ら前 法6)と同 様 に調製

し,硫 安 塩 析 した酵 素 を25mM MES緩 衝 液, pH 6.0

に 透 析 して用 い た 。 パ パ イン は ナ ガ セ生 化 学 工業 から,

セル ラー ゼ オ ノ ズ カRS(Lot 203002)お よび マ セ ロチー

ムR-10 (Lot 202012)は 近 畿 ヤ クルト 製 造 か ら購入し

た 。Abaloneア セ トン乾 粉(Lot 55F-9505)は シグマ社

か ら購 入 した 。

実 験 結 果 お よび 考 察

海 産動 物 内 臓 抽 出液 の 多糖 類 分 解 酵素 活性　 9種 類の

海 藻細 胞 壁 構 成 多 糖類 に対 す る酵 素 活 性 を 測 定 し た。

Table 1に 示 す よ うに,供 試 した 魚類 の多 くは雑食性で

あ った が,多 糖 類 分 解 酵 素 活 性 は 低 か った 。Table 2に

示 す よ うに,ウ ニお よび モ クズ ガニ で もセ ル ラーゼ活性

が僅 か に強 い の み で,海 藻プ ロ トプ ラ ス トの分 離に必要

な酵 素 活性 は 持 た な い と推測 さ れた 。一 方, Table 3に

示 す よ うに,海 産 巻 貝中腸 腺 の酵素 活 性 は 他 の動物の酵

素 活性 よ り強 く,と くに サ ザ エ とア ワビは多 くの種類の

多 糖類 分 解 酵 素 を 有 し,ま た それ らの 活 性 も強 い ことが

判 明 した 。 しか しな が ら,サ ザ エ とア ワビ中 腸腺 の抽出

液 で も,海 藻 プ ロ トプ ラス トの分 離 に使 用 され るシグマ

製abaloneア セ トン乾 粉 の 数%抽 出液 と 比 較 す る と

(Table 4参 照),プ ロ トプ ラ ス ト分 離 に必 要 な酵素活性に

は不 足 して い る と推 察 さ れ た 。最 後 に,サ ザ エ中腸腺

の アセ トン乾 粉 か ら酵 素 液 を調 製 して,そ の活 性 を市販

abalone乾 粉 抽出 液 の もの と比 較 した 。結 果 はTable 4

に 示 して い るが,市 販 セ ル ラー ゼ標 品 か らの紬 出液の酵

素 活 性 も同時 に記 載 して い る。 サ ザ エ 中腸 腺 アセトン乾

粉 の 抽 出液 は,ア ル ギ ン酸塩 分 解 酵素, κ-カラ ゲナン分
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Table 1. Activity of polysaccharide-degrading enzymes and protease in viscera of marine animals-‡T

Table 2. Activity of polysaccharide-degrading enzymes and protease in viscera of marine animals-‡U

解酵 素,セ ル ラ ーゼ, β-1, 4-マ ン ナ ン分 解酵 素 お よび β-1

, 4-キ シラ ン分 解酵 素 の活 性 が強 く, abaloneア セ トン

乾 粉抽 出液 の酵 素 活 性 に 匹敵 す るか,あ るい はそ れ 以上

の酵 素 活性 を 示 した 。また, -40℃ で保 存 す る と6カ

月後 もこれ らの酵 素 活性 の 低下 は 見 られ な か った 。 しか

しなが ら,本 抽 出液 は, abaloneア セ トン乾 粉 抽 出液 も

また そ うで あ るが,寒 天,フ コ イ ダ ン,ポ ル フ ィラ ン,

お よび β-1, 3-キ シ ラ ン分 解 酵素 の 活 性 が 弱 くて,こ れ ら

の多糖 類 を細 胞 壁 構成 糖 として 含 有 す る海 藻に対 す る プ

ロ トプ ラス ト分 離能 は期 待 で きな い と推測 され た 。

海藻 葉体 か らの プ ロ トプ ラス トの 分離　 Table 5に 示

す よ うに, 4種 の 緑 藻(ア オ サ,ア ナ アオ サ,ヒ トエ グ

サ,フ ク ロア オ ノ リ)か らは酵 素液Aま た はBを 作 用

させ る と多 数 の プ ロ トプ ラス トが分 離 され た(Fig. 1-A,

 B, C)。5種 の 褐 藻(ア ラ メ,ウ ミウチ ワ,カ ヤ モ ノ リ,

ワカ メ,ワ タ モ)の うち,ア ラ メお よび ウ ミウチ ワか ら

は 酵 素液Aで は プ ロ トプ ラス トの分 離 は なか っ た が,酵

素 液Bで は 少 数 で は あ った が分 離 可 能で あ った 。 カ ヤモ

ノ リ,ワカ メ,ワ タ モに お いて は酵 素液Aに よ り少 数 の

プ ロ トプ ラス トが分 離 され,酵 素 液Bで は よ り多 数 の プ

ロ トプラ ス トが分 離 され た(Fig. 1-D, E, F)。 一方, 4種

の 紅 藻(ツ ル ツル,ス サ ビ ノ リ,ス ジ ウスバ ノ リ,ム カデ

ノ リ)の うち ツル ツ ル,ス サ ビ ノ リ,お よび ム カ デ ノ リ

か らは酵 素液Aで もBで も多 数 の プロ トプ ラス トが分 離

され たが(Fig. 1-G, H, I),ス ジ ウスバ ノリ か らはい ず

れ の酵 素 液 に よっ て も プロ トプ ラス トの分 離 は 全 く な

海産動物内臓の海藻細胞壁溶酵 素 107

(units/wet weight g)

Origins

Average
body weight (g)

Aigo

Siganus 
fuscescens

Umazura-
hagi

Navodon 
modestus

Kyusen

Halichoeres 
poccilopterus

Madai

Chrysophrys
major

Substrates 425 135 152 520

Agar 0.039 0.016 0.086 0.007

Alginate 0.009 0.011 0.074 -

κ-Carrageenan 0.036 0.007 0.014 0.006

CM-Cellulose 0.028 0.022 0.035 0.013

Fucoidan 0.021 - 0.024 

-β-1,4-Mannan - 0.004 0.013 -

Porphylan 0.107 0.102 0.109 0.065

β-1,3-Xylan - - - 0.007 -

β-1,4-Xylan - -  - -

Casein 0.309 0.280 0.124 0.573

-: negligible activity

Viscera: liver.

(units/wet weight g)

Origins Akagai Usukinuta-
agemaki

Magaki Murasakiuni MokuzuganiAnadara broughtoniiSolecurtus wilsoniOstrea gigasAnthocidaris crassispina

Eriocheir 
japonicus

Substrates 146 49 30 85 77

Agar 0.004 0.104 0.008 0.031 0.092

Alginate 0.011 0.144 - - -

κ-Carrageenan 0.044 0.056 0.047 0.047 0.083

CM-Cellulose 0.229 0.234 0.388 0.220 0.255

Fucoidan - 0.155 - 0.028 0.182

β-1, 4-Mannan 0.053 0.163 - 0.004 0.484

Porphylan 0.047 0.087 - 0.006 0.023

β-1, 3-Xylan - - - - 0・009

β-1, 4-Xylan 0.213 0.233 0.138 0.069 0.834

Casein 0.206 0.289 0.218 0.072 0.147

-: negligible activity

Viscera: all digestive organs.



Table 3. Activity of polysaccharide-degrading enzymes and protease in viscera of marine animals-‡V

Table 4. Activity of polysaccharide-degrading enzymes and protease in the acetone powder of 

topshell hepatopancreas and commercial enzyme preparations.

く,葉 体組織の崩壊も観察されなかった。酵素液の作用

時間を24時 間 まで延長してみたが,プ ロトプラス トの

分離は認められなかった。

酵素液AとBの プロトプラス ト分離能を比較すると,

全般的に酵素液3の 分離能が勝り,と くに褐藻を対象と

した場合に明瞭に表れていた。この主な原因 としては,

前述のように酵素液A(サ ザエ中腸腺抽出液)に は寒天,

フコイダン,ポ ルフィラン,お よび β-1, 3-キ シランに対

する分解酵素が不足していること,対 照的に酵素液Bで

はこれらの酵素の一部が微生物起源の酵素によって補充

されていることが考えられる。

海産動物内臓の抽出液中にはプロテアーゼ活性が存在

する。海藻プロトプラスト分離時のプ ロテアーゼの働き

については不明であるが, Table 4に 示すように,市 販

セルラー ビ標品中にもかな り強力なプロテアーゼ活性が

存在すること,お よび予めプロテアーゼ処理した海藻葉

体を使用すると無処理の葉体からよりも多数のプロ プ

ラス トが分離されること7)な どか ら推測すると,幾 らか

のプロテアーゼ活性の存在はプロトプラストの分離に好

影響を与えるようである。

海産動物内臓の多糖類分解酵素活性は個体や漁獲の季

節,場 所によって,市 販酵素標品の活性は標品ロッ トご

とに異なると考えられるので,プ ロトプラス ト分離に不

足 しがちな酵素の含量には注意が必要であろう。また,

本実験で使用した酵素液Bは,サ ザエ中腸腺抽出液, 3

株の細菌の酵素,お よび市販セルラーゼ2標 品酵素の混

合物であ り,強 力でしかも多種類の多糖類分解酵素を含

有 していたにも拘らず,外 観上 は何 らの影響を受けない

海藻もあった。その理由としては,こ れ らの海藻は葉体

が生長して細胞壁が強固であった,細 胞と細胞とが密着
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(units/wet weight g)

Average body
 weight (g)

Origins Kuroawabi Sazae Tenaunishi Nishikiuzu BaiHaliotis discus
Turbo cornutusHemifusus ternatanusTrochus maculatus Babyloma 

japonica

Substrates 389 311 448 20 79

Agar 0.032 0.171 0.082 0.109 0.029
Alginate 0.366 0.482 0.007 0.295 -

κ-Canageenan 0.119 0.189 0.065 0.043 0.111

CM-Cellulose 0.616 1.384 0.191 0.415 0.157

Fucoidan 0.103 - 0.041 0.134 0.052

β-4, 4-Mannan 0.204 0.529 - 0.277 0.070

Porphylan 0.110 0.079 0.101 0.041 0.136

β-1, 3-Xylan - 0.106 0.005 0.117 0.002

β-1, 4-Xylan 1.686 1.477 0.105 0.720 0.128

Casein 0.873 0.018 1.084 0.345 3.271

-: negligible activity

Viscera: hepatopancreas.

(units/dry weight g)

Origins Topshell Abalone Cellulase Driselase MacerozymeSubstratesacetone powderacetone powderONOZUKA-RS
R-10

Agar 0.153 0.153 0.200 - -

Alginate 1.192 2.015 - - -

κ-Carrageenan 0.693 0.447 0.570 3.388 0.877

CM-Celluose 2.544 2.056 23.610 21.844 12.472

Fucoidan 0.120 0.100 - - -

β-1, 4-Mannan 1.201 0.839 8.294 6.339 2.523

Porphylan 0.269 0.087 0.056 - -

β-1, 3-Xylan 0.071 - 0.174 0.349 -

β-4, 4-Xylan 5.258 2.893 37.604 108.979 62.506

Casein 0.078 - 38.880 9.474 -

- : negligible activity.



Fig. 1. Protoplasts isolated from algal thalli.

A: Aosa Ulva lactuca (•~210)

B: Anaaosa Ulva pertusa (•~210)

C: Fukuroaonori Enteromorpha bulbosa (•~420)

D: Kayamonori Scytosiphon lomentaria (•~210)

E: Wakame Undaria pinnatifida (•~420)

F: Watamo Colpomenia bullosa (•~210)

G: Tsurutsuru Grateloupia turuturu (•~420)

H: Mukadenori Grateloupia filicina (•~420)

I: Susabinori Porphyra yezoensis (•~210)
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Table 5. Isolation of protoplasts from algal thalli by topshell hepatopancreas extract (Enzyme A) 
and its mixture with microbial enzymes (Enzyme B)

して酵素が浸透しなかった,細 胞壁に特殊な構成成分を

持っていた,な どが考えられる。より多種類の海藻から

プロトプラス トの分離を可能にする強力な酵素の開発が

望まれる。
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Number of protonlasts isolated*

Algae
Enzyme A Enzyme B

Chlorophyta

Aosa Ulva lactuca ++++ ++++

Anaaosa Ulva pertusa +++ ++++

Hitoegusa Monostroma nitidum ++++ +++++

Fukuroaonori Enteromorpha bulbosa +++ ++++

Phaeophyta

Arame Eisenia bicyclis - +

Umiuchiwa Padina arborescens - +

Kayamonori Scytosiphon lomentaria + + + +

Wakame Undaria pinnatifida ++＋ ++++

Watamo Colpomenia bullosa ++ ++++

Rhodophyta

Tsurutsuru Crateloupia turuturu +++++ +++++

Mukadenori Grateloupia filicina ++++ ++++

Susabinori Porphyra yezoensis ++++ +++++

Sujiusubanori Acrosorium polyneurum - -

* Number of protoplasts isolated from ca . 100mg of algal thalli in 8ml of enzyme solution.

- 0

+ 100-103

++ 103-104

+++ 104-105

++++ 105-106

+++++ 106-107
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