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　 Lipase　of　the　lntestine　of 万 ＠ 如 纏 o ’ゴoα was 　purified　by　ammonium 　sulfate 　precipitatlon，　followed　by　ion−ex −

change 　 chromatography （DEAE −
cellulose ），　 chromatofocusing （Polyexchanger　PBE 　94），　 and 　gel　filtration

（Sephadex （｝
−100）．

　 The 　lipase　was 　found　to　be　a　single 　band　when 　examined 　by　electrophoresis ，

　 The　speci 丘c　activity 　of 　the　purified　enzyme 　was 　177　times　higher　than 　that　of　the　crude 　extract ．

　 The　lipase　had　a　molecular 　weight 　of　46，000，　showed 　the　highest　activity 　at　pH 　7．5　and 　35℃，　and 　was 　stable

at　pH 　6．5−8，5　and 　below　40
°C．　The 　Km 　of 　the　enzyme 　for　olive 　oil　was 　calculated 　to　be　O．7mM ．　Its　activity 　was

inhibited　by　Cu2｝，Cd2 ＋ ，Ni21，Hg2 ＋ ，PCMB ，　and 　CH21COOH ．

　 This　 enzyme 　 speci 且cally 　digested　Tributyrin　and 　Tricaproin，　 whereas 　it　digested　1，2−diolein　and 　 1−

monoolein 　more 　than　1，3−diolein　and 　2−monoolein ．　The　enzyme 　well 　decomposed　soybean 　oil　and 　coconut 　oi1．
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　脂質は魚類 の 重要 なエ ネル ギー源で あ り，養魚飼

料 に お け る脂質の 添加効果は古 くか ら認め ら れ，タ

ン パ ク質の 節約効果が 期待され て い る 。

　養魚飼料に は 魚種 に適した脂 質の 添加量 があ り，

また，添 加す る脂質の種類に よ っ て魚 の 成 長や飼料

効率に 及 ぼ す 影響 が異 な る とい われ て い る。D こ の

要 因 と し て 消化管 中 に おけ る脂質分解酵素 の 分解能

が関与 し て い る と考え られる 。 しか し，魚類の脂質

成 分 の 分解挙動の詳細は 不 明な点 が多 く，その 分解

に関与す る消化管中 の 脂質分解酵素に 関 す る研究は

他 の 消化酵素に 比 べ ，著 し く遅れ て お り ， わ ず か に

ニ ジ マ ス，2） ス ル メ イ カ ，3）コ イ
4：1 に つ い て の 報告が

み られ るに過 ぎな い
。

　著者ら は ，合理 的な養魚飼料 の 開発に 必 要な基礎

的知見 を 得る た め ，現在 ，養殖 され て い る テ ラ ピア

四 」妙 如 祕 o齔 α を用い て ， 主要な消化器官よ り各種

消化酵素 の特性 に つ い て検討を行 っ てお り，す で に

テ ラ ピ ア の 胃 よ りア ミ ラ
ー

ゼ 5〕お よ び プ ロ テ ア ー

ゼ 6〕 を 各 1 種 ，腸 管 よ りア ミ ラ ーゼ 2 種，7）　orL グ ル

コ シ ダーゼ 2 種 ，8）プ ロ テ ア
ー

ゼ 2 種
9
愉 単離 し，

それ らの 詳細 な性状に つ い て報告した 。

　今回 は ，テ ラ ピ ア の 腸 管 リパ ーゼ を分離，精製

し ， そ の 性状 につ い て検討 し た の で報告す る。

実 験 方 法

試料 　前報
9｝と同様に体長約 35cm ，体重約 1kg

＊ Tel ：81−3−5477 −2392，　 Fax ：81−3−5477−2623，　 E−mail ： akiko ＠ nodai ．ac．jp
a
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ture，　Tokyo，156−8502 ，　Japan）
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の テ ラ ピ アか ら腸管 を採取 し，腸管の 内容物を蒸留

水 に て十 分に除去 し た 後，
− 80℃ に凍結保存 し適

宜 実験に供 した 。

　粗酵素の 調製　試料に冷 ア セ トン （− 20℃）を

加 え ， ホ モ ジ ナ イ ズ （ワ
ー

リ ソ グ ブレ ソ ダー，

5，000　r．pm ，5 分 間）し，ろ紙 に て 吸引ろ過 し脱脂

処理 を行 っ た。 こ れにプ ロ テア
ーゼ に よ る作用を防

ぐた め ， 1mM に な る よ う に イ ソ プ ロ ピル フ ロ ロ リ

ン 酸 を添加 した O，1M リ ン 酸 緩 衝液 （pH 　7．5）を

加 え ホ モ ジ ナ イ ズ （ヒ ス コ トロ ソ ，5
，
000　r．p．皿 ．，5

分 間） し ，4℃
，
3 時 間 撹 拌 抽 出 後 ，遠 心 分 離

（10，
000 × g，15 分間 ，4℃） し，上 澄液を抽出液 と

した 。 こ の 抽 出液 を 硫安塩析 （65％ ） し て 沈殿 画

分 を分取 し，前述の 緩衝液に溶解 して透析 し粗酵素

液 と し，以 下の精製に供 した 。

　酵素活性の 測定　オ リ
ーブ 油 10g を 0．2％ 胆汁

酸 （タ ウ ロ コ
ー

ル 酸 ナ ト リ ウ ム ）を 含む 0．1M リ

ン 酸緩 衝 液 （pH 　7．5）40　mL に添加 し ， 超 音波処

理 して 乳化 し調製 し た 基 質 0．5mL に 酵素液 0．5

mL を加 え，35℃ で 30 分間 の 反 応 を行 っ た。反応

後 ， 生成 し た 遊離脂肪酸量 を Lowry −Tinsley法 10）

で 測定 した 。 す なわ ち，反応液 1mL に酢酸銅一ピ

リ ジ ン 溶液 1mL を加 え 混 合し，ベ ン ゼ ン 3mL を

加え 振蘯 機 （大 洋科学 工 業  ： RECIPROSHAK −

ER 　SR − 1 ）を用 い て 10 分間振盪撹拌 （300回 1分）

後，遠心 分離 （3，000Xg，15 分 間）を行 い ，ベ ン ゼ

ン 層の 715　nm に おけ る 吸 光度を測定 した 。な お ，

リ パ ー
ゼ 活性 は 35℃ ，1 分間 に遊離脂肪酸 1μ皿 01

を生成 す る酵素力価を 1 単位 と した。

　 タ ン パ ク質の 定量 　ク ン パ ク質の 定量 は，Lowry

法 の 改良法
11〕に よ り行 り た 。

　 DEAE 一セ ル ロ
ース イオ ン交換 ク ロ マ トグラ フ

ィ
ー　20mM リ ン 酸緩 衝液 （pH 　7．5）で 緩衝化 し

た DEAE 一セ ル ロ ース カ ラ ム （1．5 × 18　cm ，和光純

薬工 業  ）に 粗酵 素液 を添 加 し ， 前述の 緩衝液 100

mL を流下 した後，同緩衝液 150　mL と O．6　M 　ta化

ナ トリ ウ ム 溶液 150mL の 直線的濃度勾配に よ る グ

ラジ ェ ソ ト溶出を行 っ た 。

　 ク ロ マ トフ ォ
ー

カシ ン グ　ポリパ ッ フ ァ
ー交換体

（PBE94 ，フ ァ ル マ シ ア 社製）を 25　mM ヒ ス チ ジ ン

ー
塩 酸緩衝 液 （pH 　6．2 ）で 緩衝化 し た後 ，カ ラ ム

（1．2 × 20cm ）に充填 した 。 溶 出はポ リバ ッ フ ァ
ー

74一塩酸溶液 （pH 　3．0）200　mL で行 っ た。

　 ゲル ク ロ マ トゲ ラ フ ィ
ー

　セ フ ァ デ ッ ク ス G −

100 カ ラ ム （1．5 × 85cm ） を 20　mM リ ソ 酸緩衝 液

（pH 　7．5）で 平衡化し用 い た 。 溶出は前述の 緩衝液

200mL で行 っ た。

　純度検定　デ ィ ス ク 電気泳動法に よ り純度検定を

行 っ た。すな わち ， 永井の 方法12）に 準 じて 分離用

ゲ ル （10％ ポ リア ク リル ア ミ ド， pH 　8．3）を調製

し，こ れ に試料 タ ン パ ク質 （0．2　mg 　protein／tube）

を添加 し，泳動 （2mA ！tube ）を行 っ た。

　分子 量の測定　前報 s）　／，と 同様ゲ ル ろ過法13）お よ び

SDS −PAGEi41に よ り測定 した。

　等電点の 測定　前報
9 丿 と同様に 電 気泳動装置 （ロ

ト フ ォ ア ， 日本バ イ オ ・ラ ッ ドラ ボ ラ トリーズ 社

製）を用 い ，泳動 （4℃，300V ，4 時間）を行 っ た 。

結果お よび考察

　酵素の精製　粗酵素液を DEAE 一
セ ル ロ ース カ ラ

ム に よ り分離 した結 果 ，Fig．1 に 示す よ うに，リ

パ ーゼ は DEAE 一セ ル ロ ー
ス カ ラ ム に 吸着 し，塩化

ナ ］
・
リウム濃度 0．3M 付近に 溶出 され た 。 次に こ

の活性画分を ク ロ マ トフ ォ
ーカ シ ン グ で精製を行 っ

た結果 （Fig．2），リパ ー
ゼ活性は pH 　4．6 付近 に溶

出 され ， こ の 活性画分に つ い て セ フ ァ デ ッ ク ス G −

100 カ ラ ム に よるゲル ろ過 を行 っ た と こ ろ ， 単一
な

活性 ピ ー
クを得た （Fig．3）。本活性画分に つ い て

デ ィ ス ク 電気泳 動に よ る純度検定を行 っ た結果，単
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Fig，1．　 Ion−exchange 　chromatography 　of　intestine　li−

　 pase 　from　Titapia　on 　DEAE ℃ ellulose ．　Crude　en −

　 zyme ，　 after 　（NH 生）2SO4 　precipitation，　 was 　 ap −

　 plied　on 　a　DEAE −cellulose 　column （1．5　x　18　cm ）

　 previously　 equilibrated 　 with 　20　mM 　 phosphate
　 buffer（pH 　7．5）．The　enzyme 　was 　eluted 　by　the　li−

　 nar 　gradient　 with 　20　mM 　phosphate　buffer（pH

　　7．5）and 　O．6　M 　NaCl　sQlution （300　mL ）．．．．，　pro・

　　tein（absorbance 　at　280　nrn ）；
一●一

，
　lipase　activity ；

　 一，lipase　fraction．
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Fig．2。　Chromatofocusing　 of　 intestine　 lipase　 from
　　Tilapia．　The　 enzyme 　 was 　 applied 　 on 　 a　polyex−

　 changer 　column （PBE94 ，1，2x20 　cm ）previously

　 equilibrated 　wi 亡h　25　mM 　histdine−HCI 　buffer（pH
　 6，2），and 　then 　the　enzyme 　was 　eluted 　with 　poly−

　 buffer　74−HCI （pH 　3，0）．一．．，　protein（absorbance

　 at　280　n 【n ）；
一
●
一，　lipase　activity ；

一，　pH ；
一，　lipase
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Fig．3．　Gel　filtration　of　intestine　lipase　from　Tilapia

　 on 　 Sephadex 　 G−100．　 The 　 enzyme ，　 after 　 chro −

　 matofocusing ，　was 　applied 　on 　a　Sephadex 　G−100

　 column 　 （1．5× 85　cm ）　previously　equilibrated

　 with 　20　mM 　phosphate　buffer（pH 　7，5），and 　then

　 the　enzyme 　was 　eluted 　with 　the　same 　buffer．・．，
　 protein （absorbance 　at　280　nm ）；

一
●
一，　lipase　activ−

　 ity；一，　lipase　fraction，

一
な タ ン パ ク質バ ソ ドを示 し，高度 に精製 され て い

る こ とが確認された （Fig．4）。

　 以 E，リパ ー
ゼ の精製過程の結果を Table 　1 に示

した。本精製酵 素 の 比 活性は抽 出液に 比 べ
， 177倍

に 上 昇 し，活性回収率 は約 20％ で あ っ た 。

　精製酵素の性状

1．胆 汁酸の 影響　オ リーブ油 20g に 0．1M リン

酸緩衝液 （pH 　7．5） 80　mL を 加 え ，こ れ に 胆汁酸

（タウ ロ コ
ー

ル 酸ナ ト リ ウ ム ）を反応 時に O．05〜

2．0％ と な る よ う に それぞれ添加 し乳化し た 。 こ れ

を基質溶液 と し ， こ れ に酵素を加 えて 反応 させ，そ

の 生成 遊離脂肪酸量を Lowry−Tinsley法 10）に よ り

測定 し，酵 素 の 活性 に 対 す る 胆汁酸濃度 の 影響 を 調

べ た 。 そ の 結果 （Fig．5）， 反応時に おけ る胆汁酸

濃度が 0．1％ にお い て 最 も高い 活性 を示 し，最適濃

度は 0．1％ と推察され た。魚類の 腸管 中 の 胆汁酸濃

Fig．4，　 Disc−polyacrylamlde 　gel　 electrophoresis 　of

　 purified　intestine　lipase　from　Tilapia．

　　 The 　purified　enzyme （0．1mg ）was 　applied 　to

　 10％ polyacrylamide　gel （pH 　8，3）．

　 　 The 　gel　 was 　stained 　 for　protein　 with 　 Brom−

　 phenol　blue．

度 の報告は み られ な い が ，こ の濃度 はサ バ Scomber

刀ヵ0痂 覦 5 肝臓の 胆汁酸濃度15）とほぼ 同様 な値 で あ

っ た。

2． pH お よ び 温 度 の 影響 酢酸緩衝液 （pH 　4．5〜

Table　1．　Summary　of　purification　process　of　intestine　lipase　of 　Tilapin

Stages Total　protein　　Total　activity 　　Specific　activity 　　　Pur量fication　　 Y 量eld

　 （mg ）　　　　　　　　（units）　　　　　（units ／mg ）　　　　　 （fold）　　　 （％）

Extact＊

Crude 　enzyme

DEAE −
cellulose 　chromatography

Chromatofocusing
Gel−filtration　on 　Sephadex−GIOO

89054210

　 93
　 32

　 12

2166．81411

．5881

．5620

，8425

．1

0．20

．39

．519
．435

，4

　 1．0

　 1．547

，597

，0177

．0

10065412920

＊ Acetone−defatted　tilapia　intestine（30g 〕was 　used ．

N 工工
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Fig．5．　Effects　of 　bile　concentration 　on 　the　activity

　 of　intestlne　lipase　from　7
’
ilapia．

　　 The　activity 　was 　deterrnined　at 　35℃ for　20　min
　 in　various 　bile　concentrations 　and 　expressed 　as 　a

　 percentage　of 　the　activity 　under 　non 曹addition ・
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Fig ．6．　 Effects　of 　pH 　and 　temperature　on　the　activity

　 and 　stabnity 　of　intestine　lipase　from　Tilapia．

　 　 Buffers　used 　were 　O．1Mcitrate （pH 　4．5−5．5），

　 0．1Mphosphate （pH 　5．5−8，0）and 　Tris−HCI （pH

　 8．0−9．5）．

　　 Optimum　activity：the　reaction 　was 　carried 　out

　 for　20　min 　with 　pH 　alteration （at　35℃）or　with

　 temperature　alteration （at　pH 　7．5），
and 　the　acti −

　 vity 　was 　expressed 　as　a　percentage　of　the　maxi
−

　 mum 　activity ．一●一，　lipase　activity ．

　　 Stabilities　against 　pH 　and 　temperature ：the　en −

　 zyme 　was 　preincubated　at　various 　pH 　at　35℃ for

　 30min　 or 　at　various 　temperatures 　at　pH 　7．5　for
　 　30min 　 and 　 the　 remaining 　 activity 　 was 　 deter・

　 　mined 　at　35℃ for　30　min 　and 　expressed 　as　a　per−

　　centage 　of　the　initial　activity ．＿闘＿，　lipase　sta −

　 bility．

時の 腸管の pH 　7．5 と 同 じ で あった 。 ま た ， 本腸管

リ パ ーゼ の 最適 pH は ニ ジ マ ス Salmo　gairdneriの

腸 管 リパ ー
ゼ （pH は 6．8−7．6），2）ス ル メ イカ Om −

mastrePhes 　sloani の 腸管 リ パ ーゼ （pH 　7．4）3） とほ

ぼ 同様 の値であ っ た 。なお，本活性 は pH 　6．5〜8．5

（35℃，30 分間）の範囲 で 安定で あ っ た。

　各温度に おけ る 活性 （pH 　7．5）お よび各 温度 で

30 分間処 理 した後 の 残存活性 を測 定 （pH 　7．5
，
35

℃ ） し，最適温度 お よび温度安定性 を求め た （Fig．

6）。そ の 結果，精製酵素は 35℃ で 最大活性 を示

し，そ の 活性 は 40℃ 以 Fで 安定 で あ っ た 。 最適温

度は ，
ニ ジ マ ス （25℃ ）

2）お よび ス ル メイ カ （30

℃）
3〕腸管 リパ ー

ゼ に 比 べ や や高 い が，テ ラ ピ ア と

同 じ く雑 食魚 で 生 息温 度 が ほ ぼ 同 じ で あ る コ イ

Cyprinus　carpio の 腸 管 リパ ーゼ （35− 40℃ ）4〕と ほ

ぼ同様な最適温度で あ っ た 。 魚類 の脂肪酸代謝は，

環境温 度の 影響 を 受け る こ とが 知 られ て い る
16 ）

が ，こ の結果か ら ， リパ ーゼ の最適温度も生育環境

温度と何らか の 関係 があ るもの と考え られた。

3． 分子 量，等 電点 お よ び Km 　本酵素の 分子量は

ゲ ル ろ 過法 お よ び SDS −PAGE に よ る 測定 の 結果，

約 46，000 と推定され ， ブ タ膵臓 リパ ーゼ （分子量

45，000〜50，000）17） と同様の 分 子量 で あ っ た （Ta −

ble　2）。 また，両法 で 同様 の値を示 した こ と か ら本

酵素は 1 本鎖 ポ リペ プ チ ドで あ る こ と が 示 唆さ れ

た。

　等電点は pH 　4，9 を示 し，こ の値 は テ ラ ピア腸管

cr
一グ ル コ シ ダーゼ 8）と 同 じ 値 で あ っ た。本 リパ ーゼ

の オ リ ーブ油 に 対 す る Km を Lineweaver−Burk の

方法 に 従 い 検 討 した と こ ろ，Km は O．7（mM ）で あ

っ た。

4． 各種試薬の影響　酵素液に 各種試薬を 1mM に

な る よ うに 加 え ， 35℃ で 30分間処理 した後，残 存

酵素活性を測定 （pH 　7．5）した。活性は試薬無添加 の

活性値 を 100％ と し，相対 活 性 で 示 し た （Table

Table　2．　 Properties　of 　intestine　lipase　of　Tilapia

Properties Intestine　lipaSe

5．5），リン 酸緩衝液 （pH 　5．5〜8．0）お よび ト リ ス
ー

塩 酸 緩衝液 （pH 　8．O〜9．5）を用 い ，最適 pH お よ

び pH 安定性 を 測定 し た結 果 （Fig．6），テ ラ ピ ア

腸管 リパ ーゼ の 最適 pH は 7．5 で ，こ の 値は ，空腹

Molecular　weight

　 Gel　filtration

　 SDS −PAGE
Isoelectric　point
Km （mM ）

＊

46，00046

，000

　 　 4．9

　 　 0，7

＊
　substrate ：01ive　oi1
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Table　3．　 Effect　of 　various 　reagents 　 on 　the　activity

　 of　intestine　lipase　of　Tilapia　　　　　　　　　　　　（％）

Reagents Reagents

NoneKClCaC12MgCl2AICI3PbC12ZnCl2Nic121001101029895957045HgCl2CdCl2CuCl2EDTA

＊1

DFP ＊ 2CH21COOH

PCMB ＊ 3

尸
D8n

コ

98

厂
DO

4319Q

ゾ
ワ】

2

Table 　4．　Effect　of 　triacylglycerols 　on 　intestine

　 lipase　activity　of　Tilapia

Substrates（10　mM ）　　 Relative　hydrolysis（％）

Triacetin

Tributyrin

Tricaproin
Tricaprylin

Tricaprin

TrioleinTrilinolein

　 41008211

　 8
　 6

　 5

Tlle　 enzyme 　 was 　preincubated 　 with 　l　mM 　 of 　 various 　 rea −

gents　at　35℃ for　30　min ，　and 　the　remaining 　activity 　was 　de−
termined　and 　expressed 　as 　a 　percentage 　of 　the 　activity 　under

non −addition ．
＊ lEDTA

：ethylenediaminetetraacetic 　acid ．
＊2DFP

： diisopropyl　fiuorophosphate．
＊3PCMB

：p−chloromercuribenzoic 　acid．

The 　reaction 　was 　carried 　out 　at 　35℃ for　20　min 　with 　various

substrates 　and 　the　activity 　was 　dete  ined　and 　expressed 　as

apercentage 　of　the　activity 　with 　tributyrin 　as 　substrate ．

Table　5。　The 　Km 　 values 　 of 　intestine　lipase　 of 　Tilapin

Substrates Km （mM ）

3）。 精製酵素は Cu2 ＋

，　 Cd2 ＋

，　 Ni2＋

，　 Hg2
〒

に よっ て

阻 害され ，PCMB と CH21COOH に よ っ て も活性

が低 下 した。1mM 　PCMB お よび CH21COOH に よ

っ て 20〜25％ と著 しく活性 が 低下 した こ とか ら，

活性 発現 に SH 基 が関与 し て い る こ と が推察 され

た 。
ラ ッ ト肝臓 リパ ーゼ で も ，

Hg2 −
，PCMB ，　CH2

1COOH に よ っ て活性 が阻害され る こ とが報告 18）
さ

れてお り，阻害剤 に 対す る影響は本酵素 と同様で あ

っ た。

5，基質特異性　酵素液 0．5mL （5units）に 最終

濃 度 が 10mM とな る よう に 各種基質溶液 0．5　mL

を加 え ，35℃ で 20 分 間反応 さ せ ，Lowry −Tinsley

法
10〕で 生 成 遊 離脂肪酸 量 を 測 定 し た 。 基 質 に は

SIGMA 社製の トリオ レ イソ （製品番号 ：T7752 ），

ト リ リ ノ レ イ ン （T9517）， 1，2一ジ オ レ イ ン

（D8394 ），1
，
3一ジ ォ レ イ ン （D3627 ），1一モ ノ オ レ

イン （M1890 ），2一モ ノ オ レ イン （M2787）， 東京

化成工 業社製の ブチ ル オ レ イ ン ， ト リア セ チ ン ，ト

リブ チ リ ン ，ト リ カプロ イ ン ，ト リ カ プ リ リン ，ト

リカ プ リ ン を用 い た 。

　精製酵素 の 各種 トリ ア シ ル グ リ セ ロ ール に対す る

分解作用に つ い て検討 した （Table　4）。 本酵素は ト

リ ブ チ リン に 最も よ く作用 し，こ の 活性値を 100％
とし相対活性 で 示 し た と こ ろ ， トリ カプロ イ ン では

82％， ト リ オ レ イ ン ， ト リ リ ノ レ イ ン に 対す る活

性は 各 々 6 ％ お よび 5 ％ を示 し ，ス ル メ イ カ
3）や

ラ ッ トIS〕の 腸 管 リパ ーゼ と同様に ，短 鎖 か ら長鎖

Triolein1
−Monoolein

2−Monoolein
1，3−Diolein

1，2−Diolein

0，80
．71

，01

．3G
．6

The　reactiQn 　was 　carried 　out 　at 　35℃ for　20　min 　with 　various

substrates 　and 　the　activity 　was 　determined　and 　expressed 　as

apercen 亡age 　of　the　activity 　with 　tributyrin　as 　substrate ，

脂肪酸の ト リ ア シ ル グ リセ ロ ール に作用 した 。 な

お，リパ ー
ゼは基質界面に 吸着 し作用 す る た め ，乳

化性 に優 れて い る低 級脂肪酸の ト リア シ ル グ リ セ

ロ ール に 対 す る分解作用が大 きか っ た も の と推察し

た 。

　各種ア シ ル グ リ セ ロ ール に対 す る K 、n を検討 した

結 果 （Table　5 ），ト リ オ レ イ ン 0．8　mM ，1，
2一ジオ

レ イ ン 0．6　mM
，
1

，
3一ジ オ レ イ ン 1．3mM ，1一モ ノオ

レ イ ン 0．7mM お よび 2一モ ノ オ レ イ ン 1．OmM で

あ っ た 。こ の よ うに 本酵 素 は 1β一
ジ ア シ ル グ リ セ

ロ ール に 比 べ 1，2一ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー
ル に ，2一モ

ノア シ ル グ リセ ロ ール に 比 べ 1一モ ノア シ ル グ リセ

ロ
ール に親和性 が大き く，トリア シ ル グ リセ ロ ー

ル ，

1，2一ジ ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル お よ び 1一モ ノ ア シ ル グ

リ セ ロ ール に 対 し同様 の 高 い 親 和性を示 した 。

　次 に 各ア シ ル グ リセ ロ ール に 対する精製酵素 の 分

解作用 に つ い て 検討 を行 っ た （Table　6）。 トリ オ レ

イ ン に 対 す る 活性値 を 100％ と し相対活性で 示 し

た 結果 ， 本酵素は 1，2一ジオ レ イン で は 141％ ， 1一モ

N 工工
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Table　6．　 Effect　 of　 substrates 　 on 　intestine　lipase

　 activity　of　Tilapia
Table　7。　Effect　of　oil　on 　intestine　lipase　activity 　of

　　Tilapia

Substrates（10　mM ）　　 Relative　hydrolysis（％） Fat　and 　oil

TrioleinButyl
　oleate

1−Monoolein
2−Monoolein

1β一Diole正n

1，2−Diolein

100481228562141

The　reaction 　was 　carried ‘エut 　at 　35℃ for　20　min 　w 三th　various

substrates 　and 　the　activity 　was 　determined ．

Olive　oil
Soybean 　oil

Corn　oilCoconut

　 oil

Relative　hydrolysis（％）

　 　 　 　 100

　 　 　 　 200

　 　 　 　 104
　 　 　 　 174

The 　react 星on 　was 　carried 　out 　at 　35℃ for　20　min 　with 　various

substrates 　and 　the　activity 　was 　determined　and 　expressed 　as

apercentage 　of　the　activity 　with 　olive 　oil　as　substrate ．

ノ オ レ イ ン で は 122％ の 活性 を 示 し，1，2一ジ オ レ イ

ン ，1一モ ノ オ レ イ ン に 対し高 い 分解作用が認め ら

れた 。 こ れ に 対 し，1，3一ジ オ レ イ ン お よび 2一モ ノ

オ レ イ ン に対す る 活性 は ト リ オ レ イ ン に 比 べ 62％

お よび 85％ を示 し，ブ チ ル オ レ イ トで は 48％ と

トリオ レ イン の 約 1／2 の 活性 であ っ た 。

　 こ の 結果か ら，本酵素は ア ン ル グ リ セ ロ ール の 1

（3）位お よ び 2 位の い ず れ に も作用す る が 1（3）位 を

優先的に切断し ， ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ール ，
1

，2一ジ

ア シ ル グ リ セ ロ
ー

ル お よび 1一モ ノア シ ル グ リセ

ロ ール に 対す る作用が大 きか っ た 。

　以上，各ア シ ルグ リセ ロ ール に対す る基質親和性

な らび に分解作用 の 結果か ら ， 本酵素に よ る ト リア

シ ル グ リ セ ロ ール の 分解は 1，2一ジ ア シ ル グ リ セ

ロ ール ，
1一モ ノ ア シ ル グ リセ ロ ール を経て 脂肪酸

と グ リセ ロ ール に 速や か に 進行す るもの と推察 され

た 。

6， 各種 油脂に対 す る 分解性 　養魚飼料 に添加 す る

油脂 に関す る知 見を得る た め，本酵素の 各種油脂に

対 す る 分解作用 に つ い て 検討 し，そ の 結果を Table

7 に 示 し た 。 オ リ
ー

ブ油 に 対す る 分解率 を 100％ と

し，相対値で 示 した と こ ろ ，コ
ー

ン 油 は オ リーブ油

とほぼ同様 な分解率を示 した の に対 し ，
コ コ ナ ッ ツ

油は 174％ とや や高 く，大豆 油は 200％ とオ リー

ブ 油 の 2 倍 と 本試験に お い て 最も高 い 分 解率を示

した 。 本酵素は短鎖脂肪酸 ト リア シ ル グ リ セ ロ ー
ル

の ト リ カ プ ロ イン ，トリ ブチ リン を よ く分解 した こ

とか ら，他 の 油脂 に 比 べ 低級脂肪酸か らな る コ コ ナ

ッ ツ 油 の 分 解 率が高 か っ た もの と推察 さ れ た 。 ま

た ， 本酵素は 大豆油 に対し高い 分解性 を示 し，テ ラ

ピア の養魚飼料へ 添 加す る油脂 として大豆油の優位

性が示唆された 。 なお，大 豆 油 と コ ー
ン 油 は 同 じ く

半乾性油であ るに もか か わ らず ， 大豆油の 分解率が

大 きか っ た要因 に つ い て は 脂肪酸組成 ，トリ ア シ ル

グ リ セ ロ ール 組成 お よび 各脂肪酸の 位置特異性 な ど

の相違が関係 して い る もの と推察 され る が ， 詳細に

つ い ては今後検討 する予定 である。

　以 上 ，テ ラ ピア 腸 管 か ら リパ ーゼ を抽 出 し，

DEAE 一セ フ ァ ロ ー
ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー，ク ロ マ

トフ ォ
ーカ シ ン グ お よ び ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを

用 い て精製を行 い ，得られた精製酵素の 性状に つ い

て 検 討 した。精製酵素は分子量 46，000，等電点 4．9

で ，pH 　7．5
，
　35℃ で 最 大 活性 を示 し，そ の 活 性 は

pH 　6．5〜8．5 お よ び 40℃ で 30 分間 ま で 安定で あ っ

た。cu2＋

，　 cd2＋

，　 Ni2＋

，　 Hg2 ＋

，　 PCMB お よび cH2

1COOH で 活性が阻害された 。 精製酵素は ト リ ア シ

ル グ リセ ロ
ー

ル ，1
，
2一ジア シ ル グ リセ ロ ー

ルお よび

1一モ ノア シ ル グ リセ ロ
ー

ルに対 し高 い 親和性 を示

し，長鎖 トリ ア シ ル グ リセ ロ ール に 比 べ ， トリブ チ

リン，ト リ カプ ロ イ ン な ど の 短鎖 トリア シ ル グ リセ

ロ ール に対す る分解作用 が大 きか っ たが，一
般的 な

油脂中で は大豆油，コ コ ナ ヅ ツ 油 に 対 し高 い 分解率

を示 した 。

　 本研究 を行 うにあた り，試料の採取に御便宜 を賜

っ た東京 コ イ ク ニ 株式会社に謝意を表 します 。
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