
はじめに

北海道におけるホタテガイの年間生産量40万トンのう

ち，約３割は垂下養殖により生産される。ホタテガイの

垂下養殖現場では生産性を損なうへい死対策技術の開発

が遅れており，養殖作業の良否は作業後しばらく養殖し

た時点でのへい死状況で判断されている。時化の影響も

外的損傷の視覚的観察から原因が推察されているにすぎ

ない１，２）。青森県では貝の生理状態の生化学的な把握が試

みられたが，低感度および煩雑な分析操作が実用化への

障害となっている３）。一方，ホタテガイ中腸腺のトリグ

リセライド（TG）含有量は１日程度の短期飢餓によって

減少し時化を経験した稚貝のTG含有量が減少すること

から，これら稚貝のTG含有量の急変は短期間の摂餌不

良によると解釈された４，５）。ところが，籠入れ替え作業

の経験が養殖後１～８日目までTG含有量が低下し，作

業ストレスが中腸腺TG含有量低下に影響した可能性が

指摘されている６）。しかし，ストレスがホタテガイ中腸

腺のTG含有量低下をもたらすメカニズムは不明であり，

これらの関係解明にはTG代謝に関わるリパーゼの働き

に着目する必要がある。他方，ホタテガイ中腸腺は遊離

脂肪酸含有量が高いため内在性リパーゼの関与が示唆さ

れ７，８），その後，sn－1，2（2，3）－位に特異的に働くリパー

ゼが存在することが定性的に確認された９）。このときの

リパーゼ活性測定法は多量の基質および酵素試料を必要

とするため，多試料のリパーゼ活性の分析が困難である。

生態研究では個体毎の分析が基本となるため，簡便な一

括多試料分析法が望まれる。水産生物のリパーゼの活性

測定には蛍光物質でラベルした分解基質を用いた蛍光分

析法も用いられるが 10，11），蛍光光度計による経時測定が

必要なため多試料の分析が困難である。酵素活性の微量

簡易分析法であるAPIZYMシステムは未知試料の多酵素

の活性の特性を把握することには適するが定量性は不十

分である12）。そこで，本研究ではホスホリパーゼA2の活

性測定に用いられている微量分析法13）を改変し多試料の

ホタテガイ中腸腺のリパーゼ活性を一括定量分析する測

定法を確立した。

材料と方法

リパーゼの性状を検討するための中腸腺アセトン粉末

は2004年４月に噴火湾から採取し，－20℃で凍結保存し

たホタテガイMizuhopecten yessoensisを用いた。ブタ膵

臓リパーゼはSigma－Aldrich社（St.Louis，Missouri，USA）

のTypeⅡを用いた。試験に供したホタテ稚貝は2006年６

月に噴火湾から採集した。稚貝の中腸腺のアセトン粉末

は以下の様に作成した。すなわち，中腸腺を個別に10ml

試験管にとり，－20℃に冷却した５倍量のアセトンをこ

れに加えヒスコトロン処理してホモジネートとした。ホ

モジネートを遠心分離（3，000rpm，10分）した後，沈殿

を回収した。同様の操作を２回繰り返した後，試験管の

残渣を減圧処理してアセトンを除去し個体別のアセトン

粉末を得た。減圧操作では，30℃の温水に浸したガラス

デシケータ（上口・横口，中板径180㎜）にアスピレータ
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（ADVANTEC AS－25）を連結し，最大60本の試験管を約

２時間減圧することで一括処理した。アセトン粉末は試

験管のまま酵素活性分析まで－20℃で保存した。粗リパ

ーゼはアセトン粉末100mgに対してトリス－HCl緩衝液

（pH7 .5）1mlを加えて調製した。ホタテガイの場合には中

腸腺湿重量の約25％がアセトンパウダー重量となる。オ

リーブオイル（終濃度71mg/ml）を分解基質として，トリ

ス－HCl緩衝液（終濃度50mM）・デオキシコール酸（終濃

度2 .7mM）・塩化カルシウム（終濃度5 .0mM）を含む乳化

液120μlに粗リパーゼ液20μlを加え，20℃・16時間反応さ

せた８）。反応はクロロホルム：メタノール（2：1，v/v）溶

液を650μl加えることにより停止させ，クロロホルム層を

回収後上記減圧処理により蒸発乾固した。これにエタノ

ール：エーテル（3：1，v/v）溶液を100μl加え再溶解し，

NEFA分析キット（ワコー純薬，NEFAC-TestWako：

ACS－ACOD法）を用いて分解物の遊離脂肪酸量を定量し

た。NEFAの定量分析にはマイクロプレートを用いた多

試料一括分析４）を採用した。10ml試験管を用いたリパー

ゼ活性測定では60サンプルが同時に分析できる。前記の

方法で得られたホタテ中腸腺によるオリーブオイル分解

物をヘキサン：エーテル：酢酸（80：20：1，v/v/v）を展

開溶媒とする薄層クロマトグラフィーで展開し，リパー

ゼ活性の有無を確認した。ブタ膵臓リパーゼを対照とし

て，ホタテガイ中腸腺のリパーゼ活性に対するpHおよび

温度の影響を調べた。試験ではそれぞれ５回の繰り返し

試験を行った。各系の試験に対して90℃２分間の加熱に

より失活させた酵素液を用いたブランク試験を行い，生

成された遊離脂肪酸量の差をとり，その最大値を100と

した割合をリパーゼ相対活性として評価した。活性の単

位（U）は１分間に1μgの脂肪酸を遊離する活性を1Uと定

義し，ブタ膵臓リパーゼの活性と比較した。凍結保存さ

れたホタテ稚貝（2004年９月15日採取）と２令貝（2004

年４月７日採取）について，それぞれ２個体の中腸腺リ

パーゼ活性を求めた。稚貝では摘出した中腸腺をそのま

ま分析に使用し，２令貝では中腸腺の一部を分析に使用

した。実験は５回の繰り返し試験とし，リパーゼ活性は

pH7 .5・20℃・16時間で生成された中腸腺1mg当たりの

遊離脂肪酸量として平均値±標準偏差で示した。

結果と考察

酵素反応後にクロロホルム層に回収されたものには，

基質であるTGの他，わずかなジグリセリド（DG）ととも

に明らかな遊離脂肪酸のスポットがみられた（Fig.1）。

失活酵素液による反応では遊離脂肪酸・DGがほとんど

認められず（Fig.1），上記の分析法でホタテガイ中腸腺

におけるリパーゼ活性を検出できることが明らかとなっ

Fig.1 Thin-layer chromatograms of the reaction pro-
ducts after incubation of olive oil with crude
enzyme solution (1) or denaturated crude enzyme
solution treated by 90 ℃ , 2 min. (2).
Abbreviations: TG, tri- glyceride; FFA, free fatty
acid; DG, 1,2(2,3)- digriceride; O, origin; F, front. 

Fig.2 Effects of pH on the lipase activity of porcine
pancreas (A) and scallop hepatopancreas (B). The
reactions were determined in 50 mM buffer
solutions, open circles; acetic acid-sodium acetate
(pH4.0-7.0), open squares; Tris-HCl (pH7.0-9.0),
open triangles; glycine-NaOH (pH9.0-11.0) at 20
℃ for 16 hours.
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た。本法で分析したブタ膵臓リパーゼのpHおよび反応温

度に対する特性（Fig.2，3）はブタ膵臓リパーゼ（パンクレ

アチンＦ，天野製薬）とほぼ同様の性状であった。この

ことは本法がリパーゼの定量分析法として妥当であるこ

とを示す。ホタテガイ中腸腺粗リパーゼはpH6－10の間

で活性が高かった（Fig.2）。緩衝液の種類で相対活性は上

下変動があったものの，pH10 .0に極大値が認められた。

pH6 .0においてもピークが認められ，今回使用した粗リ

パーゼには異なる性質を持つリパーゼが含まれていた可

能性がある。ホタテガイ中腸腺粗リパーゼとブタ膵臓リ

パーゼ活性に及ぼす温度の影響はほぼ同じパターンであ

り，20℃のときに最大活性を示した（Fig.3）。20℃より高

温でのホタテガイ中腸腺粗リパーゼ活性の低下はブタリ

パーゼに比べて顕著であった。ホタテガイ中腸腺粗リパ

ーゼの比活性は0 .062U/mg（pH10 .0，20℃，反応時間24

時間）であり，同時に測定したブタ膵臓リパーゼの比活

性181U/mg（pH8.5，20℃，反応時間24時間）の約1/2900

と極めて低かった。中腸腺粗リパーゼの活性は同一個体

における繰り返し試験の結果は安定していた（Table 1）。

２年貝に比べて稚貝のリパーゼ活性が高かったのは，季

節の違いによる餌条件，年齢の違いによる生理条件の影

響が考えられる。他方，中腸腺内の幹晶体のリパーゼ活

性は中腸腺組織に比べて1 .7－3 .0倍高いため14），その影響

も考えられる。本法では中腸腺の秤量からアセトンパウ

ダー保存までを同一試験管により行い，分析に使用する

粗酵素液量も20μlと微量であることから殻長10㎜サイズ

のホタテガイ稚貝でも個体別の分析ができた。この定量

法はホタテガイだけでなく，様々な海産生物の生態研究

におけるリパーゼ活性測定に応用できる。
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