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葡萄 糖 脱水 素 酵 素 及 び カル ボ キ シ ラーゼ

に対 す る オ キ シ ムの影 響

大村 浩久 ・吉田 勤 宗 像正 勝†・山藤 一 雄

Effect of some oximes on the glucose dehydrogenase 
             and the carboxylase 

 Hirohisa Omura, Tsutomu Yoshida, Masakatsu 
        Munakata and Kazuo Yamafuji

1.緒 言

オキ シム化 含物は 空 中窒 素 固 定 に関 す るVirtanen氏8)の ヒ ドロキ シ ル ア ミン説 にお い て

そ の 生理 的 意義 が と くに 強調 され て 以 来,さ らに広 くff::物の無 機 窒 素 化 合 物 同化 過 程 に お

け る中 間体 と して重 視 され る よ うに な つ た が,こ れ に対 してWilson氏 一 派10)はN15を 用

い た研 究 に基 づ い て 同化 の主 要部 分 は ア ンモ ニ アを 経 由す る も ので あ る こ とを主 張 した.

しか し この事 は 必ず し も オ キ シ ム経 由の 過程 を 否定 して し ま うもの で は な い.事 実 我 々 の

研 究窒 に お い て種 々の動 植 物 組 織 に オ キ シ ム化 合 物 が 含 まれ て い る こ とが 確 め られ,]2)さ ら

にVirtanen氏 の 説 で は そ の存在 が 推 定 され る に過 ぎず 一 つ の 弱 点 と もな つ て い た オキ シ

ムか らア ミ ノ化 合物 へ の変 化 を触 媒 す る酵 素 オキ シ マ ーゼ も証 明 され,17・19)引続 きそ の性 質

に つ い て研 究 され た.0,`13,24)こ れ と と もに オキ シ ム転 移 現 象 翼8)ならび にそ れ に関 与 す る新 酵

素 トラ ン スオ キ シ マ ー ゼ21鋤 も発 見 され た が,こ れ らは 生 体 内 にお け る ア ミ ノ酸 生 成 に関 す

る オキ シム説 の可 能 性 を支 持 す るだ け で な く さ らに 拡 張 す る もの で あ る.他 方McElroy

氏 等4)はNeurap)raの 突 然 変 異株 を利 用 して,ヒ ドロ シ ル ア ミン と ピ リ ドキサ ル 燐 酸

とか らまず ピ リ ドキ サ ル燐 酸 オ キ シ ムが 生 じ,こ れ が還 元 され て ピ リ ドキ サ ミン燐 酸 とな

リ トラ ン ス ア ミナ ーゼ の助 酵 素 と して ア ミ ノ基 転 移 反 応 と共 軌 す る同 化機 構 を示 した.こ

れ は トラ ン ス オキ シ_;の 助 酵 素 も ピ リ ドキサ ル燐 酸 で あ つ て,26)ト ラ ン スオ キ シ マ ーゼ

作 用 の 中間 休 と して ピ リ ドキサ ル燐 酸 オ キ シ ムが 生 成 す る と推 定 され る こ と と も関 連 して

興 味 深 い.

これ ら オキ シ ムは ヒ ドロ キ シ ル ア ミン と カ ル ボ ニ ル化 合物 とか ら生 成 され る.そ の 反応

は 非 常 に速 や か で あ つ て必 ず しも酵 素 を必 要 と しな い 事 は 既 にVirtanen氏8)に よつ て示 唆

され て い るが,さ らに我 々の研 究 窒 で 秋 田氏2)に よ り詳 細 に研 究 され た.

ヒ ドロキ シ ル ア ミンは 硝 酸 塩 とア ンモ ニ ウ ム塩 との 間 の 酸 化還 元 系 の 中 間体 で あ つ て無

機 窒 素 の 同化 にお け る そ の生 理 的意 義 は 非 常 に重 要 な も ので あ るが,周 知 の よ うに顕 著 な

毒 性 を もつ もの で あつ て,そ の 一 時 的 な 集積 が生 体 内 の代 謝 偏 僑 を惹 き起 しバイラス の発
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病 に至 らせ る こ とは す で に報 告 した.11)家 蚕 に硝 酸,亜 硝 酸,ア ンモ ニウ ム塩 等 を添 食 す る

と蚕 体 の オ キ シ ムr4が 増 加 し,16)ま たバイラス 病 蚕 の オキ シ ム含 量 は 正 常蚕 の もの よ りも

高 い こ と13,15)ある いは ヒ ドロキ シ ル ア ミン の ほか に亜 硝 酸,】5)ア セ トオ キ シ ム14)等も有 効 な

バ イ ラ ス誘 発 物 質 で あ る こ と も確 め られ た.こ の ほ か飼 料 に 亜 硝酸 塩 を混 ぜ て廿日鼠 に与

え る とそ の 内臓 の オ キ シ ム量 が 増 加 す る こ と も認 め られ,20)・ 方Virtanen氏 等9)も トル ラ

酵 母 を硝 酸 加 里 に 懸 濁 す る と非 常 に速 や か に オキ シ ム態 窒 素 が 増 加 す る こ とを 帳 告 した.

Quastcl氏 一.7)は数 種 の 土 壌 細 菌 に オキ シ ム酸化 酵 素 を 発 見 し,ア ン モ ニ ア の酸 化 に よつ て

生 じたヒドロ キ シ ル ア ミンは 直 ち に オ キ シ ム とな つ て そ の 毒 性 を 失 い,オ キ シ ム は酸 化 酵

素 の 作 用 で 亜 硝 酸 とな り終 局 的 には 硝 酸 を生 ず る もの と して オキ シ ム経 由 の解 毒 的 意義 を

強 調 して微 生 物 に よる硝 化 作 用 の過 程 に挿 入 した.カ タ ラ ーゼ は ア セ トオキ シ ムに よつ て

も阻 害 され るが そ の 程 度 は 微 弱 で あ つ て ヒ ドロキ シ ル ア ミンに比 べ て著 し く低 い とい う秋

田 氏1)の 観 察 は オ キ シ ム の生 成 に基 づ くア ミンの解 毒 を示 す も の と考 え られ る.

オ キ シ ムを 生 成 す るた め ヒ ドロキ シ ル ア ミン と結 合す る カル ボ ニル化合物 は呼 吸,醗 酵

或 は 解 糖 作 用 等 生体 内 の 種 々の 代 謝 反 応 の 中 間 物 と して 生 成 供給 さ れ る 可能 性 が 多い.

Virtanen氏8)が荳科 植 物 培 養 液 か ら オキザ ロ醋 酸 オ キ シ ムを 分 離 し,ま たト ラン ス ア ミナ

ーゼ の ア ミ ノ供 与体 及 び受 容 体 と して グ ル タミン酸,ア スパ ラギ ン酸,ア ラ ニ ンな らび に

そ れ らに 対 応 す る ケ ト酸 が と くに 有 効 で あ り,さ らに トラ ン ス オキ シ マ ーゼ の 基 質 と して

葡 萄 糖 オ キ シ ム も好 ま しい こ とな どか ら ピ ル ビ ン酸,α-ケ トグル タル 酸,オ キ ザ ロ醋酸 等

の ケ ト酸 や 葡 萄 糖 の よ うな 糖 類 が と くに 考 え られ る.

生体内 で は 多 くの反 応 が 動 的 平衡 を 保 つ て 行 わ れ て い るが,そ の一 つ に 異常 が 起 れ ば そ

れ に伴 つ て関 連 す る種hの 反 応 に 影響 が 及 ぼ され る こ とは 容 易に 推 定 され る.例 え ば ヒ ド

ロキ シ ル ア ミンは と くに カ タラ ーゼ や 種 々の脱 水 素 酵 素 の強 い阻 害 剤 で あ るの で,一 時 的

にせ よそ の 異常 な 集 積 が 生 体 の代 謝 系 に 偏 僑 を 惹 き起 し バ イラ ス病 を誘 発 す る こ とは す で

に述 べ た 通 りで あ る.Quastel氏 等 が主 張 す る よ うに オキ シ ム の 生成 に よつ て ヒ ドロキ シ

ル ア ミンの毒 性 を消 し去 つ た と して も,オ キシ ムの 生 成 が 更 に 糖類 や ケ ト酸 を 基 質 とす る

酵 素 系 に対 し何 等 影響 を及 ぼ さな い か ど うか は 問 題 で あ る.そ こで そ の代 表 的 な もの と し

て葡 萄 糖 お よび ピル ビ ン酸 を 選 び これ 等 を基 質 とす る酵 素 に つ い て オキ シ ムの 影 響 を検 討

した.

II.葡 萄 糖 脱 水 素 酵 素

糖 類 の 代表 と して 最 も著 名 な も のは 葡 萄 糖 で あ りこ の代 謝 に 関与 す る酵 素 とし ては 葡 萄

糖 脱 水 素酵 素 が肝 臓 或 は 糸状 菌 等 に含 まれ て い る.こ れ はDPNま た はTPNを 助 酵 素 と

す る も ので あ つ て,そ の活 性 は 一 般 に 分 光 光度 計 を 用 い葡 萄 糖 か らDPNへ の 水 素 の転 移

を340mμ の吸 収 の増 加 を 追 及 して 測 定 して い る.し か る に最 近 これ と同 一原 理 で オ キ シ

ム の酵 素 的 脱 水 素作 用 とで も称 せ られ る現 象 も観 察 され,ー また オ キ シ_,r一 の 分 光 光度 計

に よ る測 定 法 も確 立 され た.37)こ れ は オ キ シ マ ーゼ に もDPNお よびFADが 助 酵 素 と し

て関 与 す る ので 葡 萄 糖脱 水 素 酵 素 の場 合 とは逆 にDPNHを 水 素 供ヶ体,オ キ シ ムを 受 容

体,FADを 中 間 伝 達体 とす る 反応 系 でvPNHの 減 少を 同 じ く340mf.cの 吸 光度 の 低下

で 測 定 す る も ので あ る.こ うして葡 萄 糖 オキ シ ムを 初 め 種 々の糖 オキ シ ム,ピ ル ビ ン酸 オ



キ シ ム等 ケ ト酸 類 の オ キ シ ム,あ るい は ピ リ ドキサ ル オキ シ ム,ア セ トオキ シ ム等 各 種 の

オキ シ ムが い ず れ も還 元 また は 酸 化 され る こ とが 証 明 され た.し か し葡 萄 糖 オ キ シ ム の合

成は 極 め て困 難 で あ つ て 糖 を含 まな い純 品 を得 る こ とは 難 しい の で オ キ シ ム の還 元 あ るい

は 酸 化 酵 素 作 用 の測 定 で 観 察 され る 吸 光度 の 変化 が,夾雑 す る 可能 性 の あ る葡 萄 糖 と葡 萄

糖 脱 水 素 酵 素 との 作 用 に 基 づ くお そ れ も あ る の で,と くに これ に関 す る 検 討 もあ わせ て行

なつ た.

(1)酵 素 の調 製

酵 素 は柔 と して奥 貫,瀬 屑両 氏5)の 記 載 に従 つ て調 製 した が設 備 等 の 関係 で 多 少条 件 を改

め た.そ の 一例 を 示 す.

新 鮮 な牛 肝 臓1509を 等 量 の冷 ア セ トン(-3℃)にWarlingblenderで 磨 砕 懸 濁 し

ガ ーゼ4枚 で 濾 過 す る.濾 液 を5倍 容 量 の 冷 ア セ トン の 中 に注 入,よ く攪拌 した 後 吸 引濾

過 す る,こ うし て得 た 黄褐色 の粉 末85gを 同 じ く冷 アセ トン85mlに 乳鉢 で よ く磨 砕 懸

濁 し,こ れ を8倍 量 の冷 ア セ トンに 加 え 蝿 搾 後 吸 引 濾 過 す る.沈 澱 は 出来 るだ け 吸 引 して

ア セ トンを 除 き さ ら に濾 紙上 に 薄 く拡 げ て乾pi粉 末 にす る.こ れ まで の 操 作 は 吸 引濾 過 以

外 は す べ て4℃ の 低 温実験 窒 で行 な い速 や か に ア セ トン粉 末 を調 製 した.収 量31.29.

こ の粉 末 をた だ ち に室 温 で10倍 旦 の 蒸 溜水 と30分 間混 合 した 後 静 置 して 不 溶 部 を沈 澱

させ 上 層液 を傾 鴻 して集 め る.沈 澱 を さ らに綿 布4枚 を重 ね て濾 過 し,残 渣 をふ た た び 上

と同様 に蒸 溜 水 で 抽 出,濾 過 し前 者 と合 わ せ て 黄褐 色 の抽 出液540mlを 得 た(酵 素 一1,蛋

自含量*1.2%,pH6.5D.

抽 出液 を 氷冷 し5℃ で10%醋酸 を擁 鉾 しな が ら滴 加(約1ml)し てpHを6.0に 調

整 しさ ら に30分 間攪拌 した後 静 置 す る.こ れ を2500r.p.m.で15分 間 遠 心 分 離 し525ml

のll畳{赤色透 明 な上 浩 を得 た.こ れ に硫 安157.59(100ml当 り309)を よ く概 拝 しな が ら

溶 解 し5℃ の 氷窒 に一 晩放 置 し2500r.P.m.で10分 間遠 心 分 離 し て 約129の 淡 眞褐色

沈 澱 を得 た.こ れ を60m1の0.05M,pH7.6の 燐 酸 緩 衝 液 に溶 し 一2℃ に約1時 間 放

置後2500r.pm.で15分 間 遠心 分 離 し(此 の 際 沈澱 は 殆 ど無 か つ た)黄 赤 色 透 明 な 溶 液

77.5tolを 得 た(酵 素一II,蛋白 含・量2.1%),

この 溶 液71rnlを5℃ に 冷 却 し10%醋酸 でpllを5.5に 調 整 後(約1.7ml添 加,

液 は 微 濁),100m'当 り7.59の 硫 安 を 溶 し5℃ に2時 間放 置,3000r.p.m.で10分 間 遠

心 分 離 した.II;-t赤色 の上�!tf-J77m1に さ らに 硫 安1499(100ml当 り189)を 加 え 氷 室 に

・晩 放 置 した .3000r.P.m.で10分 間 遠心 分 離 して 得 られ た 約129の 淡 黄 褐 色 泥 状 沈 澱

を 燐 酸緩 衝 液 に溶 し42mlの 黄褐 色 透 明溶 液 と した(酵 素 一III,蚕 自含量3.3%,pH6.6)・

ふ たた び5℃ に冷 却 し10%醋酸 を 徐 々に加え て よ く撮 拝 しpHi4.7と し(2.5ml添 加),

4時 間 放 置 した.こ の際pHが 徐/一に低下 す る の で1時 間毎 にiN苛 性ソーダ でpHを

4.7に 保 つ た,3000r.P.m,で10分 間 遠心 分 離 して生 じた 変 性 蛋 白 を除 く.こ の沈 澱 を10

mlの 緩 衝 液 で 洗 い 遠 沈 ヒ清 を 合 わ せ た.収 量49ml(酵 素 一iv,蛋 白含 量1.7ro,pH4.8).

約Gmlの1N苛 性 ソー ダ を加 え てpHを6.0に 戻 し5℃ の氷 室 に40時 間 放 置 した.

さ らに10倍 量 の5℃ の 蒸 溜水 に対 し氷 室 中で4.5時 間 セ ロ フ アン膜 で 透析 した 。 こ の間

*Folin一 銅 試薬で測定 † 硝子電極plI計 で測定



に外液を2回 取替える.つ いで4000r.P.m.で10分 間遠心分離 して微量の生成沈澱を除き

上清54m'を 得た(酵 素一V,蛋 白含量1.3%,pH5.8).こ れはそのまま若 くは念のため

さらに6000r.P.m.で10分 間遠心分離後凍結乾燥 して氷窒に保存 した.

(2)酵 素活性の測定

酵=素液1nll,葡 萄糖溶液1m1,DPN溶 液1m1お よびpll7.6の0.05M燐 酸緩衝液1ml

より成る反応液についてDPNHの 生成に基づ く340mμ の吸光度の増加をBeckman分

光光度計で測定して酵素の活性を求めた.

葡萄糖溶液(o.53M),パ ン酵母からLePage法 によつて調製した粗DPN溶 液(1mg/

m')を 用い各精製段階の酵素を適宜稀釈 してその活性を室温で測定 し第1図 に示す.こ れ

か ら明らかなよ うに反芯の初期では 吸光度は反応時間に比例して増加した,し かしてその

直線関係を示す期間は酵素液によつて 支配 され活性の低い場合 には かな り長い時間比例 し

たが高い場合には短 く速やかにある一定f直に達 し反応の終結を示 した.ま た同一の酵素液

でも基質濃度が異なるとDPNHの 生成速度 も異なつた.例 えば第2図 に示すように,酵

      Fig. 1. Activity of the glucose dehydrogenase in course of preparation. 

Reaction  mixture: total volume 4 ml.

Enzyme solution employed; I, I' : Enzyme-I, 4 times dil.; II, II' : Enzyme-II, 8 times 

   dil.; Iii, III Enzyme-III, 15 times dil.; IV, IV': Enzyme-IV, 20 times dil.; V, V': 

   Enzyme-V, 20 times dil.



          Fig. 2. Activity of the glucose dehydrogenase with different 
                    concentration of glucose. 

Reaction  mixture: total volume 4 ml.

素一III15倍 稀釈液1m1ず つについて葡萄糖終濃度0.13M及 び0.013Mの 場合,吸 光度

は前者ではほぼ15分 で 一一定値に達 したが後者では反応25分 間を通じて直線的に増加した.

いずれにしても これらの酵素液では少なくも5分 までは直線的に反応が 進行 したので酵素

活性は同一・条件で かつこの範囲内の反応時間で得た値で比較することが好ましかつた.第

1表 には4な いし5分 の吸光度の変化の値からのこれら酵素液の活性を取纒めて示す。 な

お酵素の精製初期では夾雑 する組織成分のために 第1図 に点線で示すように基質を加えな

くてもDPNHが 多少生成したのでこれを補正 したが,精 製が進んで酵素一IV以 降では全

く変化が起 らなかつた.

(3)緩 衝液の影響

340mμ の吸光度の減少で活性を求めるオキシマーゼの反応には燐酸塩が不可欠であつ

て,燐 酸塩を加えない場合あ る い は醋酸 や ベロナール等の緩衝液を用いた 場合には逆に

DPNIIを 生じてオキシムは酸化されることを示 した.ま たピ ロ燐酸では吸光度にほとんど

変化がなく酸化還元ともに反応は認められなかつた.こ のように オキシマーゼでは緩衝液



Table 1. Preparation of liver glucose dehydrogenase.

Reaction mixture : Enzyme (appropriately diluted) 1.0  m!, Glucose (0.53 w) 1.0 m!, DPN 
   (1 mg/ml) 1.0 ml, Phosphate buffer (0.05 M, pI1 7.6) 1.0 ml, Total volume, 4.0 nil. 

d E/min. was estimated at 340 mp for 4 to 5 min. and calculated. Specific activity 
was expressed by d E/min./mg-protein-N.

の選定がとくに重要であつたので 幣萄糖脱水素酵素についても検討 した.第2表 には酵素

一VT;結 乾燥標品で種 々の緩衝液を用いた場合の結果を示す.

Table 2.  Effect of buffers on the glucose dehydrogenase.

Reaction mixture : Enzyme (E-V lyoph. 2 mg/ml) 0.3 ml, Glucose (0.53 m) 1.0 ml, DPN 
   (2.5 mg/m/) 0.2m1, Buffer (0.05 m) 2.5 ml. Total volume 4.0 ml

葡萄糖脱水素酵素はすでに述べたように 燐酸緩衝液を用いた反応系で 活性を測定する.

すなわち燐酸塩を用いても オキシマーゼとは逆に340mμ の吸光度の増加が観察された.

したがつ てオキシマーゼの測r',27)において,た とい葡萄糖オキシムに葡萄糖が夾雑 し酵素

溶液に葡萄糖脱水素酵素 も含 まれていたとしても,こ の夾雑反応系はむ しろ340mμ の吸

収の減少を妨げる方向に働 くわけで,オ キシマーゼ活性として測定 され るDPNHの減少

は明らかにオキシムーオキシマーゼ反応によるものであつて葡萄糖一葡萄糖脱水素酵素の

作用ではないといえる.

第2表 の結果はベロナール緩衝液を用いても葡萄糖脱水素酵素の測定には 支障がないこ

とも示す.ま たピロ燐酸の場合は燐酸塩に比べてその活性はかな り低下するが オキシムの

場合のように全 く吸光度に変化がないことはなかつた.

(4)オ キシムの影響

第3図 には二三の 酵素標品 で葡萄糖の代 りに葡"一糖オキシムを用いた場合 の吸光度の変

化を示す.酵 素一IVお よびVは いずれも20倍 稀釈液であつて第1図 の実験に用いたもの

と同じであ り,凍 結乾燥標品は5mgを0.025M燐 酸緩衝液5mlに 溶 して酵素液 とし

た.そ の各々1mlを 用い0.2Mオ キシム1ml,DPN溶 液(0.5mg/ml)lml,0.05M

燐酸緩衝液(pH7.6)1mlと 混合作用させた.ま た比較のためにオキシムと同じ濃度の葡

萄糖を用いて酵素活性を測定した.

葡萄糖の代 りにそのオキシムを基質に用いると酵素の活性は 明らかにほとんど認められ



          Fig. 3. Action of the glucose dehydrogenase on glucose  oxime. 

Reaction mixture: total volume 4 ml.

Enzyme solution employed; I, I': Enzyme-IV, 20 times dil. ; II, II': Enzyme-V, 20 times 
dil.; III, III': Enzyme-V lyophylized, 1.0mg/ml of 0.025m buffer.

なかつた.オ キシム類の中でとくに葡萄糖オキシ1、の調製は極めて困難であつて 糖の混合

する可能性は多分にあつたが少なくも10%'を 越えることはなかつた.酵 素の活性が基質濃

度にも依存することはすでに 第2図 にも示 したがさらに念のため種々の葡萄糖濃度におい

て同じ酵素標品による吸収の増加を測定 した.

Table 3. Effect of concentration of glucose.

Reaction  mixture  ; Enzyme (E—V lyoph. 2 mg/m/ of buffer) 0.3 ml, Glucose 1.0 ml, DPN 
   (5 mg/ml) 0.5 ml, Phosphate buffer (0.05 N, pH 6.8) 2.0 ml. Total volume 4.0 nil.

糖の量が減少すると急激に吸光度の増加 も低下 した.し かしてこれは 第3図 に認め られ



るオキシムでの少量のDPNHの 生成がオキシムに夾雑する葡萄糖による ものと推定され

ることを説明すると思われる.こ うして葡萄糖 オキシムは葡萄糖脱水素酵素の基質 として

は無効であると考えられる.

オキシマーゼの作用として測定 される340mμ の吸光度の変化は緩衝液の影響か ら葡萄

糖脱水酵素の作用では ないことは明らかになつたが,べロ ナールも葡萄糖脱水素醒素に有

効であるのでオキシムの酸化作用として 観察される吸光度の増加が夾雑 する葡萄糖一葡萄

糖脱水素酵素系による可能 性を排除することは出来ない.も ちろん ピロ燐酸の場 合葡萄糖

では活性の低下はあつても吸光度に変化を起すがオキシムでは 全 く変化しない ことおよび

種 々のオキシムも葡萄糖オキシムと同様に作用を受けることから,一 応 オキシムの酸化と

葡萄糖の酸化とは別の酵素によるとの推定は出来 るが,さ らにM!1000な いしM/10000

程度のオキシムでの吸光度の増加 は第3表 の数値に比べて著しく多いことが見られるので,

葡萄糖脱水素酵素系が混在 していても これに基づ く変化は無視出来る程}に 過ぎない.こ

うして分光光度計による オキシムの還元および酸化酵素の測定に 際 しとくに葡萄糖オキシ

ムを用いた場合最 も心配された 葡萄糖脱水素酵素作用の誤認 の可能性 は 考慮する必要はな

いとい うことが出来る.

つぎに葡萄糖オキシムあるいは ピルビン酸 オキシムが 葡萄糖脱水素酵素の活性に影響し

ないことも第4表 から明らかになつた.

Table 4. Effect of oximes on the glucose dehydrogenase.

Reaction  mixture  : Enzyme (E-V lyoph. 2 mg/ml of buffer) 0.3 ml, Glucose (0.1 +t) 1.0 ml, 
   Oxime (0.1Ai) 0.5m1, DPN (2 mg/ml) 0.5m1, Phosphate buffer (0.05 M, pll 7.8) 1.7 ml. 
   Total volume 4.0 ml.

同様にヒドロキシルアミンも第4図 に示すように酵素活性に影響 しなかつた.し かし難

肝臓抽出液はDPNHの 生成を強 く抑制 しヒドロキシルア ミンの添加によつて この阻害作

用は緩和された.難 肝臓抽出液は オキシマーゼの調製に用いた 肝臓のアセ トン33～55%

沈澱懸濁液を3時間 流水透析後遠心分離 した 上浩であつてその1mlは 沈澱約100rng或

は原組織1gに 相当するようにした ものである.も ちろんこの阻害機構は明 らかではない

が,肝 臓抽出液は加熱することなく加えたので 葡萄糖脱水素酵素の反応の平衡を 逆の方向

に進める因子があ り,ヒドロ キシルアミンは これを阻害すると考えれば一応の説明は出来

ると思われるが推定の域を出ない.

III.カ ル ボキ シ ラー ゼ

ピルビン酸は呼吸,醗 酵,窒 素あるいは脂肪代謝等生体内の多くの反応に関与 している

極めて重要な代謝中間物であるが,こ れを基質とする酵素 として代表的な ものの一つは酵



  Fig. 4. Effect of  hydroxylarnine and liver extract on the glucose dehydrogenase. 

Reaction mixture: total volume 4 ml.

   Liver extract was prepared as follows. 100 mg of precipitates from fowl liver 
homogenate deposited between 33 and 55 % of acetone were suspended in water and 

dialysed against running tap water for 3 hrs. After centrifuging, the supernatant 
was adjusted to 1 m/ with water.

母 の カル ボ キ シ ラ ーゼ で あつ て,ピ ル ビ ン酸 は本 酵 素 に よつ て脱 炭 酸 され て ア セ トア ル デ

ヒ ドを 生 ず る.

(1)酵 素 の 調 製

酵 素 の材 料 と しては ビ ール酵 母 が 優れ てい るが 本 実 験 で は入 手 の容 易 さか ら パ ン酵 母 を

用 い お お む ねGreen氏 等3)の 方 法 に従 つ て調 製 した.

市 販 品 を洗滌 した後 凍結 乾 燥 し乳 鉢 で磨 砕 粉 末 にす る.こ の酵 母 粉 末100gにpH7.2,

0.067M燐 酸 緩 衝 液 を300m1加 え攪拌 しなが ら37℃ で一時間 抽 出 す る.こ れ に等 容 の 蒸

溜 水 を加 え2000r.P.ln.で20分 間 遠 心 分離 してpH5.9の 黄褐 色 の瀾 濁 した抽 出 液338ml

を得 た.以 下 操 作 は 氷 冷 しな が ら0。 な い し5℃ の 低 温 で行 な つ た ・ 抽 出液 にpH7・2の

0.5M燐 酸 緩 衝 液51m1を 加 え更 に1M醋酸 石 灰25.5m1を 加 え た ・ こ うして生 じた 沈

澱 を2000r.P.m.で15分 間遠 心 分 離 し た 後,360m1の 黄 白色 半 透 明 上 清 に100m1当 り

38gの 硫 安を攪拌 しな が ら徐 々に加 え て溶 解 した.一 日冷 蔵庫 に放 置 した 後 冷 凍 遠 心機 を

用 い て10000r.P.ln.で20分 間 遠心 分離 して 沈澱 を集 め た.こ の沈 澱 をpH6.0の0・4M



枸櫞酸 一苛 性 ソー ダ緩 衝 液200mlに 溶 か し策 自色 半 透 明 の 溶 液 を得 た .こ れ に 硫安 を加

え て0.35飽 和 と し生 じた 沈澱 を遠 沈除 去 す る.淡 黄色 透 明 な上Sf225m1に さ らに硫 安 を

溶 か して0.63飽 和 と し10000r.p.m.で20分 間遠 心 分 離 す る.こ の操 作 を さ ら に2回 繰 返

して 得 た 沈 澱 を 吸 引 濾過 して 出来 るだ け 水 分 を のぞ き冷 蔵 庫 に保 存 した.収 量1・489・

生酵 母 か らの抽 出は 困難 で あ つ て乾 燥粉 末 にす る こ とが 必 要 で あ る よ うで あ つ た が,凍

結 乾 燥 の 代 りに 同 じ く市 販 品 を 水 洗 し13iichner漏 斗上 で よ く吸 引脱 水 し 濾紙 上 に薄 い 層

に拡 げ 室 温 で 通 風 乾 燥 後 ボ ール ミルで 数 時 閻 磨砕 して得 た粉 末 を 酵 素 材 料 とす る こ と も"

支 え ない.

(2)酵 素 活 性 の測 定

カ ルボ キ シ ラ ーゼは ピ ル ビ ン酸 を 基 質 と し そ の分 解 に よ つ て 発 生 す る炭 酸 ガ スの量 を

Warburg検 圧計 を 用 い て測 定 す る.本実験 で はGreen氏 等 の 方 法 に従 つ て 酵 素 液0・5

ml,0.01Mピ ル ビン酸 ソー ダ0.5rn1,psis.aの0。5M絢 徽 酸緩 衝 液0.5m1及 び 水 で 全

量3m1と した 反応 液 で30℃ に於 け る炭 酸 ガ スの発4蹟 を30分 問 測 定 した.こ うして 酵

素 標 品20mgを 用 い ての 反 応 の 例 を第5図 に示 す が も ち ろん カ1[熱酵 素 に よ る ガx発 生

                     Fig. 5. Estimation of the carboxylase. 

Reaction  mixture  : total volume 3 ml.

Enzyme was dissolved in 0.04 ni citrate buffer of pI1 6.0 and used immediately.



は認められなかつた.ガ スの発生量を測定するために反応液が酸性で なければならない こ

とは当然であつ てpH6.0の 絢溝酸緩衝液が最 も良くpH7.0のKH2PO4-Na2HPO4で は

.炭酸ガスの発生量は著 しく低下 しKH2PO4-NaOHで はさらに活性が抑制 された.ま た反

応温度 も30℃ であつて37.5℃ では約40%に 低下 した.し たがつて以下の実験 も絢構

酸緩衝液を用いて30℃ で反応させさらに酵素液もpH6.0の0.04M構 絢酸一苛性ソーダ

混液に使用直前に溶解 して調製 した.こ うしてこの条件で約20分 で反応は完了しほぼ理論

値の炭酸ガスの発生が測定 された.

(3)オ キシムの影響

第6図 にはピルビン酸のほか,同 一濃度のピルビン酸オキシム,ア セ トオキシムを基質

に用いた場合および ピルビン酸にこれらオキシムを加えた反応系での結果を示す.発 生炭

酸ガス量を十分にするために基質は従来の倍量使用した,ピ ルビン酸およびオキシムはも

ちろん ソーダ塩である,ア セ トオキシムに基質 としての効果がないことは当然予測された

が,ピ ルビン酸オキシムも全 く無効であ り,ま たこれらオキシムを ピルビン酸に加えても

酵素反応にほとんど影響は無かつた.た だピルビン酸オキシムを加えて発生ガス量が多少

        Fig. 6. Effect of pyruvic oxime and acetoxime on the carboxylase. 

Reaction  mixture  : total volume 3 ml.

Enzyme was dissolved in 0.0 4m citrate buffer of p1-I 6.0 and used immediately.



増 加 す る傾 向 も認 め られ るが,こ れ は オキ シ ム の効 果 とい うよ りは む し ろ オ キ シ ムに混 在

す る可 能 性 の あ る ピ ル ビ ン酸 に よ る と考 えた 方が よい よ うで あ る.

生 体 内 では ピ ル ビ ン酸 と と もにα-列 ・グ ル タル酸 も重 要 な 中 間体 と して種 々の 代 謝作 用

に関 与 して お り,ピ ル ビ ン酸 と同様 にα-ケ トグ ル タル酸 か ら脱 炭 酸 す る酵 素 も知 られ て い

る.そ こで こ の酵 素 標 品 を 用 い て試 験 した が,α-ケ トグル タル酸 お よび そ の オ キ シ ム と も

に脱 炭 酸 され ず,ま た ピル ビン酸 に対 す る カ ル ボ キ シ ラ ーゼ の作 用 に 影響 しな い こ とは ピ

ル ビ ン酸 オ キ シ ム な らび に ア セト オ キ シ ム と同様 で あ つ て第7図 に示 す とお りで あ る.

            Fig. 7. Effect of  a-ketoglutaric oxime on the carboxylase. 

Reaction mixture : total volume 3m1.

Enzyme was dissolved in 0.04 s c trate buffer of p11 6.0 and used immediately.

ケト 酸 の オキ シ ム類 のほ か に 葡 萄 糖 オ キ シ ム も第8図 の よ うに 全 く酵 素 作 用 に 影 響 し な

か つ た.

しか るに ヒ ドロキ シ ル ア ミン は第9図 の よ うに カ ルボ キ シ ラ ーゼ作 用 を抑 制 した.し か

し初期 の 反応 速 度 には 差 が な くまた 反応 終 了 まで の 時 間 には 影響 が ない が 最 終 的 に生 成す

る炭 酸 ガ スの量 は ヒ ドロキ シ ル ア ミン の添 加 量 に応 じて低下 す る こ とな どか ら,酵 素 阻 害

とい うよ りは ヒ ドロ キ シル ア ミンを加 え る こ とに よつ て オ キシ ムを 生 じ基 質 と して有 効 な



ピルビン酸の量が減少するためであると推定される.も し酵素自体が阻害的影響を受けて

活性を減ず るならば 反応速度を低下する筈である.例 えば酵素溶液はかな り不安定であっ

て標品を溶解後 一日冷蔵すれば 活性が低下 することは同じく第9図 に示すとおりである.

すなわちこの場合 ヒドロキシルアミン添加区と異なつて 反応速度は低いなりに反応時間30

分間にITつ て直線的に炭酸 ガス1よ発生しその最は ヒドロキシルアミン添加区を凌駕した.

               Fig. 8. Effect of glucose oxime on the carboxylase. 

Reaction  mixture  : total volume 3 ml.

Enzyme was dissolved in 0.04 M citrate buffer of pH 6.0 and used immediately.

(4)粗 酵 素 液 で の試 験

これ まで の試 験 は 精 製 酵 素 溶 液 で の もの で あ る が,生体内 には オ キ シ ムを も基質 とす る

酵 素 が あつ て精 製 操 作中 に 除 去 され る 可 能 性 も全 く否定 して し ま うこ とは 出来 ない.そ こ

で酵 母 の抽 出 液 に つ い て試 験 した.す なわ ち乾 燥 酵 母59をpH6.0の0.067M絢 嚇 酸 緩

衝 液15m1で37℃ で1時 間 抽 出 しさ らに水10mlを 加 え3000r.p.m.で30分 間 遠心 分 離

し上清浩 を酵 素 液 と した.こ の0.5m1に つ い て の結 果 を第10図 に示 す が ピル ビ ン酸 区 か ら

明 らか な よ うに カ ル ボ キ シ ラ ーゼ 活 性 が 極 め て 強 い に も か か わ らず ピル ビン酸 オ キ シ ムは

全 く作 用 を 受 け な か つ た.さ らに ピル ビ ン酸 オ キ シ ムが カル ボ キ シ ラ ーゼ に 影響 な く ヒ ド

ロキシ ル ア ミンが 炭酸 ガ ス の発 生 を抑 制 す る こ と も精 製 酵 素 の場 合 と同様 で あ つ て 第11図



              Fig. 9. Effect of hydroxylamine on the carboxylase. 

Reaction  mixture: total volume 3 m/.

   Enzyme was dissolved in 0.04 ni citrate buffer of pH 6.0 and used immediately 

except in Test IV, in which enzyme solution was used after 24 hrs, at 5°C in a refri-

gerator.

に示す.こ の場合39の 乾燥酵母を18mlの 緩衝液で抽出し水18m1を 加えて遠沈,そ

の上清0.5mlを 用いた.

IV.考 察

これらの結果は葡萄糖あるいは ピルビン酸がオキシムになることによつて葡萄糖脱水素

酵素あるいは カルボキシラーゼの基質としての特性を完全に失 うこと,な らびにオキシム

類が酵素作用にも影響 しないことを明らかに示した.牛 肝臓の葡萄糖脱水素酵素はα-D一葡

萄糖には作用せずβ-D一葡萄糖を脱水素して δ一グルコノラクトンを生じそれ が加水分解 さ

れてグルコン酸になると云われている.一 方 カルボキシラーゼの場合も,人 によつて異る

が,助 酵素のピリミヂン核のアミノ基 またはチアゾール核が 開裂 して生ずるチオー ル基が

まずピルビン酸の カルボニル基に付加 し酵素基質結合体を生じて 反応が進行すると主張さ

れている.し たがつてこれら酵素の基質 としては糖あるいはピルビン酸のカルボニル基が

とくに重要であることが推定 され,も しカルボニル基がすでに他の グルー プに結合されて

いるならば酵素 との結合が妨げ られて反応は起 り得ないことが考えられる.こ うしてオキ



               Fig. 10. Carboxylase activity of raw yeast extract. 

Reaction  mixture: total volume 3 nil.

 * 5 g of dry yeast powder were extracted with 15 ml of 0.067 M citrate buffer, pH 

6.0, by stirring at 37°C for 60 min., and then centrifuged at 3,000 r.p.m. for 30 min. 
after supplementing 10 ml of water. The cloudy supernatant thus obtained was used 
immediately as the enzyme solution.

シ ムで の実 験 は この 一根 拠 を与 え る もの と考 え られ る.

さ きに述 べ た よ うに ヒ ドロキ シ ルア ミン の カ ・タラ ーゼ 阻 害 に比 べ て アセ トオキ シ ムの も

の は著 し く低 い とい う秋 田氏 の報 告 は,オ キ シ ム生 成が ヒ ドロキ シ ル ア ミン の 解 毒 の意 義

を もつ とい うQuastel氏 等 の 主 張 を 支持 す る もの で あ るが,他 方 オ キ シ ムは 硝 酸還 元酵 素

を阻 害 す る6)こ れ は オキ シ ムが オ キ シ マ ーゼ の 水 素 受容 体 と して作 用 す る こ とか ら硝 酸塩

との 拮 抗 作 用 に よ る もの と思 われ る.カ ル ボ キ シ ラ ーゼ に対 す る ヒ ドロ キ シル ア ミンの 影

響 は これ ら とは 異 な つ て オ キ シ ムを 生 成 す る こ とに よつ て酵 素 の基 質 を 減 少 し 反 応 速度 を

低下す る好 例 で あ る と思 わ れ る.こ の よ うに生 体 内に お け る ヒ ドロキ シ ル ア ミ ンの一 時 的

増 加 お よび 引続 く オキ シ ム の増 加 は ア ミンに よ る酵 素 阻 害 の解 毒 に役 立 つ ほか,カ ル ボ ニ

ル化 合物 の基 質 効 果 を失 わ せ て これ に 関 与 す る酵 素 作 用 を減 少 させ,ま た オ キ シ マ ーゼ,



           Fig. 11. Effect of pyruvic oxime and hydroxylamine on the 

                   carboxylase activity of raw yeast extract. 

Reaction  mixture  : total volume 3 ml.

'r 3 g of dry yeast powder were extracted with 18 ml of 0.067 M citrate buffer, pI1 
6.0, by stirring at 37°C for 60 min., and then centrifuged at 3500 r.p.m. for 20min. 
after supplementing 18 ml of water. The cloudy supernatant thus obtained was used 
immediately as the enzyme solution.

トランスオキシマーゼ作用の促進を惹き起すなど種 々の代謝に影響をぼ及す.

V.総 括

葡萄糖脱水素酵素は葡萄糖 オキシムには作用しなかつた.ま た葡萄糖 オキシム,ピ ルビ

ン酸オキシムおよびヒドロキシルアミンなどによつても影響されなかつた.

同様に カルボキシラーゼもピルビン酸オキシムに作用せずさらにピルビン酸,α-ケ トグ

ルタル酸,ア セ トン及び葡萄糖の各 オキシムによつてもなんら影響を受けなかつた。 しか

しヒドロキシルアミンによつては 炭酸ガス生成最を低下したが 初期の反応速度および反応

終了までの時間には 影響されなかつたので本 アミンによる阻害はオキシムの生成に基づ く

基質 ピルビン酸の減少のためであると推定された.
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                                Summary 

   The glucose dehydrogenase was purified from acetone powder of cattle liver. 

The enzymatic activity was estimated spectrophotometrically by following the 

increase of the optical density at 340  m,rc, the reduction of the coenzyme of the 

glucose dehydrogenase, in the reaction mixture, which consists of enzyme, DPN 

and glucose. However, the increment of the absorption could not be attained 

when glucose had been substituted for glucose oxime, indicating that oxime 

could not be dehydrogenated by the glucose dehydrogenase. Furthermore, the



enzymatic formation of  llPNH by the glucose-glucose dehydrogenase system did 

not be influenced by addition of glucose oxime, pyruvate oxime and hydroxyl-

amine. Hewever, the rate of the reaction was suppressed by the extract of 

acetone precipitate from fowl liver and this inhibition was recovered by hydroxyl-

amine. In connection with the similar procedure of the spectrophotometric esti-

mation of the enzymatic oxidation and reduction of oxime, deviced in our labo-

ratory, some supplementary experiments were carried out concerning the effect 

of buffers and that of the concentration of glucose upon the glucose dehydro-

genase. Thus, it was established that, even when glucose oxime had been used 

in those cases, the variation of the extinction at 340 mit was attributed to oxi-

me itself, which receive and donate the electron, but not to the glucose-glucose 

dehydrogenase system probably contaminated. 

   Then, the carboxylase was prepared from baker's yeast and its activity 

was assayed with a Warburg manometer by determining the amounts of carbon 

dioxide liberated from pyruvate. In this case too, pyruvate oxime as well as 

a-keteglutarate was not effective as the substrate of this carboxylase prepara-

tion in place of pyruvic acid. Furthermore, the decarboxylation from pyruvate 

did not be influenced by several oximes of pyruvic acid, a-ketoglutaric acid, 

acetone and glucose. In contrast with the case of the glucose dehydrogenase, 

however, the evolution of carbon dioxide was repressed by hydroxylamine, 

although the initial rate of the decarboxylation did not be inhibited and the 

time until the end of the reaction was almost the same with and without 

hydroxylamine. Therefore, the inhibition might be ascribed to the decrease of 

pyruvate, the enzyme substrate, on account of the formation of oxime. These 

phenomena were also observed with the raw extract of yeast. 

   Thus, it was suggested that, as a result of the formation of oxime, the 

ability of glucose and pyruvic acid as the enzyme substrate of the respective 

relevant enzyme was lost and consequently, in relation to the activation of the 

oximase and the transoximase, the disturbance of the metabolisms in cell might 

be brought about.


