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オ キシムの酵素的酸化還元 について

筬島豊

On the enzymatic oxidation and reduction of oxime 

             Yutaka Osajima

最近我 々は オキシマーゼ6)(オ キ シム還元酵素)活 性 をその補酵素DPNの 変 化に よ り

分 光光度計を用いて測定す る方法を確立 し,酵 素 活性 の若干 を調べた7)し か るにオキシム

は酵素的に還元 され るだけではな く,酸 化を も受け ることを見出 したので ここにその結果

を報告す る.

実 験 方 法,試 薬

Glucose-oximeの 合 成

合 成法 としてはWoh1氏 の方法5)が 知 られ ているが,こ の方法ではNH20H・HC1を 水

に溶 かすため糖を加 え る際 アメ状化 し易 く,オ キシ ムを結 晶 し難 い.当 研究室 においては

生 じた粘着性付着物 を永 く冷蔵庫に放置す ることに よ り結 晶化 させ,1,2)こ の結晶1gを60

0メ タノール15mlに 煮 沸溶解後急冷再結 させ る方法 を考案 した.し か しこの改良法を も

つて して も長 日を費 し,少量 の結 晶 しか得 られ なかつた.我 々は さらに検討 した結果次 の

よ うな改良法を案出 し,よ り高純度 の結晶 を大量に得 ることが出来た.す なわち,28gの

NH20H・liClお よび200m1の 無 水 アルコール を大型 乳鉢 に と り磨砕 しなが らこれに200

m1無 水 アル コールに89の 金 属ナ トリウムを溶解 させ た溶 液を暖か い うちに徐 々に加え

る(指 示薬 としてフエノールフ タレインを一滴加 え赤変 しな いよ う注 意す る).少 時後,

生 じた食塩 を濾別 し,200ml無 水 アル コールで洗 う・ 濾液 をウオー ターバス上6'て 還流

冷却器 をつ けて沸騰 させなが ら粉 末無水 グル コース609を 加 え る(完 全溶解)・37℃ に2

～3日 保持後冷 蔵庫へ移す と徐 々にグル コースオキシムの結晶 を器壁に析出す る.

再 結 充分析出後加温濾別 し40～509の 結 晶を得 る・ これ を少量 の30％ アル コール

に加温溶解 し無水 アル コールの大量 を添加 し放 置する と徐 々に再結す る.こ れ を3度 繰返

す時はその遊離 ヒ ドロキ シルア ミンは0.2～0.002%と な る.

DPN:Lepageの 方 法3)に よ りイースト か ら調製 した(純 度25～30%)・

DPNH:上 記DPNを ヒ ドロズル フィッ ト叉 はアルコール デ ヒ ドロゲナーゼに よ り還

元 した.

TPN:NutritionalBiochemicalscorporation製(純 度90%保 障)を 用いた.

TPNH:上 記TPNを ヒ ドロズルフィット に よ り還元 した・

Fnn:ワ カモ1・製薬製(純 度90%)を 使 用した・

FMN:Theorelleta1.の 方 法4)に よ り肝臓か ら調 製 しクロマ トパ イルYTよ り精製 した

もので純度700fで あ つた・



上記試薬は実験に当 り各 々100%純度 に換算 した量を用いた.

酵素の調製

新鮮鶏肝309を90mlのM/10燐 酸緩衝液(pll7.5)中に ホモジネートし,35'℃30分

抽出後遠沈上清 を得る.こ れにその半最の冷却アセトンC-15℃)を 冷却槽中にて,徐 々

に加え,生 じた沈澱を遠沈除去する.上清 にさらにその半量の冷却アセ トンを加え,ア セ

トン33～55%で 沈澱する部分を得る.こ れを57%冷 却アセトン にて3回 洗浄する(収

量3～59).

酵素液の調製

酵素19を20mlの 水に溶かし3時 間流水透析後遠沈した上清 を酵素液とした.本 酵素

液中の蛋白態窒素量は銅一Folin法に より,Nrin1.Orn1≒200～300rで あつた.

測 定

反応液の340mμ における吸収の変化によつた.但 し,特 記せぬ限 り数値は完全系の変

化値(△E)よ り基質を除いた系の変化値を差引いた値を示すものとする.

反応条件

反応温度は30℃,反 応時間は30分 とした.

結果 並 びに考察

酸化および還元酵素の存在について

オキシマーゼの測定は初期6)に おいては,0℃ アセ トンおよび室温遠心機を用いて調製

した酵素(大 部分水に不溶)を 流水透析後遠沈 し,上 清は捨去,沈 澱部を燐酸緩衝液に分

散することにより得た遠沈上清を酵素液として用いたが,次 の実験においてはこの酵素を

水に溶かし流水透析,遠 沈した上清について測定したところ第1表 のような結 果を得た.

第1表.透 析 上清 の 活 性.

反 応 液 組 成:遠 沈 上 清1.Om1.0.025%DPNII1.Om1(不11)lilll:0)

DPNを 含 む),0.005%F.ADO.5m',10-3Moxime1.Om1,M/10

phosphatebuffer(pll7.5)1.Oml.

上表は従来捨去 していた透析上清にもオキシマーゼ活性が含まれることを示し,さ らに燐

酸緩衝液を加えない場合の反応の逆行は燐酸塩が オキシム還元機構にある重要な機能を果

していることを暗示している.そ こで燐酸塩濃度の影響を試験するため,酵 素調製法に述

べた可溶性酵素 を用いて次のような結果 を得た.

第2表 か ら明らかな如 く,アセトン 分別酵素を水に溶かした本酵素液は充分量の燐酸塩

を加 うればオキシーマーゼ活性を示すが,2×10-4M以 下の塩濃度では活性を示さない.の

みならず逆にDPN→DPNH(340mμ における吸収の増加)な る反応つまりオキシムの

酸化を示すような反応が起つたことになる.こ の才キシムの酸化および還元 とい う相反す



第2表.燐 酸 塩 の 影 響,

反 応 液 組 成:酵 素 液1.Oml,0.025%DPNII(相 当量 のDPNを

含 む)1.Oml,0.005%FADO.5m',pli7.5phosphatebuffer

(M/10)1.Oml.

る反応は,こ の実験か ら考えられるように燐酸塩によつてのみ支配される可逆反応なのか,

それ とも別個の酵素作用によるものかを調べるため次のような一連の実験を試みた.

第3表.緩 衝液の種類と反応の指向性.

反 応 液 組 成:酵 素 液1.Om1,0.013%DPNIIO.5m1,0.013%DPN

O.5m1,0.005%FADO.5ml,10一3MGlucose・oxlme1.Om1,pH7.5

Buffersoln*:1.Om';Phosphate・10-IM,Acetate・5×10-lM,

Pyrophosphate・10-3M,Arsenate・10'-3M,Borate・10-3M,

Veronal・6×10-一 『2M,Tris・5×10-2M.

"注"!1rsenat
.e,Borate等 は340m!tの 吸 収 を 阻 害 す る の で

稀 薄 溶 液 を用いた.

第3表 に 示す よ うに オキシマー ゼ活性は燐酸塩を加えた時だけにみ られ る,一 方 トリス,

べロ ナ ール,醋酸 の各緩衝液を使 用す るとオキシマーゼ作 用はみ られず,オ キシ ムの酸化



が 観察 され るよ うにな る.し か しこれ らの場合 も反応 系 に燐酸塩 を加 え,てや るとやは り還

元反応つ ま りオキシマーゼ 作用が観察 され るよ うになる.父 砒酸,硼酸,ピロ 燐酸等 では,

両 反応 ともむ しろ阻害 され る模様 であ る.

これ らの実験結果か ら,オ キ シム還元反応 の測定 には燐t1液 を,酸 化 反応 の測定 に

はトリス,ベ ロナ ール,醋酸 等 の緩衝液を用いれば・各々の酵素作用が測定 され ることが容

易に理解出来 るであ ろ う.

第4表.酸化反応と緩衝液の種類.

反 応 液組成:酵 素1夜1.Om1,0.025%DPN1,0m1,0,005%FAD

O.5rril,10_3MGIucose-oxime1.Oml,pll7.5Buflcr1.Oml.

*Bufferの 濃 度 は 第3表 に 準 ず る
.

第4表 は第3表 と異 り,DPNHを 加えず,DPNの みを加えた反応系に対する緩衝液の

影響を調べたものであ り,従 つて酸化反応に対する影響だけが観察されることになるわけ

である・ 燐酸塩は酸化反応を阻害するらしくトリス緩衝液を与えた場合もこれに燐酸塩を

加えると吸収の変化は測定されな くなる.又.オ キシム酸化反応の測定には トリス緩衝液を

使 うのが最 も有利のようである.従 つて今後還元反応の測定には燐酸緩衝液及びDPNH,

酸化反応の測定にはト リス緩衝液及びDPNを 用いることにする.

すでに報告 したように,7)オキシマーゼは他のオキシム例えばpyruvate-oxime等 も還

元する.こ の場合DPNHの 酸化が酵素剤中に存在 する乳酸脱水素酵素とオキシム中に混

在するか も知れないpyruvateに よるのではないかとの疑いを生ずるであろ う・この疑問

は しか しなが ら第3表 に示したように,乳 酸脱水素酵素の活性が得 られる筈の醋酸,ピロ

燐酸,ト リスの各緩衝液中でオキシマ ーゼ活性が得 られないこと,さ らに次の第5表 に示

す ように両者を同 ・条件で比較してみると両者の差異は 一層明白 とな り,オ キシマーゼ 活

性と乳酸脱水素活性 とは別個のものであると云い得る.

弟5表.Pyruvate-Oxin2eとNa-pyruvate.

反 応 液 紺 成:酵 素 液1.Om1,0.013%DPNIIO,5rn1,0.013%

DPNO.5m1,0.005%FADO.5m1,10-3MSubstrate1.Om1,

pH7.5Buffer1.Oml.

又同じことはGlucose-oximeの 酸化 とブ ドウ糖脱水素酵素との関係についても云える.

ブ ドウ糖脱水素膵素D活 性は通例燐酸緩衝液中 で測定 されるのに反し,オ キシム酸化酵素

の活性は燐酸塩中では観察されず,む しろ阻害 されることから両者は明らかに異なるもの



である(大村浩久他."ブ ドウ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"

九大農学部学芸雑誌 第17巻 第4号415頁 参照のこと).

オキシム酸化酵素の性質について

オキシマーゼについては既に報告7)さ れているが 酸化酵素 との比較上その性質の若干を記

載する.

第1図.酸 化 反 応 時 間 曲 線.

反 応 液 組 成;酵 素 液1.Oml,0.025%DPNl.Om1,10一3MGIucose-

oxime1.Oml,5×10-2MTrisbuffer(pH7.5)1.Oml.

第6表.DPNとTPN.

反 応 液 組 成:第1図 に準 ず る もDPN,TPNと も0.0130/液

1.Om'を 加 え た.

第6表 に示すように酸化反応における補酵素としてTPNは 無効である・これはオキシ

マーゼの場合と同様である.



第7一 表.フ ラ ビ ン の 効'"1¥.

反 応 液 組 成:酵 素 液1.Oml,0.025%DPNII又 はDPN1.Om1,

0,005%FAD又 はFMNO.5ml,5×10-2MTrisbttfCer(pll

7.5)又 は10一1MPhosphatebuffer(pH7.5)1.Om/.

第7表 から明らかな如 くオキシマーゼ 作用はFADの 添加によつて賦活されるが,オ キ

シム酸化酵素作用は賦活されない.オ キシマーゼの場合 酵素剤をさらに 硫安分画 すると

FADの 賦活作用は一層いちぢるしくな り第8表 に示すように最 早やFADを 加えないと

反応を起 さなくなる.

第8表.硫 安分 画 オキ シマ ー ゼ とFAD,

反 応 液 組 成:酵 液 素(硫 安 分 画 酵 素)1.Om1,0.013%DPNIIl.Om1,

10一3MGlucose-OXIIIII'.1.Om1,navih液0.5m1,10'『IMphosphate

buffer(pll7,5)1.Om/.

第9/表.酸化 反 応 と基 質 濃 度.

反 応 液 組 成:酵 素 液1.Om1,0.025%DPN1.Om1,5;10--2M

Trisbし1frer(pll7.5)1.Om1,0xime液1.Om1.

第2,3図 に示す よ うに両酵素 とも30°-35℃ に反応至適温度を 有 してい るが,40℃

に な ると著 るしい違いを示す よ うにな る,す なはち オキシマ ーゼ活性が30℃ で の活性 の40

%し か 示 さな くな るのに対 して酸化酵素は依然 として90%の 活性 を保持 し続 けている.つ

ま り酸化酵素 ン)方が熱に対 しよ り安定の よ うであ る,こ の関係を 一層明 らかにす るために

酵素液 自身 の耐熱性を調べてみた.

第4,5図 は 酵素液に等量 の1%Na2CO3-HC1緩 衝 液(PH7.5)を加え各温度 で5分 門

処理 した酵素液についてその活性を比 較 した ものであ る.



第2図.酸 化 反 応 と 反 応 温 度・

反応液組成:第1図 に同じ.

第3図.還元反応と反応温度.

反 応 液 組 成:酵 素ll斐1.Orn1,0.025%DPNH1.Om1,0.of,UFAD

O.4m',10一3MGIucose-oxime1.Om1,10-1MPhospatebuffcr

1.Om/.

40℃5分 の処理によつてオキシマーゼ活性はその62%が 失われるのに反し,酸 化酵素

では逆に20%活 性増 となつている.こ のことは第2,3図 を良 く説明するとともにオキ

シマーゼ とオキシム酸化酵素とが別個の存在であることを示す ようである.

従つて,反 応前に酵素液を予め40℃5分 処理すれば オキシマーゼ活性の大部分を除去

出来る訳である.



第4図.酸 化 酵 素 の 耐 熱 性.

反応液組成:第2図 に同じ.

第5図.還 元 酵 素 の 耐 熱 性.

反応液組成;第3図 に同じ.

酸 化還元反応について

以上 の実 験か ら本酵素剤 中にはオキシマーゼ の外 に,オ キシム酸化酵 素を含 んでい るこ

とが明 らか となつた.オ キ シム還 元反応 は燐酸塩 を必要 としオキシマーゼで営 まれ る.一

方酸化反応は オキシム酸化酵 素に よつて行 なわれ燐酸塩に よ り阻害 され るよ うであ る.

第6図 は この関係 を利 用 して先 ず酸化 反応系(Enzyme-DPN-oxime-Trisbuffer系)

に よ りオキシムを酸化 し,DPNをDPNHに 変 え る(∠E340、 、μ の増 大)こ の反応 を30分



行 なわせた後,こ の系 に10-1M燐 酸 緩衝液(1.Oml)を 加 え酸化反応系に よ り蓄積 された

DPNHと オ キシ マーゼに よ り残存 オキシ ムを還元 させた ものであ る(∠E340,。μの減少).

第6図.オ キ シ ム の 酸 化 還 元 反 応.

こ のこ とは燐酸塩 を限定因子 ・として,同一 反応系で オキシムの酸化お よび還元がお こな

われ るこ とを示す ものである.

総 括

1)肝 臓 酵素標品中 には オキシマーゼ の外に オキ シム酸化酵素 が合 まれ ている.

2)オ キ シマ ーゼは燐 酸緩衝 液呼1でのみ その活性 を示す.こ れに反 しオキシム酸化酵素で

は燐酸塩 の存在 しない時 だけに活性 が観察 され る.

3)オ キ シーマーゼはFADを 要 求す るが酸化酵素 は要求 しない。

5)さ らに両者・は反応温度,耐 熱性にお いて相違 し,後 者は オキ シマ・一ゼに比 しよ り耐熱

性 に當んでい る.し か し両者 ともに60℃ で完/径に失活す る.

6)hi}酵 素DPNは 両 酵素 ともに有効 であ るがTPNは いずれに対 しても無効であ る.
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                                Summary 

   1)  The oxime dehydrogenase activity, besides the oximase action was found 

in the hen liver preparation. 

   2) The oxime dehydrogenase activity was detected only in the absence of 

phosphate. On the other hand, phosphate seemed to be essential for the oximase 
action. 

   3) Oximase is activated by addition of FAD, but oxime dehydrogenase is 

not influenced by it. 

   4) Further more the dehydrogenase is different from the oximase in respect 

of the heat stability and the reaction temperature ; by heating at 40' C the former 

was activated to sotne extent, while the latter was inactivated considerably. 

   5) DPN is the co-enzyme of these enzymes, but TPN shows no coenzymatic 

action.


