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尿 素 に よ る ジ ホ ス ホ ピ リジ ン ニ ュ ク レオ チ ド

の 酵 素 的 還 元III

難 肝 臓 の 精 製 酵 素 に つ い て

大 村 浩 久 ・筬島 豊 ・堤 養 之輔*

安 永 昌 博†・原 口 敏 ‡

Enzymatic reduction of diphosphopyridine nucleotide 
                 with urea 

    III. On the purified enzyme of  fowl liver 

      H. Omura, Y, Osajima, Y. Tsutsumi, 
         M. Yasunaga and S. Haraguchi

難肝臓,家 蚕組織およびパン酵母か ら調製した酵素標品に尿素の存在下にDPNの 還元

を触媒する酵素活性が認められた.5)これは尿素を水素供与体,DPNを 受容体とする一種

の水素転移反応であることを示唆す るが,酵 素だけでな く酵素反応そのものも従来全く知

られていない.と くに同じ酵素液にアンモニア からヒドロキシルアミン,次 亜硝酸,亜 硝

酸を経て硝酸を生ずる脱水素酵素系も含 まれており,し かも尿素の場合と同じようにこれ

らの窒素化合物がそれぞれ水素供与体 として作用し,DPNが 受容体 としてDPNHに 還

元 され る水素転移反応であり,ま たこれら酵素反応の諸性質 も非常に よく似ている.一 方

生物組織には尿素を分解してアンモニア を生ずる酵素 ウレアーゼ も広 く分布してい るの

で,尿 素によるDPNの 還元はウレアーゼに よるアンモニア生成反応 と,こ のアンモニア

を基質,DPNを 助酵素とする脱水素作用との共軌反応である可能性もまた無視出来ない.

そのため前報6)においてはまず この点を確かめるために同一の酵素液を用い同一の反応条

件で尿素によるDPNの 還元とアンモニアによる場合とを比較した・こうして反応の諸性

質に非常に多 くの類似点が認められる反面,最 適温度,基 質阻害,TPNの 還元性,反 応

生成物あるいは共存す る硝酸還元系によるDPNHの 再酸化等の諸点に本質的な差異が確

められた.こ れ らは使用した酵素液にウレアーゼ活性がほとんど認められない事実ととも

に,尿 素によるDPNの 還元はウレアーゼとアンモニア脱水素酵素の共同作用で行われる

2次 的なものではなく,尿 素が水素供与体 として直接作用しているとの推定をより明らか

にするものである.

反応はDPNHの 生成を分光光度計を用い340mμ の吸光度の増加で測定している・

しかし酵素液にはアンモニア と硝酸 との間の循環酵素系も含 まれていて,そ れを構成する

6酵 素も同じくDPNを 助酵素 とするためそれらの活性 もDPNHの 増加または減少を求
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めて測定される.従 つてこの場合,も しアンモニア 脱水素系と硝酸還元系とが同時に作用

するならば,340mμ の吸光度の変化は両者の差を示すものであつて互に拮抗 しているこ

とが推定される.勿 論硝酸還元系はDPNHの ほかにFADと 無機燐酸イオンとを必要 と

し,4・11・12)しかも後者はアンモニア 脱水素酵素系を抑制するのでDPNHの 減少だけを専 ら

測定することができる.こ れに反しアンモニア 脱水素酵素系はFADと とくに無機燐酸イ

オンを含 まない組成の反応液を用いればその活性だけが求められる.10・11・12)このように反応

液の組成を適当に選ぶことに よつて循環系の…方だけを測定することができるが,さ らに

はこの両者を完全に分別することが望ましい.幸 にアンモニア脱水素酵素系と硝酸還元酵

素系とはヒドロキシアパタイ トに吸着 した後,これか ら溶出する場合に顕著な差があつて,

溶媒を適当に選ぶ ことに よつて完全に分けることができ,し かも同時に酵素の比活性も高

められた.13)尿素酵素の場合少なくとも1時 間以内では硝酸,亜塩酸,ヒ ドロキシルアミンら

は生成されず,従 つてFADお よび無機燐酸イオンを加えてもDPNHの 再酸化は起こら

ない事は既報の通 りであつて,特別に考慮する必要はないようである.しかし340m/`の 吸

光度の増加で活性を測定しているので,ア ンモニア脱水素酵素系の場合 と同様に硝酸還元

酵素系を含まない酵素液を用いることが更に望 ましいのは当然である.こ のため酵素の性

質がアンモニア の場合と極めてよく似ていることに基づいて ゲル処理に対する挙動を追及

した結溶果,ア ンモニア脱水素酵素系と全 く同様に比較的高い濃度の醋酸 ソーダによつて

出され,し かもその比活性はゲル処理前の約90倍 にも高められることが認められた.こ

うして硝酸還元酵素系を含まない精製酵素液を調製できるようになつたが,アンモニア 脱

水素酵素系の場合は無機窒素循環系の一部 としての精製であつて硝酸還元酵素系も同時に

回収利用した.し かし尿素酵素に関する本研究では還元系の利用は考える必要もないので

酵素調製に際しても多少の改良の余地が残されているわけで若干の検討を行なつた.

実 験
酵素活性の測定

酵素の活性はDPNHの 生成を常法通 り日立分光光度計EPU-2型,液 層10mmの セ

ルを用い,反 応液の340mμ における吸光度(一logT)の 増加(+)で 測定した.DPN

の還元量はその分子吸光係数9.43を 利用し吸光度 の増加 の値 か ら計算することが出来 る

が,一 般に使用したDPNの 量も一定であ り反応後の全量にも変化がないので単に反応液

の吸光度の増加で示した.

反応液の組成も既報6)のものに準 じたが,研 究の進展に伴つて適宜変更 し本報では通常

次のものを用いた.酵 素液1.Om1,0。05%DPN溶 液1m1,5×10-3M尿 素溶液0.5ml,

0.2Mト リス緩衝液(pH7.5)0,5mlにH201.Omlを 加えて全量4.Omlと したが実験の

条件に応じH20を 利用して調節 した.例 えば酵素液の固有吸収が強い場合には0.5m1を 使

用し,ま た基質濃度は後述するようにその終濃度10『4Mか らかな りの広範囲に亘つて酵

素活性には影響 しないが無機窒素循環系 と比較する場合を考慮して 上記の使用量を定め

た・こうして30℃ に30分 間作用させてその前後の吸光度を測定して増加した値を求めた.

生物組織には多数のDPNと 共軌する酵素系が存在し,ま たそれに対す る水素供与体そ

の他の諸因子 も含 まれているため,こ れらの反応系に よるDPNの 変化 も避けられない.



しかも使用した酵素液程度の精製では完全に除 くことは出来ないので,尿 素の代 りに水を

加えた対照区も設定し その吸光度の変化を尿素区のものか ら控除して補正し真の酵素反応

の値を求めた.

酵素液は新鮮な肝臓組織から毎 日調製 したがその活性は始終変動したので,比 較のため

には酵素液の蛋白含量当 りの吸光度の増加 をも計算 した.蛋 白含 量はLowryら3)の 報

告に従い,銅 フォーリン法により次 のように測定した.酵 素液を適当に稀釈しそのO.5ml

に0・INNaOII0.5ml,2%Na2CO3と0.1%硫 酸銅一1%酒 石酸 カリソーダ50:1混

合液5m1を 加え37℃ に10分 間放置する.次 いで1NNaOHに 対応するようにアル

カリ度を定めたフオーリソ試薬0.5m1を 加え37℃ にさらに20分 間放置した後,日 立光

電比色計EPO-A型 で赤色フィルターを用いてその吸光慶を測定 した.我 々が用いた比色

計については液層10mmの セルを用いた場合人の血清アルブミン(N含 量15.95%)に

ついて求めた標準曲線から計算式Nr--E×56.34が 得 られ,こ れによつて蛋白態窒素の量

が計算 される.こ うして通常反応液の蛋白態窒素mg当 りの吸光慶の増加を求めた.

酵素液の調製

前報 で強調 したように酵素の性質は アンモニア脱水素酵素のものと非常によく似ていて

精製操作によつても同 一分画に得 られる.即 ち燐酸石灰に吸着した場合硝酸還元酵素系は

醋酸ソーダの0・01Mと0.1Mと の間で溶出されるが尿素酵素はアンモニア 脱水素酵素系

とともに2Mな いし4Mで 得られる。 さらに特に著 しい特性 として燐酸の効果があ り

還元系では不可欠の因子であるが脱水素系では逆に阻害される.し かしこれまでの研究で

は,酵 素は新鮮肝臓をまず燐酸緩衝液に磨砕懸濁し加温抽出している.勿 論 この抽出液か

らアセトン 沈澱またはさらにゲル処理を行ないしかも数時間流水透析 して使用しているの

で別段差支えはないようであるが,燐r唆 阻害の機構は明らかでないために全 く影響はない

とい う保障はない.さ らに燐酸依存性の硝酸還元酵素系は利用しないので,む しろ初めか

ら燐酸塩の使用を避けて酵素液を調製した方が好 ましいようにも思われるのでまず これに

ついて検討 した.

新鮮な難肝臓60gを20m1の 蒸溜水にWaringブ レンダーを用いて磨砕懸濁 し,こ

れを2等 分しその各々にpH7.0の0.2M燐 酸又は トリス緩衝液40m1と 水50m1と を加

え,そ れぞれ35℃ で30分 間加温抽出し常法に従つてアセ トンB標 品を調製 した.燐 酸

塩の場合赤燈色の沈澱約69,トリス ではその半量約39の 劃 登色沈澱が得 られた.こ れ

をさらにそれぞれ水30m1に 溶かし,そ の一部はアセ トンB酵 素 として活性の測定に用い

た・ 残 りはゲルに吸着し2M醋酸 ソーダで溶出した残渣から20rn1の4M醋酸 ソーダ

で溶出してゲル処理酵素液を得た・ これらの粗製および精製酵素液をセロフアン管で流水

に対 して3時 間透析した後その酵素活性を測定した.尚 比較のために尿素と同・-i量の硫安

を用いてアンモニア脱水素酵素力を求めた.そ の結果を第1表 に示す.

第1表 からflEらかなように トリス緩衝液で調製した酵素によるDPNHの 生成速度は燐

酸緩衝液を用いて得た酵素による場合よりも高い.し かもアセトンB沈 澱の収量或は試験

した酵素液中の蛋白質含量は逆に後者で前者の約2倍 にも達するため蛋白窒素当りの比活

性は トリスの場合更に高 くなる.換 言す ると燐酸塩はその蛋白質抽出効果において トリス



Table 1. Effect of extracting solvent on the activity of the enzyme solution.

 P or T means phosphate or Tris buffer respectively, as the solvent of the first 

extraction from liver tissues for the purification of the enzyme.

緩衝液よりもすぐれているが,非 酵素蛋白 即ち不純蛋白の量を増加するに過ぎない・ しか

もこの操作中酵素活性は燐酸塩により多少悪影響を受けている事がアセ トンB酵 素におい

て認められるがゲル処理では認められなかつた・ このことはアセ トンBで は抽出に用いた

燐酸塩が残つているがゲル処理によつて更に精製すると もはや拙出溶媒の影響は消失し不

純蛋白 の量だけによる比活性の低下が認められるに過ぎない壌を示唆する.

酵素液の色も両緩衝液の血球或は血色素に対す る効果の相違に基づ くものと推定される

が,アセトンBの 段階では燐酸塩を使用した場合には淡赤色ないし淡赤樵色で あるに反し

トリスでははるかに稀薄であつて黄燈色ないし責色を帯びるに止つた.さ らにゲル処理を

行な うとほとんど無色透明の酵素液が得 られ前者の場合まれに淡 く黄色に着色した・ いず

れの場合にも酵素液自体の吸収も トリスにおいて燐酸使用のものよりも低かつた.こ れ等

は酵素標品と吸収スペクトルとの関係が明らかに示した.

第1表 の実験にならつて肝臓409に 水60m1を 加えて磨砕懸濁,低 速遠沈して110ml

の懸濁液を得た.こ れを2等 分 し各 々55mlに0.2M燐 酸又は トリス緩衝液15mlを 加

えて常法通 り抽出しアセトン 濃度33%な い し55%で 沈澱するB分 画それぞれ約39

及び1.59を 得た、引続き30mlの 水 に溶かし,そ の10mlず つは直 にセロフアン管

で3時 間流水透析しアセトンB酵 素液とした・20m'の 酵素液はB分 両沈澱量の3倍,即

ち燐酸区で69,ト リス区で39の ヒドロキシアパタイト をカロえ掩絆吸着 させ2M醋酸 ソ

ーダで洗滌溶出後,残 存ゲルに4M醋酸 塩溶液20mlを 加えて溶出,遠 沈上澄を同じく

流水透析 してゲル処理酵素液を調製した・色調は前記の通 りであつて,そ の吸収スペクト

ルは アセ トンB酵 素液15倍,ゲ ル処理酵素液2倍,そ れぞれ水で稀釈 して測定 した・

第1図 にこれを示す.

酵素液は何れも250mμ に極小,275mμ に極大吸収を示し酵素蛋白 に基づ くものと思

われるが,さ らに415mμ にも第2の 吸収極大が認められた・その」二燐酸塩の場合は545

mμ および580mμ にも小吸収が存在したが1・IJス酵素には認められず平坦もしくは徐 々

に減少した.ゲ ル処理による吸光度の減少はいずれの場合でも亟めて顕著であつて275mμ

と415mμ 両極大値の問の吸収はとくに320mμ から385mμ 付近にかけ てほぼ平坦ま

たは茜だ浅い凹部を示しているが,ゲ ル処理を行なわない粗酵素液では370～380mμ 付近

に明瞭な極小値が認められた.第1図 の曲線は吸光度の関係から稀釈度が異つているため



 Fig. 1. Absorption spectra of the enzyme solutions. 

30 ml of each enzyme solution is correspond to 40g of fresh liver, 

respectively. Absorptions were estimated on the 15 times diluted 

acetone-B and two times geltreated ones.

そのままには比較出来ないので,同 一条件 の酵素液の吸光度に補正し主要な波長でその値

を比較 した.第2表 は原肝臓109か ら30ml酵 素液に相当するものの値である.

370な いし380mμ,及 び520な いし530mμ の極小値 は アセ トンB標 品でははつき

り見られるものであるが,ゲ ル処理区ではほぼその波長を中心 としさらに広い範囲にわた

つて平坦 または極めて浅い凹部を示す事は」二記の通 りであつて明確に指摘出来ないが ここ

ではその中の最小値を示 した.ま た トリス酵素では長波長部に吸収のピークが認められな

いので比較は行なわなかつた.

こうしてアセトンB酵 素および ゲル処理精製酵素共に燐酸塩を用いた場合が トリスの場

合よりも酵素自体の吸収は大きくとくに精製酵素ではアセトンB酵 素のものの吸収比より

倍加する.酵 素液中の蛋白濃度は蛋白質に基づ く吸収と推定され る275mμ での極大値の

吸収比がそれぞれ1.3及 び2.6と 燐酸塩を用いて調製 した酵素液が高く,銅 一フオー リン



Table 2. Absorption values of the enzyme solutions at various important wave length.

P or T means the preparation which was made from the extract of liver with phos-

phate or Tris buffer respectively.

法で測定した値 と概ね一致する.と くに差の顕著なものは所謂Soret帯 に相 当する415

mμ の吸収であつて燐酸塩酵素のものはUス の場合に比べてそれぞれ2倍 或は4倍 の吸

収を持ち,酵素標品が前者で赤色ないし赤檀色 と相当の赤色を帯びているが,ト リス標品で

は黄檀色ないし淡黄色であ り,さ らに又ゲル処理によつて両標品 ともに色の減少が著 しく

とくに後者ではほとんど無色にまで達する事実を明白に示 している.し かもゲル処理に よ

って両酵素液の吸光度の比が増大することは その外観的色調の差をさらに開 くことを意味

する.吸 光度の低下の顕著な ゲル処理の場合にもトリス使用酵素標品 の低下度は燐酸標品

の低下度の2倍 以上に達 し,ゲ ル処理の効果も トリス標品において燐酸のものよりも優れ

ていることを示唆する.こ の吸光度の減少は燐酸酵素液では測定した波長の全域に亘つて

ほぼ均一…に1/12-・1/14に 低下するが,ト リス標品においては極小部の低下度は極大部に

おけるものよりも大きく,そ れぞれ1/33～1/40及 び1/27～1/28に 減少しまたSoret帯

に相当する415mμ の大吸収よりも長波長部ではさらに著 しい.

つぎに吸収曲線の傾斜を隣接する極大値 と極小値 との比で比較し第3表 に示す・ アセト

ンB標 品に於いては燐酸酵素において トリスの場合 よりも275mμ の蛋白吸収・血色素に

基づ くと思われる415mμ の吸収はいずれも大きくとくに後者は著しい・第2表 でも述べ

Table 3. Comparison of absorption values at various important wave length.

 P or T means the preparation which was made from the extract of liver with 

phosphate or Tris buffer respectively.



た ように燐酸酵素はゲル処理によつて波長全域に亘つて均…に吸光度を減少す るので吸収

の高さにはほとんど変動がないが,ト リス酵素では極小値の低 下度は極大値のものよりも

大きいので吸収の傾斜は却つて増加 した.し かもその場合においても酵素液の赤色の一指

標と思われる415mμ の吸収の高さは燐酸塩を使用して調製した酵素液が大きい.蛋 白の

吸収に対するSoret帯 の吸収比は燐酸酵素で約0.6,トリス 酵素で約0.35で あつ ていず

れの点からも両酵素 の色調の差異 が説明される.燐 酸塩使用区に見 られ る545mμ 及び

580m/tの 両吸収はアセトンB及 びゲル処理標品ともにほとんど同じ程度のものであつた.

酵素の活性試験ならびに酵素液の吸収曲線の検討から,酵 素の調製には硝酸還元酵素系

の利用を特別に考慮しない場合は トリス緩衝液を用いる方 が 望ましいことは明らかであ

る.た だ多数の調製実験において燐酸緩衝液を用いた 場合には常に活性をもつ標品を得た

が,ト リスでは全 く活性を示さない場合も時時経験したが その原因は明らかでない.し か

し活性ある酵素標品の場合にはその活性が比較的に強いことは勿論である.

初 めに述べ た よ うに,Tiselius等8)に 従つて調製したヒドロ キシアパタイ トの処理に

よつて無機窒素循環系のアンモニア酸化系 と硝酸還元系 とが完全に分別 された.こ れは生

物界におけるこの酸化還元系は可逆的なもので あると従来考えられていた概念を少なくと

も肝臓において訂正 し循環系の存在を明らかにしたものである.即 ちアセ トンB酵 素水溶

液をゲルと混合して酵素を吸着させ,醋酸 ソーダで逐次濃度を高めながら溶出すると硝酸

還元酵素系は0.01Mと0.1Mと の間に得られ,一 方アンモニア 脱水素酵素系は2Mと4

Mの 間 とい うかな り高い濃度で初めて溶出され,尿 素酵素活性もこの分画に認められる.

この場合のゲル使用量については詳細な検討は行なわれておらず,従 来は蛋白質が完全に

吸着されるに十分な量のゲルを使用した・即ちアセトンB沈 澱79の 場合,こ の水溶液に

吸引濾過したゲル509を 加えて吸着させると多少蛋白が吸着されずに残るので,こ れ よ

り多量を最低限 として通常20な いし30倍 量を用いた・ しかしゲルの調製,特 にその熟

成にかな り長時間を要す るので無駄を避けることが望ましく,簡 単に概略の 目安を検討

した.

ゲルは通常冷蔵底に保存し,使 用に際 しては吸引濾過する程度 に水分を除い て秤取 し

た.アセトンB酵 素89を 水10m1に 溶 かして5m1ず つ等分 し,209(100.3時 間乾燥

して7.69)ま たは89の ゲルを加え攪拌 吸着後,そ れぞれのゲルから常法通 り溶出し12

mlご との酵素液を調製 しその活性を求めた.

第4表 に示すように何れの場合にも酵素活性は強 く同じ程度の吸光度の増加が認められ

た.ゲ ルの使用量が多い場合調製した酵

素液は黄赤色を呈するがゲル最の少ない

場合はその色調は薄 くなつた.こ れに対

応して酵素液の蛋白含量も前者が高かつ

た.従 つて酵素の比活性は後者のものが

前者 よりも高い.こ れ らの事実は比較的

少量のゲルでよいことを示すものであつ

て,酵 素はゲルに吸着され易く,ゲ ルの

Table 4. Effect of amounts of gel.



量を増すことは不純蛋白の吸着量を増し溶出されて 酵素に夾雑 するに過ぎないことを示唆

する.勿 論ゲルの熟成度に支配 され ることは 当然であつて20gで も十分活性が得 られる

が,8gの 場合未熟のゲルを使用した際に十分な活性が得 られないことも経験 した.

こうして酵素液の調製は従来のものと本質的には変化はないが 上述のように硝酸還元酵

素系を回収利用しない場合には一応次のように行なえばよいと思われる.

新鮮 な肝臓をpH7.oな いし7.5のM/15ト リス緩衝液(も しくは燐酸緩衝液)3倍

容にWaringブレンダー で磨砕懸濁し3S"の 温湯に浸漬して時々手庵拝 しながら30分 間温

めて抽出する.直 ちに冷凍遠心機を用い6000r.P.m.,0℃ で10分 間遠心分離する.上 澄

液を,NaCl一 氷混合寒剤で 一10.～-15℃ に冷却し,半 容の予め同様に冷却したアセトン

を概絆 しながら徐 々に添加する.5～10分 後6000r.P.m.で10分 間冷却下に遠心分離して

その上澄液を採 る.前 と同様に半量の冷アセトン をさらに加え,5～10分 間放置後10000

r.P.m.で10分 間遠心分離 してアセトン 濃度33%と55%と の間で沈澱する部分を集める.

この沈澱が前報で使用した酵素分画であつて,我 々は便宜上アセトンB標 品とよんで い

る.こ れを約10m1の 蒸溜水に溶し,沈 澱の4～5倍 量のヒ ドロキシアパタイ トゲルを加え

氷冷下に攪拌 しなが ら5分 間吸着 させた後,6000r.P.m.で5分 間遠心分離する.上 澄液

Fig. 2. DPNH formation with urea.

を除いたゲルにpH7.5に 調節した2M醋酸 ソー

ダ20mlを 加え同じく氷冷しながら5分 問概絆 し

て溶出し,遠 沈後非酵素部を含む上澄液を除 く.

ゲル沈澱に10な いし15ml(必 要量)の4M酷

酸 ソーダを加え,同様に 掩搾溶出して10000r.p.m.

10分 間遠心分離する,微 量に浮游するゲル微粒子

を除 くために上澄液を濾過した後セロファン嚢に

入れ3時 間流水透析し,無 色ないし微黄色の酵素

液を得る.

アセトンB酵 素を用いる場合には,前 報に記述

したように沈澱を57%の 冷却 したアセ トンで更

に3回洗滌 した後水に溶 し同様に3時 間流水透析

する.

透析はとくに夏季 も低温で行なうことが望 ましい.こ のため我 々は4℃ の冷室で,さ ら

に水道水は氷水の中に浸した金属蛇管を通 して予め冷却 した後透析槽に導いて出来るだけ

低温で透析する事に努めた.

このようにして調製した精製酵素を用いて反応させると第2図 に示すように340mμ の

吸光度が増加する.30分 後に0.2Mア セ トアルデヒドを0.1m1加 えたが吸収は引続いて

増加 した.こ の反応液にさらにWallenfels等 の方法9)でパン酵母 から調製した アルコー

ル脱水素酵素,50倍 稀釈液0.1mlを 添加すると前報アセトンB酵 素の場合 と同様に吸収

は直ちに減少した.ア ルコール脱水素酵素はDPNに 特異的であつ てDPNHを 水素供

与体 としアセ トアルデヒドを受容体とするものであるので,反 応液における340m/tの 吸

収の増加は勿論DPNの 還元に基づ くものであることを示す・またアセ トアルデヒドだけ



を加えても吸光度の低下は起らないことは調製 した ゲル処理精製酵素液にはアルコール脱

水素酵素は含 まれていないことを明らかに示す.

燐 酸 の 影 響

無機窒素循環系の発見の端緒は燐酸塩の特異的な効果を見出したことであつて,酵 素反

応で最も普遍的に使用される燐酸緩衝液を用いない場合にはアンモニア,ヒ ドロキシルア

ミン,次 亜硝酸及び亜硝酸或はオキシムによるDPNの 酵素的還元が認められる・これに

対して燐酸塩があればこれらの反応は認められず,し かも逆に硝酸,亜 硝酸,次 亜硝酸お

よび ヒドロキシルアミン 或はオキシムによるDPNHの 酸化がFADと 共存した場合に起

こる.即 ち燐酸塩はFADと 共に硝酸還元酵素 系やオキシマーゼに必須の因子であつてア

ンモニア脱水素酵素系を抑制 して硝酸塩の還元作用を優先させる.こ うして無機窒素循環

系における反応の方向が規制 されるものと思われる.従 つて酵素反応の測定に際しては使

用する緩衝液の選択が最も重要な事項であつた.

尿素の=場合にも類似の現象が認められ る事はアセ トンB酵 素を用い アンモニアと比較し

て確かめられた.し かしこのことは 燐酸塩が酵素ないし酵素反応の阻害剤 としてDPNH

の生成を直接抑制するのか,あ るいは使用したアセ トンB酵 素液には硝酸還元系も含まれ

ているため,酵素液中に微量にでも含まれる可能性のあるFAD及 び硝酸,亜硝酸等水素受

容体のために生成したDPNHが 直にDPNに 再酸化されて外観上DPNHの 生成が認

められない間接的なものかの何れかであろ う.ゲ ル処理によつて硝酸還元系を含まない酵

素液が得 られ るようになつたので上記可能性の何れかを決定するために改めて試験した.

Table 5. Effect of buffers on the enzymatic activity.

まずアセトンB酵 素の場合 と同様に数種の緩衝液を用いて酵素活性を測定したが,第5

表に示す ようにアンモニア脱水素酵素 と全く同一の傾向が見 られ,ト リス,ベ ロナール及

び醋酸 緩衝液の順に活性が認められた.し かし燐酸緩衝液では反応が起らず燐酸塩が酵素

反応 自体を阻害す ることは明らかである.こ れらの結果はすべて硝酸還元酵素系を含むア

セ トソB酵 素の場合 と 一致するものであつて,燐 酸の効果はDPNHの 再酸化に基づ く間

接的なものである可能性は否定され る.

このことをさらに確実にするために トリス緩衝液を用いた正常の反応系でDPNHを 生

成 させ,30分 後にpH7.5の0.2M燐 峻緩衝液を0.5rn1添 加し引続いて20分 作用させ

た.緩 衝液の添加によつて反応液が稀釈 され 吸光度は従来のものと多少異なつて くるため

に同じO.5mlの 水を加えた対照区についても同じ条件で反応の進行を測定した.第3図

に示すように水を加えた対黒区では引続いて340mμ の吸光度の増加が起こつているが燐

酸塩を加えると吸光度の増加も減少も認められず反応は停止することを意味する.尿 素の

代 りにアンモニア を用いて同時に行なつた測定の結果全 く同様の現象が確められた.ア セ

トンB酵 素の場合には硝酸還元酵素系も含 まれているのでアンモニア 区では燐酸塩の添加

によりDPNHの 減少が起 こつたが,ゲル処理酵素では尿素区 と同様に減少も認められず,



Fig. 3. Effect of phosphate on the 

     enzymatic reaction. 

 At point A, phosphate or  H2O was 

 added into the reaction mixtures.

本酵素液には硝酸還元系は含 まれていないこと

を示す.こ うして燐酸塩の効果はDPNHの 生

成を直接阻害するとい うことが出来 る.

こうして燐酸塩は…種の阻害剤とい うことが

明らかにされたので,そ の阻害効果を試験する

ために反応系に種 々の濃度に燐酸緩衝液を加え

酵素活性を測定した.策6表 に示すように燐酸

塩の影響も 一般の阻害剤 と同様にその使用量に

依存し添加量の減少に伴つて阻害効果 も低 下し

たが,か な り微 量でも阻害作用が認め られた.

酵素量の影響
一般に酵素反応に於いては反応生成物は使用

する酵素の量に応 じて増加するもので あつて本

酵素でも例外でない事はアセトンB沈 澱からの

粗酵素液ですでに確かめたが第7表 に示す よう

に精製酵素でも同じ傾向が認められた.

ここでも反応は厳密には直線関係を示さず蛋

自態窒素当りに換算した比活性は酵素の量が少

ないほど高い値を示した.し かし反応生成物の

絶対職は酵素量の多い ほど高い の は当然であ

る.粗 酵素液では酵素液自身のもつ吸光度が大きいため高い酵素濃度では反応は測定禺来

なかつた.し かし精製操作により第1図 或は第2表 に示すように酵素液だけの吸収は著し

く減少し,ゲ ル処理酵素標品の場合蛋白態窒素含量1mg程 度までは困難なく使用するこ

とが出来た.

Table 6. Effect of amounts of phosphate on the enzymatic activity.

Reaction mixture :  10-3M urea 1.0 ml, enzyme solution 1.0 ml, 0.025 % DPN 1.0 ml, 
0.2 M Tris buffer 0.5 ml, phosphate buffer (pH 7.5) 0.5 ml, Total 4.0 ml.

Table 7. Effect of amounts of enzyme on the reduction of DPN.

Reaction mixture : 5X10-3M urea 0.5 ml, 0.2 M Tris buffer (pH 7.5) 0.5 ml, DPN 

(2.4 mg/ml) 0.5 ml, enzyme +H2O 3.0 ml, Total 4.5 ml. 
Enzyme solution contained 370.8 r protein-N per ml.



基質濃度の影響

酵素作用ば 般 に基質濃度にも比例するが,ア ンモニア脱水素酵素系ではその顕著な特

性の・・一つに基質阻害が あり,ア セi・ソB酵 素では反応液の終濃度10-4M付 近で最も強

い活性が認められ基質濃慶の増加 に伴つて反応速度は低下し10『2Mで は極めて僅かの活

性 しか検出されなかつた・これに対して尿素の場合にはこの中間的特性を示 し,10-4Mま

では・一般酵素或はアンモ=ア 脱水素酵素系と同様にDPNHの 生成量は増加するが,こ れ

を越した場合前2者 のように反応生成物は増加 も減少もせずほとんど一定に保たれた.こ

のことについても硝酸還元系を含む粗酵素液では正逆両反応系の差によるとい う懸念もあ

るが,還 元系を除いた精製酵素でも第8表 のようにアセトンB酵 素 と全 く類似の性質が認

め られた.

Table 8. Effect of urea concentration on the enzymatic activity.

 Exp. 1 and Exp. 2 were carried out in the same manner but with different enzyme 

preparation which had been purified by the same procedure from different liver.

しかもこの効果は酵素の活性には無関係であつて,第8表 には同一条件で異なつた個体

の肝臓から別 々に調製 した酵素標品を用いて,同 じ条件で活性を測定した代表的実験例を

示した.こ のように酵素活性がかなり異

なつても尿素濃度10-4Mで それぞれ最

高に達 し以後濃度には無関係 となる.ア

ンモニア脱水素酵素系の場合をも含めて

最適基質濃度10-4Mの 値は他 の酵素

に比べて極端 に低 く酵素活性 が弱い一

因でもある.

反応時間の影響

酵素反応を支配する因子に反応時間も

含 まれて いて 本酵素作用も例外で は な

い.ア セ トンB酵 素の場合特にその反応

初期において時間と比例することはすで

に報告 したが精製酵素でも勿論同様であ

る.第4図 は同…条件で測定した結果の

代表的なものであるが,活 性が強い酵素

標品では短時間で反応はほぼ終了し以後

緩慢に進行する.こ れに対 して弱い活性

のものでは前者 よりは長い時間直線的に

DPNHを 生じた.し かしいずれにして

も約20分 で反応速度はかな り低下した.

   Fig. 4. Activity-reaction curves. 

Both reactions were carried out under the 

same condition except that the different 

enzyme solutions which had been prepared 

by the same procedure from the different 

liver were employed.



Fig. 5. Activity-reaction temperature curve.

従つてその比活性は反応の初期に おいて高

いことが示され反応速度の測定には 少なく

とも10分 ないし20分 に限定する 事が望 ま

しいと思われる.唯 本報ではアセ トンB酵

素を用いた従来の経過 との比較のために30

分間での吸光度の増加を測定した.

反 応 温 度

アセトンB酵 素に含まれる無機窒素循環

系において,硝 酸還元系は40℃5分 加熱

により大部分の活性を失つたがアンモニア

酸化系は却つて活性化 された.こ の事実 は

アンモニア酸化 と硝酸還元とが異なつた酵

素系によつて行なわれることを示 した最初

の手掛 りであつて,可逆的なものであるとの従来の一般概念を否定 した ものである.尿 素酵

素もアンモニア脱水素酵素 と同様である事は前報に示したが,そ の反応温度においてアソ

モニア脱水素酵素は30℃ に最適値をもち40℃ 付近までこれに近 く,か なり広い適温域

を示したが,尿 素酵素では35℃ に比較的明瞭な最大値が得 られた.こ れは硝酸還元酵素

系を除いたゲル処理酵素でも同様なことが第5図 の活性一温度曲線から示 された.こ こで

40℃ においては反応液に若干の濁 りを生じ吸光度の測定を乱す場合も起 こつたので,測 定

に先立つてあらかじめ熱処理を行な うことが望 ましい.ア セ トンB酵 素の場合尿素の最適

温度はアンモニア の場合よりも5.高 かつた・ 数回反復してつねに35℃ に最適値を認め

た とはいえ,そ の差が少ないため多少の疑問を払拭 することは出来なかつた.し かし精

製酵素 で も全 く同様 に最適温度 として35℃ が認め られ た ので確実であると云 うことが

出来 る.

pHの 影 響

アセトンB酵 素の場合無機窒素循環系に含 まれる全酵素は何れもpH7・5付 近に活性の

最高値を持ち尿素酵素 もまた同様であることは前報に記載した.し かし基質を加えない盲

験区における酵素液だけによる吸光度の固有増加は これと異な りアルカリ側で強かつた.

通常 この値を基質を加えた試験区の実測値から控除 して酵素活性を求め最適pH値 を定め

ている.酵 素だけによるDPNHの 生成能は少なくとも本実験に用いたゲル処理程度まで

の精製酵素では完全には除かれずpHの 影響についても同様の傾向が認められた.

Table 9. Effect of pH on the enzymatic activity.

第9表 はとくに盲験値の大きい酵素標品についての一例であるが,こ のような極端な揚



合でも尚7.5付 近に酵素活性の最適値は認められる.盲 験値がどの酵素に基づ くかは明ら

かでないがこれに関連してNasonら7)の 主張は考慮に値す る.即 ちKlausmeier1)が 枯草

菌の細胞柚出液でDPNHま たはTPNHが ヒドロキシルアミンの存在下に酵:素的に酸化

され,叉NH40Hを 加えるとDPNI-1が 再生されTPNも 微量だが同様に還元され るこ

とを認め,本 反応は ヒドロキシルアミン 還元酵素の逆反応によるものであつて酵素的アン

モニア脱水素作用を初めて細胞外酵素で証明することに成功 したと主張した.し かしこの

場合NH40Hだ けが有効であつて(NH4)2SO4或 はNH4Clの ような塩類は無効であつ

た.Nasonら は同・一菌株の酵素液を用いてこれを追試 しNH40Hの 代 りにKOHやNa-

OHで も同様に340mμ の吸光度が増力∫する事を認めた.従 つてDPNHの 生成はアンモ

ニア脱水素酵素によるものではな く醒素液に含まれる他のDPN共　 酵素系によるもので

あつて反応液のpHがNH40Hに よつてアルカリ側に移動して活性化 され ることに基づ

くものであることを指摘しKlausmeierも これを承認 したと報告 した.事 実Klausmeier

の実験でもヒドロキシルアミン還元がpH7.2で 行なわ れNH40H添 加後のDPNHの

再生はpH&1で 行なわれている.難 肝臓酵素でも同様にアルカリ側で強 くなつているが

これを控除した真の活性は7.5に 最高の値を示してい る.し か もアンモニアの場合には

(NH4)2SO4で も有効であ り,尿 素活性はpH8.0に おいてはほとんど消失 し盲験値のみに

なつていて,Nasonら の危惧もここでは問題外である.

DPNの 量

酵素活性に影響する因子の最後 のものにDPNの 使用量がある.こ れは水素受容体とし

て反応 の主要構成因子をなすもので あつ てこの量もまたDPNHの 生成速度に関係をも

つ.第10表 はその …例であつて反応条件は同 一であつてDPNの 量だけを変えた.DPN

はLePage法2)に よつてパン酵母 から調製した粗製品であつたが活性の測定には差支えな

かつた.実 験は純度25%の ものを用いたものである.

Table 10. Effect of amount of DPN on the enzymatic reaction.

尿素を加えない盲験区ではDPNの 量に関係なく僅少でほぼ一定の吸光度増加を示 した

が,試 験区では量に応じて約0,75mgま ではほぼ直線関係を示して増加し,そ れ以上での

増加はごく僅かになつて ・・定になつた.

アンモニヤ脱水素酵素との関係

アセ トンB酵 素でアンモニア脱水素酵素 と尿素酵素 とは非常によく似ているが根本的に

異る性質 も多少は認められ ることを指摘 した.そ の主要なものの一つはTPNの 効果であ

ってアンモニア の場合には水素供与体 としては全 く作用しないが 尿素に対 しては活性は低



Table 11. Effect of TPN. いがDPNの 代 りに受容体 としての機能

を示 しTPN自 身は還元される.こ の事

は精製 した酵素についても全 く同様であ

つて 第11表 は これを 明らか に 示して

いる.

ここでDPNはパン酵母 よりの 自製品純度35%の ものを用い,TPNは 米国N.B.C.

製純度90%の ものであつて,使 用量は純度において同一量を含むようにした.

この外基質阻害の有無,最 適温度等アセ トンB酵 素で観察したものと同じ相違が認めら

れたが,さ らに毎 日薪しい肝臓から酵素を調製 して研究に使用したのでその都度両活性を

同…酵素液について同一条件で測定した.

Table 12. Comparison of activity in various enzyme preparations.

 T or P means Tris or phosphate buffer respectively, as the solvent of the first 

extraction from liver tissues for the purification of the enzyme. 

 Determination of the activity was carried out under the same condition but diffe-

rent enzyme preparations.

第12表 はその例であつて酵素液は上記方法で調製した.し かし前にも述べたように比較

のために酵素液の蛋白窒素mg当 りの吸光度の増加で表わした.こ のように尿素の場合と

アンモニアの場合との活性は必ずしも一致 せず極端な場合には一方の活性は全 く認められ

ない事も経験した.し かして最初にも述べたように最初の抽出は トリス緩衝液の方が比活

性の強いものが得られた.

考 察

酵素活性に燐酸塩が阻害作用を及ぼすことから酵素の抽出に燐酸緩衝液を使用すること

は多少の矛盾を感じた.勿 論アセ トン分画或はさらにゲル処理を行ないさらに流水透析を

行な うので,少 な くとも反応を阻害する燐酸塩は除かれて遊離しては存在しないと思われ

る.事 実従来の研究は総てこのように燐酸塩で抽出したものから調製した酵素液を用いて

つねに活性が認められている.し かしこのことは完全に燐酸塩を除いた とい うことを必ず

しも意味するものではなく,測 定された活性は完全な活性を示すものではな くて若干抑制

されたものである可能性 もあ り得 る.ま た燐酸阻害の機構が明らかでない現状では,酵 素

が非可逆的な阻害を受けるとい う惧れもあるわけで,た とい低濃度の燐酸塩で組織から抽

出するとい う燐酸の影響が多 くの不純物でかな り遮蔽 され る初期抽出の過程に おいてのみ

酵素は燐酸 と接触しても若干の悪影響は免れない,こ のような点を考慮すると燐酸塩 より



は トリス緩衝液を使用する事が望ましいと推定される.こ の前提で とくに酵素の調製につ

いて実験を行なつたわけで 尿素酵素だけでなくアンモニア脱水素酵素活性も燐酸塩の場合

よりは強い酵素液が調製された.し かしこれだけで酵素は調製操作中に燐酸塩によつて非

可逆的阻害を受けていると断定することは出来ず,最 後の決定は燐酸阻害機構のより詳細

な研究とその解明をまたなければならない.ト リス緩衝液の利点としてはこの阻害の危惧

がないことのほかに,得 られる酵素蛋白の量は燐酸の場合のほぼ半量に過ぎず,し かも酵

素活性の全回収量は 同等或はすぐれているので酵素液の比活性即ち蛋白当りの活性はさら

に高 くなることがある.換 言すると燐酸塩はその蛋白抽出効果においては トリスよりもす

ぐれているがこれは不純蛋白を増すに過ぎない.そ の上にゲル処理の効果も吸収スペクト

ルの比較から トリス標品がすぐれていることが示された.又 これ とともに酵素液の色調も

トリスの場合はほとんど無色透明であつて若干赤色ないし黄色を帯びる燐酸塩区のものよ

りは好 ましく,従 つて酵素液単独の吸光値もかな り低いために燐酸塩酵素 よりは多量の酵

素を使つて活性を測定することが可能となる.

このように酵素液調製のための抽出溶媒 としては従来使用した 燐酸緩衝液 よりは トリス

緩衝液の方が酵素液の活性や色調の点ですぐれたものが得 られ る.し かし未知原因のため

に時々全 く活性の認められない場合が起こる.こ れは酵素の調製にとつては致命的な欠陥

ともいえることであつて,こ の点が解決されて初めて調製法は確立される.こ の点燐酸塩

は活性その他について トリスに多少劣るとはいえ,か なり安定した結果が得 られる.こ れ

等の点を考慮して現状では研究の目的に応 じて抽出溶媒 としては 両者を適宜選択して使用

することが望ましい.

これらに関連してゲルの使用量も検討 された.従 来は酵素液の蛋白が完全に吸着される

までかな り多量の吸着剤が用いられてきたがむしろ少量に用いる方が 比活性の高い精製酵

素液が得られることが明らかにされた.ゲ ルは調製後その熟成にかなり長い期間を要する

ことからも好都合であつた.こ のことは酵素蛋白が比較的に早 くゲルに吸着され易いこと

を示唆するものであつて ゲル量の増加は不純物の回収をひき起すに過ぎず比活性の低下を

来す.こ れは酵素が組織から抽出され易く トリスで十分であり,抽 出効果の高い燐酸塩の

使用は同じく不純蛋白の増加をもたらすだけであることとかなりの共通性が推定される.

肝臓組織は周知のように極めて多種のDPN共 挽酵素系を含んでいる.そ のため単に吸

光度の変化だけで 酵素活性を測定す る場合 には全 く不測の影響も起る可能性が否定され

ず,出 来るだけ精製した酵素を用いなければならない.特 に前報に用いたアセトンB酵 素

液のように,ア ンモニア脱水素酵素系と硝酸還元酵素系とを含みしかもヒドロキシルア ミ

ン,次 亜硝酸及び亜硝酸は共通の基質であると同時に反応生成物であ りアンモニア或は硝

酸は基質 もしくは反応生成物として作用し,そ の上に活性はDPNHの 増加 または減少で

測定されるので反応組成の構成や結果の解釈はかな り慎重でなければならない.そ のため

にはアンモニア脱水素酵素系と硝酸還元酵素系とを分離した 反応系を用いる事が望ましい

のは当然であつてゲル処理により初めてその日的が達成された.尿 素酵素においても同様

であつて,と くに酵素の一般性質がアンモニア 脱水素酵素のものと非常によく似ているた

め十分注意しなければならない.アセトンB酵 素において両活性に若干の根本的な差があ



る事を認めたが これは硝酸還元酵素系を全 く含まな くなるまで精製度の進んだゲル処理酵

素で確めれば更に確実である.こ のようにしてゲル処理酵素でもアセトンB酵 素 と全 く類

似の結果が得 られた.特 に尿素濃度は10-4Mで 最高の活性に達 しさらに濃度を高めても

活性の増加は認められず,ま たアンモニア脱水素酵素のように阻害も起 らなかつた.し か

も酵素活性の強弱に拘わ らず認められるものであつて,10-4Mと 著 しく低い基質濃度で最

高活性を示すことは,他 のDPN酵 素に比べて酵素活性が極めて低 く反応がこれ迄発見さ

れなかつた一・一一因をなしている.つ ぎに反応の最適温度も35℃ であつた.アンモニア 脱水

素酵素のものは300Cで あつてその差5℃ は実験誤差の範囲内として注意していたが,精

製 しても尚350Cに 最高活性が認められることは尿素酵素の特性 として 承認 してよい可能

性を示す.し かしTPNが 尿素によつてはDPN同 様に還元され るがアンモニア では全

く還元されないことは尿素酵素の特性であ り,ま た異なつた個体の肝臓から同一操作で調

製 した多くの酵素液の尿素酵素活性 とアンモニア脱水素酵素活性 とは決 して比例す るもの

ではなく,極 端な場合には一方だけしか認められなかつたことは,両 酵素活性が異 る事を

示す根拠を提供す る.し かしいずれにしてもゲル処理の段階ではなお不十分であつて尿素

酵素 とアンモニア脱水素酵素 とを分別する課題は残 されている.

総 括

酵素の精製について補足実験 を行ない,最 初の抽出に トリス緩衝液を用い,ま た吸着用

ゲルの添加量を減ずる事により,燐 酸緩衝液を用いた従来のものよりも活性が高 くしかも

ほとんど無色の酵素液を調製することが出来た.こ れに関連して両者の吸収 スペク トルに

ついて比較した.さ らに精製酵素液について若干の性質を検討 し粗酵素液の場合 と同様の

傾向が確められた.異 なつた個体 から同 一方法で調製 した多数の酵素標品の活性 とアンモ

ニア脱水素酵素力とは比例しないことが示 された.
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                                Summary 

   Supplementary experiments were carried out concerning the purification of 
the enzyme which catalizes the reduction of DPN with urea. Tris buffer was 
found to be the better extracting solvent than phosphate to obtain the prepara-
tion of higher activity, although no activity was sometimes detected. It was 
established that amounts of hydroxylapatite gel so far employed can be decreased 
to make the enzyme solution without loss of activity. 

   Thus, the enzyme solution can be prepared as follows. Fresh liver was 
homogenized in 3 volumes of M/15 Tris buffer of pH 7.0 to 7.5 by a Waring 
blender. Phosphate buffer also can be employed in place of Tris. Homogenate 
was immersed in water bath of  35°C for 30 min. under agitation and contrifu-

ged at 6,000 r.p.m. for 10 min. at 0°C. Then enzyme was fractionated with 
acetone at —10° to —15'C, except that centrifuging was carried out at 0°C. 
Half a volume of cold acetone was added dropwise into supernatant. After 5 to 
10 min., precipitates formed were centrifuged at 6,000 r.p.m. for 10 min. and 
discarded. Similary, supernatant was further mixed with half a volume of 
acetone and centrifuged at 10,000 r.p.m. for 10 min. after standing for 5 to 10 
min. Precipitate deposited between 33 % and 55 % of acetone refers to "Ace-
tone-B preparation " which had been employed in the preceding studies. In 
this case, precipitate was washed three times with cold 57 % acetone, dissolved 
in water, dialysed against running water for 3 hrs. and employed after cen-
trifuging at 3,000 r.p.m. for 10 min. 

   Enzyme fractionated with cold acetone was further purified by treating 
with hydroxylapatite gel at 0°C. Gel was prepared according to Tiselius and 
kept for more than several weeks in cold. Acetone-B precipitate was dissol-
ved in 10 ml of water. Four to 5 times the amount of the precipitate of gel 
were added into this aqueous enzyme solution, stirred for 5 min. and centri-
fuged at 6,000 r.p.m. for 5 min. at 0°C. Deposited gel was mixed with 20 ml 
of 2 M sodium acetate which had been adjusted to pH 7.5 and stirred for 5 
min. The mixture was centrifuged and the supernatant was discarded. Gel 
was again mixed with desired volumes of 4 M sodium acetate of pH 7.5, stirred 
well for 5 min. and centrifuged at 10,000 r.p.m. for 10 min. Supernatant contain-
ing the enzyme was dialysed against running water for 3 hrs. using cellophane 
tube after filtration. Thus, clear enzyme solution was obtained. 

   When Tris buffer was employed for extracting the enzyme from the origi-
nal liver tissues, almost colorless final enzyme solution can be obtained, whereas 
very pale yellow color was remained in the enzyme solution in the case of 

phosphate. This fact might be supported by comparing absorption spectra of 
both kind of the enzyme solutions. Enzyme solution has two absorption max-
ima at 275 MP and 415 mg. Additional two small peaks at 545 mg and 580 
mit were also observed, if the enzyme solution had been purified from the liver 
extract with phosphate. This enzyme solution has much steeper main peak at 
415 m,u than that of Tris-enzyme. These observations might account for the 
difference of color of the enzyme solutions. Ultraviolet peak at 275 m,a may 
be attributed to protein. In general, decrease of absorption was brought about



by gel-treatment throughout the range of wave length estimated. Thus, dis-
appearance of red color in the raw enzyme solution was explained. Since 
specific activity of the enzyme is generally refered to the enzymatic activity 

per protein, its increment by purification was also illustrated by the remarkable 
decrease in absorption at 275  MA. 

   Enzymatic activity was estimated spectrophotometrically by determining 
the increase in absorption at 340 m,u, formation of DPNH, according to the 
foregoing paper. However, reaction mixture was slightly modified as to consist 
of the following composition ; 1 ml of the enzyme solution, 1 ml of 0.05 °o DPN 
solution, 0.5 ml of 5 x 10-3M urea solution, 0.5 ml of 0.2 M Tris buffer of pH 
7.5 and 1 ml of H2O to make a final volume 4 ml. According to experimental 
conditions, composition of the reaction mixture can be modified, total volume 
of 4 ml being kept by changing the volume of water. Absorption of the reac-
tion mixture estimated at 0 min. and after 30 min. at 30°C by Ilitachi's spec-
trophotometer EPU-2, with light pass of 10 mm and difference was calculated. 
Since liver contains many kinds of DPN-conjugated enzyme systems, a little 
formation of DPNH can be observed, as had been emphasized so far, even by 
the purified enzyme. Therefore, control experiment containing no urea was also 
checked and the increase in —log T was subtracted from those in tests. Since, 
enzymatic activity of the preparation varies from one material to another, the 
increase in absorption per mg of protein-N was sometimes calculated, especia-
lly for comparison. 

   Concerning the purified enzyme solution, some properties were investigated. 
However, any differences could not be established from those with acetone-B 
enzyme. DPN is reduced enzymatically in Tris, veronal or acetate buffer but 
not in phosphate buffer. Inhibiting effect of phosphate related to the concentra-
tion. Of course, enzymatic activity is approximately proportional to the amounts 
of enzyme or DPN and the reaction time. Rate of the enzymatic re-action, 
however, reaches to the maximum at 10-4M of urea, independent of the 
activity of the preparations. Much amounts of urea did not promote nor re-

pressed the DPNH formation. DPN is reduced enzymatically with urea at 
highest rate at 35°C and pH 7.5, while the increases in —log T in blank at alka-
line range are higher than those in neutral range. As had been established with 
acetone-B enzyme, opposed to the ammonium dehydrogenase, TPN is reduced 
by the purified enzyme too, in presence of urea. Comparison of the activi-
ty of the urea-enzyme with that of the ammonium dehydrogenase in many 

preparations which had been purified by the same procedure but from different 
liver material indicated that both activities are not directly proportional each 
other. This observation also suggests that the urea-enzyme may be different 
from the ammonium dehydrogenase, although the properties are very likely.


