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〔本論支の要旨は第一・回及び第二回H本 結核病学会近畿地方会において発表 した〕

最近われわれは結捜薦の物質代謝について一連の研究

を行つているが①,そ の実験方法は主として生菌浮溝

液を駿化酵素系とみな して,こ れに種々の基 質 を添 加

鮎 検圧的に酸素消費を測定追究することによつて行わ

れたゆ しか し菌体内の物質代謝の機作をより詳細に把握

すうためには細胞を用いる笑験 と共に,・一方菌体より強

力な鵡素系を抽川して問題を単～化す る こ とが望まれ

る○さきにつ9碧年)われわれは菌体よりはじめて検圧的

に定鐙できる強力な乳酸 々化酵素が抽出されることを見

撫した②癖乳酸 々化酵素は広 く生体内に分布する軍要な

酵素として,古 ぐから多数の研究が行われており(x)④

(5Xり(り,そ の酵素化学的性状 噛区々である
ゆ しか して

われわれが鳥型結獲菌より鴛た乳酸々化酵素は従来報告

さカた他のいずれの酵素とも異つていると考えられるゆ

案 験 の 部

酵素の抽爾法並びに測定法

鳥型結核菌の竹尾株を使用 した。培地の組成はカツヲ

エキス20g,ペ プ トソ20脇 食櫨293グ リセリソ50ca

お よび蒸溜水19で ある○通常岡時に300徽 培地10個

に,鳥 形菌の菌苔数個を植継いで,37。C・4日 間培養

後,集 菌 し萄苔を生理的食塩水でよぐ跣灘 し,プ フナー

漏斗上に移 して,少 量磯アセトンを繰返 し注ぎ吸引し,

菌体を乾燥器申に置いて室温で真空乾燥するe39の 培

地 よむ約409の 乾燥菌体を得るit4⑪9の 乾燥菌を300

CSt・燐酸塩緩衝液 くO・005M・pH7・5)と ともに磨砕 し,

2鑓 聡氷窒中で臼己融解させ,30分 間10,000回 転 で

遠心分離 して得た螢色上清液を粗製酵素製晶とする。残

澄は再び燐酸塩緩衝液に撫濁 し,自 己融解を繰返 して抽

搬するゆ時に3画 目の自己融解抽斑液 も活性を有するこ

とがあるゆこの覇製酵素液は数 日闘oecで 活挫を保存

する⑪

乳酸の酸化の測定はWarh"rg氏 検圧計で次の条件

に よつ て葎 ㌔ 撃

宇 室 酵 素 抽 出 液20e・c・ 燐 酸 塩

緩 衝液(plr62}0・2M溶 液)O.3c。e.

但冠 等董dli撃 し酸 ソー ダ(3簸)0。1e.c.

申 央 ノ∫悔窒20%KOHO3e.e.温 度370C.

室 気 中 にて 測 定

揮 発 性酸 の 定量 は次 の如 ぐ して 行 う039無 水Na2S

O4,及 び1・5c.c・C。 魏 。H,・SO4を ノ」、さいKjeldahlの

フ ラス コに入 れ ,こ れ に三 塩 化 酷酸 で除 蛋 白 した後 の反 ,

応 液1⑳ ・を加 え蒸 溜 水 で全 容6e.¢.と す る◎これ を40

分 間 水 蒸 気 蒸 溜 し糞後 溜 液 をCOL}-freeの ワ願M.NaOH

を用 い て 滴 定 し,生 薩揮 発性 酸 量 を 定量 す る(8)e焦 姓

ブ ド・・一・・酸 の 定 墨 は('lift-Cf》ok法(9)に よつ て 行 つ た。乳

酸 の 定 量 は硫 酸 セ リウ ム に よ る次 の よ うな反 応 の結 果生

ず る炭 酸 ガ ゑ量 を 倹圧 的 に測 定 して 行5。('HgCHOH

COOH+C・++++s-→C琳IHO千CO,+Ce+++但 し焦

性 ブ ド{酸 も硫 酸 セ リウ ムに よ り酸 化 を受 け るの で この

酸 が 生 成 物 と して存 在 す る と考 え られ る場 合 に は上 の方

法 は適 用 で きな い の で,次 の よ うな方 法 を考 案 した。バ

ン酵 母100gを ア セ トン乾 燥 粉 末 と な し,こ れ を 三ん 瓦

Na211PO4溶 液200c・c ・に懸 衝 し,37◎Cで3時 聞 自己

融 解 させ て,そ の土 清 を遠 心 分 離 して 集 め,こ れ を乳 酸

脱 水素 酵 素 製 品 とす るes被 検 液 を95%5分 間 加 熱 し,

これ と上 記 酵 母 乳 酸 脱 水 素 酵 素 と の混 合 液 をWarburg

氏 検 圧 計 容 器 中 に入 れ,被 検 液 申 の乳 酸 を酵 母 の酵素 で

酸 化 させ ・ そ の酸 素 消費 か ら乳 酸 量 を定 量 す る。 そ の反

応 条 件 は 次 の 如 くで あ る 。'

w。 蜘 鷹g氏 検 圧 計 一

主 室 酵 母 乳酸 脱 水 素 酵 素 溶 液1.Oc.e。

燐 酸 塩 緩 薗 液(PH620.2M)05・.e.

・ 加 熱 試 料1 .Oe.e.

側 室 メチ レ ン青(:0.5%)0.3◎.。.

中 央 小 室KOH(20%)03¢.e.

一14-一
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温 度370C。 空気 申 に て測 完

乳 酸 量 は この酵 母 酵 素 製 晶 に よ り消 費 され た酸 素量 の

2倍 に相 当す る◎

チ トク ロ ー ムC並 び に チ トクv-一 ム酸 化 酵 素 製 品 は い

ずれ も.KeilinandIlartree(10)(ll)法 に従 っ て得 た。

実 験 結 果

第 二衷 種 々の 酵 素 のMichaelis恒 数

酵 素 階ohal1'薮

〔1〕 基質特異性

この酵素抽出液は直接酸素分子によつて乳酸を酸化す

る(第一表)。.リソゴ酸,酒 石酸,焦 性 ブドウ酸,酷 酸,

蟻酸,酪 酸,グ ルタール酸,グ ルタ ミソ酸,コ ハク

酸,¢ 一グリセ戸燐酸,ア ラニン,チ ロジソ,シ ステイ町

ン,グ リセ リソ,酒 精,お よびブドウ糖は酸 化 され な

いo

(2⊃ メチレソ青の影響

終末濃度1/seoX.1の 割 にメチレン青を添加すると,乳

酸の酸化は30～50%増 加する。次にこの酵素液を53。

C15分 間加熱すると活性は全く消失 し,こ れにメチレソ

青を加えると,酵 素活性の回復をみとめ,そ の回復の程

度は加熱前の液がメチレソ青で活性化されたのと同程度

である(第一表)◎

本酵素

α一オキシ酸

酸化酵素
t変形菌
の1一アミ

ノ酸
酸隼酵素

大腸菌の焦性 ブ
ドウ酸

酸化酵素

α一グリセロ燐酸

脱水素酵素

5×10-2M/♂

2。4× ユ0一3

6x10-3

1.2×10一 纂

5.Ix10-sレ
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(b)至 適pHは 約6・0で あ る◎
ギ

(c)賦 活 エ ネルギ ・…一一は約12,845cal加 ◎1で あ る。

(第 三 表 よ り計 算)

第 三表 温 度 の 影 響

温 度 速度恒数k logk

第一 表 メチ レン青 の影 響

各Waごbuτ9氏 容 器 中 に燐 酸 塩溶 液(pH6.2,0.2]恥

0・2c。c,乳酸 ソ ーダ(1M)0.1ccを 添 加 ・

60分 の 酸 素

消 費 量戴

270C

323

370

継 酵調 蔽 レン青
0.C。C。C。

GMM103

134

203

纂.70

1.82

2。00

' 一原酵 素溝 液

C。C.
.2、0

2.0

(り

AU

2

9
耐

0。2

0。2

C.M.M.100

212

3

125

き

この事実から,こ の酵素抽出液は異つた2種 の乳酸々

化酵素を含んでおり,一 は熱に不安定(53。C15分 加熱

で完全に破壌)で,他 よりメチレソ青の添加を要せず直

接酸素分子と反応 しうるものであり,他 は熱に比較的安
'定(53。C15分 加熱に安定)で

,酸 素分子との反応にはメ

チレソ青の如き水素受容体を必要とするものであると考
・講え

られる。 ・

菌の生育並びに抽出条件によつては,前 者の酵素のみ

を含む抽出液の調製 も可能であり,本 報では前者の酵素

(直接酸素分子と反応 し水素受容体の添加不要)の 性状に

ついて以下に報告する。これ より酵素と記すのは前者俊

みを指す。 ●

kは1時 間の乳酸々化による酸素消費量である◎

この値は淋菌の乳酸々化酵素について渡掟 した14,9」2

cal/mo1(6)な る値と略 く等 しい。

(d)阻 害剤の影響 第四表に種々の阻害剤の影 響 を

示す。青酸,ア ジド,お よび トロボロソにinseRsitiマeな

点は,こ の酵素系中に重金属の欠如を示 している◎また

焦性ブドウ酸によつて阻害されない点は他の乳酸々化酵

素と異つているび 繊
'第 四表 阻害剤の影響

阻害剤 陳雛i阻翻
。

ダ

ム

ン

銀

銅

P
ウ

9

ソ

リ

ド

ポ

酸

酸

酸

ト

ヂ

唱

青

ナ

ア

ト

硝

硫
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4×10-ll
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7>〈10-4
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3.3>(10一 弓

0

0

0
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100

阻害剤 陳叢 囎%

ウ

ρ酸

ダ

酸

酸

ド

酷

[

ン

プ

ド

ソ

砒

性

一

化

。

焦

酸

ヨ

弗

マ

亜

4x、0摯0
ミ

8×10-=LO

8刷 ・
5x10-310

2.5x10一 ご㌔0

〔3)。 酵素の一一般的性状

(のMiehaelis恒 数は約5×10"iMで ある。この値

は他の酵素のそれより大きい値である(第ご表)。

も

くe)透 析の影響 蒸溜水に対 してoec,48時 間透析

することにより活性は殆ど減少 しない◎この事実は容易

に解離 しうる助酵素の欠如を示 している◎

(f)チ トクロームCお よびチ トクu一 ム酸化酵素系

の影響 本酵素液にチトク¥・・一ムCお よびチトク"一 ム

酸化酵素を添加 したところ,全 く影響をみとめることが

できなかつたご第五表1～4。7)o

また本酵素液中のチ トクロ・・ムC乃 至チFクPt-一 ム酸

化酵素の活性をヒドロキノソの酸化によつて検 したがそ

の存在はみとめられなかつた(第 五表5～7)。

・一一15一



〔4,反 応の機作

Warbur9氏 容器中で数時間反応後,反 応液を除蛋白

した上溝について焦性プKウ 酸の定量を試みたがその生

成をみとめることは不成功に終つた。又、V之漁u嶋Yab隻 ユー
o
響◎¢(恥 の方法によつて呼吸商の測定を行 うと酸素消費

量と略 く等モルの炭酸ガスの発生をみとめた¢さらに,

酵母の乳酸脱水素酵素を用いて反応後の内液中の残存乳

酸量を定量すると,乳 酸1モ ルに対 して等モルの酸素消

費が起ることが明らかになつた○

その成績は第六表に示すの

従 つ て 生成 揮 発 性 酸 を 酷酸 と仮 定ナ

る と次 式 〔Dが こ の酵 素 に よ りea瓢

lizeさ れ る と考 え られ る◎CII3CH

OHCOOH十 〇2-→CH3COOH十C(義

十H20… …〔1〕

考 按

以 上 の 実 験 結 果 か ら この 酵 素 の本態

は 不 明 で あ るが ・酸 素 分 子 と直接 反応

し メ チ レ ンニ青や チ トク ロP・ムC系 の

添 加 を必 要 と しな い点 で ・従 来 よ く知

られ た動 物 組 織(Meyerhoff)(3)酵

母(Rernheim(4),奥 貫(恥DiXeR

(14)(15)etal)お よび 細 菌(Stephen一

痴n(5),Barron(6))の 乳 酸脱 水 素酸

素 とは 明 らか に欝 造 を異 に してい る。

しか し最 近 ハ ツカ ネズ ミの腎 臓 よ りt一

アミノ酸 々化酵素(Blanehardeta1㈹)お よび緑葉

.植物からa一 オキシ酸々化酵素(Cjkge£t(17))が 発見さ

れ・これらはいずれ も乳酸を直接酸素分子により酸化す

るもので,こ の点本酵素はむしろこれ らの新 しい二つの

酵素に類似 しているが繋乳竣以外の基質特異性,反 応生

成物およびその他の点で同一であるとすることはできな ・

いc窮 七表に乳酸の酸化をcatalizeす る既知の酵素と

本酵素 との性質の比較を示す嚢

従つて本酵素は,従 来報告された乳酸 々化酵素とは明

らかに異つた新 しい酵素であると考えられる◎ しかしこ

の実験に使用 した酵素製晶は不純であるため上述のこと

を断定することはできない¢

総 括

鳥型結核菌より乳酸 々化酵素を抽出し,そ の一般的性

質並びに作用機作につき笑験を試み,そ の成績を報告し

た。この酵素は(1)直 接酸素分子と反応 し,メ チレソ

青及びチトクロームC系 の添加パ不要であるe(2)青 酸

及びアヂ ドにinsensitiveで あ るe(3溶 易に透析 しう

るような助酵素を欠如 しているo(4)異 常に高い値の

一X・fichaelis恒数 等の性質を有 し,か つ,(5)次 式を

catalizeし て他の乳酸脱水素酵素のように焦性 ブ ドウ

酸を生成するとは考えられない◎

(THザCllOH-COO}1十9}一 一一一→(;}1零一coQH十CO2十H馨O

以上の諸点よ{}本酵素はおそらく新 しい酵素であると

想像される○ 、

終 りに,御 指聯と御校閲を賜つた恩師渡辺三郎教撲な

らびにノ(阪大学理学部,赤 堀四郎藪提に深謝の意を表す

る◇・
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方会(ユ949)
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