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緒 言

前vai)に おいて,わ れわれは(1)烏 型結桜菌中に2

種の性質を異にす る乳酸 々化酵素r及 び ∬が存在 し,そ

の一つすなわち酵素1は 水素受容体の介入を要せず して

直接酸素分子 と反応す るが,他 の一つすなわ ち酵素 ∬は

メチレン青の如 き水素受容体の添加 を必要 とす る◎(2)

前者の,酵 素1は 青酸,ア ヂ ドにhnsellgitive,透 析に

安定,乳 酸を酷酸 と炭 酸ガスとに分解す る反応 をcata。

Iyzeす る等の性質 よ り,従 来 よく知 られて いる動物組

織,微 生物の乳酸 々化酵素 とは異 つた薪 しい酵素 である

と報告 した。その後,わ れわれ は前者の酵素1を 精製 し
嚢 て以上の点 を更に明 らかに したので

,本 報では主 と して

この精製酵素1に 関す る実験威績 を報告す るc

実 験 の 部

(1)実 験 方 法

(i)酵 素の活性並びに乳酸,焦 性ぶ ど う酸及び揮発

性酸の定量法はいずれ も前報{)と 同様であるΦ

(ii)=チ マーゼ(D・P.N.),ア デノシン3燐 酸(A.

T・P・),リボフラビン燐酸(F.M.N.)及 び カタラーゼは

それぞれWiMansoR&Greek2),LePageR),Kuhn4)

及びSumner5)の 方法 に従つて分離文 は合威 した。ブラ

ビンアデニンヂヌクレオチ ツ ド(F。A・D・)は大 阪大学医

学部久保生理学教 室 より譲与 され た ものであ る.な お,

酵素試料中に含まれるF.A。D。 の定量 法は後述す るo

(2)酵 素 の 精 製 法

われわれは,第1表 に示す方法で酵素 の精 製 を 行 つ

た◎ カオリソ,ア ル ミナによる吸着,ア セ トソ,ア ル コ

ールによる沈澱等はいずれ も酵素 を非 可逆的に不活性化

す るので使用で きない◎

(3)精 製 酵 素 の 性 質

以上の方法で精製 した酵素製品(B)及 び(C)に よ

る乳酸の酸化 はメチレン青の添珈に より全 く促進 され な

い(第2表)。 従つて,精 製に より,混 在 していた2種 の

乳酸 々化酵素1及 び∬が完全 に分離 され,酵 素1の み精

襲されたことが解 る◎ これ よ り本報 で本酵素 とあるのは

酵素1の みを指すこととす るe

さて・まず前報に報 告 した本酵素の諸性質 を精製酵素

(B)及 び(C)液 につ いて確かめた所・いずれの性質に

ついて も全 く同様の結果 を得 た。更に新 しく得 た成績 を

次に要約す る。

第1衷

精 製 法

鳥 型 結 核 菌(竹 尾 株)を グ リセ リ ン肉汁 培 地 に培 養(370C,
5日 聞), 集 臨 法瀞 後,菌 体 をその ま ま1日 間 凍 結

,後37。Cで 融解
,燐 酸塩 緩衝 液(pH7.5)と 共 に磨砕,再

び 凍結 ・融 解 を反 覆 し,更 に1日 間 氷 室 に放 置 ラ後 還 心沈 澱(10
・000r・P・m・)して得 た上 清液 を粗 製 酵 素液(A)と

す る◎

匿 製 酵 素
↓

10%酷 酵 を加 え てpH3・8と し,直 ち に遠 心 沈澱

オ

液(A)/

オ
上清(捨 てる)

↓

沈 澱

↓
デ シ ケー ター中 で1

日間真 空 乾 燥(びC)

↓

燐 酸 塩 緩衝 液 にて抽

出(pH62,0。C)

遠 心 沈 澱

t

↓1
上 清 沈澱(捨 てる)

↓
結 晶硫安を加 えてO・5飽 和 とし数時 間放置(OOC)

遠心沈澱
}

・↓

上 清

↓

∫

沈澱(捨 て る)

結晶硫安 を加えて全飽 和 とし1夜 放置(0。C)

遠心沈澱き

萎
上清(捨 て る)

↓
沈 澱

↓
燐酸塩緩衝液(pH6.2)に 溶解,遠 心沈澱 して不
溶部分 を除去す

匝 ・・5～・磁 和沈灘(B)i
↓

2日 間,氷 冷蒸溜水 に透祈

↓
10%酷 酸を加えてpH4・5で 沈澱せ しめ,前 回と同様,

真窒乾燥後,燐 酸塩 緩衝液で再 抽出,遠 心沈澱{

↓1
沈澱(捨 て る)上 清

↓
結 晶硫安 を加えて分別沈澱 を反覆 し,0・5～LO飽 和部分
を遠心沈澱3

{
上 清(捨て る)

↓
沈 澱

↓
燐酸塩緩衝液(pH6.2)に 溶解,遠 心沈澱 して不溶部分 を

↓除去す
2日 間,氷 冷蒸溜水 に透析

↓

～ 一一29 -__
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(i)D.P.N.及 びA.EP・ 等 の添加に より全 く影響

を受けない¢

(ii)燐 酸塩緩衝液 の代 りに ヴエ ロナール緩衝 液を用

いて酵素 を抽鋼 し,無 機燐酸の影響 を調べたが第3表 の

如 く全 く影響 をみ とめなかつた¢

第2表

粗 製(A)及 び精製(B)酵 素の乳酸々化
に及 ぼす メチ レン青の影 響

酵 棄 製 品
酸 棄 吸 収 量/60分

M/100メ チ レ ン 轡

iO.5cc添 カロ

283pal

次 に酵素試料を85ec,15分 加熱 した後遠 心沈澱を行

つてその上清液 をと り,こ れにXYarbur9&Christian

6)の方法 に従つて豚の腎臓 より分離精製 したd一ア ミノ酸

酸化醇素の蛋白部分並 びに基 質 と してdム ァラnン を加

えて その酵素作用 を調べ,所 謂 アラニン試験 を行つた◎

第5表 には,3H聞 透 析 した(遊 離 のEA・D・ を除去す

るため)(B)液 について行つたア ラzaン試験の笑験例

を示す 。

第5表(B)液 のア ラニ ン試験

190pl

1譲 欝 化酵素1・ ・4CG

(A)

(B)

0。40◎0。400

4%dl一 ア ラmン

144

1・ ・2
O.2 0.2

133

第3表

無 機 燐 酸 塩 の 影 響

M/10ビ ロ燐 酸 塩

(pH8.3)

100γ/ccRA.D.

1.5 1.5 1.5

16111

緩衝液(P畿o)

E

酸 素 吸 収 量

30分 6・ 分1・5・ 分

翻 蕊 レi28魑 」 騒 叫 ・3・μ

1一

認 ぎ時1(Hip('3132

加熱(B)酵繁液 下 一 「下

135

酸素吸櫨(μ/3・分)178[lli[:7一

59

各 ソー ル プル グ氏 容器=ヴ エ 資ナ ール 緩衝 液 一抽 出

酵 素 液2.Oo◎;3M乳 酸 ソー ダ0,2¢e;

その他H20含 有

(4)助 酵 素 に つ い て

本酵素は 識 。の轍 銀及び茄 の轍 鱒 液(終

末濃度)で 完全 に阻害 され るから フラビ ン酵素 を予想せ

しめた。そ こで酵素 の蛋白部分 よ り助酵 素部分 を分離 ナ

る目的でWarbur9&Chrigtianfi)の 方法に従つて酸

性硫 安沈澱法及びその他 の沈澱 ・吸着 ・加熱 ・透析等種

種の方法 を組合せて行つたが,殆 ん どす べての場合に酵

素の非可逆的不活性化 を招～・て成功 しなかつた。 しか し

数例 において,F・A・D・ の添加 に よつて乳酸 の酸化が若

干促進 され る結果 を鴛 た(第4表)◎ 但 し,そ の結果 は一一

定でな くて再現性に富 んでお らず,又F・11・N.の 添加

は影響 を受け ないの

第4表F.A。D,汲 びF.M.N。 の影響

酸 索 吸 収 爆

第5表 か ら,精 製 酵 素(B)中 にか な りの量(約1～

2Y/oc)のF・A.D.が 含 まれ てい る こ とを知 つ た。

次 に本 酵 素 の精 製 度 と,醇 素 中 に 含 まれ て い るEム.

D・ 量 と の関 係 を 知 りた い と考 え,酵i素 試 料(A),(B),

(C)に つ い て乳 酸 々化 のQO£ と各 試 料 毎m9中 の アヲ ・

ニ ン試 験 に よ る相 対的EA・D・ 含 量(試 料1mgに 対す

る ア ラ ニ ソ酸化 値)と を測 定 した と ころ第1図 に示す成

績 を得 た。 、

第1図Qo2とF.A・D.含 盤(/m9)と の関係

麟 鳳歓 科 。

(A、

(B)

(C)

一一→Qo2

一一→ アつこン 鱗{』 殖 ん嚇

便 用 酵 素試料 添 加

遡 」・8・分

(B)x液 →㈱ 氷 一jl123霞{

冷蒸溜水に透lF◎Mi蕊Yi

析した液i∬ 烈

247Y'e

(B)N液 → ア セ ト ン

κ て 沈 澱 せ し1
め 爽 空 乾燥 後iF.A・D・

再 抽 餌 した 液1

129285

・811347

～ ・ ・sl168

9624920Y

曇(B)液 は(第1表)参 照

以上の如 く酵素 の精製 に伴つてQO2とEA・D.含

量は共に増加 してお り両者の間 に一定の平行関係がみと

め られ る◎ この成績か らおそら くF.A.D.が 本酵素の

助酵素であろ うと想像 され る¢

(5)過 酸化水素の生成につ いて

一般 に フラビ ン酵素は酸素分子 と反応 して過酸化水素

を生成す ることが知 られてい るので,わ れわれはこれに
ぬ

ついて実験 したが以 下に示す如 く過酸化水素 の生成を証

明す ることはできなかつ た。

(i)精 製酵素中に もなお不純 物 として カタラーゼを

含んでいるが,青 酸又 はアヂ ドを加 えて この作用を阻轡

して も乳酸 々化の速度,R.O、 等 は全 く影響 を受けない・

30-一 一



(ii)ooupledoxidationを 行おせ るために・アルコ

ρルを添加 して も酸素 暖収量 に全 く影響を与えない◎

(iii)ペ ルオキシダーゼ作 用をプルプロカ リソ試験に

よつて調ぺたがみとめることはできない○

(iv)過 酸化水素叉は牛肝臓 より得た精製 ヵタラーゼ

を添加 して も乳酸 々化 に無影響 である・

本酵聚の特牲及び考察

前報1)及 び本報 におけ る成績 を綜括す ると本酵素 の特

性は

(i)水 素受容体の添加を要せず して直接酸素分子 と

反応する。 ＼

(ii)異 常に高いMichaelis恒 数 を有す るc

以上の特性及び比較表 よ り,本 酵素 は明らかに7)～

13)の 酵素 とは異つた乳酸 々化酵素 であつてEdS◎ が4)

の酵素と類似 した ものと思われ る◎

結 論

われわれは鳥型結核菌 より抽 出 した粗製酵素 液を酷酸

及び硫安分別沈澱を反覆 して精製 し,

1)2種 の乳酸 々化酵素申,一 酵i素のみを分離 精製 し

ダ た
。

2)そ の助酵素部分はおそら くEA・D・ であろ うと想

像 され る。

3)本 酵素は既知の乳酸 々化酵素 とは異つ た種 々の特

性を有 している。 臨

〔本論交の要 旨は第2回 日本結核病学会近畿地方会,

欝25珂 日本生化学会総 会,第4回 酵索牝 学 シ ンPtPtウ

ムにおいて発表 した◎〕
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