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鳥 型 結 核 菌 のCysteinedesulfhydraseに つ い て

大阪大学医学部第三内科学教室(主 任 堂野前教授)

伊藤 交雄 ・酒井 淳三 ・湯浅 幹夫

(受付 昭和30年5月9日)

(本研究 は昭和30年4月4日 目本生化学会総会 において発表 した)

緒 言

さきにわれわれは 「イ ソニコチン酸 ヒ ドラヅ ドの作用

機序に関する実験的研突1)・2)」において,結 核菌 におけ

るBs酵 素系 に関 して研究 を行つて来 たが,そ の際BC

GにCysteineよ りの脱硫化水棄能力のあるのを発見,

さらにその後鳥型結核菌 よ りの抽 出粗酵素液を用いてそ

の酵素化学的性状 を検討 し,殊 にKCNの 影響につ いて

興味ある成績を得 たので,こ れ らを昭和29年11月 の

結核病学会近畿地方会3)に 報告 した。 今回はさらに精

製酵素を用いて特 にKCNの 影響を中心 として実験を行

つたので,そ れ等 の成績 を報告す る◎

Cysteinedesulfhydraseに つ いてはTarr4),Froma-

geot5)Delwiche6),Kallio7),三 橋8),田 宮9),常

俊等tO),市 原等11)に よ り報告 され,さ らにBernheim

等12)はMycobacteriumに その存在す ることを報告

しているが,そ の反応 機序等につ いては必ず しも一致を

みていない。 この こともわれわれが本研究 を遂行 した理

由の一つであるo

実験材料および方法

酵素材料 は次 の図 の如 くにして鳥型結核菌 竹 尾 株 の

Acetone乾 燥菌 より抽 出精製 した。 この中酵素2は 酵i

素活性が非常に弱いので,以 下 の実験は酵 素1,す なわ

ち50%Acetoneに て沈澱す る部秀を酵素液 として使用

したo

CysteineはLCysteine塩 酸塩(石 津 製薬製)の20

yMを 用いた。

か くて前に報告 した2)如 き反応 管中にて,酵 素液2cc,

M/10燐 酸緩衝液 または棚酸緩衝液(pH7・8)1cc,Cys-

teineO.5cc(20μM),阻 害剤0。5cc等 を蒸 溜水 にて総

量4.5cc,と し,脱 気後37.5。C60～90分 反応せ しめ,

50%硫 酸0.5ccに て反応を停止せ しめた後,山 本2)の

報告 した方法 でH2Sを 定量 した◎NH3の 定量 はH2S

を放出せ しめた残 りの反応 液 につき,Conwayの 微景拡

散装置を用い滴定法 によ り行 つた。

Paperchromatographyセ こよる焦性葡 萄酸 の証 明 に

ついては実 験成績 の項に記す。

鳥型 結 核 菌 竹 尾株

Glycerin-Boui1lon

3～5H培 養

↓

Acetone乾 燥菌1.Og

↓Alminaと 磨砕

1十20mlM/10瑚 酸 緩 衝 液(pH8.0)↓
1夜 氷 室 放 置

Autolysate

↓遠 沈4000廻 転15分

上 漕

{
十 氷冷Acetone(50%)十 〇.5m110%NaC1

遠 沈4000廻 転10分

沈

↓

渣
+20ml蒸 溜 水

pH7.4に 翻整
1夜 氷室中にて蒸溜水 に対 し透析

↓

一

↓

上 清

↓十ユ9Ba-Acetate

↓4000廻 転10分 遠 沈
沈 渣

i+20ml1%Na2SO4
↓M酷 酸 にてpH6.0に 調 整

↓400C廻 転10分 遠 心

上 清

ipH7.4に 調整

↓1夜 氷 室 中 にて 蒸 溜水 に対 し透 析
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案 験 成 績

第1図 はpH7.8燐 酸緩衝液中におけるCysteineよ

りのNH3お よびH2Sの 離脱状 況を検 した成績である

が,NH,の 遊離 が先行 し,H,Sは 遅れ てSigmoidal

curveを 描いて生成 す るのを認めた。

ノ卿

第1 図

一△一一一一△-NH3

→_H2S

90分

第2図 は各pHに おける脱NHs,脱H2Sの 状況を検

した成績である。pH8以 上は燐酸緩衝液に2NNaOH

を加 えて調整 した。 図に示す如 くpH9.0迄 の範囲 では

pHの 高い程,多 燈 のNH3,H2Sの

生成 を認 め,両 者それぞれほぼ等Mo1

を証明 した。

つ ぎにCysteineよ りの分解産物 と
ノω》して焦性葡萄駿

の形成 を予想 して以下2

の実験を行つた。すなわちCysteine

lOOy・M(3.Occ),粗 酵 素液5.Occ

(M/10燐 酸緩衝液にて抽 出),MIlo燐

酸緩衝液2.Occ(pH7.8)を 無気的に1

37.5。CgO分 聞反応 せ しめ,25%三 塩

化酷酸2.Occを 加 えて遠心沈澱 し,そ

の上清を法の如 く2:4-Dinitro-phenyl一

hydrazineに より焦性葡萄酸 をHyd-

razoneと し,これをPaperchromato-

graphyに て追跡 した。その結果3%

NH3飽 和Butanolに て展開 した際Rf

O.33の ところに顕著な焦性葡萄 酸 の

HydrazoneのSpotを 証明 した◎

次 に第3図 は燐酸塩の影響 をみた成

綾であ る。 すなわち棚酸緩衝液申にて

反応 を行つた際には,NH3形 成 は燐

酸緩衝液中におけるの と同様な曲線 を

描 くが,H,Sの 生 成はほ とん ど認 め

られず,こ れに燐酸緩衝液を添 加する

と,少 量 ではあ るがH,Sが 生 成 す
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る。すなわち脱NHsは 燐酸Ionの 関与な しに起 るが,

H2Sの 離脱 には燐酸Ionの 存在が必要 である。

第4図 は各種阻害剤 の影響を検 した成績である。砒酸

Na,Semicarbazidは それぞれ記載せ る如き濃度では,

NH3}こ 比 しH£Sの 放 出を遙かに著明 に阻害 する◎以上

の実験成績 は市原等11)の 報告 している酵素 と本質的 に

ことなつた ところはない◎

ところがKCNの 影響は全 く逆であつてH,Sに 比 し

NH,の 離脱が著明に阻害 され る。殊 にM/1000の 濃度

においては,H2Sの 形成は全 く影響を うけないか,時 に

は促進され る如 き観を呈するにもかかわ らず,NH・ の

形成は常 に対照 に比 し少量 しか認あ られない。 この事実

は上述の実験成績 とは全 く相反す るものである。そ こで

本現象の本態を解 明すべ く以下 の実験を行つた。

まずKCNの 濃度をM/1㎜ と し,酵 素量 との関係

を検 した成績が第5図 の如 くであるが,本 実験 において

は酵素液1.5ccを 用いた際 にはH2S生 成 にはほ とん ど

影響 なく,NH3生 成のみが阻害 された如 く に 見 られ

た。

次にMIlooOKCNの 影響を時間的 に追及 してみた◎

その成績は第6図 に示す如 く,KCNの ない場合 には

NH3,H2S各3.4yM前 後を証 明 したに対 し,KCNの

存在下では両者各4μM余 りの生成を認 め,KCNの 存

在 下ではNH,,H,S生 成 ともに促進 された如き観 を呈 し

た。 しか もNH,はKCNの 存す る場合 には30分 で最

高のPeakを 示 した後,再 び減少す るのが認め られた。

この実験成績 よ りKCNはCysteineよ りの脱NH3,脱

H2Sを 阻害す るものではない ことが判明 した。 す な わ

ち前述の実験は反応時間が60～90分 であるためにNH3形

成が強 く阻害 され る如 くに見 えたものである。
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表

1

3

0

50%H2SO` 0。50.50.5

NH3
理論値 68Y/ml68γ/m168γ/m1

実測値

第

1

70.2Y/〃2168Y/ml70』Y/〃 〃

2

2

表

3 4 5

洛"

4

Enzyme2.Oml

MIloP-Buffer1.0

(pH7.8)

M/100KCNO。5

3M/400(NH`)2SO40.5

AqdestO.5

2.012.01

1.01.01.01.0

/

0。5

1.0

0.5//

0.5/O.5

2.51.53.0

50%H2SO4 0.50。50.50。50.5

NH,

理 論 値255Y15。(》ml255γ255γ 1255Y

第6図

実測 値130/5.0栩1210γ260γ(80γ)255Y

H2S(κCN+》

NH3(K⊆LN,一=》 穿

H2S(KCN-) ゐ
ノ レNH3(KCN+)

kCN:ツ/…

分90

このNH3の 再減 少の機序の解明のためにさらに次 の

実験を行つた。第1表 はCenwayの 微景拡散装置での

NHsの 定量 に対す るKCNの 影響を検 した成績である

が,本 定量法においてKCNは 全 く影響のないことを示

してい る◎

そ こでNH3がKCNの 存在下,酵 素 の作用 で何等

かの変化を受 けるのではないか と考え,第2表 に示 した

如き各実験系列を作成,こ れ を無気的条件 で,37・5。C

90分 反応 せ しめ,50%H2SO,に て反応 を停止せ しめた

後,同 様な操作 でNH,の 定量を試みた。 その成績は第

2表 に示 した如 くであ り,硫 酸安門のみの ものお よび硫

酸安門 とKCNをincubateし た ものでは理論値 とほ

とん ど変 らないのに対 し,硫 酸安門 と酵素 とをincubate

した もののNH3量 は210γ で少 しく減少 し,さ らにこ

れにKCNを 加えたincbateし たもののNH3盤 は

130γ で著明な減少が認め られた。 なお本実験において

酵素液のみの ものに も80γ のNH3が 定量 されたので,

上述の酵素液を含む系列 におけ るNH3量 は,80Yを 差

引いた値を記 した ものである。

考 案

Cysteinedesulfhydraseの 反応機序に つ い て は 脱

Aminoが 先行するか,あ るいは脱硫 化水素が先 に行わ

れるか で多 くの議論がな された。われわれの鳥型結核菌

竹尾株 よ りの酵素 による実験成績 は市原,須 田等1Dの

土壌菌 よ り抽出 した酵素 におけ る成績 によ く一致 してい

る。 すなわ ちNH3の 離脱が先行 し,脱H2Sが これに

続 く。 しか も脱H2Sに は無 機燐酸が必要 であ る◎ また

Arsenate,Semicarbazidに よる阻害 も脱 恥Sの み

を強 く阻害 する点 で,該 酵棄が二元的に働 いてい ること
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の一つの裏 づけ ともな り得 ζ。すなわちCysteineは 本

酵 素によ りまずNH3が 遊離 し,次 に無機燐 酸の関与 の

もとにH2Sが 生成 し,反 応産物 として焦性葡萄酸が形

成 され るもの と考 えられ る。 ただ し脱NH8申 間産物に

ついては確定 的な成績を得 ることは出来なかつた。 また

本 酵素がMercaptopyruvateよ り脱H2Sを 行い得

るや否や も,本 物質 を入手 し得 なかつたので実験 を行つ

ていない。

KCNの 影響 はNHs形 成 のみが強 く阻害 され る点 よ

り,上 記の如き反応機序 と相反 する如 く思 われ,興 味を

以 て実験を行つたのであ るが,前 述の実験成績 よ り,K

CNはCysteineよ りの脱NH3及 び脱H2Sに 対 しては

阻害 作用 のない ことを知 り得 た。その際認 めたNH3の

再 減現象 はNHsがKCNの 存在の もとで,本 酵素の作

用 に より何かに利 甲され る可能性を示す よう に 思 わ れ

る。そこでNH3,KCN,酵 素の反応系列を同様反応 せ し

めた ところ,同 様 にNHsの 減少す るのが認め られた。

かか る現象 は全 くの新事実であるので,な お実験継続中

であ るが,目 下の ところ酵素反応 によるものであ るとも

未 だ断定 し得 ない し,ま た反応産物につ いても全 く不明

の状態 であ る◎

総 括

鳥型結核菌 竹尾株 よ り抽 出精製 したCysteinedesUlf-

hydraseに ついて実験を行つた結 果,

1)本 酵素 活性は50%Acetoneに より沈澱す る部 分

に含 まれ る。

2)pH9迄 の範囲ではpHの 高い程活性が強い。

3)反 応 はまず脱NHsが 起 り,脱H2Sが これ に続

き,反 応産物 と して焦性葡萄酸が生成す る。脱H,Sに

は無機燐酸 の存在が必要 であ る◎NH3お よびH2Sは ほ

ぼ等Mo1を 証明する。

4)Arsenate,SemicarbazidはNHsに 比 しH2S

形成を著 明に阻轡す る。

5)KCNが 存在す ると一 旦放出されたNHsは 時澗

とともに再 び減少す る。すなわちNH・ はKCNの 存在

の もとで本酵素 の作用に よ り定量 し得 ない形 となる。

終 りに臨み,常 に御懇切な る殉指導,御 鞭 達 を賜

り,御 校閲 を戴い た堂野前教授 お よび河盛助教授 に深
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