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鳥 型 菌竹 尾 株 の コハ ク酸 セ ミア ル デ ヒ ド脱 水 素 酵 素 につ い て

森 龍 男

大阪大学微生物病研究所結核研究部

受付 昭和34年4月6日

前報1)に おいて鳥型菌 竹尾株 の洗滌生菌 によるGlu-

tamic acid (GA)と γ-Aminobutyric acid (γ-ABA)

との 間の ア ミノ転移反応 について報告 し,ま た γ-ABA

と α-Ketoglutaric acid-(α-KGA)を 基質 とした 場合

One stepの 反応の生成物 で あ るSuccinic semialde-

hyde(SSA)が ほ とん ど検 出 されず,Succinic acid (SA)

が生成 されている点か ら,菌 にSSAを 酸化 してSA

を生成す る能力 の ある ことに ついて も一 部報告 した。

Aldehydeの 脱水素酵素 としてDixonら2)は パ ン酵母 に

おいてAcetaldehydeがDiposphopyridine nucleotide

 (DPN)を 介 して醋 酸に な ることを 報告 し,Racker

ら3)も 牛の肝臓においてAldehydeがDPNを 介 し

て酸にな ることを発表 してお り,ま たStadtmannら4)

はClostrldium kluyveriに おいてはAcetaldehydeが

DPN,Co-enzyme A (CoA)お よび 無機 燐酸(Pi)

の存在 にて醋酸 になることを報告 してい る。著者 も鳥型

菌竹尾株 か ら抽 出した酵素 によるSSAの 酸化につい

て検討 を試み以下の成績 を えた。

実 験 材 料

〔試薬〕SSAはDakinの 方法5)に よ り当研究室

にて合成 した。DPN(84%純 度の もの)は 阪大理学

部奥貫研究室 よ り分与 された ものを 用いた。CoAは

Stadtmannら の 方法6)で 酵母 よ り調製 し,Kaplan-

Lipmannの 方法7)8)で2.5unites/mgの 活性 を示す

標 品を用い た。他の試 薬は市販の もの を用いた。

〔酵素調製法〕 グ リセ リン ブイヨンに3日 間 培養 の

、島型菌竹尾株の洗滌菌200に2倍 量 のガ ラス粉 を 混

じ,0℃ の氷室にて1時 間 磨砕 しAM/100 Triamino 

methan-HCl緩 衝液(Tris緩 衝液)pH7.0の200ml

にて 酵素 を 抽 出した。3,000r.p.m.に て0℃15分 間

遠心沈澱 してガ ラス粉お よび菌体 を遠沈 し,こ の上清 を

11,000r.p.m.,0℃40分 間遠心沈澱 して無 細胞抽出液

をえた。 この抽 出液に固形硫安 を1/3飽和 にな るよ うに

加 え0℃ にて 遠心分離 しその沈渣 はす て,こ の上清 に

固形硫安 を2/3飽 和 にな るよ うに加 え,生 じた洗澱 を0℃

にて遠 心分離 し,こ の沈渣 を少量 の蒸溜水 に とか し,2

日間0℃ の 蒸溜水 に対 し透析 した。 この透析 内液に再

び飽和硫安溶液 を1/3飽 和 にな るよ うに加 え,0℃ にて

遠心洗澱 して沈渣 をす て,こ の上清 に飽和硫安溶液 を2/3

飽和にな るよ うに加 え,生 じた沈澱 を0℃ にて遠心分

離 し,そ の沈渣 を少量の蒸溜 水に とか し92日 間0℃

の蒸溜水に対 し透析 した。 この ときに生 じた不溶性 の沈

澱 を10,000r.p.m.15分 間0℃ にて遠心除去 し,こ の

上清 を38,000r.p.m.(約100,000×8)に て0℃60

分 間超遠心 して,上 清 を酵素液 と して用い,沈 渣を顆 粒

(Particulate particle)9)と して1/20M Tris緩 衝液

に懸濁 し,Optical densityを 一定に して(Coleman分

光光電光度計 にて0.5)用 いた。

実 験 方 法

〔DPNHの 測定〕 日立製Beckmann分 光 光電光度

計DU型 を用い,5℃,好 気 的条件 にて還元DPN

(DPNH)の 吸収 を340mμ にて測定 した。 容器の 巾

10mm,内 容4ml。

〔SSAお よびSAの 酸化〕Warburg検 圧計 を用

い,SSAの 酸化 を酸素 の吸収量 に よ り測定 した。酵

素 と助酵素 と,お よび酵素 と助酵 素 と阻害剤 との接触 は

基質を加え る前15分 間 とし た。反応生成物 であ るSA

量はUmbreitの 変法10)に よ り鶏 の心臓 よ り抽 出 し た

コハ ク酸酸化酵素系 を用 い,Warburg検 圧計 にて 吸収

した酸素 の量 よ り測定 した。

〔SSAの 脱水素反応 〕DPNHの 水素の受容体 とし

てTriphenyl tetrazonum chloride (TTC),2,6-

Dichlorphenol indophenol (DCPP)お よびMethylene

 blue(Mb)を 用いThunberg管 にて10mmHgの 嫌

気的条件で行い,赤 色 のFomlazanが 形成 され は じめ

るに要 す る時間,お よび色素 が完全 に退色す るに要す る

時間を測定 した。

実 験 成 績

I.SSAの 脱水素 反応

1)助 酵素:実 験条件は図1-a,1-bに 表示 した。

酵 素液 とSSA,あ るいは酵素液 とDPNの みでは

DPNHは 証明 され ないが,酵素 液 とDPNとSSAを

組 合わせ ると,340mμ に吸収 の極大 を示 すDPNHが

す みやか に形成 され る(図1-a,1-b)。DPNHが 形成

され たの ちにParticleを 加 えるとDPNHは すみやか

に減少す る。 これはParticleに 存在す る終未 電子伝達

系に よ り,DPNHの 水素がPartlcieを 介 して移動 し,
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図1-a DPNHの 吸収曲線 図1-b Particleの 添 加 に よ るDPNHの 減 少

図1-aの3で は酵素液1ml,M/20 Tris緩 衝液 頭7.0 2.5ml, DPN 1 mg/mlを0.25ml≒25⊃ γ.SSA

(約4μM)0.25ml,図4の 実験 では緩衝液 を2.25mlと しParticle 0.25mlを 添 加 して(他 の条件を鼠1-a

に同じ)好 気 的条件5む にて分光光 度計でDPNHの 紫 外部の吸収 を測定 した。

DPNHがDPNに なったため と考 え られ る。DPN

の代 りにTriphosphopyridine nucleotide(TPN)を

用いて も還元TPN(TPNH)の340mμ にお ける吸

収 は あ らわ れ な い。 ま た図10に 示 した 反応系 に

M/10燐 酸緩衝液0.25mlお よびCoA(1mg)0.25

mlを 追加 して もDPNHの 形成 に影響 はみ られ なかっ

た。

2)基 質特 異性:酵 素液+DPNに 基質 としてAcet-

aldehydeを 用いた場合は図2に 示 すよ うにSSAを

基 質 とした場会の1/10くらいの活 性を 示 したが,Glycer

aldehydeを 基質 とした ときは 全 く活性を示 さなかった。

3)至 適pH:こ の酵素 の活 性の至適PHは 図3に

示す よ うにpH8.5付 近に存在 した。

4)酵 素 の安 定性:酵 素液 を0℃ で3ヵ 月間保存 し

て も活性 はほ とん ど減少 しなかっ た。熱 に対 しては図4

図2 Acetaldehydeお よ びGlyceraldehyde

を基 質 と した と きのDPNの 還 元

実験条件は図1-aに 同様で あるが測定 は10℃ にて行 つた。

○-〇SSA約5μM 0.25ml,×-×Acetaldehyde

約5μM 0.25ml,●-●Glyceraldehyde 5μM 0.25ml

図3pHに よ る酵素活性 の変化 図4加 熱による酵素活性の変化

図3,4の 実験条件 は図1-aに 同様で あるが測定 は10℃ にて行つ た。図3の 至適pHの 検索に さい しては

pH5.0りPH9.0ま で はM/20 Tris緩 衝液 を用いた。図4の 実験 はpH8.0のTris緩 衝液 を用 い

た。
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に示す よ うに 酵素液 を50℃20分 間加熱 して もほ とん

ど失活 しないが,60℃20分 間の加熱 にては著明に活性

が減少 し た。

II.SSAの 酸化

1)酸 化反応:Warburg検 圧計 にて 酸 素の吸収 を測

定 したのに,酵素 液 にParticleお よびDPNを 加 え

ない とSSAの 酸化 は全 く 起 らず,Partideお よび

DPNを 加 える と図5に 示す よ うに,す みやかな酸素

の吸収がみ られ た。 この反応系に よるSSAの 酸化 は

M/10燐 酸緩衝液0.25mlま たはCoA 250γ 0.25ml

の添加に よ りやや促進 された。

図5酵 素系 によ るSSAの 酸化

Warburg検 圧計の主室に酵素液1ml,M/20Tris緩 衝液

(pH7.0)1ml,Particle 0.25ml, DPN 0.25ml(250γ)

な入 れまた必要 に応 じてPi 0.25ml M/10燐 酸緩衝 液(PH

 7.0)あ るい はCoA 0.25ml(250γ)を,ま たは この両者 を

さらに添加 し(た だ しこれらの場合はTris緩 衝液量 を願 要

量だ けす くな くす る),側 室 にSSA 0.5ml(約11μM)を,

副室には20% KOH 0.2mlを 入 れて,容 器内液量 を全量

にて32mlと し,空 気中 で38℃ にて測定 した。

(a)●-● 酵素液+DPN+Particle+SSA

(b)×-× 酵素液+DPN+Particle+Pi+CoA+SSA

(c)○-○ 酵素液の+DPN+Prticle+Pi+SSA

(d)△-△(a)の 反応系 よ りDPNを 除いた場合

(Particleを,あ るいは両者 超除 いて も同様)

2)反 応系のpHとSSAの 酸化 な らびに 反応生

成物:図9に 示すよ うにアル カ リ性側 にお いてはSSA

の酸化 はす みやか であ り,酸 性側 においては遅れ るが,

いず れの場合 で も加 えたSSAは ほ とん ど完 全にSA

に なった。

3)色 素 の還元:実 験条件 は表1に 表示 した。表1

にかかげたよ うに.酵素液+TTC+SSA+DPNに

Partideを 加 えるとCoA, Cysteineお よびPiの 有無

にほ とん ど 関係 な く15分 以 内にFormazanの 形成 が

み られ たが,Particleが 存在 しない とFormazanの 形

成に30分 以上を要 した。DCPPを 用いた 場合 はPar-

ticleの 有無 にかか わ らず5～15分 にて脱色 した。酵素

液+Mb+SSA+DPNの 場合はParticleを 加 えて

も脱色 は起 らなかった。 したがってTTCお よびDC

PPはSSA脱 水素酵 素に よるDPNHの 水 素の 受容

図6 pHの 変化 に よるSSAの 酸化 と

その反応生成物

Warburg検 圧 記の主室に酵素液1ml, M/20 Tris緩 衝

液1ml, DPN 0.25ml(250γ), Particie 0.25mlを,側

室にSSA 0.5ml≒4μMを,副 室には20% KOH 0.2ml

を入 れて,容 器内液量を全量にて3.2mlと し,空 気中,38°

Cに て測定 した 。Tris緩 衝液 のpHは5.0,6.0,7.0,

8.0,9.0の5種 を用いた。 ●-●pH5.0,○-○ pH

6.0,□-□pH7.0,△-△pH8.0,× －×PH9.0

体 とな りうるが,Mbは 受 容体 とな りえない。

III.阻 害剤 の影響

島津 紫外線鑑識器(3,600A° 附近)を 用 い酵素 液お

よびPartideを0℃ に冷却 しつつ これ らに紫外線の照

射 を行っ て,反 応系 を酵素液+DPN+Tris緩 衝液+

SSAと して,Warburg検 圧計 でSSAの 酸化 を測

定 した。酵素液 に紫外線 を15cm,4～8分 間照射 して

もSSAの 酸化 の阻害 はみ られないが,Particleに 紫

外線 を15cm,4～8分 間照射す ると照射時間に 応 じて

20～60%の 阻害がみ られた。 また上記の反応系に以下

の阻害剤 を添加 したのに,Acryflavineは10-4Mで は

SSAの 酸化 を 阻害 しないが,10-3Mで は95%の

阻害 を 示 した。KCNは10-4Mお よび10-3Mで そ

れ ぞれ20%お よび30%の 阻害 しか示 さなかっ た。

Azideの10-2Mお よび10-3M, Monojod acetic acid

の10-3Mは いずれ も阻害 を示 さなかつ た。Hydroxyl-

amineはSSAの 当量 以上に用い るとSSAの 酸化

を完全 に阻害 するが,SSAの 当量以下 で あれば軽度

なが らも酸素 吸収 が 認め られた。Para chloromerquri

 benzoic acid (PCMB)は5×10-5Mで50% ,5×

10-4Mで100%の 阻害 を 示 した。BAL 10-3M ,

 Antimycine A 10-6Mお よびEthanol diamine tetra

 acetate (EDTA)10-3Mは いずれ もSSAの 酸化 を

阻害 しなかっ た。硫酸銅10-4M,10-3Mお よび硝酸銀

10-3M,100Mは すべて完 全に阻害 した。

総 括 と 考 察

鳥 型菌竹尾株か ら前記の方法で調製 したSSA脱 水

素酵素は助酵素 としてDPNを 必 要 としSSAよ り

SAを 生成す るが,酵 素 の精製 が十 分 でないので,他
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表1 SSAの 脱水素 に と もな う色素 の環元

Thunberg管 の主 室に酵 素液1ml,M/20 Tris緩 衝液PH7.01ml, DPN 1mg/ml 0.5ml,な らびにTTC M/500溶 液0.5mlあ

るいはDCPP M/1,000溶 液0.5mlま た はMbM/1,000溶 液0.5mlを 入 れ,必 要に応 じてParticle 0.5mlあ るいはM/10燐 酸

緩衝液pH7.0 0.5ml,Cysteine 10-2M溶 液0.5ml, CoA 1mg/ml 0.5mlを 単独にまたは適宜組合 わせてさ らに添加 し,側 室に

SSAま たはSA 0.5ml(約100μM)を 入れ,全 量 を5mlと し,10mmHgの 嫌気 的条件 にし,38Cに て測定 した。

表2鳥 型菌竹尾殊のGAを 中心とする代謝系

の因子 を も必要 と す るか 否かは なお明 らかに しえてい

ず,こ の点今後の研究に またねばな らない。また この酵

素はAcetaldehydeに 対 し弱い なが らも活性 を示すが,

Glyceraldehydeに 対 して は活性 を示 さないので,す べて

のAldehyde類 に対 しては 共通 の活性 を 有 してい るの

では な く,あ るい はAcetaldehyde脱 水 素酵素が 混在

してい るのでは ないか と考 え られ る。 この 素に よ り

SSAか ら離脱 きれ た水 素はDPN→DPNHを 介 し

てTTCお よびDCPPあ るい は鳥型竹尾株か ら同時

に調製 したParticle9)の 終末 電子伝達系に 伝達 され う

るが,MbはParticleが 存在 して もしな くて も水素受

容体 とは な りえない。Mbが なぜ水素受容体 とな りえな

いか につい てはこれ らの色素の酸化還元電位か らのみで

は説明す るこ とはで きず,将 来の研究 にゆず りたい。 な

お この酵素 によるSSAの 酸化はPCMBに よつて完

全 に阻害 され ることか ら,酵 素活性に蛋白のSH基 が

密接 に 関与 して いるこ とが 考 え られ るが,Antimycine

 AやBALに よるSSAの 酸化の阻害が認め られな

いこ とは,こ の酵素の水素 伝達系が動物組織の コハ ク酸

酸化酵素 系と大いに異 なってい ることを示 してい る。

著 者 らは さきに 鳥型菌竹尾株が 菌体中 に 多量の 遊離

GAを 蓄積 しして い ること1),ま た このGAは 酸性

pHに おいて脱炭酸 されて γ-ABAと な り12),γ-ABA

と α-KGAは,ア ル ヵ リ性pHに お い てTrans-
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aminationに よ りGAとSAに な ること1)を 報告 し

た。γ-ABAと α-KGAと のTransaminationに さ

いしては 当然 γ-ABAか らSSAが 生成 きれ ねばな

らないのに,こ れを証 明 しえず,た だ鳥型菌竹尾株 の洗

滌菌に よ りSSAがSAに 酸化 され るこ とを明 らか

に しえたに とどまったが1),上 記 の研究 によつて竹尾株

はSSAをSAに 酸化す る酵素系 を有す ることを立

証 した。 したがって竹尾 殊は菌体 内に蓄積 したGAか

ら表2に 示 した経路 に よつ て もSAを 形成す ること

がで き,TCA cycleの 中間代謝物質 であるSAが こ

のよ うな経路 によって も生成 され ることは,GAお よ

び γ-ABAの 代謝 と も関連 して きわめて興味あ る所 見

で ある。

摘 要

1)鳥 型菌 竹尾株 よ り抽 出 した コハ ク酸 セ ミァル デ ヒ

ド脱水素酵 素は助酵素 としてDiphosphopyrldine nuc -

leotide(CoI)を 必要 とし,同 時 に調製 した顆粒の共存

下に コハ ク酸 セ ミァルデ ヒドを コハ ク酸 に酸化す る。 こ

の脱水素酵素 の至適pHは8 .5附 近にあ り,熱 に対 し

ては不安定で あるが氷蜜にては長期 問にわたって安 定で

ある。

2)還 元Diphosphopyridine nucleotideの 水素 は鳥

型菌竹尾株 よ りえ られ る顆粒 によ り酸素 に まで 伝達 さ

れ,ま たTriphenyl tetrazonium chlorideや2 ,6-

Dichlorphenol indophenolも 水 素の 受容体 とな り うる

が,Methylene blueは これ に代 りえない。

3)こ の酵素 に対す る阻害剤の態度か ら,こ の酵素 は

SH酵 素 と考 え られ る。

稿を終るに臨み御7篤 な御指導,御 校閲を賜わつた堀

三津夫教授および庄司宏助教授に深謝する。
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