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　ロエビぴゴど かセくコヒ　

1一 一 畑 姻1鋼 ×9'　

灘ellula「 詳washed.w'thsa"　 .1"t'.n .
SupPpt

.S
up

Intraceユ1Ulaτ

eazyme

grOundwithquartzsand

addedwi .thO.05Mcitratebuffer(pH4.6)

ce蕊trifuged,10,000xg,:LOmin

Ppt

_treat:edwith響lcellulaseOロozuka響 冒at400C,for5h

_centユrifuged,10,000xg,ユ0宝nin

SupPpt

Boundeロzy孤e

娩1-1〔動 翻舵外,{細胞内,喬爵碗雨…合誘 轟の翻魑紘

p肱6)箸 嗣9・ 意 心 分 観(1α ⑳o・8110分 向.)1・ の 茜 体

触 彊 抽 ム し た ・ ・ の 抽 払椥 砿 教 回 繰,嬉 し 、掬 ム

画 分 を翻 胞 丙 鯵 系 ピ しん 。.:抽 ム 裾 …壷『・に 邑彫 素 陪 牲 の

砂 廊 が 認 め シ眠 ・ こ の 汚 椛 は2H廠Cて,界 面 汚 幟 嗣 臓鋤

30の 添 孤 扇 川 礪 恥 魔 粋 」・衿"て 磁 離 桟 こな

、々・ た・.し.飢 「セtラ ー ぜ ・才 ノ ズ 軌Gβ%癒 紀,.靖 々
ク.1しD.ぴ 醐 ・,妙c.鰯 鋤 鯵 博 り識

志卿 餅1溜 の ら庶 麻 削 劫9・%魔 か呵 肉 晒 分 .

1。剛 購 軋 この.画樋 細 を《結蠣 素 』した。 儲 げ

セ1しう一ぜ ・わ ス・加'3面 馳%7.琳 ン'・.てみ画 し

使叙 た・ この7督 ン・緬1編 轟 換涯pNP眺4。 ℃

℃竃3・胴 礁.嫡 酋 て名
.泥 嚇 僻 灘'磁 嚇 畑

φ、 う た 。

細 胞外..細 胞 τ私 細 胞《ら令 灘嶺 の 製,:・ 細 陀∂ト,.

翻 靹 、細 輪 舗 瀦 の構 も予 嘘 塀 、1-2鰍 祠 。

鰯 秘 に酌 匂 ン(一!ナ・の 宏最纏 度6・か 輪 猟.
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℃ ζudeen乞ylneso=Lution

A。e,。 。。flac,i。na,i。 丘

↓、
Gelfi=LtrationonSephadexG-200colu㎜

elutedwithO.02Mcit:ratebuffer(pH4.6)1.
St:epwisefraごtionationo箆DEAE-cellu:Losecolumn

eluted 、withO.OlMTris-HClbuf葦er(pH7.0)

containingO,0.1andO.2MNaC1

境 レ2図 細 胞外一細舵内.細 胞儲鰯 秦の箱馳 手噛

に 孤 乏ハ 生 被 した 詑 破 虐 遠'心 分・{観'(1ασδ◎唱.10心 肉)に

よ つ 回 収1た 。'こ の 沈 殿 画 み 虐O,02Hク:Lン 酸,畜笈衛 沌 く

PH4、6)に 旛 餌 凱 伺 一 翻 御 亀 鍔4愈3'uた ℃ フ。施 クス命

コ!(ア0力うへ(,?!w」 窄nr戸x80τ}励η7)茎二月昌亀、唾0.02卜{ク エン涯葭,{緩4舞ラづ桑し

(τ)H4、る)τ 晦㌧ム しり・'.1し序 羅レし:た。 三舌1性.区 窃卜・t城1…L塘 紬

復 α。佃 秘 一確 .緩御 似p瞭o)κ 祖 硫 祖 渦 一

畿 衝 廉し(PH70)ご 」柔 衝 化 し た'ρろ4Z…・セ'しロースカラム(!5劾 婿6×
.
!50脚)上 ご. .0.αf.α2H.瓶 礁 倉 η ・、・7門}'S-

Hc£ 醸 儲 砲(pH7δ)を 用 り 乙 艘 踏 的 に 路・ム マ セ た』。 .な

・'む各 繰 ・隼13.勝'二 ぎ ・N亀な1、 カ、乏つ0-8●Cで'チ ラな ・た 。

子㌦ ス ク 顧 繭:.雅 酔.肌(p㈱)4》 舗 .

い ・4●C・1電 佛A/払 』e(6舶 徹フ6×7ケ 励朔)之 ∫i永・庵b「£行 な
.,

た 。 …永葎カゲ1し1さ ご で悌弓/n£(メ ープ フ う・,しり.ン臓.5顎%£

臓 薪3厩 鐙 む 。1稲 算 ン 酸 繕 衝 施 くP騒 。)'饅 漬 し、

滑1犀:染 色t左 斜
r.一}戸}一h}一 　 尼7-F一L『

爆獅 凄験纈ミ

仔















ElgfllDEAEetLn一 ス刀うへ知 マトグ・うム リ ・細N戚 毅 、齢 蚤

へ

初 の>t9,ble.つ{湘 当 船 醗i成 み 臨 翻 鯛 涯藤1細 醜

縮 鰯 柔 、ナ 置・'3認 め 弘75ハ,た 。 職 、 こ の 嚇 被

/DXI9.細 陀 外 鰭 素 ・ヤ ド σ)み お.在 す き こ ヒ ム ら2Y'/bNeとt

7乙o《 田月勉'9ト酵 寄さ∠》Z≡ノ?E…「巳'しローズ刀ラム、つロ マ トクJlう∠へ σ》o ,52,

〃 肱4旛 緬 み のST"・ble。一ク ノ・凋 砦 謁 酵 素 献 伽 δ,細

龍 内 薩 素,〈 細 碗 縮 合・鵬 素s干1二t認 の ζ虫 た 。 し か し,

・翻 胞 結!鋤 務 ・素1ナ1=塔 こ の 厳 心 し ψWδ 社 しなt)ろ の ,以 後

この 麺彦希 力父'分・:≦:成房 「多し した 。

3哉/ぶ ¢e,・6言 それ 皆 へ 細 胞 〃ト,細 碗rB.,細 舵{結 合

甑 ～1驚 癒 釜需 一'.壱ご'捧 Ψ　 魔
.lz.ag1-8'図t、!t!・)1、 隣

　糠 鞭
菖 の 魑 す3adapk・s一.一'・/'一 一

P繊 薦eは 、少 券 く ヒ{3一 ・..一 函____

つの螺 齢 鉱 鋤 箆1謂 諮 総 1認 舗
な5集 が 示EEa2れ た 。u.η 沸 。:i勧'$Ptk,ents)2s'・ 準 ひ て イテノδい、

泳 聯 儀.,ジ'?ソ"二 うへ 楓 に3)驚 柱 染'色

し真 。
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噸一addedacet

噂一ce耳trifuge

II

CrUdeehzyme.

addedacetoneto皿akeitscoロceロtration6f .60%

ce耳trifuged,10,000xg,10皿in.

噂一dissolved

噸●fractionate

工

1 i

PptSup

diss。1ved工 皿0・01Mcitratebuffer(pH3.0).

fractionatedonCMcelluloseeolu㎜.

Noaead$o讐bed

fractiOI1

0。1}IKaCIeluate

addεdacetonet◎makeitsconcentrationof60%

centτifuged,10,000xg,10mi皿

.
中add

噂●cen

ll

PptSup

dissolved.inO.01.MTr .is-HCIbuffer(pH7.6)
fractionated「oロDEAEcellulosecolu窺m

None .adsorbed

fraction

.O
.1MNaCIeluate

「⊥ 一「.
PeakI

(for頂 θ)

PeakI工.

(fomの

0.1MNacleluate

l
Peak皿

(formわ)

瘍2・抽 3成 分e、.乙、号 あ訥 整が ム

〈¢な1,か →ご りOr}5'。C● ご薙行 な.
う.た 。

(一!3勉〉 を畏 終 渓鍍66%に な う様1こ加 乞,・生 煎

言』7◎ノσψつx8' ..10み肉.9)歯 、や分離1七 占rl)叩彗叉.し為r .

画 髄 α。1砂 エン 雌 雛(P嚇 ◎).1略 僻 し

衝 惚 で1.乎衝 化

O.,. .o..γ月 廊C£ 書 倉 か...o,01Hク

用いて霞階 蝕 二晦 ム蛮せ ろ。. .酪素房.,産湾,

:雍・ム画 鼻 瓦 回 収 .亡藍 鳥 こり 港 帷 区応1ζ 受 に

に こ.詑殿 す「犀た。.究 殿 画 分 竃.0,07ん7》 ノε一

粗 誘 素}養しに寿7セ トシ

殿

燦

緩

詑

舵
...一
.

た

.

.
厨

し んO目 で1し日』スrDラ ム(1曾 醐納 φ寒2蚊)が粕)よ ビ

午.}・醸御 蘇 脈pH法6>書
O.1卜{刈(えC蔓.

60Z亨 もト..ソ

月噸 陶 海(

丁)}→70,)'る蓼答《稽Lし11司 「.《緩4舞ラ沌(p日 スo).

セ1ぬ 一ス刀うム(!隔 仇φx/次)励)上 乙8璽.0

言令 む010ア 肩.布3一鯉 緩 御 為(戸版0)

で 尋.衝lu. .た.o励 ξ.

、.0・7、0・2月.梅(奨

宏 序い,こ 孝客ム マ セ
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た・ 酵素 燈牲 り膳 ムノ四 一ソ は,壕1阜 ご制 た猟 に .

3?σ)冷 控 ヒしクκ《 か敷,蔵 分e ,4各 に,相当す る驚牲 区

み 左回版 し・o・05「目 クエン錘腹{綾4電1勉(pH4,6)に 諮《僻1た

勝 素1厄Σ以 下の嘆験 に使甲1た 。

堵着 泡 嚇1醜.紬 励 ムi輌 言鰹:培 繍 　,

培 耕 海 翻 舳 魏 は,恥 一鋤r鴫,て 調 整 購 。

CultureBroth

ceatrifuged,ユ,000×g,
,工 搬i箆

Sup Ppt

Culture

Filtrate

4-washedwit

-gr◎und
.vit

司haddedO,02

申ce就rifuge

ll
S冠P

washedwithsaliロeso工ution

gr◎undwithquε ≒rtzsaτ1d。

addedO.02Mcネtratebuffer(pH4.6)

ce籍trifuged,10,000×g,10鵬in

Ppt』

Ce11!ヨxtract

慷,2-2図 堵 藩免,主 告着 炉 兎,、細 駒抽 あ1危6)都 歴 オτム1

各操 駒 叡 念 ζ0雪 ℃ で,行ノδ 、 た。'面 認 培輸 免ε7、0σ0

×8'1分 向 の蓮レ1し'心離 ,によ)・ ・L… 墜 画 外 と15俸 画 分1=分

け,と う登画 分 Σ'珀捲 .炉洗 し し た 。 缶 体 苫!如 鱒ノ 往 …哩食

駄 ご'幡 捌 争(嚇m酬 α9)獲 読 陥 嚇 培 勧 石

喫…砂 』1と毛'二磨 酔 し,/]ぐ漉ノクエ ン膿 蘇髪衝7桑し(pH4㍉6)言 ηD 、

乞 ・翻 鈎 哉 分 を歯 ・u《離(1α σ◎o・8,りo分 肉)に 勘 抽
、

ム す う。 掬 ム 画 み に 周 一 翻 窃 沌(P日46)宣 加 乞2鋤2と

し,細 舵:抽 ム 沌 と(た 。 存 み 培 碁 沌 噂30碕 周 培 着
、堵
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30℃,2晦 圃 夜 奄 マ セ た 後,P乙4ε セ1し〔〕一ス刀 う乙、 び 蔓2に

対 応 する画心'る秀 ムて弧 た蔵 分(働 彪伽 加 乙).む

ま次 ε,乙両 成分・の3糎 にっnこ,槍 気取動 的柱 篠 Σ検 訂

1た 。

破分 δ/島 ノ(30α 〃;あ)右2命 ノ細月を抽 ム砲(δ0超

α血 伽 害・)と ・・翻 伽 ソ蠣 働 妃(P編)屯 郡

2時 向 灸施・ぞ'でアし。 及 応混 池電60%7セ ト)/に こ塘殿

てで た後,究 殿画 分 を αoフ月 輪s-HC2譲 御 ㎏(pH70)に

ヲき解 し・ ∠巧4εセ ル 日一ス

刀ラ∠＼よ二てこ,糎 々 憾～度 のノ赴

猛 を 倉 む 澗 一 緩 御 箆(pH

70)を 用1、 て段 踏 的 に旛

ム でセ た 。 老 し乙 ρ甥6

セ1しB一スカ ラム 芝 ご.成 分・

e'二 対 施 す る 画 イふ に 溶 止、

て 敷 た 成 分・左 ω引膨彦た(z

縦 詑 以喉
各 歳 み に っ ・)て 』デ'イス

ク 電 気 薄く動)を 行 ノδ ・)、永

職)4麦」各)ア・,し3ζジ フ ソ,二 ・う

ム 了乏;、に ぶ)尾;,権 隷i・色1た

編 泉 を 姪2-70図 に 示 ず。

厳 分＼(3(}ア1し1)、 蔵'心 乙

(ゲ1し2)、 の 麹 動 度 に'δ

擁墾 懸 藍

第2-10図 煎分e,乙 内 よ塑●α璃槻亦

霜畿篠譲譲畿勲尿
動 俊益 ゲ1し1丁メ7ソ8ニ ウム極 に よ

り汚柱 染色 した。 厚1し1:歳 分

e,ゲ1し2:飯 息 乙,ゲ1し3:

ω 曜 私 十・醐 乙 ・
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差 が・'認め ら敢 た 。 精

製 破 分 δ の う1イス ク 電 気

旅 勅 婦 課 、を 募3-4図

に 示 す 。 蛋 白(ゲ,レ,A)

糀(ゲ1しB)、 活 牲(}ゴ ルc)

の ノぐ ン ド'}達各 々 一 本 ご㌦

ビ の麹 勤 度 は 畠 企}に ノ

蚊 、 た ・ 以1=.募 ろ一

工2麦,の 精 製.週,:程 に 従:

)て 得3砂 ～た精 裂 蔵 分

(3む よ ～匁 し,さ 、 セファデッ

クス(爺200ゲ リレ浮 恩 了ち、(

募3一 工21動),一 ヂィスク電

気 泳1勤 落、(箏3-3,4画)

に よ り † 分～糖 製 て 蝋 て

いゐ 君の と縮論 した。

嶋3。3図 縦 厳 卜eの ディスク電姻 く動
ゲ1レへ 覇梨,成分乙の蛋 白κ ンド、,

ゲ ルβ 精 製碑分eの 蛋 色た・ンド

ゲ}し(ン,精鯛 分・巳の塊 八"ンド

ゲ1しD精'製 哉遜eの1勧 生ガソド

2.精 喫 両 歳 分 の

嚇 素 化 蓉 的 性 筍

0、ユ目クエ ン 度酸,{緩1揮∫

沌 奈 主 用 い,pNPP分 解

i毛'腔(r)至遽LpHに'つ 、,て

フ倹吉iケし1…レ。 ～雪～う一ξ7図

に爪 づ蕨 に、 盗pH'`の

け る基 嵐 外 解 汚 性 は,

駒 ・姻 繍 繊 鏡 の・肱 フ蝦1禰
・ゲ1しA:蛋 亀ノぐ:ンド

,ゲ1しb:糖 メぐ

ン ド、ゲ㍉しC':月 …1》主ノぐンド'o

舘









働 づ 夜.部 両飯心 の墓麟}1離 。 右塾働O州 務友 乍,
α7哺 織 禽 窃敵P楓 。)㌣ ⑳℃40分 周 溺犠灸解

{了なわ庖ゐ。 孜応 り序とに訊TCAε 観終灘度10ち に

な う祥 に刀日之,酬 こζ寺1切 ン酸「量'σ砺 々e一δ為ム耀 躍

ヌムにより測 畝1乙 ・

Substrate
RelatiVeACtiVity(%)

foτ血 θ form客

p一 翼itropheny1Ilhosphat:e

α一Naphty:Lphosphate

α一G:Lycerophosphate

β一Glycerophosphate

Bis(p-nitrophe且y:L)phosphate

Adeロosipe5,一monophosphate

Adeロosine5,一diphosphate

Adenosine.5,一triphosphate

.Aden。sine3'
,5'一cycユic皿 。Ω。ph。sphate

Cytidine5,一 皿onophosphate

Guanosine5,一monophosphate

Glucose-1-phosphate

Fructose-6-phosphate

Fructose一 ユ,6鯛diphosphate

Ribo6e-5-phosphate

6-Phospho91uconate

0

2

8

6

0

1

5

0

0

1

2

3

6

0

3

2

0

7

3

6

9

1

5

3

2

2

1

1
ゐ

ー
一

0

6

8

2

2

5

4

0

0

7

3

5

2

4

6

7

0

8

3

7

0

1

9

3

4

3

3

1

1
一

1

両 成分 の遍斬1.の 初泉 につ ・・て仁ヒ級検 韻 た縮 果 τ

場3-4麦 に示tん ・ 棄 禰 ての燈1さ.4加 月PκPPと 」纏

旭与剤 旛.庭下ご20み 肉誘漂 粂施 せて .,ア且麟 臓 含 うなll

とその蘇 汚・」生に夕丁す.棚 対 ∫直ご表 り1た 。 麻 磯

にあよぽす沿辱 剤 の勧 果 につ ・)て,両 献分 向 ご大 勘3認

め ら蠕 ハ ・た一 両齢L毛 一般b9を 久飾k醐 認e

の 測 翻 拷 あ る 尺α下,牌04,H・BO・,KH。 ハ・04ご 醜 τ .

マ 賦 、ω 漱 就α繍eず は褐 雫 ぞ 寸▽δい 御 、 紛 売 伽 ぬ ビ は

鵠 搬 凄響 耀 醗」轟1麟♂為
塔勤 呆 は認 の 弾 令A,た 。 しか し,8祠 富 †疹 征.
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下 ご酵察 友応 芝行♪ぷb宅 κ場合 、蔵 分・e,乙.』`約50%の

萌素 汚牲 ⇔但壌 掬認 め ら敷 た.。.〕=逮 」 た虚 乙向破・分 の

場 一硫 部 鰍 心 の嫌 翻 生1。あδぽ魂 噺1吻 象 ①

4鱒HpNPPと5魯 飛i了9蝿蒲1}循准 下・α1Hク エン藪ま緩獲ア療レ

(pH4・0)・†て・140肥20分 剛 彪柔3ヒ麹 τ《 た。 先守全

こσ)値1♂・祖1舗 り貫心 蓉なnと 等 の酵 素剃 注に封マ 湘
.

ヌ1値ビ蓑,わtた.

Inhibit;or C。 箕6。nt。ati。 。Re1・tiveA・tivity

for瓜 θfor皿 ②

.NaF

H3PO曝

H3BO3

KH2.AsO恥

(。)一Tartarate

(+)。Tartarate.

FeSO4

FeC13.

Sodiumdodecylsulfate

鴻one

80(mM).1(%)

83

80ユ5.

883

8068

890

8017.

870

8082

8022

8.77

894

8. .56

84 ,

一100

0(%)
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.9

75

73'
96

9
67

92
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66

90

45

4.

100

ア旦庵=勇つ の う ち,ハ 鮫F,}→3PO4,kH、 ハsO4の 祖 」書:」筍毛弍 に っ 口

て検 討iた 諦 呆 Σ 薦3一 マ 為 δ 搾10図 に 示 ず 。.胸 蔵 分 ・』

毛pNP戸 ・分 僻 茂 戎}κ お り 乙 ・ 刈αE日3PO4、 剛 ・A$α は ・拍 抗
.

型 ア昼.」宅 廠 式 害 .示tた,。 ビ し て;,.ハ{αF,1プ3PO4,κ 雇bノ今δ04

'こラケす ゐ κ己一'直1{∫,,叡`∠ みe,ρw3.7x!0整!∀ ノ ∠3k!o-2!・ イ,412
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の勧 果 よ う・ 両 酵 柔 成/詠 に・ろ 重,τ,ト リフρおフっン残:墓舟・

話1蝿 現 に薦 ノε纏1課 親 てDゐ と縮 論 灰 。

傷3-5麦2漉 齢 の礁 献'。 砂1ギ す魁駒 の菱採 α)

左漸 伽e(戴伽 竃nd愉凧α・d流観壱,P。cム皇o㍗。櫓e¥αんrしもユhコめ燕e・・

を蹴 麟灘箋蕊難 盤i隆療
η励 溜・吻勧 ¢ の場{》熔.4・ 銅 ア'3一〃ψ 纐 臓 ψ〃8の.

毘`訪瀕蟹 霧鵡竃灘寵1編擁警薪
飛,弓rノ》・ζの雄'筑 倒 零剤 ぎノ含・な な 豊1』守 の;祖勾 峻畠 した 。

ず走 わ しん 。

Inhibitor C。ncent。ati。 。R・1・tiv・A・tivity

foτmθfo=皿 舌

Ethylenedia!ロinetetraacetate

ρ一Chloro!ne亡curibenzoate

Diisofluoropropy:LphosphatI≦

N。Bromosuccini皿ide

2髄Hydroxy-5一 ロitrobe亘zylbro!!塞ide』

N-Acetyli皿idazo1

ρ一Diazobenzenesulfonicacid

Tetranitromet:hane

None

1(τ 磁)97(%)

0。197

1.100

0.010

1.0.

ユ103

1107

1107

-100

ユ00(Z)

92.

100

0

0

100

105

102

100

a備 製 両あぐ外 の心}「毫

緬 鰯 の篇7%伽 、.セみデ㌦,クスθ.2σ。朔 鴻 臥

によ5畠 ζ両 翼儀 の猫 宅分 ラ屠 にっ けてノ倹討1た 縮 象.苫.

蜘 〃図に示す・ 群 稀 Σして動r晦 鰯 伽

欺 飴 ノブ伽 螂 論 焔 吻e、 あ か!ηeδ　の ㏄7η¢%劒 功..α曲8,

63





騙西 勲 齢 帽 ・1

灘響

僥3-12図(左 図)破 心eの βD8了 クリ1レ飛 ド}ア1し壷気泳莇 。

詠勤 崩 ～顎 実鹸 オ1ムに準 砂て4ヲな ・た。

塚 う一13図(石 図) 破分 乙の8Dβ 了クリ1し'ヲミド}プ肱電 気司く衝う。

鋤 碗 撚 験祁 雌 ひて4了郁 た。

一 乙 猟 猟 圖 切7ユ ニ
ワ トヵ・う旛 隙 蚊 い 硯

りと考 之 ら眠る。 ぞ して,戯!㌫e乙 の亨 プユ ニ ワ トσ)

槻 分 彊 二'ま疎 鞍 祉 ほ6伽"eδe脚 あ 劒 ノη,

。㈱ 師 η・蜘ep4η 繭 吻 勿吻 ゆ吻 ・η,厩

んガ リあ・ゐ吻e6(β ・2吻 εr伽 乃εア脳 伽 風捗)ε 用

1,ζ 検 討tた1結 果 ・ 名・!?28σoo 、87σoo4勲 研8ご,チ ぽ

1司じ 廼 芝 示tた 。
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率 研 娃dン 毛1い 之1δ.酪 素《 §卜全 邸 ε

零*e,乙 両歳分 σ)みう母 τ

桝 零..ふ 宅樋 に よ)定 屠 した 。.

挙亀累¥比 ノ色臥 に 蕊,宅 」壁 した。

1σ◎ラら.と も1乙.～彊2『「∫直.～:●・衰…,`わξた 。
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