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本支中には以下の略号を使用した。

32°  ビタミン鳥

NApP, Ⅳ′″θ′′″αηガイθ αごθ
"′
″′ ご′″

“
σ′θθ′′イ″ ′乃οspヵα′θ

Ⅳ4DP島・還 元 型 NXDP

FM ′ヽ.  P′ らθ f′ αυ′餡-5 LttO“ 0´力θS'力 α′θ

EMⅣ ,  Eγ ,′ 魔rο F′ αυ′π-4L切 θ
"θ
夕めらS,み ′′′

rルN・   Tみ″′ο/′ α″′%-4 Ltt。
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スrP:  4Jθ
“
οδ′
"′
 ′γ′タルθsクルα′ι
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ι ご′夕乃οsp力α′′
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・ ビタミ:ィ 亀 (B21略す)は F,ο F′ 4ο″α″

`"′

核 9位の糖アィレコ■ル :

残基が P ib:′ ′θ‐′基であるoと からP′ らοノ′αう′
"と
もよばれている^:

E″ γ′ルグθノ′αυ′

"お
よび r力 ″θοノ′αυ′

"の
名称は糖 アノンコ

「

″

残基が́:そ れぞれ
=″
ν′み″(′ ′ο′基および T力″θ′′ο′基であることから

著者 らがはじめて,命名したものである1(1)    ,1,「  ■ : 11‐

l κα″″レグら(1)およびκ
“
ヵ″が1)11)に ょつて独立にらの全合成が完″さ

れたがその後ひき続いてったくさんの研究者たちによつてらおよび亀類

似化合物 の研究がなされてきた^ :

しかし多数の亀類 11化合物の研究がなされてきたにもかかわ ら,ず

E″ ,′″ οノ′αυJ"お|よ び r乃 ″ιο/′ αυ′
“

の研究は全 くなさ「れてい事 い.:

これまでの業績 によつて明 らかにされた亀 作用発現のためQ基本 .特i準

は大別 して 6_つ にわけられ るが
(5)そ の 1つ に rsθ α′′θ″αz′ ,"θ 核 9.位

の精アル コール残基は五炭糖アルコール P′
“
′′′ο′基でな くてはな ら

ない とされている.

六炭糖 アルコール″0″ ′′θ′基を結合 したフラビンは ,た とえば SO″ み0-

/′ αυ′″あるいは ,Gα ′ασ′θノ′′υ′πなどはビタミンとしての活性が

なくむしろ,ラ ツトや細菌の発育抑制作用があり4″ ′′υ′ια
"′ "と
して

優助く(6).    
´

―‐方Eィ ッ′力″οノ′αυ′
"お
よびr乃″υοノ′αυ′力はともに四炭糖アルコ

デル乃′″′′0′ 基を結合した77∵ γて|り っらの糖アル7:=ル鎖より炭
:素鎖が,個短いo     .  :
E7ノ ′み″οノ′αυ′

"お
よび Tル ″″θノ′αυ′,つ の生物学的活性 は全 く不

明で あ り両 フラビンの研究 を行 うことは 。■の糖 アル
コー ル鎖 を短縮す

ることによつて その作用が どの よ うに変化 す るかを論ず る上 か らも興味

深 い ことであ る
^

●

●
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従来ビタミン亀およびその類似化合物の作用はほとんど動物試験あるい

は細菌試験を用いてしらべられているが .亀はその大部分がフラビン酵素

の補酵素として生体内に存在し生体内ち酸イL還完
11と
重襲な役割を果してい

るのであるから酵素化学的な研究にょらでその作用をしらベトることは重要

な こ とで あ るょ

1日 黄色酵 素を用いた実験成績によ ると |:二 ―И″クう0.F′ ″♭′"は
:亀 に

およばないが .か なり活性が二 ら(7),ま た酵 母のⅣンlD′亀 チトクロムb還

元酵素を用いた実験成績によると 。こ二ιノ″0√′αυ′
"-5L餞
θ
“
θクル01~

夕λぉ′J:ほ Fル斤め約ブ5:%の 活性がある(8).も とょり。二―И″Jbοノ′αυ′
"

は亀欠乏ラツトの成長を促進 し
(6)(9),._zノ″θ.′′αυル,は ιαθ′οらασ j′れ s

′αε′′sあ 増]ゴをもたらす0こ とが知られていた。しかし合成された数多

くの亀類似化合物のうちこのように生物学的活性のあるものはほんのわず

か にす ぎ ない :´
・

E″ノ′乃″οノ′αυ′
“

および rル ″♭ο/′ αυ′
"は
糖 アルコ■ル残基が四炭

糖 アルコール 7θ ′″′′ο′基で あ る点で は同一であるが諄素化学的にそれ

らの作用 を検討 してなん らかの作用があ る場合両者の作用が果 して同一 か

どうかも興味ある点で ある。

単に新 しいフラビンを合成 して諸性質を明 らかにす
.る ばかりでな く ,新

しいフラビンの酵 素化学的な検討を加えることを目的 として本研究を行つ

た。

幸いに ,新 しい両 フラビンの合 成に成功 しさ らにそれ らをリシ酸化 して

E″ノ′ル″οノ′αυ′
"-4L切

0"θタル●Sp力α′θおよび r″″″θ√′α炒′"-4L
現。
"。
pヵοs,ヵα′夕を合成した。これらを用いて酵素化学的研究を行った :

●

●

結果興味ある事実が明 らかになつた。

●
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●

第二節  E″ ッ′力″θ/′ αυ′πおよか r力 ″θο.′′″υ′
"の
合成

亀類似化合物は大きく,わ けて Isθ α′′θ″α″′
“
1核
の核置換.体 |?焦 のち:

つ素に結合 している糟アノンコール残基の異 ぅ誘導体になら 子の,1壻アタ 」
コール残業の異 る誘導体は ,五炭糖iア ルコ

=ノ
ィ′θ
"′
′′91,本オ糖ア:′レコ:

―ル ″θ″′′ο′等があるが ,四炭精アルコー ル 7θ ′″J′ 0′ を結合 しだ

フラビンは全 く文献記載がない
^ . 
 ́       _

rsoα ′′θ″απ′
"′
核の 9位に Erν ′力″J′ ο′基および .TЙ /θ ′′ο′基

を結合したフラビンがそれぞれ,軍″ッ′々γθ√」α?みZや ■9写 ″々θοノ′αυ′π

であり。その構造は6.7-D′雛
`′
みメ′-9「

`pァ

1■′″ノ′力″′′ノ′),一

′sοα′ムο″αz′
"θ
Cり および6,7-D′観

`′

乃ノ′-9,(D-lL′ ルrθ ′′γ′)

~′
sοα′′0″α″Jπ θ(Xr)でぁる(図 1).  :

・     `嘉 11 1 :
'             ,            1 ,.

E″″′λ″ο/′ αυ′
"・
rЙ″αノ′αυ′″

テルの合成と性状・    ‐

図

Er.ν ′力″ο/′ ″ク′″および

fr2°
r_r

″ 0。 C.〃
:

「

OeC.″
:

f4

1愈珈 |
(X) .

E″ 57′Й″0ノ′αυ′
"

葦
Ⅲ ‐ 1.―・ 1

1 :il ‐
               ,

およびそれらの リン酸エス

●

，

．

●

1

7/7″ ιθ′′″υ′″の化埼と構 ;告
・

:     f″″′‐
″OeC。 ″

:

_  ″ 。C。 0万
‐

    :

ft  ・

■碩  傷
・́ ~(Xl)

rヵ″′ο/′αυ′
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●

B2の全合成が完成されて以来 .亀およびその誘導体の合成法は数多くの

改良がなされてきた。今日一般に亀および亀誘導体の全合成はアニリン誘

導体と′′′ο″α
"あ
るいはBα rb′ ′

“
″′ε ασ′ごとの閉零ヌ応によつて

なされて い る .

E″ノ′力″οノ′αυJ"およびTル″θθ.F′ αυj“の合成も
.そ
れにもとずいて

行 つた^          :
D~E″ ノ′ル″OS′ はP“ /J41)の 方法に従いアラボン酸の過酸化水素 ,酸化

によつて調製 したが・昌1産物が多 く精製が困難であ り ,本合成の原料 とし

て用いることはで きなかつた。その後 イオン交換樹 1旨 クロマ ト法で精製で

きることが明 らかになつたが ,p― E″ノ′ル″Os′ の調製法 としては不療当

であつた.1956年 .Pι r′ ′″および B″ ′σθ。
2〕

は .四族精を調製する

画期的な方法 をみいだ した1酢酸溶媒中:六炭糖を四百:酸 鉛で酸化する方法

である。
1本
合成の原料の D― E″ ッ′力″Os′ およびD rr力″″θs′は以後・

1●
θ″′Jπ ぉょび Pr′ rθ の方法に従つて 。D― グルコースおよび D― ガラ

タ トー'ス か
・
らそれぞれ調 製した。        ・    .

｀
経とテ三 jシ 誘導体の結合は .プ ラビン合成の際の例によると 。メタノ

ール中還流加熱する13)ぁ るいはエタノール中室温に放置する。りのいずれか

によつてなされる^し かし本合成には 。このいずれの方法も成功しなかつ

た^そ れ故 .フ ラビンの合成としては類のない条件すなつち別々に無水メ

タノールに溶解した 3.4-χノ′Jご ′
"θ
(■ )と D―E/ノ ′λ″θsθ (工)を ,

ちつ素気流中混合 しなそのま 振ゝ とうす る方法を用いた.そ の結果反応数

時間後に無色結晶｀ 3・ 41-D′ηθ′ルノ′―Ⅳ―D―′″ν′力″οsy′ α
“
′′′″θ

(m)が 新出したぢしか
゛
し空気中にとりだすと徐々に分解するため再結品は

で きなかつ た ^

D― rヵ″θos′ (Ⅲ)と 3.4■Xノ ′′ご′
"θ
(1)を 同様に縮合 したが、6.4-

D′籠″′″夕′

=、

■D■ ′力″し9s y′ α
“

J′ ′
"θ
(V)は 結 晶 しなかつ た。`ヽ ビク

ラー ト等の結品化も1成功しなかつた。
‐
 11   1 :  ・ヽ1:1｀

｀

‐/111・ 1

● |

●

●
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●

p―E″ ッ′乃″Os′ および D― T″″θθsθ の縮合 したンソフの塩基 ,3,4-

―D′郷ι′みッ′―市―
jLθ ″y′ ″″bぶ J′ クた

'7′
"υ `m)ぉ

ょび
.3.4-D′

ルθ′力″′―

―Ⅳ―″―′力″θOsν ′α″′′′
"θ
(V)は とりださず 。そのま  ゝ.Pα

"′
ノ

″′ιルθ′触媒のもと高圧接触電元を行つた.         ・

3.4-D′鷲θ′カッ′―N― _D―θ″ノ′力″′̀′ ν′α ll′ ′.′ π.θ 161)は 4夕 126℃―

127'Cの 無色針品であり 。このものの赤外部吸収スペクトル測定の結果

6460m~1基 ょび 3610m‐ 1に アミノ基および水戯基の吸収を認め .

さらた 0.lⅣ塩幹中・旋光度を潤1定 した結果 [α ]19,-41° で慮つた。

一 方 .3.4-D′ 協 θ ′ル P′ ― A7_p二 ′ル γ θ ′ ′ γ ′α ″ ′ ′ ′″ θ 60は 油 状 で あ

リビクラ=卜 等の書響を試みたが成功しなか
つた。      ..

594-い′鴛θ′力ν′-7V― p―θ″γ′勇r′ ′ν′″
"′
′J″θ(Ⅵ)および5.4-

―D′切θ′みν′一だ―D―′ル″θf′ ν′α4′ J′ ″θ6Dは α,「 J′ ′
"θ
 ご′″Zθ″′

“
競

な と D′ ″Zθ  σο″p′ ′″g反 応 を 行 つ て 4,5-D′ 解 ′′/7ν ′-2-タ カ′″ν′αZο ―

―

「

―D―ι″ッ′力r′ ιν′α″j′ ′
“
θ aII)お よび4,5-D′

“
2θ ι々 ν′二2-タルθ―

“
ノ′α″θ―.■r―D― ′rr r′ ′′ッ′α″′′′″g【Ю ::こ 誘導した。      .

D′′zO εθ%♪ ′′露g反 応はその液性および反応温度によつて大き く左   ‐

右 される.こ こでは ,オθ′ルθ r s15)の 方法に従い IP″ 3。 0に 調黎 し :徐  I

″に D′ αZθ
"′“
″ 打 を満下 して反応を行つた^        ・

4。 5-Dル
"θ
′λν′-2-ク みθ tt ν′α

´
2ο―zV一 D―θ″γ′/J″ J′ ノ′αηJザ ′

"θ

(Ⅷ )の合成において反応温度 -8°Cで D′ αzθ
“
′η・ r2塩 を滴下 し 。その後

5° ()に て反応を継続すれば目的のパ zθ 化合物 (Ⅶ )が え られた. 4.5-

p′駕ο′力P′ -2-0カ θκ″′
`″
θ一N―D― ′身″θ′′夕′σ

"′
′′
"θ
(IXp の `イト成

において ,同 じ反応温度で行えば灰白橙色の結品が得られ目的の´″0化

合物

`Ⅸ

)が え られなかつた。反 応の終未 において ,室温 (15°C)に あ

たためると 。この灰 白橙色 の結晶 は消失 し目的の′ zO化 合物 てⅨ)赤色

針品がえ られた。

前者 の元素分析値 が目的のス″O fL合物 (菫 )と一致す ることか らその異

-5-
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E″ノ′″″ο/′αυ′
"

2
:      .           .
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“
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″
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|
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|
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●
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性体 と考え られる。 しかしこのものについて それ以上 の詳細な検 討を加え

なかつたら

D′ α″ο `ο
“
夕′′
“
ズ反応において ,目 的 の4zO化 合 物は 2位置換体

であ るが .異性体のⅣ置換体 および 6位置換体 の生成が考え られ る。

″置換体 は一般に色調が淡 く。また 。かりに生成 したとして も次の反 応

の Bα γらJ′
“
″′σ αε′ごとの縮合 によつて rsθ α′′θ″″z′ ″θ核 は形成

されなぃ。

6位置換体については ,す で に ,T′ s力 ′θ夕

“

)ら によつて 。ここで用 い

た反応条件では .6位 置換体 の生成率が極めて低いこと 。および 6位置換

体 は次の反応である
'α
γら′′π/′ σ αε′ごと の縮合が困難であ・り 。反応

母液に帯 ることが示 されている。 r′ sル ′θ″らの 研究によれば .4.5,

D′ 寧 θ′カノ′-2-ク ルθ
"γ
′′Zθ ―ハ「―D― ″Jわ J′ νJα ″′′′

“

′ (夕
"ク
174℃ ―

175℃ レンガ色針晶)の 合成において ,副生する6位置換体
`筋
,196°C―

198°C橙 色針品)は わずかに 1%以内にとどまる 。しかも ,‐ 6位 置

換体から Isθ α′′θ″αz′ 餡′核を合成するためには ,И ′′ο″夕πあるい

は D′ θ乃′θ″οら″″ら′′
“
r′ θ αθJご との縮合反応によらなくてはならな

い .

ここでえ られた両 Иzθ 化合物 は Fα /ら ′′
“
″′σ α

`′
ご と縮合できたこ

と ,お よび risル ′θ″らの研究等を考慮 して 2位 置換体 と思われ るが ,し

かし直梓確認はしなかつた。

z・t″ θ化合物 と Bα″みJ′ 斃″Jε αθJだとの縮合 。いわゆる Isθα′′θπα―

″′
"θ
核の合成は新 ″の方法がぁる^`こ で は Fθ ル θ″∬ら 方法を利用

し .″ ―プタノール ,酢酸混合溶媒中 .縮合 桁 つ た。 6N塩酸 から再 結

晶してE″ ν′Й″0ノ′αυ′π(X)橙 黄色 リン片晶″ρ285°C(ご′σο解れ
'と

r乃 ″θο′′αυ′
"rⅢ
)黄色 リン片品協ク282℃ (′ Oε ο解″ をえた^な お

D―E″ y′ 力″Osθ (■ )あ るいはD― T乃″θθsθ (Ⅲ )か ら通算してその収率

はそれぞれ約 10%に なる。

●

●
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合成したFrッ ′み″θ/′αυJπ
`X)お
よびr乃″レοノ′αυ′

"(斑
)は水に溶

解 して亀様螢光を発す。

両 フラ ビンの紫外 部 吸収 スペ ク

ル (図 6)測 定 の結果 ,い ずれ も

な つた.    ‐1  
′

勁  蜘

トル (図 8)お よび赤外部吸 :ロ スペ ク ト

目的のフラビンであることがあき らかに
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第二節 E″ノ′力πθF′αυ′″および r力″′ο/′αυ′πのりγ酸化

亀をfヒ学的にリン酸化した最初の研究
181で はォキン塩化リンを用い 。2′。

3′ 14′―r″ ′ασ′′ノ′―″′らο′′αυ′
"が
リン酸 fヒ された.そ の後 rο J′

および FO″ /θ sメ錢ま亀を直籍

'シ

醸化 した後 .生成 したフラビンリン酸

を活性炭に吸着し精製 した。 F′ θ″θ′
01は
ォキン塩化 リンとメタノールか

ら生成する (″′9)2P° C′ や。″OPOC′ 2および (″0),POC′ を亀の リン酸

●   化試薬 として用いた● .

亀 のリン酸化に限 らず ,リ ン酸化反応は重要であり。種々のリン酸化試

葵が検討されてきた。 1951年 Cαπα′3・91)ilォ ル ｀リン酸を直災で加熱

してえられる一種のメタリン酸がらのリン酸化に最良の試薬であることを

みいだした.こ の方法:|ま 1952年 X″″rθ ″らい によつて確立され独得の

後 処理 によつて全 く単す の P′ うθ/′ αυ′π-5 Lttθ  π θ′々θSクカα′¢ (型Wり

が 得 られ る。

E″ ν′乃″θ′′αυ′
"お
よび T乃″θθ/′αυ′″の リン酸化 はこのκα″″θ″

らの方法を参考 にして行つたハ

市販 85%ォ ル トリン酸 を直火で加熱 し ,自 色のメタ リン峻の結品が析

出す る寸前に故冷 しメタ リン酸 の結品を含む粘ちような物質をリン酸化試薬 と

して用いる.こ の場合 |オ ル トリン酸 と粉末 メ́タ リン駿の混合物 。あるい

は ,粉末 メタ リン駿のみ ,い ずれを用いて も両 フラビンの リン酸化 は不可

能であつた。                     1  1 ■

メタリン酸を含む粘ちょう物にフラビンを加えて 60°C-70° Cに 速光下ね

りあわせ 。フラビンが一様に溶解 したところで反応を中止 し .,た だちに水

処理 を行 う.こ の段階で Fル Ⅳ調製時 と同∵操作を行えば 目的の リン酸化

物 はほとん どえ られなかつたら リン酸濃度が高 く目的の リン酸化物が水に

溶解 しないためだろうと考えられる1し たがつて この段階で水洗を充分行

うことが必要であつた。またエタ ノール処理によつてかなリフラビンリン

●

●
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酸が失 われるので母液か らフラビン リン酸 を活性炭 に吸着 しピリンン oメ

タノール
i:わ
皐量遺各去凛

")基

終島占叢ダ:芽
:藻

碁覇鳥ti。
.・

図   4
1                  `  ;

フラ ∵イ リン酸 の

1″ 髭々|・
l

″0.CoH
I

寡o法鷺

fヒ 学 構 造   .

_ .:ら丁ネ:1
″ο・f・ I  ο`躍
″ .C。 Orf   i

l

f4

ti3)かf

●

(Xll)、

″″ν′力″οノ′αυ′″-4L
~",0"0′ 力OS,ルα′θ
(Eν Ⅳ )_

(XIEE)

r乃 ″θθノ′αυ′η-4L
―

“
θ″θクカθS/P乃力′θ
rr〃 N).‐

亀を同様の方法で リン画1化 して 4っのリン酸fL合物が検出されている911

がそのうち・ P′ Oοノ′αυ′%-4′ ,5′
―ε″ε′′θlη  ο

"ο
タルοSクみ′J″ および

P′ bθ _ノ′αυ′π-57_タノ″θクカθS'力′′θは酸加水分解を受けやすく.F″Ⅳ

になるの ことから ,先 にえられた粗製フラビンリン酸の塩酸加水分解を行

つ
～
.塩酸加水分解前のフラビソリン酸は吸湿性であるが ,水 解後は吸湿

性がなくなる。                「

R′ わοノ′′υ′
"-4′
」5■ご′′″οsタカα′′l峨 加水分解を受けがだく7°

F tt N合成の際 .酸 加水分解後も不純物として含まれる。1し かし,.Fν Ⅳ

より易溶性であるから水処理することが精製に有効だとされている_‐ 5%

リン酸■ナトリウム水溶液を溶媒とするぺ‐パークロマ トグラムにお|い てこ

のもIの は ,FMⅣ よりはるかに移動 しやすく .そ の存在が簡単にみわ|け ら

●

●
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れる斜
1.

水解後のフラビン リン酸を 5%リ ン駿ニ ォ トリウ
^水
溶液を溶媒とす る

ベーパー クロマ トグラフイーに展開すると 。目的のフラビン リン酸 ょりは

るかに移動 しやすい未知物質をごく少量ではあるが認め られた。 このもの

は水処理を行 うと除 くことがで きる
=

水処理 したフラビン リン麟には リィ肇 の結合 してない E″ ノ′力″0‐ F′ αυ′″

ゃ rル″′θノ′αυ′″がそれぞれ含まれているから,炭囀水素ナトリウム溶

●    液にフラビンリン酸を溶解しそおき ,_方 フラビンは活性炭に吸着させて
除 く。                  _   .

目的 のフラ ビン リン職 は lo%あ ま .り の収率で え られ ,そ れぞれ単一 で

あつた。

第二節 E″ メJみ rθノ′συみ:-4 Lttθ  tt θ♪ルθs力滋 ′′および =

rヵ″′οノ′αυ′
"-4L,4θ "θ

タルθsタルα′θの機主認

リン酸化反応でえられた化合物がモノリン

"エ
ステルであり ,リ ン費結

合位がフラビンの 4′位であることを確認 しなければならない。

図 5に示す fし合物はβ2を リン酸化 してえられるリン酸化合物でいままで

に明 らかたなつた化合物

“

lか ら類推 して想定したもので ,F″ 予′ル″θ.′′α―

υ′ηの リン酸化を例にして示 したものであ る_こ れ らの物質はリン酸 fヒ

反応にようて生成する可能性は充分あるが .E″ノ′力″θノ′αυ′″-4′―

綱ο
“
οタルοSクルα′″(畑 )を除いて ,い まだに不明の物質である。

湿性灰化法?い に従つて ,リ ン酸を定量 した結果 ,E″ ν′み″θ/′ ″υJ“ リ

ン酸化合物および rヵ″。。/′ αυ′π リン酸化合物とも ,一分子中 。一分子

のリン酸を含むことが明 らかになつた.(表 1)。

すなわち生成物はモノリン酸エステルであり ,ビ ロ リン酸エステル (XV)

やジリン酸ェステル (XⅥ )お よび (XⅦ )で ない。

r。 ごごメ
"は合成

した Fル Ⅳあ確認に過ヨー ド酸酸化を行つた。ま た田

●

●
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図    5

E″ y′ 力″οノ′をυ′たのリン酸化
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表  1

フラビンリン酸の リシ酸の定量

フラビンリン酸 ン 酸

FMⅣ

EMⅣ

rνⅣ

1。 98(解%ビ
0。 9 6

1。 07

ン
　
　
、

\ zffi)

●

●

湿性灰化法い によつそ定量

中り6も R′ bθノ′αυj"-4′ .5′―θノGJ′ε″0″ bクルοs,あαし′
｀
の確認にやはり

過 ヨー ド酸酸化を行つた。

目的のフラビンリン酸は水酸基か 2ケ隣接して存在するからこのもの 1

′
"ο
′θは過 ヨー ド酸 1塑θ′′を消費する筈であるo

1958年 β″αJノい に r"OsfFθ ′ぉ jLび S∂ /ら ′′0′ の定量に墨ヨー ド

酸酸化法を応用 し .260解 ル における吸光度から消費された渦 ヨー ド酸を

定量 したo                      l ・| _1

フラビンリン酸の蝸 ヨー ド政酸化反応を 260"2μ において測定 しようと

すればフラビンの分子吸光係数が渦ヨー ド餃のそれよりぼるかに大き く,10

数倍に達 しこの波長での吸光度測定法は不適当である。
^  ― ‐F ・

燿 ヨー ド酸は 225燿 ル に吸収極夫を有する 121が フラビンも 223解 μ附

近に吸収極大を有する。 223解 μ に、キi「 l・
てフラ

:∵ ィ
の
省子4準督零り1ヨ

ー ド酸のそれの 4倍に相当す るか ,フ ラビンが共存する時 ,分光学的に過 ヨ

ー「 議基定量子
i乞

たど 223あ:μ ご破光■測定雇ふ島 ξ右妨をふ乞
1:

赤光学的■ll定法とlnt時 た容皇券耕
091ξ 持し:嵩者力■ 覆 した結果を与えなこ

とを確めた。        「
‐ '‐       ・     ・ 1

‐
過 ヨー ド酸酸化反応はフラビジ リツ

:酸
とIリ ン酸の結合 してないフラビンと

で難易があり E″ノ′ヵ″0ノ′αυ
`"お
よび Tんγ′0ノ′αυJ"は その濃,度

000,1物γr酸イヒを彙けるか1177ビ ンリン酸はその濃度1″ M以上でよう

やく酸化を受ける。特に, E″ y′力″οノ′αυ′″ の リ́ン酸化物は過ヨード
●
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図

フラビン リン酸 の過ョー ド酸酸化

.200

。150
過ヨー ド酸 2″ 0′ら消費吸

光

度

(λ=223″グ
100

過ヨニ ド酸 1解θ′θ消費

っ05

。00

反 応 条 件

フラビン リン酸 3 μ ttο ′οs.過 ヨ‐ ド酸 1.2～ 9。 O μzO′ θs,0』 5財
塩化ヵィ

ー塩酸緩衝液 pr 2・ 0に て全量 6.0″′とするら
15°C-38・C.暗所反応                ′

酸 4“θ′as相当量使用してょうゃく酸化される。

Ery′ J3″θ/′ αυ′″.Tル″′οf′ αυ′
"お
よびTЙ″θOノ ′αυ′

“
の リン

酸化物は室温 (15°C)で充分反応するが.E″ノ′々″0ノ′αυ′
“
のリン戯

化物れとびニルⅣは38°Cに加温しなくてはならない。しかし,60'Cで

:反 応す ると 。フラビンおよび‐フラビン リン酸が理論値以上 の過ヨー ド酸 を

消費 し分解 して しまう。          一

したがつて過ヨード酸酸化反応は・田■
90の例を参考にし':0。66″塩   .

●

●
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花ヵ リー塩酸緩衝液夕
″ 2.6.生温 (・ 15°C)あ なぃは 3bしごそ実施すな

ことにした。     ・       |   :    :・    ∵

ブラビンおよびフラビソリン酸の過●― ド酸酸fLを経時的に :過ョ■ ド

酸消費量で追つてみると図 6の ようになる。たて軸に日盛うた吸光度は減

少 した吸光事年示す。あら
かじめ
多
=2。

0.‐ 10・CI:233蒻 ルにおける

過ヨー ド酸の分子吸光係数を求め・それを用いて :フ ラビンリン酸各
「々1

協ο′ιが消費する過ヨー ド酸のπO′ θ数を吸光度で表わし。過ヨー ド酸

1解θ′″が消費されて減少する吸光度のところに。1″30′ ι消費の線を ,

渦ヨード酸2翅 0′ ′,が消費されて減少する吸光度のところに2″θ′′s

消脅の線を附記した。            '

五 .分光学的測定  : B・ 容量分析         ‐

フラビンおよびフラビン リン酸 1″ο′οが消費 した過ヨー ド酸 の
″ο′θ数

一表

●

＊

●
　
　
ホ

●

フラ ビン お ょび フ ラ ビン リン酸 の調 ヨー ド酸 酸 化

フラビンおょび

フラビンリン西空

型

蓬

フラビンおよび

フラビンリン験

暖 ル数

過ヨード酸 (Irrq)モル数
比 率撃

加えた″Iq 消費された″rc

Erytkroflauin ′ o.4xol tna
`・ 1.2X住
1卿 o.g o ox&1FP 2o01

B 2.5 7.5 5。 150 2・06

Tttγοο/′αυj"
ス 0。 41 1.2 0。806 2o01

B 2.5 7.5・ 5.400 2・ 16

F″ Ⅳ
4 1.0 610 2.060 2・06

B 235 7.5 5。 170 2o07

E″ Ⅳ
∠ 1.0 4。 0 1。000 lo0 0

B 2.5 1 0。 0 2.400 0・ 96

r″ Ⅳ
五 1。0 1。 5 1。 000 lo0 0

″ 2.5 6.75 2650 lo0 6

-15-
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表 2で はフラビジおよびフラビン リン酸が消費した過ヨニ ド酸の量を測

定 し。フラビンおよびフラビンリン酸 1″ 0′ θがそれぞれ消費する過ヨ■

ド酸の力0′ θ比で示 した。過ヨー ド酸がもはやそれ以上消費されな ぐなつ

た時の測定値である。

表 2が示すように Eグ ,′ ル
・
″οノニαう

‐J"および rル″θb,f′ αυル2の リン酸

化物はそれぞれ 1″ OJ・ο当り過ヨー:ド酸 1耀ο′θを消費することが明らか

になつた1比較対照するため行つた
=験
でも :F″ A/.E″ノ′力″0/′ αυ′″

および T力 ″θοF′ αυ′
"は
それぞれ過ヨニ ド酸 2“ 0′ ′sを 消費し理論億   ●

に二致 したIし たがつて合成されたリシ酸化合物はそれぞれ目的の物質

E/γ ′ル″οノ′αυルZ-4L“θ″。タルοSタル″′θC鋤 および
:γ
ルグθοノ′αυルz

-4と″″θ
"θ
タルθSタルα′θ(鴻I)で ある。

第四節  E″ ノ′ル″ο/′ αυ′″.Tル″θοノ′αυ′πお・よびそれらのリン酸エス

テルの性状

: ‐F2は 水溶性であるが溶解度が低くその難漆曇1が しばしば問題になる_

Eタ ノオルrθ√′αυル多は亀よりかなり水

`よ

く溶解するが .7み ″θaF′ αυ′
“
  ●

・は更に水によく溶ける (表 3)。

融点は高く不明9ttで あるが ,E″ ノ′力″θF′αυ′
"の
融点はrλ″θθノ′αυ′

“
のそれより。わずかに高い。 リン酸 fヒ されると31点 が低下する.

・フラビンおょびフラビンリン酸の旋光度は測定溶媒によつて著しくその

値が変動するm。 旋光度は日本薬局方mに従つて測定した (表 4).
・それによるとE″″′力″οノ′αυ′

"は
亀と1司 様左旋性であるが .Tル″θο―

メ′αυ′
“
は右旋性である。リン酸化されると旋光度が右旋性へと傾 くが

旋光性はかわらない。ここで用いたFル Ⅳは亀をリン酸化して合成したも

ので あ る 。

`                      ●
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ヲ更       3

フ ラ ビ::ン  の _溶  解  度

フ ラ ビ ン  雀笙ゴ豊墾≒丁戸  %

亀

pfno I e

0.1 7

μθ

65。5

85.5

9 1。 5

o Erytl:roflaaiu 0,25

Threoflaain 0。27

蒸溜水  8'CC

450解 μの分子吸光係数 より測定

ヨ員       4

フ ラ ビンおよび フ ラ ビン リン酸 の旋 光 魔

● フ ラ ビ ツ 〔慶〕雪  ・.
B2

Ergtkroflacin
Threo.flaoin

17 IV: N
.:EMN

=122°
-106° 中

+  30°

- 40°

-  1 8°

・  r■ r‐ Ⅳ           + 64°

中〔浸〕摯
日本彙高方に従つて測定

00

●
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表

フラビンおよび フラビン リン酸の

ベーパータ ロマ トグラフィ

(Fノ  値)

フ ラ ビ ン

ら

E″ノ′力″οノ′αυ′″

rヵグbοノ′αυ′″

F″Ⅳ

E M2V

T″Ⅳ

0。 5

0。 5

o。 5

0。 2

0。 5

0。 5

0。 1

0。 1

0。 0

0。 3

014

0。 4

0。 0

0。 0

0.0

0

3

4

8

1

5

0

0

9

9

5

2

6

6

5

●

東洋ろ紙 /50
展開溶媒

1. 5%リ ン酸ニナ トリウム水溶液
2。
"―
プタノール :酢 酸 :水=4:1:5の 有機層

5。

"―
プタノール :ピ リジン :水 =2:1:1

上昇法 室温 (10℃ -15℃ ,数時間ないし―夜暗所展開
風乾後紫外線照射下検出

フラビンは特有の螢光を発するので .紫外線照射すれはその検出がきわめ

て容易である。特にペーパクロマ トグラフィに展開した場合極 く微量でも検

出できる。表 5に は ,各展開溶媒におけるFノ 値を示 した。 "―
プタノール

を含む展開溶媒を用いて展開すると ,らとE″ノ′力″οノ′αυ′
"あ
るいは

rヵ″θοノ′α炒′″との区月1はつくか .E″ノ′力″0ノ′αυル3と rみ″′。/′αυ′
“

との区別はつかない。リンiin化 された場合 ,E″ IV.TMⅣ ぉょびFνⅣの

区別 はつかな くなる。

ろ紙電気泳動りに展開すると図8のように。フラビンリン酸は陽極側へ ,

●

-18-
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フラビンはわずかに陰極側へ移動する。

麗]       7

フラビンおよびフラビンリン酸のろ紙電気泳動

●

ら

Eπノ′ル″θノ′″υ′
“

Tル″′οノ′″υ′π

T MN

E″Ⅳ   '

●

:Oo7

:0.5

″́A7

F tt D

展開条件 0 1る 7″ュル御 (定電流)           .
0』 5Mリ ン酸緩衝夜 ,ぼ 8』
3時間室温 (15℃ ,暗所にて泳動
ベツタマンス ピンコ泳動操置使用

図中の数値は泳動距離を示すo単位 伽

しかし ,フ ラビンリン酸相互の区別はつかない o

フラビンは紫外部および可視部に吸収をもつoE″ノ′ルグο/′ αυ′″を例に

その吸収ス、タトルを図 9に示したorヵ r′。ノ′αυ′η.F″Ⅳおよび爾″

も全く同一のスペタトルを与え .そ の λ″″″を表示したものか表6で ある。

●
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理更       6

フラビンおよびフラビンリン酸の吸収極大

●

フ ラ ビ ン >"mar Qnp )

β
2

E″ノ′λ″οノ′″υ′
“Tル″′οノ′αυ′
"Fル N

EMⅣ
r″Ⅳ

223 267  575  445

224 267 575 445

224 266 575 445

225 267 575 445

225 267 575 445

223 267 573 445

濃度  10~4Mt10-5M水 溶液
日立自記分光光度計 EPS-2型 にて測定
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一般にフラビンの吸収極大は 267瘤ル .370″μおよび 445“ルの三個と

されているが ,225～ 2?4″μ附近に明らかな吸収極大を認めた。

フラビンおよび|フ ラビンリン酸をとわず ,分子吸光係数は等 しい筈である。

フラビンに特有の吸収のある波長 450″μにおいて分子吸光係数を測定 したo

その結果 .フ ラビンおよびフラビンリン酸とも ,等 しい分子吸光係数が得 ら

れ .さ らにスrabO/′αυ′
"お
よび D′ σ力′0″θ/′αυ′

"の
分子吸光係数 .

11る x106″ .解。′θ・ (λ =450″″
'.0に
よく一致したo(表 7):

り更        7

フラビンおよびフラビジ リン酸の分子吸光係数

フ ラビ ン 分子吸光係数 卜 450“μ

●

12

Er.ytkrof laain 11,80

11。 67  ι.“θ′θ~l.C72~lx16 0

11。 88

11.65

11.98

T力 /′ο′′αυ′%

Eだ Ⅳ

T″ Ⅳ

●

フラビン水溶液

日立分光光皮計 EPυ -2ス を用いて測定
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章

び■T″″′b′′′ら,″

:的 研 1究 5Q‐

E″
"″
oノ′α′

=“
 お よ

の 酵 薫 化 学

R′ bO/raυづ
"-5′
―滋0″ο′力θsp力α′′(F“Ⅳ)は ある種の餃化酵素の

補酵素であるo          .          .    `

フラビンが補酵素の観点からその活性が研究された例として7α″bπ″g,

σ″′s′ ′α
"の
酵素系 (旧黄色酵素系)1とおけるtt4お よびι―■″αう0-

/′αク′″0,酵母の鮨 ヽ .チ トタFム σ還元酵素系|こおけるι―ιノ″ο…

ノ′″υ′″二5′与zルabpヵθs,力α′θ(8).豚 の燿 D3Lチ トタロムθ遼元酵素系

にぉけrJツザ.0'等 がある,

フラビン酵素は補酵素がFMⅣあるいは .FXDで あつてその補酵素を蛋

白部分からきり離すことができるか 。ある種の酵素では ,そ れが可逆的に容

易に実施できるo

補酵素を脱離した酵素蛋白 (ア ポ酵素)は それ自身では活性がなく補酵素

を添加すれば本来の活性を示すoし たかつて補酵素を脱離したアポ酵素に新

しく合成 したフラビンを添加して酵素活性の回復状況を検討すれば 。それら

の酵素7ヒ学的活性を知ることができるo

新しく合成されたEルⅣや rνⅣはF財Ⅳの同族体であるからF島 Ⅳを補

酵素にするフラビン酵桑をとりあげた o

.数多いフラビン酵素のうちFルⅣをtrll酵素 |す る酵素は比較的少 くよく知

られているものとして ,1日黄色酵素 00 ι―アミノ酸酸化酵素切 および酵

母の■測井″aチ トクロム●選元酵素
10 があるに過ぎない ol,

そこでまず酵素標品として入手 lし やすく比較的安定な 1日黄色酵素を用いて

検討することにした。

~′2~

第

●

●

●
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第二節  1白責色酵素実験    :r i l ―

旧黄色酵素はfttDP″ 2か らその水素を直接酸素に伝達することができ .・他

にチ トクロムεあるいはメチンンプルーにも水素を伝達できる (図 9)・

図 9 旧 黄 色 酵 素 反 応

r2°
2

L(撃 Ty``:~あ
るいは、

|

,             1目 黄色酵素

グリコースー6-リ ン験脱水素酵素の作用により基質グリコースー6-り ヽ

ン酸が酸化され .グ リコン酸 -6-リ ン酸が生成 しその際共役してⅣ五DP     ・

からル4DP12が生成する (瓦
“
″り2生成系)o

旧黄色酵素の作用により ,ル4DPH.は 分子状酸素にょつて駿化を受ける。

したかつてル4DP事,生成系および1日責色酵素からなる反応系を用ぃて 。消費

される酸素を測定すれば旧黄色酵素の活性を示すことができる。

この反応に必要なグルコースー6-リ ン酸は″0/θοル′″ら(30)の方法に

従つて .グルコー女を無水 リン酸で リン酸ィヒし合成 した o

グ リコース ー6-リ ン酸脱水素酵素は 1961年 。結品化に成功 した

Ⅳο′′″α
"ら
ω の方法に従つそビール酵母より部分的に精製した標品を用

いた o

旧黄色酵素は 1956年 。結晶化に成功したT力′ο″θ′Iら (41)あ 方法に

従つてピール酵母より調製したo乾燥ビール酵母 1時 から出発しておよそ

100″gの酵素蛋白が得られたが結晶せず無晶型にとどまつたo  ‐

-23・―              ′ :

●

●



補酵素 F滋Ⅳを脱離した旧黄色酵素蛋白 (旧章争アポ酵ネ)は ″arわ
“
″g,

C力″′s′ ′α
"142の
方法に従つそ調製したo

旧・賛 色 ァ /ttO
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〕
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活性測定によつてンMⅣの脱離したことは充分確認できる。アポ酵素標品

の吸収スペタ トルを測定した結果 .唯―の吸収極大を有 し。その波長は 280

物μであつた (図 10)oこ の吸収極大は蛋白特有のものであり .補 酵素

FMⅣか脱離してない旧黄色酵素はF″Ⅳとほぼ同一の吸収スペク トルを与

える 141.

ヮ‐ルプルグ検圧計を用い酵素反応の結果消費される酸素を測定 した o

図 11  旧黄色アポ酵素の再活性化
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●

300

酸

素  200
消

費

⌒   100
μ′
ブ
／

アポ酵素
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一

“

´

●

0                                          0

反 応 時 間 の

反応条件

FMⅣ o.lμ ″ο′θを添加

他は実験の部に示 した     ′
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ミ圏 ‐,生成系および旧黄色アポ酵素を含む反応系にFMⅣを添加すれは

著しい酸素消費が認められるか ,FルⅣを添加しなければ酸素消費は認めら

れない (図 11)oす なわちF″Ⅳを添加すれば旧黄色アポ酵素の活性が回

復するが ,FMⅣ を添加 しなければ 9活性は回復 しない。この場合旧黄色ア

ポ酵素を除けば ,FMⅣ を添加 しても酸素消費は認められない。このことは

この反応か非酵素的に進まないことを示している。

この l日黄色アポ酵素を含む反応系に .F″Ⅳの代りに新 しく合成した2鰤

あるいは .ryf・Jを 添加した結果 ,そ れぞれ酸素吸1又 か認められた,補 酵素

としての活性はやはり .Fル 2Vが一番高く。̂EMⅣ もF″ Ⅳにかなり近い活

性を示したo一方T″Ⅳはあまり活性がなかつた (図 12)。  :

図 12 フラビン リン崚共存下の織素消費

200
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反 応 時 間 の

120

反応条件

●
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酸
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4.3 ηg
―

‐
く)‐
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― ←

一

リン賊 0。 lμ ″0′ 0.1日黄色アポ酵素

を使用 .イLは実験の部に示 した o

旧黄色アボ酵素 +F″Ⅳ
旧黄色アポ酵素 +EMⅣ
旧黄色アボ酵繁 +rr“ 」v
旧黄色アポ酵素
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●

単位時間当りの酸素消費量を算出した結果 .F″Ⅳのそれを 100%と

て ,E″ルは約 ブ0%.T ryf″ は綺
'0%で
あつた。  二 : |:: :

次に一定酵素蛋 白量に対 しフラビン リン酸の添加量 をかえてみた (図 13)。

´`    . :「
`・

^｀      1l l｀ ‐     1 :|||

図 13  フラビンリン酸量■llr素 蛋白量の蜘係
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0,

その結果 ,補酵素としての活性は .FMⅣ の最大活性を 100%と すれば

EMⅣの最大活性は約 70%で あり。TMⅣ の最大活性は約 20%で あるこ

とが明らかになり.先の実験成績を裏づけることができたoさ らに。この成

績を利用しZ′ ″′″θαυ′″…β

“
″ルプロットロよリフラビンリン酸と酵素蛋白 との

解離恒数を算出した結果 .FMⅣ には lD 6Xl〔戸ν,E″Ⅳには 2′ 4Xl♂″

TMⅣには 135Xl♂ ″の解離恒数をそれぞれえたo

表  8 フラビン共存下の餃素消費 ●

添 加 物 濃 度 酸素消費量 相対袖酵素活性
*

無  添  加

F〃Ⅳ

β
?

Eグノ′力″0/′αυ′″

F“″ιοノ′αυ′
"

3.7x1fr I:A

3,7 x1t- 4iyt

1.8x 10-d M

1. Bx1o-4 IA

3μ /1o,3′
"

41

20

23

7

%

100

45

52

10

反応条件  実験の部に示 した

* F″ Ⅳの補酵素活性を 100と して算出した。

リン酸の結合してないBル E″ノ′″rθノ′συ′″をF〃Ⅳのかわりに添加し

ても.酸素消費が認められた (表 8)。 すなわち。4や E″ノ′力″οノ′αυJ″

も1日黄色アポ酵素の活性を回復することが明らかになつた。

その理由として ,第一に。酵素反応を行つている間にB夕 E″ノ
`力

″οノ′α―

υ′
“
がそれぞれ .FMⅣゃEルⅣに変化し,そ 4■ らによる二次的な作用によ

るもの。第二に .B夕 E″ノ′力″bノ′αυ′
“
自身の補酵素作用等か想定される。

まず .E″ノ′力″οノ′αυ′πを添加して反応し。その反応液よりEMⅣを検

出しょうと試みた。すなわち ,Erノ′″″οノ′″υJ“ を 0.lμ πO′θ 添加し

て 120分間酸素消費を測定した後 (図 14),反応液を減圧のものと濃縮

●

●

-28-



●       ′

し ,残留物の ら紙電気泳動 0を 行つた。対照実験 として 。E″Ⅳを 0。 01

μ″ο′′ 添加し ,酸素消費を測定した後 。同様に .ろ 紙電気泳動を行つた。

E″Ⅳ oool μ ″ο′′はろ紙電気泳動で充分検出可能な量である。

図 14  E″ノ′力rο/′αυ′"共存下
の酸素消費

ヽ
.

I- zun(B)

／

″
「
‐°
響ri

0    30    60    90   12'

反 応 時 間の

反応条件 E″ノ′力″οノ′αυル,0。 l μ ttο ′ι,
コ癬 o』 l μ ttθ ′′9旧黄色アポ酵素

13翅gを使用したo他 は実験の部に示した。 ｀

一・―――・― 旧黄色アポ酵素 
“

)

一摯―苺二 旧黄色アポ酵素 ■E財Ⅳ 13)
一〇― 。一旧黄色アポ酵素 +E″ノ′力″ο/′αυJ"lC)

EルⅣの活性かE″ノ′λ″0ノ′αυ′
"の
それより低いから。かりに .

E″ノ′力″oノ′αυ′
"の
活性がリン酸化の結果生成したF″Ⅳにもとずくとす

れば .E″ ,′力″οノ′αυ′πの反応液から当然E″ギが検出される筈であるo

しかし,ろ紙電気泳動の結果 .L~″Ⅳは検出できなかつた (図 15).
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酸

素

消  10
費

μ′

●

●

"-29 ‐―



●

図

・

1 5: ギギギ||lf唇応準9,彗雫零ヽ勤

f原点 陽極陰極

コ:響

0 0・3

EI,TI,T

Er y t hr of lauin

料
*И

料
*β
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図中の数値は泳動距離を示す。単位翻

展開条件 試料 *(図 14の 4。3お よび Cに それぞれ4il応
する反応液)

反応液を硫酸デシグーター中真空乾燥 し

極 く少量の水に溶解 したもの

定電流  125夕顧劾
00ジ  リン酸緩衝液pば 8£
3時間室温 (150)暗所にて泳動

次にスTPの 添加効果を検討したoそ の意図は酵素によつてフラビンか リ

ン酸化きれるためには .ス TPぁ るい 114 D P;が 必要であり1.そ れを添加す

ることによつてフラビンの リン酸化を促進することにあるo7ラ ビィの約 5

倍量の五
『
Pを フ71ン キ同時にヵ口え経時的に酸素消費を測定したo

●

●
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図1‐2 L詳ょび,レ″共鼻ギム豪楽痛費た基ili=
|. 4TPの 影響 :|  '■ :■  」1  .‐ 1

酸

素

消

費

（ノ

）

0.

200

100

反応条件  グルゴーズ ニ 6-リ ン酸脱水素 酵素 0。 6・
“

g

l日黄色 アポ 酵素 4.3解g,ス TPO。 5μ 切0′ θ
ぉょび フラビン 0。 l μ ttθ ′θを使用 した o:

他 は実験 の部に示 した o

-0-0-‐
1日黄也アボ酵素 +FMⅣ   ヽ

一。_●― 旧黄色アボ酵素・ FMⅣ +4TP

1日黄色アボ酵素 +32
一― ‐ 旧責色ア摯酵素 +β:・ 4TP

島添加に対 しても .F″Ⅳ添加 |こ 対して も ,4 riFの 添 日々は全 、影響 しな

●

がつたⅢl● |||・ ::‐ |チIII11
このことは酵素によるリン酸化反応がおきていないことを示している。し

たかつて:.β 2・ E″ツ
'力

rbノ ′″7.′
"が
リン酸化を辛けそ

の結果生成 したn斜

,    ゃE M IVの 二次的な作用によるという第一の想定ほ否定された o

●       おそらく ,1詳 よび
=ケ
ノ:″γοノ′ab`"自身の福酵素作用にもとずくもの

Lr ' --L---! ' -t '--'.1
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●

と考えられるがなお詳細は検討しなければならない。この点に関し ,X“力″14

はすでに .旧黄色アポ酵素実験において多量のらは ,F″Ⅳとほぼ同じ活性

を示すことを指摘している。

図 17 β非存下 1日黄色アポ酵素の前処理と酵素活性
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|     ―‐ β.共存下 :旧黄色アポ酵素を加温
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―一 加温 しないも∝ 対照)~β
2を加えないそ活性測定したもの
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0.

ここで .アボ酵素とらを混合し。37りにあたため ,B,の共存が酵素活性

を持続するのに役立つかどうか検討したoこ の操作をかりに前処理と呼ぶこ

とにする。その結果 932を 加えて前処理した酵素標品はしはじめの遅滞期なし

に酸素消費か進行するのに対し,前処理しない酵素標品および ,β″加えな

いで前処理した酵素標品はともに遅滞期か認められた (図 17)。 しかし酵

素活性は60分 ないし,120分 間の前処響ぐらいでは ,32の 有無にかかわ

らす ,影響されなかつたo

酵素蛋白か補酵素によつて安定イヒされているかどうか 。殊に .B詩の遊離

のフラビンによつて酵素蛋白が保護されるという点については今後の研究を

またねばならない。

なお .β 2と アポ酵素を前処理す ることによつて遅滞期がな くな る例 は F圏

の場合 にも観察 され る。

第二節   Ⅳ4DP「,チ トク ロムε遺元 酵素寒験

旧黄色酵素は T“″
"θ
υθ″
"″
解うθ/に。か小さく .生化学的にあまり重要

●         ,
でないとされているので ,も つ とr“″

"ο
υ。″
"““
らθ″の大きい酵素 ,酵

母のⅣ川野習2チ トクロムε遺元酵素を次に選んだ。

図 18

グルコース …6-

ⅣADP・2チ トタロム●還元酵素反応

ル1ドutチ ト′ロムε還元酵素

グ ルコン酸 -6-

●

■,33‐
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本酵素の T“ ″″ Oυ θ″
"“
解らθ″||は 旧黄色酵素のそれの約 20倍 である。

この酵素 は図 18に 示すよ うにル 4DPH2の 水素をチ トク ロムσに伝達す る反

応を触媒する。                 ・

本酵素 1ま 酵母
00お よび動物あ肝臓。.等 に存在し。そのうち .・ビτル酵母

の本酵素は ,補 酵素力)F″Ⅳでぁるo本酵素はガααsら 19 の方法に従い乾

燥ビール酵母より調製した。また ,FルⅣを脱離したピール酵母のⅣ五DPH2

ナ トタロムσ還元酵素 (ア ポ還元酵素)は ,″
“
ι″
"ο
ル′″sら 14dの方法に従

●
つ て調製 した 。

_1日黄色酵素実験 (第二章 。第一節)の 時のル4D躍2生成系 。およびチトタ

ロムε還元酵素系からなる反応系を用いて ,選元されるチ トタロムCを 定量

すれば .酵素活性を示すことができる。

活性測定は ,Dび 型ベ ツクマン分光光度計を用い 。生成する還元型チ トタ

ロム
`に
特有の吸収極大を示す波長 550″μの吸光度を測定 した。

反応温度を 25℃ に保つため ,反応寸前まで酵素および 。反応夜を 25℃

に保温 しておいた。反応温度が 15℃以下に低下するときわめて反応速度が

遅 くなるからである。

アポ還元酵素を含む反応系にF″ rVを 添加すれは著 しい吸光度の増大が認

められるか 。Fル″を添加 しなければ吸光度の増大は認められない (図 19)o

すなわち ,FF/1Nを 添加すれはアポ還元酵素の活性が回復するが 。FMⅣ を

添加しなけれは活性が回復 しない。

この場合 .ア ポ還元酵素を除けば .F〃Ⅳを添加 しても吸光度の増加は認

められない。すなわち 。非酵系的にチ トクロム●が還元 されないことを示し

ている。しかしフラピン濃度を 100倍 ないし 1000倍 に高 くすれは ,

Ⅳ4DPH2の 水素は非酵素的にフラビンを介 してチ トタ甲ムCに 伝達 される。

このことはりでに S′
"gθ
″らmに よつて明らかにされた事実である o

このアポ還元酵素を含む反応系に充分量のフラビシリン酸を添加 した結果 .

●
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図 19 フ
チ

ラ

　

ト

・
　

　

・

ビシリン酸共存下 ,ア ポ還元酵素による

ク ロ ムCの 還 元

●
.

`300

吸   `200

光

度

550″μ JOo

o      5      1o      15

反 応 時 間 の

反応条件

フラビン リン酸 0301μ ″ο′θを使用 した d

他 は実験 の部 に示 した o

、  ― -7… 酵素+m

――
KD― ア繊 元酵素■副 Ⅳ

―・ ―・ ―
‐アポ還元酵素二T″Ⅳ

― A―― アポ還元酵素

― .―一
o一 F″ Ⅳ

それぞれ経時的な吸光度の増大か認め られた o

補酵素としての活性はやはり .F″Ⅳが一番高くEνⅣもFMⅣ にかなり

近い活性を示したo二方r″Ⅳはぁまり活性がなかつた。   ‐

単位時間当りの吸光度の増加からそれぞれの活性を算出した結果 .EルⅣ

●

●
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はFMⅣ の約 70%の 活性があり 。一方TM」Vは F〃Ⅳの約 10%の 活性を

示すにとどまつたo _

天然に存在するL―ιノ″9/′ αυ′
"の
リン酸エステル .L―ιノ″οノ′αυル″―

ゴー解ο
"ο

pヵθs,ヵα′θは1司‐酵素実験において .F.″ fVの約 75%の 活性か

ある(8)。

図 20  フラビンリン酸量と酵素蛋白量の閲係

f1010

rto 0 5

フラビンリン酸
` X10~6M)

反応条件  グルコース …6-リ ン餃脱水素 酵素 0。12″′
アボ還元酵素 0。62解′

他 は実験の部に示 した o

― 一― Fル Ⅳ

― ― ― EMⅣ

―

T“ Ⅳ

次に二定蚤 白量 に対 しフラビン リン酸の添加量をかえ ,ア ボ還元 酵素の活

性と添加されたフラビンリン酸の濃度との関係を検討したoそ の結果 .補酵

素としての活性は ,F“ IVめ最大活性を 100%と すれば ,EM IVの 最大活

●

● '

一
分

間
．あ

た

り

の

吸
光

魔

の
増

加

（
物

）
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●

性は約 70%で あり ,rMⅣ の最大活性は約 10%で あることbS明 らかにな

つた (図 20)。     「

ι′″θ
"θ
αυθ″~β

“
″ルプロツト14 ょり酵素蛋白とフラビンリン酸 との

解離恒数を算出した結果 ,F″Ⅳには1.52Xl♂ ν .E″Ⅳには

2。 17X10~7M,ぉ ょびT″ A7に は 1。 o5X10も ″ の解離恒数をそれぞ

れ えた。     |   ‐

表 9  フラビン共存下 .ア ボ還元酵素による
チ トタ ロ ムσ の 選 元     :

添 カロ 物     濃 度  裏鍵震着亀品  柏,神酵素活性
*

tr 6 frd o.oo5

FI|N 3,s*lo4M 0.034 100
81. Js^1oqM o.o l 9 4 8

Erythrof laain 33xlo-'M o.o 1 o 1t
Threof laain 5.3x tf!ru o.o 0.8 1 o

反応条件  実験の部に示 した

* F″ Ⅳの補酵素活性を 100と して算出した

リン酸の結合してないβ́ E″ノ′み″οノ′αυ′″を,FMⅣの代りに添加し

ても.吸光度の増大が認められたoすなわちβtt E″ノ′力″0ノ′αυ′″もアボ

還元酵素の活性を回復することが明らかになつた。

旧黄色酵素の場合 と同 じように ,多 分 .B2お ょび E″ノ′力″0ノ′αυ′
"自
身

の補酵素作用 と考えられる (表 9)o

F″Ⅳ とEMⅣ .あ るいはFル Ⅳ とr″Ⅳを同時に添加 した場合 FルⅣを

単独で添加 した時より ,わ ずかに反応速度が小さくなるか (図 21),お そ

らくE″ Ⅳゃr″ Nが F″ Ⅳと競合的
|こ
酵養学
白
1作押声 争|ゃ r'つ と孝

えられる。 しか し詳細は不明である。

%

●

●
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図 21 Fル Ⅳ共存下 .チ トタロムεの還元におよぼす
E〃ⅣぁるいはT″ ZVの 影響

.6oo

吸

光

度

55o2μ

反応条件 フラビン リン餃 0。001μ ″ο′′ を使用 した。

他 は実験 の部に示 した o

―

 F ryf Ⅳ

― D一。一 F〃 Ⅳ +EMⅣ

―一一 ―― EνⅣ
―-3__o_rル Ⅳ +F″ Ⅳ
―-0-― o_rル Ⅳ

第二節 考

合成したE″ノ′力″0ノ′αυ′
“
-4・―/40"apヵ ospヵα′′(E“Ⅳ)お よび

rλπoοノ′αυJ"-4P‐″η
“
Opヵ ospヵα′θ(r″Ⅳ)は .Fr/FⅣ の同族体であ

るからF″Ⅳを補酵素とする旧黄色酵素と酵母のNADP″ 2チ ,タ ロムε遠元

酵素をえらび .EMⅣ ぉょびT″Ⅳあ補酵素活性を検討したo

●
.2oo

2    3    4

反 応 時 陶の

●

察

●
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旧黄色酵素を用いて測定した結果 ,E″ⅣはF〃Ⅳの約 70%の活性があ

つたが ,T〃ⅣはFMⅣの約 20%の活性しかなかつた (図 12お よび図

15)o        '  illl     、

酵母のMDPH,チ トクロムθ還元離素を用いて測定 した結果も ,ほ ぼ同一

であつた (図 19お よび図 20)

このようにE″ Ⅳとr″Ⅳの補酵素としての活性の相異はいかなる理由に
1.           1-    ´

1  1

よるか明らかでない。しかし両者の構造上の相異は2位の水酸基の配位にあ

るから。この 2位の水酸基の配位は施め水酸基の配位ょら重要な役割が

'ま

た
・

すものと考えられるoすなわち.両酵素においては.2′位の水酸基の配位が

E″ノ′力″οノ′αυ′πのそれに等しいフラビンは活性が高く,Tカィ′οノ′αυ′″

のそれに等しいフラビンは活性が低いということになる。

更に ,多 くの7ラ ビン誘導体のみならず ,フ ラビン酵素にういても検討し

なければ最終的な結論にはならないか 。補酵素活性があるとされているβ″.

ι…五″αbθノ′αυ′".お
よび .ι―ιノ″b/′αらJ″ はぃずれも2′ 位あ水

｀
酸基

の配位がE″ ,′乃″θノ′″υ′″のそれに等しいことは興味がある:

すでに .酵母のⅣADPH2チ トタロムε還元酵素を用いた研究によつて L―

L.ッ″οノ′αυ′π-5≒り0"0タルοs♪力α′′がFνⅣの約 75%の 補酵素活性の

あることが明らかにされているが ,こ の成績と比較して 。E″ノ′力″ο/′αυ′
"―

イー解ο
"ο
,ヵοsタルα′θの約 70%の補酵素活性に興味がある。

●

●
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論結

四炭糖 ポ リァル コールの T′ ′″′′ο′基 を結合 した新 しい フラビン .

El)′″
1:′ 1-1イ :::下

よ
F Trirlf:″ 71"14rィ

きがこレ:界に「「アウ|
ィを ,ン酸化 レ・ Eケ 〃′″″ο/tα θ′π・ 11響9“ ο″力9SクルF′ ′ 苺よび

r力 ″θ9r′ α:υ ′
"・
4Lttθ
“
。タルOSタ ルα′′を合成した。・

  :

F″Ⅳを補酵素と

'る

旧黄色酵素および :酵母あNADP亀 チト″薔ム

ε還元酵素を用いてЁrノ ′ルタらノ′αb′
"-4Ltt。 “

。タルθs″″″′ι 驀ょ

び Tル r′ οノ′αし:″ -4Ltt。
"θ
タルθsタルα′θの補酵素活性を検討した結

果 Erノ ′ル″ο′′αυ′"=4L″
θ″θpみ。spルα′′t=・ FMIの約 70%

の活性がありらrrr′。F′αυ′″-41解 9″ 0夕み.9,イ rf′θ11:ず rギの

,2,4?活準があぅことが甲
'か

にな?た, 11   1  :

二 40‐―
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終に ,本研究に際 して終始御懇篤なる御指導を賜 りました大阪大学教

授上原喜八郎先生に篤く御礼申し上げます。また種々有益な御助言 ,御

指導をいたたいた菅野浩一博土を始め .実験あ一部に御協力下さつ馬場良

子女史 ,赤外部吸収スペクトルの測定ぉよび判読に協力を賜 りました鈴

木美代子硬官■謝意を表し事す。|._     ・
また ,高圧接触還元 ,元素分析および旗光度のす部の測定;を 行つてい

たたきました武田葵工研究所白サli研蔵博士,3.4-XyJjJ′
"夕
の御点与を,ヽた

だきました武田薬工研究所 ,ビ デル酵母を御恵与下、さつたキ リンピ‐ル

株式会社および・アサヒピール株式会社に謝意を表 しますo    .
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ロの験実

第‐章  ,第 ず 節 の実:験

〔I〕  Eグメ′ル″0ノ′αυル の合成
(1。 1)D― Ery′ んrο s′ (12)①

D― グルコース 15,tO。 086解 0′ ι)を水 30π ′に溶解し氷

酢 1500あ ′と混合す る。 これに四酢酸鉛 フア,(0.166解 0′ ′)を

加えはげしく振 とうするo15分 間振 とうした後 ,こ れ に 0″ ″′′ε ασ′ご

19′ (0。 152P3θ ′ι )を氷酢 200“ ′に溶解 して加え .う 0分 問振 と

うす る。沈殴をろ去 しろ液は 45℃ にて減 EE濃縮 し酢酸 を回収す る0残留

物に酢酸 エチル 50解 ′あて 5回 加え抽出 した後 ,抽出液は酢酸エチルを

回収す る。得 られた油状物質 9.9,は 0。 05Ⅳ 塩酸 990解 ′に溶解 し・

50℃ にあたためながら 2時間カロ水分解す る。放冷後 ,ル励 ′ダ′′′′

IR45(OH型 )カ ラム (9。 次ノx18m100解 ′sル )を 用いて酸を除くo

水溶液は 45℃ にて減圧濃縮す る。無色透明なシラツプ.収量62′ 60".純度 80%

なぉ純度は D′ sε ルθ法響 (比色法 )お よび ヨニ ド滴是19に よつて決定 し

た 。             
｀

1  (1.2)  一ヽD― Erノ ′ルri′ ノ′―ろ.4-

―ご′銘3θ ′ルJ7′ α
"j′
′
“
θ (vl)

メタノール25′
“
′にD~Eダタ′力γοsθ (Dジ ラップ輛 度80%)

5。0,(0。033解υ′θ)を ,ま たメタノール28解 ′に 4ヽ-Xノ ′′
`′
“
θ

i′        :   、

(1)4.4,(0.033笏 0′ ι)を それそれ溶解し ,ちつ素中両者を混合 した後

18℃ にて 3時 Fnl振 とうする。ついでこの反応液に Rα
"′
ノ
"i`ル
タ′

4′ および 40解 ′のメタノールを加え ,75気圧 18℃ -400に て 4  9

●
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時間・ 高圧接触還元す る0

すると結晶が析出す るoメ

127℃ .収量 2.4″ (3

C:2■ 998Ⅳ  計算値

還元終了後 ,触媒をろ去し ,ィ タノ
 ヽ  .     1    

‐
  :             ・

タノールから再結晶 ,無色針品″ク

?%)〔 α〕Br.411(Cl・ 0 0:1

C● 63:97 1: rr.8。50  :N.6.22

C, 64。 1 9 : ″ .8.56 :'V.6.35

∵ルを 回収

126° o―

Ⅳ 塩酸 )

実験値

IR 
"NHorI 

*-l'. s460,3310, 10 78, 10 46,10 i0 .

o Bg3,g1s,Bo2 Lshoulder)

(1.3) 4。 5-D′ 鍬:′ ′ルメ′~2-タルθ
“
ノ′αZθ …2V― D―

一θrノ ′J3r′
`ノ

′α駕′′′
"ι
(L亜) 、

濃 塩酸 9。 2解 ′と酢酸 ナ トリウム 15.27を 含 む水 溶液 56筋 ′に

(Ⅵ )6.2,(0.0267%θ ′ι)を けん濁 し ,-10℃ にて アニ リン

3。 2′ (0。034解 θ′ι)よ り調製 した アニ リッジァ プ_ウ ム水 溶液 と酢

酸ナ トリクム溶液 CCttCο ONα 054o 14.27を 70"3′ の水に溶解)と

を交互にカロえ ,夕 H5。 oに調整 しながらはげしくかくはんする.その後

・    0℃ -5℃ にて 4時間かくはんを続ける。析出した檀赤色沈殿を吸弓|ろ過

し水洗 ,乾燥 した後 ,6o%ニ タノールから再結晶 ,橙赤色針晶
物夕 148℃ 収量 4。0,(48%)

C:8■3°3札  計算値

実験値

c,65.51:″ 。ア.03:Ⅳ 。12′ 5

C,6ユ 82:″ .6.96:Ⅳ 。1277

●

(1。 4)67-D ittθ ′カメ′‐9-(D-lL θ rJ7=ル r′ ′ノ′)一
―isο α′′θ″αz′

"0(x)
(E/J7′ ル″ο√′αウ′π)  .     :     :

■          .

"―
プタノ‐ル 22″ ′中にお″/bi′

“
″′ε αεjご  1.59
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(12.42携 ″ο′θ3)ぉ ょび・(m)2。 04グ (6121易 易ら′らs')を

混合し,1永酢 3。 1残

'を

加え:1_30°oあ油浴上 .5時間遠流嘉黒与な。

浴‐Apした後 ,群 出物をら取 tル ージタノールで洗浄した後 ,乾燥する。

口型物は 18。 6解 ルのi水 と・3o分間 80℃に加熟しね りあわすoあつい

うちに吸引ろ過し水洗 ,メ タノーlル洗浄乾燥する。このものを 6Ⅳ塩酸

20解 ′に溶解し活性炭処理した後沸 とう水 .5o解 ′に注ぎ氷室に~

夜放置する●析出した結品は 6Ⅳ塩酸から再結晶 j澄黄色 リン片品

解ク 285℃  (ご ′σθ解夕〕 取ti肇 o.97,(45°/o)し〕:l-196・
*

q6rF182餞 計算値 C,55.48:H.324:」 V。 1ん 18

実験値 σ.55.51・ :″.5,20:N.15199

rR♭協 1′が1:3350J`レ O J046-m28 0γοαの
“
013.8‰

●

●
・

町λttf tt C,gε ):224

673

(436)・ 267(441)

(3θ の .445t399)

〔2〕 rJrr ι。√′αυ′
"の 合

成

(2.1). D― rλ ″ιθs′tり (III)         
ヽ

D― ガラク′卜"ス 15'(0:083解 σ′′うを水 30%り に溶

解 し氷酢 1500"′ と混合する。これに四酢酸鉛 755,(0。 171物″の

を加ぇはげ しく振 とうする。 15分間振
`う

した後 ,こ れに 0″α′′ε

αε′J 19,(0.15″ ο′′)を氷酢 200解 ′に溶解 して加え .30分

問振 とうす るo沈殿をろ去し ,ろ液は 45℃ にて減圧濃縮し酢酸を回収

するoま色沖林の残留物 1407'ti 000 5ギ 硫酸 11.500笏 ′,に溶解し

45℃ にあたためながら 18時間加水分解するc放冷後 Dθ″′″ 1文 2

(HC°3型 )を 用いて酸を除き ,水溶液を 45oに て減圧濃縮す る。得ら

●

0*日 本薬局方に従つて測定
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●

れた組製Dttrヵ ″θοsι 9J′ιまセルローズ粉末ヵリス(9。
`″
x43m,

200物′sル )｀ ぉよび展開液に水半飽和"― プタノ
ールを用しヽて精製し

が Ot歯 ,J)8

図 22 カラムクロマ トグラフィ による
D― Tル rθ θs′ のネ青製

一一」」‐‐」」‐‐卜‐‐‐卜」‐Ｌｒ‐」｝ｏ

条 件
セルローズ粉末カラム (200察θs力 ):9.6翻lX 43"

展開液 :水半飽和
"―
ブタノニル ,15解 ′分画 ,流速 20易 ′/時間

検体 :D‐ガラクトースより調製した粗製D― Tル rθ οsυ (本文参照)

シラジプ 2。0″ を溶解 した水溶液 20"′   .

検出 :D― T力 ″′Ois θほ Disaみ θご
40に
より
`:DttLy″

。s′ ti

BialE6l)6 xo+St4l';6gp

D-Threose
f845″ク)

D-Lyxose

●
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0

溶離した D― r力 ″′οs′ 分画は集めて減圧濃縮し残留物を水に溶解し

活性炭処理した後再び濃縮する.無色透明なシラツプ ,収量 6.8,C480/OD

純度 66%。 な基純農はjlscヵ ι ttm(屁色法)に ょら毛換是した。

0-E r J7′ みrθ Sa ぉ ょび D―Tみ rgos2の ぺ _バ ー ク●マ ト・グラフイ

は表 10に 示 した。 ぃずれ も単一 であつた。■  ・

表  ■ 0

D―E″ ノ′力rθ s′  ぉ よび D― Tλ ″θοsθ の

ベ ーパークロマ トグラフイ  (Rf値 )

爵重栃I:菫』世蛯薬ご計lit翼
にて剛

展開溶媒  A。
"―
プタノール :工′′―ル :水 (41115)

B・ イソプロパノール :水 (6:1)

Ce水半飽和
"―
プクノール

(2.2) Ⅳ―D― Tみ rθ
`′
ノ′-3.4-ご′″θ′みJ7′ α″′′:“ ′GD

D_rみ rθ o s θ cIDの シラップ (純度 66%)50′ (0.029物
"′
)

を 50笏 ′のメタンールに ,ま た 6.4-Xノ ′′′′
"′
(1)ζ 5′ CO。 029解θ′′)

を 50223′ のメ′ノ″ルにそれぞれ溶解しちつ素中混合 し 15℃ にて 3

時間振 とうす る●ついで Rα
"θ
y″ :εルθ′ 3.5,ぉ ょびメタノール

50解 ′を加えて 100気 圧 25℃ -40℃ で 4時間高圧接油還元する。

還元終了後触媒をろ去 しメタノ‐ルを回収する。N―D― Tみ rci`ノ ′―

●

・
・

D-Erjthrose

D-Th/eose

-46 -

●



●

0.

3。4-ご ′解′′ルタ′α″′′′
"¢
皿 )は油状物質で結晶 しなくそのま:ま 次の反

応に用い る。

(2.3) 4.5-D′″′θ′乃ノ′-2-タ ル′
"ノ
′αzο ―

`          ―Ⅳ―D二 ′ルrυ ′′夕′a“ ′′′
"θ
ω       ‐

油状 QD 3.5′ (8。
'滋
密9′ θs)Li 2 N塩酸 16.1"′ と酢酸 ナ ト

リゥム 4.127を 混合 した水溶液に溶解 しこれ にアニリン 1。13′

(12。 2%笏θ′′s)か ら調製したアニリンジァゾニゥム水溶液を加え
-10℃で 2時間さらに1頂 に温度をあげ ,室温 (15℃ )に なるまでの約
8時 ralか くはんを続 け る。 担卜幹 ナ トリウム水 溶液 tCttC09Ⅳα・ 3Hρ 5.1,

を 水 2805解 ′に溶解 )を カロえて ,″ 5。 0を た もつ。析 出 した暗赤 色沈

殿を水洗乾燥した後 60%ェ タノールより再結晶する。赤色針晶雰
`,119℃
―

・120℃。収量 0.6′ (D― Tみ rθ οsaょ り算出して 15%の 収率)。

C:メち3°`礼 
計 算 1直  C,65151:ED■ 03:Ⅳ 。12。 75

実 験側巳  C・ 65,76 :″ .■ 07 :Ⅳ 。12。56

(2.4)67-D′
"夕

θ′ルメ′-9-(D-1仁 ′力γι′′ノ′)一

―isθ α′′θ″αzi"θ (X)

(TJ2/θ θf′ αυ′
")

"―
プ′ ノール 17:7策 ′中 に .Bα rb′ ′

“
″′σ ″ε′″ 1.65′

(12.9″ 解0′ θs)と CD 2.12'(6。 45″ πθ′θs)を混合し氷酢

5。 2解 ′を 11ぇ て油浴上 115℃ にて 11時間違流加熱する0析 出物をろ

取 し″―プ′ノ‐ルで洗浄 した後乾燥する。得 られた粉末に水 12解 ′を

加え 80℃ にて 20分間ね りあわせ 。あつい うちにろ過 し水洗.メ タノ‐ル

洗浄後乾燥する。このものを 6N塩酸 9解 ′に溶解し活性炭処理 しろ液を

沸 とう水 2フ 解 ′に注ぎ氷室に
~夜
放置する。析出した責色針品をろ取し

水洗 した後乾燥するo6N塩 酸から再結晶 黄色 リン片晶

●

0

-4, -
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笏夕282℃ Cd aε り笏D収 量 1.09,(49。 50/。D・〔α〕彗
.+50°・  ‐ l

Ci`II:8Q札  計算値  C・ 55。 49:H.5。24:Ⅳ ,16.18

実 1会イ直 C,5523:H.5。 10:Ⅳ .15。70

rR ν協″
′
“
~1:665,tS″

“′″り,1080,1046■ lo280/θαの,
‐  1014。 890(Sルο

“

′ごι″).

OV λ
`″
多密μ Cθ gめ :224に 4の 。266に40:675(3.90,445に01):   

。
,

^第 一草  第 二 節 の 実 験

〔1)リ ン酸花に用ぃるメタリン酸鬱J

85%の ォル トリン酸 5.0物 ′を直火でゆつくり加熱 しメタリ

ン酸の結晶があらわれるまで続け自濁が生 じたら故冷する。

(2〕 E″ノ′ルrθ∫′Fυ J“ -4′―″
"0″
0クルOSクルα′́⑩                .

(2。 1)Eィ ノ′ル″θ√′α″′"の リン酸化

粉末にした E″メ′ルrθノ′αυJ" 420解 ,(1.21解 解θ′′s)に

5笏 ′のオル トリン酸から調製 したメタリン確をカロえ 65℃ に力岬駐しな

がら 30分間速やかにね りあゎせる。得られた蔭色粘ちよう物は氷冷 し     ,
ながらこれに 40解 ′の水を加える。水溶液を遠心分離して上清を集め

る。沈般は黄色がなくなるまで繰返 し水洗する。上清および水洗液はあ     ,

わせて 45℃ にて減圧濃縮する。

° 日本薬局方に従つて積1定 ●
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残つた澄色γ ラツプにエタノール 70π ′を加えて冷蔵庫に数日間放置

する。析出した沈殴は遠心分離し

`集

あ少量のエタノールぉょびエーテル

で洗浄 して乾燥する。上清のエタノ=ル
溶液は減圧濃縮 し残留物を水 70

π′に溶解 した後活性炭をヵ口えて7ラ ビンリン酸を吸着する。この活性炭

は水洗した後ピリジツ水 (ピ リジン ,メ タノールぉよび水の等量混合物)

で 45℃ にあたためながら抽出し・抽出液は溶媒を回収する●残留物に少

量のェタノールを加え 1生成した沈殴を遠心分離 して集め ,ニ タノールぉ

●   ょびエーテルで洗浄した後乾燥する。たられた黄色粉末はさきのものと合

す。吸湿性黄色粉末 295″ ″

(2。 2)E″ ノ′乃/ο F′ ダク′
"-4L ttO“

Oψ ttO S,乃 α′θの

精製

粗製の粉末 295″ ′はIN塩酸 25解 ′にけん濁 し ,油浴上

100℃ にて■時「●l加熱した後 ,45℃ にて減圧濃縮するo残留物に■ 0

倍量のエタノールを加えす りつぶす。生成した黄色沈殿は遠心分離 して集

め少量のエタノールで洗浄 した後乾燥する。たられた黄色粉末 1:60解 ′

.   を水 予。0解 ′にけん濁レ ,5%炭 酸水素ナ トリウム溶液で中和するoこ の

けん濁液を遠心分離 し ,上清を集める。沈殴は水 2。0協 ′あて 3回洗浄し

水洗液は上清に合す。この水溶液は澄明になるまで少過剰の活性炭を用い

て処理する。ろ液ι
=■
IV塩酸を満下 し,Ir looに調整した後減圧濃縮するo

析出した黄色微細結晶は遠心分離して集め無水エタノールで洗浄 した後乾

燥する。黄色粉末πク227℃ (ご C C θttρ)。
収量77z′ (11.2%),〔α〕ぢ■18°0, 1    .

0
拿日本薬局方に従つて測定
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Ct`II.0♂

『

・ Ir2° : 計算値  C,4.|.47:=,476′ :Ⅳ ,1265

実験値 ,9o421?:‐
=,4.58:Ⅳ

,11,28

υ7.λZ″″物シσ θgめ :225に45),267(442),376“ 。94)

445(4。ol)       .  :・ 'F ‐

〔3〕 rル″
`ο

ノ′αυ′
"-4′
―銘めπOタルθsp力α

'ι

 txm)

(3.1)Tみ r¢ θノ′αbみ のリン酸化

粉末にした T力 /θ ο frα υ:" 460″ ,(163網 協ο′Os)に 5

π ′のオル トリン酸から調梨したメタリン酸を加え .65℃ に加温 しな

がら速やかに 30分間ね りあわせる。氷冷しながら ,反応液に水 50が

を加え ,遠心分離 して上清を集める。沈殿は黄色がなくなるまで繰返し

水洗する。上清ぉよび水洗液はぁゎせて 。45℃ にて減圧濃縮する。残

留物にエタノール 70″′を加えて冷蔵庫に数 日間放置する。生成した沈

殴を遠心分離 して集め ,少 fきのエメノールぉょびェ″テルで洗浄後乾燥

する。上清のェタノ‐ル溶液は滅圧濃縮し残留物を水 70笏 ′に溶解し

た後 ,活性炭を加ぇてフラビソリソ酸を吸着する。この活性炭は水洗し

た後 ,ピ リジン水 cビ リジン ,メ タノrル ぉょび水の等量混合物)て

45℃ にあたためながら柚 l」 し .柚出液は溶媒を回収するぎ残留物に少

量のエタノールを加え ,生成した沈殿を遠心分離 して集め ,エ タノール

ぉよびェーテルで洗浄 した後 ,乾燥する。得られた粉末はさきのものと

合す。吸湿性黄構色粉末 322Z′            
‐ :

(3.2) Tル ″θθノ′α.つ j"-47-解 0"θ ,ル Osクルαオθの

構 製                  、

粗製 の黄 橙色粉末 322解 ′は lN塩酸 2o″3′ にけん濁 し

100℃ にて 1時間カロ熱 した後 ,45℃ にて減圧濃縮す る。残留物 に
｀
  1            :   `

_50・ _
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●

10倍量のエタノ″ルをカロえ ,す りつぶす。生成した黄色沈殿は遠心分離

して集め ,■ ′ノールで洗浄した後 ,乾燥する。えられた黄橙色粉末 215

解′は水 4。 8勿 ′にけん濁し ,加熱沸 とうさせる。その後・氷冷 し遠心分

離 して沈殿を集め ,エ タノールで洗浄した後乾燥するoた られた黄橙色粉

末 190%′ を水 4。0″ ′にけん濁 し ,5%炭 酸水素ナ トリウム溶液で中

和す る。

このけん濁液を遠心分離 し ,上清を集める。沈殿は水 2。 0協 ′あて 3回

洗浄 し ,水洗液は上清に合すo水溶液は澄明になるまで少過剰の活性炭を

用いて処理する。

ろ液に 12V塩酸を滴下し ,If l。0に調事した後 ,減 FE濃縮す る。析出し

た貢橙色微細結品は遠心分離 して集め ,無水エタノニルで洗浄 した後乾爆

する。黄橙色粉末πρ202℃ (Jθ ιθ解の  収量 67解 ′ (10.5%)

〔α〕『
+64'*

●

C:6H19° 8鴫卜 2H20 計 算値

実 験 値

び7 λttα ″ ,解μ (′ θgε )

C, 41.56 :H. 5.0 1 :N, 1 2.1 1

C . 4 1。9o :r, 4.65 :Ⅳ . 1 1.9 1

: 223 (4。 42) . 267 (4.44)

576 (3.95) ,445 (4。 03)

●
' 日本薬局方に従つて測定
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第一章  第 二 節 の '実 験

〔■〕 フ,7ビ イリン酸Qリ ィ酸の定彙
フラビソリン酸を含む水溶液:1.0″ ′に,60%過塩素酸液 100

解 ′を加え ,15分 間砂浴上にカロ熱する。冷後 ,30%過 酸化水素水を

数滴加え ,数分間加熱し ,さ らに水 1。 0″ ′を加えふたたび数分間加熱   `

する。冷後,水 7.5解 ′,5%モ リ_ブデン酸ァソモニゥム液 1.0郷 ′お

ょび ,用時
~」
pl整 した20%硫酸第一鉄液015物 ′をカロえ混合|し ,10分   ●

後 ,青色をcθ ′θ ttα " 比色計を用ぃ,665筋 ルの啄光度を測定する。

対照実験として ,リ ン酸の結合 してなぃフラ|ン を同様に操作した。な

お検量線は ,κ′
“
gVうの方法に従い 。別に測定した。結果は表 1に示 し

た 。

〔2〕 過ヨード酸酸化

(2.1)反   応  '

フラビンぉよ'び ラ:ラ ビソリン醸は ,用時 00・ 05M塩 4Lカ リウ

ムー塩酸緩衝液 ,Ir 2。 0に溶解 し,0.1''Z Afお よび 1"3Mの 濃度にそれ   .
それ調整する。過 ヨー ド酸は水に溶解し ,亜 ヒ酸ナ トリゥム液で絆定 し

た後 ,0.lMの 濃度に調整するo用時・ 0005M塩 化カリゥムー塩醸緩

衝液 クrF 2.0を 用いて任意の技度に希釈する。

1,期ビ E″メ′ル″θ∫′αυJ"-4た秘θ
"0,λ
Ospヵ α′θ水容液 3.0解 ′    γ

:こ .4笏 M過 ヨード酸液 6。 0解 ′を加え 38℃ にて ,17M

rヵ /θ 。ノ′αυ′″-42-″ 0“ 0タルοsタルα′′ 水溶液 6。 0郷 ′に 1.5″ M   ,

過 ヨード酸液 300認 ′をカロえ 15℃ にて ,lπM FMN 水溶液 ろ・0

解′に 3郷 M過 ヨード酸液 5・ 0解 ′を加え .38℃ にて oそれぞれ酸化   |

反応を行 うo対照実験として 0.1解M Erノ ′力″0ノ ′αυj"水溶液 20   1

″′ぉよび 0。 1″Mrル ″θOノ′αυj"水溶液 20"′ にそれそれ 0。3a23M  '

-52-
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0.

過 ヨー ド酸液 20"′ を加え 15℃ にて反応 した。

(2.2)消 費された過 ヨ"ゞ 酸の定量

分光学的測定

反応液 0。 2解 ′を と りだし 0・ 0 5Af塩化 カリウム‐塩酸緩衝液

夕Ir 2.0を加え ,全量 8.0解 ′とし ,日 立 EPび 二 24型光電比色計を用

いて波長 223解 ルにおけ る吸光度を測定す る。

過 ヨー ド酸 の分子吸光係数 (λ=225713μ )

= 6.8X103ι .1770′ メ・″ 1

反応開始直前の吸光度はフラビンリソ酸溶液iよ び過 ヨード酸液につい

てそれそ4L単独の吸光度を測定し ,その和をもつて代用す る。対照実験に

ついては反応液 3。0%′ をとりだしそのまま吸光度を測定する。

なお過 ヨー ド酸のみあるいは ,フ ラビツリン酸のみを同時に操作し ,そ

れらの自然分解にもとずく吸光度の増減を補正 した。

結果は図 6ぉ よび表 2に示 した。

容 量 分 析

反応液 0。 5鰐 ′をとりだし ,水 10解 ′おょび 5%炭酸水素ナ ト

リゥム液 100"3′ を加えて弱アルヵり性 p rr 7.8に 調整し ,こ れに20%
ヨウ化カリゥム液 0.3.・Z′ を加えて室温に 15分 Fnl放置 した後 ,遊離 した

ヨードを Oo0 0 1 N亜 ヒ酸■ トリゥム液で滴定する。指示薬 2%殴粉溶液。

なお反応開始直前の価は過ヨード酸液 0・ 25笏 ′を同様に操作 しヽ もの

を代用す るo             l

●

0

対照実験につぃては .反応液 5。0解 ′

ナ トリゥム液 2.0″ ′を加えて弱アルカ

の方法と同様に行 う。

結果は表 2に示 したo

に水 る.0″ ′ぉょび 5%炭酸水素

り性夕″フ:8に 調整し l以下上記
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第二章  第 一 節 の 実 験

〔■〕試 薬

‐ 1,:1・ 12_ 
フラピィ●よび-771イ リン酸

ll‐:・ frギ
′″てθノFFν iF,Ttr`9,`′αυ′π■よびそれらのリィ酸   ■

ェステル ,F M2Vは合成 した ものを用いたo(第 一章 参照)フ ラビンぉよ

びフラビンリン酸 の濃度は 45o響 μにぉける分子吸半係数 よ ,稀定 したo  .'

(1:2)イ ′ィコースー6● リン酸
″θ″θε″θr, sθ θgrが ′′θγ」39の方法に従つて調製し

・
oそ

の水溶液の濃 度は Dγ θノ″οοどの アンスロソ製
6Jぉ
ょび グルコ=ス…6-リ

ン

酸脱水素確率

'9を

用いる方法によつて秤定 した。

(1・ 3) B2・ NADPぉ よび■TP
ぃずれ も市販品を用 いた。

〔多〕学.  素                 .
ヽ lG=2.1)、  グルコ=ス

ー 6-リ ン酸 脱水素酵案 i

」| :li t 1 1 .

‐Nο ′‐′″ι
““
夢 01の 方法に従ぃ次のように調製 した0な ぉピ‐ル

7

酵
`母はキ:ソ

ン、ビ
=ノィ株式会社よ

り御恵与いただいた。   |

乾燥ビール酵母 15o′ を 0.2″硫酸アソモニウム C硫安と略す)溶液    →
夕H8:9.(硫安溶液にアソモニァ水を加え,H8.9に調整した。、).1500

″ :′ 14‐加え、1250=夜 抽出:した後 .遠心分離するo  ■ `   ‐

上清 (分画 1)1260解 ′に硫安 6グ 0,を溶解 し2N硫酸を滴下し t

pH5.4に 調整した後 ,C′ ′j′ θを用いてろ過する。マ 1   1      。

●
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●

:・     ‐ 1.: ′ :

ろ液 (分画Ⅱ)1470″ ′に 0=5M硝酸銀溶液 15″ ′を混和 し .:

四硫酸を滴下して ,H.115に 調
.整
しな後 .数時間らヽくはんt遠心分離する。

沈殿を集め ,0。05Mエ チ レンジァミジ四酢酸 (以下 EDT■ )ナ トリゥ

ム溶液 ,H8£ の 150″ ′ぉよび 1 0 0 rr3Jを 用いて 2回抽出し遠心分

離して上清を集める0
: :          :

表 ■■ グルコースー 6-リ ン酸脱水素酵素の結製  :

精製 過程 総螢 白量 比 活 性

″を

37.300

62・ 150

ユ690

344

66.2

66。0

“

″′′

22.700

21.500

6.160

6,180

6.150

1p50

`″″′′物 夕″ο′′′
"

I

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

V

VI

100

95

27。 2

1 4.0

1ろ。9

13.5

0。 フ

1,7

ス6

4■ 6

825

●

*´ 349解μの吸光度0.100/協′".を示す酵素量を
1″ η′′.とする。

上清 (分画m)220擁 ′に硫安 54.`′ を溶解し .遠心分離 して上清
:       ヽ  :                        .          .    ´

を集め ,こ の上晴 225麗 ′に ,さ らに硫安 29.2′ を溶解 し遠心分離す
. 1                          1            , 1:      ′   : :::i111

る。
｀
沈殴を集め ,0。 01yシ スティンの 0。 05″ EDr五 溶液 ',H8.0

30"′ に溶解 し o。001″ 硫砕マ グネツゥム溶液中透析する。

透析内液 (分画Ⅳ)33協 ′たイル:=轟 ■方栞し,ム去液ろ:プ 為:基 i
.ヽ                       ヽ  ヽ  、 :: ::11 ' 1            1

さウⅣ硫酸 0。 9解 ′を混和した後 .冷却した95%ニ タノール9.2解 _4な

活キ与Z。 進:ぶ募離し毛洗饉甚薬二:|百 :iル酢醸ニメ葉し31溶縦101焼
'

・      |  ｀́              ,   11     11_   l 
‐~ :       

、   ・ : :｀        1

lC溶解する6 
‐   …

1  1  :  、1 1‐ 1,:   . ‐‐   1■     :  !   ・: |:

この溶液 (分画V)6。 3″′にペシトナ々卜30%′ をカロえ ,遠心分離
●
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●

して上清を集める。

上清 (分画Ⅵ)5.5解 ′を本酵素標品として用ぃた。

(2.2)旧 黄 色 酵 素
′

TЙ ιογθ′′
に1)の
方法に従い次のように精製した。ビ"ル酵母は

ァサヒビーノン株式会社 より御恵与いただいた。                く

乾燥ピール酵母 700′ を水 6600228′ に加え ,35℃ 4時間抽出し
●

r・

た後 .遠心分離する。

上清 (分画 1)2700解 ′に 20%塩 基性酢酸鉛液 52o.98′ を混和

し逮心分離 し・て上清を集め ,lMリ ン酸ニ ナ トリゥム溶液を加ぇク″ 7.0

に調整す る。

この溶液 (分画 Ⅱ)2720″ ′に冷 ア七 トン 3000"′ ′を加えた後

遠心分離 して沈殿を集め水 272解 ′に溶解 し ,水に対 し透析する。

透析内液 (分画 Il)330溜 ′を 2N酢酸を満下 して ,H5.4に 調 整 し

た後 ,遠心分離 して上清を集め .lMリ ン酸ニナ トリゥム液を加ぇて

'Ir 7。

0に調整す る。 .

この溶液 t分画Ⅳ)362解 ′に硫安 205′ を溶解 した後 .遠心分離  .●

して沈般を集め ,水 150″ ′に溶解 し ,水 に対 し透析す る。

透析内液 (分面 V)210解 ′にカルシウムフオスフエー トゲル430″′

を加え .  かくはんした後遠心分離 して〃ルを集め水洗する。 このグル

に0.2M酸性 リン酸 ァンモニウム溶液 pH9.1,60″ ′あて加ネ ,4回     r
溶出し ,溶出液を集め水に対 し透析するo

透析内液 (分画Ⅵ)276″ ′にカルシゥムフォスフエー トグルろ5"ガ     °

を加え , かくはんした後 .遠心分離 して″ルを集め水洗するoこ のゲル

に0.2 Af酸 性iリ ン酸 アンモニウム溶液 夕If 9。 1 5o″ ′あて加え .5回

浴出し ,溶出液を集め .水に対 し透析するo

●
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透析内液 (分画Ⅶ)222"′ に 1″ リン酸塩緩衝液 夕
=7,0を

加え :

クfr 7。 0に調整した後硫安 86。6,を加え溶解する。遠心分離 して上清を

集め ,さ らに硫安 37.4′ を加え溶解した後・ふたたび遠心分離 して沈殿

を集め水 15″ ′に溶解 し ,水に対し透析する。

透析内液 (分画Ⅷ)33解 ′に lMリ ン酸塩緩衝液 夕H7.0 265"r

lM塩化ナ トリウム溶液 ,10:0お ′嘉よび水を加えて全量 100解 ′と

し :浴罰 したェメンールを 6とこど″ ′滴下混莉 した後 ,遠心分離 して沈殿

を集め,水た蒸解手乞:‐
     ‐・::.:)、 ■   ‐

この溶液 (分画Ⅸ)20.5″ ′に 1″ リソ酸塩緩衝液 ク
「

6.0 0。 5″′

lM塩化ナ トリゥム溶液 2.5"3′ ぉよび水をカロぇ全量 25″ ′とし ,5拗■f

の酢酸亜鉛の 95%ェ タノ‐ル溶液 18.4解 ′を冷却して力nぇ .遠心分離

して上清を集め
`さ
らに ,こ れに 5解″酢酸亜鉛の196%エ タノ

「

ル溶液

14■ ″3′ を冷却して加え `遠心分離 し
て沈殿を集め ●水 7.5窮 ′に溶解

する。
1 
‐

  II ‐  |:|

この溶液 (分 LJJ X)8.5解 ′のうち 615滋 ′に水を加ぇ蚤白含量 1542/物

溶液とした後 ・ 硫安飽和溶液を加ぇて・硫安 75%飽 和 とし 。遠心分離
して沈殿を集め ,水 1`0解 ′に溶解する。この溶液 に硫安飽和溶液を加え

硫安 62%飽 和 とし遠心分離 し J沈殿を集め水 1.2"′ に溶解し水に透析

する。

透析内液 (分画Ⅲ)`.0解 ′を旧黄色酵素 とする。

なぉこの後結品化を行つたが無品型を得たにとどまつた。

(2.3)旧 黄 色 アポ 酵素

7,「ι
“
″ど,し ,″ ::′ j''あ芳t14り :`花らて調製した。

旧黄色酵素溶液は水で希釈 し蛋白含量″ ′当 り5″ ′なぃし 10協
'と

する。これに飽和硫安溶液を加ぇて .50%飽 和硫安溶液 とし氷冷下 .冷

却 した■Ⅳ塩酸を満下 し,p rr 2.8と するも冷却したまゝ 15分聞かくはん

●

●
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を続けた後 ,竜心分離して沈殿を集め ,冷却した50%飽和硫安溶液で洗浄した

後:｀bilルリジ醸遠覇底綬|´滋ラ:ふだ撼降する:底白碁皇約|む
"″

π

'に

読峯与る。
「本藻″ti.き '`lttFじ待ti.´ルⅣふ充分離離す乞まそ読みな:
:i : ■ ■

'′

・1l i t‐    1         11::`|

、  (2.4)蛋 自 の 定 量
‐:｀ l Gθ

'｀

″″,,:あ ビ多′;「去(50乏花ら1揃定したo l        (
: :=    : : i li   : ′  . :   t  i . :     ｀

検液 2.0郷 ′にビウンツ ト試薬 8。 07F.′ を積層 し
・ゴム栓を施 し ,室温

ヽ   ■         ■  ::.                        ・                              i

に 30分間放置 した後 ,Cθ ′θ″απ 比色計を用いて

“

長 540"3μ の    ."

吸光度を測定 した。
1  :            ::      

｀
              t       i・

なぉ検量線は卵アルプミンを用いて測定 した。
1′    ・.  | 'i l ´

〔3〕 酵
｀
業 反 応      :
″αLζ の方選

国
に従いワ
~カゥルグ検匡計を用ぃて雄時的に 。酸

素消費量を測定 した o

反応液組成は別に記載がなければ ,全量 2。 7″ ′の水溶液中に次の も

のを含む。

リジ顔塩緩薔液′″7。 5   ・      0。1″ 解ο′ιl        .
グルコ
=:ス
ー6‐ リシ酸ヵリウム       2 0 μ rprο ′`s

シァレィヒヵリウム                  10μ ″0′ ′ふ

グルコースー6-リ ン酸脱水素酵素      0.075″ ′

1日黄色アポ酵素             8.6夕 ,

NADP                 O。 2μ
“

θ′¢

ワールブルグフラスコは ,IV tt D Pを 副室に入れ・残る全部を主室に

入れて使用するoま た中心筒にはろ紙片と2o%水酸化カリウム0。 3″′

を 入れ る。

ブジごジ嘉`iぎ タラ

`シ

リジ議を恭加する場合は三率,:A l 11を 添    ●
_.l iヽ

 ヽ■  ::  : ′   _l il 
‐     ・      :,卜     、      1
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●

加す る場合は副室にそれぞれ入れる。             .rヽ

ガス隆は酸素を充填 し ,37℃ の温度平衡に達 した後 ,副室のNス DP

を主室に加えて反応を開始する。酸素消費は 5分毎 に測定する0

ら共存下 .旧黄色アポ酵素を,煎処翠す o場貪ιヽ次の11千 年?た。

旧黄色アポ酵素 12。 9解 ′を含む 0.lMリ ツ酸塩緩衝液夕I17。 5 1。 5″′

l,0。 312“ γ ,,多水溶液 1・ 62解 ′を混合し ,37℃ 60分 FHl前 処理 し

た後 。その 1。04″ ′をとりたし .反 応液へ加えて活性測定する。

対照実験としそ ,32の 代りに水を力nぇ て ,同群に前処理 した後 oそ の

0。 5解 ′をとりだし .こ れに0.562警 ″ 32本溶液 0・ 54解 ′を加えた

ものを反応液に加ぇて活性測定する。

反応液組成のうちグルコーパー 6-リ ン嗜脱水素酵素 0。 6解 ′.旧黄色

ァポ酵素 4.5解 ′.亀 0.2μ Zθ ′θをそれぞれ使用 した。

t4〕 ろ紙電気泳動1321

ベックマンスピソコろ紙電気泳動操置を用いたoろ 紙はコロンピ

アスピンコRベ ーバ "〃 300,0。 05Mリ ィ酸塩 緩衝液 pr8。 0定電流

1.25塑A/mの もと る時間 ,室温 (15℃ )暗所で泳動 し ,風乾後・ 紫外

繰照射下 .黄 色低光 を発す るスポツ トを検べた o

●

第二章 :第 二節の実験

〔■〕試  琴  ,`:  :.i.
, チトク■ム●セ、市販品を使用し■o
験で用いたものと同一であるo

他は全べて第二章 .第一節の実

●
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〔2〕 酵  素       .
~(2.1)'酵

母NAD「二 享 I″
=ム
σ遠売 酵素

Hα ,s b14Jぁ芳法 に徒二次あ ように調製 した。 ビゴル酵母 tiキ リ
ー   :  . '  `       」 1 ｀ :.            ..「
ソビール株式会社 より御京与いただいたo

乾燥 ピール酵母 400,を 水 1400解 ′にカロえ 。25℃ にて 24時 間

抽出す る。遠心分離 して上清を集め ,沈殿を一回洗浄 し ,洗液を上清に合

す 。

_Li青 (分 画 I)1470″ ′に硫安 450,を 溶解 し。10N酢 酸を滴

下して ,H435に 調整する。遠心分離 して沈殿を集め .水 75霧 ′に溶解 :

じ ,こ れに硫安 61'6飽和溶液 621ツ ′を混合した後遠心分離 して上清

を集める。

.Li音 (分画Ⅱ)500″ ′に硫安 60,を 溶解した後 ,逮心分離 して沈

殿を巣め ,水 60F23′ に落解 し水に対 し透析する。

携析内液 (分画Ⅲ)157解 ′は氷冷 しこれに冷却 した 40%エ タノー

ル 130″ ′を加え ,遠心分離 して沈殻を集め水 50解 ′に溶解する。

水溶液 (分画Ⅳ)60解 ′を酵素標品として用いた。           ,

(2.2)ア ポ 遺 元 酵素

II“ θ
“"′
ルι
"s‖
. らの方法に従い次のように調製 したo

還元酵素溶液を 0。 025Mリ ン酸塩緩衝液 クH7。 3に希釈 し .螢 白渋度    ″

I.‐ ょそ lo解θ/協′に調整した後硫安を加えて ,硫安飽和度 65%と する。

氷冷しながらこれに冷却 した 2N硫酸を滴下し ,夕 I13。 0に調 し45分

間かくはん した後生成 した沈殿を遠心分離 して集め .硫安 35%飽 和液で

洗浄す る。

えられた沈殴は Oo0 2 5 Mリ ン酸塩緩衛液 クH7.3に 溶解 し ,不溶物を

遠心分離 して除き ,蚤 白濃度およそ 10協 ,/″′に調整する.         ・
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本操作はさらに ,繰返 し行いえられた無色透明な溶液をアポ還元 酵素 と

す る6         ●

なぉ .蛋 白はビウνツ ト法に従つて定量 した。

〔る〕酵 素 反 応        .
■    ‐   分光光度計を用い1,澪元型チ トクロムσ́に特有な吸収を示す  :
550″ ″1こ おいて■時的な啄半度の増加を測定 した。       ‐  .

'0    
反応液組成は別に記載がなけれは ,全量 6・0響 ′の水溶液中に次のもの

を含む。
1   :    ,  ・         . , '  1            1

リン酸塩緩 衝液 夕H7.5     i  )2 5 μttο ′ιs

グルコ‐スー 6-リ ン酸 カリウム        ろμ
“
θ′ιs

.ヽ  ,NAD'P     :・             0:2 μttθ ′θ

チ トクロム ε                O。 5解′

グルコー不-6● リィ駿肛水素酵素   l   o.27解 ′     :

アポ還元酵素              1.12%'    ,

.    アボ還元酵素
‐

|ょ びチ トイ
ロム●を除いた残 び全部は 26℃ ,15分簡 : 

・

反応し2V A Dヽ Pを完全に還元する。              ■ ‐

この反応液に .チ トクロム●ぉょびァポ還元酵素を加え反応を開始する。

550″ μ'の吸光度を 15秒毎に読みとiる 。    …      Ⅲ‐・

|フ ラ ビ:ン .lあ るいは フラ ビ ン リン酸 を 加 え る時 は ,あ らか |じ め
'ナ

ポ還 元
う

酵素 と フラビ ン ,あ るぃは フ ラ ビィ リン囀 とを混 合 してお きI,そ の一 部 を '1

′    とりだして反応す る。   _  :   三 ,..Il‐ :li    ・
‐ i
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′F"。 Cたθ↑ηoSοε..79,2254(1957)         ・   _

25。 KJ"g oE.ノ ..B′οσλ2,η .ノ ..26。 292(1932)

26,田 申糧夫 _薬 .誌 墾 ,627(195.3). |‐ ._  ■‐, i .|

27。 スf″α
“
θノf・β.7。。3″αJ′′ノ.R」И。。α

“
ごβγαが夕。R39● ,ノ:.β ′ο′.

Ctt θ解:.223,1077(190.3).= 1 ‐    fl,     : .:
28: CrO“ ′Йα網′′.C oE..ノ 。■

“

.c力 ″

“

.SOε .,壼_.82(1、 9ol)●

29。 ノαO々 sοκ.E.ι :.“0″ fα
“
′σtFθαC′

`0″

S71′ d bノ
‐
4イタ
“
SPr・ .

F9乃 Fi■イ′:夕 f"`,91,1lη f"ギθψイοrル・79′ 耳:12141,1944

19:渡響旱1甲甲‐等・14ヽイ,91411'。 (1?11'l  r‐ 1
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32. yα g′ .κ ..α″′.M`′ s″ο力α.y:..ノ :B′οσルθ″..42.757(1955):

35` κβα″
“
タノ:E`B・・ノ`β′ο′。C力′解。.194`747.(1952) 

‐   1

34. κ
“
力″.R..α″ご R“ごッ。″.:βθ″..69`255'7(1936)

35。 ″0″′σル′″.B。こ..ノ 。β
`ο

′・.Cみ レ″。,1851593。 (1950)1   .11

36. Ⅳα″b“″g.0..α
"ご
 C力″′s′ ′α″,7.,β ′θむ力θ解.Z。.266.

577(1965)  .,. ・

:37.‐ β′α
"C力
α″グ.ν ..θ″θ′″.D.E..Ⅳοc′ ′ο.y..α″ご Pο ′πθ″.S::

ノ.B′ο′
´
Cルθ″..1551421(1944)    .

38. ″ααs.E。。″α″″θ″.C.ノ .:α
“
ご〃θg″′ssor.P..ノ .β′θ′.C力′″。,

1   1431.541(1942)                            .

39。  S′θg“′′′θ″.′。E。 .α
"σ
″ο″′ιルθ″,β .L。 ,ノ .β′ο′.C力′塑..

192.175(1951)   :

40. Ⅳ O′ ′解α
“

,E.■ ..G“ ろ′θ″:91.TO"α″′ κ

“

うノ.S.ス ..ノ IB′ ο′。

・̀  i  Cル θ′
"。
b 236.1225 t1961)  .1 .  :

4■ . T力 ′ο″′′′.″ .。 α
"′
 ■力θrsο″,ス 。.■″εル.β′οσ力′″.BJοタカys..

:, 651.439(1956) 1   
・.          .■   .

42. フアαrl“″g.0・ .α′
`ご

 Cヵ″′s′ ′α″.7..β′οι力θ笏.Z...298。 568

(1958)    '    .   :   .・   ヽ                 .

43。 ″ααs.E。 ,″α″″′/.C.ノ ..″bg"θ ss,T oR..ノ .BJο ′。C力 b“ ..

156ご 747(1940,    ゙  ヽ          . .

44。  L′
"θ
ωοαυο″メげ..α

"ご
 β″″ル.D..ノ

｀
。Jレガ.C力θ解。Sο

`.56,.658
(イ 934)l li   ・    1   .・   . .,        I ‐1.   ´

45: κ
“
力″:R..α

"ご `′“
ごノ:J..Bθ ″..68:58・ 3(1955)    ́  .:

46. ″
“
θ″
"θ
ヵ′
“
slF:F/f。 .α

“
ご F″ ′′0“ .S.P.。

66M♭
′ヵ。ごs j"

E"gノ″わ′οgノ "あご うノ
`st′
tcο ′ο″′σル α

"ご

Ⅳ,.0。 ,X`p′α
"‐     ｀

子  1■1   4cαごθ″′σoP″しss orπσ。。″′″ y。″ル・アο′ 皿,,959(195.7)
 ヽ                                             .
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47 . S Iuger.T ,P.,ofid Kearne!,E,B,.f ,Biol .Chem., l8 j,
40e (1es0)

48,. Di s che,Z. and Di sche .M.R..Bi ocheEtt.Biofrhys .Act a .,

u_,184 (1958)

49 . lYi I I stiit t er ,R .,Schude I .G .,Bei..9j .780 (191g)

6a . Hlsagh,L.,f ones,I .K .N.,and Wadwan,W.H.,J .Chefit.ugoc ..

19 49 .251 1

° ・  5■ ` β′α′:コИ."B′ θεみθ解.Z.:ュ ,525(190`)

52. r/θ υθ′ノα
"J7・
E.夕P″οσJθ″.D oP.」躍α″″Jsοπ,ノ 。S.コVα ′π″ο

166.444(1950,

53. D″ θノ″θOグ・26,r″グ.Iン,ご .cルθ夕 .И
"α
′.Eご ..望 。499(1946)   ・

54. GO″″α′′.五 .G..Bα ″J θ7tl′ ′′.C.ノ ..ク″ご pα υ′グ.rtl.″
`.ノ
.B′ θ′。

c力 θ解 。.17ア .751(1949)

55, ″́ ″s.E"“ M′′″οJs ′″ E"2メ
“
θ′οgy"・ θ″ bノ 3。′.

cο Jο″′εル.α
“
σⅣ.0.Kα ク′απ・.ス cαごθ2η′ε.Prass er″ε..

●        
Ⅳθ″y°

rル
・・アθ′・IT.夕 713。  1955                  .

56. びθttα″α.K。 ,Sπg′
“
ο.κ .。α″ご iイ jzθ g″ ε力′.T..ノ .B′ θθルι″ ..

55.522(1964)
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