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論文内容の要 1:::. 
匡ヨ

生育のために，培地中に高濃度の塩類の存在を必要とする，偏性好塩菌は，菌体内にも高濃度のイ

オンを含むことがわかっている。このような偏性好塩菌より抽出した酵素が，塩類によって活性化さ

れる事実については，数多くの報告があるロしかし，その大部分は，粗酵素についての実験報告であ

り，塩類による活性化が，酵素タンパクそのものにかかわるものかどうかは明らかにされていないロ

わたくしは，さきに，片桐・清水が部分的精製を行なった好塩性アノレデヒド酸化酵素を，更に精製し，

精製酵素について好塩性を中心に種々の性質を調べ，好塩性が酵素タンパクそのものの性質であるか

どうか調べた。

〔方法並びに成績〕

I 酵素の精製

1. 粗酵素液の抽出

10% の食塩を含む普通寒天培地を用い， 48 時間培養した偏性好塩菌 No.101 を，型の如

く集菌，洗糠した後， M/100 EDTA 溶液に懸濁すると，容易に溶菌が起こる口これを更に

Waring Blender を用い 5 分間粉砕し，遠心上清を粗酵素液とした。

2. 硫安分画

組酵素液 1ml 当たり 350mg の固体硫安を加え，その遠心上清 1 ml 当たり 100mg の固体

硫安を更に添加し，沈澱を少量の 0.3M NaCl を含む M/5 Na-Phosphate Buffer pH 6.0 

に溶かし硫安分画とした。

3. 熱処理分画

60-650C 5 分間加熱し，遠心上清を熱処理分画とした。
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4. 透析

熱処理分画を， 0.1 M NaCl を含む M/100 Na-Phosphate Buffer pH 6.0 に対して透析

を行なった。

5. DEAE-Cel1ulose Column Chromatography 

透析の結果生じた沈澱を除去した後， DEAE-Cellulose Column に Charge し， 0.1-1. OM 

の NaCl Gradient Elution を行ない，活性部分を集めたD

(3. DEAE-Sephadex Column Chromatography 

DEAE-Sephadex Column を用いて再クロマトグラブィーを行なった。 NaCl 0-1.0 M の

Gradient Elution を利用し，活性部分を集めて，精製酵素とした。

E 精製酵素の酵素化学的性質

1. DEAE-Sephadex Column Chromatography の結果

酵素活性のピークと OD280 ~とよって測定したタンパクのピークがほぼ一致したD 酵素活性

は， Acetaldehyde を基質とし， 2, 6-dichlorophenolindophenol を電子受容体として， 2, 6-

dichlorophenolindophenol の腿色を 550'mμ における吸光度の減少により測定した。

2. 酵素の比活性

組酵素液の比活性は約 0.02:units/mg/min であるが，精製酵素では約 7.1units/mg/min 

で約 350:倍の精製が出来た。収量は約 8;;ちであった。

3. 精製酵素の吸収曲線

280mμ に吸収極大をもつほかに， 410mμ になだらかな吸収をもっ曲線を得た。

4. 精製酵素は，基質の存在下において， NAD, NADP を還元せず，また FAD， FMN の添加

効果も認められなかった。

彊 精製酵素の活性氾及ぼす塩類の影響

1. NaCl の酵素活性に及ぼす影響

酵素活性は， NaCl の濃度に比例して直線的に増大し， 4M 食塩溶液中では対照の約 5 倍の

活性を示した。

2. NaCl 以外の影響

K+ は Na+ の 80% 程度の活性化を示した。 NH4 + を含む塩類による活性化は， NaCl と

ほぼ同じであった。

前 酵素の安定性に及ぼす塩類の影響

2M の NaCl の共存する場合と，共存しない場合に，精製酵素の熱安定性を調べた結果， 2M の

NaCl の共存する場合， 700C 20 分間加熱でも 80% の活性を保つのに対し， NaCl の共存しな

い場合は， 700C 5 分間加熱で，活性が 20% 以下になることがわかった。

失活した酵素は， NaCl の添加によっても活性の復活は見られなかった。

〔総括〕

-1. 偏性好塩菌から抽出した好塩性アノレデヒド酸化酵素を，比活性 7.1 (約 350 倍)に精製した。

:2. 精製酵素が NaCl をはじめ種々の塩類によって活性化されることを明らかにした口
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3. 酵素の安定性に，塩類が重要な役割りを果たしていることがわかった口

4. 以上のことから，好塩性酵素の好塩性は，酵素タンパクそのものの性質であると考える口

論文の審査結果の要旨

高濃度のイオンを含んでいる偏性好塩菌の菌体から抽出した酵素が，高濃度の塩類によって活性化

される事実については数多くの報告があり，好塩性酵素として広く知られている口しかし，現在まで

に報告されている好塩性酵素の実験の大部分は，組酵素についての実験結果であって，好塩性酵素の，

好塩性の機序を十分に論ずることはできなかった。

本論文では， Pseudomonas に属する偏性好塩菌より拍出した好塩性アノレデヒド酸化酵素を，比活

性約 7units/mg protein/min (約 350倍)に精製し，好塩性酵素の好塩性の機序について考察してい

る。

今までのところ，好塩性酵素の好塩性の機序については，二つの考え方が提示されている。一つは

Baxter らが部分的精製を行なったグリセ P ン脱水素酵素についての実験から推論したもので，次の少

ような考え方である D すなわち，好塩菌の代謝活性には塩類が本質的に要求され，塩類は細胞内に入

り込むことにより，菌体内の酵素を活性化し，酵素は精製の程度に関係なく好塩性を示す。一方，前

野らは高度に精製したアノレドース脱水素酵素の実験結果から，好塩性酵素の好塩性が酵素タンパク以

外のタンパク性因子によって発現されると考えている。

本論文では高度に精製したアノレデヒト酸化酵素を用いた実験を行ない，酵素の好塩性が，精製の操

作によって変化しないことを明らかにし，好塩性酵素の好塩性が，酵素タンパクそのものにかかわる

性質であることを立証して， Baxter らの考え方を支持する結果を示している D また， 酵素活性の好

塩性だけでなく，酵素の安定性についても，塩類が大きい役割りを果たしている実証を挙げている。

要するに本論文は好塩性アノレデヒド酸化酵素を高度に精製し，酵素タンパクの好塩性を明らかにした

点に大きい意義があり，好塩性酵素のもつ好塩性機序の解明に新しいよりどころを提与したものと考

えられる D

ヮ
“




