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Inthispaper，wedealtwiththeenzymicdegradationofATPshownbyunpurified

actomyosinfractionspreparedfrommuscleofmackerel,inthefollowingelements，the

amountofinorg．一P，NH3andadenosinepolyphosphate，Theresultsobtainedwere

summarizedasfollows･

Intheactomyosinfraction，ｔｈeactivityofAMPdeaminasewasdistinctlyobserved

(Fig.１)．ThentheamountofNH3andinorg.-PinthemixedsolutionofATPand

theactomyosinfractionshowedcomparativelyrapidincreaseatthebeginningofthe

enzymicreaction（TablelandFig,２)．Inthisstage,ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＡＴＰａｎｄＡＤＰ

ｆｒａｃｔｉｏｎｉｎthesamesolutionshowedareducingtelldency（Fig.３)．Ontheotherhand，

ｗｈｅｎtheactomyosinfractionwasheldat５０℃．ｆｏｒ３０ｍｉｎ.,themixedsolutionshowed

noconsiderablechangeinamountbfinorg.‐ＰａｎｄＡＴＰ（Table2andFig､４)．

Moreover，theqUantityofinosinefractionwhichwasderivedfromthebreakdown

ofAMPfraction，increasedrapidlyinthesolutiontｏｂｅａｌｍｏｓｔｔｈｅｓａｍｅｉｎｂｏｔｈｃａｓｅ

ａｂｏｖementioned（Fig.３ａｎｄ４)．

Accordingtotheseresults,itwasconsideredthattlleactivitｙｏｆＡＴＰａｓｅ(ATPご

ADP＋Pi),myokinase（2ADP三ATP＋ＡＭＰ）andAMPdeaminase(AMP二IMP＋ＮＨ３）

waspresentintheunpurifiedactomyosinfactionoffshmuscle．

前報'）において著者等は魚類筋肉中のAMPdeaminaseの酵素学的性質を明らかにし，

且つ魚肉のactomyosin区にATPase作用と共にかなり顕著なAMPdeaminase作用を認

めた.筋肉中のmyosin系蛋白質はそれ自体筋肉蛋白の主要成分をなし,筋肉収縮機能の構

成体であり，同時にadenosinepolyphosphateを分解する数種の酵素系を含む酵素集団で

あることが知られている．斎藤，新井等2)はコイ肉の死後経過時間に伴う核酸系化合物の

変化を追跡し，その変化の過程はATP→ADP→ＡＭＰ→IMP→inosine→hypoxanthine

なる段階を踏んで分解されるものと推測している．また古江3)はglycerin処理筋をＡＴＰ

で短縮した場合に急速な無機燐酸（Pi）の生成に伴うＮＨ３の発生を認め，これはＡＭＰ，

adenincから脱アミノされたものと報告している．

著者等はinvitroの条件においてＡＴＰに魚肉のactomyosin区を作用させた場合もＡＴＰ

の脱燐酸により遊離するＰｉの他にNH3を発生することを見出し,その変化の過程をＣｏＨＮ

＆CARTER9)のイオン交換樹脂に依るadenosinepolyphosphate定量法で追求し,actomyosin

区中に含まれる数種酵素の関連性の解析を試みて若干の知見を得た．

＊本報告の一部は１９５８年４月日本水産学会年次大会（東京）で発表した．
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実験方法

１．actomyosin区液の調製．前報'〕同様サバ肉より氷冷BAILEY液10倍量で４～５時

間抽出した後遠沈,その抽出原液に20倍量の氷冷水を加えて放置し，析出するactomyosin

沈澱を集めて終濃度0.5ＭＫＣ1液に溶解したものである．この際本実験の目的からより以

上の精製は行わなかった．

２．adenosinepolyphosphateの分析法．ＣｏＨＮ＆CARTER等のイオン交換法に準じた

宮崎4)，斎藤等2)の方法を用いた．

樹脂：AmberliteIRA-400を宮崎等4)の方法に依って前処理したものを1.0ｃｍ2×12ｃｍ

の樹脂柱として使用した．

展開液：0.01ＮＮＨ４Ｃ１……Ｉ液（adenine,adenosine区分）

0.003ＮＨＣ１……11液（ＡＭＰ区分）

0.02NNaC1,0.01ＮＨＣｌ．．…･'11液（ＡＤＰ区分）

０．２NNaC1,0.01ＮＨＣｌ……1Ｖ液（ＡＴＰ区分）

展開液の流速は１ｍl/ｍin、とした．

測定二各流出液を２０ｍl毎に分割し，日立分光光度計(EPU＝2型）にて250ｍ"，260ｍ〃

の吸光値を求めた．

３．ＮＨ３定量法．NH3は柴田製微量拡散検測器を用いてCoNwAY5)の微量拡散法にて

定量した．

４．無機燐酸（Pi）定量法．FIsKE＆SuBBARow法'0）にて比色定量した．

実験結 果

１．ＡＭＰの分解によるＰｉ，ＮＨ３の生成

ＡＭＰ液(0.25％)7.5ｍl,酢酸緩衝液(PＨ6,5)25ｍ１，actomyosin区液(protein-N60mg％）

丁兜１０ｍｌを混和,３８℃に放置する.所定時間

'500卜後反応液５m,をとり４％HC12m1を添
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加して反応を止め，遠沈してその上清に

ついてＮＨ３とＰｉを定量した．反応時間

０における夫衛の量を対照値として，各時

間後における定量値より差引き生成量を

算出した．その結果はFig.１の如くであ

る．この結果より前報')でも報告した通

りactOmyosin区によってＡＭＰは脱ア

ミノされＮＨ３を生成することは明らか

である．その生成量は反応初期２０分間

頃までは急激に増加し，その後徐倉に増、
ｕＯ２０４０６O

して反応６０分間後のＮＨ３量Iま反応液Timeinminutes

Fig，１.Changesinamountsofinorg.－Ｐａｎｄ 中のＡＭＰを脱アミノして生じ得るＮＨ３
ＮＨ３１ｉｂｅｒａｔｅｄｆｒｏｍＡＭＰｂｙｔｈｅｅｎｚｙｍｉｃ

計算量の約８５％位に達している．之にactionofactomyosinfractionisolatedfl･om
mackerelmuscle･

対しＡＭＰ力禽ら脱燐酸する作用は全くみ
〔ＡＭＰ〕：1.3×10-3ＭCl/L,AcetatebufTer

atpH6､5,Incubatedat38oC．られず，Ｐｉの増加は認められなかった．
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２．ＡｒＰの分解によるＰｉ，ＮＨ３の生成

魚肉actomyosin区一ATPase作用の最適ｐＨはｐＨ９．０にあり，AMPdeaminaseのそ

れはｐＨ６．５であるが，ATPaseはｐＨ６．５，AMPdeaminaseはｐＨ９．０においてもかな

りの活性を有し夫倉最適条件にて反応させた時の７０～90％の活性を示す（前報参照)．

叉両酵素系は其他の作用条件にも類似性があるので，ATPaseとAMPdeaminaseとが共

存しているactomyosin区をＡＴＰに作用させた場合これらの酵素は同一条件において

も何等かの関連をもってＡＴＰの分解に与る事が推察される．そこでＡＴＰをｐＨ6.5,ＰＨ

9.0の条件にてactomyosin区で分解しＰｉとＮＨ３の量的変化を検討してふた．即ちＡＴＰ

液（４７Ｐ２３ｍｇ％）５ｍ１，緩衝液(glycine-NaOH緩衝液ｐＨ９０叉は酢酸緩衝液ＰＨ6.5）

5ｍ１，０．１８ＮＣａＣ１２液0.5ｍ1,actomyosin区液（protein-N55mg％）１０ｍｌを混和,３０℃

に放置して反応させる．所定時間後反応液２ｍlをとり５％ＴＣＡ５ｍｌ加えて反応を止め，

遠沈してその上清についてＰｉとＮＨ３を定量した．反応時間０における夫為の量を対

照値として各時間後の定量値より差引き生成量を算出した．その結果はFig.２の如く

であって，Ｐｉ生成量はｐＨ９．０とｐＨ6.5
１ － 畳 、辛みも分一レグヘゴーァ・パーーエニ.Ｅ１，．Ｔ‐『型＞一シ、F＝ ？｢％
とでは後者の方が生成量は大きく，叉通

常精製したactomyosin区一ATPaseでは

ＡＴＰの一つのＰｉを遊離するに止まると

されており，実際充分に精製したaCto

myosin区ではその事を裏付けする実験

結果''）を得ているが，本実験では供試

ATPの理論的１Ｐｉ量より多いＰｉを遊

離するする結果であった．この事実は本

実験で用いたactomyosin区による分解

反応がＡＴＰからＡＤＰの過程で止まら

ず更に脱燐酸されていく事を示し，actO‐

myosin区中にＡＤＰａｓｅ叉はmyokillase

の存在が考えられる．一方ＮＨ３生成量

１000卜
CalCllIatiOnvalUeofATP-IP

750,卜

5001卜

皿

250卜

ＯＬ
０ １０２０３０

は反応の進行に従いＰｉ生成と同様の傾 Ｔｉｍｅｉｎｍｉｎｕｔｅｓ

向で増加し，ｐＨ６．５におけるＮＨ３の生Fjg､２．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｍｏｕｎｔｏｆｉｎｏｒｇ－Ｐａｎｄ
成量はｐＨ９．０の場合の約２倍量に達しNH31iberatedfromATPbythcenzymic

actionofactomyosinimctionisolatedfrom
ている．即ちこの反応系ではdeaminase mackerelmuscle，

作用も正常な酵素反応を行っているもの〔ATP〕：９×10-4ＭCl/L,Acetatebufferat

と推測される．この際のＮＨ３生成量はpH65orglycine-NaOHbufreratpH
９．０，Incubatedat30oC・

計算値の８０％程度におよんでおり，AMP Amountofinorganicphosphate

に作用させた場合と同様の分解率を示し------.Amountofammonia-N

ている．このＮＨ３を発生する母体がＡＭＰであるとすれば，さきの脱燐酸の過程と考え

合せてＡＴＰがＡＭＰにまでなる経過を段階的に追跡しなければならない．

３．ＡＴＰ分解液のadenosinepolyphosphate

所定条件下でATPにactomyosin区を作用させて生ずるＡＴＰ分解物を分割定量してＡＴＰ

の分解過程と特にNH3の生成隻母体を明らかにしようと考え次の実験を試象た.即ちATP液
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Table１．Amountsofinorg．‐ＰａｎｄＮＨ３１ｉｂｅｒａｔｅｄｈｏｍＡＴＰｂｙｔｈｅｅｎｚymlc
actionofactomyosinfractionisolatedfrommackerelmuscle.（γ％）

1５

7８

Incubationtime（minutes） ０ 1５５

；

Inorg．-Ｐ

ＮＨ､3-Ｎ

０
０

1690

２９０

１７９０

５１０

５００１０００１５００２０００

ｍl⑪frcagGntthrougI1colI1mn

IlI｜、１ｍ

〔ATP〕言９×IO-4Mol/L,Glycine-NaOHbufTel･ａｔｐＨ9.0,Incubatedat30oC

D250/D260３ｍ１，癖衝液３ｍ１，０．１８ＮＣＯ,Ｄ・ａｔ２６０ｍ厚 ３ｍ１，緩衝液３，１，０．１８ＮＣａC120.3ｍ１，

actomyosin液６ｍｌを５０ｍｌ容フラスコ

にとり３０℃で所定時間放置し，直ちに

５％ＴＣＡ１５ｍｌを添加し反応を停止

して東洋臆紙No.ＳＣで施過，その臆液

の一部でＰｉ,ＮＨ３を定量，別に残液を

NH‘ＯＨでｐＨ８～９とし，予め準備し

たイオン交換樹脂柱でadenosinePoly‐

phosphoteを分割測定した．adenine系

物質は260ｍ/4の吸光値で表わし，叉ino‐

sineの混在を観知するためＤ250/Ｄ２６０

を算出し図示した．

ＡＴＰの分解過程：反応時のｐＨ条件

をglycine~NaOH緩衝液ＰＨ９．０とし

ATPにactomyosin区を対照，５，１５分

間作用させ，各麦についてＰｉとNH3の

生成型とイオン交換法で求めた溶離曲線

を示すとTable､１及びFig.３の如くで

ある．Table、１によるとＰｉは反応５分

間で急増し，反応後５～15分の間では増

加量が少い、ＮＨ３量も反応初期５分間

に比し，反応後5～15分間の増加量は少

い、次いでFig.３の溶離曲線を観察すれ

ば,対-照にもＩｖ液区分の他に1,11,ｍ液

区分に溶離物が見られるがＤ230/Ｄ２６０

は全区分を通じて１．０叉はそれ以下であ

る.５分間,１５分間分解液の溶離曲線では

対照に比し、，Ｉｖ液区分は減少してお

り，しかもＩｖ液区分の減少にくらべ、

液区分の減少もかなり大きい．これらに

おいても、’１Ｖ液区分のＤ250/Ｄ２６０は

1.0以下で全くinosineの出現は認めら

れないが，１，１１液区分ではＤ250/Ｄ260

1.5

1.0

0,5

1.5

1.0

0.5

０

０４１

(cont）

ロ

Fig.３．ChEmgesinamountofadenosinephosphate
liberatedfromATPby3theenzymicactionof
actomyosinfractionisolatedfrommackerel
muscle．

〔ATP〕：９×10-4ＭCl/L，GIycine-NaOH
bUfreratpH9,０，Incubatedat30｡Ｃ・

EXchanger；

ＡｍｂｅｒｌｉｔｅｌＲＡ-400,1.0ｃｍ2×12.0ｃｍ，１００
－３００mesh

Elutingsolution；

0.....…..……Passedsolution

l….……-.-...0.01ＮＮＨ４Ｃｌ

（adenine‘adenosinefraction）
ＩＩ．…----…-,0.003ＮＨＣｌ

．(AMPfraction）
ⅡＩ．…….…．０．０２ＮＮａＣｌｉｎＯ・ｏ１ＮＨＣｌ

（ＡＤＰｆｍｃｔｉｏｎ）
１Ｖ...-…..….０．２ＮＮａＣｌｉ、０．０１ＮＨＣＩ

（ATPfraction）

Flowspeed：1.0ｍl/ｍin・

Theconditionsofexchangerandeluting

solutionareapplicableinFig、４．
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が１．５附近となりＡＭＰ,adenineが脱アミノされてＩＭＰ,inosineに変る機構の存在する

ことがうかがわれる．一方111,1Ｖ液区分のＤ250/Ｄ260値が１．０以下であることよりこ

の区分にinosine系物質の混在は否定され，ＡＴＰ及びＡＤＰは脱アミノされていないと

ゑられるからATPdeaminase,ADPdeaminaseの作用は一応考えられない．

熱処理myosin区によるＡＴＰの分解：ＡＴＰの分解に供するactomyosin区を予め５０℃，

30分間加熱処理してATPaseを破壊した状態の区分と無処理の区分とに分かち,それらに

よるＡＴＰの分解過程について検討･した結果はTable,２，Fig.４の如くである．Table､２

Table２．Amountsofinorg．‐ＰａｎｄＮＨ３１ｉｂｅｒａｔｅｄｆｒｏｍＡＴＰｂｙｔｈｅ
ｅｎｚｙｍｉｃａｃｔｉｏｎｏｆａctomyosinfractionkeptat５０°Ｃ・ｆｏｒ
３０minutes.（γ％）
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考 察

以上の結果を酵素集団と見徹されるacto‐

myosin区の諸酵素作用（ATPase,ｍｙo‐

Incubationtime（minutes） 111 1５ 15＊

Fig.４．Changesinamountofadenosinephosphate

libcratedfromATPbythecnzymlcactionof

actomyosinfractionkｅｐｔａｔ５０ｏＣ・ｆｏｒ３０ｍｉｎ

〔ATP〕：1.5×10-3ＭCl/L，ＡｃｅｔａｔｅｂｕｆＴｅｒ

ａｔｐＨ６､５，Incubatedat30oC．

＊Theresultwasobtainedfromactomyosin

fmctionwithouttheheatingtrcatmcnt．

噸

Inorg．－Ｐ H１ 1６０ 1２８０

ＮＨ３－Ｎ 、 440 640

〔ATP〕91.5×l0-3Mol/L,Acetatebu(ｆｅｒａｔｐＨ６､5,Incubatedat30oC．

：I:Theresultwasobtaincdfromactomyosinfractionwithouttheheating
treatment．

より対照に比し熱処理actomyosin区に

よる分解液はＰｉが僅かに増すのみであ

るがNH3の増加は大きくdeaminase作

用が優位に作用していることが諒解され

る．無処理actomyosin区による分解液

ではＰｉ,ＮＨ３共に著しい量の生成が認

められた．これらの反応液中における

adellosinepolyphosphateの変化をFig.４

の溶離曲線より検討･すれば,熱処理acto‐

myosin区による分解液は対照(作用時間

０分）に比し，１Ｖ液区分の減少はごく少

ないが111液区分の減少は大きい．叉、

及び1Ｖ液区分のＤ250/Ｄ２６０は１．０以

下であり，Ｉ及び’１液区分のそれは１．５

附近を示し，Ｉ及び血液区分においては

脱アミノの傾向が認められる．これに対

し無処理actomyosin区による分解液で

は、,Ｉｖ液区分共に相当減少しており，

このものでも１，１１液区分で脱アミノさ

れ、，Ｉｖ液区分では脱アミノの形跡は

認められない．

ﾛ

Ｉ
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8０ 鹿児島大学水産学部紀要第８巻

kinase,AMPdeaminase,ADPdcaminase等）と関連づけて若干の考察をすれば,先づFig.３

の結果より本実験で基質に供したＡＴＰ液の中にADP,ＡＭＰが混在していることが知ら

れた．この様な基質にactomyosin区を作用させれば，actomyosin区中のATPaseはＡＴＰ

に作用してＰｉを遊離し，叉ADPdeaminaseは混在するＡＤＰとＡＴＰから脱燐酸され

て生じたＡＤＰを脱アミノしAMPdeaminaseはＡＭＰを脱アミノして夫をＮＨ３を生

成することが推察される．しかし実験の結果ではＡＤＰは脱アミノされた形跡がないので

ADPdeaminaseは作用していないものと一応考えられる．叉本実験の反応でATPaseが

ATPの１Piのみを遊離し，混在するＡＭＰのみがdeaminaseにより脱アミノされてＮＨ３

を生成すると云う単純な過程を経たにしては検出されたＰｉ及びNH3生成堂が余りにも多

いようである．従ってＡＴＰが脱燐酸してＡＤＰとなりＡＤＰが更にＡＭＰとなって脱ア

ミノされてゆく段階が存在し得ることも考えなければならない．ＡＴＰがＡＤＰを経て更に

ＡＭＰになるには，先づＡＴＰがATPaseによってＡＤＰとなり次いでＡＤＰａｓｅによっ

てＡＭＰになる過程と，最近ある種の動物のactomyoSin区分に発見されたＡＴＰから直

接２Ｐｉを脱燐酸してＡＭＰにする酵素,６１叉はATP→ADP＋Pi，２ADP→ATP＋ＡＭＰ

(myokinase）の作用とが注目される．

Ｆｉｇ．３の溶離曲線によれば反応進行に伴いＡＴＰとＡＤＰが共に分解減少する傾向がみ

られＡＴＰの減少に比しＡＤＰの減少がかなり大きく，叉Fig.４に示した如くATPase

を破壊したactomyosin区を作用させた場合ＡＴＰは殆んど減少せずにＡＤＰの方の減少

が大きく，しかもかなりのNH3量を生成することはmyokinase,AMPdeaminaseが作用

している可能性が考えられる．しかしこの場合の反応系ではＡＴＰの再合成を伴うことに

なるがこれを確認するに充分な結果は得られなかった．

myokinaseは安定な酵素であって粗製のactomyosin区に含まれる事は知られており，

且つ作用条件もATPase,AMPdeaminaseのそれに類似している8）ので充分この実験条件

で作用し得る．従ってmyokinaseの介在を考えればATP→ADP＋Pi,２ADP→ATP＋

ＡＭＰ，ＡＭＰ→IMP＋ＮＨ３の分解経路が推測される．

以上述べた如く筋肉中から抽出したactomyosin区をｉｎｖｉｔｒｏの状態でＡＴＰに作用

させた場合もactomyosin区中の酵素系がよく関連して作用し，死後筋肉中において予想

し得るＡＴＰの段階的分解過程と同様の変化を再現させ得るようである．この過程は魚

肉の場合もウサギ肉同様かなり複雑で，軟体動物の筋肉中には存在しないと云われている

AMPdeaminaseも明らかに検出され，現段階では獣肉等に比しその機構が材料的に単純化

されている傾向は殆んど認められず，魚肉においてもadenosinepolyphosphate系物質に

対するactomyosin系蛋白の酵素学的意義の大きいことは明らかで，これらの作用が魚肉

の自己消化過程における肉質の変化に関与していることは推察し得る．

要 約

鮮度良好なサバの筋肉より抽出した未精製のactomyosin区をＡＴＰに作用させた場合

の分解生成物の変化について検討し孜の結果を得た．

ＡＴＰにactomysinを作用させるとＰｉ及びＮＨ３の著しい生成並びにＡＴＰとＡＤＰ

区分の明らかな減少が認められたのに対し，加熱処理（50℃,３０分間）をしたactomyosin
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区を作用させた場合はＰｉの生成及びＡＴＰ区分の減少は殆んど見られないがＡＤＰ区分

の減少と明らかなＮＨ３の生成が認められた．しかしadenosine及びＡＭＰ区分の脱アミ

ノによるinosineの生成は両反応液とも同様に認められた．

以上の結果から魚肉から抽出した未精製のactomyosin区分はATPase，myokinase，

AMPdeaminase等の混在する酵素集団と考えられ，各酵素はよく関連してＡＴｐの段階的

分解に与っている事が推定された．

終りに本研究を行うに当り御指導を賜った本学高田幸二教授に深甚の訓･意を表する．
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