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ア　ノ　イリ　ナ　～　ゼに間す　る研究
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Studies on Aneurinase

Masako Sato

序 袷

魚のアノイ1)ナ-ゼに関してすでに研究は行われている1)2)3)が,その生理作用はまだ明らかでな

い｡そこで生理作用を明らかにするに先立ち,まずコイの腎臓,肝臓,筋肉中のアノイ1)ナーゼに

ついて一般諸性質を比較検討したのでここに報告します｡

実　　験　　方　　法

1)試料の調整

コイの組織の一定量を乳鉢で磨砕し水を加えて混和後,一定量に稀釈し,波過して浸出液を得

た｡稀釈はふつう腎臓では70倍,醍: 50倍,肝臓: 20倍,筋肉,卵巣,眼球では10倍浸出を行

った｡

2)アノイリナ-ゼ活性の測定法

アノイl)ナ-ゼ活性の測定はBl分解量1)4)から求めた｡即ち上記のように調整した浸出液5ccに

緩衝液4cc / lmg%Bx液1cc　　γ)添加し,一定時間,一定温度で反応させた後, 1096メクリ

ン酸5ccで反応を停止した｡ 4M酢酸ナトリゥムでpH4.5に補正後,水で20cc　とし,口過し

て上清の一定量をとりチオクロム法5)により残存Bl量を測定した｡対象には浸出液のかわりに水

を加え同様の操作を行い残存Bl量を求め,前者の差からBl分解量を求めた｡

アノイ1)ナ-ゼ活性単位1)はpH 6.8, 50-Cで15分間にB, 10γを分解する量を組織湿量1g

について求めた｡ Bl分解量は組織により異るが,添加Blを50±35%分解する値から算出した｡

実　　験　　結　　果

1)反応時間とBl分解量

コイの腎臓,肝臓,筋肉の浸出液について酵素濃度を　　2, 4倍と変化し　50-Cで8分, 15

分, 30分, 60分, 120分間反応させ, Bl分解量を求めた｡

その結果は表1に示すように,いずれの組織についても,反応時間の経過につれてBl分解量は

多くなり, 15分又は30分の反応では, Bl分解量は酵素濃度に大体比例することがわかった｡
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表1　反応時間とBl分解量(㍗)

組 織
稀慧 間(分)i 8

15 30 60 120

腎 臓
1畑 喜...昌等 9.805.604.82 射 10.009.707.99 喜.:…29

肝 臓
畑 喜.20.92.92 4.863.002.85 針 射 塁:.器

筋 肉
打 呂…0i孟 2.561.851.61 射 2.051.571.90 1.2.2.g…

反応条件により腎臓,肝臓の浸出液では,添加Blは100　近く分解されるが,筋肉では30%以

上の分解は認められなかった｡

2)酵素液の安定性

コイの腎臓,終,肝臓,筋肉の浸出液を浸出後0, 4, 8, 12, 24時間室温(25-C)に放置後, Bl

lOγを添加し　50-Cで15分間反応させBl分解量を求めた｡

その結果は表2に示すように,肝臓,筋肉の浸出液は8時間以上の放置ではやや不安定であるが,

腎臓,鰐の浸出液は12時間放置でもかなり安定していることがわかる｡いずれの浸出液も浸出後4

時間まではきわめて安定している｡

表　2　　酵　素　液　の　安　定　性

組 織
､ 埜讐 竺竺 0 4 を 12 ー 24

腎 臓
算纂琵 抜目 雪.0400 7.7897 7.5995 打 2畠呂1

鰭
算纂琵 抜目 言.0800 言打 6打 6打 2左926

肝 臓
算纂琵 猛)) 日 .2900 …打 2景6 2占宇0 01喜3

筋 肉
算定琵 ((k‖ 至.5000 号.6205 打 0.9036 立喜3

3)至適pH

コイの腎臓,肝臓,筋肉の浸出液に種々のpHのベロナール緩衝液を加え, B, 10γ添加し,

50oC 15分間反応させ,分解Bl量を求めた｡対象には浸出液の1加わりに水を加え同様の操作を行

った｡

その結果は表3に示すように,至適pH 6.8であることがわかった｡

pH1-2ではBlはほとんど分解されないが, pH 8-9ではBl分解量はかなり多い｡

pH8-9では筋肉のBl分解量は0であるが,これはこのpHでBlは全く分解されなかっ
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表　3　　至　､適　　pH

たのではなく, Bl分解量を対象実験との残存量の差であらわすために筋肉の残存量が対象よりも大

きく従って分解量は0になる｡

酢酸,及びリン酸緩衝液について同様の実験を行ったが,緩衝液による相異は認められなかった｡

4) pHに対する安定性

各組織の浸出液に種々のpHのベロナール緩衝液を加え室温に放置しないもの, 60分間放置した

ものについて, B, 10γ添加し　50-Cで15分間作用させ,対象実験との差からBl分解量を求め

た｡分解比はpH 6.8の緩衝液を加え室温に放置しないもののBl分解量を100としそれに対する

割合で表した｡

その結果は表4に示すように,いずれの組織の浸出液でも, pH 6.8でBl分解量は多く,従っ

てこのpHで酵素は最も安定していることがわかる｡ pH 8-9でもかなり安定している｡但し筋

肉ではBl分解量が小さくその傾向をみることは出来なかった｡

表　4　　pH　に　対　す　る　安　定　性

組
<-> !

腎

肝

5)至適温度

コイの腎臓,肝臓,筋肉の浸出液にB, 10γ及びpH 6.8緩衝液を加え,種々の温度で15分間

反応させBl分解量を求めた｡

その結果表5に示すようにこれらの組織のアノイリナーゼの至適温度は50-Cであった｡
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表　5　　至　　適　　温　　度

6)温度に対する安定性

腎臓,肝臓,筋肉の浸出液を種々の温度に15分間放置後,冷却し,直ちにB, 10γ及びpH6.8

の緩衝液を加え50-Cで15分間反応させBl分解量を求めた｡

その結果は表6に示すように,筋肉ではやや弱いが,各組織中の酵素は50-Cの熱処理までほ,

かなり安定していることがわかる｡ 65-C, 80-C　の熱処理で筋肉中の酵素は不活性化されるが,腎

臓,肝臓ではこれらの温度の熱処理ではまだ酵素活性を保っている｡

表　6　　温度に対する安定性(Ⅰ)

組 織
＼＼＼ 畢竺

24 40 50 65 80

腎 臓 分解量 (γ)分解比 (% )

冒.2800 打 7打 1畠左6 1.12
15

肝 臓 分解量 (γ)分解比 (% )

壬.7200 壬打 雪13 0.6035 0.32

筋 肉
分解畳 (γ)
分解比 (潔)

0.91100 0.91100 0.213 30 i 呂

そこで,更に温度を高くし各組職を100-Cで, 8分及び15分間加熱したものについて,同様の

実験を行った｡その結果は表7に示すように,筋肉,眼球の酵素は100-C 8分の熱処理で酵素活性

を完全に失ってしまうが,腎臓,鰭,肝臓ではBl分解が認められた｡これらの組織中の酵素は熟

に対してかなり強いものと思われる｡

表　7　　温度に対する安定性(Ⅱ)

L ミ＼＼タロ 熟

＼
100ーC , 8 分 100ーC , 15分

組 織

残存量 ( γ) J 分解量 ( γ)
療存量 ( γ) 分解壷 ( γ)

■腎 臓 9.05 0.95 9.63 0.37

: 鰭 9.15 0.85 9.50 0.50

肝 臓 9.47 0.53 9.95 0.05

筋 肉 10.00 0 10.00 0

眼 球 10.00 0 10.00 0
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7)塩基による促進効果2)6]

コイの組織について,ピ1)ジン無添加のもの,ピ1)ジン最終濃度10~!M, 1(T3M, 10-4M　となる

ように添加したものを　50-Cで15分間反応させ, Bl分解量を求めた｡

その結果は表8に示すように,いずれの組織の浸出液についても,ピl)ジン添加はピ1)ジン無添

加よりもBl分解量は多く,ピ1)ジン濃度が高い程, Bl分解量も多い傾向がみられた｡ピ1)ジンの

促進効果をピリジン無添加のBl分解量を100としそれに対する分解比で比較してみると,ピリジ

ン添加により酵素活性は2-3倍高められることがわかる｡

表　8　　塩基によ　る促進効果

組 織 ｢ ヾ ～1!､三で 10"2M
10"3M lO"4M

! 0

腎■ 臓 I算纂琵 ((k‖ 21芋6 ≡打 …打 至ら30

J 餓 一書纂琵 抜目 芸ら32 8.28
237

冒打 雪638

肝 臓
芽纂琵 抜目 至左手0 1打 壬.5000 王ら56

卵 巣 ー芽霊芝 抜目 …ら31 3.85
285

2.24
166

1.35
100

筋 肉 I 芽纂琵 抜目 雪ラ望6 3.50206 王ら苧1 1.70
100

対 象 ｣ 分解量 (γ) 暮 149 106 100

8)アノイリナ-ゼの分布及び強さ

フナ及びコイの組織の浸出液にB, 10γを添加し, pH6.8, 50-Cで15分間反応を行い,分解す

るBl量を求めこれに稀釈倍数を乗じてアノイ1)ナ-ゼの強さとした｡

この結果は表9に示すように,アノイリナーゼはフナ及びコイの組織に広く分布していることが

わかった｡アノイリナーゼの強さは組織により異り,腎臓で最も強く,終,肝臓,眼球などでもか

なり強い｡これに対して筋肉,卵巣などは比較的弱い｡

魚の大きさによるアノイ1)ナーゼの強さを比較したが,体重10g前後の一年魚　500g前後の

表　9　　アノイリナーゼの分布及び強さ〔AnCU/g)〕

種 類 】体 重 (g 買 織

腎 臓 鯉 肝 臓 筋 肉 眼 球 卵 巣 精 巣

10 58 4 3 18 2 24 36 .5 1 16
- -

10 0 4 66 28 3 1 59 13 . 1 8 9
■- ■-

コ イ 25 0 28 4 9 2 11 8 18 .5 1 05 13 .5
●--

30 0 3 56 10 6 92 .7 9 ●8 7 2
- 2 0 .8

50 0 3 50 19 6 8 3 .6 3 9 .6 64 3 7 .6
-■■■■■■■■■■

フ ■ナ 上 呂喜
28 0

4 5 0

4 7 9

2 0 6

160

176

58 .4

6 9 .2

5 0 .7

7 ●7

6 ●0

8 ●5

2 1 .3

3 6 .4

5 4 .3

●■■■■■･.■■■･.■■■●

2 6 .8
2 1 .6
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3-4年魚の間に,大きさの相異による違いは認められなかった｡

同一組織でも個体により,アノイリナーゼの強さに,かなりの相異が認められた｡

フナの組織のアノイりナーゼでも同じような結果が得られたが,総じて,コイの組織のアノイり

ナーゼの方がフナよりも強い傾向がみられた｡

実験条件は異なるが,これらの結果を藤田氏の報告と比戟する1)3)と,フナの眼球にも明らかにア

ノイ1)ナ-ゼが認められる点を除けば,大体同じような傾向であった｡

考 秦

アノイ1)ナーゼは淡水魚の組織に広く分布しており,その強さほ組織により異る｡

コイの腎臓,肝臓,筋肉について一般の諸性質を調べた結果,いずれの組織も至適pH,至適温

皮,塩基の促進効果など同じような傾向を示したが, pH,温度,塩基の効果に対する挙動をみる

と,かなり異る｡腎臓の浸出液では,酵素濃度はきわめて低いにもかかわらず,アルカ1)のpH,熱

処理に対してかなり安定しており,添加Blをほとんど100　分解する｡これに対し筋肉では,酵

素濃度を高くし,あるいは反応時間を長くし,又塩基を添加しても, Bl分解量は,約20%前後で

あり,最も分解の大きい場合でも添加Blの40%程度を分解するにとどまる｡肝臓ではちょうど腎

臓と筋肉の中間の性質を示した｡酵素液が精製していない粗酵素の段階であるために明らかではな

いが,これら組織のアノイりナ←ゼの性質の相異は単に酵素活性の強弱によるものか,あるいは構

造的に異なるのか,アノイリナーゼの生理作用とも関連させて検討を加えていきたい｡

結 論

コイの腎臓,肝臓,筋肉の浸出液についてBl分解量からアノイ1)ナ-ゼの性質を調べた結果,

1)至適pH6.8であり, pH1-2ではBlはほとんど分解されず, pH8-9ではかなりの

Blが分解される｡

2)アルカリのpHに対してかなり安定している｡

3)至適温度50-Cである｡

4) 50oCまでの熱処理で酵素は安定であるが,それ以上の熱処理では酵素活性は減少する｡腎臓

では100-Cの熟処理後も約10%のBlを分解する｡

5)ピリジン添加により酵素反応は促進される｡

6)淡水魚の組織にアノイ1)ナーゼは広く分布しており,その強さは腎臓で最も強く,終,肝臓,

眼球でもかなり強い,筋肉,卵巣などは比較的弱い｡

本実験にあたり御指導を賜わった京都大学医学部藤原元典教授,井上菩久子夫人に深甚の謝意を

表します｡



アノクリナーゼに関する研究

文 戟

1)藤田,中塚,山崎,上西,長谷川:生化学　22, 207(1950)

2)小壕駿-:生化学　23, 154 (1951)

3)藤田秋治:ビタミン　7, 1(1954)

4)村田希久:酵素研究法　2, 757 (1956J

5)藤原克典:ビタミン9, 148

6) Akiji Fujita, Yoshitsugu Nose,Shunichi Kozuka, Toshio Tashiro,Kiyoshi Ueda & Sadahito

Sakamoto : J. Biol. Chem. 196, 289 (1952)


