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第 1章緒論

生物は主に、水、核酸、タンパク質、脂質、炭水化物、無機質から成ってい

る。これらはいずれも重要な成分であるが、生命現象の中心的な役割を担って

いるのはタンパク質である o かつて、 ENGELS  (1878) は「生命は蛋自体の存

在様式である Jυ と述べている O 存在様式とは合成・分解のことを意味して

いる。つまり、 ENGELS はタンパク質の代謝二生命であると言いたかったも

のと思われる O 生命体内でタンパク質を含めた数多くの物質の代謝を行ってい

るのは主に酵素である O しかし、酵素の役割はそれだけではない O 例えば、神

経の伝達は酵素の働きなしには起こらないし、筋肉が収縮するのも酵素反応の

結果である 2)。このような酵素のほとんどを構成しているのがタンパク質であ

る O 酵素によっては無機質やタンパク質の成分以外のものを含んでいたりする

ものもあるが、 RNA の酵素作用を別にすれば、酵素はタンパク質なしには

あり得ない O つまり生物も存在し得ない O

さて、このタンパク質は、約 20種類のアミノ酸から構成されている。その

ため、アミノ酸は栄養学的にもきわめて重要な物質とされている o 一般に植物

や細菌などは、これらのアミノ酸をすべて自分で合成できる o しかし、家畜な

どの高等動物は、 20種類のアミノ酸の内約半分のアミノ酸を、まったく合成

できないか、または自分に必要な量を合成することができない O この点は、家

畜を飼育する者にとっては、大変重要な点、である O これらのアミノ酸(必須ア

ミノ酸)は、飼料中に必ず含まれていなければならないからである O

ところが、家畜の中には、そういうことを気にしなくてもよい動物がいる o

それは、牛などの反努動物である。反努動物は 4つの胃を持っている o これ

らの胃の中で、食道に続く 1番目の胃がこの反努動物を特異な動物にしてい
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る o この胃はルーメン(第一胃)と呼ばれる袋であり、大きさは牛で 160~

235 l 、山羊で 10~22 lもある 3)。ルーメンの中には、反努動物の食べたも

のが一時的に蓄えられており、そこに細菌類、繊毛虫類、真菌類などの微生物

が多数棲息している o そしてこれらの微生物は、反努動物の食べた飼料の大部

分を分解し、そして様々な物質を合成している o 反費動物は、このようにして

微生物が分解または合成したものを消化吸収して自分の栄養源としている。こ

れによって反努動物は、すべてのアミノ酸を得ることができるのである o

ルーメンを持つことによって得られる利点はアミノ酸だけに限ったものでは

ない o ビタミン B 複合体とビタミン K を得ることができる上に、高等動物

自身では消化できない草などに含まれる繊維質を微生物が分解してくれるので、

それを反努動物が利用することができるという利点もある O さらには、家畜が

有害な物質を食べたとしても、そのいくつかはルーメンで解毒されるのである o

なんともうまい仕組である o

この利用価値の高いルーメンは、世界中で盛んに研究が行われてきているが、

未だに不明な点が多いままであり、ルーメンのさらに深い研究が必要である o

ところで、このようなルーメンの大きなナゾの 1つに、ルーメン繊毛虫類があ

るO 繊毛虫は、単細胞動物であるが、原核細胞である細菌と違って高等動物と

同じ真核細胞である o また、大きさも細菌が 0.2~10μm であるのに対して、

繊毛虫は 40~200μm とかなり大きい 4a) 。そして、繊毛虫は複雑な外見をし

ており、その名の通り繊毛を多数持っている O さて、この繊毛虫類のナゾとい

うのは、ルーメンに繊毛虫類、が存在することの意義である o 繊毛虫類は、ルー

メン内容物 1 g 当たり 105~ 106 個体くらい棲息している 4b) が、細菌の

1010~ 1011個体 4b) と比較するとはるかに少ない O しかし、体積で比較する

とほぼ同じである 4のことから、バイオマスはほぼ同じであると考えられてい
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るo しかしながら、ルーメン内に繊毛虫類が棲息している方が、反努動物 自身

にとってよいという決定的な報告はなされていない o そのため、ルーメンに繊

毛虫類がいた方がよいという研究者と、繊毛虫類をルーメンから駆逐するべき

だという研究者との間で論争が繰り広げられており、ルーメン繊毛虫類につい

ての研究は数多くなされている o

1970年、小野寺・神立 5) は、繊毛虫を培養した後の培養液に含まれる窒素

化合物の 40% がアミノ酸であることを明らかにし、その中に 6つの未知の

ニンヒドリン陽性物質 (US-l"'"'U S-6) を発見した o そして、 US-lがピ

ペコリン酸であることを同定した 6)。次いで TSUTSUMI and 0 NODERA (1975) 

りが US-2を 5-アミノ吉草酸、三浦(1971)ω がUS-3を 2ーアミノ -n-

酪酸と同定した o そして 1982年、 oNODERA and T AKEI9) は、 US-4がメ

チオニンスルホキシド(M S 0 )であることを同定した o

MSO は、メチオニンの硫黄原子に酸素原子が 1つ結合した化合物である

(図 1-1) 0 M SO が、さらに酸化されるとメチオニンスルホンになる O メ

COOH COOH COOH 

H2N-C-H H2N-C-H H2N-C-H 

C H2 C H2 C H2 

C H2 C H2 C H2 

S ...S = 0 O=S=O 

C H3 C H3 C H3 

メチオニン メチオニン メチオニン
スルホキシド スルホン

図 1-1 メチオニンおよびその酸化化合物
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チオニンから MSO への酸化は、比較的容易に.起こるが、 MSO からメチ

オニンスルホンへの酸化は、かなり強い酸化条件でないと起こらないことが知

られている o

さて、メチオニンは必須アミノ酸の 1つであるが、家畜に与える植物性飼料

の多くで特に不足しがちなアミノ酸である。もし、必須アミノ酸の 1つが体内

に不足した場合、いくら他のアミノ酸が多くあってもタンパク質は合成されな

いo つまり、不足している必須アミノ酸の摂取量によって、合成されるタンパ

ケ質の量が制限されるのである O このようなアミノ酸を制限アミノ酸というが、

メチオニンはその制限アミノ酸になりやすい O したがって、メチオニンは家畜

のタンパク質の栄養上、特に注意を払わなくてはならない物質である o

前に述べたように必須アミノ酸のことは、反努家畜では特に問題にならない

とされてきた O ところが近年、成長期の反努家畜の第四胃にメチオニンを注入

すると、家畜の体内におけるタンパク質合成が高まることが分かったのである

4d〉 0 また、十二指腸内容物と牛肉とを、それに含まれている必須アミノ酸の

割合で比較した結果、牛肉よりも十二指腸内容物のメチオニン割合が低い傾向

を示したことから、メチオニンが制限アミノ酸になっていると考えられた 4d〉 O

これらのことから、ルーメン内容物は、反努家畜自身にとってメチオニンがや

や不足ぎみの栄養源であると考えられる O

そこで近年、 methioninehydroxy analog、methionylmethionine 、N-

hydroxymethyl methiuonineなどのメチオニンの前駆体や脂質などで保護した

メチオニン (protectedmethionine， P M E T )を用いて、メチオニンをルー

メン内で分解させずに反努家畜自身に直接与えるようにする、いわゆるメチオ

ニンのルーメンバイパスに関する研究がなされている O まず、 BLAKE ら(1 9 8 

6) 10) が牛のルーメン液から調製した人工ルーメンを用いて、メチオニンの
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前駆体および PMET がルーメン発酵に及ぼす影響ついて検討している o そ

れによると、 methioninehydroxy analogが人工ルーメンから流下した液中の

成分のプロピオン酸が増加して酢酸が減少した以外に、ルーメン発酵に影響は

なかったことを報告している o in vivoでのメチオニン前駆体の給与による生

産(成長、産乳など)に対する効果についての研究はほとんど行われていない

が、 PMET ではいくつかの研究がなされている o S MITH and B OLING (198 

4) 1 1 )は成長中の緬羊に遊離のメチオニンまたは PMET を与えた結果、

PMET を与えた区は、何も与えなかった区よりも窒素出納が改善されたが、

遊離のメチオニンを与えた区は、逆に対照区よりも窒素出納が低下したことを

報告している。また、 CANALE ら (1990) 12) は、高泌乳牛に PMET を与

えた結果、乳中のタンパク質が増加し、乳脂肪酸の炭素鎖が短いものの比率が

増加したことを報告している o しかしながら一方では、 WR 1 GHT and L OERCH 

(1988) 13) の、成長中の緬羊および去勢牛に PMET を与えた結果、血液

中の遊離アミノ酸濃度には影響力3見られたが、増体等には効果が見られなかっ

たという報告もある o また、 CHOW ら (1990) 14) の、高脂肪飼料または高濃

厚飼料を給与している泌乳牛に PMET を与えた結果、乳成分に対しては

PMET 給与よりも高脂肪飼料給与の影響の方が大きく、 PMET 給与によ

る劇的な効果はみられなかったという報告もある。すでにいくつかの PME

T が開発されて販売されているが、このように生産に対する PMET 給与

の効果は、まだ明らかにはなっていない。 PMET 給与による効果が見られ

ない原因としては、メチオニン以外の栄養素(他の必須アミノ酸、ビタミン、

エネルギ一等)が不足していること、メチオニンがうまく保護されていないこ

と、ルーメン以降での脂質とメチオニンの分離ができていないこと、保護に用

いている脂質が反努家畜自身の代謝やメチオニンの吸収などに影響しているこ
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となどが考えられる o また、 SULU ら (1989) 15) の、牛のルーメンからの遊

離のアミノ酸の流下速度は、飼料の内容の影響を受けるという報告から、実験

の条件や用いた個体によっては、給与した PMET が長期間ルーメンに滞留

している可能性も考えられる o P M E T に関して明らかでない点は、生産に

及ぼす PMET給与の影響だけではない o それは、遊離のメチオニンの給与

に比べて PMET の給与がどの程度効果を高めるのか、つまり給与するメチ

オニンを保護することの効果はどの程度なのかという点である o なぜならば、

メチオニンは、ルーメン内で比較的分解されにくいアミノ酸であると考えられ

ているからである 4e)。また、最近の報告でも、ルーメン内に投与されたメチ

オニンの多くが、そのまま下部消化管へ流下することが示されている 16)。

このように、反努家畜への PMET給与の効果の是非は、研究者によって

必ずしも一致していない。しかし、 CANALEら (1990) 12)の高泌乳牛に P

MET を与えた実験では、乳成分への効果が見られていることから、農家で

飼育される家畜にこれから増加すると思われる、高い生産能力を持つ個体に対

して効果があるのではないかと考えられる O また、メチオニンを保護する必要

性については、保護するために必要なコストと、その保護効果による経済的収

入の増加という部分での問題になると考えられる o ただし、遊離のメチオニン

からルーメン内で生成される物質がルーメン発酵、腸内発酵および家畜自身に

及ぼす影響、 PMET に用いられる脂質がルーメン発酵、腸内発酵および家

畜自身に及ぼす影響、そして高濃度のメチオニンが腸内発酵に及ぼす影響など

の検討が必要ではないかと考えられる。

さて、先に述べた ONODERAand TAKE1 (1989)ω の研究によって、ルー

メン繊毛虫類が MSO を生成することが明らかになったわけだが、ルーメン

内の MSO に関する研究は、他にもいくつか報告されている o C OOK (1965) 
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1 {けは、山羊に メチオニンを給与すると、ルーメン静脈血中に MSO がみら

れたことを報告している o また、 SALSBURY ら (1971) 19) は、放射性同位元

素の 14C で標識したメチオニンをルーメン液に添加すると、放射性を持つ

MSO が生成されることを報告している o 1985年、竹井 2引は、これらの研

究結果から MSO はルーメン内でメチオニンが酸化されることによって生成

されるのではないかと考え、ルーメン内微生物によるメチオニンの酸化につい

て検討した結果、ルーメン内微生物がメチオニンを酸化して MSO を生成す

ることを明らかにした。さらに竹井 2引は、ルーメン内微生物懸濁液に遊離の

メチオニンまたは MSO を添加した時、メチオニンが 60分で最初の濃度の

45.3% に低下する条件で、遊離の MSO は 74.9% までにしか低下しない

ことも明らかにした o そしてこれらのことから竹井は、ルーメン内で生成され

た MSO が、いくらか下部消化管ヘ流れ込んでいるのではないかと考察した O

反努家畜における MSO の利用に関する研究は見当たらないが、ラットに

おける MSO の利用に関する研究はいくつかなされている o M ILLER and 

S AMUWL (1970) 21) は、ラットにタンパク質源としてカゼインを与えている

時に、 MSO を与えた時の NP U (正味のタンパク質利用率、生物価×消化

率)の変化を検討している。その結果、カゼインだけの時の NPU は 76%

であったのに対して、それに DL-メチオニンを加えた時は 95% 、MSO

を与えた時は 81%となり、メチオニンよりは効力は低いが、 MSO も NP

U を向上させる効果が見られた。 A NDERSON ら (1976) 22) は、離乳して間

もないラットにメチオニンとシステインを含まない飼料を与え、それにメチオ

ニン、 MSO またはメチオニンスルホンを加えた時の増体を比較した結果、

やはりメチオニンよりは効力は低いが MSO も増体を向上させる効果があっ

たo それに対してメチオニンスルホンを与えた区は、逆に増体が減少した o ま
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た、 MSO を与えた区で、血祭中の MSO 濃度が上昇し、高濃度の MSO

を与えると、メチオニンおよびシスチンの濃度も上昇した。 CUQ ら(1978) 

23) は、成長期のラットに、タンパク質源としてカゼインまたはそれを酸化し

てカゼインに含まれるメチオニンを MSO にしたものを与えた O その結果、

酸化したカゼインを与えられた区は、酸化していない区よりもラットの成長が

悪かったが、酸化したカゼインにメチオニンを加えると、酸化していないカゼ

インとほぼ同じ増体を示した O また、酸化したカゼインを与えられた区は、血

禁中 MSO 濃度が上昇し、試験終了後に筋肉中に多量の遊離の MSO が見

られた o N JAA and A KSNES (1982) 24) は、ラットに半精製飼料を与え、含

硫アミノ酸としてメチオニン、 MSO、ホモシスチンまたはシスチンを用いた

時の窒素保留を測定した O その結果、 L-メチオニン、 D-メチオニン、 L-M

SO  、DLーホモシスチンおよび L-シスチンは同等の窒素保留を示した O し

かし、 D-.M S 0 は L-M S 0よりも窒素保留が低かった o 1 WAM 1 ら(1983) 

25) は、 3週間カゼインを与えたラットの腹腔内に MSO 溶液を注入し、メ

チオニンからも合成されるグルタチオン(グルタミン酸、システイン、グリシ

ンからなるトリペプチド)の肝臓内の濃度を測定することにより MSO のメ

チオニンとしての利用度を検討した結果、 MSO 注入区のグルタチオン濃度

は、対照区よりも上昇したが、メチオニン溶液を注入した区よりも低かったこ

とを報告している O

一方、鶏における MSO の利用に関する研究もいくつかなされている。

K 日 MICKY ら (1977) 27) は、若い雄の白色ロック種(肉用種)にタンパク質

源として大豆を与えている時に、遊離の MSO を与えると成長が促進された

ことを報告している。また、 HAALAND ら (1989)29) は、若い雄の白色レグ

ホーン種(卵用種)に遊離の MSO のを与えると、遊離のメチオニンを与え

-8- 第 1章



た時と同等の増体が見られたが、産卵鶏にメチオニンがかなり酸化した魚肉を

与えると、酸化していないもしくは少し酸化している魚肉を与えた時よりも増

体が下がること、そして、酸化した魚肉を与えると筋肉中に高濃度の MSO

が見られたことを報告している o

以上の報告をまとめると、ラットおよび鶏は、 MSO をメチオニンとして

利用することができるが、その能力はメチオニン要求量を満たすのに十分では

ないと考えられる O また IWAM  1 ら(1983) 25) の結果から、 MSO の還元

は腸内細菌によるものではなく、ラット自身によるものであり、そして CUQ  

ら (1978) 23) と HAALAND ら (1989) 29) の結果から、還元しきれなかった

MSO は筋肉中に蓄積されると考えられる O

さて、高等動物による MSO の利用について、以上のような MSO を給

与することによる生産への影響を検討することだけでは、 MSO をメチオニ

ンとして利用しているのかどうかについて明らかにする上で十分とは言えない o

そのため、高等動物における MSO 利用の機構 (MS 0 の吸収および還元)

に関する研究もなされている O

局等動物が MSO を利用するためには、まずそれを体内に吸収しなくては

ならない O 高等動物における物質の輸送は、近年の生体膜の研究の進歩によっ

てその概要が明らかにされつつある。物質の輸送は、主に輸送系と呼ばれる膜

上のタンパク質によって行われている。約 20種類あるアミノ酸の輸送は、い

くつかの輸送系で行われていて、 1 つの輸送系が複数のアミノ酸を輸送して

いることが分かっている O そのため、あるアミノ酸と同じ輸送系で輸送されて

いる物質(アミノ酸とは限らない)が存在すると、そのアミノ酸の単位時間当

たりの輸送が減少するという競合阻害の現象が見られる o

MSO の吸収に関する研究は、ラットでいくつか検討されている O
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H IGUCHI ら (1982) 3引は、ラットの小腸が MSO をメチオニンと同程度

吸収でき、 MSO の輸送はエネルギー依存性の能動輸送であることを報告 し

ている。また彼らは、 MSO の輸送に対する他のアミノ酸の競合阻害につい

ても検討しており、それによると MSO の輸送はグルタミン酸、アスパラギ

ン酸、ヒスチジン、リジンでは阻害されないが、メチオニンとロイシンでは阻

害されたことから、 MSO の一部はメチオニンやロイシンと同じ輸送系を通

っていると考察している o しかしながら、 AKSNES and N JAA31) (1983) は、

ラット小腸の MSO 輸送系はメチオニンの約半分の輸送能しかなく、メチオ

ニンと MSO は競合しないという実験結果から、メチオニンと MSO は異

なる輸送系ではないかと報告している O さらに彼らは、輸送の際にグルタチオ

ン(G S H )とアミノ酸が結合するという説があることに関連して、 GSH

があると MSO の輸送能が高まったことから、 MSO 輸送系でも、輸送の

際に GSH と結合するという説があてはまるのではないかと考察している。

一方、 SUGAWA ら (1960) 32) は、ラットの腸に十二指腸から盲腸にかけてラ

ベルしたメチオニンを濯流した結果、吸収された画分(級毛膜、小腸壁、門脈

血)にはラベルしたメチオニンだけでなく、放射性の MSO もみられ、しか

も放射性の MSO は小腸壁にはみられたが繊毛膜にはほとんどないことから、

メチオ ニンは吸収される時に一部酸化されて MSO となると考察している o

また彼らは、小腸壁に比べて門脈血中の放射性の MSO/メチオニン比が低

くなっていたことから、吸収された MSO は門脈に到達するまでに還元され

ると考察している。しかし、その考察に対して H IGUCHI ら (1982) 3引は、

吸収の実験の中で小腸自身からのメチオ ニンの流出が見られたことから、門脈

中で増えた分のメチオニンは小腸の内部由来のものであり MSO の一部が門

脈に到達するまでに還元されたとは考えない方が無難であると述べている o

ハU1i
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MSO の輸送系は細菌でも検討されているが、その中には、 Sal.onella

lyphi.uriu. で MSO の輸送はメチオニン(ほぽ 100% )またはグルタミン

(約 70%)で阻害されるという報告 33) があることから、メチオニンと MS

O の両方を輸送できる輸送系が存在すると考えられる O メチオニンによる M

SO 輸送の競合阻害について HIGUCHI ら (1982) 30) と AKSNES and 

N JAA  (1983) 31) の結果は異なっているが、その原因としては、 MSO がい

くつかの輸送系を通って輸送されており、それぞれの輸送系が輸送に必要なも

の(エネルギー、 GSH、イオン勾配など)が異なっていて、実験条件の違い

から差が生じたのではないかと考えられる O ラット以外に、兎の小腸および腎

臓の刷子縁でも MSO が吸収されることが報告されている 34)。

さて、反努動物における MSO の吸収に関する報告は、残念ながら見当た

らないが、各アミノ酸の吸収に関する報告はいくつかなされている o それらの

結果をまとめると、牛の小腸には少なくとも、リジンやシスチンを輸送する

Y'"系、アラニン、グリシンおよびプロリンを輸送する A 系、アラニン、セ

リン、チロシンおよびシスチンを輸送する ASC 系、ロイシン、メチオニン、

シスチン、イソロイシン、フエニールアラニンおよびパリンを輸送する L 系

があると考えられ、メチオニンとリジンは生理的濃度で競合阻害を受けない 35

〉ことや、牛の小腸には十分なメチオニンとリジンの吸収能があり正常な状態

では飽和することはない 36) こと、牛の小腸では遊離よりもペプチド態のアミ

ノ酸の方が速く吸収される 37) ことなどが明らかにされている O 反努動物が

MSO を吸収できることを直接的に証明した報告はないが、先に述べた

C OOK ら (1965) 18) の山羊にメチオニンを給与すると血液中に MSO の増

加がみられたという結果と、竹井 (1985) 20) のメチオニンがルーメン内微生

物によって MSO に酸化されるという結果を合わせて考えると、反努動物も
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MSO を吸収できるのではないかと考えられる O また、メチオニンを給与後、

小腸の静脈よりも先にルーメンの静脈の血液中の MSO 濃度が上昇したとい

う COOK ら (1965) 18) の結果は、 MSO はルーメン壁からも吸収されるこ

とを示唆している。

以上のことから、反努家畜はルーメンで生成された MSO を体内に取り込

んでいると考えられた o しかし、 MSO の転移 HNA が見つかっていない

ことからも分かるように、 MSO をそのままタンパク質の合成に利用するこ

とはできない O そのため、体内で MSO を還元してメチオニンにする必要が

ある O

MSO を還元してメチオニンを生成する酵素は Methionine-S -oxide 

reductase (E C 1. 8. 4. 5， M S 0 レダクターゼ) 38) である O この MS

O レダクターゼによる MSO の還元に関する研究はいくつかなされている O

航物については DONEY and T HOMPSON (1966) 3引が、カブおよび大豆の葉

に MSO 還元活性があることを報告している O 微生物の MSO 還元活性に

ついての報告もいくつかある。 WAGNER and M ALLETTE (1982) 4引は

P seuoooonas pu{ioa の MSO 還元活性について報告している o B LACK ら

(196O) 41)は、酵母に MSO 還元活性があることに加えて、酵母からの抽

出液を DE AE  celluloseカラムで分画したところ、 MSO 還元活性を得

るためには分画して得られた画分の内の 3つの画分が必要であったことから、

MSO 還元活性には 3つの酵素が関与していることを報告している o また

E J IR 1 ら (1979) 42) は、大腸菌に MSO 還元活性があり、 MSO 還元活

性には NADPH および NADPH 再生経路(グルコース -6-リン酸とグ

ルコース -6-リン酸デヒドロゲナーゼ)が必要であることを報告している。さ

らに、 EJ IR 1 ら (198O) 43) は、大腸菌の MSO レダクターゼの精製を行

n
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い、 MSO レダクターゼは分子量が約 21，000で、ジチオトレイトールでも

MSO を還元できることを示した O

P ORQUE ら (1970) 44} は、 BLACK ら (1960) 41} が報告した酵母から得

られた 3つの画分の内の lつに、大腸菌から精製されたチオレドキシンおよ

びチオレドキシンレダクターゼを加えると、高い MSO 還元活性を示したこ

とから、 MSO レダクターゼが MSO を還元するためにはチオレドキシン

系 (NADPH、チオレドキシン、チオレドキシンレダクターゼ)が必要であ

ると考察している。チオレドキシンは、リボヌクレオチドレダクターゼがリボ

ヌクレオチド二リン酸をデオキシリボヌクレオチド二リン酸に還元する直接の

電子供与体として、 LAURENT ら (1964) 45} が大腸菌から発見した分子夏

10，000'" 13，000の電子伝達タンパク質である O 大腸菌のチオレドキシンは、

HOLMGREN  and REICHARD  (1967) 47} によって精製され、一次構造が検討さ

れている。また、チオレドキシンレダクターゼは、 NADPH とともに酸化

型チオレドキシンを還元型にする酵素として、 MOORE ら (1964) 46} が大腸

菌から発見した o 現在、チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼは

ラットの肝臓 48.49} および牛の肝臓 50.51} と胸腺 51}から精製されている O

チオレドキシンについては、広範な調査がなされており、還元型のチオレドキ

シンは l対のシステインのチオール基(S H 基)を持っており、そこが直接

基質を還元して S-S 結合を作ること、チオレドキシンは様々な種や部位に

存在していて、アミノ酸配列の種による差は少ないこと、還元型のチオレドキ

シンは基質特異性が低く MSO を含めて多くの物質を直接還元することなど

が分かっている 52)。さらに、チオレドキシンを電子供与体として要求する酵

素は、リボヌクレオチドレダクターゼおよび MSO レダクターゼ以外にもい

くつか見つかっている 53-56}。このことから、チオレドキシン系は還元反応の

qU 
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電子供与体として 生物体内で広く利用されていると考えられている O

さて、 MSO の還元活性は高等動物でも見られている o E JIRI ら(1979) 

57) は、ラ ットの肝臓と腎臓で MSO還元活性が見られたが、心臓、肺、脳

には見られなかったことを報告している o また、 AYMARDら (1979) 58) も、

ラットの肝臓と腎臓で MSO 還元活性を認めている。さらに彼らは、ラット

の肝臓と腎臓の MSO 還元活性は NADH で促進されたこと、肝臓は細胞

質ゾル (cytosol)画分に、腎臓は細胞破片(膜、核など)画分に多くの MS

O 還元活性が見られたことを報告している o 一方、 GANAPATHYand L EIBACH 

(1982) 34) は、兎の肝臓、腎臓および小腸に MSO還元活性が認められ、

それは NADH、NADPH、GSH で促進されたことを報告している o し

かし、これらの報告に反して、 AKSNES(1984) 59) は、ラットの肝臓に MS

O 還元活性が認められなかったことを報告している O そして彼は、ラットに

MSO を給与した時の増体などへの効果は腸内細菌によって MSO が還元

されたためであると考察している。

ところで、メチオニンは酸化されやすいことが知られているが、生体内の酵

素やその他の機能性タンパク質中のメチオニンが酸化されて、そのタンパク質

の生物活性が失活する例が多く見られている m-66〉o また、生体内のタンパク

質の酸化が、タンパク質の代謝回転速度や、老化と関係があるという報告が見

られる 26，28，67-77)。そのため、ペプチド中の MSO を還元する酵素である

Methioninesulfoxide-peptide-reductase (M S 0 ペプチドレダクターゼ)

に関する報告も比較的多い o ペプチド中の MSO の還元活性は、ミドリムシ

78)、テトラヒメーナ 78)、ほうれん草 78，79)、ラットの肝臓、腎臓、心臓、肺、

脳 78)、 Hela細胞 78)、牛と人のレンズ 8的および人の好中球 81) と白血球 82

〉に見られている O 大腸菌の MSO ペプチドレダクターゼは精製されている
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82)。大腸菌の MSO ペプチドレダクターゼは、分子量が 23，ooo"，  24， ooo 

で、遊離の MSO は還元できないが、数個のアミノ酸から成るペプチドから

タンパク質までの幅広い基質特異性を持っている o また、 N-acety 1 

methionine sulfoxide も還元する 83)。大腸菌の MSO ペプチドレダクター

ゼは、 MSO を還元するためにはチオレドキシン系を必要とするようである

80，8ω が、 DTT でも MSO を還元する 78)。一方、人の白血球の MSO

ペプチドレダクターゼも部分精製されていて、分子量は約 18，OOO であった

82)。以上のように、 MSO ペプチドレダクターゼについては広範な研究が行

われつつある O

MSO ペプチドレダクターゼは、生理的な観点、から重要であると考えられ

るo 一方、栄養学的観点から見ると、 MSO レダクターゼの方が重要である

と思われる。

1986年、竹井・小野寺 85) は牛の肝臓に MSO 還元活性があることを確

認した。そして竹井・小野寺は、ルーメン内で生成された MSO が常に下部

消化管へ流れ込んでいると考えられることから、反努家畜の MSO 還元活性

が単胃家畜のそれよりも高いのではないかと考えた o また、もし反努家畜の

MSO 還元活性が十分に高ければ、ルーメンで分解されにくい MSO をメ

チオニンのルーメンバイパスに利用できるかもしれないと考えた o ついで

1988年、堀川 86) は、牛の肝臓、腎臓、小腸、筋肉および血液、並びに山羊

の筋肉および血液の MSO 還元系の性質およびその活性を詳しく検討した o

その結果、牛の肝臓および腎臓には高い MSO 還元活性が見られた o しかし、

牛および山羊の血液には低い MSO 還元活性しか見られず、牛の小腸と筋肉

および山羊の筋肉には MSO 還元活性が見られなかった o ただし、牛の小腸

と筋肉および山羊の筋肉は、 DTT が存在する条件で低い MSO 還元活性

戸
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が見られた o また、堀川 86) は、測定した牛の肝臓と腎臓の MSO 還元活性

値から、牛の 1 日のメチオニン要求量に対して、 1 日に MSO を還元して

生成することができるメチオニンの量がどのくらいかを算出した O その結果、

6OO kgの牛を想定した場合、肝臓ではメチオニンの要求量の 40.4%、腎臓で

は 2.4% にあたる量を還元できることを示した O しかしながら、牛の肝臓と

腎臓の MSO 還元活性には、大きな個体差が見られるなど、いくつかの問題

点が残った o 1989年、筆者 87) は、豚の肝臓および腎臓に MSO 還元活性

が存在することを確認し、その MSO 還元系の性質と活性を検討した O そし

て、その活性値と堀川の測定した牛の肝臓と腎臓の MSO 還元活性値と比較

した結果、腎臓では同等であったが、肝臓では牛は豚の約 3.5倍の MSO

還元活性があることを示した 88〉0

以上のような経緯から、 MSO 還元系について以下の点について検討を行

う必要があると考えられた。

1 )牛、豚、鶏のメチオニンスルホキシド(M S 0 )還元活性の比較

2 )牛の MSO 還元活性にみられた個体差の原因

3 )緬羊の成長に及ぼす MSO 給与の影響

4) M S 0 還元機構の解明

本研究は、これらの検討結果から、家畜における MSO レダクターゼの栄養

学的意義について考察することを目的とした o

-1 6 - 第 1章



第 2章 牛、豚、鶏のメチオニンスルホキシド還元活性の比較

第 1節目的

緒論でも述べたように、ルーメン内で生成されたメチオニンスルホキシド(

M S 0 )がいくらか下部消化管ヘ流れ込んでいると考えられる反努家畜は、 M

SO 還元活性が単胃家畜よりも高いのではないかと考えられた。そして、筆

者らは、牛および豚の肝臓と腎臓の MSO 還元活性を測定して比較した結果、

腎臓では差が見られなかったが、肝臓では牛が豚よりも MSO 還元活性が高

いという結果を得た 86.87.88)。しかし、測定された MSO 還元活性には、

大きな個体差が見られるなどのいくつかの問題点が残った。

本章では、特に個体差が大きかった牛の肝臓および腎臓について MSO 還

元活性測定の個体数を増やすことによってその事実の確認を行い、さらに、反

錫家畜は他の家畜よりも高い MSO 還元能を持つという事実を一層明確にす

るために、鶏の MSO 還元活性をも測定して比較を行うことを目的とした。

第 2節 メチオニンスルホキシド還元活性の測定法

酵素活性の測定方法の概要は図 2-2-1 に示した o また、各操作の詳細は以

下の項目に記した o
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ズJ』

糊
!
捌
!
日モホ

リン酸カリウム緩衝液または
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1 .供試動物、試料採取部位および搬入

( 1 )牛

牛の肝臓、腎臓および血液は宮崎県西部食肉衛生検査所または宮崎県食肉衛

生検査所高崎支部で屠殺された牛から得た。そのため、実験に用いた牛の品種、

年齢、体重、性別、飼養条件などは一定しなかった o 試料採取部位については、

肝臓は尾状葉を用いた o 腎臓は、特に採取部位を選ばなかった。それぞれの組

識は、屠殺し放血した直後に採取した O 血液は、放血時の頚動脈血を、ヘパリ

ンを入れた容器に採取した o 試料は酵素活性の低下を抑えるため、そくざに保

冷剤で冷やし、約 1時間で研究室に搬入した o

( 2 )豚

豚の肝臓、腎臓および血液は宮崎県西部食肉衛生検査所で屠殺された豚から

得た o 試料採取部位については、肝臓は外側右葉を用いた o その他は牛と同様

である o

( 3 )鶏

ブロイラーの組織は宮崎市内の青島鶏肉で解体された鶏または宮崎市内の渡

辺ブロイラーから購入した鶏から採取した O また、産卵鶏の組織は宮崎郡田野

町の(有)戸高養鶏、前回養鶏および旭農場から購入した廃鶏から採取した。

試料採取部位については、筋肉は右肢の大腿二頭筋を用いた o それ以外の組織

については、特に採取部位を選ばなかった o それぞれの組織は、青島鶏肉で解

体された鵜以外は、研究室内で屠殺して放血した直後に採取した o 試料は酵素

活性の低下を抑えるため、直ちに保冷剤で冷やした o なお、青島鶏肉で解体さ

れた鶏の組織は、採取後約 30分で研究室に搬入した。
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2.粗酵素液の調製

( 1 )肝臓および腎臓

牛および豚の肝臓は、表面の被膜を取り、できるだけ血管と胆管(肝臓内で

生成した肝胆汁を胆嚢および十二指腸ヘ送る管)を取り除いた O 鶏の肝臓は、

表面の被膜を取ることはできなかったが、被膜に付着した脂肪および太い血管

と肝管は取り除いた。

牛および豚の腎臓は、皮質と髄質に分けた o 鶏の腎臓は、前・中・後の三葉

に分かれているが、組織自体が小さいため、 三葉すべてを用いた。また、鶏は

皮質と髄質の明確な区別はないため、皮質と髄質には分けられなかった。

( 2 )鶏のその他の組織

喋嚢は、切り開いた後、よく洗い、脂肪をできるだけ取り除いた o 腺 胃 、筋

聞は、粘膜をはぎ、よく洗った O 小腸と 盲 腸は、切り開いてよく洗浄しした後、

脂肪と結合膜を取り除いた。牌臓および筋肉は、表面の被膜を取り除いた o 肺

は、太い気管、血管および皮膜をできるだけ取り除いた o

小腸および盲腸の洗浄には、 0.9% の生理食塩水を用いた o

( 3 )組織(血液を除く)からの粗酵素液の調製

前述した方法で準備した組織を細切し、 16x g: 100 mlの割合になるように

0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (0.1M KH2P04 溶液と 0.1M 

K 2H P 04 溶液を混合することにより任意の pH に調整)または 0.05 M 

'['ris-HCl緩衝液を加え、氷冷したワーリングプレンダー(佐久間製作所)

でホモジエナイズし、これをホモジエネート液とした。さらに、このホモジエ

-20- 第 2章 第 2節



ネート液を高速遠心分離機(クボタ KR -200 B )で遠心分離 (27，000xg， 4 

OC， 30分)し、その上清を上清液とした Oまた、残った沈殿物に上清と同量

のホモジエネート調製時に用いたリン酸緩衝液を加え、ホモジエネート液を調

製した時と同様の方法でホモジエナイズし、これを沈殿液とした o

3.血液からの粗酵素液の調製

ヘパリンにより凝固阻止をした血液をそのまま全血の粗酵素液とし、それを

遠心分離 (1，000xg，4OC， 30分)した上清を血援の粗酵素液とした o

4. インキユベーション

ホモジエネート調製時に用いた緩衝液(血液の場合はイオン交換水)に基質

( L -メチオニン一dlースルホキシド， SIGMA) をインキユベーション時の

濃度の 2倍になるように添加した溶液、または添加しない溶液を 1ml入れ

た試験管に、還元剤を 2mM (インキユべーシヨン時には 1mM) となるよう

に添加した粗酵素液を 1m 1 (インキユベーシヨン時の組織の濃度 8g/100 ml) 

加え、密栓し、撹持して恒温槽で 3時間インキユベートした。

インキユベーシヨン終了後、冷却した 10% スルホサリチル酸溶液を 1ml 

加え、撹持して酵素反応を止めた o

ただし、鶏については、組織が少量であるため、基質溶液、粗酵素液および

スルホサリチル酸溶液の液量をそれぞれ 0.3ml にした O

5.試料処理および定量法

スルホサリチル的浴液を加えた試料を、~If白 J9f で 3 I時!日j以上静巡してタン

パク質を凝固させた後、遠心分離 (27，000xg，4ClC， 30分)した o その上清
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のメチオニン濃度を高速アミノ酸分析装置 (MLC-203，ATTO)およびイ

ンテグレーター(S ic-chromatogram processor 7000B， S ystem 1 nstrumen 

ts Corp. )で分析定量した o また、粗酵素液のタンパク質量は LOWHY らの

方法 96) で測定した O なお、 MSO レダクターゼ活性は、基質添加区のメチ

オニン濃度から無添加区のメチオニン濃度を差し引き、インキユベーション時

の濃度に換算(スルホサリチル酸溶液を加えているので 1. 5倍)した値を、

窒素量、タンパク質量または組織重量当たりにして示した o

第 3節 牛のメチオニンスルホキシド還元系の性質およびその活性

1 . 肝臓および腎臓

緒論および本章の目的(第 l節)で述べたように、牛の肝臓および腎臓の

MSO 還元系の粗酵素レベルでの性質および活性の大きさは、堀川 86) によ

って詳細に調べられている o しかし、検討を要する点がまだいくつかあったの

で、それらの点について筆者が検討した結果を以下に述べる。

( 1 ) 腎臓の皮質と髄質のメチオニンスルホキシド還元活性

堀川 86) は、牛の腎臓の皮質および髄質の両方に MSO 還元活性を認めて

いる。そのため、皮質と髄質を分けずに還元活性を測定している。しかし、筆

者が、 2個体の牛を用いて、腎臓の皮質と髄質のそれぞれの還元活性を測定し

た結果、図 2-3-1 に示したように、髄質にはほとんど還元活性がみられなか

った o ノ1:~~臓を皮質と髄質に分けて MSO 辺元活性を検討したu与に、脳J1IUO

〉が髄質にも還元活性をみとめた原因は、皮質と髄質の分離が不十分であった
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ためではない かと 思われ る。
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図 2-3-1 牛腎臓の皮質と髄質のメチオニンスルホキシド還元活性
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( 2 ) 基質濃度の影響

牛腎臓の MSO 還元活性に及ぼす基質濃度の影響について、堀川 8G} は、

基質濃度が O.6mM までは基質濃度の増加にしたがって還元活性も上昇する

が、それ以上の基質濃度では還元活性が低下すると述べている O しかし、筆者

87) が検討した豚ではそのような現象は見られなかったので、その点について

確認するために、牛腎臓の MSO 還元活性に及ぼす基質濃度の影響について

再度検討した o また、同時に牛肝臓についても検討を行った。その結果、 O.6

mM 以上の基質濃度でも還元活性の低下はみられなかった(図 2-3-2) 0 筆者

の結果に基づいてミカエリス定数も検討し直した o

( 3 ) インキユベーション時間の影響

堀川は、インキユベーション時間についての検討を行っていなかった O そこ

で、その点について検討した結果、図 2-3-3 に示したように、肝臓でインキ

ユベーション時間とともに MSO 還元活性が若干低下する傾向がみられたが、

測定に十分な反応生成物を得るために 3時間のインキユベーション時間は必

要である考えられた o

( 4 ) メチオニンスルホキシドの異性体に対する基質特異性

MSO に'iL -m e t i 0 n i n e -/ -s u 1 f 0 x i d e 、L-metionine-d-sulfoxide 、D-

metionine-/-sulfoxide、D-metionine-d-sulfoxideの 4つの異性体が考え

られるが、牛肝臓がそのうちのどの MSO を還元できるのかについては検討

していない O そこで、異性体に対する MSO 還元系の基質特異性を検討した o

しかし、 L-metionine-dl-sulfoxideおよび DL -metionine-d/-sulfoxide 

以外の MSO を入手することは困難であったので、この 2種類の MSO
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を用いて、アミノ基による異性体の基質特異性について検討を行った。図

2-3-4は、この 2種類の MSO でいくつかの濃度の基質溶液を調製し、そ

れを用いた時の牛肝臓の MSO 還元活性を測定した結果をまとめたものであ

るo この図から、基質に L-metionine-dl-sulfoxideまたは DL -metionine-

dl-sulfoxideを用いた時の基質親和性に差が見られないことから、 MSO 還

元系はアミノ基による異性体ではいずれの型の MSO でも還元すると考えら

れた O

( 5 ) 牛の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

以上の検討結果に基づいて、堀川 86) の調べた MSO 還元系の性質を一部

修正し、表 2-3-1 に示した O 筆者は、これらの性質に基づき、生理的条件も

考慮して、牛の肝臓および腎臓の MSO 還元活性の測定条件を以下のように

決定した o

1 ) 粗酵素液調製時およびインキユベーション時の緩衝液の pH は、

それぞれの最適 pH とする。

2 ) インキユペーション時の温度は、体内の温度である 390C89) とす

る。

3 ) 還元剤として、肝臓は NADH、腎臓は NADPH をそれぞれ

1 mM 添加する o

4 ) 基質濃度は、堀川 86) の測定条件と同様に、肝臓では 0.8mM 

腎臓では 0.6mM とする o

5 ) インキユべーション時間はいずれも 3時間とする o

以上の測定条件は表 2-3-2 にまとめた o

この測定条件は、肝臓については堀川 86) の測定条件と同じであるが、腎臓
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では異なっているので、再度、牛腎臓の MSO 還元活性をこの測定条件で測

定し直した O また、次章の牛における MSO 還元活性にみられた個体差の原

因の検討を行うために、腎臓の MSO 還元活性の測定を行った個体の肝臓に

ついても MSO 還元活性を測定した O これらの測定結果をまとめると、表

2-3-3のようになった o 筆者の測定した MSO 還元活性の平均値と堀川 86)

の平均値を比較すると、肝臓では筆者の値は堀川 86) の値の約 3分の 2に減

少したが、腎臓では 2倍以上に増加した o 腎臓については、皮質のみを測定

に用いたことが増加の原因であると考えられた O しかし、肝臓については測定

条件が変わっていないので、 MSO 還元活性の平均値が減少した原因ははっ

きりとは分からないが、 MSO 還元活性には大きな個体差が見られたことに

加え、堀川 86) の測定した個体数が少ないことから、堀川 86) の測定した個体

に、たまたま MSO 還元活性が高い個体が多かったためではないかと考えら

れる O この点については、個体差の原因の考察とともに次章の考察(第 3章 ，

第4節)で述べる O

2. 血液

堀川 86) は、牛の頚静脈血を用いて牛の血液についても MSO 還元活性を

検討している O その結果によると、全血に還元剤として NADH、NADP

H または DTT を加えると MSO の還元がみられが、肝臓や腎臓に比べ

るとかなり低い(約 lOOO分の 1)ことが示されている。

筆者は、屠殺された 2個体の牛から採取した頚動脈血を用いて、全血と血

援に NADH を加えて還元活性を測定した o その結果、全血および血援のい

ずれでも低い値しか得られなかった(表 2-3-4) 。これらの結果から、血液に

はほとんど還元活性はないと考えられた。
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表 2-3-1 牛の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元系の

粗酵素レベルでの性質(堀川 (1~)88) 86} より一部引用)

性質 肝臓 腎臓

活性部位 遠心上清 皮質の遠心上清

最適pH 6.0 6.7 

最適温度 (OC) 33 39 

還元剤の影響a DTTb>NADPH=NADII DTT・b>NADPH>NADH

>GSHc二無添加 =GSHc=無添加

ミカエリス定数 (mM) 0.158 0.064 

最大活性が得られる 0.50以上 0.50以上

基質濃度 (mM)

a それぞれの還元剤を 1mM添加した時のメチオニンスルホキシド還元活性.

b ジチオトレイトール.

c グルタチオン.

表 2-3-2 牛の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性の

測定条件

測定条件 肝臓 腎臓

測定画分 遠I心上清 皮質の遠心上清

pH 6.0 6.7 

温度 (OC) 39 39 

還元剤 (1mM) NADH NADPH 

基質濃度 (mM) 0.8 0.6 
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表 2-3-3 牛の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

肝臓 :tSE 腎臓 :tSE 

頭数

runol/h/mgタンパク質

問 ol/h/g組織

37 

2.18 :tO.85 

22O :t 75 

37 

8.8O :t2.79 

586 :t 177 

堀川の測定値a

頭数 17 12 

nmol/h/mgタンパク質 3.O9 :t1. 70 3.O5 :t 2.95 

runol/h/g組織 349 :t 196 3O9 :t3O5 

a 堀川 (1988)86)より引用.

表 2-3-4 牛の血液のメチオニンスルホキシド還元活性

(runol/h/mgタンパク質) (nmol/h/ml) a 

全血 個体 1 0.02 :t0.02 1. 53 :t 1.45 

個体 2 O.01 :tO.O1 1. 27 :tO.71 

血祭 個体 1 O.O1 :t0.OO O.42 :tO.18 

個体 2 -0.O1 :t0.03 -0.32 :t 1. 25 

a インキュベーション溶液 1ml当たりの活性.
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第4節 豚のメチオニンスルホキシド還元系の性質およびその性質

1 . 肝臓および腎臓

豚の肝臓および腎臓の MSO 還元活性の、粗酵素レベルでの性質および活

性の大きさは、筆者が修士論文 87) で詳細に調べた o その際に得られた MS

O 還元活性の性質は、表 2-4-1 に示した通りである o

筆者 87) は、これらの性質から、豚の肝臓および腎臓の MSO 還元活性の

測定条件を以下のように決定した O

1 ) 粗酵素液調製時およびインキュベーション時の緩衝液の pH は、

それぞれの最適 pH とする o

2 ) インキユベーション時の温度は、体内の温度である 390C89) とす

る O

3 ) 還元剤として、肝臓は NADH、腎臓は NADPHをそれぞれ

1 mM添加する o

4 ) 基質濃度は、肝臓では 0.25mM、腎臓では 1.00mM とする o

5 ) インキユベーション時間はいずれも 3時間とする o

以上の測定条件は表 2-4-2にまとめた O また、その測定結果は表 2-4-3 に示

した o 豚の MSO 還元系の性質および活性と、牛並びにその他の動物との比

較は考察(本章，第 7節)で述べる。

2. 血液

筆者は、屠殺された 2個体の豚から採取した頚動脈血を用いて、全血と血

妓に NADH を加えて還元活性を測定したが、いずれもアミノ酸分析機の限

界以下の値しか得られなかった(表 2-4-4) 。この結果から、牛と同様に豚で
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も血液にはほと んど MSO 還元活性はない と考えられた。

表 2-4-1 豚の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元系の

粗酵素レベルでの性質(長峰 (198!9)87} より引用)

性質 肝臓 腎臓

活性部位 遠心上清 皮質の遠心上清

最適pH 7.0 7.0 

最適温度 (OC) 37 37 

還元剤の影響a DTTb>NADPII=NADH DTTb>NADPH>NADH 

>GSHO=無添加 =無添加>GSllO

ミカエリス定数 (mM) 0.049 0.116 

最大活性が得られる 0.25以上 0.50以上

基質濃度 (mM)

a それぞれの還元剤を 1mM添加した時のメチオニンスルホキシド還元活性.

b ジチオトレイトール.

G グルタチオン.

表 2-4-2 豚の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性の

測定条件(長峰(1989)87} より引用)

測定条件 肝臓 腎臓

測定画分 遠J心上清 皮質の遠JL¥上清

pH 7.0 7.0 

温度 (OC) 39 39 

還元剤 (1mM) NADH NADPH 

基質濃度 (mM) 0.25 1. 00 

qu 
qu 
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表 2-4-3 豚の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

(長峰 (1989)87) より引用)

肝臓 :tSE 腎臓 :tSE 

頭数

nmol/h/mgタンパク質

nmol/h/g組織

10 

0.87 :t 0.67 

97 :t 77 

10 

3.17 :t 0.98 

269 :t 62 

表 2-4-4 豚の血液のメチオニンスルホキシド還元活性

(nmol/h/rngタンパク質 (nmol/h/ml)a 

全血 個体 1 0.01 :t0.00 1.42 :t0.42 

個体 2 0.01 :t0.00 0.93 :t0.29 

血祭 個体 1 0.00 :t0.00 0.22 :t0.20 

個体 2 0.01 :t0.01 0.38 :t0.45 

a インキュペーション溶液 1ml当たりの活性.

4
 
qu 
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第 5節 ブロイラーのメチオニンスルホキシド還元活性

1 . 各組織のメチオニンスルホキシド還元活性

まず、ブロイラーのいくつかの組織から調製したホモジエネート液を用いて、

pH 7.0、NADPH 1 mM添加、基質濃度 0.25mM、インキユベーション温

度 420C(内蔵温度 89))の条件で、それぞれの MSO 還元活性を測定した o

その結果、肝臓と腎臓に低い活性が認められた以外に MSO 還元活性は見ら

れなかった(表 2-5-1)。

表 2-5-1 ブロイラーの各組織から調製したホモジエネート液の

メチオニンスルホキシド還元活性

三チオ一二ど.6.1kホキミどE還元活性 ::tSE 

組織 (nmoljhjmgタンパク質) (nmoljhjg組織)

q柔嚢 o . 03 ::t 0. 14 ::t 4 

筋胃 0.29 ::t0.50 9 ::t 16 

腺胃 -0.13 ::t0.81 ::t 5 

小腸 0.16 ::t0.35 6 ::t 13 

盲腸 0.21 ::t0.03 11 ::t 1 

肝臓 0.12 ::t0.05 20 ::t 8 

牌臓 0.05 ::t0.05 7 ::t 6 

腎臓 0.38 ::t0.02 37 ::t 2 

肺 0.01 ::t0.05 ::t 4 

筋肉 0.00 ::t0.17 8 ::t 20 

FD 

Q
U
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2. 肝臓

まず、上清液を用いて 、pH 7.0、基質濃度 0.25mM 、インキユペーシヨ

ン温度 42
0

C の条件で、還元剤 (1mM)の影響を検討した o その結果、 表

2-5-2に示 したように DTT 区および無添加区のみで、低い MSO 還元活

性が見られた o

次に、 pH7.0 、基質濃度 0.25mM 、インキユベーシヨン温度 420C、還

元剤無添加の条件で、ホモジエネート液およびその遠心分離画分 (27，000xg，

4
0

C， 30分並びに 100，000xg，40C， 60分)の MSO 還元活性を検討した o

しかし、どの画分にもはっきりとした MSO 還元活性は見られなかった(表

2-5-3)。

高い MSO 還元活性が見られない原因は、ブロイラー肝臓の MSO 還元

活性の最適 pH が 7.0からかなり離れたところにあるためではないかと筆者

は考えた O そこで、ホモジエネート液および上清液を用いて基質濃度 0.25

10M 、インキユベーシヨン温度 420C、還元剤無添加の条件で pH の影響を検

討した。また、ホモジエネート液については、インキユベーシヨン 8時間に

ついても検討した O その結果、どの pH でもはっきりとした MSO 還元活

性は見られなかった(表 2-5-4) 0 また、ホモジエネート液のインキユベーシ

ヨン 8時間および 3時間の MSO 還元活性は、図 2-5-1 に示したように

インキユペーシヨン 8時間ではどの pH でもほぼ 8になった o しかし、イ

ンキユべーシヨン 3時間では、 MSO 還元活性は見られないものの大きな誤

差が見られた。また、酸性側では特に誤差が大きくなる傾向が見られた o そこ

で、 基質の添加区と無添加区を別々に整理した結果、図 2-5-1 に示したよう

に、 pH 5.0および 6.0ではプロテアーゼなどの作用によって生成されたと考

えられるメチオニンが多いことが分かった O 牛および豚で pH の影響を検討

ハ
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表 2-5-2 ブロイラー肝臓から調製した上清液のメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼす還元剤の影響

メチオニンスルホキシド漂元活性 :tSE 

還元剤 (nmol/h/mgタンパク質 (nmol/h/g組織)

NADH 

NADPH 

DTTa 

グルタチオン

無添加

-O.12 :tO.1O 

-O.12 :tO.12 

O.59 :tO.23 

-O.O2 :tO.11 

O.27 :tO.O2 

ー11 :t 9 

-11 :t11 

56 :t 22 

-2 :t 1O 

26 :t 2 

a ジチオトレイトール.

表 2-5-3 ブロイラー肝臓から調製したホモジェネート液、上清液および

沈殿液のメチオニンスルホキシド還元活性

メチオニンスルホキシド還元活性 士SE

(nmol/h/略タンパク質 (nrnol/h/ g;組織)

ホモジェネート液 O.O1 :tO.12 

1OO，OOO g， 6O分遠心画分

上清液 -O .11 :t O . 11 

洗殿液 O.O9 :tO.O2 

2 :t23 

-11 :t11 

8 :t 1 

ホモジェネート液 -O.OO :tO.O4 

27，OOO g， 6O分遠心画分

上清液 O.O5 :tO.13 

沈殿液 O.O2 :tO.1O 

-1 :t 6 

5 :t 14 

2 :t 8 

ワ
I
q
u
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表 2-5-4 ブロイラー肝臓から調製したホモジェネート液および上清液の

メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす pHの影響

メチオニンスルホキシド涛元活性 ::tSE 

p H (nmolJhJmgタンパク質 (nmolJhJg組織)

n凶
υ

A

M

U

n

M

U

A

M

υ

A

M

U

F
h
u
n
h
U

円

f

a

n

x

u

n

叫

υ

液Tト、ネエいンモホ -0.04 ::t 0 .18 

-0.28 ::t 0 . 2 ~9 

0.06 士0.05

0.05 ::t0.0:2 

-0.07 ::t0.09 

-6 ::t31 

-49 ::t 52 

11 ::t 9 

4 ::t 4 

-12 ::t16 

上清液 5.0 0.11 ::t 0.59 8 ::t 45 

6.0 0.36 ::t 0. 4!5 31 ::t 38 

7.0 0.03 ::t0.16 3 ::t 15 

8.0 0.26 ::t0.01 25 ::t 1 

9.0 。.08 ::t0.01 9 ::t 1 
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(nmol/h/m.gタンパク質)

ス

o. 2 

T T 

-0. 6 

5 6 7 8 

図 2-5-1 ブロイラーの肝臓から調製したホモジエネート液の
メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす pHの影響

9 (pH) 
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した時にも、基質無添加区でのメチオニン濃度の増加が酸性側で見られたが、

この結果ほど顕著ではなかった o ブロイラーの肝臓の酸性の条件で見られた大

きな誤差の原因は、 MSO 還元活性が低いことに加えて、この基質無添加区

での顕著なメチオニン濃度の増加が、基質の添加区と無添加区との差で得られ

る MSO 還元活性の値を不安定なものにしていることが考えられた O

以上の結果から、ブロイラー肝臓の MSO 還元活性はかなり低いものと考

えられたが、牛および豚の MSO 還元活性では、1 かなり大きな個体差が見ら

れた(第 3章，第 1節を参照)ことから、さらに 2個体を追加して、同じ条

件でホモジエネート液の MSO 還元活性を測定した O しかし、いずれの個体

でも高い MSO 還元活性は見られなかった(表 2-5-5) 0 

最後に、ホモジエネート液を用いて基質濃度 0.25m M 、インキユベーショ

ン温度 42
0

C の条件で、還元剤および pH の影響を検討した o その結果、 N

ADH 添加区の pH8.0で MSO 還元活性が高くなる傾向が見られた(表

2-5-6) 0 しかし、その値でも、牛や豚に比べてかなり低い活性であった o

以上の結果をまとめると、ブロイラー肝臓の MSO 還元系の活性はかなり

低く、本研究で用いた MSO 還元活性の測定法では、その性質を検討できな

いと考えられた o

3. 腎臓

腎臓について、ホモジエネート液を用いて基質濃度 0.25mM、インキユベ

ーション温度 420Cの条件で、還元剤および pH の影響を検討した。その結

果、 NADPH 添加区の pH 7.0で MSO 還元活性が高くなる傾向が見ら

れた(表 2-5-7) 0 しかし、肝臓と同様に、牛や豚に比べてかなり低い活性で

あった o
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この結果から、 ブ ロイラー腎臓の MSO 還元 系の活性 もかなり 低 く、肝臓

と同様に、本研究で用いた MSO 還元活性の測定法では 、その性質 を検討で

ぎないと考え られた。

表 2-5-5 ブロイラー肝臓から調製したホモジェネート液の

メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす pHの影響

五チオ一二ど2Aホキミど iご還元活性 ::tSE 

pH (nmoljhjmgタンパク質) (nmoljhjι組織)

個体 1 6.0 0.07 ::t 0. 79 4 ::t 45 

7.0 -0.01 ::t0.21 ::t 12 

8.0 0.08 ::t0.55 5 ::t 31 

個体 2 6.0 0.34 :t 0.54 19 :t 31 

7.0 -0.12 :t 0.24 -7 :t 13 

8.0 0.53 士0.50 31 ::t 28 

n
L
 
4
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表 2-5-6 ブロイラー肝臓から調製したホモジェネート液のメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼす還元剤および pHの影響

メチオニンスルホキシド漠元活性 士SE

還元剤 pH (nmol/h/mgタンパク質 (nmol/h/g組織)

NADH 6.0 

7.0 

8.0 

-0.03 :!:0.10 

0.02 :!: 0.03 

0.21 :!:0.05 

-5 士 19

3 :!: 5 

41 :!: 11 

NADPH 6.0 

7.0 

8.0 

-0.20 :!:0.57 

0.09 :!:0.12 

0.10 :!:0.05 

-38 :!: 111 

17 :!: 23 

20 :!: 10 

グルタチオン 6.0 

7.0 

8.0 

0.02 :!: 0.24 

0.01 :!:0.11 

0.02 :!:0.02 

4 :!: 46 

1 :!: 21 

5 :!: 3 

無添加 6.0 

7.0 

8.0 

0.04 :!: 0 .10 

0.07 :!: 0 .12 

0.03 :!:0.07 

8 :!: 19 

13 :!: 22 

6 :!: 14 

qU 
4
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表 2-5-7 ブロイラー腎臓から調製したホモジェネート液のメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼす還元剤および pHの影響

メチオニンスルホキシド漂元活性 i:SE 

還元剤 pH (nmoljhjmgタンパク質 (nmoljhjg組織)

NADH 6.0 

7.0 

8.0 

NADPH 6.0 

7.0 

8.0 

グルタチオン 6.0 

無添加

7.0 

8.0 

6.0 

7.0 

8.0 

0.10 i:0.07 

0.13 ::t0.04 

0. 11 ::t 0 . 04 

0. 11 ::t 0 . 04 

0.29 ::t0.06 

0.15 i:0.04 

0.16 i:0.02 

0.10 ::t0.15 

0.09 ::t 0.08 

0.10 ::t 0.06 

0.07 士0.07

0.05 i:0.02 

-44-

15 士11

22 ::t 7 

17 ::t 6 

17 i: 5 

47 i:10 

23 ::t 7 

24 i: 3 

16 i:24 

14 ::t12 

15 ::t 8 

11 ::t11 

7 ::t 3 
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第 6節 産卵鶏のメチオニンスルホキシド還元系の性質およびその活性

1 . 肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

ブロイラーでは高い MSO 還元活性が見られなかった O そこで、次に産卵

鶏の肝臓および腎臓に高い MSO 還元活性が見られるかどうかの確認を行っ

たo M S 0 還元活性の測定は、ホモジエネート液を用いて pH6.0，7.0 また

は 8.0、基質濃度 0.25mM、インキユベーション温度 420C (直腸温度 89)) 、

還元剤 (NA D H または NA D P H) 1 mM 添加の条件で行った O

その結果、ブロイラーとは異なり、 pH 8.0の NADPH 添加区で、腎臓

に比較的高い MSO 還元活性が認められた(表 2-6-1) 0 このことから、産

卵鶏の腎臓の MSO 還元系については、その性質と活性が検討できると考え

られた O そこで、腎臓の MSO 還元系の性質および活性の検討を行うことに

した O また、産卵鶏は研究室内で屠殺するので、腎臓と同時に、必要に応じて

他の組織も採取できた o その中でホモジエネートの調製が容易な肝臓と牌臓に

ついても、腎臓と同時に MSO 還元系の性質および活性の検討を試みた O 肝

臓および腎臓については次項で、牌臓についてはその次の項で述べる o

2. 肝臓および腎臓

( 1 ) ホモジエネート液および遠心分離画分のメチオニンスルホキシド還元

活性

まず、 pH 7.0、基質濃度 0.25mM、インキユペーシヨン温度 420C、還元

剤 (NA D H または NA D P H) 1 mM の条件で、ホモジエネート液および

その遠心分離画分 (27，000xg，4OC， 30分)の MSO 還元活性を検討した。
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表 2-6-1 産卵鶏の肝臓および腎臓から調製したホモジェネート液の

メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす還元剤および pH

の影響

メチオニンスルホキシド涛元活性 士SE

還元剤 p H (nmoljhjmgタンパク質(nmoljhjg組織)

肝臓 NADH 6.0 

7.0 

8.0 

NADPH 6.0 

7.0 

8.0 

0.03 士0.11

0.11 士0.01

0.15 士0.02

5 =t 17 

18 =t 2 

25 =t 3 

-0.12 士0.12

0.15 士0.07

0.25 =t0.09 

-18 =t19 

24 =t 11 

42 =t 14 

腎臓 NADH 6.0 

7.0 

8.0 

NADPH 6.0 

7.0 

8.0 

0.09 =t0.09 

0.21 =t0.0S 

0.15 =t0.0!5 

13 =t 14 

30 =t 7 

24 =t 8 

0.14 士0.0~) 

0.53 士0.16

1.09 =t0.20 

21 士 7

75 =t 23 

169 =t 31 

ハ
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その結果、肝臓と腎臓のいずれでも、上清液に MSO 還元活性がみられ、

沈殿液には見られなかった(図 2-6-1)。また、いずれの組織でも NADH

よりも NADPH で高い MSO 還元活性が得られた o このことから、以下

の検討では上清液を、そして還元剤としては NADPH を用いることにした o

( 2) p H の影響

次に、基質濃度 0.25mM 、インキュベーション温度 420C， N A D P H 1 

rnM の条件で最適 pH の検討をした o 先の検討(本節， 1. (1)) で、 pH

6.0および 7.0 よりも pH8.0の方で高い MSO 還元活性が得られているの

で、 pH 7.5から 9.0の聞を検討した o また、 pH 8.0以上は 50mM T ris-

H C 1緩衝液を用いた O

その結果、肝臓では pH 8.5で最も高い MSO 還元活性が得られ(図

2-6-2)たことから、最適 pH を 8.5 とした。腎臓では、いずれの緩衝液で

もピークを形成していない(図 2-6-2) ため、最も高い MSO 還元活性が得

られる pH が不明確であるが、 Tris-HCl緩衝液の pH7.5 よりもリン酸

カリウム緩衝液の pH 8.0の平均値が高いことから、リン酸カリウム緩衝液の

pH 8.0を最適 pH とした o

( 3 ) 還元剤の影響

次に、最適 pH、基質濃度 0.25mM、インキユベーション温度 420C、還元

剤 1mM の条件で還元剤の影響の検討をした o

その結果、図 2-6-3のようになった O 肝臓では DTT が MSO 還元活

性をもっとも高め、次いで NADPH が高めた O しかし、 NADH と GS

1Iは MSO 還元活性を高めなかった O 一方、腎臓では NADPH がもっ
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図 2-6-1 産卵鶏の肝臓および腎臓のホモジエネート液および
その遠心画分のメチオニンスルホキシド還元活性
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とも MSO 還元活性を高め、次いで DTT が高めた o また、 GSH も M

SO 還元活性を少しだけ高めたが、 NADH は高めなかった O このことから、

生体内に存在しない DTT を除いて、最も MSO 還元活性を高めた NA

DPH を還元剤としていずれの臓器でも用いることにした O

( 4 ) 基質濃度の影響

次に、最適 pH、インキユベーション温度 42
0
C、 NA D P H 1 mM の条件

で基質濃度の影響の検討をした O

その結果、肝臓では 0.7mM 以上で、腎臓では 0.4mM 以上で MSO 還

元活性が最大に達すると考えられた(図 2-6-4) 。また、 LINEWEAVER and 

B URK9@〉のプロットを用いてミカエリス定数を求めた結果、肝臓が 304.1

mM 、腎臓が 181.0mM となった O

( 5 ) インキュペーション温度の影響

次に、最適 pH、基質濃度 1mM、 NA D P H 1 mM の条件でインキュベ

ーション温度の影響の検討をした O

その結果、肝臓では 450C で、腎臓では 420Cで最も高い MSO 還元活性

が得られた(図 2-6-5) 0 この結果から、それぞれの温度を最適温度とした o

( 6 ) インキュベーション時間の影響

次に、最適 pH、インキユベーション温度 420C、基質濃度 1mM、 NAD

P H 1 mM の条件でインキユベーション時間の影響の検討をした O

その結果、肝臓では MSO 還元活性が 6時間まで上昇したのに対して、

腎臓では 3時間までは上昇したが、 3時間から 6時間の問ではプラトーにな

ーょ
「
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←ーー=三三三竺 | 

った(図 2-6-6) 。この原因としては、腎臓から調製した上清液に NADP

H を消費する何らかの活性が高いために、添加した NADPH が 3時間以

降になくなってしまったことが考えられた o

( 7 ) 測定条件の決定およびメチオニンスルホキシド還元活性の測定

以上の結果をまとめると、産卵鶏の肝臓および腎臓の MSO 還元系の性質

は表 2-6-2のようになった o 筆者は、これらの性質から、産卵鶏の肝臓およ

び腎臓の MSO 還元活性の測定条件を以下のように決定した o

1 ) 粗酵素液調製時およびインキユベーシヨン時の緩衝液の pH は、

それぞれの最適 pH とする o

2 ) インキユベーシヨン時の温度は、体内の温度である 420C89) とす

る。

3 ) 還元剤として、 NA D P H 1 mM添加する O

4 ) 基質濃度は、 1mM とする o

5 ) インキユベーション時間はいずれも 3時間とする O

以上の測定条件は表 2-6-3 にまとめた O また、この条件で産卵鶏の肝臓およ

び腎臓の MSO 還元活性を測定した結果、表 2-6-4のようになった O 産卵

鶏の MSO 還元系の性質および活性と、牛、豚並びにその他の動物との比較

は考察(本章，第 7節)で述べる O

5
 
5
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表 2-6-2 産卵鶏の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元系の

組酵素レベルでの性質

性質 肝臓 腎臓

活性画分 遠心上清 遠心上清

最適pH 8.5a 8.0b 

最適温度 (OC) 45 42 

還元剤の影響c DTTd>NADPH=NADH DTTd二NADPH>GSHe

二GSHeニ無添加 >NADH=無添加

ミカエリス定数 (mM) 0.304 0.181 

最大活性が得られる 0.70以上 0.40以上

基質濃度 (mM)

a 0.05 M Tris-HCl緩衝液.

b 0.1 M リン酸カリウム緩衝液.

o それぞれの還元剤を 1mM添加した時のメチオニンスルホキシド還元活性.

d ジチオトレイトール.

e グルタチオン.

ハ
ORU
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表 2-6-3 産卵鶏の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性の

測定条件

測定条件 肝臓

測定画分位 遠心上清

pH 8.5a 

温度 ('>C) 42 

還元剤 (1rnM) NADPH 

基質濃度 (rnM) 1.0 

a 0.05 M Tris-HCl緩衝液.

b 0.1 M リン酸カリウム緩衝液.

腎臓

遠心上清

8.0b 

42 

NADPH 

1.0 

表 2-6-4 産卵鶏の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

羽数

nrnoljhjrngタンパク質

nrnoljhjg組織

肝臓 ::tSE 

5 

0.90 ::t0.17 

88 ::t 15 

-5 7 -

腎臓士 SE

5 

8.04 :t2.46 

630 :t 211 
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3. 牌臓

まず 、pH 7.0 、基質濃度 0.25mM、インキユペーション温度 42
0

C、NA

D P H 1 mM の条件で、ホモジエネート液およびその遠心分離画分 (27，000

xg， 40C， 30分)の MSO 還元活性を検討した O その結果、いずれの画分

にも MSO 還元活性は見られなかった(表 2-6-4:)0 

次に、肝臓および腎臓の最適 pH がアルカリ側であったことから、 MSO

還元活性が見られなかった原因は、 pH が低かったためである可能性が考えら

れた o そこで、 pH 8.0、基質濃度 0.25mM、インキユベーション温度 420C、

NADPH1mM の条件で、ホモジェネート液の MSO 還元活性を検討し

たが、やはり MSO 還元活性は見られなかった(表 2-6-5) 0 

これらのことから、産卵鶏の牌臓に MSO 還元活性はないと考えられた o

表 2-6-5 産卵鶏の牌臓から調製したホモジ工.ネート液および

その遠心分離画分のメチオニンスルホキシド還元活性

pH 

メチオニンスルホキシド潔元活件 士SE

(nmol/h/mgタンパク質 (nmol/h/g組織)

7.0 ホモジェネート液

上清液

、沈殿液

0.01 i:0.02 

-0.01 i: 0 . 09 

-0.03 i:0.06 

1 i: 3 

-1 i: 8 

-2 i: 4 

8.0 ホモジェネート液 0.04 i:0.14 5 i: 19 

只
)

戸
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第 7節考察

本節では、本章で検討した各動物の MSO 還元系の性質および活性の比較

を行い、各動物における MSO 還元系の意義について考察した O ただし、ブ

ロイラーについては、 MSO 還元活性が低いために、性質およびその活性を

検討できなかったので、各動物との比較は行わなかった o

1 . メチオニンスルホキシド還元系の性質の比較

牛、豚および産卵鶏の MSO 還元系の性質を表 2-7-1 にまとめた o

まず、活性画分について見ると、 MSO 還元系は、検討したどの動物のど

の組織でも、細胞破砕後の遠心上清にあることがわかった O この結果は、ラッ

トにおいて肝臓では細胞質ゾル(cytosol)画分に、腎臓では沈殿画分(細胞

彼片、膜、核など)に多くの MSO 還元活性が見られたという AYMARD ら

(1979) 58) の結果と、肝臓では一致するが腎臓では一致しない o A YMARD ら

58) は、ポツタ一一エルページエムホモジナイザーで組織をホモジエナイズし

ているので、それが結果に差を生じさせているのかも知れないが、腎臓では、

ラットと筆者らが測定した動物とでは、細胞内での MSO 還元系の存在して

いる部位が異なっていることも考えられる o さて、牛と豚の腎臓では、皮質と

髄質に分けた場合、皮質のみに MSO 還元活性は見られた O 腎臓の機能を果

たす実質的な部位は皮質であり、髄質は皮質で分離された尿成分を収集する部

分であることから、このような活性が皮質のみにあるというのは妥当な結果と

忠われる O また、このことは体のどの器官にも MSO 還元系が存在するわけ

ではないということの証明にもなると考えられる o 産卵鶏の腎臓については、

皮質と髄質の区別がはっきりとしないため、皮質と髄質の比較は行っていない。

-5 9 -
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表 2-7-1 牛、豚および産卵鶏の肝臓および腎臓のメチオニンスルホキシド還元系の性質

活性画分

牛 肝臓 遠心上清

腎臓 皮質の遠J心上清

豚 肝臓 遠心上清

腎臓 皮質の遠JL¥上清

産卵鶏 肝臓 遠心上清

腎臓 遠心上清

最適pH 最適温度 還元剤の影響a

6.0b 

6.~ 

7.0b 

7.0b 

8.50 

8.0b 

(OC) 

33 

39 

37 

37 

45 

42 

DTTd>NADPH=NADH>GSHe=無添加

DTド>NADPH>NADH=GSHeニ無添加

DTド>NADPH=NADH>GSHe=無添加

DTド>NADPH>NADH=無添加>GSHe

DT~>NADPH=NADH=GSHe=無添加

DTド=NADPH>GSHe>NADH=無添加

ミカエリス定数 最大活性が得られる基質濃度

牛

豚

肝臓

腎臓

肝臓

腎臓

産卵鶏 肝臓

腎臓

(mM) 

0.158 

0.064 

0.049 

0.116 

0.304 

0.181 

(mM) 

0.50以上

0.50以上

0.25以上

0.50以上

0.70以上

0.40以上

a それぞれの還元剤を 1mM添加した時のメチオニンスルホキシド還元活性.

b 0.1 M リン酸カリウム緩衝液.

0. 05 M T r i s-H C 1緩衝液.

d ジチオトレイトール.

。グルタチオン.
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次に、 最適 pH について見ると、牛が酸性側、豚が中性、産卵鶏がアルカ

リ側と 、種によって異なる傾向が見られた o したがって、種によって異なる酵

素が働いていることが考えられる。また、 MSO 還元系が細胞のどの部位で

働いているのかについては不明であるが、もし、最適 pH が異なっているの

は酵素がその環境に適応しているためだとすると、 MSO 還元系は種によっ

て異なる pH 環境で機能していることが考えられた o

次に、最適温度について見ると、どの種もその内臓温度(牛および豚 39OC、

鶏 42OC) 89) に近い値になっている。したがって、この酵素はその環境に適

応しているものと考えられる o また、本論文には記載されていないが、牛 86.

95)および豚 87.95)の肝臓および腎臓ではインキユベーション温度が 400Cを

越えると急速に MSO 還元活性が低下したことから、最適温度が 400C以上

である産卵鶏の MSO 還元系は、牛および豚に比べて耐熱性に優れた酵素で

構成されていると考えられた o

次に、還元剤の影響について見ると、産卵鶏の腎臓を除くいずれの組織でも

DTT でもっとも MSO 還元活性が高められた o そして、いずれの臓器で

も NADPH は MSO 還元活性を高めたが、 NADH は肝臓でのみ高め

たo 表 2-7-2は、牛、豚、産卵鶏、 A YMARD ら58) のラットおよび

GANAPATHY  and L EIBACH (1982) 34) の兎の MSO 還元活性に及ぼす各還

元剤の影響をまとめたものである o この表から、 NADH は産卵鶏を除くと、

肝臓では NADPH とほぼ同程度に MSO 還元活性を高め、腎臓では少し

高めることが分かる o また NADPH は、産卵鶏;を除くと、いずれの臓器で

も MSO 還元活性を高める傾向があるが、一方、産卵鶏を除かずに兎を除く

と、肝臓よりも腎臓で促進効果が顕著であることが分かる o しかし、 GSH

は、兎ではどの臓器でも MSO 還元活性を高めたが、 筆者らの検討した組織

-6 1 -
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表 2-7-2 牛、豚、産卵鶏、ラットおよび兎のメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼす還元剤の影響

各還元剤が促進した倍率。

NADH NADPH グルタチオン

牛a

豚b

産卵鶏

ラットc

兎d

肝臓

腎臓

肝臓

腎臓

肝臓

腎臓

肝臓

6.07 

1.81 

3.50 

1.27 

1.06 

0.90 

4.00 

腎臓 2.13 

肝臓

腎臓

小腸

2.19 

1. 75 

2.08 

5.9:3 

16 . 3~3 

3.6'7 

9. '7:3 

1. 20 

61. 70 

4.22 

4. 4~~ 

5.08 

a 堀川 (1988)86) のデータより算出した.

b 長峰(1989) 87) のデータより算出した.

C AYMARD ら (1979) 58) のデータより算出した.

1.17 

1. 81 

1.17 

0.00 

1. 08 

3.00 

3.40 

3.23 

4.67 

d GANAPATHY and LEIBACH (1982) 34) のデータより算出した.

8 還元剤無添加の時のメチオニンスルホキシド還元活性に対する

各還元剤を 1mM添加した時のメチオニンスルホキシド還元活性

の倍率(還元剤添加区と無添加区の比). 
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では、産卵鶏の腎臓以外は MSO 還元活性をほとんど高めないか、または豚

の肝臓のように阻害する傾向が見られた o 還元剤による MSO 還元系への作

用については、第 5章の検討結果から直接的に作用しているのではないことが

考えられたが、その点については総合考察(第 6章)で述べる o

次に、ミカエリス定数について見ると、牛および産卵鶏では肝臓よりも腎臓

で基質親和性が高いのに対して、豚では肝臓で高いことが分かる o もし、 MS

O 還元系がその臓器内部の環境に適応しているとすれば、牛および産卵鶏は

肝臓で、豚は腎臓で MSO 濃度が高いと考えられる O このことから、牛と産

卵鶏では小腸で吸収されて肝門脈を通って肝臓に入り込む MSO 量が多いの

ではないかと考えると、このミカエリス定数の結果は大変興味深い O

2. メチオニンスルホキシド還元活性の比較

表 2-7-3は、牛、豚、産卵鶏、 AYMARD ら58) の測定したラットおよび

GANAPATHY and L EIBACH34) の測定した兎の MSO 還元活性をまとめたも

のである O まず、臓器聞に注目して見ると、腎臓の MSO 還元活性が他の臓

器よりも高いことが分かる O このことから見ると MSO の多くは腎臓で還元

されているように思えるが、実際には牛、豚および産卵鶏の臓器重量当たりの

MSO 還元活性に、それぞれの臓器の重量をかけることで臓器当たりの MS

O 還元活性を算出すると、産卵鶏では腎臓の方が高くなるが、牛と豚では肝

臓の方が高くなった(次項の表 2-7-4の生成可能なメチオニン量を参照) 0 

このことから、一概に腎臓の MSO 還元活性が高いとは言えないと思われた O

次に、動物間に注目して見ると、産卵鶏の腎臓を除くと、明らかに牛の MS

O 還元活性が高いことが分かる o この結果は、反努家畜の MSO 還元活性

が単胃家畜のそれよりも高いのではないかという筆者らの仮説を裏付けるもの

つU
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表 2-7-3 牛、豚、 産卵鶏、ラットおよび兎のメチオニンスルホキシド還元活性

何mol/h/mgタンパク質L ~nmol/hW:I:l結)

活性 :tSE 牛とのtta 活性 :tSE 牛との比a

牛 肝臓

腎臓

豚b 肝臓

腎臓

産卵鶏 肝臓

腎臓

ラットG 肝臓

腎臓

兎d 肝臓

腎臓

2.18 :t 0.85 

8.80 士2.79

220 士 75

586 :t 177 

0.87 士0.67

3.17 :t 0.98 

0.39 

0. ~~6 

97 士 77

269 士 62

0.44 

0.46 

0.90 :t0.17 

8.04 :t2.46 

0.41 

0. ~11 

88 士 15

630 i:211 

0.40 

1. 08 

1.10 

1. 65 

0.50 

0.19 

。.67 士0.06
2.20 :t0.42 

0.31 

0.25 

小腸 0.20 :t0.01 

a 牛の各臓器のメチオニンスルホキシド還元活性に対する比.

b 長峰 (1989)87) より抜粋した.

C AYMARD ら(1979)58) のデータより算出した.

d G ANAPATHY and L EIBACH (1982) 34) のデータより算出した.
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となった o

3. メチオニン要求量に対する MSO 還元活性の比較

表 2-7-3は、牛、豚および産卵鶏の臓器重量当たりの MSO 還元活性か

ら算出した、各臓器が 1日に MSO を還元して生成することができるメチ

オニン量、およびそれがそれぞれの家畜のメチオニン要求量に占める割合をま

とめたものである。ただしこのデータは、 MSO 還元系が機能している環境

が最適 pH であり、 NADH または NADPH、および MSO が豊富に

存在していると仮定している o 牛と豚の腎臓は、皮質のみの MSO 還元活性

を測定したが、臓器重量については皮質と髄質を分けて測定したデータが見当

たらなかったので、皮質と髄質を合わせた重量を用いたため、牛と豚の腎臓の

生成可能なメチオニン量の実際の値は、この表の値の 70% 前後の値ではない

かと考えられる O これに加えて、メチオニン要求量および臓器重量に一般的な

値を使用しているため、やや不正確なデータとなっている o しかし、同時に真

の値をある程度反映しているのではないかとも思われる o この表の結果から、

牛の MSO 還元系はメチオニン要求量の約 20% を、豚は約 10%を、産卵

鴻は約 4% を補うことができると考えられる o この結果も、反努家畜の MS

O 還元活性が単胃家畜のそれよりも高いのではないかという筆者らの仮説を

裏付けるものとなっている O しかし、この結果は、同時に MSO 還元系が牛

においてもメチオニン要求量の約 20% しか補えないことを意味している o し

かしながら、緒論で述べた MILLERand SAMUWL (1970) 21)、ANDERSON ら

(1976) 22)および NJAA and A KSNES (1982) 24) によるラットにおける M

soの利用に関する研究の結果では、いずれも MSO の給与がメチオニン

給与と無給与のほぼ中間もしくは同等の効果が見られたこと、そして AYMARD 
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ら58) の測定したラットの MSO 還元活性が牛の半分以下しかなかったこと

を合わせて考えると、ルーメンでの分解を考えなければ、ラットの 2倍以上

の MSO 還元活性を持つ牛では MSO の給与がメチオニン給与と同程度の

効果があるのかも知れないとも考えられた。

表 2-7-4 牛、豚および産卵鶏の肝臓および腎臓がメチオニンスルホキシドから

生成可能なメチオニン量がメチオニン要求量を充足する割合

メチオニン

要求量 (g)

臓器重量d

(g) 

生成可能な

メチオニン量。

(g) 

要求遣に

対する比

(%) 

28.6a 牛 肝臓 5000 

腎臓 1300 

豚 肝臓 2000 

腎臓 450 

9.0b 

産卵鶏 肝臓 35 0.60 

腎臓 5.5 

3.94 

2.73 

13.8 

9.5 

0.694 

0.433 

7.7 

4.8 

0.0110 

0.0124 

1.8 

2.1 

a BUTTRY and F OULDS (1985) 91>のデータを参考に体重 600kgの牛を想定し

て算出した.

b N R C (1979) 92) の飼養標準から抜粋した.

o N R C (1984) 93) の飼養標準から抜粋した.

d 家畜比較解剖図説94) から抜粋した.

。 メチオニンスルホキシド還元活性×臓器重量×時間× メチオニンの分子量

(nmol/h/g*臥議 (g) (24) (149.21) 

の式から算出した.
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第3章 牛のメチオニ ンスルホキシド還元活性にみられた個体差の原因

第 1節目的

堀川 86.88) が測定した牛の肝臓と腎臓および筆者 87.88) が測定した豚の肝

臓と腎臓のメチオニンスルホキシド(M S 0 )還元活性には、大きな個体差が

みられた(図 3-1-1) 0 筆者は修士論文 (1989) 87) の中でも、この個体差の

原因について若干の検討を行なった o そして、その原因を以下のように考察し

たO 堀川および筆者は、肝臓の MSO 還元活性を測定した牛の品種と、肝臓

の測定に用いた豚を飼育した農家(以後生産農家と略す)を調査した o そのデ

ータをもとに MSO 還元活性を整理すると、図 3-1-2および図 3-1-3のよ

うになった o この 2つの図から筆者は、 MSO 還元活性は、生産農家ごとに

まとまりを見せているので、品種よりも飼養環境に影響されるのではないかと

号察した o ただし、牛はルーメンの作用によって飼料の影響を受けにくいとさ

れているにもかかわらず、牛の MSO 還元活性に大きな個体差がでた点につ

いては、ルーメン内微生物の内容(微生物の種類、その構成比など)に個体差

があり、それが影響しているためではないかと考えた O しかし、個体差の原因

について、そのような考察をするにはあまりにも例数および要因のデータ 量が

少ないと考えられた o そこで本章は、牛の肝臓および腎臓の個体差の原因につ

いて、さらに例数および要因のデータ 量を増やすことにより、いくつかの検討

を行なった。

-67-
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第 2節 供試牛および方法

供試牛および MSO 還元活性の測定法は、前章(第 2章，第 2節)で述べ

た通りである o また、測定条件は表 2-3-2に示した通りである o 各供試牛の

MSO 還元活性を測定した結果は、表 3-2-1 に示した o また、供試牛の品種、

性別、年齢および臓器疾患の所見、そして一部の牛については生産農家を調査

した O これらのデータは表 3-2-2 にまとめた O なお、臓器疾患の所見は、家

畜衛生管理官によるものである O また、個体 No・は測定した順番にしたがっ

たo 以下、このデータをもとに、いくつかの検討を行った O

第 3節 各要因がメチオニンスルホキシド還元活性に影響を及ぼす要因

1・ 牛におけるメチオニンスルホキシド還元活性の肝臓と腎臓の聞の相関

牛における MSO 還元活性の個体差は、肝臓と腎臓のどちらにもみられた o

しかし、個体差の原因が、どちらの臓器でも同じであるとはかぎらない O そこ

で本節では、その原因が全体的なもの(年齢、生体内の MSO 濃度など)な

のか、局部的なもの(臓器の疾患など)なのか、あるいは全体的なものであっ

ても臓器によって個体差を生じる原因が異なっているのかという点を明らかに

するために、肝臓の MSO 還元活性の変動および腎臓の MSO 還元活性の

変動の問に関係があるかどうかについて検討した o

図 3-3-1(a， b) は、 37頭の牛の MSO 還元活性の肝臓を X 軸、腎臓

を Y 軸にプロットして、肝臓と腎臓の問の相関をみたものである o 同時に、

肝臓と腎臓の間の一次回帰直線も示した o この図からタンパク質量当たりおよ
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表 3-2-1 供試牛の肝臓と腎臓のメチオニンスルホキシド還元活性

個体No.a. メチオニンスルホキシド還元活性 :tSE 

(nmo l /h/m~タンパク質)

肝臓 腎臓

(nrnol/h/~~fl織)

肝臓 腎臓

1

i

n

L

n

d

d
せ

「
D
n
h
u
η
l
n
H
U
Q
d
h
り

1

i

n
，L
q

J

a

せ

「

D
n
h
u
η
l
n
H
u
n
u
n
u
-
-

っu
q

d

d
せ

に

υ

円。
η

l

o

o

n

u

n
り

t
i
η
，b
n

J

』

U
E
F
h
U

円。
7'

4Eム
噌

l
ム

噌

l
ム

噌

tム

4
1
4
噌
『
ム

4
1ム

4
1ム
噌

l
ム

噌

l
ム

n
J
u
n
J白

nJ心

n
/
u
nノ
u
n
J
u
n
，b
n
ノ

u

n
ノ

u
n
/臼

n〈
υ
円
ぺ

-
u
n
t
u
町
、

u

n
叫

U
町
、

u
n
4
u
nペ
U

1.36 :t0.14 
3.65 :t0.07 
2.37 :t0.24 
2.06 :t0.13 
2.09 :t0.02 
2.96 :t0.15 
2.35 :t0.14 
2.20 :t0.16 
3.21 ::t0.15 
0.46 ::t0.00 
0.91 :t0.05 
2.17 :t 0 .16 
3.74 :t 0 .19 
3.15 :t0.17 
3.30 :t 0.24 
2.27 :t0.17 
2.05 ::t0.21 
0.67 :t0.13 
2.58 :t0.32 
2.39 :t 0.33 
2 .44 ::t 0 . 27 
2.38 :t 0.31 
2.06 士0.56

3.48 ::t 0 .14 
3.44 ::t 0 .12 
1.47 ::t0.14 
2 . 31 ::t 0 . 07 
2.96 ::t0.12 
2.04 :t0.07 
2.22 士0.20

2.14 ::t0.23 
1.45 ::t0.11 
1.50 :t0.10 
1.12 :t0.03 
1. 56 ::t 0 . 08 
0.70 ::t0.03 
1. 50 ::t 0.08 

5.32 ::t0.51 
12.36 ::t0.39 
12.83 ::t0.58 
9.14 ::t0.04 
10.68 :t 0.10 
10.77 ::t1.30 
11. 20 士0.69
9.37 ::t0.63 
10.07 ::t0.83 
2. 92 ::t 0 .11 
6.04 ::t 0.35 
9.27 :t0.00 
10.38 :t0.44 
10.86 :t0.61 
11.34 士0.25

8.13 :t0.38 
6.99 :t1.01 
8.55 ::t 0 .43 
5.74 ::t0.60 
6.37 ::t0.25 
5.46 :t0.25 
12.42 ::t0.90 
13.43 ::t1.23 
11. 76 ::t 0 . 24 
13.27 ::t0.90 
2.35 ::t0.12 
10.20 ::t0.15 
10.93 ::t0.24 
7.76 ::t0.13 
8.36 ::t0.33 
6 . 88 ::t 0 . 23 
9 . 84 ::t 0 . 40 
6.37 :t0.27 
7.19 :t0.18 
8.47 ::t0.33 
5.92 ::t 0 . 21 
6.80 ::t 0.30 

1s7 ::t18 
320 :t 6 
1~n :t19 
219 ::t 14 
218 ::t 2 
317 ::t17 
2~~7 ::t14 
2~~0 ::t17 
3~i5 ::t16 
46 ::t 0 
96 :t 5 
HI2 :t 14 
371 :t19 
304 :t16 
292 :t 22 
232 ::t 18 
161 :t16 
57 :t 11 
217 :t27 
236 ::t 33 
241 ::t27 
199 ::t 26 
174 ::t47 
294 ::t 12 
300 ::t11 
151 ::t15 
245 :t 8 
287 ::t 12 
196 ::t 7 
255 :t 23 
251 ::t27 
165 ::t13 
20O :t14 
176 :t 5 
223 :t11 
92 ::t5 
226 ::t 12 

348 :t 33 
685 ::t 22 
668 :t 30 
626 :t 3 
621 ::t 6 
698 ::t 84 
600 ::t 37 
647 ::t 44 
641 ::t 53 
169 ::t 6 
324 :t 19 
582 :t 0 
666 ::t 28 
719 ::t41 
665 士15

521 :t 25 
408 土59

503 :t 25 
347 ::t 36 
354 ::t14 
334 :t 15 
776 士56

774 ::t71 
758 ::t 16 
793 士54

137 ::t 7 
665 ::t 10 
696 ::t 15 
534 :t 9 
797 ::t 31 
596 士20

804 ::t 33 
534 ::t 23 
695 ::t17 
836 ::t 33 
521 士18

651 士29

a 測定したj頓に示した.
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表 3-2-2 供試牛の品種、性別、年齢、臓器疾患の所見および生産農家

個体No.a.品種 性別 年齢 生産農家b 臓器疾患の所見など。

ホルスタイン 去勢雄 一 なし

2 黒毛和種 去勢雄 3才 なし
3 黒毛和種 去勢雄 3才 なし

4 黒毛和種 雌 4才 なし
5 黒毛和種 去勢雄 3才 なし

6 黒毛和種 去勢雄 3才 なし
黒毛和種 去勢雄 3才 なし

8 黒毛和種 去勢雄 3才 なし

黒毛和種 去勢雄 3才 なし
10 ホルスタイン 雌 3才 肝冨脈斑

11 ホルスタイン 雌 3才 肝冨脈斑
12 黒毛和種 雌 3才 腎臓に壊死
13 黒毛和種 去勢雄 3才 肝臨傷
14 黒毛和種 去勢雄 3才 のこくず肝

15 黒毛和種 去勢雄 3才 なし
16 交雑種d 雌 3才 永山畜産 なし

17 ホルスタイン 去勢雄 3才 手印巴組合 腎に壊死
18 ホルスタイン 雌 6才 松原考ー なし

19 ホルスタイン 雌 6才 松原考ー 黒色腎
20 ホルスタイン 雌 6才 松下公男 肝濃傷
21 ホルスタイン 雌 6才 松下公男 なし
22 ホルスタイン 雌 3才 上条原牧場 妊娠8ヶ月
23 ホルスタイン 去勢雄 3才 上条原牧場 なし
24 ホルスタイン 去勢雄 3才 上条原牧場 なし
25 ホルスタイン 去勢雄 3才 上条原牧場 なし
26 黒毛和種 雌 3才 永山畜産 肝炎、強度の黒色腎
27 黒毛和種 雌 3才 永山畜産 なし
28 黒毛和種 去勢雄 3才 永山畜産 なし
29 交雑穫d 去勢雄 3才 永山畜産 なし
30 ホルスタイン 去勢雄 3才 大山和夫 なし
31 ホルスタイン 去勢雄 3才 大山和夫 なし
32 ホルスタイン 去勢雄 3才 大山和夫 のこくず肝
33 ホルスタイン 去勢雄 3才 大山和夫 なし
34 黒毛和種 去勢雄 3才 迫間輝昭 なし
35 黒毛和種 去勢雄 3才 迫間輝昭 のこくず肝
36 黒毛和種 雌 3才 迫間輝昭 強度のこくず肝
37 黒毛和種 去勢雄 3才 迫間輝昭 なし

a 測定した順に示した.

b その牛を飼育した農家.

o 家畜衛生管理官による所見.

d 黒毛和種とホルスタインの交雑種.
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ぴ組織重量当 たりのいず れの活性でも、 全体的に肝臓の活性が高い牛は腎臓で

も高い傾向にあることがわかる o 表 3-3-1(a， b) は、相関係数、一次回帰直

線および相関の t検定による有意性の検討結果である O この表から、肝臓と

腎臓の MSO 還元活性の聞の相関には、高い有意性があることがわかった O

したがって、 MSO 還元活性に影響を与える主な要因は、肝臓と腎臓の両方

に共通であると考えられる o また、タンパク質当たりに比べて組織重量当たり

では相関の有意性が低いことから、肝臓および腎臓の両方の MSO 還元活性

に影響を与える要因は、タンパク質量当たりの活性に現れやすいと思われた。

2. 牛のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす性別、年齢、品種、組織

の状態の影響

前節での検討から、 MSO 還元活性に影響を及ぼす主な要因は、肝臓およ

び腎臓の両方に同時に働く要因であることがわかった O その要因としては、性

別、年齢、品種、健康状態、飼養状態、ル ーメン内微生物叢の状態などが考え

られる o ここでは、その中で、データが得られた性別、年齢、品種、健康状態

(組織の状態)の MSO 還元活性に及ぼす影響について検討した o

図 3-3-2は、 MSO 還元活性を、肝臓を X 座標、腎臓を Y 座標にプ

口ツトし、各要因ごとにマーカーで分類したものである o この図から、品種、

組織の状態で分類したものでは特別な傾向は見られなかったが、性別で分類し

たものでは、雄は雌よりも高い傾向が見られた O

次に、性別、年齢、品種および組織の状態でそれぞれ 2群に分け、 t検定

によってその有意差 を検討した O 有意差の検定は、肝臓および腎臓のタンパク

質当 たりおよび組織重量 当たりの MSO 還元活性のそれぞれについて行った o

また、有意差の検討には表 3-2-1 および表 3-2-2 に示されている 37頭を用
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表 3-3-1(a) 牛のメチオニンスルホキシド還元活性の肝臓と腎臓の間の

相関係数 (nmol/h/mgタンパク質)

頭数 傾き 切片 相関係数

全体 37 2.13 4.15 0.6500付申

性別 去勢雄 24 1. 98 4.93 0.6805++申

雌 13 1. 55 4.39 0.431 

品種別 黒毛和種 19 2.12 4.48 0.7281++申

ホルスタイン 16 1. 99 4.19 0.5487申

品種性別黒毛和種去勢雄 14 1. 50 6.35 0.7079++ 

黒毛和種雌 5 3.32 1.60 0.6809 

ホルスタイン去勢雄 9 2.60 3.44 0.6693申

ホルスタイン雌 0.95 5.19 0.3031 

臓器等に異常の認められない個体のみでの肝臓と腎臓の間の相関係数

全体 22 1.84 5.15 0.5659++ 

性別 去勢雄 17 2.34 4.13 0.6846“ 

雌 5 -0.47 9.21 -0.1939事

品種別 黒、毛和種 13 1.81 5.77 0.6964++ 

ホルスタイン 7 0.25 7.33 0.0557 

品種性別黒毛和種去勢雄 11 1.81 5.77 0.7418日

ホルスタイン去勢雄 5 4.49 -0.27 0.5638 

申 5%，++ 1 %， ++申 0.1%レベルで有意性あり.
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表 3-3-1(b) 牛のメチオニンスルホキシド還元活性の肝臓と腎臓の間の

相関係数 (nmoljhjg組織)

頭数 傾き 切片 相関係数

全体 37 1. 22 318 0.5180“ 

性別 去勢雄 24 0.48 543 0.2543 

雌 13 1.17 242 0.4984 

品種別 黒毛和種 19 0.86 422 0.4524 

ホルスタイン 16 1.46 260 0.5054申

品種性別黒毛和種去勢雄 14 -0.04 688 -0.0429 

黒毛和種雌 5 1. 74 193 0.4904 

ホルスタイン去勢雄 1. 53 328 0.4103 

ホルスタイン雌 7 0.99 233 0.5241 

臓器等に異常の認められない個体のみでの肝臓と腎臓の聞の相関係数

全体 22 0.62 470 0.3395 

性別 去勢雄 17 0.60 493 0.3338 

雌 5 0.14 503 0.0833 

品種別 黒毛和種 13 0.06 644 0.0973 

ホルスタイン 7 0.51 457 0.1944 

品種性別黒毛和種去勢雄 11 0.10 635 0.1779 

ホルスタイン去勢雄 5 2.00 192 0.4526 

申 5%，++ 1 %， ++申 0.1%レベルで有意性あり.
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いたが、品種間の有意差の検討には黒毛和種とホルスタイン種の雑種である個

体 No・ 16 および個体 No. 29 を除いた 35頭で行った o 組織の状態につい

ては、妊娠をしていた個体 No. 22 を除いた 36頭のデータを用いて、肝臓

の MSO 還元活性の有意差の検討には肝臓に異常がある個体とない個体で、

また、腎臓では腎臓に異常がある個体とない個体で 2群に分けて行った o 腎

臓については、黒色腎も異常とした O また、 37頭のデータを用いて、妊娠を

含め何らかの異常が認められた個体とそうでない個体の 2群でも有意、差を検

討した o

以上の検定の結果は、表 3-3-2 のようになった o t値は全体的に組織重量

当たりの MSO 還元活性で高くなる傾向がみられた o また、有意差は、性別

で検討した肝臓と腎臓および組織の状態で検討した腎臓の組識重量当たりでみ

られ、品種や年齢ではみられなかった o このことから、肝臓および腎臓の両方

に影響を及ぼす要因として、性別が関わっていることが分かった O 性別による

廷は、表 3-3-1 でもみられている。タンパク質量当たりの MSO 還元活性

の肝臓と腎臓の問の相関に、去勢雄では高い有意性があるのに対して、雌では

有意性がみられていない O 以上の点から、性別は MSO 還元活性に何らかの

影響を与えていると考えられた o ただし、性別が必ずしも遺伝的要因として影

響しているとは限らない o この点については本章の考察で述べる o

:3 . 牛のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす生産農家の影響

本節では、飼養状態およびルーメン内微生物叢の状態が、 MSO 還元活性

に及ぼす影響について検討することを目的とした o しかし、どのような飼料を

どのように与えているかについては、それを明らかにしない生産農家が多く、

また、同一の飼料を与えていたとしても、生産農家ごとに飼養環境は異なって
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表 3-3-2 牛のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす性別、年齢、

品種および組織の状態の影響の t核淀による有意差の検定

タンパク質量当たりの活性系H織重量当たりの活性 (t値)

肝臓 腎臓 肝臓 腎臓

性別a 2.388申 2.990“ 

年齢b 0.428 1.537 

品種。1.387 1.149 

組織の状態d 0.206 2.107申

何らかの異常e 0.311 1.140 

3.281“ 4.114申事申

01.823 2.189 

2:.034 1. 206 

。.375 2.787事事
1.122 1.140 

a 去勢雄と雌で分けた.

b 3才とそれ以上 (4，6才)で分けた.

o 雑種である個体 No.16および個体No29は除いて、黒毛和種とホ

ルスタイン種で分けた.

d 妊娠をしていた個体 No. 22は除き、肝臓の検定は肝臓の異常が

あるものとないもの、腎臓の検定は腎臓に異常があるものとないもの

とで分けた.黒色腎は異常とした.

。何らかの異常が認められた個体とそうでないものとで分けた.妊娠

および黒色腎は異常のあるものとした.

申5%，++ 1 %，付申 0.1%レベルで有意差あり.
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いることが考えられる。一方、ルーメン内微生物叢についても、それを分類す

る手法は確立されていない O 以上のことから、これらの要因については、直接

それらによる MSO 還元活性への影響を検討することは困難であると考えら

れる o しかし、生産農家が同じであり、出荷時期も同じであれば、飼養状態は

ほぼ同じであると考えられる o また、ルーメン内微生物のほとんどが接触感染

であると考えられていることと、飼養環境がほぼ同じであることから、同一の

生産農家内であればルーメン内微生物叢は似かよった構成になると考えられる O

そこで、筆者は、生産農家ごとの MSO 還元活性を比較することにより、こ

れらの要因の影響を間接的にではあるが検討できると考えた o

図 3-3-3および図 3-3-4は、生産農家の分かっている牛の肝臓および腎臓

の MSO 還元活性を、生産農家別にまとめたグラフである o このグラフから

は、生産農家聞に明らかな差は見られない o そこで、図 3-3-3および図 3-3-

4の生産農家 3，4， 5， 6のデータを用いて分散分析による検定を行った o た

だし、生産農家 3の個体 No・ 16は、他の 4頭と測定時期が異なるため、

この個体を除いた 4頭を用いた。その結果、表 3-3-3 に示したように、タン

パク質量当たりの活性で、肝臓および腎臓の両方で生産農家による有意な変動

がみられた O
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表 3-3-3 牛のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす生産農家の

影響の分散分析による検定

金量出

農家間変動 個体問変動

肝臓 (nmol/h/mgタンパク質)

(nmol/h/ι組織)

腎臓 (nmol/h/mgタンパク質)

(nmol/h/g組織)

4.9605申

0.6603 

5.6863申

1.7023 

0.3408 

0.2961 

1. 0915 

0.5161 

申 5%のレベルで有意性あり.
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第4節考察

牛の MSO 還元活性の個体差の原因を検討するにあたって、まず初めに筆

者は、堀川 (1988) 86) の測定した牛の腎臓の MSO 還元活性の個体差(S 

E )が特に大きいことに着目した(表 2-3-3を参照) 0 前章(第 2章，第 3

節， 1. (1))で述べたように、堀川 86) は、牛の腎臓を測定した時に、皮質

と髄質を一緒にホモジエナイズしていた o これは、堀川 86) が皮質と腎臓の活

性を検討した時に、皮質より低いが髄質でも MSO 還元活性がみられたため

である o このことから筆者は、測定した個体ごとに、ホモジエネートに含まれ

る皮質と髄質の割合が異なっていたために個体差が大きくなったのではないか

と考えた o そこで、皮質と髄質のそれぞれの MSO 還元活性を検討した結果、

堀川 86) の結果とは異なり、髄質にはほとんど MSO 還元活性はみられない

ことが分かった(図 2-3-1) 0 また、筆者が 37頭の牛の腎臓の皮質について

MSO 還元活性を測定した結果、平均値が堀川の測定値の約 2倍になったの

に対して、逆に誤差(S E )は小さくなった(表 2-3-3) 0 このことから、堀

川86) の測定した牛の腎臓の MSO 還元活性の個体差の原因の 1つは、皮質

と髄質を一緒にホモジエナイズしていたことにあったと考えられた O

図 3-4-1は、筆者が測定した牛 37頭の肝臓および腎臓皮質の MSO 還

元活性をヒストグラムにしたものである。まず肝臓についてみると、その M

SO 還元活性は、 2nmol/h/mgタンパク質または 2OO nmol/h/g組織の周辺

の MSO 還元活性を持つ牛が多かった O また、筆者の肝臓の MSO 還元活

性を測定した測定条件は、堀川 86) と同じであるが、筆者の平均値は堀川の測

定値の約 3分の 2になったのに対し、誤差(S E )は約半分になった O この

原因は、図 3-4-1 と図 3-1-1を比較すると分かるように、筆者の測定した牛

-8 6 - 第 3章第 4節
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群の中には 、堀川 86) の測定した牛群にみられた 4nmol/h/mgタンパク質ま

たは 400nmol/h/g組織を越える、高い MSO 還元活性を持つ個体がいなか

ったためである O この堀川の高い MSO 還元活性を持つ個体には、特に定ま

った品種または性別はなかった(図 3-1-2) 0 次に、腎臓についてみると、組

織重量当たりでは 600nmol/h/g組織の周辺の MSO 還元活性を持つ牛が多

く、堀川 86) の測定した牛群に多く見られた 0.5nmol/h/mgタンパク質また

は 50nmol/h/g組織よりも低い個体は見られなかった O このように肝臓と腎

臓のいずれでも、筆者が今回測定した牛群は堀川 86) よりも個体のばらつきが

小さかった o しかし、筆者の牛群でも、かなり大きな個体差が見られることか

ら、 MSO 還元活性に何らかの要因が影響を及ぼしているものと考えられた o

次に、図 3-4-1で肝臓と腎臓の問の MSO 還元活性のばらつきを比較す

ると、肝臓に比べ腎臓の方がぱらつきが大きいように見える o しかし 、表 2-

3-3から誤差が平均値に占める割合を算出すると、タンパク質量当たりでは肝

臓が 34.1%、腎臓が 30.2% となり、組織重量当たりでは肝臓が 39.0%、腎

臓が 31.7% となることから、平均値に対する誤差の大きさは肝臓の方が大き

くなった O このことから、個体差は腎臓よりも肝臓の方がやや大きいのではな

いかと考えられた o

次に、図 3-4-1でタンパク質量当たりと組織重量当たりの MSO 還元活

性の問でばらつきを比較すると、タンパク質量当たりの方がぱらつきが大きい

ようである。実際に、表 2-3-3から算出した平均値に対する誤差の大きさの

値は、タンパク質量当たりの方が大きくなった o しかし、タンパク質量当たり

の MSO 還元活性を X 軸に、組織重量当たりの MSO 還元活性を Y 軸

にプロットすると、腎臓のタンパク質量当たりの MSO 還元活性にばらつき

が見られるが、全体的にはタンパク質量当たりで MSO 還元活性が高い個体

-88- 第 3章第 4節
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は組織重量当 たりでも 高 いことが分かった(図 3-4-2)0また、相関係数は、

肝臓が 0.9178、腎臓が 0.8191であった o

本章では、これらの 37頭の牛のデータをもとに、その個体差の原因につい

てのいくつかの検討をおこなった O その結果、以下のことが分かった O

1 ) 同一個体内の肝臓と腎臓の MSO 還元活性の問に高い相関がみ

られ、個体差の主 な原因は、肝臓と腎臓に共通であると考えられる。

2 ) 年齢および品種は MSO 還元活性に影響を与えないが、性別は

肝臓および腎臓の両方の MSO 還元活性に、また、組織の状態(

疾患など)は腎臓の MSO 還元活性に影響を与える o

3 ) 肝臓および腎臓の両方とも、タンパク質当たりの MSO 還元活

性は生産農家により有意な相違がみられる o

1 )および 2)から、性別が個体差の主な原因であると考えることができた o

3 )からは、その検討を行った 4件の生産農家のそれぞれの個体は、生産農

家によって特に去勢雄と雌が分かれている傾向はなく年齢もすべて 3才であ

り(表 3-2-2の No・22'"37を検定に用いた)、また、生産農家によって飼

養条件またはルーメン内微生物叢の状態が異なっていると考えられる(本章，

第3節， 3. を参照)ことから、 MSO 還元活性が飼養条件またはルーメン

内微生物叢の状態の影響を受けると考えられた。雌は繁殖用として飼育されて

いた可能性が高く、肥育と繁殖では飼養条件が異なっていると考えられること

から、去勢雄と雌で飼養条件が異なっていることが去勢雄と雌の聞に有意な差

が見られた要因ではないかと考えることができる o しかし、飼養条件とは別に、

去勢雄と雌のホルモンの分泌の違いが MSO 還元活性に影響を及ぼしている

ことも考えられた O 以上 の考察から、飼養条件と性別が MSO 還元活性に影

響を及ぼすものと考えられる o 飼養条件と性別がどの様にして MSO 還元活

-90- 第 3章第 4節



性に影響を及ぼしているかについては、以下のように考えられた。

1 ) 飼養条件がルーメン内微生物叢に影響を与えてルーメンからの M

SO の流下量が変化することにより、体内の MSO 濃度が変化す

ることが影響する O

2 ) 牛が飼育されていた環境からのストレスによって、ホルモンや消

化液(唾液がルーメン内微生物叢に影響しているかも知れない)な

どの分泌が変化することが影響する O

3 ) 牛に与えた何らかの添加剤が影響する o

4 ) 性別による飼養条件の違いが影響する o

5 ) 性別によるホルモンなどの分泌の違いが影響する。

今後、ホルモンや体内の MSO 濃度が MSO 還元活性に影響を及ぼすか

どうかという点について明らかにしていく必要があると考えられる o
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第4章 緬羊の成長に及ぼすメチオニンスルホキシド給与の影響

第 1節目的

緒論で述べたように、成長に及ぼすメチオニンスルホキシド (MS 0)給与

の影響に関する研究は、ラット 21-26) および鶏 27-29) では行われているが、

反努家畜では行われていない。そこで本章では、成長中の反努家畜に対するメ

チオニンスルホキシド(M S 0 )給与が、増体、並びに血液中のメチオニン濃

度および MSO 濃度に及ぼす影響を検討することを目的とした O

第 2節 材料と方法

1 . 供試動物

宮崎大学付属住吉牧場で生まれた約 7ヶ月齢の 6頭の緬羊(コリデール種)

を供試動物とした。緬羊は、試験開始 2週間前に 1頭ごとにパドックに入れ、

体重を測定して 2つの群に分けた o この時の各個体の性別、生年月日および

体重を表 4-2-1 に示した o

2. メチオニンスルホキシドの調製

MSO は、メチオニンを過酸化水素水で酸化することにより調製した o ま

た、牛肝臓の MSO 還元活性は、 L-M S 0 と D-M S 0 のいずれも還元し

た(第 2童，第 3節 1・(4) )ので、 高価な L-メチオニンの代わりに DL

-メチオニンを用 いることにした o D L -メチオニンは Nacalai T esque， 

-9 2 -
第 4章第 2節



表 4-2-1 メチオニンスルホキシド給与試験に用いた緬羊の性別、

生年月日および試験開始前の体重

個体No. 性別 生年月日 体重 (kg)a 

第 1群 1 (26) b ♀ 1990.10.261 22.1 

2 (32) ♀ 1990.11.14: 27.2 

3 (27) ♂ 1990.10.291 28.0 

平均 25.8

第 2群 4 (29) ♀ 1990.11. 6 23.0 

5 (31) ♀ 1990.11. 9 19.1 

6 (28) ♂ 1990.11. 5 34.0 

平均 25.4

a 1991年 5月 7日に測定.

b 括弧内は宮崎大学付属住吉牧場での認識番号.
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1 nC. から、過酸化水素水(30%、特級)は Santoku C hernical 

Industries Co・， L td. から、カタラーゼ は SIGMA から、それぞれ

購入した o

まず、 0.1rnM 酢酸ナトリウム緩衝液 (pH3.6) ，500 rnl に 110.7gの

DL-メチオニンを加え、スターラーで撹枠しながら、 30% 過酸化水素水 100

mlをペリスタティックポンプで約 6時間かけて徐々に加えた O この時、急激

な反応を避けるため、約 4
0

C に保ちながら行った O メチオニンは溶解度が低

いため、この濃度では溶解しないが、 MSO は溶解度が高いので溶解するよ

うになる o 溶解していないメチオニンがなくなった後、この溶液を高速アミノ

酸分析機(M L C -203， A T T 0 )およびインテグレーター(S i c-

chromatograrn processor 7000B， S ystern 1 nstruments C orp. )で分析し

てメチオニンがないことを確認した o そして、残った過酸化水素水を取り除く

ためにカタラーゼ 0.05gを加えて、スターラーで撹持しながら 40Cで一晩

放置した。この溶液を再び高速アミノ酸分析機で分析して、 MSO 以外のア

、ノ酸がないことを確認し、測定された MSO 濃度から算出して、この溶液

が 1gM S 0 /10 ml となるように蒸留水で希釈した o 最後に、この溶液 10

mlと、 pH 7.0にするための水酸化ナトリウム溶液 (0.13gNaOH/500 rnl) 

]0 ml とを容器に入れて混合した後に、封をして 4OC: で保存した o

最終的な溶液 (20ml)の内容は、 DL -methionine-a/-sulfoxide 1 g ( 

6.05 mmol)、CH3COO-約 0.5rnrnol 、Na+約 O.7mrnol、カタラーゼ約

0.5 mgであった。溶液中の MSO には L-rnethionine-/-sulfoxide、L-

methionine-a-sulfoxide 、 D-rnethionine-/-sulfoxic旬、 D-rnethionine-a-

sulfoxideの 4つの異性体が含まれていると考えられるが、その比率は確認

しなかった。

-94- 第 4章第 2節



3. 飼養条件

供試動物は、 1 頭ごとにパドックに入れ飼養管理した o 飼料および MSO

溶液は、 1 日に l 回、朝 9時に与えた o 水は自由摂取とした O

飼料は、宮崎大学付属住吉牧場で栽培し、調製されたイタリアンライグラス

のロールサイレージおよび南宮崎農協から購入したトウモロコシ圧片を用いた O

それぞれの飼料成分を表 4-2-2 に示した O また、飼料は、表 4-2-3に示した

量を給与量した o しかし、給与試験を行っている問の飼料の喰い込みが悪かっ

たために、実際に採食した量はこの表の数値よりも少なかった O したがって、

実質的には自由採食となった O また、表 4-2-3に示した給与量では、 NRC

(1985)の飼養標準 97) と比較すると、粗タンパク質量が少なくなっている o

試験開始前の飼養条件では、この粗タンパク質量が不足している分だけ尿素を

与える予定であった o しかし、飼料の摂取量が少ないために相対的に尿素摂取

が増えてアンモニア中毒を起こす危険性があるため(飼料の乾物重量当たり

で 1% 程度与えるのがよい 98) とされている)尿素は与えなかった O また、

トウモロコシ圧片は、給与量を全部食べる日もあったので、完全な自由採食と

はならなかった。採食の状況については次節(本章，第 3節， 1. )で述べる o

4. メチオニンスルホキシド給与量および給与方法

MSQ の給与量は、それをすべて還元した時にメチオニンの要求量を満た

す量になるように給与した。メチオニンの要求量は、 BUTTERY and F OULDS ( 

1985) 91) の緬羊のメチオニン要求量を参考にした o これによると、成長して

いる緬羊のメチオニンの要求量は、 Ø.Ø63~Ø.198 g/kg0・75/dayなので、

8・2g/kg
0・75/dayを与えれば要求量を満たすのに十分であると考えられた O

5
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表 4-2-2 メチオニンスルホキシド給与試験に用いた

飼料の成分

DM TDN CP (%) 

イタリアンライグラスa

トウモロコシ圧片b

26.5 

90.0 

19.2 

83.1 

4.1 

9.2 

a 日;材票準飼料成分表(1987)102} より.

b 5%の魚粉を含有.

表 4-2-3 メチオニンスルホキシド給与試験の飼料の給与量

生体重 (kg) 20 30 40 

給与量 (gJday)イタリアンライグラスa 2000 2500 2800 

とうもろこしa 500 600 700 

飼養標準b TDN 

CP 

DM  

800 1000 1160 

167 191 202 

1O00 1300 1500 

飼養標準に対する給与飼料の割合(%)

TDN 

CP 

DM  

口
開
U

円

t
a
n
k
u

o

u

η

I

Q

υ

 

ー n

k

u

n

/

u

q
ぺ
d

n同
υ

n

H

U

n

可

υ

円，
t

n

u

d

-

-

ム

円
可

υ

n

x

u

n

叶

υ

a 給与しても食べなかった分があるため実際の採食量はこれよりも

少なかった.

b NRC飼養標準(1985)97} の TA B L E 1: E ar ly weaned 

lambs -Moderate growth potentialより.
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この値を用いて 、次式からメチオニン要求量 を算出した o

0.2 (要求量 x 10 (体重) 0・75 1.12 g/day 

この数値よりもやや少なめの 1gjdayの MSO を給与することにした O こ

れは、メチオニンに換算すると 0.903g/day に相当する o M S 0 の給与量 を

メチオニン要求量よりも少なめに設定した理由は、 SALSBURY and M ERRICKS 

(1972) 99) が、ルーメン内で MSO からメタンチオールが生成されたこと

を報告しているためである o

MSO の給与は、ルーメンでの作用を受けずに小腸ヘ流下するように、 M

so溶液を哨乳瓶を用いて給与した o (晴乳瓶で与えると食道溝反射によっ

てルーメンを通らずに食道溝経由で下部消化管ヘ流下する 4f)) ただし、普通

の晴乳瓶ではうまく給与できなかったため、 差 し口が金属製の油差しを改良し

た用具を用いて給与した o M S 0 自体がやや甘味を呈することもあり、緬羊

の晴好性は良く、給与は比較的楽に行えた O

5. 給与試験の内容

給与試験は、 1週間(1991年 5月 14 日"'5月 20 日)の予備飼育期間の

後に、前期試験を 6週間(5月 21 日"'7月 1 日)行った後、再び予備飼育

期間を 1週間(7月 2 日"'7月 8 日)設け、続いて後期試験を 6週間(7 

月 9日"'8月 19 日)行った O 前期試験は第 1群を試験区、第 2群を対照

区とし、後期試験は反転して第 1群を対照区、第 2群を試験区とした O

体重は、 1週間おきに飼料を与える前に測定した O 血液は、前期と後期それ
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ぞれの、開始目、開始 2週間後および最終日に、それぞれ、 MSO 給与直前

と給与 1時間後の計 12回採取した。以上の給与試験の日程は、図 4-2-1に

示した O

1991年 日月火水木金土

5月 5 6 7 8 9 10 11 

↑緬羊をパドックに移す

12 13 14 15 16 17 18 

↑飼養管理開始

19 20 21 22 23 24 25 

↑MSO給与(前期)開始

6月 26 27 28 29 30 31 

2 3 4 5 6 7 8 

9 10 11 12 13 14 15 

16 17 18 19 20 21 22 

23 24 25 26 27 28 29 

7月 30 1 2 3 4 5 6 

↑前期終了

7 8 9 10 11 12 13 

↑MSO給与(後期)開始

14 15 16 17 18 19 20 

21 22 23 24 25 26 27 

8月 28 29 30 31 1 2 3 斜体のところで採血

4 5 6 7 8 9 10 下線のところで体重測定

11 12 13 14 15 16 17 

18 19 28 21 22 

↑後期終了

図 4-2-1 給与試験の日程
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s. 採血、血液の処理および分析

血液は、ヘパリンを入れた真空採血管を用いて、緬羊の頚静脈から約 5rnl 

を採取した。採取した血液から 0.8mlを取り、 0.6rnlの 7% スルホサリチ

ル酸溶液を加え、全血用の試料とした O また、残りの血液を遠心分離 (900xg，

室温 ，20分)し、その上清から 0.8rnlを取り、 0.6rnlの 7% スルホサリ

チル酸溶液を加え、血祭用の試料とした O それぞれの試料は、よく撹押した後

に 40C に冷やして研究室に持ち帰った o これらの試料を、再び遠心分離(15 ， 

ooo x g，室温， 10分)した上清のメチオニンおよび MSO の濃度を、高速

アミノ酸分析機で分析した O

第 3節結果

L • 採食

前節(本章，第 2節， 4. )で述べたように、緬羊の飼料の喰い込みが悪か

ったた めに、 MSO 給与試験の飼養条件は自由採食となった O ただし、濃厚

飼料については、給与量 のすべてを摂取することもあったので、表 4-2-3に

したがった上限を設けた自由採食となった o

図 4-3-1および図 4-3-2は、給与試験前期および後期の、粗飼料および濃

厚飼料の採食量をグラフにしたものである o この図から、採食量が一定せず、

特に粗飼料は多くても 800g しか食べていないことが分かる o ただし、最後

の約 2週間はやや安定する傾向がみられた O また、図 4-3-3は、給与試験中

の粗飼料および濃厚飼料の採食量を 1週間ごとに平均したグラフである O こ

のグラフから、いずれの個体も試験が進むにつれて採食量が増加していること
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がわかる o

緬羊の飼料の食い込みが悪かった原因は不明だが、本試験中の気温が高かっ

たことによるストレスと、群飼いされていた緬羊を個別のパドックに入れたこ

とによるストレスの 2点が主な原因と考えられる。図 4-3-4は試験前期およ

び後期の気温の変動をグラフにしたものである o 試験前期の気温は、試験開始

とともに上昇し、 1991年 5月 26 日に最高気温 33.30C を記録している o そ

れからいったん下がるが、試験期間の聞に徐々に増加し、終了前には 300C を

越える日が続いた O 一方、試験後期の気温は、開始時は平均気温が 300Cを越

える日が続いているが、 8月に入ってから下がり始め、終了時には前期の終了

時よりも低い気温になっている o このグラフと粗飼料の採食量のグラフ(図

4-3-1) とを比較すると、採食量と気温の間に関連が見られる o ところで、試

験後期は前期に比べて食い込みが良い傾向がみられる(図 4-3-3) 0 これは、

試験前期と後期の聞に、緬羊の毛を刈ったことにより、暑さに対するストレス

が少なくなったためではないかと思われた o

2. 増体

図 4-3-5は試験前期および後期の 1週間おきに測定した緬羊の体重をグラ

フにしたものである o このグラフが示しているように、試験期間中に体重の大

きな変動はみられなかった O 図 4-3-6は、各試験期の初日の体重を起点、にし

た増体をグラフにしたものである o また、図 4-3-7は、体重を測定したそれ

ぞれの週の間の 1日当たりの増体量をグラフにしたものである o まず、前期

について見ると、個体 No・ 1と個体 No・5の体重がほとんど増加していな

いことがわかる(図 4-3-6) 0 また、他の個体も 19B1年 5月 28 日以降は

ほとんど増加していないことがわかる(図 4-3-7) 0 しかし、全体的には、
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MSO を給与した第 l群の方が、第 2群よりも増体が高い傾向がみられた

(図 4-3-6) 。一方、後期では体重の直線的な増加が見られた(図 4-3-6) 。

しかし、最後の 1週間に個体 No. 1に極端な体重の増加と、個体 No. 6 

に極端な体重の減少がみられた(図 4-3-7) 0 しかしながら、全体的にみると、

第 1群と MSO を給与した第 2群の間に目立った差は見られなかった(図

4-3-6) 

ところで、前期試験と後期試験の聞に緬羊の毛を刈ったが、その重量を測定

した結果、表 4-3-1のようになった o t検定では有意差が見られなかったが、

MSO を給与した第 1群の毛の重量が重い傾向が見られたことは、メチオニ

ンから合成できるシステチンが毛に多く含まれていることから考えると興味深

0
 

1
3
 
・au--

表 4-3-1 前期終了後の各緬羊の毛の重量

個体No.毛の重量 (kg) 体重にしめる 体重2ノ3 にしめる

毛の重量(%) 毛の重量(%)a 

第l群 1

平均

第2群 4

平均

2.65 

2.35 

3.55 

2.85 

12.3 

8.2 

9.5 

10.0 

34.2 

25.1 

31.7 

30.4 

2.35 

1. 65 

3.15 

2.38 

9.6 

8.7 

9.5 

9.3 

27.8 

23.2 

30.6 

27.2 

a 体重の 3分の 2乗は体表面積に比例する.
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3. 血液中のメチオニンおよびメチオニンスルホキシドの濃度

濃度の測定に高速アミノ酸分析機を用いたが、全血では、 MSO と分離で

きない物質があったために MSO 濃度を測定できなかった o また、血祭でも

l回目(5月 21 日)の採血で得た試料の MSO 濃度は、分析条件が整って

いなかったために測定できなかった O そのため、 MSO については、血祭の

2回目以降の試料のみについて検討した。図 4-3-8 は全血のメチオニン濃度、

図 4-3-9は血祭のメチオニン濃度、図 4-3-10は血援の MSO 濃度をグラ

フにしたものである。全体的に、 MSO 給与区と対照区との聞には大きな差

は見られなかった o しかし、平均値に注目すると、メチオニンと MSO のい

ずれでも、前期では第 1群(前期の MSO 給与区)の、後期では第 2群(

後期の MSO 給与区)の濃度が高くなる傾向が見られた o また、前期と後期

のいずれでも試験開始時(5月 21 日， 7月 9日)および試験の中間(6月

t 1日， 8月 1日)は MSO 給与区が高くなっているが、試験終了時(7月

， 8月 20 日)は対照区の方が高くなった o

次に、 MSO 給与前と MSO 給与後のメチオニン濃度および MSO 濃

度の差をグラフにした結果、それぞれ図 4-3-11 および図 4-3-12 のようにな

った O この図から、 MSO 給与前と MSO 給与後のメチオニン濃度には特

に目立った変動はないと考えられた O しかし、 MSO 濃度については、前期

では第 1群(前期の MSO 給与区)の、後期では第 2群(後期の MSO

給与区)の MSO 濃度の増加量が多くなる傾向が見られた o
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第4節考察

まず、増体については、 MSO 給与区に特に立った増加は見られなかった o

したがって本試験では、緬羊の成長に対する MSO 給与の効果はなかったと

思われた O しかし、緒論(第 1章)で述べたように、反努家畜へのメチオニン

の給与は高い生産(高泌乳牛など)を行っている個体に有効であると考えられ

ていること、および、前節(本章，第 3節， 1. )で述べたように、環境の影

響によってそれほど大きな成長は見られなかったことから、本実験結果だけを

もって、反努家畜の生産に MSO 給与は効果がないとは断定しがたいと思わ

れた O また、本実験は、 SALSBURY and M ERRICKS (1972) 99) が、ルーメン

内で MSO からメタンチオールが生成されたことを報告していることから、

メチオニン要求量よりもやや少なめに MSO を給与したが、本試験期間中に

緬羊に異常および体重の減少が見られなかったことから、 MSO の給与によ

る悪影響はないと考えられ、もっと多量の MSO を給与してもよいのではな

いかと考えられた o

次に、血液中の MSO の濃度については、 MSO 給与区でも MSO 給

与前と 1時間後の MSO 濃度の問にそれほど大きな差は見られなかった O

C OOK ら18) が山羊のルーメンにメチオニンを投与した実験では、メチオニン

を投与後 2時間から 3時間にかけて頚静脈中の MSO 濃度の増加が見られ

たとしている O 本実験では、 MSO の水溶液を晴乳瓶で給与することにより

ルーメンを経由せずに直接下部消化管ヘ MSO が流下しているはずであるか

ら、給与後 1時間後には血液中の MSO の濃度が上昇すると予測された o

しかし、 MSO 給与区の血液中の MSO 濃度にはほとんど増加が見られな

かった o この原因としては以下のことが考えられた o

-1 1 5 - 第 4章第 4節



1 ) 食道溝反射が起こらずに MSO 溶液がルーメンに流れ込んだた

めに MSO の下部消化管への流下が遅れた O

2 ) 小腸に十分な MSO 吸収能力があると考えられているラットと

は異なって、緬羊の小腸での MSO 吸収能力が低いために MSO

の吸収が遅い o

3 ) 吸収された MSO が直ちに処理(メチオニンへの還元など)ま

たは蓄積(ラット 23) や鶏 29) では筋肉中に遊離の状態で蓄積され

る)され、給与後 1時間後には血液中濃度が下がっている o

反努家畜に MSO を給与した報告は見当たらないため、 MSO を給与した

時の血液中の MSO 濃度がどのように変化するかという点については分かつ

ていない O 今後、反努家畜に MSO を給与した時の血液中の MSO 濃度の

経時的変化についての検討が必要ではないかと考えられた o

最後に、血液中のメチオニンおよび MSO の濃度については、 MSO 給

与区は対照区よりも高い傾向が見られた O このことから、 MSO は吸収され、

メチオニンに還元されていると考えられた o しかし、試験終了時(7月 1

B月 20日)は、前期と後期の両方で対照区の方が高くなった O このことから、

ある一定の期間、 MSO を給与し続けると、血液中のメチオニンおよび MS

O の濃度が低下することを意味しているのではないかと考えられる O この原

因は、 MSO を給与し続けると MSO の吸収が悪くなるとも考えられるが、

逆に、 MSO を給与し続けると MSO の還元能力が高まると同時に、体内

のメチオニン濃度が高まったためにタンパク質の合成が促進されたために血液

中のアミノ酸濃度が減少したとも考えられる o もし、後者が原因であるとすれ

ば、本実験よりもさらに長期にわたって MSO を給与すれば、生産に対して

効果が見られるかもしれないことが考えられた o
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反努動物への MSO の給与の効果については、より生産性の高い個体を用

いて、高い生産を行える環境で、より長期にわたる実験が必要であると考えら

るo また、このことは、 MSO だけでなく他のメチオニンの前駆体や脂質な

どでルーメンでの分解から保護したメチオニン (PMET)、さらには他のア

ミノ酸などの反努動物への給与についても同様のことが言えるのではないかと

考えられた O
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第5章 メチオニンスルホキシド還元機構の解明

第 1節目的

メチオニンスルホキシド(M S 0 )に関するいくつかの報止 34，39-43，57，

58.88) から、 MSO レダクターゼは生物界に広く分布していると考えられる O

しかしながら、組酵素レベルでの MSO 還元活性や、栄養素としての MS

O の利用に関する研究はいくつかなされているが、 MSO 還元系を酵素レベ

ルで調査した報告は少ない o 緒論でも述べたように、 methionine-S -oxide 

r'eductase (M S 0 レダクターゼ)の精製は酵母 41)1および大腸菌 43) では行

われているが、高等動物では行われていない o

ところで、生体内の還元反応のいくつかにチオレドキシン系(チオレドキシ

ン、チオレドキシンレダクターゼ、 NADPH)が関与していることが示され

ている 44.45.53-56)。緒論でも述べたが、チオレドキシンは、リボヌクレオチ

ドレダクターゼがリボヌクレオチド二リン酸をデオキシリボヌクレオチド二リ

ン酸に還元する時の直接の電子供与体として、 LAURENT ら (1964) 45) が大

腸菌から発見した分子量 lO，OOO'"13，OOOの電子伝達タンパク質である O 先に

述べた酵母 41) から精製された MSO レダクターゼにも、チオレドキシン系

が関与していることが示されている 44〉o

本章では、牛の肝臓の MSO レダクターゼを精製し、その性質およびチオ

レドキシン系との関係を明らかにすることを目的とした O
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第 2節 材料および活性の測定法

1 . 材料

牛の肝臓は、宮崎県食肉衛生検査所高崎支部で屠殺された牛(黒毛和種、雄

去勢、 3才)から得た O 採取した肝臓は、氷冷して約 1時間で研究室内に運

び入れた o

Sephadex G-100は生化学工業(株)から、 Butyl-T oyopearl 650 S と

DEAE-Toyopear1650M は東ソー(株)から、 CM -cellulofine A-500 

M は生化学工業(株)から、 Hydroxylapati teは Bio-R ad L aboratories， 

USAから、 U1 trafree-20は日本ミリポア・リミテツドから、 NADPH

は(株)興人から、ジチオトレイトール(D T T )、 2-メルカプトエタノール

( 2-M E )、牛血清アルブミン (F-V) (BSA) 、グアニジン酸、エチレ

ンジアミン四酢酸二ナトリウム(二水和物，特級) (EDTA) 、dihydrate

5，5'-dithiobis (D T N B)はナカライテスク(株)から、インシユリン(牛

血清)は和光純薬工業(株)から、 Lーメチオニン -rfl-スルホキシド(M S 0 ) 

は SIGMA，USA からそれぞれ購入した o

2・ メチオニンスルホキシドレダクターゼ活性の測定法

MSO 還元活性を測定する試料 0.2mlに基質液(M S 0 2 mM、DTT

1 mM、10mM リン酸緩衝液 pH7・0) を 0.2mlを加え、恒温槽で 3時間イ

ンキユベートした o インキユベーシヨン終了後、冷却した 10% スルホサリチ

ル酸溶液を 0.2ml加え、撹持して酵素反応を止めた o 冷暗所で 3時間以上

静置してタンパク質を凝固させた後、遠心分離 (27，O00xg，4"C， 30分)し、

その上消液中のメチオニン泌皮を高速アミノ酸分析装置(M L C -203 
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A T T 0)およびインテグレーター(S ic-chromatogram processor 7OOOB ， 

S ystem 1 nstruments C orp. )で分析定量した o M S 0 レダクターゼ活性

は、 3時間で生成されたメチオニン量を単位反応液量もしくはそれをタンパク

質量当た りに換算して示した o タンパク質量の測定法は本節 4. で述べる O

3. チオレドキシン活性およびチオレドキシンレダクターゼ活性の測定法

チオレドキシンの活性およびチオレドキシンレダクターゼの活性は、

HOLMGREN (1977) 51) の方法を基礎にして、以下に述べるように多少手直し

した方法で測定した o

( 1 ) チオレドキシン活性の測定法

チオレドキシンの活性は、チオレドキシン系(チオレドキシン、チオレドキ

シンレダクターゼ、 NADPH)がインシュリンを還元する性質を利用して測

定した o 還元 されたインシユリンの量は DTNB を用いて測定した o

まず、チオレドキシン活性を測定する試料 O.1ml に、部分精製したチオレ

ドキシンレダクターゼ溶液(本章，第 7章 1.を参照) O.1 mlおよび基質

溶液 0.72ml (インシュリン 1.5mg 、EDTA O.6μmo 1， N A D P H o. 11 

μmol 、HEPES-NaOH 1Oμmol， pH7.6) を加え、 370C で 15分間イ

ンキユベートした o インキユベーション終了後、直ちに氷冷して 6M グアニ

ジン塩酸溶液 (Tris-HCl5O mM， pH8.O) 2.5 ml を加えて反応を停止さ

せた o 次に、還元されたインシユリンの量を測定するために、 1OmM D T N 

B O.5 mlを加えて 5分間放置した後に 412nmの吸光度を分光光度計(U 

V-200S，島津製作所)で測定し、レコーダ (U-135，島津製作所)で記録し

た。活性は 412nmの吸光度で示した O
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( 2 ) チオレドキシンレダクターゼ活性の測定法

チオレドキシンレダクターゼの活性は、チオレドキシンレダクターゼが D

TNB を還元する性質を利用して測定した O

まず、試料 O.5ml、BSA溶液(o . 8 mg / m 1) 1 m 1および NADPH 溶

液 (NADPH O.4 mM、ED T A 2O mM、リン酸カリウム緩衝液 2OO m M ， 

pH7.0) 2 mlを試験管に入れ撹持した o 室温が 250C の条件下で、この試験

管に DTNB 溶液(49.5 mg / m 1エタノール)を O.O4ml加えて直ちに撹持

して混合液をキユベットに移し、 DTNB 溶液を加えてから 1分後と 2分

後の 412nmの吸光度を分光光度計で測定し、レコーダで記録した O 活性は 1

分後と 2分後の 412nmの吸光度の差で示した O

4. タンパク質量の測定法

カラムクロマトグラフイーによる各画分のタンパク質量は、 28Onmの吸光

度で測定した o その他のタンパク質量は LOWRV ら (1965) 96) の方法で B

SAを標準として測定した O また、タンパク質量が少ない試料のタンパク質

重は、 3.3% になるようにスルホサリチル酸を加え、遠心分離 (27，OOoxg，4

OC， 30分)して得られた沈殿のタンパク質量を、沈殿にアルカリ溶液を直接

加えることによって LOWRV ら (1965) 96) の方法で測定した O この時も B

SAを標準として用いたが、試料と同様にスルホサリチル酸で沈殿させた後

に測定を行った O

5. 電気泳動法

電気泳動は、スラブ型電気泳動装置(A E -62OO， A T T 0 )および 8% ポ

リアクリルアミドゲルを用い、約 2OmA の電流で約 4時間行った O 電気泳
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動後、ゲル内のタンパク質を Coomassie B rillantblue R 250 ( F luka A 

G， S wi tzer land) で染色したが、発色が薄かったため、さらに銀染色法で染

色した o

第3節 牛肝臓の組酵素抽出液の保存法の確立

本研究では、まず牛の肝臓からの粗酵素抽出液の保存法を検討することにし

た。同時に保存前に大量の粗酵素抽出液の分画処理ができる硫安分画と等電点

沈殿法の検討も行った O

1 . 牛の肝臓からの粗酵素抽出液の調製

牛の肝臓からの粗酵素抽出液の調製法は、第 2章，第 2節で述べた牛肝臓の

仁清液の調製法とほぼ同様である O まず、肝臓の表面の被膜を取り、できるだ

け血管と肝管を取り除き、約 1cm角に細切し、 20g: 100 mlの割合になる

ように O.1M リン酸カリウム緩衝液 (pH6.0) を加え、氷冷したワーリング

ブレンダー(佐久間製作所)でホモジエネートを調製した。これを高速遠心分

離機 (ModelKR-200B， KUBOTA)で遠心分離 (27，000xg，40C， 30 

分)し、その上清を粗酵素抽出液とし、本節の以下の実験に用いた O

2. 粗酵素抽出液のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす凍結、凍結乾

燥、アセトン処理の影響

まず、粗酵素抽出液の凍結、凍結乾燥またはアセトン処理による保存につい

て検討した o
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まず、それぞれの処理法を以下に述べる o

く凍結区>

粗酵素抽出液を試験管に密閉して -20
0

C のフリーザーに入れて凍結した O

この時 、組酵素抽出液の膨張で試験管が割れないように試験管を傾けて凍結し

たo そのまま一定期間保存した後に、室温で解凍して MSO 還元活性測定に

用いた o

く凍結乾燥区>

粗酵素抽出液を試験管に密閉して -20OC のフリーザーに約12時間入れて凍

結した後、試験管の栓を開けて凍結乾燥機 (freeze-dryer，L abconco F D-5 

USA)により 3日間で凍結乾燥した O この凍結乾燥粉末の入った試験管を、

再び密封して冷蔵保存(4
0

C )した O この状態で一定期間保存した後に、蒸留

水で再溶解して MSO 還元活性測定に用いた o

くアセトン処理区>

粗酵素抽出液に約 15倍量 の -200C に冷やしたアセトンを加えて撹持して

静置 した後、遠心分離 (10，000xg，40C， 10分)して上清を捨て、沈殿のア

セトンを室温で自然蒸発させた。このアセトン粉末を試験管に入れ、密栓して

冷蔵保存(4
0

C )した O この状態で一定期間保存した後に、 0.1 M リン酸カリ

ウム緩衝液 (pH6.0) で再溶解して MSO 還元活性測定に用いた O

上記の各処理を行った後、それぞれの MSO 還元活性を測定した。凍結区

と凍結乾燥区については、 3 日目および 10 日目の MSO 還元活性を測定し

た。 また、測定された MSO 還元活性が酵素によるものかどうかを確認する

ため、 10日目の粗酵素液を 950C 15分で熱処理し、ワーリングブレンダーで

ホモジ エネートにしたものの活性も検討した o ただし、この日数は処理を開始

した 日からのものなので、凍結乾燥区の 3日目は実質的には凍結乾燥粉末が
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還元活性MSO  日目のみのアセトン処理区については、 3できた日である o

この図から、凍結区は保存期5-3-1 に示した oを測定した o 以上の結果は図

アセトン処理区還元活性が低下していく傾向があり、MSO  問が長くなると

しかし、凍結乾燥区につは3日目でほとんど失活していることが分かった O

還元活性がもとの約半分MSO  いてみると、凍結乾燥処理が終了した段階で

還元活性の低下は起MSO  1週間が経過してもそれからになっているが、

このことから、凍結乾燥による粗酵素抽出液の

保存が可能であると考えられた。

こっていないことが分かった。

(nmol/h/mgタンパク質)
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3. 粗酵素抽出液からの凍結乾燥粉末タイプ 1の調製およびその保存

前項の検討結果から、凍結乾燥による粗酵素抽出液の保存が可能であること

が分かったが、凍結乾燥処理の聞に約半分の MSO 還元活性が失われた o 筆

者は、凍結区で保存している聞に MSO 還元活性が低下したことから、凍結

するのに時間がかかりすぎたことがその原因ではないかと考えた o そこで、

-80OCのフリーザーを用いて約 1時間で凍結した後、凍結乾燥し、その MS

O還元活性を測定した。その結果、タンパク質当たりの活性で、 MSO 還元

活性の低下なしに凍結乾燥粉末を調製することに成功した(表 5-3-1) 0 筆者

はこれを凍結乾燥粉末タイプ 1(FD-1) と名付けた o ところで、表 5-3-1

の MSO 還元活性と、図 5-3-1の MSO 還元活性を比較すると、表 5-3-

1の方が高い値となっているが、これは第 3章で述べた個体差によるものでは

ないかと考えられた o このような個体差による MSO 還元活性の変動は、本

草の以後の検討で、凍結乾燥粉末を調製する度に見られた。

次に、 FD -1の保存温度について検討した結果、 FD-1 を室温に 1週間

おくと、 MSO 還元活性が失活することが分かった o また、冷蔵保存でも徐

々に失活していくことが分かった。しかし、 -20OC で保存すると、 FD-1の

MSO還元活性の低下は見られなかった o したがって、 FD-1および後に調

製した FD -2 (本節， 6. )と F D -3 (本節， 8. )は -20OC で保存する

ことにした。

表 5-3-1 粗酵素抽出液からの凍結乾燥粉末の調製が

メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす影響

nmol/h/mgタンパク質 :!:SE 

粗酵素抽出液

凍結乾燥粉末タイプ 1溶液

1.36 

1.38 

:!:0.14 

:!:0.04 

5
 
つU14
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4. 硫安分画の検討

本項では大量の組酵素液の分画を行うことのできる硫安分画の検討を行った o

硫安分画は以下の手順で行った o

まず、前項で述べた方法で得た FD -1 に 1g: 20 mlの割合で蒸留水を加

え、よく撹持した後に遠心分離 (27，000xg，4OC， 30分)した。その上清に

目的の濃度となるように硫酸アンモニウムをよく撹枠しながら徐々に加えた O

硫酸アンモニウムが完全に溶解した後、 30分間静置し、遠心分離 (10，000xg， 

4OC， 2 o分)して上清と沈殿に分けた O 沈殿は、 0.1M リン酸カリウム緩衝

液 (pH 6.O) に再溶解した o 上清は、そのまま上清区とするか、もしくはさ

らに硫酸アンモニウムを加えて同様の操作を繰り返した O 次に、分画されたそ

れぞれの溶液を、 0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH 6.0) に対して透析し、

硫酸アンモニウムを除去した。最後に、硫酸アンモニウムが添加された時の液

量にそれぞれの画分をメスアップして(例えば、 10m1の粗酵素液に硫酸アン

モニ ウムを加えた時の沈殿は、 5mlの緩衝液に溶解し、透析した後に 10ml 

にメスア ップした)それぞれの MSO 還元活性を測定した o

以上の方法で行った硫安分画の検討結果を図 5-3-2 にまとめた o この図か

ら MSO 還元活性を持つ画分は、 30~ 50%飽和の間にあることが分かった O

しかし、この硫安分画の検討中に、 MSO 還元活性のかなりの低下が見られ

たD この硫安分画中の MSO 還元活性の低下は、粗酵素液に DTT を添加

すること で解決することができた(本節 5. を参照) 0 図 5-3-2の左側の

図の o"， 8Ø% 飽和の聞の硫安分画は DTT のない状態で、右側の図の 30~

50%飽和の問の硫安分画では DTT を添加した状態で分画を行った結果で

ある o 右側の図に比べて左側の図の MSO 還元活性はかなり低いことが分か

る。右側の図の 30'"50%飽和の聞の硫安分画の検討を行った時の値をもとに、
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図 5-3-2 硫安分画の検討

表 5-3-2 硫安分画による精製効果

比活性 :全活性 精製倍率回収率

(nmolJhJmgタンパク質) (nmolJh) ( %) 

凍結乾燥粉末タイプ 1溶液

3Ø~5Ø%飽和函分

4.37 

4.90 

1167 

1122 1.12 96 
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硫安分画による精製効果を算出した結果を表 5-3-2に示した o M S 0 還元活

性の回収率は高く、 100%近くが回収された o しかし、 30'"50%飽和の聞に

沈殿するタンパク質が多いために、そのタンパク質当たりの比活性はほとんど

変化しなかった o したがって、本酵素の精製に硫安分画を用いても、大きな精

製効果は得られないと考えられたため、組酵素抽出液の分画には用いなかった O

5. 還元剤によるメチオニンスルホキシドレダクターゼの保護効果の検討

酵素の中には、酵素内のシステインの SH 基などが精製の各処理過程で酸

化されて失活するものがある。そのため、酵素の精製を行っている問、緩衝液

などに 2-メルカプトエタノール(2-M E )や DTT などの還元剤を添加す

ることがある o 本酵素も、酸化されて失活することが考えられたので、緩衝液

に還元剤を添加することによる失活からの保護効果を検討した o

牛肝臓の MSO 還元活性に及ぼす DTT の影響については、堀川ら 86)

の検討によって MSO 還元活性を促進することが分かっている o そこで、ま

ず 2-ME が MSO 還元活性に及ぼす影響を検討した o 2-M E が MSO

還元活性に及ぼす影響の検討は以下の手順で行った o F D -1に 1g/10 ml 

の割合で蒸留水を加え、よく撹持した後に、還元剤として 2-ME を 1mM、

DTT を 1mM もしくは 2-ME と DTT を 1mM づつを添加、または

還元剤を添加しない区の MSO 還元活性を測定した o その結果、 DTT を

添加しても 2-ME が存在すると MSO 還元活性がほとんどなくなることか

ら、 2-ME は MSO 還元活性を阻害することが分かった(図 5-3-3) 0 

次に、 DTT による MSO 還元活性の保護効果の検討をした o D T T の

保護効果の検討は以下の手順で行った o F D -1に 1g: 10 mlの割合で蒸留

水を加え、よく撹持した後に、 0.1M リン酸カリウム緩衝液 (pH6.0) また
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還元活性に及ぼす影響
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はそれに 2mM となるように DTT を添加した緩衝液に対して透析(4 OC ， 

24時間)した。透析終了後、 DTT を添加していない区には 2mM の DT

T を添加した基質溶液を、 DTT を添加した区には DTT を添加していな

い基質溶液を加えて MSO 還元活性を測定した o その結果、図 5-3-4に示

したように DTT を添加した緩衝液で透析した区の方が高い MSO還元活

性を示した o このことから、 DTT に保護効果があると考えられた O

最後に、かなり後に検討したものであるが、 2-ME による MSO 還元活

性の保護効果の検討について述べる o 2-M E の保護効果の検討は、次節で述

べる Butyl-T oyopearl 650 S カラムによって得られた MSO 還元画分を

用いて以下の手順で行った O まず、 Butyト Toyopearl 650 S カラムによる分

画の検討(本章，第 4節， 6. )で述べた方法で得られた MSO還元画分を、

0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH 6.0 )並びに、それに 2-ME を 1mM、

2-M E を 10mM 、DTT を 1mM もしくは 2-ME と DTT を 1mM 

づつを添加した緩衝液に対して透析 (40C，48時間)した O 透析終了後、 DT

T 1 mM を添加した緩衝液に対して再度透析 (40C，12時間)した O 透析終

了後、それぞれの MSO 還元活性を測定した。すべての操作は 40Cで行っ

たo その結果、図 5-3-5 に示したように、 2-ME 添加区だけでなく無添加区

でも DTT添加区と差がなかった O そのため、この結果から 2-ME の効果

は確認できなかった O しかし、還元剤を添加していない緩衝液に対して透析を

すると失活する(図 5-3-4) ことから、 1度失活した酵素でも DTT が存在

する状態でしばらく放置すると MSO 還元活性が戻るのではないかと考えら

れた。

以上の検討結果から、酵素を酸化から保護するためには、精製を行っている

問、粗酵素液に DTT を添加することが必要であると考えられた O
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6. 粗酵素抽出液からの凍結乾燥粉末タイプ 2の調製

前項の結果から DTT を用いて凍結乾燥粉末タイプ 2(FD-2)を以下の

手順で調製した O

F D -2は、牛の肝臓からの粗酵素抽出液の調製(本節， 1. )の時に加え

たリン酸カリウム緩衝液の代わりに、 1mM の DTT 溶液を用いてホモジエ

ネート液を調製し、それを遠心分離 (27，000xg，40C， 30分)した上清を凍

結乾燥することにより調製した O 凍結乾燥の方法は FD -1 (本節， 3. )と

同様である o ただし、凍結乾燥終了後、凍結乾燥粉末の入った容器内の気圧を

外気圧に戻す時に、本酵素の酸化を少しでも防ぐために窒素ガスを吸気させた。

また、組酵素抽出液を調製した時に添加した DTT のほとんどは、凍結乾燥

Ipに昇華したと考えられた(図 5-3-6) 0 調製した凍結乾燥粉末は密栓して

-zoocで保存した O

7. pH 処理による分画の検討

本項では、 MSO 還元活性に及ぼす pH 処理による分画について検討した o

pH 処理による分画は FD-2を用いて以下の手順で行った O

まず、 F D-2に 1g: 10 mlの割合で蒸留水を加え、よく撹持した後に濃

塩酸で目的の pH に調製し、 30分静置(4 OC )した後に遠心分離 (27，000xg，

4
0

C， 3 o分)した o その上清を 30% 水酸化ナトリウム溶液で pH7.0に調製

した後に MSO還元活性を測定した。

以上の方法で pH4.0および pH 5.0の処理を検討した結果、 pH 4.0で処

理したものには MSO 還元活性がまったく見られなかった o しかし、 pH 5.0 

で処理したものには MSO 還元活性がみられ、その精製効果は表 5-3-3の

ように良好であった O この結果から、 pH 5.0の処理による分画を凍結乾燥前
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表 5-3-3 <!完結乾燥粉末タイプ 2の pH5.0の処理による精製効果

比活性 タンパク質量全活性 精製倍率回収率

(nmol/h/mgタンパク質 (mg) (nmol/h) ( %) 

凍結乾燥粉末タイプ 2溶液

pH5.0処理画分

3.61 

29.20 

22.1 

14.s 
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82 1.60 98.4 
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の粗酵素抽出液の分画に用いることにした。

B. 粗酵素抽出液からの凍結乾燥粉末タイプ 3の調製

前項の検討結果から、 DTT およびpH5.0の等電点沈殿法による分画を用

いて凍結乾燥粉末タイプ 3(F D -3) を以下の手順で調製した o

まず、 FD -2 を調製した時(本節， 6. )の方法で調製したホモジエネー

ト液を、濃塩酸で pH 5.0にして 40C で 30分静置した o そして、それを遠

心分離 (27，000xg，4OC， 30分)した上清を、 30% 水酸化ナトリウム溶液で

pH 7. oにして凍結乾燥した o 凍結乾燥の方法は FD -2 (本節， 6. )と同様

である o 調製したそれぞれの凍結乾燥粉末は、密栓して -200C で保存した o

以上の FD-1、FD-2、FD-3の調整手順の概要は図 5-3-7に示した o

以上の方法で調製した FD-3を後に述べる MSO レダクターゼの精製お

よぴチオレドキシンとチオレドキシンレダクターゼの部分精製に用いた o F D 

-3の MSO 還元活性および FD-3調製による精製効果は、本章，第 8節，

2.で他の分画法とともにまとめて述べる(表 5-6-1を参照) 0 

リン酸カリウム緩衝液
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第4節 メチオニンスルホキシドレダクターゼの組酵素レベルでの pH

安定性およびカラムクロマトグラフィーによる分画

本節は、精製の方法を検討するために、いくつかのカラムクロマトグラフイ

ーを用いた分画を試みることを目的とした o ただし、本節の検討は、前節の牛

肝臓の組酵素抽出液の保存法の検討と並行して行ったため、各カラムクロマト

グラフィーの検討ごとに用いた凍結乾燥粉末(F D -1、 FD-2および FD -3) 

はまちまちになった o

1 . メチオニンスルホキシドレダクターゼの粗酵素レベルでの pH 安定性

カラムクロマトグラフイーには、目的の酵素を効率良く分離するために、任

意の pH の緩衝液を用いる必要がある O しかし、酵素によっては、ある pH

にさらすと失活することがあるので、まず本酵素にどのような pH の緩衝液

を用いてよいかどうかについて検討する必要がある O そこで、 MSO レダク

ターゼの組酵素レベルでの pH 安定性を以下の手順で検討した。

前節で述べた方法で調製した 3gの FD-1に 3Omlの蒸留水を加え、よ

く撹持した後に、硫安分画により 30'"50% の画分を分離した o これを 5等

分し、それぞれに pH の異なる同量の 0.04M リン酸カリウム緩衝液(pH 6 

.0， 6.5， 7.0， 7.5， 8.0) を加えた。それぞれの試験区の pH を確認したと

ころ、 5.74、6.28、6.78、7.20、7.54であった O この状態で密栓して、 40C

で 24時間放置した O そして、 0.02M リン酸カリウム緩衝液 (pH6.0，D T 

T 1 mM) に対して透析 (4OC，24時間)した o 透析終了後、それぞれの試験

区の pH が 6.0になっていることを確認した後に MSO 還元活性を測定し
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以上の実験の結果、 pH 7 .20で最も安定しており、 pH が低くなるにつれて

MSO 還元活性が低下する傾向が見られた(図 5-4-1) 0 このことから、本

酵素の精製は、なるべく中性に近い条件で行うのがよいと考えられた。しかし、

pH 5.74でも MSO 還元活性の大きな低下は見られないので、本酵素は、少

なくとも pH5.74"-7.54の間では安定していると考えられた O

2. D E A E -T oyopearl 650M カラムによる分画

ここでは、 DE A E -T oyopearl 650M を用いた、陰イオン交換クロマトグ

ラフィーによる分画について検討した o D E A E -T oyopearl 650M カラムに

よる分画は以下の手順で行った O

2 gの FD-1または FD-2に 20mlの蒸留水を加え、よく撹押した後

に、 20mM リン酸カリウム緩衝液(p H 7 .0， D T T 1 mM) に対して透析(

12時間)した o これを遠心分離 (27，000xg，4OC， 30分)し、その上清 20

mlを、透析に用いた緩衝液と同じ緩衝液で平衡化した DE A E -T oyopearl 

650 M カラム(1 .5 x 15 cm，カラム体積 26cm3) に添加した。これを、 8か

ら 1M の塩化ナトリウムのグラジエント (600ml) をかけて、 25ml/hの流

速で溶出させた o 1画分を約 4.5mlづっ回収し、それぞれの MSO 還元活

性および 280nm吸光度を測定した o

まず、 FD -1 を分画した結果、図 5-4-2(a) に示したように、 MSO 還

元活性の溶出パターンに 3つのピークが見られた o このことから、牛の肝臓

には、 DTT 存在下で MSO 還元活性を示す物質が、少なくとも 3つある

ことが分かった。しかし、 FD -2 ( D T T を添加して調製した凍結乾燥粉末)

を分画した結果、図 5-4-2(b) に示したように 3つ目のピークは見られなか

った o したがって 3つ目のピークを示す物質は、 DTT を添加して凍結乾燥
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処理をすると失活するか、溶出位置が変化すると考えられた O また、 FD -3 

を分画した時も FD -2 と同様の結果であった。表 5-4-1に FD -1および

F D-3の DE A E -T oyopearl 650M カラムによる精製効果をまとめた o F 

o -3については、後に 2番目のピークが MSO レダクターゼであることが

分かったので(本章，第 5節， 1. )、そのピークについてのみ記してある o

分画前の MSO 還元活性には 1番目のピークの物質による MSO 還元活

性が含まれていることを考慮に入れると、 DE A E -T oyopearl 650M カラム

による分画で比較的高い精製効果が得られるのではないかと考えられた o また、

本研究で検討したカラムクロマトグラフイーで、 MSO レダクターゼとその

他のピークが分離できたのは DE A E -T oyopearl 650M カラムによる分画

のみであった o ところで、この表から、 FD-1 よりも FD-3のタンパク質

当たりの比活性が低くなっていることが分かるが、この原因は凍結乾燥粉末調

製の方法の違いにあるのではなく、肝臓を採取した牛個体問の差(第 3章)に

よるものであり、同じ方法で調製した凍結乾燥粉末の比活性の聞にも差が見ら

れた o

次に、牛の腎臓皮質について、 FD-2と同様の方法で凍結乾燥粉末を調製

し、 DEAE-Toyopear1650M カラムを用いて同じ条件で分画した o その結

果、 MSO還元活性の溶出パターンで FD-2とほぼ同じ位置にピークが現

れることが分かった(図 5-4-2(c) )。このことから、牛の腎臓でも肝臓と

類似の酵素が MSO の還元に関与している可能性があると考えられた o 第 2

?E，第 3節で行った粗酵素レベルでの牛の肝臓および腎臓の MSO 還元系の

性質の検討結果(表 2-3-1) において、肝臓と腎臓の間に相違が認められたこ

とから異なる酵素が作用していると考えられたこととは異なる結果となった。

この点については総合考察(第 6章)で述べる o

-1 4 2 - 第 5章第 4節



表5-4-1 ~札結乾燥粉末タイプ 1 および凍結乾燥粉末タイプ 3 のDE AE-Toyopearl 650M 

カラムによる分画の精製効果

比活性 タンパク質量全活性 精製倍率回収率

(nmolJhJmgタンパク質 (mg) (nmolJh) (%) 

凍結乾燥粉末タイプ 1溶液

D EAE-Toyopearl P1a 

650Mカラム画分 P2b 

P30 

P1 + P2 +P3 

2.78 132.4 369 

4.82 

5.74 

1. 61 

2.78 

13.4 

32.3 

12.5 

58.2 

65 

186 

20 

271 

1. 73 

2.06 

0.58 

4.37 

18.6 

50.3 

5.4 

73.4 

凍結乾燥粉末タイプ 3溶液

D EAE-Toyopearl P2b 

650Mカラム画分

1. 02 479.0 487 

4.11 91.0 84.4 411 4.00 

a メチオニンスルホキシド還元活性溶出パターンの 1番目のピーク.

b メチオニンスルホキシド還元活性溶出パターンの 2番目のピーク.

o メチオニンスルホキシド還元活性溶出パターンの 3番目のピーク.

q
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3. Sephadex G-100カラムによる分画

ここでは、 Sephadex G -100を用いた分子筒クロマトグラフィーによる分

酎について検討した O 始めに、 Sephadex G-150カラムによる分画について

検討したが、本酵素の分子量が小さすぎるためにうまく分画されなかったので、

Sephadex G-100を用いることにした。 Sephadex G -100カラムよる分画は

以下の手順で行った o

まず、1.2 gの FD-2に 6mlの20mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，

D T T 1 mM)を加え、よく撹持した後に遠心分離 (27，000xg，4OC， 30分)

した o その上清 5mlを、 FD-2を溶解した緩衝液と同じ緩衝液で平衡化し

た SephadexG-100カラム (1.9x50 cm，カラム体積 142cm3) に添加し、

同じ緩衝液を用いて、 10ml/hの流速で溶出させた。 1画分を約 4.5mlづっ

回収し、それぞれの MSO 還元活性および 280nm吸光度を測定した o

その結果、 MSO 還元活性の溶出パターンは図 5-4-3のようになり、 1

つのピークが得られた o B S A (分子量約 67，000) 、オボアルブミン(分子

髭約 43，000)およびキモトリプシノーゲン A(分子量約 25，000)の溶出位

置から推定して、 MSO レダクターゼの分子量は 20，000前後と考えられた O

また、前項の結果から、 FD-1 には、 FD-2にはない 3つ目のピークを示

す物質があることが分かっているので、牛肝臓から 20mM リン酸カリウム緩

衝液 (pH7.0，DTT 1 mM) を用いて調製した粗酵素抽出液を、直接 Seph 

adex G -100カラムに添加して分画したが、やはり 1つのピークしか得られ

なかった o このことから、 MSO 還元活性を示す物質は、いずれも分子量が

20，00O前後であると考えられた O 表 5-4-2は、 FD --2の分子飾クロマトグ

フフイーによる分画の精製効果を示したものである O この表から、精製倍率は

比較的高いが、回収率が悪いことが分かった o ゲルろ過は、タンパク質とゲル

-144- 第 5章第 4節
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表5-4-2 凍結乾燥粉末タイプ 2の Sephadex G-1O0カラムによる分画の精製効果

比活性 タンパク質量全活性精製倍率回収率

(nmol/h/mgタンパク質 (mg) (nmol/h) (%) 

凍結乾燥粉末タイプ 2溶液

S ephadex G-1O0カラム画分

3.12 

29.2O 

354.7 

14.6 

1108 

425 9.35 38.4 

との聞の相互作用が少ないので、一般に回収率はょいとされているが、本実験

では回収率が悪かった o しかし、その原因は分からなかった。

1. CM-cellulofine A-5O0M カラムによる分画の検討

ここでは、 CM-cellulofine A-5OOM を用いた陽イオン交換クロマトグラ

フィーによる分画について検討した o C M-cellulofine A-5O0M カラムに

よる分画は以下の手順で行った。

7 gの FD-2に 7mlの20rnM 酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.O，DTT 1 

mM)を加え、よく撹持した後に 5rnl を、 FD-2を溶解した緩衝液と同じ緩

街液で平衡化した CM-cellulofine A-5OOM カラム (1.5x15 crn，カラム

体積 26cm3) に添加した o これを、 8から 1M の塩化ナトリウムのグラジ

エント (600rnl) をかけて、 25ml/hの流速で溶出させた。 1画分を約 4.5ml 

つつ回収し、それぞれの MSO 還元活性および 28Onm 吸光度を測定した o

その結果、 MSO 還元活性は最初に溶出され、ほとんどカラムに保持され

-1 4 6 - 第 5章第 4節



制
初
期
'
-
υ
ω
Z

(M) 

0.4 

0.2 

出
8
E
S∞∞

2 

1 

(nmol/3h/ml) 

40 

20 

組
問
ω
収
制
問
り
{
¥
州
市
長
会

κ入
川
』
nr
下一ス

ト4

ト仏

-.::J 

O O 

48 40 

図 5-4-4 O札結乾燥粉末タイプ 2の CM -cellulofine A -S00Mカラム
による分画

30 

画分

20 10 1 

O 
減

印

刷

判

滋
k
H

笥



なかった(図 5-4-4) 0 カラムの保持力を高めるためには，さらに pH を下

げる必要があるが、先の検討(本章，第 3節， 7. )から、本酵素は pH 4.0 

で失活もしくは沈殿することが分かっているので、 pH を 5.0 よりも下げる

ことはできなかった O そのため、 CM -cellulofine A-500M による陽イオン

交換クロマトグラフィーは利用できないと考えられた o

5. H ydroxylapa ti teカラムによる分画

次に、 Hydroxylapati te を用いた吸着クロマトグラフィーによる分画につ

いて検討した o H ydroxylapati teカラムによる分画は以下の手順で行った。

H ydroxylapa ti teは、保持できるタンパク質量が少ないため、カラムに添

加する粗酵素液に、 Sephadex G -100カラムまたは DE A E -T oyopearl 

650M カラムで分画した MSO 還元活性画分を用いた o Sephadex G-100 

カラムによる MSO 還元活性画分は、 FD-2を、移動相に 10mM リン酸カ

リウム緩衝液(p H 7 .0， D T T 1 mM) を用いた以外は分子飾クロマトグラフ

イーによる分画の検討(本節， 3. )と同様の方法で分画することにより得た o

また、 DE A E -T oyopearl 650M カラムによる MSO 還元活性画分は、 F

D -3を、緩衝液に 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0， D T T 1 mM) を

用いた以外は DE A E -T oyopearl 650M カラムによる分画の検討(本節，

2. )と同様の方法で分画して得られた 2つの MSO 還元活性画分の内、 2

番目のピークの MSO 還元活性画分 (MS 0 レダクターゼ画分、本章，第

5節 1.を参照)から得た o こうして得られた MSO 還元活性画分を、 S

ephadex G-100カラムからの MSO 還元活性画分の時は 10ml を、 DEA

E-Toyopear1650M カラムからの MSO 還元活性画分の時は 15ml を、

同じ緩衝液で平衡化した Hydroxylapatiteカラム (1.0x20 cm，カラム体積

只
)4
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16 cm3) に添加した。これを、 10から 400rnM の リン酸カリウム緩衝液のグ

ラジエント (600ml) をかけて、 10mljhの流速で溶出させた。 1画分を約

4.5 mlづつ回収し 、それぞれの MSO 還元活性およ び 280nrn吸光度を測

定した o

その結果、 Sephadex G-100カラムからの MSO 還元活性画分を 用いた

時の MSO 還元活性の溶出パターンは、図 5-4-5(a)のように隣接する 2

つのピークが見られた o この 2つのピークについては次節(第 5節， 2. ) 

で述べる o 一方、 DE A E -T oyopearl 650M カラムからの MSO 還元活性

画分を用いた時の MSO 還元活性の溶出パターンは、図 5-4-5(b) のよう

になった o D E A E -T oyopearl 650M カラムおよ‘ぴ Hydroxylapati teカラ

ムによる精製効果は表 5-4-3のようになり、 Hydroxylapatiteカラムで高い

精製効果が得られることが分かった。

表5-4-3 流結乾燥粉末タイプ 3の DE AE -Toyopearl 650Mカラムおよび
Hydroxylapati teカラムによる分画の精製効果

比活性 タンパク質量全活性 精製倍率回収率

(nmoljhjmgタンパク質 (mg) (nmo ljh) ( % ) 

凍結乾燥粉末タイプ 3溶液

D E AE -Toyopearl 650M 

カラム函分

HYdroxylapati teカラム

カラム画分

5.13 

3.48 

213.0 

114.2 

1094 

398 0.68 36.4 

90.88 1. 27 115 17.70 10.6 
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6. B utyl-T oyopearl 650S カラムによる分画

ここでは、 Butyl-T oyopearl 650 S を用いた疎水クロマトグラフィーによ

る分画について検討した o B utyl-T oyopearl 650 S カラムよる分画は以下の

手順で行った。

2 gの FD-3に 10mlの 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，DT  

T 1 mM，硫酸アンモニウム 1.3M) を加え、よく撹持して放置 (4OC，30 

分)した o これを遠心分離 (27，000xg，40C， 30分)し、その上清 7mlを、

F D-3を溶解した緩衝液と同じ緩衝液で平衡化した Butyl-T oyopearl 650 

S カラム(1 .5 x 15 cm，カラム体積 26cm3) に添加した o これを、 1.3から

o M の硫酸アンモニウムのグラジエント (600ml) をかけて、 25ml/hの

流速で溶出させた。 1画分を約 4.5mlづっ回収し、それぞれの MSO 還元

活性および 280nm吸光度を測定した o

その結果、 MSO 還元活性の溶出パターンは図 5-4-6のようになった o

この図から、 Butyl-T oyopearl 650 S カラムによる分画でも 1つのピーク

しか得られないことが分かった o 表 5-4-4はButyl-T oyopearl 650 S カラ

ムによる分画の精製効果である。この表から、 DE A E -T oyopearl 650M カ

ラムと同程度の精製効果があると考えられた o

表5-4-4 凍結乾燥粉末タイプ 3のButyl-Toyopearl650Sカラムによる分画の精製効果

比活性 タンパク質量全活性 精製倍率回収率

(nmol/h/mgタンパク質 (mg) (nmol/h) (%) 

凍結乾燥粉末タイプ 3溶液

ButyI-Toyopearl 650S 

カラム画分

』ーーーーーーーーー

1.02 

4.11 

479.0 

91. 0 

-1 5 2 -

487 

411 4.04 84.4 

第 5章第 4節



wm鰐
守
(
)
∞
N

(

守
Z
Z
)

(M) 

1.5 

1.0 

0.5 

凶
栄
一密
自
由
∞
N

2 

1 

• • • • • • • '・
・‘.・.

・---

e
 
• • • • • • • • • • • 

i'

・.
-t 

• • • • • • • • • • • • • • • 
.. ，
 

a

・・・

• • • • • • • • • • • • • • • 
・・・・.

・・・・・
4

• • • • • 
・・・・・•... 

・
• 

•.•..•.•• 
'・・
.. 

・.• 

(nmol/3h/m1) 

80 

40 

制
宿
泊
ぬ
照
り
{
¥
川
庁
長
ム
「
U
円
入
け
』
円
十
v

へ

ト-'

CJl 

心コ

滅

m
冊

O O 

戸つ

カラムによる分画

画分

さ札結乾燥粉末タイプ 3のButyl-Toyopearl650S 

1 

図 5-4-6

O 

減
A
F

笥



第 5節 チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼのカラムク

ロマトグラフィーによる分画

1. D E A E -T oyopearl 650M カラムによる分画のチオレドキシン活性お

よぴチオレドキシンレダクターゼ活性

還元型のチオレドキシンは基質特異性が低く MSO も還元する 52)。また、

酸化型のチオレドキシンは、 DTT によって還元型になることが報告されて

いる 1@@〉o このことから、本研究で用いている MSO 還元活性の測定法では、

チオレドキシンのよる MSO 還元活性も測定されると考えられる O したがっ

て、前節の DE A E -T oyopearl 650M カラムによる分画(本章，第 4節 2.

)の MSO 還元活性の溶出パターン(図 5-4-2(a) )に見られた 3つのピ

ークの内、 1つはチオレドキシンであると考えられる O そこで DEAE-To 

yopearl 650M カラムによるチオレドキシン活性の溶出パターンについて検討

した o また、同時にチオレドキシンレダクターゼの溶出パターンについても検

討した o これらの溶出パターンの検討は以下の手順で行った O

1 gの FD-3 に 15mlの蒸留水を加え、よく撹持した後、遠心分離(

27，OOOxg， 4
0C， 30分)した o その上清 10ml を、 10mM リン酸カリウム

緩衝液 (pH7.0，DTT 無添加)で平衡化した DE A E -T oyopearl 650M 

カラム(1.5X15 cm，カラム体積 26cm3 ) に添加した O これを、 8から 1M 

の塩化ナトリウムのグラジエント (600ml) をかけて、 25ml/hの流速で溶出

させた o 1画分を約 4.5mlづっ回収し、それぞれの MSO 還元活性、チオ

レドキ シン活性、チオレドキシンレダクターゼ活性および 280nm吸光度を測

定した o チオレドキシン活性の測定には、この分画で得られたチオレドキシン

レダク ターゼ活性画分を用いた o また、 DTT だけでなく NADPH を還
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元剤として用いた時の MSO 還元活性も測定した O

その結果、図 5-5-1 に示したように、 MSO 還元活性の溶出パターンの 2

つのピークの内、先に溶出されるピークと、チオレドキシン活性のピークとが

重なった O このことから、先に溶出される MSO 還元活性がチオレドキシン

で、後に溶出されるのが MSO レダクターゼであると考えられた O 一方、チ

オレドキシンレダクターゼ活性は、 2つの MSO 還元活性のピークの後にピ

ークが見られた o また、再度同様の分画を行い、 6rv 30 の画分のチオレドキシ

ンレダクターゼ活性を測定した結果、このピーク以外に活性は見られなかった

ことから、このピークはチオレドキシンレダクターゼによるものと考えられた O

ところで、 NADPH を還元剤として用いた時の MSO 還元活性の溶出パ

ターンでは、 2つ目のピークの所に 2つのピークが見られたが、この点につ

いては考察(本章，第 9節)で述べる O

2. H ydroxylapati teカラムによる分画のチオレドキシン活性

H ydroxylapa ti teカラムによる分画のチオレドキシン活性について検討し

たo H ydroxylapati teカラムによる分画は以下の手順で行った。

まず、 FD -3 を DE A E -T oyopearl 650M カラムを用いて分画すること

により、 MSO レダクターゼを含まないチオレドキシン画分を得た O 次に、

その 6m 1を、 10mM リン酸カリウム緩衝液で平衡化した Hydroxylapati te 

カラム(1.0x20cm，カラム体積 16cm3) に添加した O これを、 10から 400

10Mのリン酸カリウム緩衝液のグラジエント (600ml) をかけて、 10ml/hの

流速で溶出させた o 1画分を約 4.5mlづつ回収し、それぞれのチオレドキシ

ンによる MSO 還元活性および 280nm吸光度を測定した O

その結果、チオレドキシンによる MSO 還元活性の溶出パターンは、図
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図 5-5-2 O完結乾燥粉末タイプ 3を DE AE -Toyopearl 650Mカラムで
分画した粗酵素液のHydroxylapatiteカラムによる分画



!i-5 -2のようになった o この図から、 IIydroxylapatitcカラムでは、 MSO

レダクターゼとチオレドキシンはほぼ同じ画分に溶出することが分かった。し

たがって、 Sephadex G -100カラムで分画した MSO 還元活性画分を Hyd 

roxylapatiteカラムで分画した時に見られた 2つのピーク(図 5-4-5(a) ) 

の内の 1つは、チオレドキシンであると考えられた O

3. B utyl-T oyopearl 650 S カラムによる分画のチオレドキシンレダクタ

ーゼ活性

Butyl-Toyopear1650S カラムによる分画のチオレドキシンレダクターゼ

活性について検討した o B utyl-T oyopearl 650 S カラムよる分画は以下の手

順で行った O

1. 5 gの FD -3 に 15mlの 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，E 

o T A 1 mM，硫酸アンモニウム 1.3 M (約 30%飽和) )を加え、よく撹持

して放置 (4
0

C，30分)した o これを遠心分離 (27，O00xg，40C， 30分)し

た上清 10mlを、 FD-3を溶解した緩衝液と同じ緩衝液で平衡化した Buty 

トToyopear 1 650 S カラム(1 . 5 x 15 cm，カラム体積 26cm3 ) に添加した O

これを、1.3から oM の硫酸アンモニウムのグラジエント (600ml) をか

けて、 25ml/hの流速で溶出させた。 1画分を約 4.5mlづっ回収し、それぞ

れのチオレドキシンレダクターゼ活性および 280nm吸光度を測定した O

その結果、チオレドキシンレダクターゼ活性は MSO 還元活性よりも遅く

溶出されることが分かった(図 5-6-1 を参照) 0 
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第 6節 メチオニンスルホキシドレダクターゼの精製

本節では、第 4節で検討したカラムクロマトグラフイーを用いて FD-3を

分画し、 MSO レダクターゼの精製を行った O

1 . 凍結乾燥粉末タイプ 3からの MSO レダクターゼの精製の手順

第4節および第 5節の検討結果から、 MSO レダクターゼとチオレドキシ

ンを分離するためには DE A E -T oyopearl 650M カラムによる分画が必要

なことおよび Hydroxylapati teカラムによる分画によって高い精製効果が得

られることが分かった O これらのことを考慮に入れて、第 4節で検討したカラ

ムクロマトグラフィーを組み合わせて、いくつかの検討を行った結果、最終的

に以下の手順で MSO レダクターゼを精製することができた O

まず、 2gの FD-3 に 10ml の 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，

EDTA 1 mM，硫酸アンモニウム 1.3M) を加え、よく撹持した後、遠心

分離 (27，000xg，4
0

C， 30分)した上清 10ml を、 FD-3を溶解した緩衝

液と同じ緩衝液で平衡化した Butyl-T oyopearl 650 S カラム (1.5X15cm， 

カラム体積 26cm3) に添加した O これを、 1. 3から oM の硫酸アンモニウ

ムのグラジエント (300ml) をかけて、 25ml/hの流速で溶出させた o 1画

分を約 4.5mlづっ回収した o この分画で MSO 還元活性画分 (MS 0 レ

ダクターゼおよびチオレドキシンを含む)およびチオレドキシンレダクターゼ

回分が得られた(図 5-6-1) 0 チオレドキシンレダクターゼ両分は、次節で述

べるチオレドキシンレダクターゼの部分精製に用いた o 次に、得られた MS

O還元画分を、 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，DTT 1 mM) に対

して透析(12時間)し、 28mlの粗酵素液を透析に用いた緩衝液と同じ緩衝

-1 5 9 - 第 5章第 6節
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液で平衡化した DE A E -T oyopearl 650M カラム (1.5X15 cm，カ ラム体

積 26cm
3
) に添加した。これを、 8から 1M の塩化ナトリウムのグラジエ

ント (600ml) をかけて、 25ml/hの流速で溶出させた o 1画分を約 4.5ml 

づっ回収した o この分画で MSO レダクターゼ画分とチオレドキシン画分が

分離された(図 5-6-2) 0 チオレドキシン画分は、次節で述べるチオレドキシ

ンの部分精製に用いた o 最後に、 MSO レダクターゼ画分 10ml を Hydrox 

ylapatiteカラムに添加した。溶出の条件は、 Hydroxylapati teカラムによ

る分画の検討(本章 ，第 4節， 5. )と同じである O メチオニンスルホキシド

レダクターゼは、図 5-6-3 に示したように溶出された O

2. 精製したメチオニンスルホキシドレダクターゼの精製倍率と電気泳動

精製したメチオニンスルホキシドレダクターゼを、 U1 trafr‘ee-20を用いた

限外ろ過で濃縮した後、電気泳動で分離した結果、 1本のバンドが確認できた

(図 5-6-4)。

表 5-6-1は、ホモジエネート液から精製されるまでの精製効果をまとめた

ものである o ホモジエネート液の活性に比べて、精製された MSO レダクタ

ーゼのタンパク質当たりの比活性は約 307倍になった o この表から分かるよ

うに、 Butyl-T oyopearl 650 S カラムによる分画では、タンパク質量当たり

の比活性が増えていないことから、この分画ではそれほど精製されていないこ

とが分かる o そこで、 Butyl-T oyopearl 650 S カラムによる分画をせずに、

F D-3を DE A E -T oyopearl 650M カラムで分画した後に Hydroxylapat 

lteカラムで分画することにより精製を試みたが、電気泳動の結果、複数のバ

ンドがみられ、 Butyl-T oyopearl 650 S カラムによる分画は必要であると考

えられた O
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表 5-6-1 精製の各段階のメチオニンスルホキシド還元活性

比活性 タンパク質量全活性

(nmolJhJmgタンパク質) (mg) (nmolJh) 

ホモジェネート液 0.34 31110 1103 

pH処理 1.05 949.0 1026 

1.3 M硫安上清 2.87 339.7 975 

Butyl-Toyopearl 650S 2.78 266.5 740 

D E AE -Toyopearl 650M 12.72 11.68 148.6 

Hydroxylapati te 105.7 0.188 19.92 

-1 64-

精製倍率

3.05 

8.33 

8.06 

36.91 

306.8 

回収率

(%) 

93.0 

88.4 

67.1 

13.47 

1.806 

第 5章第 6節



図 5-6-4 メチオニンスルホキシドレダクターゼの電気泳動
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第 7節 チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼの部分精製

本節では、 MSO 還元活性へのチオレドキシン系の関与を確認するために

必要なチオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼの部分精製を行った O

チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼの部分精製は、 MSO レ

ダクターゼの精製と同時に以下の手順で行った o

L . チオレドキシンレダクターゼの部分精製

チオレドキシンレダクターゼは、 MSO レダクターゼの精製の Butyl-T 0 

yopearl 650 S カラムによる分画の時に得られたチオレドキシンレダクターゼ

両分を DE A E -T oyopearl 650M カラムで分画することにより得た o B uty 

トToyopearl 650 S カラムによる分画で得られたチオレドキシンレダクター

ゼ画分を、 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0， E D T A 1 mM) に対し

て透析(12時間)し、 35ml を透析に用いた緩衝液と同じ緩衝液で平衡化し

た DE A E -T oyopearl 650M カラム (1.5x15cm，カラム体積 26cm3) に

添加した o これを、 8から 1M の塩化ナトリウムのグラジエント (60Oml) 

をかけて、 25ml/hの流速で溶出させた o 1画分を約 4.5mlづつ回収した o

こうして得られたチオレドキシンレダクターゼ画分は、 -200C で保存した O 実

験に使用する際には室温で解凍した。

2. チオレドキシンの部分精製

チオレドキシンは、 MSO レダクターゼの精製の DE A E -T oyopearl 

650 M カラムによる分画の際に得られたチオレドキシン画分を、 Hydroxylapa 

titeカラムで分画することにより得た。分画の条件は、 Hydroxylapa ti teカ

-1 66- 第 5章第 7節



ラムによる分画の検討 (本章 ，第 4節， 5. )の項で述べたものと同じである O

また 、チオレドキシン活性は、インシユリンを用いたチオレドキシンの活性測

定法(本章 ，第 2節， 3. (1)) が、 DTT によって阻害されるため、 MS

O 還元活性で測定した。 Hydroxylapatiteカラムによる分画で、チオレドキ

シン画分は、 MSO レダクターゼ画分よりもやや遅くなる傾向はあったが、

ほぼ同じ位置に溶出された。

チオレドキシンは、本研究で用いたカラムクロマトグラフイーではいずれも

MSO レダクターゼに近い位置に溶出された o しかし、部分精製されたチオ

レドキシンを電気泳動で分離した結果、 MSO レダクターゼのバンドは見ら

れなかったことから、部分精製されたチオレドキシンには MSO レダクター

ゼは含まれていないと考えられた O

第 8節 メチオニンスルホキシドレダクターゼの性質

1 . ジチオトレイトール存在下でのメチオニンスルホキシドレダクターゼの

性質

精製した MSO レダクターゼに含まれるジチオトレイトール(D T T )を

透析によって取り除き、 NADPH または NADH による MSO 還元活

性を検討した O その結果、表 5-8-1に示したように、 NADPH または N

ADH を添加した区には MSO 還元活性は見られなかった。しかし、再び

DTT を添加した区には MSO 還元活性が見られた O このことから、 MS

O レダクターゼは DTT のない緩衝液で透析をすると失活し、 DTT を添

加すると MSO の還元活性を取り戻すのか、あるいは MSO レダクターゼ
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だけでは NADPH または NADH による MSO の還元は起こらないと

考えられた。そのため、 MSO レダクターゼの性質の検討は 1mM の DT

T が存在する条件で行った o

表 5-8-1 メチオニンスルホキシドレダクターゼのメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼす還元剤の影響

メチオニンスルホキシド還元活性 ::tSE 

(nmol/3h/ml) 

NADH 

NADPH 

ジチオトレイトール

0.00 

0.00 

7.92 

士0.00

士0.00

::t3.12 

( 1) p H 安定性

MSO レダクターゼの pH 安定性は以下の手順で検討した。

まず、 MSO レダクターゼ溶液(約 100mM リン酸カリウム緩衝液， pH 

7.0， DTT 1 mM) 0.1 ml に、任意の pH に調製した緩衝液(D T T 1 

mM) 0.1 mlを加えて、 390C で 3時間インキュペートした o この時のそれ

ぞれの溶液の pH を測定した O 次に、基質溶液(M S 0 2 mM， 400 mM リ

ン酸カリウム緩衝液， pH7.0，DTT 1 mM) 0.2 ml を加えて、再び 390C

で 3時間インキユペトした o この時のそれぞれの溶液の pH は、 6.66から

7.12の間にあった。インキユペーション終了後、 27% スルホサリチル酸溶液
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0.05 mlを加えて反応を停止し、そのメチオニン濃度 を測定 した o

その結果、 MSO レダクターゼは、酸性側で安定する傾向が見られた(図

5-8-1) 

(nmoI/3h/mI) 

25 r--一

くぽト川

，入 15 

44」?ヤ5 〈為

品自.議1Mナ'トリウム

縦o.os長MンーNaOH
入
10 

令マ

8T. r-is-He l 
可ト

緩衝液
'x， 

5 

O 
4 5 6 7 8 9 10 11 (pH) 

図 5-8-1 メチオニンスルホキシドレダクターゼのジチオスレイトール存在下の
pH安定性
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( 2 ) 温度安定性

MSO レダクターゼの温度安定性は以下の手順で検討した。

MSO レダクターゼ溶液(1 o m M リン酸カリウム緩衝液， pH7.O，DTT 

1 mM) O.2 mlを任意の温度で 1時間インキユベートした後に氷冷し、基質

溶液 (MSO 2 mM， 1OO mM リン酸カリウム緩衝液， pH7.O，DTT 1 mM) 

O.2 mlを加えて、再び 39
0

C で 3時間インキユベートした O インキユベーシ

ヨン終了後、 27% スルホサリチル酸溶液O.O5mlを加|えて反応を停止し、そ

のメチオニン濃度を測定した O その結果、 MSO レダクターゼは、 6OOC 以上

でほぼ失活することが分かった(図 5-8-2) 0 

( 3 ) 最適 pH

MSO レダクターゼの最適 pH は以下の手順で検討した O

MSO レダクターゼ溶液(約 lOOmM リン酸カリウム緩衝液， pH7.O，D 

TT 1 mM) O.15 ml に、任意の pH に調製した緩衝液 (DTT 1 mM) 

0.15 mlおよび基質溶液(M S 0 8 m M， D T T 1 mM) o. O5 ml を加えて、

39
0

C で 3時間インキユペートした O この時のそ れぞれの溶液の pH を測定

した O インキユベーション終了後、 27% スルホサリチル酸溶液 O.O5ml を加

えて反応を停止し、そのメチオニン濃度を測定した O

その結果、 MSO レダクターゼは、 pH 8.8付近で最も高い MSO 還元

活性を示した(図 5-8-3) 0 

( 4 ) 金属イオンの影響

MSO レダクターゼに及ぼす金属イオンの影響は以下の手順で検討した O

MSO レダクターゼ溶液(約 lOOmM リン酸カリウム緩衝液， pH7.O， D 
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(nmol/3h/ml) 
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O 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 

温度('C)

図 5-8-2 メチオニンスルホキシドレダクターゼのジチオスレイトール存在下の
温度安定性
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(nmol/3h/ml) 

30L  

緩8T.8r衝5ir液MHC  一l一一一一一ーー

25 

グ
20 

，入
説自.05話MンーNaOH

15 

10 
勺《

5トー I¥ 
議自.自6PMナトリウム

O 
4 5 6 7 8 9 10 11 (pH) 

図 5-8-3 メチオニンスルホキシドレダクターゼのジチオスレイトール存在下の
メチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす pHの影響
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TT  1 mM) 0.2 m1 に、目的の 4倍の濃度の塩溶液 0.1m1および基質溶液

( M S 0 4 mM， D T T 2 mM) 0.1 m1を加えて、 390C で 3時間インキュ

ベートした o インキュペーション終了後、 27% スルホサリチル酸溶液 0.05

mlを加えて反応を停止し、そのメチオニン濃度を測定した。

その結果、 MSO レダクターゼは、 Cu2¥ F e2¥ B u-、Ca2'"で強く阻

害され、また、高濃度の Mg2'"でも 1/3以下に阻害されることが分かった

(表 5-8-2)

表 5-8-2 メチオニンスルホキシドレダクターゼのジチオスレイトール

存在下のメチオニンスルホキシド還元活性に及ぼす金属イオン

の影響

メチオニンスルホキシド還元活性 (nmo1/3h/m1)

塩濃度 (mM) 10 20 30 50 100 200 

KC1 50.5 48.3 51.9 49.6 44.0 34.8 

NaC1 50.8 46.8 49.8 47.1 44.1 42.2 

CaC12 12.1 6.2 3.7 3.7 4.1 3.9 

CuC 129. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

NaS 04 39.7 39.2 38.0 38.6 35.1 36.8 

CuS 04 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

MgS 04 47.6 37.8 35.1 26.2 25.0 15.3 

FeS 049. 3.8 3.4 3.5 3.8 3.3 3.3 

a インキュペーション終了後、沈殿物が見られた.
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.一ーーー 圃 4~
2. メチオニンスルホキシドレダクターゼのメチオニンスルホキシド還元活

性に及ぼすチオレドキシン系の添加の影響

ここでは、 MSO レダクターゼの MSO 還元活性に及ぼすチオレドキシ

ン系(チオレドキシン，チオレドキシンレダクターゼ， NADPH) の添加の

影響について検討した O チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼは、

チオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼの部分精製(本章，第 7節)

に述べた方法で得たものを用いた O チオレドキシン系添加の影響は、以下の手

順で検討した o

まず、 MSO レダクターゼ溶液およびチオレドキシン溶液に含まれる DT

T を取り除くために、 10 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，EDTA  1 m 

M) に対して透析(12時間)した O これらの溶液 0.1 m 1 と、チオレドキシ

ンレダクターゼ溶液 0.1 m 1または 10mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.0，

EDTA  1 mM) 0.1 ml を表 5-8-3 に示したように組み合わせて全 0.3ml 

にし、これらに基質溶液 (10mM リン酸カリウム緩衝液， pH7.0，MSO  4 

mM， E D T A 1 m M ， N A D P H 4 m M) 0.1 m 1を添加して、 390C で 3時

間インキユペートした o インキユベーシヨン後、 27% スルホサリチル酸溶液

0.05 ml を加えて反応を停止し、メチオニン濃度を測定した。

その結果、 3つのそれぞれの溶液だけの時は、チオレドキシンのみに MS

O 還元活性が見られ、 MSO レダクターゼとチオレドキシンレダクターゼに

は MSO 還元活性が見られなかった O しかし、 MSO レダクターゼとチオ

レドキシンレダクターゼを組み合わせると、 MSO 還元活性が見られた O 一

方、チオレドキシンと MSO レダクターゼまたはチオレドキシンとチオレド

キシンレダクターゼを含んでいる時はチオレドキシンのみの時とほとんど同程

度の MSO 還元活性しか見られなかった O また、 3つの溶液を合わせると、
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圃・ーQt ・・圃・・園田園園田園田・・・ー

チオレドキシンのみの時の約 16.7倍の MSO 還元活性が見られた o この結

果から、 MSO レダクターゼは、 MSO 還元活性を示すためにはチオレドキ

シン系を必要とすると考えられた o

表 5-8-3 メチオニンスルホキシドレダクターゼのメチオニン

スルホキシド還元活性に及ぼすチオレドキシン系添加

の影響

反応液の構成a メチオニンスルホキシド buf + T h + bufに

還元活性 (nmol/3h/ml) 対する活性(%)

Mr + buf + buf 0.0 8 

buf + Th + buf 1.7 100 

buf + buf + Tr 0.0 8 

Mr + Th + buf 1.6 96 

buf + Th + Tr 1.3 76 

Mr + buf + Tr 2.9 171 

Mr + Th + Tr 28.3 1665 

0. Mr:メチオニンスルホキシドレダクターゼ溶液 0.1ml. 

Th:チオレドキシン溶液 0.1ml. 

Tr:チオレドキシンレダクターゼ溶液 0.1ml. 

buf: 10 mMリン酸カリウム緩衝液(p H 7. 0) 0.1 ml. 

0.4 mlのインキュペーション液は 10mMリン酸カリウム緩衝液

(pH7.0) ， 1 mMメチオニジスルホキシド， 1 mM NADPH， 

1 mM E D T A を含んでいた.DTTは含んでいない.
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第 9節考察

まず、 DE A E -T oyopearl 6S0M カラムによる分画の検討(本章，第 4節，

2. )で、 MSO 還元活性の溶出パターンに 3つのピークが見られたことか

ら、牛肝臓には DTT 存在下で MSO 還元活性を示す物質が少なくとも 3

つあることが分かった O 一方、他のカラムクロマトグラフイーでは、この 3

つの物質以外に MSO 還元活性を示す画分は見られていないことから、牛肝

臓には MSO 還元活性を示す物質はこの 3つ以外にはないと考えられた o

そして、この 3つの物質の内、 1番目のピークの物質はチオレドキシンであ

り、 2番目のピークの物質は MSO レダクターゼであることが分かった(本

章，第 5節， 1. ) 0 しかし、 3番目のピークの物質については、 FD-2お

よび FD-3では認められなかったため検討しなかった O しかしながら、 DE

AE-Toyopear16S0M カラムによる分画で 3番目のピークが見られた FD

-1と見られなかった FD-2の調製法の相違点は、 FD-2で粗酵素抽出液調

製時に DTT を用いたこと、チオレドキシンは DTT で還元される 100)

こと、およびチオレドキシンには還元型と酸化型があ りそれぞれの構造が異な

っている 52) ことを総合すると、 3番目のピークの物質は酸化型のチオレドキ

シンではないかと考えられた O したがって、牛肝臓において DTT 存在下で

MSO 還元活性を示す物質は、 MSO レダクターゼとチオレドキシンの 2

つのタンパク質だけと考えられた O

筆者は、本章，第 6節で述べたように、牛肝臓の MSO レダクターゼを電

気泳動でバンド 1本になるまで精製することができた O そして、精製した M

SO レダクターゼのいくつかの性質を検討したが、その中で最も特徴的なの

は、粗酵素レベルで活性を高めた NADH および NADPH(表 2-3-1)
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では、精製した MSO レダクターゼが MSO 還元活性をまったく示さなか

ったことである(表 5-8-1) 0 このことから、 MSO レダクターゼは DTT

のない条件では失活するが DTT を添加すると MSO の還元活性を取り戻

すのか、あるいは NADPH または NADH だけでは MSO の還元は起

こらないのかのいずれかであると考えられた o 一方、表 5-8-3 の結果から、

DTT のない条件で透析した MSO レダクターゼをチオレドキシン系に加

えると、チオレドキシン系だけよりも MSO 還元活性が著しく高まったこと

から、 DTT のない条件で透析しでも MSO レダクターゼのすべてが失活

するわけではないと考えられた O したがって、 MSO レダクターゼは、 NA

DPH または NADH 存在下だけでは MSO の還元作用は示さないと考

えられた o また、 MSO レダクターゼは、 DTT のない条件でもチオレドキ

シン系を加えると MSO を還元したことから、チオレドキシン系を要求する

醇素であると考えられた o また、表 5-8-3の結果では、 MSO レダクターゼ

とチオレドキシンレダクターゼを含みチオレドキシンを含んでいない条件でも

MSO の還元が見られた o このことから、 MSO レダクターゼはチオレドキ

シンを介さなくてもチオレドキシンレダクターゼによって直接 NADPH か

ら電子を受け取ることができると考えられた o チオレドキシンレダクターゼは

基質特異性が低く、酸化型チオレドキシン以外にアロキサン、メナジオンおよ

び CU2+ とも反応することが報告されている 52〉 O

ところで、本章，第 5節 1.で検討した DTT のない条件で行った D

E A E -T oyopearl 650M カラムによる画分には、 NADPH で MSO 還

元活性を持つ画分があり、その溶出パターンには 2つのピークが見られた

図 5-5-1) 0 この原因として、この分画を行った時にチオレドキシンと MS

O レダクターゼの分離が悪かったために、 1番目のピークはチオレドキシン、
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MSO レダクターゼおよび少量のチオレドキシンレダクターゼが混在し、 M 

SO 還元活性が現れたのではないかと考えられた o また、 2番目のピークは、

前に述べたように、 MSO レダクターゼはチオレドキシンがなくてもチオレ

ドキシンレダクターゼだけで MSO を還元できることから、 MSO レダク

ターゼにチオレドキシンレダクターゼが混入したことによるものではないかと

考えられた o

本章，第 8節， 1. (3) での検討結果から精製した MSO レダクターゼ

の最適 pH は 8.8付近と考えられたが、この値は粗酵素レベルで検討された

最適 pH (表 2-3-1) の 6.0 とは異なっていた o この原因としては、 DTT

存在下(精製した MSO レダクターゼの性質は DTT 存在下で検討した)

とそうでない条件では MSO レダクターゼの最適 pH が変化するのか、チ

オレドキシン系が供給する還元型チオレドキシンが不足しているために MS

O レダクターゼでなくチオレドキシンレダクターゼの性質が粗酵素レベルで

は現れたのかのいずれかであると考えられた o 一方、粗酵素レベルで牛肝臓の

性質を検討した時には還元剤として NADH を添加していた O チオレドキシ

ン系は NADPH を要求することから、 NA D (P).... トランスヒドロゲナ

ーゼで NADH を NADPH に変換して NADPH をチオレドキシン系

に供給することにより、 MSO を還元できていたと考えられる。したがって、

NAD (P) ...トランスヒドロゲナーゼの NADH を NADPH に変換す

る活性が律速段階にある時は、 NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼの性質

が現れていたことも考えられる o しかし、還元剤の影響を検討した結果で、牛

肝臓では NADH は NADPH と同程度に MSO 還元活性を高めていた

ことから、 NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼの活性が律速段階になる可

能性は低いと考えられた o また、腎臓では NADH が MSO 還元活性を高
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めなかった原因は、腎臓に NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼ活性がな

かったためではないかと考えられた o

本章，第 4節、 3. の検討から MSO レダクターゼの分子量は約 20，000

であることが分かった O 大腸菌から精製された MSO レダクターゼ 43) の分

子量も約 21，000 と近い値であった O 一方、チオレドキシンの分子量は

10，000'"'v 13，000で、 MSO レダクターゼよりも低い O しかし、 MSO レダ

クターゼは、失活(たぶん酸化によって)しても DTT で容易に MSO 還

元活性が戻ること、チオレドキシンと同様に DTT で MSO 還元活性を示

すこと、およびチオレドキシンレダクターゼによって直接 NADPH から電

子を受け取ることができることから、 MSO レダクターゼの活性部位は、チ

オレドキシンと似ているのではないかと考えられた o
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第 6章 総合考察

本研究では、家畜の体内におけるメチオニンスルホキシド (MS 0 )の還元

に関して、以下の 4つの観点から検討を試みた o

1 ) M S 0 還元系の粗酵素レベルの性質と活性(第 2章)

2 ) M S 0 還元活性の変動の要因(第 3章)

3 ) 緬羊に対する MSO の給与が増体および血液中メチオニン濃度

と MSO 濃度に及ぼす影響(第4章)

4 ) M S 0 の還元機構の解明(第 5章)

本章では、これらの検討結果に基づいて、家畜における MSO 還元活性の意

義について総合的に考察する o

始めに、 MSO の還元に関与する酵素系について考察する O まず、第 5章

の結果から、 methionine-S-oxide reductase (E C 1. 8. 4. 5) 38) (M S 

O レダクターゼ)は、 MSO を還元するためにチオレドキシン系(チオレド

キシン、チオレドキシンレダクターゼ、 NADPH)を必要とすることが分か

った O チオレドキシンレダクターゼが酸化型のチオレドキシンを還元するため

には NADPH が必要であることが報告されている 52〉o しかし、第 2章の

組酵素レベルでの実験において、牛および豚の肝臓では NADH を添加した

際にも、 MSO 還元活性は促進された o このことから、牛および豚の肝臓に

は、 NADH を NADPH に変換する NAD (P)... トランスヒドロゲナ

ーゼ、が存在するのではないかと考えられた o NAD (P)... トランスヒドロゲ

ナーゼは、牛の心筋のミトコンドリアから精製され、その存在が確認されてい

る1@3〉 O 以上の関係をまとめて図 6-1に示した O この図のように、 MSO を

還元するためには、複数の酵素が関係していることが分かる o また、還元型チ
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オレドキシンは、 MSO レダクターゼ以外の還元酵素にも電子を与えている

ことが知られている 45.53-56)。したがって、還元型チオレドキシンが不足し

ている場合は、還元型チオレドキシンを消費する酵素群の活性の増減が MS

O の還元量に影響している可能性が考えられる o

r--生主iよぴ駆り町選のみ1___

NAD (P) + 
トランスデヒドロゲナーゼ:

d
 

曲e
 

• 
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• • 

------
• 

--r.
，
 NADH NADP+ 還元理 メチオニン

\1/ 日~J.ノ且 K 月チオレドキシン¥ /スルホキシド

NAD+ピ、 NADPH/¥堕樗ドキシンペ、メチオニン

チオレドキシン
レダターゼ

メチオニンスルホキシド
レダクターゼ

図 6-1 メチオニンスルホキシド還元系の概略

ーよQ
U
 

寸

l
ム 第 6章



.@・・・・・園田園田園・E ・E ・-園田園田園田園田園田

次に、第 2章の検討結果から得られた MSO 還元系の粗酵素レベルでの諸

性質(表 2-7-2) について考察する o 先の考察から、 MSO 還元系の粗酵素

レベルでの性質は、かなり複雑な要因が重なりあった結果として得られた性質

であると考えられる O それらの要因としては以下のものが考えられる o

1 ) M S 0 レダクターゼの性質

2 ) チオレドキシンレダクターゼの性質

3 ) 還元型チオレドキシンを消費する酵素群の総合的な性質

4 ) 牛および豚の肝臓では NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼ

存在するものと仮定)の性質

これらの要因がそれぞれの活性に複雑に影響しあっていると考えられるが、そ

の中で最も活性が低い反応(律速段階)となっている要因が、主に MSO 還

元系の粗酵素レベルでの性質として現れるものと考えられる o なぜならば、 M

SO 還元活性の測定条件が変化することによって律速段階以外の要因の活性

が変化しても、極端な低下によってその反応が律速段階となった場合を除けば、

律速段階となっている要因の活性の分だけしか MSO は還元されないからで

ある o ただし、 3)の要因は、還元型チオレドキシンを消費することによって

MSO 還元活性に影響するため、チオレドキシンレダクターゼの活性が律速

段階となっている時にのみ、チオレドキシンレダクターゼの見掛け上の活性(

還元型チオレドキシンの生成量から MSO レダクターゼ以外の酵素群が消費

する量を差し引いた量)として MSO 還元活性に影響を与えると考えられる。

この 4つの要因の内、 4)の NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼの活性

については、最適条件で NADH または NADPH を還元剤として用いた

時の MSO 還元活性に差が見られなかった 86-88) ことから、これが律速段

階とはなっていないと考えられる o また、筆者 87) が豚の肝臓および腎臓の

つ心只U
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MSO 還元系の性質を検討した際に、最適 pH 、最適温度および基質濃度の

影響に関する実験を何頭かの個体を用いて行ったが、個体聞に MSO 還元系

の性質の差は見られなかったことから、 MSO 還元系の性質は安定している

と考えられる O したがって、 3)のように多くの酵素活性が総合的に関与して

MSO 還元活性に影響を与えるという要因が MSO 還元系の性質に大きな

影響を与えているとは考えられない o 以上のことから、 MSO レダクターゼ

もしくはチオレドキシンレダクターゼが律速段階となっていて、どちらかの酵

素の性質が MSO 還元系の性質として現れているものと考えられる。

ところで、 MSO 還元系の粗酵素レベルの性質(表 2-7-1) が肝臓と腎臓

で異なっていることから、臓器ごとに異なる酵素が働いていると考えられたの

に対して、牛の肝臓および腎臓の粗酵素液を DE A E -T oyopearl 650M カ

ラムで分画した結果(第 5章，第 4節， 2. )からは、どちらの臓器でも同じ

醇素が働いているのではないかと考えられ、一見矛盾した 2つの結果が得ら

れた O 表 2-7-1 から、肝臓と腎臓の間で特に異なっている性質は、 MSO 還

元活性を促進した還元剤の種類とミカエリス定数である o しかし、 MSO 還

元活性を促進した還元剤の種類については、 NADH が肝臓の MSO 還元

活性を促進するのに対して腎臓では促進しない理由が、先に述べたように、肝

臓には NAD (P)'" トランスヒドロゲナーゼの十分な活性があるが腎臓に

はないためであると考えると、 MSO 還元活性を促進した還元剤の種類によ

る臓器問の差は見られなくなる o ただし、産卵鶏の腎臓のみでグルタチオン(

G S H )による MSO 還元活性の促進が見られているが、 NADPH と比

較すると、その促進効果は比較にならないほど低いものである(図 2-6-3) 0 

GSH による MSO 還元活性の促進は、兎 34) でも報告さているが、この

点については後で触れる o 一方、ミカエリス定数が異なることについても、臓
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器によって律速段階になっている反応が異なっているためであると考えること

ができる o また、どちらの臓器でもチオレドキシンレダクターゼの反応が律速

段階である場合には、チオレドキシンレダクターゼの活性が MSO レダクタ

ーゼが還元できる MSO の最大量を制限するために基質親和性(ミカエリス

定数)が変化することが考えられる o 例えば、還元型チオレドキシンが豊富に

ある条件で MSO レダクターゼが MSO濃度がし000mM以上になると

飽和(最大活性に達する)すると仮定した時、 3時間のインキユベーション時

間でチオレドキシンレダクターゼによって MSO レダクターゼに供給される

還元型チオレドキシンの総量が 50mM であれば、 MSO レダクターゼは 3

時間のインキユペーション時間で 50mM の MSO しか還元できない o した

がって、 MSO レダクターゼが 50mM の MSO を還元できる MSO濃

度 (1，000mM よりも低い)で、見掛け上 MSO 還元活性は飽和することと

なり、基質親和性が見掛け上高くなってミカエリス定数は低い値となる o よっ

て、チオレドキシンレダクターゼによって MSO レダクターゼに供給される

還元型チオレドキシンの総量がミカエリス定数を決定することとなると考える

ことができる o 以上のように考えると、肝臓と腎臓の問で MSO還元系の性

質が違っていても、どちらの臓器でも同じ酵素系が働いていると考えることが

できる o もしそうであるならば、最適 pH と最適温度が、肝臓と腎臓の両方

でほぼ同じであることから、どちらの臓器でも同じ酵素が律速段階になってい

る可能性が高いと考えられる o そして、ミカエリス定数が肝臓と腎臓とでは異

なっていることから、チオレドキシンレダクターゼが律速段階になっていると

考えることができる O

次に、 MSO 還元活性に見られた大きな個体差について考察する O 先の考

察から、チオレドキシンレダクターゼが律速段階となっていることが考えられ
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たが、 MSO 還元系の律速段階になっているということは、その酵素 の活性

の大きさ(つまりその酵素の量 )が MSO 還元活性の値を決定していると 考

えられる O 最近、ラットの肝臓のチオレドキシンとチオレドキシンレダクタ ー

ゼの量 が、ラットの妊娠の段階が進むと増加すること、およびチオレドキシン

レダクターゼは下垂体を除去すると妊娠の段階が進んでも増加しなくなるが、

酢酸ヒドロコルチゾンを投与すると増加することが報告されている 101)。この

ことから、チオレドキシン系は、ホルモンによって誘導されることが考えられ

るo 第 3章の検討結果から、 MSO 還元活性に、飼養条件と性別が影響を与

えることが分かったが、これらがホルモンの分泌量 に影響を与えることにより

チオレドキシン系を誘導し、 MSO 還元活性に影響しているかもしれないと

考えられる。しかしながら、 MSO 還元活性の個体差は大きく、 MSO 還元

活性が最も低い個体の値に対して、 MSO 還元活性が最も高い個体の値が何

倍であるかを算出すると、牛肝臓が約 8倍、牛腎臓が約 6倍、豚肝臓が約 8

倍、豚腎臓が約 2倍、産卵鶏肝臓が約 1.5倍、そして産卵鶏腎臓が約 2倍

となっている o 多くの還元活性に利用されるチオレドキシン系の活性がこれほ

ど大きく変動することは考えにくい O したがって、 MSO 還元活性の個体差

の原因は、 MSO レダクターゼが律速段階となっており、その量が変化する

ためであると考えた方が妥当ではないかと考えられる O ルーメンで MSO が

生成されると考えられる反努動物が、単胃動物よりも MSO 還元活性が高い

(第 2章)こと、および緬羊に MSO を給与すると MSO 還元活性が高ま

るかもしれないと考えられた(第 3章 )ことなどから、 MSO レダクターゼ

は体内の MSO 濃度によって誘導を受けるのではないかと考えられる o

最後に、兎ではグルタチオン(G S H )の添加が、 NADPH と同程度に

MSQ 還元活性を促進する 34) (表 2-7-2) という点について考察する o 筆者
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らの検討結果から、 GSH の添加は、牛、豚および産卵鶏では、産卵鶏腎臓

で少し促進する傾向が見られた(図 2-6-3)以外は促進しなかった o また、豚

腎臓では阻害する傾向が見られた o 兎の MSO 還元活性が GSH で促進さ

れるためには、 GSH を用いて NADPH が生成できるか、またはチオレ

ドキシンレダクターゼが GSH を利用できるかのどちらかであると考えられ

るO ところで、チオレドキシン以外にも、グルタレドキシンという電子伝達タ

ンパク質が発見されている o グルタレドキシンにも酸化型と還元型があり、何

らかの作用で酸化されて酸化型となったグルタレドキシンは、 GSH によっ

て直接還元されて還元型になる o グルタレドキシンが生体内でどのように利用

されているかについてはまだ不明であるが、チオレドキシン系を発見するもと

となったリボヌクレオチドレダクターゼが、グルタレドキシンからも電子を受

け取ることができることが示されている 52)。このことから、兎の MSO レ

ダクターゼは、グルタレドキシンも利用できるのではないかと考えられた o

以上の考察から、 MSO 還元活性は必要(体内の MSO 濃度の変化)に

応じて増減するのではないかと考えられる o 第 2章の検討結果から牛は、豚、

ブロイラ一、産卵鶏、ラットおよび兎よりも高い MSO 還元活性を持っと考

えられた O しかし、 MSO 還元活性の値が、体内の MSO 濃度による誘導

を受けた結果であるとすれば、牛が体内に取り込んでいる MSO の量から単

胃動物が体内に取り込んでいる MSO 量を差し引いた分だけ、牛の MSO

還元活性が高いのかも知れない o したがって、単胃動物でも体内に取り込む

MSO の量が多ければ、高い MSO 還元活性を持つ:個体に成ることが考え

られる o しかし、ラットは MSO を利用できるが、メチオニンほどは高くな

いという研究報告 21-23) が多いことから、 MSO 還元活性の誘導には上限が

あり、それはメチオニン要求量を満たせるほど高いものではないのかもしれな
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いo 筆者が検討した産卵鶏の腎臓では、測定した M:SO 還元活性の値は高い

ものであった(表 2-7-3) ことから、かなり MSO 還元活性が高まっている

ことが考えられたが、メチオニン要求量に対する MSO 還元能はかなり低い

ものであった(表 2-7-4) 0 また、ブロイラーについては、特に MSO 含量

が少ない飼料を与えられているとは考えられないにもかかわらず、 MSO 還

元活性は測定できないほど低かった o これらのことから、鶏は、 MSO 還元

能が特に低い(誘導によって高まる分を考慮しても)と考えられた。このこと

は、過度に酸化した飼料を与えると、生産(成長、泌乳など)に影響する可能

性を示唆している O

MSO 還元活性は、メチオニン要求量を満たすほど高いものではなかった

(表 2-7-4) 0 しかしながら、飼料に含まれているメチオニンがどの程度 M

SO になっているかについての報告は見当たらないが、ブロイラーを除けば、

飼料に含まれる MSO を還元するのに十分な活性なのではないかと考えられ

た。また、 MSO 還元活性は、個体によって 8倍もの変動を示し、それによ

って飼養条件に適応しているものと考えられた O これらのことは MSO 還元

活性が、家畜の栄養において重要な意義を持ってお り、家畜の生産に密媛な関

係があることを示唆しているものと考えられた O
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第 7章要約

メチオニンおよびメチオニンスルホキシド (MS 0 )の家畜栄養学上の問題

点を整理すると以下の点が上げられる。

1 )メチオニンは、飼料中で第一制限アミノ酸になりやすい。

2 )メチオニンは、酸化されて MSO になりやすい o

3) M S 0 は、そのままではタンパク質合成に利用されない O

4) M S 0 の還元に関する研究は、牛、豚、鶏では行われていない o

これらのことから、家畜の体内におけるメチオニンスルホキシド(M S 0 )の

有効利用の機構としての rnethionine-S-oxidereductase (E C 1. 8. 4. 5) 

38) (M S 0 レダクターゼ)に関する研究を行う必要があると考えられた O そ

こで本研究では、 MSO レダクターゼの生理的条件下における家畜種聞の活

性の比較を行うとともに、牛肝臓における同酵素の精製およびその性質の検討

を行った o

1 . 牛、豚、鶏のメチオニンスルホキシド還元活性の比較(第 2章)

これまでに、牛については、堀川(1988，修士論文)1 86) が肝臓および腎臓

の MSO 還元系の粗酵素レベルでの性質を検討した。しかし、堀川 86) が検

討した性質には、いくつかの疑問点があったため、本研究において筆者は、そ

れらの点について再検討を行い、牛の肝臓および腎臓の MSO 還元系の粗酵

素レベルでの性質に修正を加えた O そして、修正した諸性質に基づいて、生理

的条件を加味して MSO 還元活性の測定条件を決定し、牛の肝臓および腎臓

の MSO 還元活性を再度測定した O その結果、肝臓の MSO 還元活性は、

粗酵素液中のタンパク質当たりで、堀川 86) の測定値の約 70% に減少したが、
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腎臓の MSO 還元活性は、堀川 86} の約 2倍に増加した(表 2-7-3) 0 

次に、豚については、筆者(1989，修士論文) 87，88} が肝臓および腎臓の

MSO 還元系の組酵素レベルでの性質を検討し、その活性を測定した O 本論

文ではその結果を引用した o 牛の活性と比較すると、粗酵素液中のタンパク質

当たりで、どちらの臓器でも豚は牛の約 40% の MSO 還元活性であった o

次に、本研究ではブロイラーについても検討した O その結果、肝臓および腎

臓にはかなり低い MSO 還元活性しか認められなかった O また、喋嚢、筋胃、

腺胃、小腸、盲腸、牌臓、肺および筋肉についても検討したが、 MSO 還元

活性は認められなかった o

続いて、本研究では産卵鶏についても検討した結果、肝臓および腎臓は M

SO 還元活性が認められたが、牌臓では認められなかった o 肝臓および腎臓

については、 MSO 還元系の粗酵素レベルでの性質を検討し、その活性を測

定した o その結果、粗酵素液中のタンパク質当たりで、産卵鶏は、肝臓では牛

の約 40% の MSO 還元活性であったが、腎臓では牛とほぼ同じ MSO 還

元活性であった

以上の結果から得られた、牛、豚および産卵鶏の MSO 還元系の粗酵素レ

ベルでの性質を比較した結果、最適温度と最適 pH は動物種間では異なった

が、肝臓と腎臓の間では近い値となった o しかし、牛および豚の肝臓では N

ADH の添加が MSO 還元活性を促進したが、腎臓では促進されなかった o

産卵鶏はどちらの臓器でも促進されなかった o また、ミカエリス定数も、肝臓

と腎臓の間で異なった値が得られた O

次に、本研究で得られた牛、豚および産卵鶏の結果に加えて、 AYMARD ら(

1979) 58} の測定したラットおよび GANAPATHY and L EIBACH (1982) 34} の

測定した兎の MSO 還元活性の結果をまとめて表 2--7-3 に示した o この表
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の結果から、一般に腎臓の MSO 還元活性が他の臓器よりも高いことが分か

った o この点から見ると MSO の多くは腎臓で還元されているように思える

が、実際には臓器全体の MSO 還元活性が問題であるから、牛、豚および産

卵鶏の臓器重量当たりの MSO 還元活性に、それぞれの臓器の重量をかける

ことにより臓器当たりの MSO 還元活性を算出すると、産卵鶏では腎臓の方

が高くなるが、牛と豚では肝臓の方が高くなった(表 2-7-4の生成可能なメ

チオニン量の欄を参照) 0 このことから、一概に腎臓の MSO 還元活性が高

いとは言えないと思われた。次に、動物聞に注目して見ると、産卵鶏の腎臓を

除くと、明らかに牛の MSO 還元活性が高いことが分かった。これらの結果

は、反努家畜の MSO 還元活性が単胃家畜のそれよりも高いのではないかと

いう筆者らの仮説を裏付けるものとなった O

~. 牛のメチオニンスルホキシド還元活性にみられた個体差の原因(第 3章)

筆者ら 88) が測定した牛および豚の肝臓および腎臓の MSO 還元活性には、

大きな個体差がみられた(図 3-1-1) 。そこで、第 2章で 37頭の牛の肝臓お

よび腎臓から測定した牛の MSO 還元活性を用いて、その個体差の原因を検

討した O 肝臓および腎臓は、それぞれ同ーの個体から得た O また、肝臓および

腎臓の MSO 還元活性を測定した牛の品種、性別、年齢および臓器疾患の所

見、そして一部の牛については生産農家(測定した牛を出荷した農家)を調査

した O

これらのデータを用いて、それぞれの要因が MSO 還元活性の変動に関係

があるかどうかという点について検討した結果から以下のことが分かった o

1 ) 同一個体内の肝臓と腎臓の MSO 還元活性の聞に高い相関がみ

られ、個体差の主な原因は、肝臓と腎臓に共通であると考えられる O
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2 ) 年齢および品種は MSO 還元活性に影響を与えないが、性別は

肝臓および腎臓の両方の MSO 還元活性に、また、組織の状態(

疾患など)は腎臓の MSO 還元活性に影響を与える o

3 ) 肝臓および腎臓の両方とも、タンパク質当たりの MSO 還元活

性は生産農家により有意な相違がみられる O

これらの結果から、性別と生産農家の違いが個体差の主な原因であると考える

ことができた。飼養条件と性別がどの様にして MSO 還元活性に影響を及ぼ

しているかについては、以下のように考えられた O

1 ) 飼養条件がルーメン内微生物叢に影響を与えてルーメンからの M

SO の流下量が変化することにより、体内の MSO 濃度が変化す

ることが影響する O

2 ) 牛が飼育されていた環境からのストレスによって、ホルモンや消

化液(唾液がルーメン内微生物叢に影響しているかも知れない)な

どの分泌が変化することが影響する O

3 ) 牛に与えた何らかの添加剤が影響する o

4 ) 性別による飼養条件の違いが影響する o

5 ) 性別によるホルモンなどの分泌の違いが影響する o

今後、ホルモンや体内の MSO 濃度が MSO 還元活性に影響を及ぼすか

どうかという点について明らかにしていく必要があると考えられた O

3 . 緬羊の成長に及ぼすメチオニンスルホキシド給与の影響(第 4章)

成長に及ぼす MSO 給与の影響に関する研究は、ラット 21-26) および鶏

27-29) では行われているが、反努家畜では行われていない o そこで、成長中

の緬羊に対するメチオニンスルホキシド(M S 0 )給与が、増体、並びに血液
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中のメチオニン濃度および MSO 濃度に及ぼす影響を検討した。

緬羊 6頭を用い、 3頭づつの 2群に分けた o 給与試験は、前期試験と後期

試験をそれぞれ 6週間づっ行い、前期試験は第 1群を試験区、第 2群を対

照区とし、後期試験は反転して第 1群を対照区、第 2群を試験区とした o 試

験区には 1gj日の MSO を給与した O 給与試験の問、体重を 1週間おき

に測定し、血液を前期と後期それぞれの、開始日、開始 3週間目および最終

日に採取した。血液は、全血および血援のメチオニンおよび MSO の濃度を

測定した O

まず、緬羊の増体については、試験区と対照区との聞に差は見られなかった

(図 4-3-5、図 4-3-6、図 4-3-7) 0 しかし、試験の前期と後期の聞に刈った

毛の重量が、試験前期に MSO を給与した区の方が高い傾向が見られた(表

4-3-1) 。

次に、全血と血紫のメチオニン濃度および血援の MSO 濃度についても、

試験区と対照区との聞に大きな差は見られなかった(図 4-3-8、図 4-3-9、図

4-3-10) 0 しかし、平均値に注目すると、メチオニンと MSO のいずれでも、

前期では第 1群(前期の MSO 給与区)の、後期では第 2群(後期の M

SO 給与区)の濃度が高くなる傾向が見られた o このことから、 MSO は吸

収され、メチオニンに還元されていると考えられた O しかし、前期と後期のい

ずれでも試験開始時(5月 21 日， 7月 9 日)および試験の中間(6月 11

日， 8月 1日)は MSO 給与区が高くなっているが、試験終了時(7月 1

日， 8月 20 日)は対照区の方が高くなる傾向が見られた o このことから、 M

soを給与し続けると MSO の還元能力が高まると同時にタンパク質の合

成が高まったために血液中のアミノ酸濃度が減少したごとが考えられた O そし

て、もしそうならば、本実験よりもさらに長期にわたって MSO を給与すれ
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ぱ、増体に差が見られるかもしれないと考えられた o

4. メチオニンスルホキシド還元機構の解明(第 5章)

MSO 還元系を酵素レベルで調査した報告は少ない O そこで、牛の肝臓の

MSO レダクターゼを精製し、その性質を検討した O また、最近、いくつか

の還元反応にチオレドキシン系(チオレドキシン、チオレドキシンレダクター

ゼ、 NADPH)が関与していることが示されている 44.45.53-56) ので、 M

SO 還元系とチオレドキシン系との関係についても検討した o

まず、牛肝臓からの粗酵素抽出液の保存法および硫安分画と pH 処理の検

討を行った O その結果、凍結乾燥粉末を調製することにより粗酵素抽出液を保

存することができること、および、 pH 5.0で処理を行うことにより比較的高

い精製効果を得ることができることが分かった o また、粗酵素抽出液に DT

T を添加すると、 MSO 還元活性の失活が少なくなることも分かった o こう

して、 DTT 存在下で粗酵素抽出液を調製し、 pH 5.0等電点沈殿処理を行っ

た後に凍結乾燥することにより、凍結乾燥粉末タイプ 3(F D -3) を作製する

ことができた o この FD-3を MSO レダクターゼの精製およびチオレドキ

シンとチオレドキシンレダクターゼの部分精製に用いた。

次に、いくつかの液体クロマトグラフイーを用いた検討を行った結果、 But 

yl-T oyopearl 650 S カラムで分画した後に、 DE A E -T oyopearl 650M カ

ラムで分画し、最後に Hydroxylapati teカラムで分画することにより MS

O レダクターゼを、電気泳動で 1本のバンドになるまで精製することができ

たO 最終的な精製倍率は、ホモジェネート液の約 307倍であった O また、こ

の精製と同時にチオレドキシンおよびチオレドキシンレダクターゼの部分精製

も行うことができた O
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こうして得られた MSO レダクターゼは、 NADPHのみが存在する時に

は MSO 還元活性を示さないが、それに加えてチオレドキシンレダクターゼ

が存在すると MSO 還元活性を示した o また、さらにチオレドキシンを加え

ると、高い MSO 還元活性を示した o したがって、 MSO レダクターゼが

MSO を還元するためには、チオレドキシン系が必要ではないかと考えられ

た。

5. 総合考察

始めに、 MSO の還元に関与する酵素系について考察した o まず、第 5章

の結果から MSO レダクターゼは、 MSO を還元するためにチオレドキシ

ン系(チオレドキシン、チオレドキシンレダクターゼ、 NADPH) を必要と

することが分かった O したがって、第 2章の検討結果から得られた MSO 還

元系の組酵素レベルでの諸性質(表 2-7-2) は、いくつかの要因が重なりあっ

た結果として得られた性質であると考えられた o しかし、 MSO 還元系の粗

酵素レベルでの性質を主に決定している要因は、 MSO レダクターゼとチオ

レドキシンレダクターゼのどちらかだと考えられた O また、 MSO 還元系の

粗酵素レベルの最適温度と最適 pH が動物種内では肝臓と腎臓で似通ってい

ること、牛の肝臓および腎臓の粗酵素液を DEAE-Toyopear1650M カラ

ムで分画した結果(第 5章，第 4節， 2. )が肝臓と |腎臓で似通っていたこと

から、どちらの臓器でも同じ酵素系が働いているのではないかと考えられた O

次に、 MSO 還元活性の誘導性について考察した。まず、第 3章の結果か

ら、 MSO 還元活性は飼養条件と性別の影響を受けることが分かった o 最近、

チオレドキシンレダクターゼの量がホルモンによって誘導されることが報告さ

れた 101)。このことから、 MSO 還元活性はホルモンの影響を受けていると
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考えられた o しかし、ホルモンによる誘導によって増加するチオレドキシン亘

に比較して、牛および豚で見られた個体差はかなり大きく、チオレドキシンだ

けでなく MSO レダクターゼも何らかの要因によって誘導を受けているもの

と考えられた o また、第 4章の検討結果から、緬羊に MSO 給与すると M

SO 還元活性が増加する可能性が考えられた o

最後に、 MSO 還元活性は、メチオニン要求量を満たすほど高いものでは

なかった(表 2-7-4) 。しかしながら、飼料に含まれているメチオニンがどの

程度 MSO になっているかについての報告は見当たらないが、ブロイラーを

除けば、飼料に含まれる MSO を還元するのに十分な活性なのではないかと

考えられた o また、 MSO 還元活性は、個体によって 8倍もの変動を示し、

それによって飼養条件に適応しているものと考えられた O これらのことは M

SO 還元活性が、家畜の栄養において重要な意義を持っており、家畜の生産

に密接な関係があることを示唆しているものと考えられた。
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