
 

Instructions for use

Title 塩辛の細菌学的研究：第10報 Bacillus subtilisのアミノ基転移酵素について

Author(s) 長尾, 淸

Citation 北海道大學水産學部研究彙報, 5(1), 68-72

Issue Date 1954-05

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/22848

Type bulletin (article)

File Information 5(1)_P68-72.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


塩辛の細菌学的 1研究

第10報 Bacillussubtiiisのアミソ基転移酵素について

長 尾 清

〈北海道大学水産学部水産細菌学教室〉

Bact~.iological Studies of Shiokara or“Soused Squid" 

10. On the transaminases in Bacillus subtilis 

Kiyoshi NAGAO 

Faculty 01 Fishe7ies， Ho帥aidoUnive7sity 

Abstract 

The occurrence and genearl importan<疋 oftransaminases fOI the formation of amind acids has b:削

variously dis<コcused.The advent of paper chromatographic 官官thodsaffor命dan oppoftunity to clarify 

the knowledge of the occurrence of transaminases and their possible relationship to amino acid fOlmation. 

This paper rep:>rts the results of studies on a series of tran錨 minasespresent in Bac. subtilis， which 
was isolated [rom Shiokara. 

1. The enzyme was prepared by treatment of intact cεl1s with !ysozyme and then dialyzed for 20 

hrs. at 00 to get amino-acid-free enzyme. 

2. Glutamic-oxalacetic transaminases have bt完ndemonstrated which produce glutamic acid from 

a-ketoglutaric acid with the [ol1owing amino donors: aspartic acid， alani問， tyrqsine， methionine，' 

phenylalanine， valine and histidine， and， to a lesser degree， with lysine， arginine and leucine. 

3. Glutamic-pyruvic transaminases have b!完ndemonstrated which produce alanine from pyruvic acid 

with the following amino donors: as凹rticacid and glutamic acid. 

著者は前に温辛熟成中の呈味の原因は monoamino-N量の増加に起因するであらうと述べたが，呈味の

源と考えられるアミノ酸が細菌(塩辛の熟成に関与する細菌)の生細胞の内外でいかにして生成され或は代

謝されて行くかと云ふ問題特に glutamicdehydrogenase と tran~aminase との関連について詳細に研究し，

塩辛中の昼味の問題を解決し橡と思ふ。前報宮ノに glutamicdehydrogenaseについて報告した。本報iまか与

る目的で transaminaseについて実験した結果を報告する。

近年に於ける生化学の最もあざましい進歩の一つは，ある橿の原子団或は基がある分子から他の分子へ転

移する反応を触媒する酵素が数多く存在するというととで，との転移反応は生物学的系のエネルギ目論，殊

に生合成にとって重要な役割をしている事が発見された事である。酵素によって触媒的に転移されるものと

しては1対の水素原子，グリコシド，ペプチド，アミノ基，イミノ基.アミヂン基，カルパミル基，)1チル基

チオール基，及びアセチ;L-基等がある。こういう転移反応を触媒する酵素は転移酵素(transferring enzyme) 

と呼ばれる様にたってきた。

アミノ酸は生体内に於ては先ず脱アミノを受けるのが最も一般的た代謝経過である。脱アミノの方法には

種々あるが，酸素を得てアミノ基を脱し aーケト酸に移行する所謂酸化的脱アミノはその最も重要なもので

ある。 Braunstein及び Bychkov的は多くのアミノ酸の酸化的脱アミノl"l:.最初アミノ基が transaminaseに

~68 ー?



一上野 æ-k~togJutaric. aeidに移行し.生じた glutamic~cid が脱水素馨素により脱アミノを受け間接的手

脱アミノ系を形成するものであらうとの考えを拠出したo Braunstein 等は tr:ansaminase，glutamic 

.de hydrQgenase， 'æ-.-k~toglutaric acid からなる酵素模型を作 b ，とれに L~alanine を加えると容易に脱アミ

ノを受け NH3を放出する事を認めた。との際a-ketoglutaricaddが alanineの脱アミノに触揃句に動く。

更に Braunstein及び Azarkh4)は肝臓や腎臓組織中では a-ketoglutaricacidの添加によって aspartic

aciq， leudne， valine等の脱アミノが極bて促進される事を証明した。

R.CH(NH2) COOH ¥( a~ketogluta巾 acidヘ(--+NH常

R.CO.COOH ←ノ¥→ idutamicacid ;' 
、甲圃国園、-圃・4 、・四ーー、，由晒---
L-ghitamic L-glutamii:: 
trarn泊fninase dehydrogenase 

しかしたがらか与る系が実際に生体でアミノ酸の脱アミノにどの程度に関与しているか，叉 transaminase

に関与する脱アミノ機構が実在するとしても.実際にどのアミノ酸がどの程度迄との機序で酸化されている

かは直接知る事は出来たL、。

最近 Feldman及び Gunsalusめは E.coli， Pseui，伽 onasfluorescens及び B.subtilisの乾燥荷体を用

ひ広範囲たアミノ基転穆の起る事を証明した。著者が埠辛中より分離したB..subtilisが同様に極bて広範

囲たアミノ基転移の起る事を知った。以下著者の得た実験結果について報告する。

実験方法

1. 酵素鍋出法 Agar-agar (pH7.0)に B.subWisを接種， 20時間， 370で培養し，発育した菌体を

集め，水洗後，菌体を蒸溜水に懸渇し，(1.28mg. dry Wt.jcc)，之に菌体の lh榊重量の lysozymeを添加，

I∞分室温にて溶菌させた後，却時間氷で冷却したがら透析を行った。透析後，扇風器で通風し透析液の容

量を透析前と同じ容量にたるまで濃縮した。との透析したものを酵素液とした。

2. lysozymeの間銀法 6) Alderton 法に従ひ，卵白より結晶状に抽出した。

3. a-ketoglutaric acid <<:綱領法わ Glucoεe 1∞g，くNH4)ョS041 g， KH2 P04 0.5g， MgS04 ・ 7H~O

O.lg，蒸溜水1000cc及び CaCO.12.5%よりたる培地に Pseui，側 onasfluorescens 33Fを接種，泊。で培

養後，醗酵液より刊-ketoglutaricacidの結品を得たom.p. 1120， 2，4-diriitrophenylhydrazine溶液を加

えて得た hydrazoneを pa阿 chromatographyを行った結果，文献の Rf値と一致した。

4. Pyruvic acid 市限品を使用した。
5. アZノ基鱒移の実.. 法 試験管中に1M燐酸 buffer液 (pH7.，3) 0.5cc， 0.1 M "，-ketoglutaric 

acid 2.5ec(或は O.lMpyruvic acid 2.Ecc)， 0.125M Lーアミノ酸1∞.と前記の方法によって調製した酵

素液 1∞を入れ，とれを 370の恒温水f警に60分 incubateする。 60φ後 10%三泡化醗酸1ccを添加して

反応を停止させる。この反応液を東洋漏紙 NO‘.50にcapillarypip邑tteを用ひて滴下する。 10%含水 phenol

を溶媒として常法通り chromatographyを行った。呈色Kは ninhydrinの butanol液を使用した。アミノ

酸の確認には標準アミノ酸の Rf 値，色調及び其の他の色々だ溶媒 (n~butanol ， 15，9括合水cre.鉛1，butanol-

pyridine-acetic ac~d-H2 0の混液〉を使用した場合のRf値及び色調みら確認した。

実験結果』

Trar活am~nase の助酵素は pyridoxal phospltateである08)9) 10). F:eldman及び GUtlsalus5) ~~実験してた

方法は菌体乾燥標本に pyridoxalphωphate，白-ketoglutaricacid及びアミノ基供与体である各アミノ酸を

加えた反応系でアミノ基転瀞の行われている事を証明している。著者は生菌津遊液，四-ketoglutaricacid 

及び各アミノ酸を加えた反応系ではアミノ基転移が行われたかった。 Pyridoxalphosphate は入手困難であ

った為細胞内の醇素及び政酵素を潤全の状般で細胞から抽出する事が第一に必要であるο著者はこの為に

lysozyrne:を加え溶菌い細胞内の物質を活性の状態で抽出出来たが，との方法に依ると細胞府に遊離の状態
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で存在していたアミノ酸がそのま L細胞外に出される為，酵素液自身の中にアミノ酸が存在し，プミノ;基転

移の実験を行うには不適当である。酵素液中のずミノ酸を除去する為に透析を行ったが，との場合助酵素で

ある pyridoxal phcsphate もJー績に透析されてしまう恐れがあるので.アミノ酸が除去され，しかも

pyridoxal phosphateが除かれない様に透析しなければならぬ。著者は菌体を lysozy聞にて溶菌後，セロ

フアシ紙を用い，氷で冷却したがら30分， 1時間;6時間及び却時間透析を行った後， pa]:陪rchromatography 

に依り酵素液中のアミノ酸を検出した処， 20時間透析を行った醇素液中にアミノ酸が検出されたかったが，

とれより短時間の透析では酵素液中に微量のアミノ酸が検出された。 20時間透析した酵素液を使用し，酵素

液， a-ketoglutaric acid (或は pyruvicacid)及びアミノ基供与体である各アミノ酸を加えた反応系では

Fig.1， 2， 3及び4に図示した様に極bて応稿固なアミノ基転移の起る事が証明された。即ち著者の実験結

果から酵素液， a-ketoglutaric acid及び次の様たアミノ基供与体からなる反応系から glutamicacidが生
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Fig. 1. Transaminases pr'邸 ent in 
Bac. subtilis 
The reaction mixture， incubated for 1 hr. 
at 370， a mixture containing 1M phosphat疋
buffer (pH7 .3) 0.5cc， 0.1M o-Ketoglutaric 
acid 2.5cc， O.125M L-amino acid 1cc and 
enz戸nesolution 1cc(1. 23mg. dried cells!cc). 
The reaction was stopped by the addition 
of 1cc of 10 per cent trichloroacetic acid， 
and 0.02cc was transferred to Toyo No.50 
filter paper sheet. The amino acids were 
identified by paper chromatography， sprayed 
wit~ ninhydrin (0.25mg. per cc of water-
saturated butanol). So)vent， phenol 
〈∞ntained10 ]:er cent water).修Unknown
spct. 

成される事がわかった (glutamic-oxalacetic 

transaminase )。アミ Y基供与体としてaspartic

acid， alanine， tyrosine， rnethionir.e， phenyl-

alanine， valine.及び histidineが作用する。

lysine， arginine 及び leucine も関与するが

其の作用は微弱であった。叉酵素爆， pyruvic 

acid及び次の様たアミノ基供与体からたる反

応系から alanineが生成される事がわかった

(glutamic-pyruvic transaminuse)。との際アミ
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Fig. 2. Transamina田 spr'田entin 

Bac. subtilis 
Conditions as for fig. 1 

ノ基供与体として asparticacid及び glutamicacidが作用する。向 Fig.2に於て arginine，arginine + 
官-ketoglutaricacidの chrcmatogram上 RfO.お及び 0.85の spotは夫々 ornithine及び prolineで

ある。

考窮

Adler，ll) 12) Cohen 13)は酵母及びE..coli等で glutamicacidごasparticacidの反応を認めたが.Dicsfalusy 

14) は E.coli， Sfaρ，h. mesenfericusで，叉 Konikovaは B.brevisでアミノ基転移を認b得なかった。
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Cohen は短時間嫌気的に実験した結果. glutamie acidごasparticacid は各種細菌で盛に起るが.:glutamic 
acidゴalanine..aspartk acidごalanineは極めて弱いととを認めたoHousewright聞は B.subtilisで

glutamic acidゴphenylalanine. glutamic acidごtyrosinEjの反応が起ると報告している。最近 Feldman及

副首銅1: SOJ，.UTI・.1 ee 

Rt 1.00 

fC! 0 T吉
良t0.1。

民z。ちl
ltJ O.~・9
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Fig. 3. Transaminases present 
in Bac. subtilis 
The reaction mixture， incubated 
for 1 hr. at 370， a mixture 
∞ntainig 1M phosphate buffer 
(pH7.3) 0.5cc， O.lM pyruvic 
acid 2.Ecc， 0.12SM L-amino acid 
1cc and enzyme solution 1∞ 
(1. 28mg. dried cells!cc). The 
reaction was stopped by the 
addion of 1cc of 10 per cent 
trichloroacetic acid. The amino 
acids were identified by the same 
procedure as fig. 1. ~ Unknown 
spot. 

ぴGun鈎 lusりはE.ωli.Pseudomonas fluoresans，及
び広subtilisについて a-ketoglutarateと次の様たア

ミノ基供与体である各アミノ酸の反応系から glutamic 

acidが生成される。即ちアミノ基供与体とじて aspartic

acid， alanine， valine， leucine， norleucine， tryptophan 

tytosine， phenylalanine 及び methionineが関与し，

isoleucine， histidine， Jysine及び threonineは微弱たが
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Fig. 4. Transaminases 

pr，佼;entin Bac. subtiUs 
Conditions as for fig. 3 

ら作用する。叉細菌の種類によりアミノ基供与体として関占えするアミノ酸の種類が異なり叉酵素量も異たる

と述べてhる。著者の実験結果でも極めて広範囲なアミノ基転移カ溜る事がわかった。

もし屯 Braunsteinの構想が正しければ.glutamic acid transaminaseと共にそれに対応するdehydrogenase

をも含んでいる組織の中で大量の L アミノの脱アミノを起すためには，触媒的微量の a-ketoglutaric 
acidさえあれば十分であらう。 Braunstein自身は L-alanineが肝臓抽出液によって glutamicacidの触媒

的徴量の存在下において酸化的に脱アミノされるというととを示した。彼は glutamicacidと CoI及び精

製した L-glutamicdehydrogenaseをある程度精製した glutamicacid transaminaseの試斜に加えること

によって alanineを脱アミノできる系を作るととができた。最近の研究からとの系が{般にアミノ酸の脱ア

ミノに関係出来る事及び pyrido四 1phosphateが助繋素の役割を果すと Eがlまっき bした。 L-aminoacid 

O区idase及びとの系との両者によって.事実上天然にあるすぺてのアミノ酸の脱アミノを説明する事が出来

る。著者の使用した B.subtUisには上記の様に極めて広範囲のアミノ基転移が行われており叉前報の如く

glutamic dehydrogenaseが存在し，更に叉 L-glutamicacid oxidaseが存在する*。

更に叉重要な事はアミノ基転移の可通性である。何となれば，それはアミノ酸の分解に与ると共に，非蛋

* 日本水産学会竿会(1954:竿岳月〕にて発表
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白質性の給源からのアミノ陵の合成に与る。‘アミノ基転移は可逆的過程であるから，適当な aーケト酸由主存

在すれば. glutani.ic acidを使って新らしU、アミ/酸分子が合成され得る。少くとも三つのか』る aーケト

酸が炭水化物代謝の過程中に出来て来る。それは即ちIt-ket唱lutiuic. acid， oxalacetic acid及び pyruvic

acidとであるoglutamicacid は a-ketoglutari忠acidから L-glutamicdehydrogenaseの道の作用で合

成され，そして asparticacid， alanine等のアミノ酸が oxalaceticacidど pyruvicacidからアミノ基転

移によって合成される場合のアミノ基の供給者として働き得る。との様にアミノ基転移はその可逆性のため

に，窒素化合物の同化作用において異化作用におけると同様に基本的重要な役割を演ずるととは疑いたい。

植物体では光合成により閏定された炭素鎖k根から吸収された筆素とからアミノ酸が合成されるととは疑

ふ余地がたい。との際窒素同化の最初の有機物として酸性アミノ酸が出来るとヒが略々明かになっている。

従ってとの場合にもアミノ基転移の反応と何等かの関係があるであらうことが予想される。

Hanes及びIsherw∞dは，腎臓と肝臓の抽出物を用いて.glutathioneと其の成分アミノ酸である glycine，
cysteine及びglutamicacid l:の聞のアミノ酸転移の可能性を調べる実験を行ひ，消化物を chromatography

でしらぺ新らしい peptideの生成を示す spotを見出した。この peptide転移反応は。ーペプチド連鎖構造

中に於けるアミノ酸残基の再配列の機構を示し得るもので，蛋白質合成と密接に関連している事が判る。こ

の様に転移反応は生物学的エネルギ【論，と kに生合成にとって基本的た重要性をもつものである。

要約

1. B. subtilisの菌体を Iysozymeで溶菌し.00で 20時間透析しアミノ酸を含またいアミノ墓転移酵素

を得た。

2. Glutamic-oxalacetic tra瑚 min蹴の反応系では asparticacid， alanit:e， tyrcsit:e， methionir.e， 

phenylalanine， va1ine及び histidineがアミノ基供与体として作用した。 Lysine，arginine及び leucineも

関与するが其の作用は微弱であった。

3. Glutamic-pyruvic transaminaseの反応系では asparticacid及び glutamicacid がアミノ基供与体

として作用した。

終りに臨み Ps雌 domonasfluo1'1!sωns SSFの医株を街分議下された，東大坂口謹一度噸授，朝井勇宣

教授に深甚なる謝意を表すると共に，本研究に協力された日野昭弘氏に感謝の意を表します。
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