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塩辛の細 菌学的研究

第13報細菌のL戸アミノ酸酸化酵素の特異性について*

故長 尾 清

北海道大学水産学部水産細菌学教室

Bac伽 iologi伺 1Studies of Sbiokara or "Sou栂 dSquid" 

13. On tbe spt犯ialcbaracteristics of L-amino acid oxidizing enzymes 

泊 theisolated bact，ぽia

LA'J:l'. Kiyosbi NAGAO 

緒奮

L ーアミノ酸酸化酵素のアミノ酸の種類に対する特異性については不明な点が多い。光学的異性体に対し

て特異性を有する Lーアミノ酸酸化酵素と Dーアミノ酸酸化酵素が知られている。下等生物の代謝生産物或は

菌体構成成分としてD系アミノ駿を含んだペプチド或は特種な Dーアミノ酸自身が発見されつつあり，これ

らのうちには強い抗菌性或は穿性を示すものがあるが，この様な生理作用は立体配置を異にするアミノ酸を

構成成分としている事による分子形態の愛化によるものと考えられるが D-アミノ酸自体の生理作用につ

いては未だ明らかになっていなU、。それ故にD品アミノ酸酸化酵素の生理的意義は不明であるが， D-アミノ

酸分子はD-アミノ酸酸化酵素の作用により相当するケト酸に愛形され.次にアミノ基転移によって Lーアミ

ノ酸に五造形する機会を待っているものであろう。然し動物組織或は微生物の D-アミノ酸酸化酵素も L-アミ

ノ酸酸化酵素もアミノ酸の種類によって酸化する速度が異なるのに. これが同ーのDーアミノ酸駿化酵素或

はLーアミノ酸酸化酵素によるものか，基質に対して特異性を有する数種の酸化酵素の混合によるものか明ら

かになっていない。それで Krebsは一応次の様に分類している1)0。GeneralD-amino acid oxida民渇

1. Mammalian D-amino acid oxidaa 

2. D-amino acid oxidaぉsof molds 

3. Bacterial D-amino acid oxida総 S

2) General L-amino acid oxidases 

1. Mammalian L-amino acid oxida総 S

2. Ophio-L-amino acid oxida蜘

3. L-amino acid oxida鈴S

4. Bacterial L-amino acid oxida掛

幻 Specificamino oxida踊

1. Specific D-amino acid oxidasesくasparticacid) 

2. Specific L-amino acid oxida闘 (glutamicacid， cysteine， pro1ine and hydroxyproline， phenyl-

alanine and tyrosine， histidine) 
3. S戸 cific-amino acid oxidases (glycine， ornithine， and lysine) 

*本論文は故長尾清氏の遺稀であって，木村喬久氏 ζ れを整理し.谷川英一氏の校闘を経て出版の運びとな

ったものである。(編集委員〉
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Stumpf & Green2)は“L-aminoacid oxidase of Proteus vulgaris" とU、う名で呼んで特に区別してu、る

が，この酵素の酸化能は菌淳遊液では21種のアミノ酸を酸化するが，この菌から得られた cellfree標品では

11種のアミノ酸を酸化するに過ぎなし、。この中 norleucineが最も強く酸化され，次いで phenylalanine，

leucine， tryptophane， methionine， tyrosine， norvaline， histidine， arginine， isoleucine， a-aminobutyric acid 

の順で活性は弱くなる。 菌浮遊液では glycine，serine及び prolineに対する酸化酵素が最も不安定で，次

に alanine，valine， aspartic acid及び glutamicacidに対する酸化酵素がや弘安定であるが， 0。で1週間

及び38"で24時間放置した菌浮遊液で酸化されるアミ/酸は cell(ree標品が酸化し得るアミノ酸と一致す

る。これらの事実より Green等ば Proteusvulgarisの菌淳遊液には数種のアミノ酸酸化酵素が混在して

いるのであろうと述べている。

木報においては Bac.subtilis sp. の菌浮遊液の各種アミノ酸の酸化能に対する酵素阻害剤の影響，食溢

の彰響，食塩に対する適応性及び酵素の安定度を比較し，これら菌淫遊液には基質に対する特異性を有する

数積の酸化酵素があるか否かについて実験した結果について報告する。

実験方法

1. 使用菌株 著者が温辛中より分離した Bac.subtilis sp.の菌株。

2. 菌淳遊液調製法 前報に記載した通りである。

3. 酸化能の測定法 前報に記載した通りである。但し酵素阻害斉IJを用いる場合にはO.067M燐酸 bu(fer

液 (pH7.4) O.5cc， 5x10→Mアミノ酸O.5cc，阻害剤 O.5cc，KOH O.3cc， gas phase 空気，反応温度

.300，菌葎遊液 1cc. 

実験結集

1)阻害剤の彫響

一般に酵素に対する阻害剤の行動には次の様な場合がある。

1. 酵素の補鉄分子旗と阻害剤とを初めに結合させる。

2.一一SH落.-0H基或は -COOH基等の必須の反応性側鎖を破壊し若くは結合させる。

3. Spartial∞nfigurationの変化即ち蛋自分子の立体構造の菱化で所謂褒性。

4. 基質と構造類似の物質と酵素の activecenterを結合させ，基質に対する酵素作用を阻害させる。

5. 酸化的燐酸エステル化の阻害。

等があげられる。これ等の各項目に対する阻害剤の行動がわかれば醇素の異同を区別する事が出来るが，

現在は不明な点が多いので，一応酸化酵素及び酸化的燐酸エステル化の阻害剤と言われる methyleneblue， 

azide，鈴diumdehydroacetate， 2.4-dinitrophenol， KCN， crystal violet， taprylic alcohol及び tenzoic

acidに対する挙動よりアミノ酸酸化酵素の特異性の問題について解析しようとした。

実験結果を Table1に表示した。 f{，j酸素吸収量は反応後最初の20分間に消費する酸素の量を測定したもの

である。 Caprylical∞holの飽和溶液中ではいずれの基質に対しても完全に隣素活性は阻害された。終末濃

度10-2M の加lZoicacidでもいずれの基質に対しても酵素活性は完全に阻害された。

2) 食塩包よる彫響及び食塩に対する遁応性

著者は前に Bac.subtil，sの glutamicdehydrogenase活性に対する食塩の影響及び食塩に対する適応性

について報告した。即ち普通 agar-agar培地(食糧無添加〕に発育した菌体の葎遊液では基質溶液中に食塩

が存在すると酵素作用は阻害される。この同じ菌湾遊液を食塩を加えた基質に300，3時間接触させても，基

質溶液中に食塩が存在すると methyleneblueは還元されない。食温含有の培地で発育した菌の酵素活性は

食塩を含まない普通 agar-agar培地に発育した菌の酵素活性より弱い。食塩含有の培地で発育した菌の浮遊

液でも反応系中に食糧が存在すると酵素活性は表われなかった。
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Fig. 1 Effects of the presence of sodium 
chloride during growth on the 
activities of L-amino acid oxi-
dases 
The vel∞ity of oxidation was measured 
manometrically as usual. Each mano-
metric cup contained 1cc of bacterial 
suspensions (2mg dry weight/cc)， 0.5∞ 
of 5x10・2Msubstrate and 1∞of 0.067 
M phosphate buffer of pH7. 4. o.おc
of alka1i medium contained 10%釦dium
chloride. 
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Fig. 2 Effects of the prel'氾nceof 5ガ
sodium chloride in tbe reaction 
system on the velocity of oxi-
dation of amino acids bycell 
suspensions of Bac. subtilis sp. 
which grown泊 agar-a伊 r

こ》では Bac.subti/is sp.の各種アミノ酸酸化能

に対する食塩の影響及び食埠に対する適応性について

Warburg検圧計で定量的に測定した。 食塩を含む培

地で培養した場合と普通agar-agar培地で培養した場

合のアミノ酸酸化酵素の活性を比較するために， 10%

NaClを含む培地で培養した菌体の酵素活性を測定し

た結果を Fig.1fこ図示した。即ち L-asparticacid及

びL-glutamicacidに対する酸化能は普通agar-agar培

地で発育した菌体に比しあまり菱化がないが酸化酵素

系形成は少し阻害されている。 Alanineに対する酸化

能は前二者に比し阻害度大であるが生成された酵素の

全量はあまり菱化なv、。L-proline及び DL-'Valineに

対しては約四分及び20分の lagphase後酵素が形成さ

れている。特に prolineに対する酸化酵素の形成量は

非常に少くなっている。普通agar-唱 ar培地で培養し

た菌の浮遊液で基質中に 5%NaClを含有させた場合

の酸化能及びアミノ酸酸化酵素系の形成を測定した結

果を Fig.21ニ図示した。即ちいずれの基質に対して

も反広液中に 5%NaClを含有すれば酵素活性及び酵

素系形成は著明に阻蜜された。
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Fig. 3 Effects of the presence of 5% 
sodium chloride in the reaction 
system on tl】evelocity of oxi-

dation of amino acids by cell 
su句lensions of Bac. subtilis 
8p. which grown in agar-agar 

contained 10開 r印 ntof sJdium 
chloride 
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次に10%NaClを含む agar-官邸r培地で培養した菌体で基質中に 7%及び109五NaClを含有させた場合は酵

素活性は非常に阻害された。更に高濃度の NaClを含有する培地に発育した菌体でも反応、系中に 7%以上の

NaClが存在すると酵素活性及び酵素形成は著しく阻害された。

報・糞産71< 犬:ft 

む酵素の安定度

Bac. subtilis sp.の菌浮遊液を50で12時間，30Cで2，4及び6時開放置した場合の安定度を測定した結果を

Table2に表示した。 酵素の安定度は菌葎遊液を調製した時直ちに酵素活性を測定し反応後印分に消費する

酸素の総量を1∞とした場合の酵素活性減少を%で表わした。

Effect of various rl回 gentson activity of enzyme Table 1. 

Inhibition per cent 
Final 

concent. Asprtic 
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考寝

呼吸においては.2， 4-dinitrophenolをはじめとする数種の phenol置換体.NaN3， methylene blueその

他の色素類，グラミヂνやオーレオマイシンなどの抗生物質，ウスェ y酸の如き地衣成分などが mitochondria

の呼吸作用を阻害しない濃度で oxidative. phosphorylation を阻害することが報告されている。この機構に

ついては不明であったが.L∞mis& Lipmann3>， Cro崎 Taggart，Covo & Green引等が 2，4-dinitrophenol 

は酸化的燐酸エステル化に対する典型的な“uncoup1i昭 agent"である事を発見し，次第にこの機構が明ら

かになって来Tこ。即ち 2，4-dinitrophenolは呼吸を阻脅しないで adeno晶inetriphosphate (ATP)の生戒を

阻害するというのである。所が2，4寸 initrophenolは呼吸を限害しないのみでなく，或る濃度範囲ではかえ

って呼吸を促進する作用があるので，この呼吸促進機構については叉不明になった。最近になって Potter& 

Recknage15、，Lardy & Wellmaがめらは弱い ATPase活性を有する肝臓 mitochondriaを注意深く調製し，

この mitochondriaは phosphate-a∞eptor 系が存在しなU、と呼吸は弱いが phosphate-acceptor系或は

dinitrophenolを加えると著しく呼吸作用が増大すると述べている。

著者の実験結果でも10-3M - 10-oM の濃度範囲で呼吸は促進されるが.10-3M 濃度で glutamicacid， 

aspartic acid及びalanineに対する酸化が強く阻害された。即ち有機燐酸エステルがこの酵素作用及び10-3M

濃度で酸化が促進されているが恐らくもう少し高濃度では阻害されると恩われる。

Azideの作用については.Spiegelman幻 11)等ーによって，このも・のが低濃度 (2.5XlO-月M)で解糖を阻害

せず，無機燐酸のエステル化のみを著しく阻害することが報告されでいる。著者の実験結果では10-2M及び

10-3M濃度で呼吸作用は68~五及び10%阻害されるが.10-4Mでは呼吸作用は促進されている。 Glutamic acid， 

aspartic acid及びalanineに対する酸化は10→M激度で強く阻害されている。

Crystal violetの作用様式について， Gale12)は Gram陽性菌における glutamicacidの細胞膜透過や細

胞内代謝の様な“'energy-Iinked" な過穫の crystaIv ioletによる限賓が 2.4-dinitrophenolや azideによ

る阻害と全く悶ーの様式で行なわれる事を発見している。著者の実験結果では10-4Mの様な低濃度においで

すら呼吸作用も各アミノ酸に対する酸化作用も共に強〈阻害された。

Dehydroacetic acidは徴生物の笠育を強く阻害する事が知られているが. 1:able1に示したように呼吸作

用もアミノ酸駿化酵素の活性をも強く阻害するふ

Methylene blueはdehydroaceticacidとほ法問程度に呼段作用も，アミノ酸酸化酵素の活性を阻害する。

CNに対しても10-3M濃度でアミノ酸酸化酵素は強く阻害された。

以上の諸実験は菌謬遊液による実験であるので之等阻害剤に対する影響も複合酵素系に対する挙動であり

之等の実験からLーアミノ酸酸化醇素の基質に対する特異性について明確な区別をなし得なかった。

細菌によるアミノ酸の酸化は基質であるアミノ酸が高濃度の食塩溶液中にある時は，普通細菌である時は

勿論，耐塩性細菌による場合もその作用は微弱であり，叉アミノ酸酸化酵素の形成も著しく阻害される。

著者は前に報告した様に Bac.subtilisの蛋白質分解酵素は食塩に対して適応し，高濃度の食塩を含有す

る基質に対しても活性が大である。塩辛の熟成中 monoamino-N量は塩辛調製後12日位まで対数的に増加し

12日より20日目位まで殆んど一定.20日目以後叉増加している。塩辛の熟成中における細菌数は16-19日位

迄細菌の増殖が緩慢でありあまり増加しないが19日以後増殖速度は急激に増大し，調製後26日位にで生存す

る細菌数は最大となる事を報告した。そうすると20日以後に増加する monoamino 酸は耐塩細菌によって

酸化的脱アミノを受け消失する事が少しむしろこの時期から細菌の蛋白質分解酵素によって生成されるア

ミノ酸が増加しているものであろう。

然しながら著者は食塩に対する影響からもアミノ酸酸化酵素の基質に対する特異性を明篠に区別し得なか

った。

叉Lーアミノ酸酸化酵素の安定度からは Green等の実験の様にかなり基質に対して安定度を異にする事が

-47ー
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わかり，恐らく数種の基質に対して特異性を有する酵素の混合されている事が推定出来る。

要 約

1) 2. 4-dinitrophenolの1O-3M-1O-5Mの濃度範囲で呼吸は促進されるが， 10-3M 濃度でアミノ酸酸化

酵素は強く阻害される。即ち有機燐酸エステルがこの酵素作用及び酵素系形成に重要な役割を演じている

事を示しでいる。Azideでは1O-2M濃度で酸化時は強〈阻害される。 Crystalvioletでは10-fMのような

低濃度においですら呼吸作用もアミノ酸に対する酸化作用も共に阻害される。 Dehydroaceticacidによ

って呼吸作用もアミノ駿酷化作用も強く阻害される。 Methylenebl同 CNでも強く阻害される。以上の

諮結果は複合酵素系仁対する挙動であり，基質に対する特異性について明確な区別をなし得なかった。

2) 細菌によるアミノ酸の酸化は基質であるアミノ酸が高濃度の食塩溶液中にある時は酸化酵素能も酵素形

成も著しく商議される@

3) Lーアミノ酸酸化酵素の安定度からは Green等の実験結果のようにかなり基質に対して安定度を異にす

る恐らく基質に対して特異性を有する酵素が混合されている事が推定出来る。
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