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水産動物筋肉の酵素化学的研究

5. 軟体類リンゴ酸酵素 (malicenzyme)の精製とその性質

柴田猛・北原直・吉村克二

Enzymatic Studies on the Muscle of Aquatic Animals 

5. Purification and properties of malic enzyme from moluscan muscle 

Tak倒 hi飴sBATA*， Tadashi KITAHARA事

and Katsuji Y.α寝泊lt4URA*

Abstraet 

1. The existen，ωof malic 阻 zyme(EC 1.1.1.40 l-malate: NADP oxidoreduc-
U飽)， hωbeen dis∞，vered in the muscle extract from mo11usca. A procedure for 
the preparation of purified enzyme is pre鴎 n飴d.

2. After extracting with pot踊 iumchloride 801ution， purifi，ω，tIon w倒伺rried
out with fractional precipitation by ammonium凹.lpha句， adsorption with calciom 
phosphate伊 1and fractionation by DEAE唱 11ulo鴎∞lomn.

3. In squid mucle (Om協同trephesslω M仰 cifi倒的， the final product had a 
ten・'timeshigher spe唱ificactivity. Optimum pH is 7.1-7.2. It is stable between 
pH 6.5阻 d7.5 at 30'C， but unstable at temperatures above 35'C. The enzyme 
is activaぬdby MgI+ and Mnz+ io闇. Michaelisω田tantis 1.33 x 10-8 M for malate 
and 0.66x10-3M for NADP. 

4. In Scallop (Pect側 yess06畑 IB)，the enzyme has been puri自由dtl町民・fold.
The behaviour of it on a DEAE咽 11ulo総∞lomnw舗 shownto di1fer from that 
of squid. 0也erproperti伺 werethe same鰯 thatof squid， except there wω 
le邸 stability.

5. The significance of the malic enzyme in mo11usca w倒副総U鵬 d.

緒雷

軟体類の筋肉解糖作用の終産物として焦性ブドウ酸が蓄積する九この焦性プドウ酸の利用が問題

となる。すなわち焦性プドウ酸を反応系から除去する速度が，解糖系の制限因子になる。しかしこの

焦性プドウ酸は，イカ筋肉の叩Aサイクルにはそのままでは取込まれな刊。焦性ブドウ酸が.TCA

サイクルに利用されるためには，焦性プドウ酸を脱炭酸して Acetylco・Aになり，これがオキザル

酢酸と縮合してクエン酸にならねばならない。触媒震のオキザル酢酸またはその前駆体の C，-カルポ

ン酸を加えると， TCAサイクルの縮合酵素による回路は，焦性プドウ酸が消費するまで回転を続け

る。この旬arkerとしてのオキザル酢酸または C，-カルポン酸を与える反応系としては，

ph08phωnolpyruvic acid +∞':+IDP (or GDP) ~ o.刻。脚ticacid+ITP (or GTPワ....(1)

pyruvic acid+COz+NADPH :;::::=: malic acid+NADP............................... .(2) 

の二つが考えられ前者は phosphopyruv鵬附加xyl鵬で，後者は malicenzymeである。

*北海道大学水産学部生物化学教室
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著者らは，イカ血液中のBohreffectの著しい8)ことからこの焦性ブドウ酸があるいは炭酸同化に

利用されるのではないかと推定して，下記のような実験を行なったところ， malic enzyme (EC l.L 

1.40. l・malate:NADP Oxidoreducta耐の存在が確認されたので，ここにおいて TCAサイクルと

解糖系の連携に重要な役目を持つと想像される malicenzymeの精製および諸性質について研究を

行なった。

Malic enzymeはOcha')によってはじめて鳩の肝臓に，またその後植物日や昆虫酌にも見出され

た。この酵素の性質は， Ochoa7-12)とKunl3)によって詳細に述べられているが， NADPをωfactor-

としてかリンゴ酸を可逆的に酸化脱炭酸して焦性ブドウ酸と炭酸ガスを与え，一方オキザル酢酸をも

同時に脱炭酸するこつの性質を持ち， NAD， d-リンゴ酸，フマール酸や燐エノール焦性プドウ酸で

はほとんど反応しない。例外として， A総釘is1-')~日の malic enzymeは NADを∞fac句rとするが

オキザル酢酸を脱炭酸しない。しかしこの二つの性質の分別の試みが成功していないので， malic 

enzymeはこの二元性の性質を持つことが一般に認められている。またHiaW町らによれば， malic 

enzymeは肝臓のグリコーゲン合成のための焦性プドウ酸をリンゴ酸より与える役目をもち， リンゴ

酸より TCAサイクルをへてオキザル酢酸を供給する径路を調節する facωrの一つであるとも考え

られている。この酵素の重要性にもかかわらずその物理化学的性質がこれまで確立されておらず，鳩

肝臓より精製が Rutterand Lardyl7)によって行なわれているのみである。

実 験

試料としては，函館近海でとれた市販の新鮮なスルメイカおよびホタテを用いた。抽出には9倍容

の1O-3MEDTAを含む 0.15MKCI溶液を加え，日本精機製のホモゲナイザーで 1分間ホモゲナイ

ズし，4C削r.p.m.10分遠心分離し，上澄液を酵素液として用いた。精製操作はすべて 40Cの低温で

行い，イオン交換クロマトグラフィーは DEAE・セルロースと CMーセルロースを用い，塩酸および苛

性ソーダで洗い，水洗後それぞれの緩衝液で緩衝化して使用した。酵素活性は Faulk田r法d)の変法

を用いた。反応混合液は Tri自殺衝液 (pH7.4)あるいは燐酸緩衝液(pH7.2)側 μmol叫 MgCh

20 P moles， NADP 0.3μmole， l・リンゴ酸 10μmolesを含み，酵素液を添加して全容量を 3.0ml

とする。 NADPの 340mpの吸収変化によって活性を表示し， AEa叫血p=O.01/minをー酵素単位と

した。反応温度は室温で，蛋白含量は錦Omμ の吸収を用いて測定した。紫外線吸収測定は島津製光

電光度計 QR・50型を用いた。基質としての ιリンゴ酸，オキザル酢酸および他の試薬はすべて市販

品を pH7.0に中和して用いた。助酵素は， NBC製をそのまま使用した。 malicdehydrogenase ~ 

性活測定はDelbr世ckG18
)によった。乳酸脱水素酵素の精製は， Bei鴎 nherzet dl.10

)に従った。焦

性ブドウ酸の定量法は， Friedeman and Haugen法20)および酵素的21)に行なった。オキザル酢酸の・

測定は， Friedeman舶によった。またケト酸のクロマトグラフィーは，香月，金行法釦に従った。

結 果

1) Malic e田ymeの確認

イカ筋肉の 0.15MKIα 抽出液に 1・リンゴ酸と NADPを添加すると， NADPの還元と焦性プド

ウ酸を生ずることが認められた。その根拠は，基質をふリンゴ酸とした場合をFig.1に示す。図よ

りNADPは還元されるが， NADはほとんど還元されない。反応後トリクロール酢酸で脱蛋白して

dinitrophenyl hydr駒田生成物を作り，焦性プドウ酸を測定した結果を Table1示す。オキザル

酢酸は，硫酸ニッケル処理で焦性ブドウ酸に分解されるが，表から見られるように，処理前後におい

て変化がないこと，および hydrazo回抽出においても酢酸エチル，ベンゼン抽出でも変りがなく，

-172ー



1965J 

O. 

-501 
、、、
::1. 
g 

s Ol 

h .... .;;: 

-< 0.0 

O 

柴田外: 水産動物筋肉の酵素化学的研究-5

〆P

/ 
NAD 

-・・・・・圃旬圃・・固_0.圃圃圃・・・・・・・・・・・・・-
2 

Reaction time (min) 

3 

t 。 品

5 10 15 20 25 30 

Reaction time (min) 

Fig. 1. Reduction of NADP and NAD by 
squid malic 佃 zyme

Fig. 2. Reversed reaction of squid 
malic enzyme 

R晶actionmi計町eωntainedTris but!:'er (pH 
7.4) 100μmoles， MgCl2 20， Na-pyruvate 11.4， 

NaHC08 42， NADPH 0.16 and enzyme 
(DEAE-cellulose fraction) 155 units in a final 
volume of 3.0 ml 

Experimentalωndition was the same as in 
the text， except that 0.6μmole NADP and 
NAD，阻d16.8 units of enzyme (ammonium 
sulphate fraction) were used 

Table 1. Formation of pyruvate by squid malic enzyme 

Reaction mixture ωntained in a final volume of 3.0 ml: phosphote but!'er 
(pH 7.2) 100 pmωs; MgC12 10; NADP 0.28; l-malate 50; methylene blue 1.6 
and enzyme 162 units (ammonium sulphate fraction). Incubation Temp. 300C 

Reac、hatlImbg曲¥¥曲

Colorimetrically2d) 

NiSO. Enzymatically21) 

with without 

(m20 in〉 μm0ol.e7/3 mp μm0o.l7e9 /mt μm0o.6185/7 ml 

40 1.04 1.04 0.921 

60 1.23 1.84 1.110 

*) These valu飴 areexpres鴎 d鰯 μmolesper ml of reaction mixtur唱

生成物はすべて焦性プドウ酸であることを示す。 またケト酸の hydr脚国ペーパークロマトグラフ

ィーにおいてもオキザル酢酸は認められなかった。筋肉乳酸脱水素酵素の特異性を利用した酵素測定

法も比色法と一致し，焦性プドウ酸であることを認めた。また Table2において methyleneblueの

NADPの知rn-overを促進することによって焦性ブドウ酸が並行して増加することを示す。粗抽出

液でフマール酸はこの反応に linkしない。フマール酸からリンゴ酸をつくるフマラーゼが存在しな

いことから TCAサイクルに関するミトコンドリヤの malicdehydrogenaseが関係しない。焦性ブ

ドウ酸と NADPHと重炭酸ソーダの存在での逆反応を認めた。結果は Fig.2にみられるように
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Table 2. Effeet of methylene blue on pyruvate formation by 

squid malic enzyme 

Reaction mixture ∞ntai鴎 din a 貧困lvolumeof 1.0 ml: phoaphate 
buffer (PH 7.2) 40μmoles; MgCb 5; NADP 0.2; l・malate20; enzyme 

(回1monium創.uphatefraction) 492 units阻 dmethylene blue錨 indi-

cated in位1elegende Incubation time 30 min 

Con飽 ntrationsof with NiSO. without Ni回‘methylene blue 

仰す/ml* μm0o.l2e2 /mt μmole/ml 
0.21 

0.4 0.51 0.49 

0.8 0.80 0.79 

1.2 1.15 1.15 

1.6 1.36 1.35 

*) Th偲骨 valu倒 areexpre錨ed腿 μmoI側関rml of reaction mixture 

[XVI，8 

NADPHが酸化された。リンゴ酸の存在を確認しなかったが，恐らく逆反応が遂行したのではないだ

ろうか。しかしこの反応は，高い酵素濃度と畏い反応時聞を必要とし，この条件では起りにくいもの

である。 Malicenzymeはオキザル酢酸の脱炭酸作用を行なって焦性ブドウ酸と炭酸ガスに分解する@

イカ筋肉の malicenzymeでもこの作用が行なわれ，オキザル酢酸より焦性ブドウ酸が作られること

が Table3に示される。酵素によって 60分後では，基質のオキザル酢酸の大部分が脱炭酸されてい

る。この条件でオキザル酢酸の自己分解が行なわれ，焦性プドウ酸が生成する。見掛け上の malic

阻 zyme作用は，混在する malicdehydrogena鴎の作用とこの生じたオキザル酢設の自己分解の合

同作用とも考えられるが，これについては後で論議する。

以上の理由により， リンゴ酸より直接に焦性プドウ費量が作られ， malic enzymeが存在することを

認めた。

2) Malic enzymeの精製

A. イカ筋肉よりの精製法

0.15M KClの前記抽出液を3O.Cで 10分間 incubationし6，∞Or.p.m.10分遠心分離後 30-

Table 3. De唱紅boxlationof oxaloacetate by squid malic enzyme 

Reaction mix旬re∞ntainedin a final volume of 3.0 ml: phωphate buffer (pH 7.2) 
100 pmoles; MgC12 10; oxaloaceta旬 15and enzyme (ammonium sulphate fraction) 162 

units. Incubation Temp. 30.C 

Autolysis lMMYlauon日
Incubation 

∞lorimet削除 enzyr刷剖ly
time 

ω>lorimetrically enzymatically 

(m2i0 n) μmo1l.e2/2 mp μm1o.l4e2 /mt μmSo.l4e5 fmt μm8o.l0e5 /m1 

40 1.69 1.74 4.13 3.63 

60 1.93 1.91 4.51 3.85 

事)The鴎 valu倒ぽeexpressed as pmoles per ml of reaction mixtur ~ 
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Experiment w錨 carriedout with 脚 pwi鴎 elutionof pH 7.0 pho目Iphatebuffer: 
1， HzO; 2， O.OlM; 3， 0.02; 4， 0.1; 5， 0.2; 6， 0.2 (0.2M NaCI). Continuous li田
represents 280 mμabsorbancy; broken line activity 

150 100 50 

Fig. 3. 

。

60%飽和硫安で塩析される区分を集め， O.OlM燐酸緩衝液 (pH7.0)で一夜透析して硫安を除き，

燐裁カルシウムゲルに吸着させ， pH 7.0の 0.2M燐酸緩衝液にて溶出する。燐酸カルシウムゲル溶

出液を O.OlM燐酸緩衝液(PH7.0)で一夜透析し DEAEーセルローズカラムに通して燐酸緩衝液で

st.pwi自3法で溶出する。 malicenzymeは， 0.2M燐酸緩衝液 (pH7.0)にて溶出される。この結

果はFig.3に示される。この部分の比活性は，用いた試料の 10-11倍になった(最大比活性は

邸3.6)。その精製法の一例を示すと TabL4のようになる。燐酸カルシウムゲルでは活性の損失が

Purification of malic enzyme from squid mu関1e

1mum-iv Total unit Protein Toul aSeRtiveiih ty 
Yield oの

E守∞串dure
Protein I Activi Cml) I(unit!ml) Cmg/ml) 

p〈rmotge〉in 

lnitial ex位act 825 252 2079∞ 7.32 60鈎 34.4 1∞ 100 

Incubation at 820 188 154120 5.31 4お5 61.9 72 74 300C for 10 min. 

8か飢6210p%ha旬gI1mppotn.i12m 72 1485 106920 29.6 2131 103 35 52 

Treatment with 48 5部 28129 3.33 160 183 2.6 14 calcium pho自phate

DEAE吃ellulOE抱 10 291 泊10 0.49 4.9 654 0.08 1.4 
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多い。燐酸カルシウムゲルでの溶出では最大比活性は却0，平均すると 100前後である。しかしイカ

の場合には，白濁した蛋白がおうおうにして活性の測定の障害になりやすい。この白濁は，燐酸カル

シウムゲルで除去することができる。この抽出液の白濁は，後に 50，0ωr.p.m.10分間の超遠心分離

で除去されることを知った。燐酸塩の存在は活性を安定し透析に対しても安定であった。二回の硫安

での塩析は，比活性の増加はさほど認められなかった。硫安中でも活性を保存するが，硫安の存在が

活性の測定を妨害する。

報• 産水大l北

B. ホタテ貝柱よりの精製法

なおホタテ貝柱を用いてイカ筋肉と同様な操作を行なって精製した。 DEAE-セルローズカラムの

精製と一般の精製法を Fig.4と Table5に示す。ホタテ貝柱を用いた時には比活性も約 8倍増加

したのみで DEAE-セルローズカラムにおいて malicenzyme は 0.1M燐酸緩衝液 (pH7.0)にて

ゆ03
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Chromaめgraphyof sc叫lopmalic enzyme on DEAE-ceIlu】ose
eolumn at 40C， pH 7.0 

Experimental eondition wωthe sameωin Fig. 3 

Fig. 4. 

。

puri畳cationof malic enzyme from scaIlop muscle 

Protein Total mSpteivdiaty e 
Yield (~の

Procedure Volume Activity Total unit 
p(rmotgei) n pro蜘 IAc伽 ity(ml) Cunit/ml) Cmg/ml) 

Initial extract 770 48 36960 7.09 5465 13.5 100 100 

Treatment with 
450 24 10800 2.64 1184 36.5 21.7 29.2 calcium phosphate 

30関・6l0p%hataempmpotn. ium 38 18 684 6.6 246 11.1 4.5 1.8 

DEAE覗Ilulo鵠 10 1.8 180 3.3 33 41.0 0.6 0.8 
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港出され，イカ筋肉の場合との違いを示した。イカ筋肉は平滑筋で，ホタテ貝柱は横紋筋で，蛋白の

相違によるものと考えられる。酵素の安定住も異なりホタテはイカより不安定である。

DEAE-セルローズカラム精製の試料は，両者とも -200Cの凍結保存で少なくとも数カ月は活性

は安定であった。 しかし freezingや thawingの繰返しは安定性を失わさせる。このカラム溶出液

をそのまま凍結保存し諸性質の研究に用いた。 CM-セルローズでは吸着されずにそのまま流出した

くpH7.0)。

3) 性質

1. 至適 pH

燐酸緩衝液とTris緩衝液を用いて活性の測定を行なった。その結果は Fig.5に示される。図よ

り明らかのごとく pH7.1-7.2付近が最大で，鳩肝臓の malicenzymeとよく似ている。オキザル

酢酸を基質として脱炭酸作用をワールプルグ検圧計で測定した結果を Fig.6に示す。図より脱炭酸

の至適 pHは 6.8であり，鳩肝臓の至適 pHとはかなり違っている。脱炭酸作用の至適 pHと

NADPH吸収より測定した至適 pHはイカ筋肉の場合はかなり一致している。

。ι30
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Fig. 5. Effect of pH on squid malic enzyme 
Experimental condition was the same as 

in the text， except that phosphate buffer 
was used in the range of pH 5.7-7.2 

/ ¥  

5 7 6 8 

9 

pH 

Fig. 6. Effect of pH on oxaloacetate de-
carboxylation of squid malic enzyme 

Reaction mixture contained citrate buffer 
(pH 4.9-6.4) or veronal buffer (pH 6.6-8.4) 
100μmolω， MnCb 1 and enzyme 466 units 
(amonium sulphate fraction) in the main 
cell of Warburg ves随 1，阻doxaloacetate 23 
μmoles in one side arm and 3N叩 lphuric
acid in other. Total volume 2 ml. Incuba-
tion temperature at 250C 

2. pHに対する安定性

燐酸緩衝液および緩衝液を用いておのおの pHに2時間 300Cで ex戸隠してその後 pH7.2に

中和して活性の測定を行なった。その結果は Fig.7に示す。 pHに対する安定性は pH6.5-7.5付

近でもっとも安定である。

3. 金属イオンの効果

この malicenzymeはMn2+，Mg2+， Co2+などの金属を必要とする。 MnC12，MgCb， CoSO，そして

-caCbの2価のイオンを用いてそれぞれの活性の測定を行なった。その結果は Table6に示される。

標準活性測定法による酵素活性を 100とした場合， MnH イオンがもっとも酵素を活性化させ，3x 

10-5M で 110%，1xlO-'Mで 148%，2xlO-'Mが最大で詑89もそれ以上の濃度ではまた減少し
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Table 6. Effeet of metal io国岨問uidmalie enzyme 

Experimental∞.ndition w鍋惜樋鋭uneωinth唖旬xt，exeept that 
metal ions were added創 indicaぬd

Metal ion Ra土ioof Metal ion Ratio of 
(lO-IM) activity (10-8 M) activity 

stm〈MdgaSr+d:A6S.6倒〉y 1ω Co2+ 

No addition 。 0.03 68 

Mg2+ 0.10 81 

0.16 18 0.23 109 

0.33 32 0.33 102 

1.0 64 1.6 93 

2.3 84 Ca2+ 

10 109 0.23 " 

Mn2+ 0.33 9 

0.03 109 1.0 11 

0.10 148 1.6 14 

0.23 228 3.3 16 

0.33 155 

1.0 136 

ていき 3xlO-'Mで 155%，1xlO-8M で 136%とほぼ平衡になる。 Mg2+イオンでは標準活性法

の濃度より低い 2xlO-'Mで 18%だったのが 1xlO-8M で 64%，1xlO-2M で 109%とゆるや

かに上昇して行き， Co2+イオンは 2x10-‘M が最大で (109%)それを越すと減少し， Ca2+イオン

はあまり効果がなかった。なおホタテ貝柱から得た malice凹戸田もイカ筋肉の場合と同様， Mn2+， 

Mg2+，そしてCo2+イオンなどによって酵素活性を安定化させる。その結果は Fig.8に示される。

0.1 

官官1日E //{¥30 
/¥ 回

/。ー。、。 MnCl2
""，，"，-0_圃圃・0・圃圃.。ー

3 

軍司b 

/ ¥ ~ 0.01 
/ 
/¥3  

。
6 pH 7 8 

Fig. 7. pH stability of squid 
malie enzyme 

. 、
9 

The enzyme was expωed for 2 hours ωthe 
pH values given and the activity then飽sted
at pH 7.2. pH 4.4-5.6， acetate buffer; pH 6.0-
7ふ pho哩Iphatebuff.釘;pH 8.4-9.2， T市 buffer

内ザ

o 2 3 4 5 

M:tal (μmole) 
Fig. 8. Effeet of metal ions on民allop

malic enzyme 
Experimental∞ndition was the same凶 in

Table 6， except that phωpha句 bufferw鎚

E腸 d目avefor Mn2+ 
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5μmolesまでの間で Mポ為は， 1μmole付近まで急激な上昇を示し，1p mobを越すとやや減

少して平衡になり， ωso‘はゆるやかな上昇カープをえがき， MgCIzは直線状に増加しCaClaは

0.5μmole付近が最大でその後はあまり変らない。ホタテ貝柱のmaIieenzymeもイカ筋肉の malie

enzymeと同様 MnZ+イオンによってもっとも酵素活性を安定化させる。

4. 熱に対する安定性

酵素液をそれぞれの温度で 60分間 expo艶し直ちに氷水で冷却し生じた沈澱を遠心分離で取り除

き活性の測定を行なった。その結果は Fig.9に示される。 DEAEーセルローゼカラムで精製した酵素

でも常に malieenzymeとmaIiedehydro伊国鴎の活性が共存している。 malieenz戸田と malie

dehy伽 伊n舗が閉じ酵素であるかどうかを調べる一つの手段として上に述ぺたような実験を行なっ

た。両酵素とも 300C付近までは熱に対して安定であるが， malie dehydrogenaseは350Cになると

急激に不安定となり 400C以上では，ほとんど酵素活性を失う。一方 malieenzymeはお。Cでは

84%， 400Cでも約 50%の活性が残っており， malie dehydro~nase にくらべて熱に対して比較的

安定である。

aa--1 咋

O 10 20 30 40 

Temperatur3 (OC) 

Fig. 9. Heat IJ愉，bilityof 8quid malie enzyme 

The enzyme w嗣 expo鴎 dfor an hour to the temperatures given at 
pH 7.0 and也enωoledto OOC. Other experimental∞ndition w鰯 the
鴎 meωinthe句xt

5. ミハエリス恒数

Malie enzymeの基賓として l-リンゴ酸と NADPを，また malicdehydrog四 S闘の基質として

オキザル酢践と NADHをそれぞれ用いてそれぞれの濃度を変えて，反応速度に及ぼす基質濃度の効

果を調ぺた。その結果は Table7に示される。 malicenzymeの bリンゴ酸と NADPに対する K血

はそれぞれ 1.33x10-8 M と 0.66xlO-8Mで maliedehydrogenaseのオキザル酢酸と NADHに対

する Kmは 0.64x10聞 3Mと 0.93x10-3 Mであった。
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Table 7. Michωlis constant of squid maIic enzyme and 
malic dehydrogena駒 atpH 7.0 

Km 

MaIic enzyme 

l-maIate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1.33 X 10-8 M 

NADP .............................. 0.66 X 10-8 M 

MaIic dehy'台。genωe

oxaloacetate .......................... 0.64 X 10-8 M 

NADH .......................... 0.93x10-3M 

考察

[XVI， 3 

この酵素系には， maIic dehydrogena鉛が混在しており，これが malicenzymeよりはるかに強

力である。 (maIicenzymeより約舘O倍の活性〉。オキザル酢酸は自然に分解するのでこの見掛け上

の反応は maIicenzymeによってではなく， maIic d皐hydrogena闘によって生じたオキザル酢酸が

自然に焦性ブドウ酸と炭酸ガスに分解したとも考えられるがこの推定は，次報却で報告する阻害実

験によって malicenzymeとmalicdehydrog岨 aseが区別されること，またこの maIicenzymeは

ωfacωrとして NADより NADPに高い特異性をもつこと， malic dehydrogenaseの NADHに

対する親和力より考えて否定される。すなわち， NADPを助酵素系とする malicdehydrog阻晶隠の

存在が考えられない。なぜなら Fig.1の NADの還元速度と K皿から考えると， NADPに対する

maIic dehydrogenωeの親和力が異常に高いものとなるからである。用いられた精製酵素に maIic

dehydrogenaseが共存していても maIicenzymeの作用が認められる。 oxal個.cetatedecar加，xyla鴎

の存在が確められない限り maIicenzymeは二元性の作用をもっと考えられる。

Ochoa'lによると筋肉には含まれておらないとされているが，しかしある種の回虫 (AscarI8)の筋

肉は， maIic enzymeを含んでいる。イカ筋肉にも maIicenzymeが含まれているが，AscarI8の場

合とは異なりオキザル酢酸を脱炭酸する能力を持っている。 この maIic，nzymeがイカ筋肉(軟体

類)に特異的なものかどうかをホタテ貝柱とコイの筋肉を用いて比較してみた。その結果を Table8 

に示す。むしろ軟体類(イカ)に特異的なものではないだろうか。

Table 8. Distribution of maIic enzyme in the mu舵 leof 
宣shand mollu舵畠

ScaIlop 
unitsjg. ti邸 ue

Carp 
m語tsjg.tissue 

Squid 
unitsjg. ti関 ue

2520 9官。 450 

A8Ca?・is，frat worm25lの例からみても下等動物ほど maIicenzymeの存在がみられる。 MaIic

e田 ymeの生理的作用は，町A サイクルの速度を調節するものと考えられるが，イカ筋肉の解糖系

における焦性ブドウ酸の蓄積との関連性は炭酸固定の条件が確立されない限りは想像の域を出ない。

Hiattら1舶のごとく， maIic enzymeが gly'ωgenesisに関与するよりは，燐焦性ブドウ酸カルボキ

シラーゼの方がずっと有利である。それは pyruvatekin鵬の径路をとらなくてもよいからである。
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Shrago et al.2O)17)は malicenzymeが gluω出 oge田 isには関与しないと報告しているが，この関

係を物語っていると思う。カルボキシラーゼがまだ確められていないので，この問題は不明のまま残

っている。

肝臓や adi抑鶴首舗ueでは， malic enzymeが脂肪合成のための NADPの給源であると Lardy

ら舶によって暗示された。彼らはまた malieenz抑聞と cytopl凶 micmalic dehydrog唱naseとの

共腕によって， NADHより NADPに水素移動ができることを認め，かくして malicenzymeは直

接に NADPHを形成したり，間接的に NADHを NADPHに変えて， lipogensi自に役目をもっと

推定した27)。イカ内臓の脂肪含量の多いことから，筋肉にもその影響を与えているのかも知れない。

要 約

軟体類筋肉抽出液を用いて malic ~ nzymeの存在を確認し，この酵素を精製しトリンゴ酸を基質

として酵素化学的性質を研究した。 0.15MKIα で抽出後 80-60%硫安塩析，燐酸カルシウムゲル

吸着， DEAE-セルローズ精製を行なった。精製された酵素は比活性が 10-d倍に増加した。イカ筋

肉の malicenzymeの至適 pHは 7.1-7.2で pH6.5-7.5付近がもっとも安定であり，熱に対し

ては 350C付近まで安定である。 Mg2+，Mn2+， Co2+などの金属を必要とした。 l-リンゴ酸に対する

Kmは1.33x10-8M で NADPに対しては 0.66x10-8M であった。ホタテ員柱中の malicenzyme 

(活性が少ないが)にも存在するので，この malicenzymeは軟体類において特別の役目を持つ酵素

であると推定された。
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