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ヒメマス筋肉グリセルアルデヒド・3・リン酸脱水素酵素に閲する研究4

酵素の抽出性の検討およびその精製

中井俊雄*・宮本芳則*・柴田猛*

Studies on Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase from Kokanee 

MuscIe-I. Extraction Studies and Purification of the Enzyme 

Toshio NAKAI*， Yoshinori MIYAMOTO* and Takeshi SHffiATA* 

Abstract 

The ext四凶ionproperties of glyω，raldehyde 3・phosph晶tedehydrogenase 
(GPDH) from the kok阻 eemuscle were studied岨 d 飽 pur温ω色ionwas ω凶.ed
out. The resul旬 aresummarizedωfollows: 
1. When色hemusole GPDH was extraoぬdwith distilled wa品位制畠ne訪問0・

色ionmedium， the total exも，rao旬bleaotivitiωvaried with the volume of th的
exもraoもionmedium. When色heextraotion volume inorea剖d，the ex健闘句ble
晶otivitiesdeoreωed. Suoh an effeoも was more rem町kablein the oase of 
GPDH extraotion than in色hatof晶IdoIωe.
2. When the musoleGPDH w凶 extr脚色edwiもha. KCIωlution of various 
oonoentra.tion， the higher that KCI∞noentration was， the more extraotable 
色heaotiviti倒 were. The extraoぬbleaotiviti倒 beoa.meωn飾品ntat 曲ove0.15 
M KCI oonωnもration.
3. Aooordingもotheぬover，倒ults，白骨 purifioationmethods of the musole 
GPDH were propo鴎d. In one suoh method， the musole w;ωwωhed with a 
sevenfold volume of distilled water and the residu個 wereextr脚色edwiぬ 0.15
M KCI叫凶ion. Th~ pro句inpreoipitated between 75 and船%削四句d
晶mmoniumsulfate wωωlIeoted岨 dw舗 soIvedin 5 mM Tris-HCI ∞ntaining 
1 mM EDTA and 1 mM 2・MSH. Cη百taIl包a.tionswere repe晶ぬdat pH 8.0. 
4. The musole GPDH was not 阻む制句din the distiIIed-w晶，terwashing 
fraotion but exも，raoもed訟 theωItex位師事 fraotionand purified 倒.silywiぬ
晶，mmoniumsulfi晶句 fra.otionation only. The crys.ぬlIineenzyme 函 homogen伺 us
wi色hdisc electrophor唱si目.

緒 言

グリセルアルデヒドー3-]}γ酸脱水素酵素[n-glyceraldehyde-3-phosphate:NAD+ oxidoreductase 

(phosphory lating): 1. 2. 1. 12. ] (以下 GPDHと略す)は解糖系で重要な役割を演じているため，ウ

サギO，酵母2)などで古くから研究がおこなわれてきた。しかし，魚類においてはヒラメ伐チョウ

ザメの，ニジマス8入タラめに関する研究が報告されているが，本酵素に対する性質を十分に明らか

*北海道大学水産学部生物作学講座 (LaboratoryoJ Biochemi8try， FacvJty oJ Fi8heバe8，Hokkaω。
Uni世'er8ity)
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にしておらず，特に動力学的性質はほとんど研究されていない。中井らはヒメマスの年周期と解糖系

を中心としたエネルギ戸代謝に関係する酵素の活性レベルの変動に関する研究をおこない，産卵しな

い一年魚では筋肉 GPDHの活性レベルがあまり変動しないのに対し，産卵するこ，三年魚では産卵

期の 10月に著しく活性レベノレが減少することを報告している陀この挙動の原因として，酵素たんぱ

く量の増減，酵素や基質の局在性.阻害剤.活性化剤およびその他の影響因子の存在が考えられる。

著者らは各種環境条件に対応する魚類の生理機構を，主として生化学的立場で検討することを目的と

して.本酵素の性質を詳細に研究し，新知見を得ょうと試みた。

以上の目的のため，その第一歩として本酵素の精製法を検討した。ウサギ筋肉 GPDHの一部は.

筋肉構造たんぱくに結合していて， その抽出はイオン強度に強く依存することが報告されている叱

柴田らは各種魚類の解糖系の活性の測定の際， GPDH活性が 0.3Mマンニットと 0.15MKCl抽出液

で著しく相違するが，他の解糖系酵素にはその差がないことを報告しているヘヒメマス筋肉GPDH

においても同様な挙動が推定されうるので，本酵素を筋肉構造たんぱくに結合しているものと，結合

していない遊離のものを区別なく収率よく抽出するため，まずその抽出性を検討し，ついで精製をお

こなった。その結果，ディスグ電気泳動法で単一な GPDHが高収量で得られたのでここに報告する。

実験方法

飲料: ヒメマス (Oncorhvnchusnerka)は北海道さけます癖化場森支場の養殖魚を使用し，採集

後，即殺して速やかにー200Cで保存した凍結筋肉を使用した。

たんぱくの定量: たんぱくは抽出液について 1096トリクロル酢酸で、沈澱させ，遠心分離後，再蒸

留水にけんだくし，ピュレット法により測定した。標準たんぱくとして牛血清アルブミン仰iles製)

を用いた。

活性の測定 GPDHはAdam法10)，アルドラ{ゼ [fructose-1，6-diphosphate: D-glyceraldehyde-

3-phosphate Jyase， 4. 1. 2. 13J (以下 ALDと略す)はRacker法11)を変えた Deldruck法叫によっ

て測定した。 GPDHの酵素活性単位は国際標準法に従った。

結果および考察

抽出液量比の検討 GPDHと他の解糖系酵素との抽出性が、相違することが以前に報告されているの

での，他の解糖系酵素の代表として ALDを用いて抽出性の検討をおこなった。凍結筋肉を肉換器で

細砕し.冷却した 1mM EDTA-1 mM 2-MSHキ (pH7.0)を抽出液として，容量をかえて.2時間

撹伴抽出した。残法をセライトで鴻過し，上澄液の総たんぱく量，総 GPDH活性，総 ALD活性を

測定した。その結果を図 1に示した。図 1によると.試料重量に対して抽出液の比率を大きくすると，

総たんぱく量，総ALD活性，総GPDH活性はいずれも減少する。これは魚体筋肉中の塩濃度が稀釈

されるため塩溶効果が小きくなるためであろうと考えられる。 さらに，総たんぱく量と総ALD活性

は比較的並行した挙動を示し，筋肉重量に対して2-3倍量の抽出液で極大となり，以下除々に減少す

るのに対し，総GPDH活性は極大が存在せず，容量比が大きいほど抽出されず.ALDよりも塩依存

性が高いと思われる。特に抽出液量比が7倍以上では，抽出される GPDHが総 GPDH量の 596以

下で，ほとんど抽出されないことが明らかになった。

KCl濃度の検討つぎに.1 mM EDTA-1mM 2-MSHを含む KCl溶液を用い.KCJ濃度だけ

を変えて抽出される総たんぱく量，総GPDH活性および総ALD活性を測定した。抽出液量比は

全て10倍とし 2時間撹持抽出しその結果を図2に示した。総たんぱく量，総GPDH活性および

キ 2-MSH:ト.Mercaptoethanol
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80 

60 

40 

20 

100 

中井ら:

-.
、t
-
』
芝
、
，
-
H
u
m
h園、，

Z
2
8
M
司

E
e
Z
S
O
E
-
-三
百
一
@
E

わ

。。
Added exlraclion volume (-fold: w/v) 

Fig. 1. Effiωもof晶.mountof medium on exも，ractionof kokanee mu日cle.
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Fig. 2. Effect of KCl molariもyon ex'も，ractionof kokanee muscle. 
(0-0) proぬinωnもent;(・-・)D-glyω，raldehyde 3・phosphaぬ dehydrogenaseactivi色，y;
(x-x)晶ldol鵬附iv訪れ

0.3 0.2 

KCI 

総ALD活性はともに類似した曲線を示し.KCl濃度が高くなると抽出量が増大した。これはたんぱく

質の塩溶効果と考えられる。 KClを含まないときは GPDH活性と ALD活性はほとんど認められず，

0.15Mまで増加させると両活性もほぼ直線的に増加した。 0.15Mから 0.3Mまではたんぱく量，総

GPDH活性および総 ALD活性はほぼ一定であり.0.15M KCl濃度で筋肉中の抽出しうる GPDH
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Fig. 3. Photograph ofもhecrystalline kokanee muscle D-glyceraldehyde 3・phosph叫e
dehydrogenase. (x 600) 

は全て抽出されることが明らかになった。0.3N以上では筋肉構造たんぱくが抽出されるので，これ

以上は実験しなかった。

筋肉 GPDHの精製 以上の結果から，目的としない他のたんぱくを混入させずに，筋肉中の抽出さ

れうる全GPDHを抽出するため，次の方法で抽出をおこなった。筋肉細砕物 (500g)を 7倍量の

1 mM EDTA-1mM 2-MSH (pH 7. 0)で5分間撹伴し， 布漏過した。得られた残t査を3倍の 1mM
EDTA-1 mM 2-MSHを含む0.15MKCI (pH7.0)で1時間撹伴抽出し，布減過した。上澄液を

Osborne法により硫安 7096飽和にし 2時開放置したのちセライトで吸引鴻過した。得られた漏液に

さらに固型硫安を加えて.9596飽和とし，一晩放置した。これを 20000x gで30分間遠心分離してや

や紅色の沈澱を得た。この沈澱を 100mlの EDTAと 2-MSH を各 lmMふくむ 5mMトリスー

塩駿緩衝夜 (pH7.6)に熔解し，同誌の飽和硫安溶液を加えた。生じた沈澱を 20000xgで 30分間遠

心分離し.1Mトリエタノーノレアミンで pH8，Oに調整した。さらに少しづっ硫安を加えて結品化し

た。一日後，針状の結晶が生じた。さらに毎日徐々に硫安を加えて，充分に結晶化させた。一週間後，

20000 x gで60分間違心分離し，問機に再結品化を4固くりかえした。結晶の写真を図3に示した。

晴乳類の GPDHの結品化には 2-MSHは必須ではないが，ヒメマスの場合は 2-MSHを加えなけ

れば結晶化しなかった。これらの精製過程の一例を表1にまとめた。総 GPDH活性は塩抽出画分に

90-9596.水洗浄画分に 5-1096抽出された。比活性は復抽出画分の方が 10-15fi音高かった。比活

性は最大で 80-90unit/mgであった。再結晶を4回くりかえすことによりディスク電気泳動的に単

ーになった(図4A参照)。酵素の収率は筋肉重量に対して 0.296であった。

ディスク電気泳動 本精製法をさらに検討するために，ディク λ電気泳動によりたんぱく質を検

出した。水洗浄画分，塩抽出函分.70-9596硫安飽和沈澱画分および2f音量の水抽出商分を 1mM

EDTA-1mM 2-MSH (pH7.0Jに透析し.696の分離用ゲノレを用いてディスク電気泳動を行った。そ

の結果を図4に示した。水洗浄函分. f音盆の水抽出画分には多くのたんぱくバンドが検出されたのに

対し，塩抽出画分のたんぱくバンドの数は少かった。GPDHに相当するバンドは活性染色によって同

定した。 さらに硫安分画により GPDH以外のハ γ ドは消失し，容易に精製されることが明らかにな
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中井ら・ ヒjマス筋肉グリセノレアルデヒ ド3リン酸脱水素酵素の研究ーI

Tぬle1. Summary of procedure for isolation of the kok棚田刑制cle
D-glyceraldehyde 3-phosph叫edehydrog町叫8e.

Total protein 
Procedure 

(g) (%) 

Distilled 
wa七er-washing 10.7 51. 0 

KCI solution 
extract 10.3 49.0 

70% 
3. 22 15.3 (NH，)，SO， sup 

70(N-9H54% )2804Ppb 2.45 11.7 

Crystallization 2.02 9.1 

| 臼加Total叫…l
(uni凶川も的) 

22000 

226000 

195000 

195000 

194000 

Yield 
(%) 

9.0 

91. 0 

79.2 

79.2 

79.0 

Specific 
activiもy
(unitj皿g)

2.0 

22.0 

60.0 

80.0 

91. 0 

• Total activity was the sum of activities in di品illedw叫erwashing and KCI extract・
fraction目

A B c D E 

!2 3 4 

Fig.4. D由ce electrophoresis of the kokanee muscle D.glyceraldehyde 3・phosphate
dehydrognease 
A) purified D-glyceraldehyde 3・phosph叫edehydrognease; Gel concenもrationwas 

7.5%. 
B) distilled water-w拙 hing;C) KCI solution extract; D) 70-95% (NH，J，SO‘ppι; 
E) distilled wa胞rextract. In B).E) Gel concentration w拙 6.0%.Pro旬inwas 
stained hy amidoblack. The second b阻 d(No. 2) co町田 ponded旬 th叫 ofthe D-
glyceraldehyde 3・phosphatedehydrogenase. 

った。また水洗浄函分には GPDHに相当するたんぱくバンドは検出されなかった。

以上の結果より ，本抽出法はウサギなどに利用されている従来の抽出法にくらべると，いくつかの

利点があると恩われる。すなわち本抽出法は筋肉構造たんぱくに結合している GPDHを抽出すること

ができ，抽出可能な全てのGPDHを抽出することができる。同時に収率も上昇した。また，水洗浄を
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することにより不要なたんばくの混入をふせぐことができ，硫安分画で容易に精製することができる。

なお生体における本酵素と筋原繊維たんぱくの結合性に関するさらに詳しい検討が必要であろう。

要 約

筋肉グリセルアルデヒトー3ーリン酸脱水素酵素の抽出を検討し，その精製をおこなった。

1. 筋肉グリセルアルデヒドー3ーリン酸脱水素酵素および筋肉アルドラーゼを水抽出する際，抽出

液量によって総活性が変動した。すなわち，抽出液量を大きくすると抽出される両活性は減少し，特

に前者が著しく減少した。

2. 抽出液を KCl溶液として種々の濃度で抽出すると.KCl濃度が増加するにしたがって，抽出さ

れる両活性は増加し.0.15M以上では一定になった。

3. 以上の結果から筋肉よりの本酵素の精製法を考案した。すなわち，筋肉を7倍量の水で洗浄し，

その残澄から 0.15MKCl溶液で抽出し. 70-9.596飽和硫安で沈澱するたんぱくを集め，沈澱を

1mMEDTA-1mM 2-MSHをふくむ 5mMトリス{塩酸緩衝液に溶解し.pH8.0で結晶化をくりか

えすことによって精製した。

4. ディスク電気泳動法により，本酵素は水洗浄画分に溶出せず，塩抽出液に選択的に抽出され，

硫安分画によって容易に精製されることが明らかになった。
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