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緒言

日-Aminoisobutyric acid (2-methyl alanine， AIB) 

は日{立に水素を持たないアミノ酸であるが，これが一部

の細菌の窒素源となることは古くから知られており 19)， 

又酵母による特異的分解を利用して， a-dialkyl amino 

acidsの DL分割の試み11)も行なわれている。近年にな

って， アミノ酸吸収のモデノレアミノ酸として AIBを用

いた実験4)，13)に於いて，細菌によって AIBが僅かなが

ら分解されることが観察されたこと及び酵素的分解の知

られていない AIBや α-methylserineの非酵素的分解

モデル10)が報告されたことから，日-dialkylamino acids 

の分解的代謝を酵素レベノレで、解明しようとする機運があ

った。日-dialkylamino acidsの酵素的分解の最初Jの報

告は1962年E.M. WILSONら20)による，極めて:基質

特異性の高い hydroxy-methyltransferaseによるメチ

ローノレ基転移反応である。ー方，先に述べた非酵素的

AIB分解のモデル実験では，脱炭酸叉は脱炭酸に続いて

アミノ基転移がおこり，アミノ酸はそれぞれイソプロピ

ノレアミン又はアセトンになる分解様式が与えられてい

る。前の酵素反応は Pyridoxalphosphate (PLP)， tetra-

hydrofolic acidを Cofactorとする onecarbon unit 

の転移，後の非醇素的反応はs見炭酸の先行するアミノ基

転移反応で，いずれも日位に水素原子の存在を必要とし

ない新しい型のアミノ酸分解である。 KALYANKARら

の非酵素的モデル反応と類似の酵素反応については G.

H. AASLEST ADら (1964)1)が土壌から分離した創11閣の

生菌及び粗抽出液により， AIBがアセトンへ分解され

12 

ることを初めて報告した。 G.B. BAILEYら2)は1967

年細雨ーからの精製酵素が AASLESTADらのものと同じ

反応を行ない基質特異性が広いことを観察してし、る。

本報告は， AIBを窒素源として， 土壌から分隊した

Pseudomonas spの生菌及び抽出酵素による AIBの分

解についての一連の実験に関するものである。 AASLE-

STADら， BAILEYら，本実験の酵素に共通しているこ

とは， PLPが補酵素となり，日-dialkylamino acidsの

脱炭酸及びアミノ基転移を同時に行ない対応ケトンを生

成すると思われること，アミノ基受容体としてケト酸の

存在が必要であることなどである。

実験方法

1. 供試菌株

1965年高知県で採取した土嬢より分離したもので生理

及形態から Pseudolllcnassp.と認められた。

2 培養

液体辰吉主培養には glucose30 g， AIB 4 g， K2HP04 

2 g， MgS04 • 7H40 0.5 g， C旦CI22H200.13 gを水道水

le'に溶解， pH6.6に調整した培地を用い，生菌の取得，

l'fi株の保存には同じ組成の国体培地を用いた。培養はシ

ャーレ又は Rowxピンの平板で行なったが， AIBに

適応した大量の wetcellを得るには上記l宮地に酵母エ

キス 0.01%を加え，金属製の箱 (5x 23 x 34 cm)を使用

し， 30oC， 40時間の培養を標準とした。 i音養後，菌体を

0.07Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に懸渇し，ガーゼでi慮過，

遠{~~分離 (1400 r，p.m.， 15 min.)して水をきった沈j般を

wet cellとした。
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3. a-dialkyl amino acidsの調製

H. T. BUCHERERらめの方法により，ケトン， シア

ン化カリウム，炭酸アンモニアからヒダントインを合成

これを 60%統酸で加水分解9)してアミノ酸を得た。

4. 酵素実験

粗酵素液による酵素実験についてはそれぞれの実験結

果に添えて述べる。精製操作中及び精製酵素の活性測定

は， AIB 150μmoles，ピルビン酸ソーダ 20μmoles，

PLP 0.2μmole，リン酸緩衝液(最終濃度0.1M， pH 7.45) 

を含む全容2msで行ない， 30oC， 10分間保持後， 0.3 

N-硫酸3msを加えて反応を止め， 生成するアセトンを

定量した。 1酵素単位は， 上記実験条件で 1分間に

1μmol巴のアセトンを生成する酵素量で示し比活性

は，蛋白 1mg当りの単位数で示した。

5 定量法

蛋白の定量は， R. F. ITZHAKIらのビュワレット法6)

と280mμ の吸収により，アセトン及び AIBの定量は

第 1報5)の記載に従った。

実験結果

AlBを窒素源とする合成液体培地で供試菌をi音義す

ると， AIBの減少に相当してl苦地中にアセトンが蓄積す

る。 AIBの代謝産物がアセトンであることは，2，4-dini-

trophenyl hydrazone (2.4-DPH)を調製して，融点，ペ

ーパークロマトグラブイー，吸収スベクトノレ，元素分析

によって確認した。

1. 生菌の AIB分解性

AIBを含む合成及び天然、固体培地に生育した wet

cellによる AIBの分解とアセトンの生成を調べた(第

1図)。第1図A，Bの比絞から，培地の違いにより AIB

の分解能に大きな差があることがわかる。 全 AIBと生

成アセトン量の和はほほ一定となり， 細胞内 AIBは加

熱操作(沸騰水浴4分)により細胞外へ漏出してゆくと

忠われる。天然培地に生育した生閣を合成培地に移して

AIB に 18時間適応させた後， AIBの分解速度を調べた

ところ，合成培地に生育したものの約 1/2であった。

これらのことから AIBの分解能は AIBによって誘

導されるものと考えられる。更に AIB適応菌はイソパ

リンよりメチルエチノレケトンを生成した。天然、培地に増

殖した生菌にはこの作用がみられないことから，イソパ

リン分解能も AIBによって誘導されるものであろう。

2. 生菌による AIB分解の様式

緩衝液に懸渇した生菌による基質 (AIB-1-14C，AIB-

3_14C)のアセトンへの分解を調べた。 アセトンの 2，4

~，/ ¥----___A.I o~ 

7r ー~寸----→ 10.7

8 

。
b 

' 一l ど J450 2345  
時周 (hr) 時間 (hr)

第1図 生菌の AIB分解性

A: 肉汁培地に培養した菌

B: AIBを窒素源とする合成培地に培養した菌

反応条件 50ms三角フラスコ， AIB 1 mg， wet 

cell 200 mg， 0.1 M リン酸緩衝液 (pH

7.0)，全容 9ms， 280C，夜長量

定 量:反応液 1ms中のアセトン， AIBを吸

光度 (500mμ)で示Lた

・一一・ 全 AIB(反応液を加熱後遠沈，上澄の
AIBを定量)

-6一一ムー medium中の AIB.

-0-0ー: 生成アセトン

一4
す
放

Z
当
の

i

i

L

-

目
ト

刊
で
吋
ツ

け
一
ト
れ
ポ
性

-v
一
七
ヰ
ス
活

割
-
ァ

D
る
射

性

-
z

活

-

時

附

一

回

ふ

B

-

壬コ

る

-

i

-

射

ト
J

h

E

f

l

、

宇
」

-

t

A

t
圃

菌
一
生
一

表
一

咽

且

園
第
一

分解方法

(1)生菌による {~凹 14C
AIB-3-14C 

{~匹1_14C
AIB-3-14C ート

十

(2) 次亜塩素酸
ソーダ』こよる

qゐ
一

o-
*
C
ノ一H

 

3

0

 

H
L
F
O
 

c
d司円七
H

ム

C

C

N
qo 
H
 
C
 
ム

ム

CH3 
C=o 

6CH3 

(1); AIB 3 mg， wet cell 700 mg， 0.1 M リン酸緩

衝液 (pH7.0)，全容 20ms， 280C， 2時間振重量

後，遠沈上澄を水蒸気蒸溜L，留出液から 2，4

DPHを調製し，ベーパークロマ「グラブイー

を行なった。 (Heptane-Methanol，2: 1 v/v)17) 
(2) ; 実験方法の項参照5)

DPHを調製し， ペーパークロマトグラムのスポットの

位置と放射活性の有無を観察した。対照として，次亜塩

素酸ソーダによる AIBの分解も調べられた(第1表)。

この結果， AIBからアセトシへの変化は， アミノ基と

カノレボキシ Jレ基の脱離によることが確認された。
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3. 粗酵素実験

wet cellのO.lMリン酸緩衝液 IpH7.45)懸:消液 (wet

cell 20 g/40-10 mめをフレンチプレスにかけて細胞を

破砕後，同緩衝液で稀釈し， 20000Xgで20分間遠沈し

た上澄を粗酵素液とした。 fll酵素液による AIBの分解，

アセトンの生成を第2図に示した。 AIBの減少とアセ

トンの生成はよく対応しており， AIBに対する酵素活性

は，生成するアセトン量によって測定されることがわ

カミる。

R及

光

度 0.4

~ 0.3 
てコ
て己
町コ、ー，
0.2 

0.7 

d 

O 

β 

4 

p 
， 

。ー・ 0

Z 3 4 5 
時間 (hYJ

第2図粗酵素による AIBの分解

反応条件:酵素液 30ms(蛋白 10mg/ms)， AIB 
溶液 (1mg/ms) 6 ms， 28CO，振重量反応

定 量 AIB，反応液2msに水 4msを加え沸騰
水中で 4分加熱， ~土澱を遠心分離で除い

た上澄 3ms中の AIBの量(-・--・)
アセトン，反応液2msに0.5N-H2S04
4msを加え遠心分離した上澄3ms中

のアセトンの量 (-0一一0ー).

4. 酵素活性に対する Pyruvate，PLPの添加効果

粗酵素液は透析によって殆んど活性を示さなくなる。

AASLESTADら1)は本反応に於て補酵素として PLP及

びアミノ受容体として Pyruvateの添加効果が大きいこ

とを指摘した。そこで本実験でも粗酵素液，透析酵素液

に対する PLP，Pyruvateの効果を調べた(第2表)。透

析酵素液に PLP，Pyruvateを加えた時の活性は， 粗酵

素液に両者を加えた場合とほとんど差がなかった。透析

酵素液に対して PLPのみの添加は， 効果は少なL、が，

Pyruvateは粗酵素液に Pyruvateのみ添加した場合と

同程度の活性がみられる。従って透析による活性の低下

は Pyruvate叉はそれに代り得るものが失なわれるため

であろう。粗酵素液に PLP又は Pyruvat巴を単独で、加

えれば，それぞれの場合，同程度の活性増大がみられる

第2表 PLP， pyruvateの酵素活性に対する効果

反応液成分 相対活性 (70)

粗酵素液 14.4 

11 十PLP 30.8 

11 十pyruvate 29.2 

" + PLP+pyruvate 100 

" +cysteine十pyruvate 7.5 

" + cys teine + pyruvate + PLP 24.6 

透析酵素液 3.0 

11 +PLP 6.3 

" 十pyruvate 30.4 

" 十PLP十pyruvate 100 

" 十cysteme十pyruvate 5.1 

11 +cyst巴me十pyruvate+PLP 14.5 

反応条件: 酵素液(蛋白 5.6mg)， AlB 2μmoles， 
pyruvate 2μmoles， PLP 0.2μmole， 

0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.3)，全容 1m&，

300C， 30分間静置反応， 0.5 N-H2S04 2 

msを加えて反応を停止，生成するアセ

トンを定量， cys teine (1μmole)は酵

素液と 10分間プレインキュベイトした。

が，存者を加えた時の 1/3以下にすぎず，籾酵素液中の

二つの Cofactorは最大活性を与えるには不十分な量し

か存在していないことがわかる。叉，システインの添加

は活性に大きな阻害を与えること， その阻害が PLPの

添加により緩和されることから， PLPが補酵素として反

応に関与していると思われる。硫安塩析を行なうと，

PLP， Pyruvateの共存の時にのみ，もとの活性が再現

される。塩析酵素に PLP，Pyruvateを加えてリン酸緩

衝液による活性の pH依存性を調べたところ，最適 pH

は7.3-7.6であったがこのf自主 AASLESTADら (pH

7.8)1)， BAILEYら (pH8.0-8.5)2)の値より低い。

5. 酵素の精製

Pyruvate， PLPの共存の下における AIBからアセト

ンへの変化を目安として精製を行なった。使用緩衝液は

すべてリン酸第二ソーダ，リン酸第一カリ混合液である。

Step 1. フレンチプレス処理後の粗酵素液(比活性

0.14-0.15)に固体硫安を0.35飽和まで加え， 4
0
Cに2時

間放置，沈澱を 15000Xgで遠沈し，沈澱を1O-4MPLP 

を含むO.lM緩衝液 (pH7.45)に溶解し，流水に1夜透

析後硫安0.25飽和とし 2時間放置後15000Xgで遠沈，

上澄を硫安0.35飽和にし， 4
0

C， 4時間静置後上と同じ

く，遠沈，溶解，透析した。これを硫安0.25-0.35飽和
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第3表酵素の精製

液 ヱE三aL 蛋 白
比活性

収 率
精 製 段 階 (unit/mg・

(ms) (mg) protein) (%) 

粗抽出液* 470.0 7003 0.146 100 

硫安 0.25-0.35回分 (Step1) 55.0 704 1.19 82 

リン酸カノレシウムゲノレ溶出 (step2) 207.0 196 3.15 61.5 

第 1回クロマトグラフィー(濃縮)(step 3) 44.5 66 5.60 36.1 

(溶時同 4) 30.0 21.1 7.89 16.2 
Iヰクロマトクーラフイー

濃縮 (step4') 2.0 17.2 7.46 12.5 

* 寒天培地7sを用いて得た wetcell 109 gから出発

画分とした。操作はすべてアンモニアで中性に保ちなが であった。 BAILEYらは更に硫安塩析により比活性が増

ら行なった。 大することを報告しているが，本酵素では比活性がやや

step 2. 透析した酵素液にリン酸カノレシウムゲノレ18) 低下した。

を蛋自の約 3 倍量加えて 30 分撹r-I~後遠沈，沈澱を水 6 精製酵素の性質

0.002 M リン酸緩衝液 (pH7.1)で十分洗浄後， 0.02M同 最終精製段階の酵素は，吸収スベクトノレに関する実験

緩衝液で溶出(3回)を行なった。 から他の多くの transaminaseとは異なって， PLPが

Step 3. DEAEセノレローズを M/50リン酸緩衝液 (pH 安定な結合型では存在していないように思われた。そこ

7.45)で飽和させた後2x30cmのカラムを調製，リン酸 で透析や塩析による PLPの脱離を， 活性の面から調ベ

カルシウムゲルから溶出したまま，叉は硫安塩析濃縮後 た(第4表)。酵素と PLPの結合は透析には比較的安定

流水に透析した酵素液を流し，上記M/50緩衝液100ms であるが塩析によって活性は 1/9に低下する。このこと

で洗浄する。 同緩衝液をベースとして 0.05-0.5M塩化 から補酵素と蛋白の結合は比較的弱し、ものと思われる。

カリの濃度勾配で溶出分画を行なった。溶出は 2ms/分 更にこの塩析酵素に AIBを加えて透析を行なえば PLP

としlOms毎に分画し，比活性5以上の区分を集めた。 を加えないかぎり，酵素活性はほとんどみられなくなる。

Step 4. 第 1回の分画によって得た酵素液に等容の 本酵素に対する金属の影響についても調べた。 AIB

飽和硫安溶液を加えて蛋白を沈澱濃縮後， PLPを加え 分解のモデノレ反応では 2価カチオンによりアセトンの

て流水に透析した酵素溶液を第1固と同じ条件で分画し 生成が阻害さたるといわれている10)。叉， AASLESTAD 

た。比活性7.5以上の画分を集めて硫安梅析， PLPを加 ら1)は脱塩水に透析することにより酵素の活性増大を観

えずに20時間O.lMリン酸緩衝液 (pH7.45)に透析して 察して，重金属の除去による効果であるとしている。実

最終的な酵素液を得た。 DEAEセノレローズから溶出し 験の結果は Cu件にやや阻害作用 (10-3Mで25%阻

た際の比活性は BAILEYら2)の場合とほほ同じ大きさ 害)がみられたが， Mg件， Al叶及び EDTAは10-3M 

第4表酵素活性と PLPとの関係

酵 素

酵素液の処理 PLP (0.1 mM) 
添加 (1) 

(1) 硫安塩析， 0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.45) 
に透析 (step4') 

1.593 

(2) step 3の酵素液に PLPを添加して流水
に透析， DEAE-celluloseカラム分画

1.068 

(3) (1)の酵素液に AIBを添加して流水に透 0.550 
析

使用した酵素の比活性は， (1) 7.46， (2) 7.44， (3) 5.87 

酵素反応は実験方法の項参照

反応量は生成アセトンの定量値を 500mμ の吸光度で示した

活性
活性(IIの)/比絞

PLP無添加 (1) 
(II) 

(%) 

0.115 7 

0.680 64 

0.005 く1
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濃度で数パーセントの阻害を与えるにすぎなかった。

7. 反応の化学量論性

反応の化学量論性に関する実験結巣を第5表に示し

た。先に述べた反応式のそれぞれの基質，反応生成物の

聞には化学量論的な一致がみられた。この種のデータは

AASLESTEDら1)，BAILEYら2)も得ているが前者は粗

酵素液による測定結果でパラツキが大きく，後者は一部

の化合物を定量したものである。

第5表反応の化学量論性

調IJ定物質 反応前 反応後 変化量

(μmole)μmole) (μmole) 

carbon dioxide 0.94 11.05 10.11 

acetone 0.0 9.80 9.80 

AlB 10.0 0.0 10.0 

pyruvate 19目40 9.56 9.84 

alanine 0.0 9.24 9.24 

反応条件 Step2の酵素液(1.26単位)， PLP 50 

μg， 0.09M ~ン酸緩衝液 (pH7.45)，全

容 2.8me， 300Ca Warburg検庄計で
40分間反応後， 2N-H2S04 0.2 meを加
えて反応を停止しt.:.o
Pyruvateは硫酸セリウムで分解し生成

する炭酸カスから算出14)，alanineはE
W. YEMMら21)に従いニンヒドリンに

よる比色定量。

8. 酵素の基質特異性について

本酵素は α-dialkylamino acidsの脱炭酸とアミノ

基転移とを同時に行なうと思われるので，酵素による脱

炭酸量によってアミノ基質特異性を調べた(第6表)。

BAILEYら2)もラ精製酵素の特異性がかなり広いことを

示唆している。ケト基質特異性は， AIBをアミノ基質と

した場合，ケト基質が Pyruvateの時の活性を 100とす

ると， a-keto butyric acid I工81，日-keto-glutaricacid 

と phenylpyruvic acidはOであった。

又，本酵素により DL-a叩 ninobutyric acid， pyri-

doxamin巴のアミノ基は Pyruvateに転移されるが， L-

valine， L-aspartic acidから Pyruvateへ L-alanine
から oxalacetateへのアミノ基転移は殆んと、行なわれな

いことが，ペーパークロマトグラフィーによって明らか

になった。

9. みかけの MICHAELIS定数

PLPをも基質とみなせば，アミノ基転移酵素には基

質が3つあることになり， それぞれの基質に対する

MICHAELIS定数 (Km)が存在する。それぞれの基質に

第6表 アミノ基質に対する特異性

基ー 質
CO2生成量相対活性

(μ mole) (則

AIB 7.23 100 

DL-2・methyl-2-aminovaleric
2.72 38 

acid 

DL-2-methyl valine 2.72 38 

2-ethyl-2-aminobutyric acid 2.90 40 

DL-isovaline (2-methyl‘2-
3.97 55 aminobutyric acid) 

L-alanine 0.09 1 

DL・2・methylserine 3.44 48 

DL-2-methyl DOPA 0.117ホ 2 

DL-2-methyl-glutamic acid O O 

1・amino-iciCyclCoipd ropane-1-
carboxylic a 

O O 

反応条件 Step3の酵素(1.26単位)， アミノ基質

10μmoles， pyruvate 20μmoles，PLP 
0.2μmole， 0.9Mリン酸緩衝液 (pH

7.45)，全容2.8mi1， 30oC， 20分間反応。

基質の分解は検圧法により炭酸ガス生

成量を測定した。

* 反応生成物であるケトンが検出できなかった。

第T表みかけの Km億

PLP濃度 AIB濃度 pyruvate
対象基質 濃度

(mM)mM) (mM) (M) 

1. PLP 0.001-0.1 75 10 2.lxlO-5 

2. AIB 0.1 2.5-75 10 4.8xlO-3 

3. pyruvate 0.1 5 0.625刷30 ?* 

0.1 75 0.6-10 ?** 

1. Step 4'の酵素液に AIBを添加して透析した酵

素液(アポ酵素)。

2.， 3. Step 4の酵素液。 その他の実験条件は方法

の項を参照。

* Pyruvate濃度が高くなると顕著な反応阻害が
みられるため LINEWEAVER-BuRKのプロッ

トは直線を与えない。

料 AIB濃度が大きい時は pyruvate濃度を変化さ

せても反応速度は極めて僅かしか変化しない

(K叫が極めて小さ L、)。

対する絶対的な K制の求め方も知られているが7)，16)，使

宜上 2つの基質をー・定に保ち， {i也の基質のi農度変化と

反応、速度変化から得られるいわゆるみかけの Km値を

求めることが広く行なわれている。木酵素のみかけの

K叩値は第7表の如くで、あった。 Pyruvate濃度が AIB

に対してかなり大きい部分では，反応の阻害を示す。こ
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れは不活性な複合体である abortivecomplex (Enzyme司

PLP-Pyruvate)7)，8)，16)の形成に起因するものと忠われ興

味ある問題である。

10 熱処理に対する保護剤の効果

本酵素の熱処理に対する補酵素，基質の単独叉は2つ

の組合わせの保護効果は第8表に示されている。アミノ

基質は殆んど保護効果はなL、が PLP又は Pyruvateの

添加はやや有効であった。一方 PLPとAIBの両者の

添加は保護効果を増大し，特に PLPと Pyruvateの共

存は，それぞれ単独の場合のほほ 2倍の残存活性を示し

た。これは保護効果という面からみれば相乗的な効果と

いってもよいであろう。

N. UGASAWARAI5)は Kynureninetransaminaseの

熱処理に対し PLPと ketoglutaric acidが，本実験と

同様な保護効果を示すことを報告している。

第8表 熱処理に対する保護弗lの効果

生ン成0ア.セ残 存保護の(1効差) 熱 処 理 ト D.活性果
500mμ(%) と

1. 酵素のみ 136 34.7 

2. 酵素十pyruvate .164 43.2 8.5 

3 "十PLP 163 42.9 8.2 

4. "十AIB .134 35.5 0.8 

5. "十PLP+ AIB 200 52.6 17.9 

6. " + PLP+pyruvate .307 80.8 46.1 

対照(熱処理なし) 380 100 

熱処理 0.13Mりン酸緩衝液 (pH7.45) 1.5 ms， 

step 4の酵素(蛋白 57μg)，PLP 0.2μ 

mole， AIB 150μmoles， pyruvate 20μ 

moles， 50oC， 5分間加熱後氷冷水で

冷却。

活性測定ー 欠ける基質を加え全容 2msとする。方

法の項参照。

考 察

AIBのアセトンへの分解は，最近 BAILEYら2)の精

製醇素 (95%以上の純度という)による実験て、も言われ

isopropanolはアセトンに変化せず，上記化合物は直接

の中間体とは考えられない。

日-dialky1 amino acidsの伊カノレボキシノレ基を切断

し，アミノ基をケト酸に転移して，ケトンを生成する本

酵素は， transferaseと lyaseの両区分に渡っており，

AASLESTADらの 2-methylalanime decarboxylase， 

BAILEYら2)の a-dialkylamino acid transaminas巴

とL、う名称は必らずしも妥当ではない。その名称又は分

類上の位置については今後検討されねばならない。

最終精製段階の酵素について吸収スベクトノレ(リン酸

緩衝液中 pH7.45)を調べたところ，吸収ピークは279

mμ，332mμ，390mμにみられその大きさは1.00:0.14: 

0.06であった。 この吸収スベクトノレは PLPが蛋白と特

異的に結合して生ずるシフトは示していなし、。更にこの

酵素液に過剰の PLPを添加した場合， 390mμ のピーク

は5mμ ぐらい長波長側にシフトするが， 遊離の PLP

の吸収が加算されたものと大差なかった。 AIBの添加

は390mμの吸収をやや低下させ， 330mμ付近の吸収を

増大させる。これらの吸収スベクトノレの解析や，酵素溶

液中の PLPが透析には比較的安定であるが， 硫安塩析

によって殆んど失なわれてしまうこと， PLPに対するみ

かけの K制値がかなり大きいこと等から， PLPと酵素

蛋自の結合は比較的弱L、ものと思われる。 BAILEYら2)

もこれらのことを指摘している。

W. T. JENKINSら7)，8)，16)も述べているように tran-

saminaseの反応液中では不活性な abortivecomplex 

(Enzyme-PLP-Pyruvate， Enzyme-PMP-Alanine)が形

成されると考えられる。 本酵素の場合， Pyruvateに対

する K明値測定に際して PyruvateのAIBに対する相

対濃度の大きい部分では Pyruvateによる反応の阻害が

顕著であること， 熱処理に対して PLP，Pyruvateそれ

ぞれ単独では，保護効果は小さいが両者を加えると相一采

的な保護効果がみられることなどの結果は，より安定な

abortive complex (特に Enzyme-PLP-Pyruvate)の形

成を考えることによって説明されうるものと恩われる。

要 約

ているように単一の酵素による脱炭酸とアミノ基転移反 土壌から分離された Pseudomonasspを使用して

応に基づくと考えられる。本実験におレて，中間体と考 AIBの酵素的分解に関する一連の実験を行なった。

えられる種々の化合物 (methacrylicacid， isobutyric 1. 生菌により AIBは適応的に脱アミノ， 脱カJレボ

acid， a-hydroxy isobutyric acid， isopropylamine， iso・ キシJレのもとにアセトンに分解される。

propanol)に生菌や粒酵素を作用させたところ， isopro- 2. 酵素反応には AIBのアミノ基受容体としてケト

panolのみ生菌によってアセトンを生成した。しかし 酸，補酵素として Pyridoxalphosphate (PLP)が関与

AIBがアセトンへ分解されるような反応条件下では しており，粗抽出液の状態では， 2つの Co-factorとも
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最大活性を与えるには不十分な量しか存在していない。

3. PLP， Pyruvateを加えた酵素反応で AIBからア

セトンへの分解を目安として酵素の精製を行ない，精製

酵素について吸収スペクトル及びみかけの K叫の測定，

金属の影響を調べた。

4. 酵素反応の化学量論性が確認され，アミノま質，

ケト基質について，酵素の基質特異性が調べられた。

5. 酵素の熱安定性に対する PLPと Pyruvateの共

存による相乗的な保護効果 Pyruvateによる酵素反応

の阻害から abortivecomplex形成の可能性について

考察した。

本報文をまとめるに当り，細菌の取り扱い方に懇切な

御指導をいただいた北海道大学農学部蚕学教室，飯塚敏

彦氏，実験の一部を担当した中村浩三氏に厚く感謝する。
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