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緒 E命

ヘテロ乳酸菌の嫌気的ブドウ糖代謝経路は DEMoss

ら13-17)， GlBBSら29)，GUNSALUSら31)，HORECKER 

ら34，40)及び HURWITZ41)等により，主に L印 conostoc

mesenteroidesを用いて研究され， ブドウ糖が五単糖リ

ン酸側路を経て脱炭酸を受け，キシノレロース 5 リン酸と

なり， 更にこの物質がアセチノレ・リン酸及びグリセノレア

ノレデヒド 3ーリン酸へと開裂し前者からエタノーノレが，

後者から乳酸が生成するものと推定されている。しかし

乍ら， ELTZら24)は，同じくヘテロ乳酸菌である Lacto-

bacillus brevisを用いた実験結果より，この菌種に五単

糖リン酸側路が果して存在するのかどうか疑問も提出し

ている。即ち，伺氏らはこの菌の無胞抽出液を用い，プ

ドウ糖-6ーリン酸及びグノレコン酸 6-リン酸を基質とし炭

酸ガスの発生速度について検討したが，前者を基質とし

た時の発生速度が，後者の場合に比して著しく速い事を

見出した。一般に五単糖リン酸側路に於いては，ブドウ

糖ふりン酸がグルコン際 6-リン酸となった後に酸化的

脱炭酸を受けリプロース 5 リン酸となるものとされて

いるのでELTZらの報告は注目に値するといえよう。

一方， 五単糖リン酸側路に於いてグノレコン酸 6-リン

酸の脱水素及び脱炭酸反応を触媒し，リブロースー5ーリン

酸を生成する酵素は， グノレコン酸-6ーリン酸脱水素酵素

[EC 1. 1. 1. 44]であるとされているが，この脱水素，脱

炭酸反応が単一酵素による一段階の反応か，又は中間体

を経る二段階の反応、か，従来より多くの論議がなされ

てきた。即ち，最初に SCOTTら61)は DICKENSの方
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法19)により部分精製した酵母のグルコン酸-6リン酸脱

水素酵素を用いて反応生成物を分離同定した結果， リボ

ース 5リン酸， アラピノース 5ーリン酸， グリセノレアル

デヒドーリン酸， ベントース・リン酸及ひ、2ケトグルコ

ン酸-6ーリン酸等を認めたが， 反応機構の推定には至ら

なかった。更に HORECKERら37，38)はアノレコール酵母

のグノレコン酸ーかリン酸脱水素酵素を用い， グノレコン酸-

6リン酸からリプロースー5ーリン酸が生成する事を確認

したが，その際中間体として3ーケトーグノレコン酸-6ーリン

酸の存在を推定した。しかし，この中間体の存在に対す

る直接的な証明は未だなされていない。 又， DEMoss 

ら18)は中間体としてzデオキシーグノレコン酸ー6-リン酸
を想定して，その証明を試みたが否定的な結果を得た。

以上の経過から，中間体として3ーケトグノレコン酸 6リ

ン酸の存在が一般に考えられていたが PONTREMOLI

ら58)は Candidautilisより精製した結晶状のグJレコン

酸-6ーリン酸脱水素酵素を用いてその諸性質を検討した

結果， グノレコン酸-6ーリン酸は同酵素により一挙に脱水

素及び脱炭酸を受けリプロースー5ーリン酸となるが， そ

の際，中間体は存在しないものと結論している。これら

の事を総合して考えると， グノレコン酸 6リン酸の酸化

的脱炭酸反応機構については未だ明確な結論が得られて

いないと考える方が妥当であろう。

以上に記して来た如く，ヘテロ乳酸発酵の代謝経路に

関しては，五単糖リン酸側路が果して存在するのかどう

か， 更にもし:存在するとすれば， グノレコン酸-6ーリン酸

の酸化的脱炭酸反応の詳細な反応機構は如何なるもので

あるか等が未解決の問題として提起される。そこで，こ
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れらの諸点に着目しつつ一連の研究を行なL、，若干の新

知見を得たのでここに報告する。

実験材料

Leucollostoc mesenteroides B07. Leu. mesenteroides 

var. Sake， LactobacillllS brevis ATCC 8281， L. brepis 

STは，東京大学応用微生物研究所第一研究部より，

Leu.押lesenteroidesIFO 3426及び L.brevis IFO 3960 

は財団法人発酵研究所よりそれぞれ恵与されたヘテロ乳

酸菌である。これらの菌株は全て，炭酸石灰を含む麦芽

抽出液ー肉汁寒天中で穿jjilJ培養法により， 30oC， 2日間培

養したのち実験に使用した。更に，Aerob配 teraerogenes 

IAM 1183及び Pselldomonasfluorescens IAM 1016 

は東京大学応用微生物研究所第三研究部より分譲され，

肉汁斜面寒天上に前者は 320C，後者は270Cでそれぞれ

2日間培養したのち実験に供した。

ブドウ糖 6 リン酸， グノレコン酸-6ーリン酸， グリセノレ

アノレデヒドー3 リン酸， 2ケト D グノレコン酸， D アラピ

ノース， NAD， NADP， NADPH2， FAD， FMN， ATP， 

ADP及びリボフラピンは NutritionalBiochemical 

社(米国)より購入し， グノレコン酸 6リン酸はブドウ糖

より SEEGMILLERら62) の方法に従い化学的に調製し

た標品も併せて使用した。 NADH2は RAFTERら59)

の方法に準じて NADより調製した。 D グノレコン酸，

AMP， 5ーケトーDーグノレコン酸， チアミンピロリン酸及

びピリドキサーノレ・リン酸は，武田薬品工業株式会社よ

り，酸性フォスファターゼは三共株式会社よりそれぞれ

入手した。更に 2ーケトグノレコン酸ふりン酸は Aer.

aerogenesより調製した 2-ケトーグノレコノキナーゼを用

い， FRAMPTONらの方法的に従い調製した。 D-リプ

ロース及び Dーキシノレロースは， それぞれ Dーアラビノ

ース叉は D キシロースより GLATTHAARら30)叉は

SCHMIDTら60) の方法により調製した。 D-7ンノン酸

及び D ガラクトン酸は通常の臭素酸化法に従L、， それ

ぞれ D-7ンノース叉は Dーガラクトースより調製し，

Lーイドン酸は 5ーケトトグルコン酸を HAMILTONら

の方法認)により化学的に還元する事により調製した。更

に Dーアロン酸は， 3ーケトショ糖より FUKUIら28)の方

法により調製した。尚 3ーケトーショ糖は東京大学応用

微生物研究所，福井作蔵博士より贈与された標品を使用

した。

2ーケト グノレコン酸-6ーリン酸還元酵素 [EC1. 1. 1. 43] 

は， FRAMPTONらの方法27)により Pselld.fluorescens 

を用いて精製標品を得た。

叉，各種の酵素精製の際に使用したリン酸石灰ゲノレは

MASSAYの方法50)に準じて調製した。

実験方法

本研究に用いられた全てのヘテロ乳酸菌は，ブドウ糖

2%，無水酢酸ナトリウム 2%，ポリベプトン 1%，I勾エ

キス 1%，食塩0.5%，酵母エキス 0.2%，及び硫酸7 ン

ガン(結晶水7分子)0.05% (滅菌前 pH7.0に調整)な

る組成を有する液体培地中で 30
0Cに於いて静置培養さ

れ，対数的増殖期後期に至り，遠心分離 (lO，OOOXg，3-

40c)により集菌された。得られた菌体を更にそれぞれ

40 i音容の0.8ro食塩水を用いて 2回遠心分離により洗浄

し洗浄菌体として実験に供した。

グルコン酸-6ーリン酸脱水素酵素活性は， 基質の酸化

と共に生ずる NADH2に由来する波長 340mμ に於け

る吸光度増加の初速度を測定する事により算出した。標

準反応液は， 300 I'molesのリン酸緩衝液 (pH7.0)， 30 

μmolesの塩化7 グネシウム， 3μmolesの NAD及び

適当量の酵素液に蒸留水を加えて 2.9mOとし， これに

0.1Mのグノレコン酸-6ーリン酸溶液を 0.1mO加えたもの

である。尚，反応、は300Cで行ない，酵素液中に NADH2

酸化酵素が混在する場合には， 窒素気相中で反応を行

なった。

ブドウ糖-6リン酸脱水素酵素活性の測定は， 上記反

応液のグ、ノレコン酸 6リン酸及び NADの代りに，それ

ぞれブドウ糖-6リン酸及び NADPを使用して同様の

方法により行なった。アルコーノレ脱水素酵素活性は，同

様にエタノーノレ及ひ、 NADを使用して測定した。 叉，

NADH2及びNADPH2酸化酵素活性の測定は，NADH2

叉は NADPH2を基質とし，好気条件下に於いて波長

340mμ の吸光度減少の初速度を求める事により行なっ

た。叉，何れの場合にも， NADH2及び NADPH2の

波長 340mμ に於ける分子吸光係数としては 6.02X106/ 

cm2/moleなる値を使用した。

2ーケトーグJレコン酸 6リン酸脱炭酸酵素活性は， ワー

ノレフソレグ検圧計を用いて脱炭酸反応の初速度を測定する

事により算出した。標準反応溶液は， 2mO中に 2ケ

トグノレコン酸-6ーリン酸 10μmoles，酢酸緩衝液 (pH

5.0) 50μmoles， システイン 2μmoles及び適当量の酵

素を含むものである。常法により，測定時には 0.1N硫

酸を2mIJ加えて測定したが，この際， 2ケトグノレコン

酸 6-リン酸の自動的脱炭酸は認められなかった。 尚，

反応は30
0Cで行なった。

これら諸酵素活性の 1単位は，上記測定条件下で 1hr 
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当り 1，umoleの基質を変化せしめる酵素量と決め，比活

性は蛋白質 1mg当りの単位数と規定したが，蛋白質の

定量は LOWRYらの方法.47)により行なった。

2-ケトグノレコン酸-6-リン酸の定量は Leu.meserト

teroides B07より精製したグノレコン酸-6-リン酸脱水素

酵素 [EC1. 1. 1. 43]及びNADH2を用い，波長340mμ

に於ける吸光度の減少により測定した。即ち， リン酸緩

衝液 (pH7.0) 300μmoles， NADH2 0.35μmole，塩化

マグネシウム 30μmoles及び2ケトーグJレコン酸 6リ

ン酸を 0.05から 0.15μmoleの範囲で含む未知試料に蒸

留水を加えて 2.9mi!とし， 5分間， 350Cに保ち，約5単

位の精製酵素を含む酵素液をO.lmi!加え， 30分間， 350C 

で反応を行なった。反応、終了時に340mμに於ける吸光

度を測定し，反応開始前の吸光度に対し減少した吸光度

を算出するo ここに得られた値から，別に作製しである

標準曲線を利用して未知試料中の 2ーケトーグノレコン酸-

6ーリン酸量を算出した。

グJレコン酸-6-リン酸，無機リン酸及び乳酸の定量は，

それぞれ HOHORST35)，FrsKEら25)及び BARKERら3)

の方法に準じて行なった。又， ケトベントースの定量

は， システインーカノレパゾーノレ反応初)， オノレシノーノレ反

応、36)， カノレパゾーノレ硫酸反応21)等により行なった。 更

に， ケトベントースのフェニノレヒドラジン誘導体は

GLATTHAARら30)の方法により調製した。

i慮紙ペーパークロマトグラフィーは，東洋i慮紙 No.51

を用いて室温に於いて上昇法により展開した。 i慮紙電気

泳動は，150Cに於いて， 3，000 V， 30 mAの電圧及び

電流を用い， ギ酸緩衝液 (0.1M， pH 3.0)を使用して，

Whatman No. 1上で50分間泳動を行なった。

実験結果

1. Leu. 'fnesenteroides B07のグルコン酸 6リン

酸脱水素酵素

既に緒論に於いて述べた観点に立ち，典型的なヘテロ

乳酸菌である Leu.mesenteroides B07のグノレコン酸ー

6リン酸脱水素酵素について多くの予備実験を行なった

結果， グノレコン酸 6リン酸を基質とした場合に， NAD 

の還元速度と炭酸ガスの発生速度が一致しない反応条件

のある事が認められた。 この事実は， グノレコン酸-6ーリ

ン酸の酸化的脱炭酸反応が異なる段階で生ずる事を示唆

するものであり，従来認められなかった現象である。そ

こで，まずこの酵素の精製を試みその基本的諸性質の検

討を行なった。

1) グルコン酸 6リン酸脱水素酵素の精製

培養液20i!より得られた Leu.mesenteroides B07の

洗浄菌体を， 0.01 Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に懸濁し，

80mi!とし， OOCに於いて 30分間， 10kcの音波処理を

行なった。処理液を遠心分離し，得られた黄色]二澄液

を無細胞抽出液とし，更に常法により硫酸アンモニウム

40%飽和と 80%飽和の聞で沈殿する白色沈殿を集めこ

れを20mi!のO.01Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に溶解後，

約200倍容の同緩衝液に対し一夜透析し，透析内液を硫

酸アンモニウム画分 (40~80% 飽和)とした。ついで、，

この画分を波長280mμに於ける吸光度が20.0になるよ

うに上記緩衝液で希釈したのち，前記の方法に準じて硫

酸アンモニウム画分 (50~60% 飽和)を調製した。

次に， DEAE-cellulose column (3.5X30 cm)に，こ

の画分中の酵素を常法により吸着せしめ 5mMリン酸

緩衝液 (pH6β) 500mi!， ついで、 O.lMの塩化カリウム

を含む同緩衝液800mi!を用い洗浄した。洗浄後， 0.3M 

の塩化カリウムを含む 1mMリン酸緩衝液 (pH6.0)を

用い， 1分間当り 3mi!の溶出速度で溶出し，530mi!か

ら650mi!にわたり溶出される溶出液 (120mi!)を集め，

1mMリン酸緩衝液 (pH6.0) 2i!に対し OOCに於いて

4hrずつ3回透析し，この透析内液を DEAE-cellulose

溶出画分と Lt-.:o

更に， この画分にリン酸石灰ゲル(乾燥重量として

350 mg)を加え OOCで 10分間撹持したのち遠心分離

(2，000Xg; 5 min)により生ずる上澄液を除去し，残りの

沈殿部から酵素を O.lMリン酸緩衝液 (pH7.5) 10 mi!を

Table 1. Puri五cationof 6-phosphogluconate dehydrogenase 

Fraction Total activity Speci五cactivity Purification Yield 

(，umoles/hr) (units/mg protein) (fold) (%) 

Crude extract 2，900 0.6 1.0 100 

Ammonium sulfate (0.4~0.8 saturation) 2，400 1.7 2.8 83 

Ammonium sulfat巴 (0.5~0.6 saturation) 1，335 3.0 5.0 46 

DEAE-cellulose 260 14.0 24.2 9 

Calcium phosphate gel 174 19.1 33.0 6 



8 北海道大学農学部邦文紀要第 8巻第 1号

用い2回抽出じた。抽出液を集め， 50倍容の蒸留水に対

し， 50Cで4hrずつ4回透析ーし，透析内液をリン酸石灰

ゲJレ抽出画分とし，この画分を部分精製酵素標品として

以下の実験に供した。以上に記した精製結果をまとめる

と Table1の様になり， 6%の収率で約33倍に精製出

来た。叉， この精製酵素標品中に， ブドウ糖-6ーリン酸

脱水素酵素， NADH2酸化酵素，NADPHz酸化酵素及

びアルコール脱水素酵素等の活性は検出されなかった。

2) グルコン酸ーかリン酸脱水素酵素の諸性質

まず最初に， グノレコン酸-6ーリン酸の酸化により生成

する NADH2 と炭酸ガスの発生速度との関係について

検討したところ，NADHzの生成は認められたが，pH 

6.0から 8.6の聞で炭酸ガスの発生は全く認められず，こ

の事から， 木酵素はグノレコン酸 6リン酸の脱水素及ひ、

脱炭酸を一挙に触媒する酵素ではなく，脱水素反応のみ

を触媒する酵素であると思われた。ヘテロ乳酸菌にこの

ような酵素の存在が実証された事はなく，当然、その諸性

質も不詳であったので，その基本的諸性質について検討

を行なった。

基質特異性を調べたところ， NAD叉は NADPの存

在下で， 2ーケトグノレコン酸，グJレコン酸， 5-ケトグノレコ

ン酸，ブドウ糖-6ーリン酸叉はグリセJレアJレデヒド 3ーリ

ン酸等の脱水素反応を触媒せず，調べた範囲内で，グソレ

コン酸ふりン酸に対してのみ、活性を示した。又， NADP

を補酵素とした時， NADを用いた場合の1.2%の活性

しか示さず， この酵素は一応 NADのみを水素受容体

として要求するものと考えられる。

次に LINEWEAVERらの方法的により， NAD及び

グJレコン酸-6ーリン酸に対する Michaelis-Men ten定数

(Km)を求めたところ，それぞれ2.6xlO-5M 及び 2.0x

1O-4M となった。更に，標準反応条件に於ける最適 pH

及び温度は， それぞれ 7.5及び 3rcである事が明らか

となった。叉， 標準反応条件に於いて NADを過剰量

(30，umoles)用い， 0.2μmoleのグノレコン貫主 6リン酸を

基質とした場合の反応終了時に於ける NADH2の生成

量は0.188μmoleとなり， 1分子のグJレコン酸-6ーリン酸

より 2原子の水素が NADに移り 1分子の NADH2を

生成したと考える事が出来る O 即ち，この脱水素酵素は

次式の反応、を触媒する酵素であると思われた。

グノレコン直後-6リン酸+NAD

戸=士酸化生成物十NADH2

更に，この反応はマグネシウムイオンにより著しく促

進され，その Km値は8.3xlO-3 Mである事が認められ
た。叉，カリウム，ナトリウム，リチウムマンガ人

カルシウム，二価鉄及び三価鉄の影響は認められなかっ

た。ついで阻害剤の検討を行なったが， 5xlO-4M のパ

ラクロ Jレ安息香酸第二水銀，モノヨード酢酸， フェニJレ

硝化第二水銀叉は硫酸銅の存在で、それぞれ100%，85%少

95%，又は53%の阻害が認められ， この酵素は多分

SH酵素であろうと推定された。叉， ATP及び ADP'

も阻害作用を示し， それぞれに対する阻害定数 (Ki)は

9.5xlO-4M及び1.8XlO-3M となった。

叉， この酵素の安定性については，精製酵素標品を

-200C 0こ5週間保存すると約30%の活性が消失し，

450Cに於いては 15分間で完全に失活ーする事を認めた。

3) 反応生成物の単離，同定

現在まで知られているグノレコジ酸 6リン酸脱水素酵

素は，脱水素のみを行なって2ケトグノレコン駿 6-リン

酸を生成する酵素 [EC1. 1. 1. 43]23)と脱水素，脱炭酸を

同時に行ないリブロース←5リン酸を生成する酵素 [EC

1. 1. 1. 44]23)であり， 五単糖リン酸側路に於いて作用す

るのは後者であると考えられている。しかし，ここに得

られた酵素は脱水素反応のみを触媒する酵素であり，明

らかに前者に類似した性質を有する。先に記した如く，

HORECKERら37，38)は五単糖リン酸側路に於いて，グノレ

コン酸-6ーリン酸が脱水素された中間生成物として 3-

ケトグノレコン酸-6ーリン酸を推定したが，酵素的にも物

質的にも証明はなされていない。従って，ここに得られ

た酵素による反応成物の同定を試みる事は，意義ある事

と思われたので、以下の実験を行なった。

反応生成物を多量に調製する為の反応液は，50mt中

にグノレコン酸 6リン酸 5mmoles， NAD 0.3 mmole， 

塩化マグネシウム 0.5mmole， トリス一塩酸緩衝液 (pH

7劫 2mmoles，精製グノレコン酸-6ーリン酸脱水素酵素

2，000単位， NADHz酸化酵素 4，000単位を含むもので

ある。 NADHz酸化酵素は反応中に生ずる NADH2を

酸化し，常に NADを供給する目的で用いた。 この反

応液を 350Cに於いて 6hr振濯した結果，加えたグノレコ

ン酸-6ーリン酸の95%以上が消失したので，反応生成物

の単離，同定に供した。

多くの予備実験の結果を総合すると，反応生成物はケ

トグノレコン酸-6ーリン酸である可能性が5郎、と思われた
ので， まず反応生成物を脱リンしたのち， ケトーグノレコ

ン酸の精製法に準じて単維を試みた。

即ち，前述の反応終了液25mtを0.1N塩酸を用い

pH 6.0に調整し， これに酸性フォスファターゼlOmg

を加え 300Cに於いて 3hr反応させた。反応2hr以降に

無機リンの増加は既に認められず，この時の無機リンの
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総量は 23mmolesに達し，反応液中には先の反応生

成物が約 2.5mmoles存在している筈なので， この処理

によりほぼ完全に脱リンされたといえる。ついで，この

処理液に20%三塩化酢酸溶液を8me加え，40Cに18hr 

保持したのち遠心分離により沈殿を除去した。この上清

液に等容のエチノレエーテノレを加え三塩化酢酸の抽出除去

を行ない，同様の抽出を更に3回行なった。ついで，水

相部分をアンバーライトーIR-120H+型 column(200-

400 mesh: 2 X 15 cm)を用いて 1分間当り 0.5meの流

速に於いて陽イオンの除去を行なった。更に，この流出

液を集め，炭酸カリウムで pH6.7に調整後， 700Cに於

いてシロップ状になるまで減圧濃縮し，9810エタノーノレ

lOmeを加え 2hr室温に放置した。生じたゴム状の褐色

沈殿を除去し，白濁液を 48hr 40Cに保持したのち，遠

心分離により白色沈殿を集めた。

得られた沈殿を4meの蒸留水に溶解し 99%エタノ

ーノレ 15meを試験管の管壁を伝わらせ乍ら徐々に加え

40Cに48hr静置し，生じた無色板状結品を集め，同様

の方法で3回再結品を行なった。この結品標品を lOme

の冷エチノレエーテノレで洗浄後，減圧乾燥した。このよう

にして得られた結晶を無水ケトグルコン酸カリウム塩

として計算すると 0.91mmoleに相当し， モノレ収率は

37%となった。

まず，この標品の元素分析を行ない，その結果を Table

2に示したが， ケトグノレコン酸の一例として分析した

2ケトグルコン酸カリウム塩の実測値とほぼ一致した。

Table 2. Elementary analysis of dephoト

phorylated compound 

Calculated (%) 

Keto-
Gluconate* gl~~~~~te* 

C 30.76 31.03 

H 4.73 3.88 

o 47.81 18.23 

K 16.69 16.83 

* Potassium salt 

Found (%) 

2-Keto司 Y

1..~~_~.~* Compound gluconate不

31.58 31.40 

4.07 4.05 

48.39 48.13 

16.36 16.85 

つぎに， グノレコン酸 6-リン酸が脱水素を受けた位置

が問題となるが，可能性としては2位から 5位に至る炭

素骨格に於いて生ずる事が考えられ，従って，この結晶

標品も 2ーケトグルコン酸から順次5ケトグノレコン酸

までの可能性があるといえよう。一般に還元糖は，水素

化ホウ素ナトリウムによる還元で糖アルコーノレになる事

が知られているが (1，72)，或る条件に於いては糖酸のラ

クトンが対応する還元糖にまで還元されるという事も知

られており 73)，更に， HAMILTONら32)は5ーケト Dータ

ノレコン酸を還元する事により Lーイドン酸及び Dーグノレコ

ン酸を調製している。これらのことから考えると，ケト

グノレコン酸を水素化ホウ素ナトリウムで還元するとグル

コン酸及びカノレボニノレ基の位置に対応した別のへキソン

酸を生ずる可能性がある。

即ち， この還元反応により 2ケト Dーグノレコン酸は

Dーグノレコン酸及び D-7ンノン酸に 3ケトーDーグルコ

ン酸は D グノレコン酸及び D-アロン酸に 4ーケト D-グ

ノレコン酸は D グノレコン酸及び D ガラクトン酸に，更に

ふケト D グノレコン酸は D グ)レコン酸及び L-イドン酸

に変化する可能性がある。

従って，先に得られた結品標品を水素化ホウ素ナトリ

ウムで還元し，その生成物を同定する事によりカ Jレボニ

ノレ基の位置の推定を試みた。即ち， HAMILTONらの方

法32)に準じ 40mgの標品を lOmi!の蒸留水に溶解し，

これに水素化ホウ素ナトリウム 20mgを加え， 室温に

3hr放置後40Cに一夜放置した。この反応液をアンパー

ライトーIR-120H+型 column(100-200 mesh: 0.4x7 

cm)を通過せしめ，シロップ状まで減圧濃縮したのちに

1.2%メタノーノレ性塩酸溶液5mi!を加え約5hr還流し，

ホウ酸化合物を分解した。ついで炭酸銀を加え中和し，

沈殿を除去しその上清液を更に上記のアンバーライト

IR-120H+型 columnを通過せしめたのちシロップ状

になるまで減圧濃縮した。更に，ラクトン化を完全にす

る為に 600Cに4hr保ち，ついでペーパークロマトグラ

フィーを行なった。 即ち， この標品と DーグJレコノラ

クトン， D ガラクトノラクトン， D--:;"ンノノラクトン，

Dーアロノラクトン及び Lーイドノラクトンの各標準品を

用い， KAGAWAの方法42)によりペーパークロマトグラ

フィーを行なった結果， Table 3に示すように，この標

品はグノレコノラクトン及びマンノノラクトンを含む事，

ガラクトノラクトン，イドノラクトン及びアロノラクト

ン等が含まれない事等が判明した。叉，標準2-ケト D-

グノレコン酸を同様に還元， ラクトン化しペーパークロマ

トグラフィーを行なったが，この場合もグノレコノラクト

ン及びマンノノラクトンが検出され，未知標品とのコク

ロマトグラフィーに於ける Rf値も一致した。

以上に記した如く脱リンされた反応生成物は 2-ケト

グノレコン酸て‘あると思われたので，更にこの点を確める

為に， この標品と標準2ケトグノレコン酸の比較検討を

行なった。

その結果は Table4に要約して示したが，融点，比
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Table 3. Paper chromatographic determination of the dephos開

phorylated compound (reduced with NaBH4) 

Rf values 

Solvent A Solvent B 

0.37 
Compound 

0.42 0.50 

D-Gluconolactone 0.40 0.50 

D-Mannonolactone 0.17 0.35 

D-Idonolactone 

D-Galactonolactone 0.25 0.40 

D-Allonolactone 0.30 0.43 

Solvent system: (A) Methyl ethyl keton巴:boric acid: ac巴ticacid (9: 1 : 1). 

(B) BuOH: acetic acid: water (4: 1: 2). 

(C) BuOH: EtOH: water (4: 1: 1) 

Detection: First spray; MeOH saturated with hydroxylamine-HCl. 

Second spray; 6%FeC13 in 6% trichloroacetic acid. 

Table 4. Properties of the dephosphorylated compound 

Solvent C 

0.28 

0.42 

0.43 

0.29 

0.35 

0.34 

0.36 

Test DEphospOGh1o1 rylatEd 
product 

2-Keto-D-gluconate 

Melting point (C) 

[a]習(c= 1.0) 

Quinoxaline derivative 

Absorption maximum (mμ) 

OD360m"jOD3∞mμ 
P':!p巴relectrophoresis 

Paper chromatography (Rf) 

Acetone : HCOOH : water (6: 2 : 2) 

MeOH : ammonia : water (6: 1 : 3) 

Color reactions 

Bromocresol Green 

p・Anisidin巴

。司Phenylenediamine

Visible light 

Ultraviolet ray 

150-152 

-69.2 

335 

1.53 

(+) 4.8cm 

0.42 

0.63 

Yellow 

Reddish brown 

Green 

Fluorescent 

151-153 

68.6 

335 

1.53 

(十)4.9cm 

0.40 

0.66 

Yellow 

Reddish brown 

Green 

Fluorescent 

旋光度，ペーパークロマトグラフィーに於ける Rf値及 ェニレンジアミン試薬を噴霧すると両者共に緑色を呈

び漉紙電気泳動に於ける泳動距離等もよく一致した。更 し，紫外線照射下で強いケイ光を発する事が認められた

に， LANNINGら45)は2ケトヘキソン酸に対する特異 が，この結果は CIFERRIら8)及び DELAyl0)が 2ケ

的な反応として， 0-フェニレンジアミンによるキノキザ トグルコン酸を用いて得た結果と一致した。叉，他の

リン誘導体の形成について報告しているが，この誘導体 皇色反応の結果も両者の聞に差異は認められなかった。

の吸収スベクトノレは両者共に 335mμ に吸収極大を有 更に赤外吸収スベクトノレの比較も行なったが，これもよ

し又360及び330mμに於ける吸光度比も一致した。 く一致した74)。更に，この標品中に2ーケトー3デオキシー

叉，未知標品及び標準品をi慮紙上にスポットし， 0ーフ グJレコン酸が存在するかどうか， WEISSBACHら71)及
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び DELAYら11)の方法に従って検討したが，その存在 モニア水により pH8.2とし生じた沈殿を除去したの

は全く認められなかった。 ち，その上清液に等容量の99%エタノーノレを加え， 4'C

以上列記した如く，検討した総ての点で， この結品 に一夜放置した。生じた沈殿を集め， 0.1 N塩酸に溶解

標品は標準 2-ケトーかグノレコン酸の性質と一致したの し，これに0.05N硫酸を加え，生じた硫酸ノマリウムを遠

で，この標品を 2ケトーDーグノレコン酸カリウム塩と同定 心除去し 1N水酸化ナトリウムを用い pH7.5に調整

した。 した。更に精製する為に， FRAMPTONらの方法26)に準

この様に，脱リンされた反応生成物が 2ケトD-夕、 じ， 上記の中和溶液をダウエックス 1ギ酸型 column

ノレコン酸で‘ある事が判明したので， 反応生成物がふケ (200-400 mesh: 5.0x65 cm)に添着しついで 4Nギ

トD グノレコン酸 6 リン酸であろうとL、う推定が容易 酸から 1Nギ酸アンモニウムに至る直線的濃度傾斜(全

になされた。この物質については，既に DELAy9)及び 量2O)に於いて 1分間当り 4msの流速で溶出を行なっ

FRAMPTONら26)が研究しており，前者はこの物質がパ た。 0ーフェニレンジアミンで紫色に呈色する溶出部分を

リウム可溶アルコーノレ不溶画分に属する事及び 0-フェ 集め， 3Nアンモニア水で pH7.5に調整後，凍結乾燥を

ニレンジアミンにより特異的に紫色を呈する事等を報告 繰り返し，ギ酸及びギ酸アンモニウムを除去した。得ら

し後者はダウエックスー1ーギ酸型 columnを用いた効 れた乾燥粉末を水に溶解後 6N塩酸で pH4.0とし，更

率よい精製法を報告してしる。 に飽和水酸化バリウム溶液を用し、 pH5.0に調整した。

そこで，既に記した方法により調製した反応終了液を 更にアンモニア水により pH8.2としたのち，等容量の

用い， 0 フェニレンジアミンによる呈色反応を試みたと 98%エタノ-)レを加え生じた沈殿を集め， 冷 50%エタ

ころ強い紫色を呈し， 2ーケトグノレコン酸-6-リン酸の存 ノーノレ約20msを用い洗浄した。ついで盗化カルシウム

在が示唆された。従って，反応終了液よりこの物質の単 の共存下で減圧乾燥し白色粉末を得た。この粉末の重量

離を試みた。 を2ケトグノレコン酸 6リン酸ノイリウム塩として換算

即ち，反応終了液25msに最終濃度 570になるように すると1.17mmoleとなりモノレ収率は 4670であった。

三塩化酢酸を加え，生じた沈殿を除去し，上清液に等容 ここに得られた白色粉末を未知標品とし，標準 2ーケ

のエチノレエーテノレを加え，三塩化酢酸を4回抽出除去.し トグノレコン酸 6ーリン酸と比較検討した結果，各種溶媒

た。ついで水相部分を， 1分間当り 0.5msの速度でアン 系に於ける Rf値 oフェニレンジアミンヘプロモク

ノイーライトーIR-120H十型 column(100-200 mesh: 1.2 レゾーノレグリーン48)，モリプデン酸アンモン試薬33)等に

XlO cm)を通過せしめ， その通過液を集め通気し乍ら よる呈色反応等はよく一致した。更に未知標品を硫酸分

炭酸パリウムを添加して pH5.0に調整した。次にアン 解又は酸性フォスファターゼによる分解を行なったとこ

Table 5. Properties of the dehydrogenation product 

Test 
2-Keto-6-phospho 
gluconate 

Dehydro唱enatlOn
product 

Paper chromatography (Rf) 

MeOH: ammonia : water (6: 1 : 3) 

Acetone : 25% trichloroacetic acid (8: 2) 

BuOH : acetic acid: water (4・1:3) 

MeOH : formic acid: water (8: 1.5: 0.5) 

Pyridine: ammonia: water (6: 2: 1) 

Color reactions 

O-Phenylenediamine 

Bromocresol Green 

Ammonium molybdate 

Phosphorous (moles/mole) 

Total (2NH2S04: 100
oC: 2 hr) 

Acid phosphatase (370C: 2 hr) 

0.46 

0.85 

0.32 

0.48 

0.11 

A
官

1

i

A
リ

ハ

リ

円

4

4

8

3

5

1

 

A
U

ハ

リ

ハ

り

ハ

リ

ハ

り

Violet 
Non-fluorescent 
Yellow 

Blue 

Violet 
Non-fluorescent 
Yellow 

Blue 

0.94 

0.90 

0.91 

0.92 
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示した結果等も考え併せて， この物質を 2-ケトグノレコろ共にほぼ等モJレの無機リン酸の遊離が認められた。以

上の諸結果を要約し， Table 5に表示した。

更に，標準品及び未知標品の比旋光度 [aJ13(c=1.5) 

はそれぞれ(十)4.9及び(+)4.6とほぼ一致し，両者の

キノキザリン誘導体の示す吸収極大波長は 335mμ と一

致した。以上の結果から，この物質は 2ケトグルコン

酸-6リン酸であると思われるが， もし事実とすれば，

既におω fiuorescens等に見出されている27)2ケ

トグノレコン酸-6ーリン酸還元酵素の基質となり得る筈で

ある。

そこで，Pseu. fiuorescens IAM 1006より FRAMP-

TONらの方法27)に従いこの酵素を精製し， NADPHz 

の存在下に標準品と共に基質として用いると Fig.1 (A) 

に示す如く西者共にこの酵素の基質となり得る事が判明

した。又，同様の事を，Leu. mesenteroides B07より

得たグノレコン自主-6ーリン酸脱水素酵素を用いて行なうと

Fig. 1 (B)に示す如く， NADH2の存在下で，共に基質

となり得た。このように標準品，未知標品共に，既知酵

素の基質特異性に対しても同一特性を示し，Table 5に

"Substrote 

且B

d

o

d

o

，
 

n

u

w

n

μ

 

ミ
Ehw司
Q
G

0.2 

(A) (β) 

F U 10 5 

Time (min) 

10 

Fig. 1. Reduction of 2-keto-6-phosphogluconate 

and dehydrogenation product. The reaction mix-

ture contained 0.45μmole of coenzyme， 6 f1moles 

of substrate， 30μmoles of MgClz， 300 f1moles of 

phosphate buffer (pH 7) and puri五巴denzyme (total 

volume; 3.0 ms). 

(A) 2-Keto-6-phosphogJuconate reductase frorn 

Pseudomonas. NADPHz and 2-keto-6-phosphoglu-

conate (ー)or compound (…) 
(B) 6-Phosphogluconate dehydrogenase from 

Leuconostoc 

NADH2 (0) and 2-keto-6-phospho巴luconat巴(ー)

or compound (…). 

NADPH2 (・)and 2-keto-6-phosphogluconate (ー)

or compound (…). 

ン酸ーかリン酸と同定した。

以上の諸結果より Leu.mesenteroides B07の有す

るグノレコン酸 6リン酸脱水素酵素は，

グJレコン酸-6ーリン酸

ヒNAD
NADHz 

2ーケト グノレコン酸 6リン酸

なる反応を触媒する酵素であると結論した。

ll. Lcn.削伺ωttel'o'idωB07の有する2-ケトグ

ルコン酸 6ーリン酸脱炭酸酵素の諸性質

五単糖リン酸側路に於いては， グノレコンー6一酸リン酸

からリプロースー5ーリン酸が生ずるものと信ぜられてい

るが， 上述の如く本菌には， グノレコン酸 6ーリン酸から

2ーケトグノレコン酸-6リン酸を生成する酵素が存在する

事が判明した。もしも，この酵素が実際に五単糖リン酸

側路に関与するものとすれば，後者から何らかの経路に

より，リプロースー5ーリン酸を生成する酵素又は酵素系が

存在する筈である。この点について種々検討を重ねた結

果， 2ケト グノレコン酸-6ーリン酸の脱炭酸を触媒する酵

素の存在を示唆する事実を認めた。このような酵素は，

現在まで生物界に於いて認められておらず，もしも実在

するとすれば糖代謝経路と関連し非常に興味深いので，

精製及びその諸性質の解明を試みた。

1) 2-ケトグルコン酸 6リン酸脱炭酸酵素の精製

4sの培地を用いて得られた洗浄菌体を 0.01Mのリ

ン酸緩衝液(以下特別に記さない限りは，緩衝液は常に

1mMのシステインを含有する)30msに懸濁し， 音波

処理(lOkc)を45分間行なったのち，遠心分離 (20，000

Xg・20min: 50C)により上清液を得，無細胞抽出液と

した。ついで，抽出液に0.1N酢酸を加えて pH6.0と

し 3%硫酸プロタミン (pH6β) 6msを加え生じた沈

殿を除去した。つぎに，この上清液を 1mMのシステイ

ン水溶液 (pH7.0)を用いて希釈し波長 280mμ に於け

る吸光度を 20.0に調整後， 研峨アンモニウムを25%飽

和になるように加えた。生じた沈澱を遠心分離により除

去し 得られた上清液に更に硫酸アンモニウムを加え

50%飽和とし沈殿を集めた。 この沈殿を O.OlMのリン

酸緩衝液 (pH6.5) 10 msに溶かし 300msの同一緩衝

液に対し一夜透析し，透析内液を硫酸アンモニウム分画

(1)とした。更に， この分画に 8msのリン酸石灰ゲJレ

(乾燥重量， 17mgjms)を加え 20分間緩かに撹持したの

ち遠心分離によりゲノレを除去し，得られた上清液をリン
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酸石灰ゲJレ上清液分画とした。つぎに，この上清分画を

0.1 N酢酸を用いて pH6.0に調整し， 12m/!のリン酸石

灰ゲJレを加え 20分間緩かに撹持したのち遠心分離によ

り上清液を除去した。 ここに得られたゲノレに0.1Mリン

酸緩衝液 10m/!を加え酵素の抽出を2回行なった。各抽

出液を集め，この混合液をリン酸石灰ゲJレ抽出分画とし

た。ついで， この抽出液に硫酸アンモニウムを 30%飽

和になるまで加え，生じた沈殿を除去し，上清液に更に

硫酸アンモニウムを加えて40%飽和として沈澱を集め，

0.01 Mのリン酸緩衝液 (pH7.0) 5m/! に溶解後，同一緩

衝液 500m/!に対し一夜透析し透析内液を硫酸アンモ

ニウム分画 (II)として最終精製標品とした。以上の精

製結果をまとめたものが Table6であるが37%の収率

で約43倍に精製する事が出来た。

Table 6. Purification of 2-keto-6-phosphogluconate decarboxylase 

Fraction 
Total activity Speci五cactivity Purification Yield 

(μmoles/hr) (units/mg protein) (folds) (%) 

Crude extract 

Protamine supernatant 

Ammonium sulfate 1 

Calcium phosphate gel supernatant 

Calcium phosphate gel eluate 

Ammonium sulfate II 

最終標品中には， グノレコン酸 6 リン酸脱水素酵素

[EC 1. 1. 1. 43及び1.1. 1. 44]， NADH2及び NADPH2

酸化酵素等の活性は認められなかった。

2) 2-ケトーグルコン酸 6-リン酸脱炭酸酵素の諸性質

まず精製酵素の基質特異性について検討したが，会ケ

トD グノレコン酸 Dーグノレコン酸 5-ケトーDーグノレコン

酸及び Dーグノレコン酸 6リン酸等は基質となり得ず，調

べた範囲内では， 2-ケトグノレコン酸-6ーリン酸に対し特

異的に作用し脱炭酸反応を触媒する酵素である事が判明

した。

そこで，2ケトーグノレコン酸 6リン酸に対する Km値

を求めたところ 8.3xlO-5Mとなり，ヘテロ乳酸発酵に

関与する他の諸酵素の示す値とほぼ一致した。次に，こ

の酵素活性に対する最適温度及び最適pHを求めたとこ

ろ， それぞれ400C及び5.0となり， 特に pHに関して

は鋭い依存性を示した。即ち，最適 pHは5.0であるが，

pH 5.25以上及び4.75以下では急速に活性が低下する事

が認められた。

叉，この酵素反応はマグネシウムイオンを必須としな

いが 10-2M の塩化マグネシウム又は硫酸マグネシウム

により活性は約50%促進された。 しかし， マンガン，

カルシウムカリウム リチウムナトリウム二価

鉄，三価鉄等の金属イオンは，この酵素に対し何ら影響

を示さなかった。

更に，それぞれ 10-3Mのチアミン・ピロリン酸，チア

ミン塩酸塩，ピリドキサーノレ・リン酸， リボフラピン，ピ

17，400 16 1.0 100 

16，660 21 1.4 94 

13，000 49 3.1 75 

10，000 181 11.7 58 

8，530 321 20.0 49 

6，440 682 42.8 37 

オチン， FAD， FMN，シアノコパラミン， ATP， ADP， 

NAD， NADP， NADH2及び NADPH号等も特別な影

響を示さなかった。このように，一般に脱炭酸酵素に対

して影響を示す物質の添加効果が認められない事は興味

ある事実である。叉， NADH2が精製酵素に対して阻害

を示さない事から，粗抽出液に於いて顕われる NADH2

の阻害効果は， グノレコン酸 6 リン酸脱水素酵素 [EC1. 

1. 1. 43]の存在により基質がグノレコン酸 6-リン酸に還

元される為に生じたものと考えられる。

叉， 10-3M の統酸銅，フェニノレ硝化第二水銀及び 10-4

M の P クロロ安息香酸第二水銀によって，活性がそれぞ

れ 58%，56%及び61%阻害される事から， この酵素は

いわゆる SH酵素である可能性が強いと思われる。

次に，酵素の安定性については，粗抽出液中の活性

は， -20oCに3週間保存しでも活性の低下は認められな

かった。精製酵素標品は1O-3M のシステインを含む

10-2 M リン酸緩衝液 (pH7.0)に溶解して -20oCに保

存した場合， 5日間で4%，15日間で52%の活性低下が

認められた。叉，同一緩衝液に溶解して 300Cに2hr保

持しても活性の低下は生じなし、が， 55
0
C 20分間の処理

で完全に失活した。

叉， 過剰 (25単位)の酵素を用い 4μmoles又は 8

μmolesの2ケトグノレコン酸-6リン酸を基質として，

標準条件下に反応を行なわせると， 約 30分間で炭酸ガ

スの発生は停止するが， この時の発生量はそれぞれ 3.8

μmoles及び 7.8μmolesとなり， 2ケトーグノレコン酸 6
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リン酸1分子から分子の炭酸ガスを発生せしめる酵

素である事が判明した。

以上の諸結果から，この酵素は下記の反応を触媒する

性質を有する，従来知られていなかった新らしい酵素で

ある事が判明した。

2ーケトグルコン酸 6ワン酸

一→炭酸カoス十未知生成物質

3) 反応生成物質の単離，同定

反応生成物の同定に先立ち，まず反応終了液を用いて

各種の定性試験を行なった。~Ilち，上記反応式より考え

ると， 生成物としては， ベントースー5ーリン酸叉はケト

ベントースー5 リン酸が容易に考えられるo そこで反応

終了液に酸性フォスファターゼを作用せしめたのち，オ

ノレシノーノレ一塩化第二鉄反応、20)を行なうと明かに強い反

応を示し その吸収スベクトノレに於ける吸収極大は，

540mμ及び670mμに存在した。又，波長670mμに対

する 540mμに於ける吸光度比はO目88となり， リブロー

スについて報告20)されている値とほぼ一致した。更に，

他の定性的諸性質もケトベントース，特にリブロースの

諸性質と類似したので，この点を更に確める為に反応、生

成物の単離精製を行なった。

反応生成物を多量に得る為に 4mmolesの 2ーケ i

グノレコン酸-6ーリン酸をO.lMの酢酸緩衝液 (pH5.0) 40 

msに溶解し， これに 8，000単位の精製脱炭酸酵素を添

加し 300Cで反応を行なうと， 70分間で殆んどの基質

が消失したので， 更に20分間反応させたのち， これを

脱炭酸反応終了液として反応生成物の単離に供した。

まず最初に脱リンされた生成物の単離，同定を試み

た。即ち，上記反応終了液に 1M塩化マグネシウム溶液を

1ms及び酸性フォスファターゼ 10mgを加え 300Cで

反応させると，経時的に無機リン酸の増加が認められ約

80分以後は増加が停止したが，この時までに生じた無機

リン酸は 3.82mmolesであり，最初に用いた 2ケトーグ

ノレコン酸-6ーリン酸が4mmolesであった事からほぼ等

モノレの無機リン酸が遊離した事となる。

そこで， この処理液に， 20%三塩化酢酸を 10ms加

え，生じた沈殿を遠心分離により除去した。上清液にそ

れぞれ等容量のエチノレエーテノレを加え，三塩化酢酸の抽

出除去を 3回行なしυ水層をアンバーライト IR-120H十

型 column (200~400 mesh : 1.2 x 12 cm)を通過せしめ

陽イオンを除き，ついで、，ダウエックス I-Cl-型column

(200~400 mesh : 1.2 x 12 cm)を通過せしめる事により，

陰イオンの除去を行なった。更に，これらの樹脂を 50ms

の蒸留水で、水洗し，水洗液と通過液を混合したのち 1.5g

の活性炭を加え，室温に於いて 20分間撹持した。つい

で活性炭をi慮別し，少量の蒸留水で水洗したのち，i慮液
と洗液を混合し昆液がシロップ状になるまで 40

0
Cに

於いて減圧濃縮を行なった。

この様にして得られたシロップはりブロースとして

2.56 mmolesに相当し，モノレ収率は64%であった。

ここに得られたシロップ状標品を用L、，ペーパークロ

マトグラフィーを行なった結果， Table7に示すように，

3種類の展開溶媒系に於いて，何れも RfiI直はリブロー

ス標準品と一致し，他のスポットは認められなかった。

Table 7. Paper chromatographic determi司
nation of the dephosphorylated 

compound 

Rf values 

Solvent A Solvent B Solvent C 

Compound 0.64 0.34 0.59 

D-Xylulose 0.57 0.38 0.50 

D-Ribulose 0.62 0.33 0.57 

D-Xylose 0.46 0.25 0.42 

D-Ribose 0.58 0.29 

D-Arabinose 。目50 0.22 

Solvent system: (A) 76% Phenol in water. 

(B) BuOH: EtOH: water (4: 1: 5). 

(C) Acetic acid: EtOH : water (3: 3・1).

Detection: Mixed solution of 50 ms of 0.270 

naphthoresorcinol in EtOH， 50 ms of 0.25 N 
HCl， and 5 ms of phosphoric acid was sprayed 

更に， Table 8に示すように，各種呈色反応， 0 フェ

ニーノレヒドラジン誘導体の融点，比旋光度，塩化第二鉄

オノレシノーノレ反応に於ける吸光度の比等も総てリブロー

ス標準品の場合と一致した。叉，上記誘導体の融点は混

融試験に於いても変化は認められなかった。

叉，システィン・カノレパゾーJレ反応に於いては，その発

色が最大に達するまでの時聞がそれぞれのケトベントー

スに対し特異的であるが， 標品，標準品共に 14~16 分

で波長540mμ に於ける吸光度が最大に達し， この点に

於し、ても両者よくー致した。

以上の諸結果より，脱リンされた反応生成物を， リプ

ロースと同定した。この事より，反応生成物はりブロー

スー5ーリン酸である可能性が強くなったので，先に記し

た脱炭酸反応終了液から PONTREMOLIら57)により報

告されたリブロースー5 リン酸の精製法に準じ， 脱炭酸

反応生成物の単離を試みた。
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Table 8. Properties of the dephosphorylated compound 

Test Dephosphorylated product D-Ribulose 

Color reactions 

Orcinol-trichloroacetic acida) 

Visibl巴 light

Ultraviolet ray 

Naphthoresorcinol b) 

Orcinol-aniline-phthalatec) 

Visible light 

Ultraviolet ray 

0・Nitrophenylhydrazone

Melting point (oC) 

[日l習(c= 1.0) 

FeCl3-orcinol reaction 

OD臼Om，，/OD670皿 μ

Pink 

Orange 

Green yellow 

Gray purple 

Bright pink 

166-168 

-49.2 

0.88 

Pink 

Orange 

Green yellow 

Gray purple 

Bright pink 

167-169 

-48.6 

0.86 

a) A solution of 0.5 g orcinol and 15 g trichloroacetic acid in 100 mC of water saturated 

n・BuOH.

b) A mixture of 0.2% naphthoresorcinol in EtOH， 0.25 N HCl and phosphoric acid (10: 10: 1). 
c) First spray: Orcinol-trichloroacetic acid reagent. Second spray: 0.93 g aniline and 1.66 g 

phthalate in 100 mC of water saturated n-BuOH. 

即ち，反応終了液 10mCに30%三塩化酢酸2mC及び ム塩とすると， 0.68 mmoleとなり，モル収率は約6870

活性炭100mgを加え，氷水中に20分間保持したのち， となった。

グラスフィ Jレターを用いてl慮別し， 残透を 5mCの蒸留 ここに得られた白色粉末を用いて，カノレパゾーノレ硫酸

水で洗浄したのち，溶液と洗液を合わせて混液とした。 反応を行ない，その発色液について，波長 540mμ 及び

この混液に 1Mの酢酸バリウム溶液1mCを加え， 20分 7l0mρ に於ける吸光度比を求めると1.40となり Drs-

間氷水中に保持したのち，生ずる微量の沈殿を除去し CHEら22)が D リプロース 5-リン酸を用いて得た結果

上清液を水酸化バリウムを用いて pH5.7に調整後， 更 とほぼ一致した。更に，オノレシノーノレ反応に於ける呈色

に水酸化カリウムにより pHを 6.7に調整した。つい 液の 540mρ と670mμ に於ける吸光度比は 0.34とな

で， 4倍容の冷99.8%エタノーノレを加え 1hr室温に放置 り， この値も KAMEYAMAら43)がりプロース 5 リン

し， 生じた白色沈践を遠心分離により集め，80'70 エタ 酸について報告した値と一致した。又， HORECKERら37)

ノーノレで洗浄後，室温に於いて減圧乾燥した。ここに得

られた白色粉末は， リプロース-5ーリン酸ノイリウム塩で、

あると思われたが水に難溶性の為，水溶性のリチウム塩

とする事を試みた。即ち， この白色粉末を 0.1N酢酸

25mCに溶解後， ダウエックス 50-H+column (200-

400mesh: 2.5x16cm)を通し，バリウムを除去し更

に樹脂を蒸留水で洗浄し，洗i夜及び通過液を併せて混液

とした。ついて、，混液の pHを 0.1N水酸化リチウム溶

液を用いて 6.8に調整し， OOC Iこ1hr放置後，10'70のエ

タノーノレを含む冷アセトンを 10倍容量加え生じた沈殿

を遠心分離により集めた。この沈殿を，更に上記の溶媒

で洗浄後，塩化カルシウム上で減圧乾燥し白色粉末を得

た。 この白色粉末を， 無水リプロースー5-リン酸リチウ

Table 9. Properties of the decaト
boxylated product 

Decar- D-Ribu-
Test bporxoydlu ated lose 5-

ct phosphatea) 

[日]習 (cニ3.0in 0.2 N HCl) -38.4 -40.037) 

Carbazole-HeS04 reaction 

OD540m，，/OD710mμ 1.40 1.4322) 

Orcinol reaction 

OD540 mp/OD670 mp  0.34 0.343) 

a) These data are cited from the respectively 

indicated references. 
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は Dーリプロース-5ーリン酸の比旋光度を -40と報告し

ているが，この標品は， -38.4を示しほぼ一致した。こ

れらの結果をまとめたものが Table9である。

更に，この標l拾を酸性フオスファターゼで処理すると

1.0及び 2.0μmoleの反応生成物より，それぞれ0.94及

び1.98μmoleの無機リン酸が遊離し， 反応生成物1分

子は， リン酸1分子を含有する事が確められた。

一方， PONTRFMOLIら57，58)は， C仰のdautilisより

グノレコン酸ーかリン酸の脱水素及び脱炭酸を一挙に触媒

するグノレコン酸-6リン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]を

精製しこの酵素は Dーリプロースー5ーリン酸及び炭酸ガ

スを特異的な基質として， NADPH2の酸化を伴L、グノレ

コン酸 6 リン酸を生成する事を見出している。従って，

ここに得られた脱炭酸反応生成物が D-リプロースー5ーリ

ン酸であるならば，当然、この酵素の基質となり得る筈で

ある。そこで，Candida utilis IFO 0576を用い，同氏

らの方法に従いこの酵素を精製し，脱炭酸反応生成物を

基質として反応を行なわせた結果， Fig.2に示す如く落

質となり得る事が判明した。以上の諸結果より， 2ーケト

グルコン酸 6ーリン酸脱炭酸酵素の反応生成物を D リプ

ロース 5 リン酸として同定した。

0.6 Decarhoxy/atian pradllct 
/ (3pmo/es) 

ノVaHC03(IOOpmo/es) 

c>---o-ー-0'
0.5 

M

M

 

孔
E

寺町。。

0.2 

0.' 

5 

わ:me(min) 

Fig. 2. Oxidation of NADPH~ with decarboxy-

lation product and CO子 Thereaction mixture con-

tained， in 3 ms， 0.25μmole of NADPH2， 0.3μmole 

of glycylglycine buffer (pH 7.5) and 6-phospho・

gluconate dehydrogenase [EC 1. 1. 1. 44]. The de-

carboxylation product and NaHC03 saturated with 

CO2 were added at indicated time. Reaction was 

10 

carried out at 320C. 

尚， この精製酵素を用し、 Dーリプロースー5-リン酸と

炭酸ガスを基質として各種の条件で反応、の有無を調べた

が， NADH2又は NADPH2等の存在下でも全く反応

は認められない事から， この酵素は 2ーケトグルコン

酸-6ーリン酸の脱炭酸を非可逆的に触媒し， リプロースー

5 リン酸も生成する酵素である事が判明した。

即ち，この酵素の触媒する反応、式は下記の如くになる。

2-ケトグノレコン酸-6ーリン酸

卜炭酸ガス

リブロース←5ーリン酸

III. ヘテロ乳酸菌類に於けるグルコン酸-6リン酸の
酸化的脱炭酸反応機構

既に記した如く ，Leu. mesenteroides B07に於いて

は， グルコン酸ーかリン自主が2ーケトグノレコン酸 6リン

酸となり， ついて、脱炭酸を受けてリブロースー5ーリン酸

となる経路が存在する事が確認された。このように中間

体として， 2ーケト グノレコン酸-6ーリン酸が存在する事実

は，生物界に於いて始めて明かにされたものである。し

かし乍ら，五単糖リン酸側路及び Entner-Doudro妊の

経路，更に多くの細菌， カピ等によるグノレコン酸発酵等

に関する研究に於いて，グノレコン酸ふリン酸の代謝経路

は従来から研究者の注目を集めて来たにもかかわらず，

現在まで，何故 2-ケトグノレコン酸 6-リン酸を直接脱炭

酸する酵素の存在が見出されなかったのかとし、う疑問が

生ずる。

そこでまず，Leu. rnesenteroides B07に於いて見出

されたグノレコン酸-6ーリン酸の代謝経路が少なくともヘ

テロ乳酸菌に普遍的な事実として存在するのかどうかを

確める事を試みた。

即ち，典型的なヘテロ乳酸菌である Leu.mesenteroi-

des var. Sake， Leu. mesenteroides IFO 3426， L. brevu 

ST， L. brevis ATCC 8281及び L.brevis IFO 396C 

及び Leu.rnesenteroides B07等について，それぞれ無

細胞抽出液を調製し， 2-ケトグルコン酸 6リン酸脱炭

酸酵素活性の有無について調べた。その結果は， Fig. 

に示すように，Leu. mesenteroides B07及び L.brevi .. 

STのみに，この酵素活性の存在が認められ，他の菌検

から得た無細胞抽出液中には何れの反応 pHに於いて

も， この酵素活性は認められなかった。叉，L. brevi 

STの有する脱炭酸酵素の反応最適 pHは4.5となり，

基本的に，Leu. mesenteroides B07の有する酵素と努

{);1.しているといえよう。

このように 6種類のヘテロ乳酸菌のうち 4菌株に
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Fig. 3. Actvities of 2-keto-6-phosphogluconate 

decarboxylas巴 inthe cell-iree extract of heterolactic 

bacteria. Determinations were carried out under 

the standard assay condition except that Tris-bu妊er

(pH 9-7.5)， phosphate bu妊er(pH 7.5-6) 01' acetate 
buffer (pH 6-3.5) was used. 

-・ Leuconostocmesenteroides B07. 
-0- Lactobacillus brevis ST. 

ー-0--Other strains. 

は2ーケトグノレコン酸-6ーリン酸脱炭酸酵素活性が認め

られず，これらの菌株は従来より推定されている経路，

jl[Jち， グノレコン酸 6リン酸が一挙に酸化的脱炭酸を受

ける経路によりヘテロ乳酸発酵を行なっている可能性が

強い。 もしもグノレコン酸 6リン酸が単一の酵素により

同時に酸化的脱炭酸を受けているとすると，各種の反応

条件に於いて， グノレコン酸 6リン酸を基質として用い

8 

た場合の NADH2の生成速度と炭酸ガスの発生速度比

は常に 1.0になる答である。 この点について検討した結

果をまとめて表示したものが Table10である。この結

果からわかるように，Leu. mesenteroides var. Sake， 

Leu. mesenteroides IFO 3426， L. brevis IFO 3960及

び L.brevis A TCC 8281は，同時に脱水素及び脱炭酸

が生じていると推定され， この事は Fig.3に示された

ように，これらの菌株が2ケト グノレコン酸 6リン酸脱

炭酸酵素をもたない事実からも支持されよう o

更に，Leu. mesenteroides B07については， pH9.0 

に於いて脱水素反応のみが認められたが，この菌株の有

する 2ーケトグルコン酸脱炭酸酵素が，この pHに於い

ては活性を発現し得ない事実 (Fig.めから当然生じ得る

現象であると思われる。更に， pH5.0に於いて脱水素，

脱炭酸の比が1.0に近い事は， この pHが脱炭酸酵素の

最適 pHである事から，これも当然の結果であろう。

つぎに， L. brevis STについては 2種類のグノレコ

ン酸-6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43及び1.1. 1. 44] 

及び 2ーケトグノレコン酸-6ーリン酸脱炭酵素を有するも

のと推定した。即ち，この菌株が，脱炭酸酵素を有する

事は Fig.3からも明かであるが， この脱炭酸酵素の

作用し得ない pH9.0に於いても，グノレコン酸 6 リン酸

の脱炭酸が生ずる事から， グノレコン酸-6ーリン酸の脱炭

酸を直接触媒する酵素 [EC1. 1. 1. 44]の存在が推定さ

れ， 更にこの pHに於いてグノレコン酸-6-リン酸からの

脱水素反応速度が脱炭酸反応速度よりも速い事からグノレ

コン酸←6ーリン酸の脱水素反応のみを触媒する酵素 [EC

Table 10. Relative rate of dehydrogenation to decarboxyl-

ation of 6-phosphogluconate in cell-free extracts 

of heterolactic bacteria 

R百jRB'
Organism 

pH 5 pH 7 pH 9 

Leuconostoc mesenteroides 

IFO 3426 0.98 0.96 1.02 

var. Sake 0.97 1.03 0.96 

B07 1.05 1.38 lOc) 

Lactobacillus brevis 

IFO 3960 1.02 1.02 1.06 

ATCC 8281 1.04 1.00 0.97 

ST 1.13 1.84 2.66 

a) Speci五crate of dehydrogenation (μmoles/hrjmg protein) 

b) Speci五crat巴 ofdecarboxylation (μmolesjhrjmg protein) 

c) Decarboxylation could not be observed. 
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グノレコン酸4ーリン酸1.1. 1. 45Jも存在する事が推定された。この点を更に確

める為に，これら 3種類の静素の分万Jj精製を試みた結果，

硫安塩析， DEAE-cellulose column等を用いる事によ

り，それぞれの酵素を分別する事が出来た。 ft日ち，無細

胞粗抽出液を用い常法通りに硫酸アンモニウム塩析を行

なうと，脱水素酵素 [EC1. 1 1. 43Jは23-32%飽和函I

分に存在し， この画分に脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]及

び脱炭酸酵素は存在しな L、。後者の両酵素は35-55%

飽和函分に共存するが透析後 DEAE-celluloseを用い

てカラムクロ 7 トグラ 7ィーを行なうと， 0.2Mの塩化

カリウムを含む5mMリン酸緩衝液 (pH6.5)により脱

炭酸酵素が溶出され，脱水素酵素 [EC1.1.1. 44JはO.4M

の塩化カリウムを含む向緩衝液により溶出され，明確に

両者が分離した。更に，興味ある事に，この菌の有する

脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]は， 2ーケトグルコン酸-6-

リン酸を基質となし得ない事， llJlち脱炭酸を行ない得な

い事も判明した。

上述した結果から考えると，ヘテロ乳酸菌に於けるグ

ノレコン酸-6リン酸の代謝経路には，少なくとも次の3種

類の経路が存在すると思われる。即ち，

(i) Lell. 17lesenteroides B07の有する経路:

i 
グルコン酸-6-リン酸

仁m
NADH2 

2ーケト グノレコン酸-6ーリン酸

ト畑ガス
リブ四一スー5-リン酸

(ii) L. brevis STの示す経路:

l 
グJレコン酸-6ーリン酸

NAD 

NADHz 

¥ NAD 

、ー一一~ NADHz 
¥ --炭酸ヵース

リプロースー5ーリン宮支
炭酸ガスγ | 

2-ケトグノレコン酸 6リン酸 | 

(iii) LCll. mesenteroides var. Sake等の示す経路:

j 

)

国

ね

酸

M

M

酸
ン

N

N

炭

寸

レ
ト
ト
吋

1
j

ブ

しかし乍ら，上記推定経路は定性的な酵素レベルのま日

見に立脚したものであり，細胞内で実際にこれらの経路

によりヘテロ乳酸発酵が行なわれているか否かを確める

為には更に詳細な検討が必要となる。細胞内代謝経路の

推定としう見地より考えると，上記推定経路 (i)につい

ては，プドウ糖を炭素源として発酵中の細胞内に代議I中

間体として， 2ケトグノレコン酸-6ーリン酸の存在が予想

され， (ii)については， 実際に (i)の経路が流れていれ

ば，この物質は存在する筈であり，更に， (iii)の経路に

ついては， 2-ケトグルコン酸-6リン酸は存在しないも

のと思われる。

このJ去を確める為に 6種類の菌株を用いブドウ糖を

炭素源としてヘテ E 乳酸発酵中の生細胞内に，実際に2

ケトグノレコン酸 6-リン酸が存在するかどうかについて

検討を行なった。

即ち，それぞれ2Oの培養液から得た洗浄菌体を， 2 

mmolesのブドウ糖及び 10μmolesの塩化7 グネシウ

ムを含む 0.1Mのリン酸緩衝液 10mOに懸渇し， 300C 

に於いて，ヘテロ乳酸発酵を行なわせたσ残存ブドウ糖

が 2/3から 1/3に達した時に，発酵液を 90msの沸騰蒸

留水に加え，そのまま 5分間煮沸を続けた。冷却後，

20，ωOxgで30分間遠心分離し，上清液を減圧濃縮して
5mOとし， アンノミーライト←IR-120-H型樹脂を用いて

陽イオンを除き，炭酸バリウムを用いて pH5.5に調整

した。ついで， 2Nアンモニア水で pH8.2とし，生じた

沈殿を除去し，上清液に等容量のエタノ-)レを加え 40C

に 16hr放置した。生じた沈殿を集め， 0.1 N塩酸に溶

解し，ついで O.05N硫酸を加え生じた硫酸バリウムの沈

殿を除いたのち，上清液を 1N水酸化カリウムにより

pH7.0とし，ペーパークロ 7 トグラフィーを行なった。

Table 11に示す様に (i)，(ii)の経路に属する Lell.

mesenteroidcs B07及び L.Z，revis STから得られた試

料中には，明かに 2-ケトグルコン酸-6-リン酸の存在が

認められ， (iii)に属する 4菌株から得られた試料中には

認められなかった。このように，細胞内中間代謝物の面

から考えても，先に記した3種類の代議j系がヘテロ乳酸

菌に存在する可能性が強い。
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Table 1I. Pap巴rchromatographic detection of 2K-6PGA 

in boiled extractsa) 

Solvent system 

Methanol : ammonia : water (6: 1 : 3) 

Acetone : 25% TCA (8: 2) 

Butanol : acetic acid : water (4: 1 : 5) 

Pyridin巴:ammonia : water (6: 3: 1) 

Methanol : formic acid: water (8 : 1.5 : 0.5) 

a) See text for details. 

Auth巴ntic pLreaprSafaorm1e3dd pflzfe frl om 
2K-6PGA Lactobacillus 

brevis ST 
(Rf) (Rf) 

0.44 0.42 

0.82 0.85 

0.35 0.32 

0.13 0.15 

0.48 0.52 

SampilJe e PrEpared 
from Leuconostoc 
mesenteroides B07 

(Rf) 

0.46 

0.84 

0.34 

0.17 

0.48 
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そこで，更に，代謝経路 (iii)に属する菌株の代表とし 5mMリン酸緩衝液 (pH6.5)に対し 40Cに於いて一夜

L. brevis A TCC 8281のグノレコン酸 6ーリン酸脱水素酵 透析しこの透析内液を DEAE分画(1)とした。つぎ

素の諸性質の解明を試みた。 に， この分画の酵素を濃縮する為に， DEAE-cellulose 

5&の培養液から得られたこの菌株の洗浄菌体を 10-3 column (1 X 3 cm)に吸着せしめ， 5mMリン酸緩衝液

M のシステインを含む O.lMリン酸緩衝液 (pH7.0) 20 (pH 6.5) 10 m&で洗浄後， 6.5Mの塩化カリウムを含む

m&に懸渇し音波処理 (10kc)を OOCに於いて 30分間 同緩衝液を用い 10分間当り 0.5m&の溶出速度でi祭出を

行なった。ついで遠心分離 (15，000Xg:15 min: 3_50C) 行ない， 2-6m&にわたり溶出される部分を混じこの

により得られた上清液を， 300倍容量の1O-2Mリン酸緩 混液を1O-2Mリン酸緩衝液(pH7.0) 800 m&に対し 40C

衝液 (pH7.0)に対し 40Cに於いて一夜透析し透析内液 に於いて 10hr透析した。この透析内液を DEAE分闘

を無細胞抽出液とした。ついで，同緩衝液を用いて， 280 (II)とした。 ここまでの精製操作により， Table 12に

mμ に於ける吸光度が20.0になるように調整し，硫酸ア 示す如く，この酵素を収率約50%で約 18倍に精製する

ンモニウムの 30%飽和と 45%飽和の聞で沈殿する部分 事が出来た。更に， この分画には，グノレコン酸 6リン

を集め 5mMリン酸緩衝液 5m&に溶解したのち同緩 酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]， 2ケトグノレコン酸-6ーリ

衝液2.5sに対し 4
0
Cに於いて一夜透析した画分を硫酸 ン酸脱炭酸酵素， NADH2及び NADPH2酸化酵素等

アンモニウム (30-40%飽和)分画とした。更に， この の活性は認められない事， 叉この酵素はグノレコン酸-6

分画を DEAE-cellulosecolumn (2 X 13 cm)にかけ， リン酸の酸化的脱炭酸反応を一挙に触媒し， リブロー

吸着せしめたのち， O.lMの塩化カリウムを含む 5mM ス←5ーリン酸を生成する脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]であ

リン酸緩衝液(pH6.5) 200 msで columnを洗浄し， 0.3 事等を確認した。

M塩化カリウムを含む同緩衝液を用い 1分間当り 0.5ms ここに得られた DEAE分画 (II)を用いて諸性質の検

の溶出速度で溶出した。溶出開始後 30msから 80ms 討を行なったのであるが，既に記した如く，ヘテロ乳酸

にわたりi容出される部分を集め混液とし 200倍容量の 菌にはグノレコン酸 6ーリン酸の基本的代謝経路として (i)

Table 12. Puri五cationof 6PGA dehydrogenase (decarboxylating) 
from Lactobabillus brevis A TCC 8281 

Fraction Total activity Specific activity Purification Yield 

(units) (units!mg protein) (folds) (70) 

Crud巴 cell-fr巴cextract 1，780 1.2 1.0 100 

(NH4)2S04 fraction 1，230 3.6 3.0 69 

(30-45% saturation) 

1st DEAE fraction 980 20.5 17.1 55 

2nd DEAE fraction 905 22.0 18.3 51 
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Table 13. E妊ect of complete saturation with ammonium 

sulfate on 6PGA dehydrogenase (decarboxylating) 

of Lactobacillus brevis ATCC 8281 a) 

Fraction 
cυ2 evolutlOn Cυ2 evolutlOn 

NADH format10n from 6PGA from 2K-6PGA 

(J1molesJhrJmg protein) (μmolesJhrJmg protein) (μmolesJhrJmg protein) 

2nd DEAE fraction 

(NH4)2S04 fraction 

21.6 

18.0 

20.3 

1.2 

not detectabl巴

26.7 

a) Determinations were carried out under th巴 standardassay conditions as described in Methods. 

及び (iii)の経路が考えられ，それらの混合系として (ii)

の存在を考える事が出来る。このような事実から，一つ

の作業仮説としてグノレコン酸-6ーリン酸から直接にリプ

ロース 5-リン酸を生成する脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44] 

は脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及び 2ケトグノレコン酸

6 リン酸脱炭酸酵素の複合酵素である可能性を推定し得

ょう。そこで，この分画を用い，各種の処理により，こ

の分画中に 2ケトグルコン酸--6ーリン酸脱炭酸酵素活

性が生じ得るか否かの点について検討を重ねた。その結

果，この分画に微粉末状硫酸アンモニウムを徐々に加え

100%飽和とし， 4
0
C に 2hr放置後生じた沈殿を遠心

分離により集め， 1mMのシステインを含む 10-2Mリン

酸緩衝液 (pH7.0)に溶解した溶液中kこ2-ケトグノレコン

酸-6-リン酸脱炭酸酵素活性が生ずる事を認めた。即ち，

Table 13に示す如く， DEAE分画 (II)を酵素液とし

て用いた場合，グノレコン酸-6ーリン酸を基質とした時に脱

水素，脱炭酸速度はよく一致し，更に2ケトグルコン

酸 6ーリン酸を基質とした時には脱炭酸は全く認められ

なかった。 この事から DEAE分画 (II)はグノレコン

酸 6リン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]を含むが，グノレ

コン酸-6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及び 2ーケ

トグルコン酸 6 リン酸脱炭酸酵素を含まない事がわか

る。しかし，この分画を硫酸アンモニウム処理(100%飽

和)すると，グノレコン酸 6ーリン酸の脱水素反応は生ずる

が脱炭酸反応速度は非常に低くなり，更に 2ケトグル

コン酸-6ーリン酸を基質として脱炭酸反応を生ずる事が

認められた。これらの事から，この処理により， [EC 

1. 1. 1. 44Jの脱水素酵素が [EC1. 1. 1. 43Jの脱水素酵

素及び 2-ケトグノレコン酸-6ーリン酸脱炭酸酵素の両者

に解離した事が推定された。

このJ去を更に確める為に， DEAE分画 (II)及び硫酸

アンモニウム分画 (100%飽和)をそれぞれ DEAE-cel-

lulose columnを用いてクロマトグラフィーを行なっ

た結果を Fig.4に示した。即ち， Fig. 4 (A)に示され

る如く， DEAE分画 (II)のクロマトグラフィーに於い

ては， 0.3Mの塩化カリウムにより溶出される部分にグ

ノレコン酸-6ーリン酸脱水素酵素 [EC1.1.1. 44]が存在し:

他の部分にも [EC1. 1. 1. 43]及び脱炭酸酵素等の活性

は認められなかった。これに反し，硫酸アンモニウム分
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画を透析後，同様のクロ 7 トグラフィーを行なうと，

Fig. 4 (B)に示すように 0.1M の塩化カリウムによる溶

出部分に 2-ケトグルコン酸脱炭酸酵素活性が，更に 0.4

M の塩化カリウムで溶出される部分にグノレコン酸-6リ

ン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]が溶出される事がわか

り，この際ど、の溶出部にも [EC1. 1. 1. 44]の活性は認め

られなかった。更に，このようにして分離された両酵素

の再構成を種々の条件で試みたが，現在まで未だ成功し

ていない。

つぎに， Fig.4 (A)及び (B)に示される 3種類の酵

素について，それぞれ最適反応 pHを求めたところ，グ

ノレコン酸←6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及び

[EC 1. 1. 1. 44]共に約7.0となり， 2-ケトーグノレコン酸

6 リン酸脱炭酸酵素のそれは，約5.5となった。 このよ

うに，L. brevis A TCC 8281より得られたグノレコン酸

6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及び 2ケトグル

コン酸 6 リン酸脱炭酸酵素の最適 pHが，Lell. mesen-

teroides B07に天然、に存在する両酵素の pH値と A 致

する事は興味深い事実である。

ついで， これらの酵素の基質及び補酵素等に対する

Km値を求めたところ，脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]のグ

ノレコン酸-6ーリン酸及び NADに対する値は，それぞれ，

6.1xlO-5 M 及び2.0xlO-5M となった。更に，この酵素

を硫酸アンモニウム (100%飽和)処理する事により得ら

れた脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]のそれは，それぞれ

1.4x 10-4 M 及び1.9X 10-5 M となり， NADに対する

値はほぼ不変であるが，グ、ノレコン酸-6ーリン酸に対する値

は処理により約4倍高い値となった。叉，処理により得

られた 2-ケトグルコン酸-6ーリン酸脱炭酸酵素の基質

に対する Km値は， 1.3xlO-4M となり，前述の L印.

mesenteroides B07の同酵素の示す値 (8.3x10-5 M)よ

りやや高い値を示した。尚，L. brevis A TCC 8281か

ら得られた2種類のグノレコン酸 6 リン酸脱水素酵素は

共に， NADを特異的に補酵素として要求し NADPは

補酵素となり得ず L印 .17lesellteroidesの脱水素酵素の

特性と一致した。又，L. brevis A TCC 8281の有する

脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 44]は， 2ーケトグノレコン酸 6リ

ン酸を基質とし，脱炭酸反応を触媒する事は出来ず，こ

の点，既に述べた L.brevis STの有するこの酵素の性

質と一致した。

lV. Leu.削 esenteroul柑 B07の有するグJ!..コン

酸-6リン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]の細胞内活性

既に述べてきたように，Lell. mesenteroides B07及

び L.brevis ST等に於いては， グルコン酸-6ーリン酸

が 2ケト グノレコン酸 6 リン酸を経てリプロースー5ーリ

ン酸になる新しい経路が存在している事が推定された。

このような代謝経路が実際に生細胞内で生じているもの

とすれば，ヘテロ乳酸菌に於ける問題にとどまらず，広

く生物界全般の糖代謝に関連する興味ある問題である。

そこで改めて，Lell. mesenteroides B07に於けるこの

代謝経路を推定するに至った理由について考えてみる

と， 1)グノレコン酸 6 リン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43] 

が存在する事， 2) 2ケトグルコン酸-6ーリン酸脱炭酸

酵素が存在する事， 3)グルコン酸 6 リン酸脱水素酵素

[EC 1. 1. 1. 44]活性が認められない事，及び 4)ブドウ

糖を炭素源としてヘテロ乳酸発酵を行なっている生細胞

内に 2ケトグノレコン酸 6 リン酸が検出された事等が

挙げられる。従って，主に定性的側面から経路の推定が

なされた事となる。

一方，実際これらの代謝が生ずる場は細胞内であり，

当然関連諸酵素も細胞内環境諸条件のもとに作用してい

るといえよう。叉，理論的には生細胞の示す発酵速度と

同一速度でこれらの諸酵素は細胞内でも活性を発現して

いなければならなし、。もしも，発酵中の生細胞内環境諸

条件が決定されれば，別に調べられた当該酵素の諸性質

及び細胞内に含まれる全酵素量を利用する事により細胞

内活性の算出が可能となる筈であり，算出された細胞内

活性が生細胞の示す発酵速度とほぼ一致すれば，実際に

その酵素が細胞内で発酵の代謝経路に関与している事を

定量的に推定した事となろう。このような観点にたった

一連の研究が既に TAKEBEら田~釘)によりなされてい

る。即ち，彼らは Lell.mesenteroides B07の細胞内環

境諸条件(原形質容量，細胞内 pH，細胞内イオン濃度，

細胞内基質濃度及び細胞内補酵素濃度等)を発酵中の生

細胞について求め，ブドウ糖 6ーリン酸脱水素酵素及び乳

酸脱水素酵素の全活性及びこれらの酵素の諸性質から細

胞内活性を算出し，算出された値が生細胞の示すヘテロ

乳酸発酵速度とほぼ一致する事を見出しこれらの酵素

が細胞内に於L、て，実際にヘテロ乳酸発醇に関与してい

る事を定量的に推定している。

更に同様の定量的研究が MIZUSHIMA ら51-55)及び

MACHIDAら49)により，ホモ乳酸菌で、ある L.plantarum 

No.11を用いて行なわれ， ホモ乳酸発酵が解糖系によ

るものである事が定量的に支持された。

そこで，Lell. mesenteroides B07に於いて，新らし

く推定されたグルコン酸-6ーリン酸の代謝経路が実際に

細胞内でヘテロ乳酸発酵に関与しているのか否かを判定

する為に， まずこの菌株のグルコン酸-6ーリン酸脱水素
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酵素についてその細胞内活性の推定を試みた。尚，発酵 酸は抽出され，同時にこの抽出で，この物質の分解は生

中の細胞内環境諸条件は既に TAKEBEら65)により求め じない事がわかった。更に発酵中の菌体外液にグノレコン

られており，筆者もその追試を行なった結果，報告され 自主-6ーリン酸は存在しない事も確認した。

た{直とほぼ一致する結果を得たので，細胞内環境諸条件 このようにして，細胞内基質波度が決定されたので，

は同氏らにより報告された値を使用した。 つぎにグノレコン酸 6-リン酸脱水素酵素の全活性を求め

まず，この酵素の細胞内活性を求める為には，当然、発 た。まず，発酵9:1の細胞懸渇液を氷水中で魚、冷し，遠心
酵中の細胞内に於けるグノレコン酸-6ーリン酸の濃度を知 分離により集菌した細胞を1O-3Mのシステインを含む

る事が必要となる。 10-2Mリン自主緩衝液 (pH7.0)に懸濁し， OOCに於いて

発酵中の生細胞内に於ける諸物質濃度を決定する為に 音波処理(lOkc)を行ない， 経時的に 280mμ の吸光度

は，瞬間的に全ての酵素活性を失活せしめ，同時に目的 測定により蛋自質の溶出を測定し，併せてこの脱水素

とする物質を完全に抽出する必要がある。そこで各種の 酵素活性の溶出を経時的に測定した。その結果は Fig.5

抽出法について検討した結果，発酵中の細胞懸渇液を約 に示されるが，蛋白質及び酵素活性の溶出はほぼ並行し

10倍容の沸騰蒸留水を撹持し乍らこれに加えると良好 て生じ，更に，蛋白質の浴出が停止したのちに於いても

な結果が得られる事を認めた。即ち，この方法によると 酵素活性の低下は認められなかった。即ち，この事から

U-14Cプドウ糖を用いて発酵せしめた場合，処理後の抽 音波処理によりこの酵素は，ほほ定量的に抽出され，し

出残澄中に残る放射活性は，無処理の生細胞内に存在す かも処理による酵素の先活は認められないといえる。

る放射活性の0.5-1.5%にとどまり，ほぼ完全な抽出が

行なわれている事が判明した。

そこで乾燥重量として 19の洗浄菌体を，ブドウ糖2.5

mmole及び塩化マンガン1.5μmoleを含むO.lMリン酸

緩衝液 (pH6.6・30
o
C)50 mtに懸濁し， 300Cで発酵を

行なった。約 10分開発酵させ，この発酵液を 450rntの

沸騰蒸留水中に注ぎ混合し乍ら更に2分間煮沸した。冷

却後，遠心分離により得られた上清液を減圧濃縮して 30

mtとした。 まず，この濃縮j夜中の乳酸を定量したとこ

ろ967f1molesの乳酸が存在した。 この値から乳酸発酵

の速度を算出すると， 5.8μmolesjmg. dry cellsjhrとな

り，この菌株の正常な発酵速度とほぼ一致した。

つぎに， 濃縮液中のグノレコン酸 6リン酸の定量を行

なった。 ll[Jち，濃縮液1.5mt， NAD 6μmoles，精製グ

ノレコン酸 6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43] 100μg， 

精製2ケトグノレコン酸 6 リン酸脱炭酸酵素 20μg及

び全量を 3mtiこ規正するに必要な量の 0.1M酢酸緩衝

液を含む溶液を 30
0
Cに40分間保持し，波長340mμ の

吸光度を測定した。尚，この際プランクとしては，上記

反応溶液からグノレコン酸ーかリン酸脱水素酵素を除いた

溶液を用いた。その結果，先の濃縮液中には1.6μmole

のグノレコン酸-6-リン酸が存在し， この菌の原形質容量

は1.38cm3jg.dry ce1l65)である事から，発酵中の細胞に

於けるグノレコン酸-6 リン酸の濃度は1.2xlO-3M と算

出された。

ほぼ同様の{直が熱水抽出時聞を5分及び 10分とした

場合にも得られ (5min:1.16xlO-3M， 10 min: 1.25x 

叩-3M)， 2分間の抽出て、ほほ完全にグノレコン酸-6ーリン

740 
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Fig. 5. Stability of the 6-phosphogluconate 

dehydrogenase [EC 1. 1. 1. 43] during the course of 

sOlllcatlOn. 

-・ Enzymaticactivity. 

-0- OD280mμ・

従って，音波処理60分の酵素活性から算出すると，

この酵素は 0.45unitjmg.dry cellの割合で存在すると

いえる (Table14)。しかし乍ら，この酵素単位は標準測

定条件下で得られたものであり，細胞内活性を求める為

には，試験管内て、得られた活性を細胞内諸条件で‘補正し

なければならない。そこで，先に記したこの酵素の諸性

質，細胞内グノレコン酸←6-リン酸濃度及び既に知られて

いる細胞内諸条件65)等を用いて細胞内活性を算出した

ところ， 0.19 unitjmg.dry cellとなり，生細胞の示す発
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Table 14. Tentative estimation of intracellular 

activity of 6PGA dehydrogenase 

Assay conditions 

pH 5.9 

6PGA 2.0x 10-3 M 

乱19C121.0x 10-2 M 

NAD 1.0XlO-3M 

Temperature 300C 

lntrace!lular conditions 

pH 5.9 

6PGA 1.2x10-3M 

Mg2+ 1.3xlO-3M 

NAD 1.8 x 10-3 M 

ATP 6.0xlO-4M 

ADP 1.6X 10-2 M 

Temperatur巴 300C

Activity 

(μmoles/hr/mg dry ce!ls) 

0.45 

0.19 

酵速度 (5.8μmoles/hr/mg.drycel!s)より極度に低い値

となった。この結果を示したものが Table14である。

従って，Lω mesenteroidesB07に於いて， グノレコン

酸 6リン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]は，ヘテロ乳酸

発酵に関与していないか，又は関与しているとすれば未

知因子により細胞内で活性化されているものと考えられ

る。従って， これらの諸点について検討を続けたとこ

ろ，酵素濃度と反応の平衝定数及び酵素の比活性の聞に

特異な関係のある事が見lJ1された。即ち，平衝定数が，

高濃度の酵素が存在すると著しく 2ーケトグノレコン酸-

6リン酸の生成側に偏る事が認められた。

酵素濃度と平衝定数 (K)の関係については，既に

THEORELLら68-70)，CHANCEら6)及び NEILANDS56)

等により研究されており動力学的な解析は ALBERTy2)

によりなされ，反応に関与する諸物質に対する酵素の親

和力から巧みに説明されている。即ち， ALBERTYの解

析によれば，ある酵素反応系(1)に於いて，酵素濃度が充

分低く，酵素基質，酵素一生成物複合体濃度が

A十B+=二三 C+D (1 ) 

無視出来るならば，その時得られる平衡定数が“真の平

衝定数"(Keq)であり，酵素濃度が高く，無視出来ない

場合に得られる平衡定数が“みかけの平衡定数"(Kapp) 

であるとし，KeqとKappの関係について解析を行なっ

ている。即ち，反応系(1)の平衡状態に於いて存在する遊

離の A，B，C，Dの割合を fA，Is" fc， fDとすると (2)

式

Kapp = Keq (fA・Is/fc.fD) (2) 

が成立する。従って，系 (1)に於いて，酵素に対するC，

Dの親和力がA，Bのそれより強ければ，K.pp>K.刊と

なり，逆の場合は Kapp<Keqとなる。高い酵素濃度で

求められたK値は，酵素基質，酵素生成物等の解離

定数 (d)の差により Keqとは異なった値を示す事にな

るのもこの式から判明する。即ち，もしも系 (1)に於い

て Cのみが酵素と複合体 E.Cを形成しその解離定数を

dE.Cとすると酵素濃度 [E]を充分高くした場合には (3)

式に示されるように Kappは[E]に比例して増加する

事となる。

(Kapp/Keq)，El→民二 n[E]/dE・c (3) 

註 nは酵素分子当りの活性部位の数

叉p 生成物C，Dが共に複合体を形成し，その解離定

数を dE.C及びdE.Dとすると (4)式が得られ

(Kapp/ Keq)[El→'" = (n[E]戸jdE.C.dE.D (4) 

Kappは酵素濃度の2乗に比例して増加する事になる。

更にB及び Cが酵素と複合体を形成し，その解離定数

をdE.B及び dE.cとする (5)式に示すように，酵素濃度

を充分に高くしていった場合にKappはある一定値に近

かづく事となる。

(Kapp/ Keq)[EJ→民 =dE.B/dE・c (5) 

以上のように，この解析法を用いると，上記以外の

種々の場合を想定してその時の KappとKaqの関係を求

める事が出来る。逆に実測されたKapp及びKeqの関係

から反応の理論的解析に近づく事が出来る。

そこで， グノレコン酸 6ーリン酸脱水素酵素 [EC1.1.1. 

43]を用い，最適反応pHである 7.5及び発酵中の細胞

内pHである 5.965)に於いて KeqとKappの関係を求め

たところ， Table 15に示されるような結果を得た。即

ち， pH7.5に於いては， 酵素濃度が3.6mg/mOと5.4

mg/meの聞で急激な Kappの増加が認められ， pH5.9 

於にいては 1.8mg/mOと2.7mg/mOの聞で同様な現象

が認められた。この現象を詳細に解明する為には，酵素

1分子当りの活性部位数，酵素と反応に関与する物質の

複合体の解離定数等が決定されねばならないが，ある酵

素濃度を境にして急激にKappが増加する事は上記の解

析法を用いても説明出来なかった。従って，酵素濃度と

平衡定数の関係を活性部位の数及び解離定数を一定と考

えて，唯単に酵素濃度と反応に関与する諸物質の濃度比

に起因すると考えるより，ある酵素濃度を境にして酵素
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Table 15. E妊ectof 6PGA d巴hydrogenasecon-

centration on the appar巴ntequilibrium 

constant for the reaction and specific 

activity of the dehydrogenase at var-

ied pHs 

pH 
Enzyme. K.nna) Relativeb) 
concentratlOn --:oν 

(;;~I;;;g)~H ---x瓦 speci五cactivity 

0.009 1.0 1.0 

0.045 1.0 1.1 

0.9 1.7 1.0 

7.5 1.8 1.4 1.2 

2.7 1.8 1.5 

3.6 2.4 1.3 

5.4 93.0 10.2 

0.009 1.0 1.0 

0.045 1.4 0.9 

0.9 2.0 1.0 

5.9 1.8 4.7 1.2 

2.7 64.3 12.1 

3.6 111.3 11.9 

5.4 118.2 12.8 

a) The valu巴 ofKeq was determined at the 

lowest concentration of the enzyme under 

the assay conditions described in Table 16 

(200C). 

b) The speci五cactivity at the lowest concent-

ration of the enzyme is de五nedas 1.0. 

Assay conditions were desbribed in Table 

16 (20oC). 

の活性部位数又は酵素基質，酵素ー生成物の解離定数が

変化したと考える方が妥当であろうと思われた。

もし3 このような変化が生じているとすれば当然、比活

性変化又は高次構造変化が伴うものと思われる。そこで

まず，酵素濃度と相対比活性の関係を求めたところ，

Tabl巴 15に示されるように，KappjKeqの急速な変化と

共に比活性にも急激な変化が認められた。 即ち，Kappj 

Keqの急速な変化をもたらす濃度の酵素濃度となると，

pH7.5に於L、ては，比活性は約 10倍に， pH5.9に於い

ては，約 13倍に増加する事が認められた。更に pH5.9

に於いて，酵素濃度1.8mgjmfJ及び2.7mgjmfJで超遠

心分析を行なった結果，それぞれ3.8及び4.9なる沈降

定数 [Slw，却を得た事から， この酵素は高濃度になると

重合状態となりそれに伴って比活性の上昇が発現するも

のと考えられる。

このように，酵素濃度自体が比活性に大きな影響を与

える事が判明したので，発酵中の細胞内に於ける酵素濃

度を求めた。即ち，精製酵素の比活性を0.01mgjmfJ 濃

度で pH5.9に於いて算出し，更に音波処理上清液中の

活性を充分低濃度蛋白質の状態で測定し，その全活性を

算出した。これらの値から発酵中の原形質に於ける酵素

濃度を求めると 7.3mgjmfJとなった。叉，精製酵素を更

に種々の方法で精製し，比活性変化の有無を調べたがみ

るべき変化は得られなかった。従って，上記の値を一応

原形質内酵素濃度と考えた。又，この酵素が可溶性酵素

である事も超遠心分離 (105，000xg:120 min: 3-50C) 

により確認した。

この酵素濃度は明らかに比活性の高い酵素濃度範囲に

ある。従って，この比活性の補正を行ない細胞内酵素活

性を求めると， Table 16に示すように， 2.8 unitsjmg. 

dry cellとなりオーダー的に生細胞の示す発酵速度 (5.8

μmolesjhrjmg dry cells)と一致する。更に実際に，

Table 16. Intracellular activity of 6PGA 

dehydrogenase 

Activity. 

(μmolesjmg dry cellsjhr) 

Assay conditions 

pH 5.9 

6PGA 5xlO-4M 

MgCl2 1xlO-2M 

NAD 4xlO-4M 0.21 

Enzyme: Low sp巴Cl五c

activity (0.08 mgjmO)a) 

Temperature 300C 

Intracellular conditions 

pH 5.9 

6PGA 1.2XlO-3M 

Mg2+ 1.3 X 10-3 M 

NAD 1.8 x 10-3 M 

ATP 6.0xlO-4M 

ADP 1.6x10-3M 

Enzyme: High specific 

actlvityσ.3mg(me) 

Temperature 300C 

2.81 

a) The enzym巴 concentrationin the sonicate 

was estimated from spec凶cactivity of the 

purified dehydrogenase determined at lower 

enzyme concentratlOn 
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Table 16の下欄に示された条件で酵素活性を測定した

ところほほ同様の値を得る事が出来た。

これらの事から，Leu. mesenteroides B07より得ら

れたグノレコン酸 6ーリン酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]が

実際に発酵中の細胞内でヘテロ乳故発酵に関与している

事を定量的に推定した。

v. Lett. 1Jtesent白・oicl伺 B07の有する 2ーケ
トーグルコン酸 6リン酸脱炭酸酵素の細胞内活性

醸酵中の細胞に於ける 2ーケトグノレコン酸 6 リン酸

脱炭酸酵素の細胞内活性を求める為には，細胞内のふ

ケトグノレコン酸-6ーリン酸濃度を知る必要がある。

そこで乾燥重量として 0.8gに相当する洗浄菌体を，

ブドウ糖 2mmoles，塩化マグネシウム 120μmoles及

び塩化マンガン1.2μmoleを含有する O.lMのリン酸

緩衡液 (pH6.6， 30oC) 40 msに懸潟し， 300Cに於いて

10分間発酵を行なわせた。瞬間的に発酵を停止せしめ

同時に細胞内物質を抽出する事を目的として，この発

酵液を沸騰蒸留水360msに加え， 援持しながら更に2

分間煮沸を続けた。この液を室温まで冷却したのち，

20，000Xg 15分の遠心分離により得られた上清液を減圧

濃縮により約20msとし1Mリン酸ニカリウム塩水溶

液を用いて pH7.5に調整後， 蒸留水を加えて 30msと

した。

まず，この濃縮液中の乳酸の定量を行ない，乳酸生成

速度が 6.1μmoles/hr/mgdry cellsである事を認めた

が，この発酵速度は正常な速度の範囲内にあった。

ついで 2ケトグノレコン酸-6-リン酸の定量を試み

た。即ち，3ms中に濃縮液1.5ms， NADHz 0.5μmole， 

及び精製グノレコン駿ふリン酸脱水素酸素 [EC1. 1. 1 

43]150μgを含む溶液を300Cで反応せしめ， 波長340

mμに於ける吸光度減少の初速度を測定した。 ここに求

められた初速度から 2ケトグノレコン酸 6ーリン酸濃度

を算出したので、あるが，算出に当っては，標準品を用い

別に製作された標準曲線を用いた。叉，抽出操作の段階

から標準品を加えて回収試験を行なった結果，95%士3%

である事を確認した。このような方法に従って定量した

結果，2ケトグノレコン酸 6リン酸の細胞内濃度は3.5X

1O-3M と算出された。抽出時聞を5分とした時も，この

値は3.6xlO-3M となり 2分間の抽出操作により細胞

内の2ーケトグノレコン酸 6ーリン酸がほぼ定量的に抽出

され，しかもこの処理による分解は生じない事が確めら

れた。更に，菌体外の発酵液中にふケトグルコン酸 6-

リン酸は認められなかった。

つぎに，発酵中の細胞の有する 2-ケトグルコン酸-6ー

リン酸脱炭酸酵素の総活性を求める為に，発酵中の細胞

を王寺、冷集菌し， 洗浄したのち乾燥重量として1.2gに相

当する洗浄細胞を， 20μmolesのシステインを含む0.01

M のリン酸緩衝液 (pH7.0) 20 msに懸濁し， 0oCに於い

て音波処理(lOkc)を行ない，菌体からの蛋白質の溶出

を280mμ の吸光度測定により経時的に定量し， 併せて

脱炭酸酵素活性の溶出を測定した。 Fig.6に示される

ように，蛋白質の溶出は処理40分間で最大に達するが，

酵素活性は 25分後より徐々に低下した。音波処理40分

以後の活性失活度から処理による失活速度は5分間当り

5ro以下なので総活性は下記の式により算出した。

1201- 1 

100ト). A5"" ¥f3 dz 

よ~11 

10 20 30 40 50 6(1 

Sonicotion time Imin) 

Fig. 6. Stability of 2-keto-6-phosphogluconate 

decarboxylase during the course of sonication. 

・Enzymaticactivity. 
-0- ODz8om/， 

(5分後の活性)X(40分後の吸光度)
総活性 (5分後の吸光度)

このようにして求められた総活性から，乾燥菌体重量

1mg当り 23.5単位の脱炭酸酵素が含まれる事が判明し

た。しかし乍ら，この値は試験管内で設定された標準測

定条件に於いて算出された活性であり，細胞内活性を推

定する為には，ここに得られた活性を細胞内諸条件で補

正しなければならなし、。

この脱炭酸酵素活性は，基質濃度，マグネシウムイオン

濃度， pH及び温度等により影響される事が既に知られ

ている。細胞内 pH，"7グネシウム濃度は既に TAKEBE

ら臼)により決定され，細胞内 2-ケトグJレコン酸-6-リ

ン酸濃度は筆者らによって求められた。そこで，これら

の各因子についてそれぞれ補正を行ない，発酵中の細胞

内に於けるこの酵素活性を算出すると Table17に示す



26 北海道大学農学部邦文紀要第8巻第 1号

ように， 7.2units/mg dry cellsとなり， この細胞の示

す発酵速度 (6.1μmoles/hr/mgdry cells)とほぼ一致

する結果が得られた。同様の結果が，実際に細胞内条件

に於いて測定した場合に於いても得られた。

Table 17. Intracellular activity of 2-keto-6 

phosphogluconate decarboxylase 

Activity 

(μmoles/hr/mg of dry ce!ls) 

Assay condition 

pH 5.0 

2K-6PGA 5XlO-3M 23.5 

Temperature 300C 

Intracellular condition 

pH 5.9 

2K-6PGA 5xlO-3M 

乱192+ l.5XlO-3M 
7.2 

コン酸キナーゼが誘導的に合成され 2ケトグルコン

酸-6リン酸が生成する事が認められているが，ここに

生じた2-ケトグルコン酸一6ーリン酸は，まず脱水素酵素

[EC l. 1. 1.43]によりグノレコン酸 6ーリン酸に還元され

たのち，酸化的脱炭酸反応を一挙に触媒する脱水素酵素

[EC l. l. l. 44]の作用によりリリプロースー5-リン酸に

なるものと推定されてきた4)，7)，8)。 しかし乍ら，この推

定の一つの根拠は， 2ケトグルコン酸 6-リン酸を直接

にリブロース 5リン酸とする酵素が知られていなかっ

た事が挙げられ，本論に記した如く， 2ーケトーグノレコンl

酸-6-~ン酸脱炭酸酵素が新らしく見出された以上，微

生物に於けるグJレコン酸代謝は改めて検討されねばなら

ないといえよう。

即ち，ヘテロ乳酸菌類に於いて， i)脱水素酵素 [EC

l. 1. l. 44]のみを有する菌株 ii)脱水素酵素(ECl. l. 

l. 43]及び2ーケトグルコン酸-6ーリン酸脱炭酸酵素を有

する菌株及び iii)上記3種類の酵素を全て有する菌株が

Temperature 30'C 存在する事が認められたが，上記の Leu.1llesenteroides 

一一一一 PRL 33がたまたま， [EC 1. l. l. 43]及び [ECl. l. l. 

従って，Leu. 1llesenter百idesBO 7に於いて， 2ケトー 44]の両脱水素酵素を有する新らしい型の菌株である場

グルコン酸-6ーリン酸脱炭酸酵素が実際に細胞内でへテ 合のみ，先に記した推定は事実となる可能があるといえ

ロ乳酸発酵に関与している事を定量的側面から結論づ るのである。

けた。 更に，L. brevis A TCC 8281から得られた脱水素酵

考察

既に本論に記した如く ，Leu. 1llesenteraides BO 7は

グノレコン酸 6-リン酸脱水素酵素 [ECl. l. 1 .43]及び2

ケトグノレコン駿 6ーリン酸脱炭酸酵素を有する事が判明

し，更に，これらの酵素の細胞内活性がこの菌の示すヘ

テロ乳酸発酵速度とほぼ一致する事から，この菌株に於

いては，グノレコン酸 6ーリン酸がまず脱水素され2ケト

グノレコン酸-6-リン酸となり，ついで脱炭酸をうけてリ

プロースー5-リン酸となる系が存在する事が判明した。

ここに得られた脱水素酵素 [ECl. l. l. 43]は NADを

特異的に要求する点で異なるが，既に Aerobacter 居~12)

及び Pseudo1llonas属27)に見出されているいわゆる 2ー

ケト グノレコン酸 6リン酸還元酵素(グノレコン酸 6 リ

ン酸脱水素酵素 ECl. 1. l. 43)と基本的に類似した酵素

である。 Pseudomonas属に於けるこの酵素の生理的意

義としては，細胞内に生じた2ケトグノレコン酸-6ーリン

酸を還元してグノレコン酸 6リン酸とし Entner-Dou-

dro妊の経路に導入する作用が考えられている27)。一方

Leu. mesenteroides PRL 33を用し、 2ケトグルコン

駿を単一炭素源とする培地に培養すると， 2ケトグノレ

素 [ECl. l. l. 44]が硫酸アンモニウム処理により，脱水

素酵素 [ECl. l. l. 43]及び2ケトグノレコン酸-6リン

酸脱炭酸酵素に解離した事，及びこの3種類の酵素の存

在様式が菌株特異的である事を考えると，生物界全般に

存在する五単糖リン酸側路に於いて，これらの酵素の

“存在様式"が改めて問われる問題となる。既に，緒言

で述べた如く，グノレコン酸-6リン酸の脱水素された中

間体の存在の有無に関しては，古くから多くの研究者に

より論議がなされてきたが，これらの混乱の生じた原因

として上述の“存在様式"の特異性を無視してきた事等

が考えられる。 叉存在様式"如何では，当然代謝の

流れの変化が考えられ，代謝調節機構上からも大変興味

深い問題が提起されたといえよう。

叉，Leu. mesenteroides B07に存在する脱水素酵素

活性 [ECl. l. l. 43]がある酵素濃度を境にして急激に

比活性の上昇を示す事は，これ又，代謝調節上非常に興

味深い現象である。前述の，代謝の流れの変化を質的代

謝調節機構と考えれば，比活性変化は量的代謝調節機構

と考える事が出来る。ヘキソースからベントースを生成

する重要な役割を果すグJレコン酸 6リン酸の酸化的脱

炭酸系に，両調節機構の存在が推定された事となり，こ
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れらの点については，更に，将来詳細な研究が必要とな

ろう。
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摘 要

1) 典型的なヘテロ乳酸菌である Leu.mesenteroides 

B07より NADを特異的に要求し，グノレコン酸-6ーリン

酸から 2ーケトグルコン酸 6リン酸を生成する脱水素

酵素 [EC1. 1. 1. 43]を精製し，その諸性質を調べた。

ついで， 2ケトグルコン酸 6リン酸の脱炭酸を触媒

し，リプロースー5リン酸を生成する新脱炭酸酵素を精製

しその諸性質について調べた。

更に，これら両酵素の細胞内活性が，この菌株の示す

ヘテロ乳酸発酵速度とほぼ一致することから，両酵素が

実際に細胞内でヘテロ乳酸発酵に関与している事を推定

しこの菌株に於けるグノレコン酸-6-リン酸の代謝経路

として下記の経路を考えた。

グノレコン酸 6ーリン酸

仁山
NADH2 

2-ケトグルコン酸 6-リン酸

酸

白

川
C

J

 

ドー一
j

2) Leu. mesenteroides BO 7の有するグノレコン酸脱

水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]は，或る酵素濃度以上になると

高次構造変化と共に急激に比活性を増加する事が判明

しTこ。

3) ヘテロ乳酸菌類に於いては， i) グノレコン酸 6-リ

ン酸の酸化的脱炭酸反応を一挙に触媒する脱水素酵素

[EC 1. 1. 1. 44Jのみを含む菌株， ii)グノレコン酸 6-リン

酸脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及ひ 2-ケトグノレコン酸-

6リン酸脱炭酸酵素のみを含む菌株，及び iii)上記3種

類の酵素を全て含む菌株の 3群が存在する。

4) L. brevis A TCC 8281の有するグノレコン酸脱水

素酵素 [EC1. 1. 1. 44]は硫酸アンモニウム処理 (10070

飽和)により， 脱水素酵素 [EC1. 1. 1. 43]及び2-ケト

グルコン酸 6ーリン酸脱炭酸酵素に解離する事を認めた。
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