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イラガ前踊と踊のフォスブォリラーゼ

及びアルドラーゼ活性について一%

竹原一郎

(低温科学研究所生物学部門)

(f昭和37年 8fl受理〕

1. はしがき

前報1)ーのまでに， 数種の昆虫の体内lζグリセリンが存在する乙とを報告し，特lこイラガ

Monema fia7Jescensの越冬前踊については，その日然状態におけるグリセリン量の変化と耐i束

性及び休n民との関係を調べ，史にそれらが環境楓l支によって，どのように影響されるかを述べ

た。 そして，それらの結果及び蚕の休11民卵めやシクロピア蚕の休眠踊6)の結果から，グリセリ

ンはグリコ戸グンから生成されるであろうと推論した。乙の報文では，グワセリン生成の機構

を知る為の予備実験でその存在が明らかにされたフォスフォリラ戸ゼ活性とアJレドラ戸ゼ活性

について報fりする。

11. 実験の材料と方法

イラガは札幌市内で，幼虫の聞に採集，虫舎内で飼育し，マユを作らせた。マユは秋から

冬の期間戸外におき 2月中頃 -50Cの低損害Hζ移し保存した。乙の条件では形態的変化は起

らない。前踊を腕lこしたいn寺は，これを 200_250Cの恒出?のに移した。この温度では， 20日間

に半数以上が， 30日間で大部分が踊になった。

酵素液として， イラガ越冬jjij踊或いは踊を -200Cで凍結後， その生体'li:の 2{庁長のJJ)tイ

オン水と共lこWaringblendorでホモジェナイズ，約 14ρ00gで5分間速心分離。その Urrを

滅過した ìE~液を用いた。

グlレコ戸ズー1-燐舵(G-1-P)のK.l1iXはノfレイショのフォスフォリラ{ゼを用いて訓製し

た。 その純度は約90%であったのヘキソーズ 2燐回全 (HDP)はBa1年で NutritionalBiochemi-

cals Co，の製品をそのまま用いたの

フォスフォリラ{ゼ活性を測定する際の反応混液の組成はi欠のi湿りであるの

酵素液
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36 竹原一郎

NaF (0.5 M) 

Tri，-maleate緩衝液 (0.2M)
0.2 " 

1.3 " 

綾f草J液の pH~土 6.0 与えいは 6.6 ラ }え応温度は 370Cである。 反応は 10%ト1)クロ{ノレ酷敵

(TCA) 10 mlを加えて作止させ，その除夜白泊、液について知機燐を Fiske-Subbarowi1;で定臣、

反応混j復刻りに遊間mする 1!!~機燐の置を町、ってフォスフォりラ{ゼ活性とした。

アノレドラ戸ゼ活性の測定は Sibley& Lehningerの方法η によった。その反応iIl¥波のま11.成

はJ欠のi白りである。

I'i手足夜 1.0 mC 

HDP(ヰ0.03M) 0.25 /1 

}匂clrazine(0.56 M) 0.25 " 

Tris緩衝液 (0.2M) 1.0 " 

緩衝放の pHは7.5或いは 8.6，反応温度は 380Cである。反応は 10%τCA2mlを加えて

作止させた。アノレドラ戸ゼ活性は反応混液当りの 540mμ のl吸収で表わした。

III. 実験の結巣と考察

1) フォスフォりラーゼ

先ず反応i時間とブオスフォリラーゼ活性との関係を見ると、 昨京液が 0.15mlから1.0ml 

の11¥1，ζの以jぷは|時間とたにー 少なくも 60分までは直線的に進行する。又内予素限度とその活

性の関係は， fお1図に見るように，両手京濃度のi千仏、埼合lこは直線開係を示す， しかし低い畔京

濃度ではやや上向きのrll防長を示している。これは恐らく，昨京液rllに介まれていると忠われる

解離しやすい activatorの影併によるものかも知れないの このような例は子l長つかの昨京でも1;;1¥
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第2図 ブオスフォリラーゼ活性に対する基質税佼の影響

られており、これはその酵京濃度がlNすに従って， activ巴な明の酵，+~の割合が増加する為であ

ると泊明されている 8)

1!fS 2悶lこは， 照美:活性に対する基質世I文の話21国?を;示す。 この悶から求められたG-I-Pに

対する K出の舶は約1.l2xlO2Mである。ウサギの筋肉フォスフォリラ{ゼ的で報告されてい

るK加の航は， ζれに比べてやや小さく 5.7x10-3 Mであった。

笥';3関lこ見るように， この陣取活性lこ対する寝泊 pHは6.6附近にある。ウサギの筋肉フ
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第3図 フォスフォリラーゼ活性応対する pHの影響F
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オスフォリラ{ゼめの至適pHは6.5-6.9と報?をされ

ており， ζの点、に関してはイラガの場介とよく一政し

ている。

r:"くlこ動物紹織のフォスフォリラーゼの acti，叫or

として女[1られているアデノシンー5ー;瞬間i支(A-5-P)が，

イラガのフォスフォリラーゼ活性の場合lこも，その影

響を及ぼすかどうかを調べて見た。 ~fJ 1表lこ示すよう

第1表 フォスフォリラーゼ活性に対す
るアデノシン 5燐酸の影響

持本文参照

lこ実験の項で述べた方法で調製された酵素液(A)に対しては， A-5-Pはその活性を1.4-1.5倍

増加させるに過ぎない。一方ー醇素液(A)から飽和硫安 (pH6.8)でその酵素蛋白を沈澱させ，そ

れに適当量の脱イオン水をJmえて調製した酵素液(B)を用いた場介lこは， A-5-Pは約4倍もそ

の活性を増大させる。 このような A-5-Pの影響は，第4図lこ見るように，その濃度に依存し

ている。ウサギの筋肉フォスフォリラ{ゼの場介， A-5-Pはその活性を 30-35%増すと言わ

れているが9)JO〉， 昨京 (A)の場合がこれに相当するのかも知れない。又フォスフォリラーゼは

Mi安によって阻得される乙と及び，その瓶害が A-5-Piこより或る程度除かれるという報告9)が

あるが， ここで示した酵ぷ(B)の場合のような大きな影手呼は見られないようである。このよう

な影響を与える原凶は今のと ζ ろ不明である。
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第4図 フオスフォリラーゼ活性lζ対する A-5-Pの影務



イラガ前婦と蝋のフオスフォリラーゼ・アノレドラーゼ活性

第51苅は醇京活字uζ対する j品度の影響
を示すο。OCから 350Cまでの揃度裕問では
この関係は Arrheniusの式lこ従い，直線で

示される o ζの聞から計算した活性化エネ

ルギーは約 16，000calである。 これに対し

ウサギの筋肉フォスフォリラーゼ町のそれ

は約 25，000calと報ftfされており，この間lこ

はかなりの業がある。又図で克るように

450Cで既に酵素活性の低下が起っているが

ウサギの筋肉フォスフォリラーゼの場合lこ

も39
0

Cより目L度が高くなると西孝索活性の

急速な低下が観察されている。 活性化エネ

Jレギ戸の場合とは違って， このような熱変

性と思われる酵素の不活性化の起る温度範

阿に関しては両者共太休一致しているよう

である。
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2) アルドラーゼ

乙の酔京のi具合lこも反応曲線は， 酵素 第5図 フオスフォリラーゼ活性!c対する温度の影響

34 
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36 

液が 0.2mlから1.0mlまでの問，少なくも初めの 10分間は直線になる。 問手索活性と酵素政二度

の問係も:5fJ6関lこ示すように，酵素波が1.0mlまでは直線となる。

内宇奈;活性lζ対する基質濃度の影響を示した第7図から求めた κーの{自立約1.5xlO-3 M で
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第6図 アノレドラーゼ活性(c対する酵素濃度の影響
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第7図 アノレドラーゼlζ対する基質波疫の影響

ある。 これは Dounce笥flりが筋肉結!日アノレドラ{ゼで求めた K叫の依 (0.001~O.002) とよく一

放している。

第8関{こ見るようにこの反応の雫.i@pHは7.5であるの Siblay& Lehningerη はアノレドラ{

ゼの刑通pHは8.6であると報告している。しかし Dounce等11)は Sibley& Lehningerの用

いた測定法の為にその至適pHがアノレカリ側にずれているとして，その測定法を改良， 7!(j，j;li 

がアjレドラーゼのE経過pHであると述べている。イラガの場合lこSibley& Lehningerの方法

を用いたにも拘わらず7.5という主過が得られたのは何故かう 又ζの値が本当に正しいものか
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第8図 アノレドラーゼ活性lと対する pHの影特

0: γris緩衝液、 ・C;lycine緩衝液
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は，今後詳しく調べてみなければ分らない。

次lζ酵索活性lζ対する温度の影響を見ると(第9図)， フォスフォリラーゼの場合と異なっ

て， 30
0

C附近lζ明らかな折れdtlりが生ずる。これら 2つのi直線から，それぞれ活性化エネノレギ

{をril-算すると， 300Cから 500Cまでの温度純国では 7，800cal， OoCから 300Cまでの組問では

16，900 calである。 u可に求めたウサギの血液のアノレドラ戸ゼ活性12)に対する場合lこは，3T'Cか

ら-5.5
0

Cのjlull支給開で， 折れ[111りはIt¥米ず、その活性化エネ Jレギ{もイラガの場合よりかな

り大きく 18，000-21，000calであった。 又長)j皇制度の問題lζ関し，筋肉ホモジェネ戸トとその

結!日アjレドラーゼの場合川には 30-35
0Cにそれが存在していると報告されているが， イラガ

及びウサギの血液の場合にはそのような至適漏度の存在は見られない。これは酵栄液中lこ共存

する蛋白その他の保護物質の効果によるのかも知れないが，精製した酵素が何られるまでは明

らかではない。
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3) イラガ前嶋と嫡との酵素活性の比較

200C の恒日誌に移されたイラガ前蛸が揃になった/I~}，こうして得られた蛸とそれまでーゲC

で{恥ιされていた前踊とから酵ぷj夜を銅製してうフォスフォリラ戸ゼとアJレドラ{ゼ活性をそ
れぞれ比較してみた。第 10図lこ示したように， 踊の方に少しその活性の低下が見られるが，

殆んど両活性の間に志いがないとパってよい結果である。このことから，両酵京共，踊で起る

i欠に述べるような凍結による死と何の関係もないことが明らかである。それは、酵素液調製の

|察前踊も踊も -200Cで数/1寺間凍結しているにも拘わらずラ -50C，2分間の凍結でも死んでし

まう蝋でも -20
0

Cの凍結で生存し得る前踊でもり， その酵索活性に業が認められないからで
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第10図 前gi市と蹴のフォスフォリラーゼ及びアノレドラーゼ活性

A: フォスフォリラーゼ、活性 B. アノレドラーゼ活性

0: 前附， e 焔

ある O

IV. 摘 要

イラガ越冬前rt~自と踊にフォスフォリラ「ゼ及びアノレドラ{ゼ活性のι;(t:を認め，それら IW­

京の幾つかの性質について調べた。

フォスフォリラ~ゼ活性の G-1-P に対する K'mJ の値はがlJ 1.12 X 10-2 M， その至適pHは

6.6，活性化エネJレギ{は Oocから 350Cまでの温度組問で約 16，000calであった。又A-5-Pは

この酵素活性，特lこ一度硫安で沈澱させた酵素液の活性を著しく増大させた。

アノレドラ{ゼ活性の HDPIζ対する K制の値は約1.5X 10-3 M，主適pHは7.5であった υ

この醇索活性の場合， Arrh巴niusplotは300C附近に折れ出りを生じ，その活性化エネ/レギ{

はOoCから 300Cまでの侃度給問では 16，900cal， 300Cから 500Cの範刊では 7，800calであった。

前蛸と踊のフォスフォリラーゼ及びアjレドラ{ゼ活性の11Mには殆んど差が認められなかっ

7こO

終り lこ，街11交聞くださった朝比奈英三教般に感謝する。
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Resume 

Phosphorylase and aldolase activity were found in the overwintering prepupa as well 

as the pupa of a slug caterpiller， Monema flavescens. The present paper describes several 

properties of these enzymes. 

With phosphorylase， the Kηιvalue for G-1-P was ca. 1.12 x 10 -2 M. Optimum pH was 

near 6.6. Th巴 Arrheniusplot was linear within the temp巴raturerange from OOC to 350C 

and activation energy was 16，000 cal. A-5-P remarkably巴丘町民denzymatic activityラ巴s-

pecially the enzyme solution made from the pr巴cipitat巴 oforiginal enzyme solution by 

(NH.)2S0• 
With aldolase， the 1(明 valuefor HDP was ca. 1.5 x 10-3 M. Optimum pH was about 

7.5. In contrast to phosphorylase， the Arrhenius plot was non-linear and a downward bend 

was observed旦t30oC. Activation巴n巴rgywas ca. 169，000 cal within the temperature rang巴

from OoC to 30oC， while within 300C to 500C it was 7，800 cal. 

There was found no di任erenc巴 betw巴巴nprepupa and pupa of the slug caterpiller in 

enzymatic activity of phosphorylase and aldolase. 


