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Shonosuk巴 SAGISAKA1969 Studies on Cryobiochemistry in Plants. IV. Methods for 
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植物の低温生化学的研究 IV*

トランスケトラーゼとトランスアルドラーゼ

活性の測定方法について

匂坂勝之助

(低混科学研究所)

(昭和 44年9月受理)

1. 絡昌

この報告は植物組織から調製した粕酵素液中に含まれるトランスケトラーゼとトランスア

ルドラーゼ、の活性測定方法について考察を加えたものである。以下に述べる方法により上記酵

素の活性測定が可能になった。

“生物としての活性"を概定する一方法は酵素群の活性を測定することである。 細胞の

活の具体的内容の一面として，その細胞に必要な物質が必要な時に合成される際には，一連の

反応系が特定の方向へ効率よく進行していることが指摘出来る。酵素合成の開始と停止および

既存酵素の分解，あるいは酵素活性の見掛上の上昇と低下など，これらはすべて細胞あるいは

組織の機能と結びついている。

低温環境下の植物の物質代謝系として五炭糖燐酸回路の活性が顕著に高まり，これが解糖

系の反応系と措抗するような傾向を示していることは既に述べた九 この点を更に詳しく理解

する為に，これらの反応系を触媒している酵素群の活性を定量的に測定することを試みたがれi

酵素液中に存在する妨害物質のために困難であった。現在，実際的に用いられている活性測定

方法は主として DPN あるいは TPN の酸化還元による 340mμ の吸収変化にもとづくもの

であって2，3L植物組織抽出液のように褐色を呈する物質が大量に存者Eしたり，あるいは酵素の

問害物質の存在する場合は正確に近似的な値を得ることがほとんど不可能である。

妨害物質の絵去に活性炭が有効であることがわかり，市販の酵素標品を用いてトランスケ

トラーゼおよびトランスアルドラーゼ活性の測定条件を検討した。

本文では次の略号を使用した。

F6P，フラクトース 6-燐酸;GA3P，グリセノレプルデヒド 3一燐酸;G6P，グルコース 6燐

酸;Xu5P，ザイリュロース 5一燐酸;E4P，エリスロース 4燐酸;G6PDH，クールコースー6一燐

酸脱水素酵素 PHI，ホスホヘキソーズイソメラーゼ GDH，αーグリセロ燐酸脱水素酵素;

TIM，トライオース燐酸イソメラーゼ CySH，システィン 6PGLU，6ーホスホグルコン酸;

PFK，ホスホフラクトキナーゼ。

* 北海道大学低瓶科学研究所業績 第 1007号

低温科学生物篇第 27税昭和例年
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11.材料と方法

材料. 手11酵素液は前報1)と同様に調製した。 実験に用いた燐酸エステル主~の大部分と酵素標

!日1は Boehringeru. Soehne GmbHから購入した。 Xu5P，Ru5Pおよび R5Pの混液は次の

ようにして得た。 R5P10.0 ml (456 mg)に春期に採取した POρlus1-214から調製した籾皮部

抽出液 15.0ml (7.0 g生重量相当)， トリス塩酸緩衝液 1，500f1mole pH 7.4を加え 200Cで27

時間反応せしめた。 50%卜リクロル酷酸2.0mlを加えて除蛍白後， Norit Aを加えて滅過，つ

いで水酸化バリウムにて pHを6付近としたのち 4mlの 1M rS1d酸パリウムと 4容のアルコー

ノLを加えて燐酸ェステルを沈澱せしめた。この沈搬を洗浄乾燥後常法によってノくりウムを除去

しカリウム塩として実験に供した。

この溶液l.0mlは R5P42.5μmoleとケトベントース燐服部μmoleを含む。ホスホケト

ベントースェピメラーゼ、により触媒される反応の、ド衡は lであるから Xu5Pが 12.5μmole

まれている。

トランスケトラーゼ活性の測定原理- トランスケトラーゼは次の一般式にぶした反応を触媒

する。

CHzOH CH20H 
O O 

Cニ O 11 C=O 11 

140-ClH + 
C-H守二さ

HOiCEI + 
C-H 

R2 R1 
Rl Rz 

供与体 受容体

基質としては，反応に対する Km伯と反応生成物の測定の51ft易などの点から供与体の燐酸エス

テルに Xu5P，受容体として E4Pを選んだ。

CI-I20H 

C=O 
+ 

HOCH 

CI-IOH 0 

CH20 P-O-

O 

Xu5P 

O 
11 

C-H 

CH20H 

C 0 

守二三三 日OCH + 
CHOH 

CHOI-I 0 

CH20 P-O 

0-

E4P 

CHOI-I 

CHOH 0 

CI-I20-P-0 

0-

F6P 

O 
11 

C-I-I 

CHOI-I 0 

CH20-P-0 

O 

GA3P 

従って生成物の F6Pあるいは GA3Pを定量するとラその生成最からトランスケトラーゼ活性

が求められる。

F6Pの定量は次の反応式の通りで G6PDHにより生成する TPNH'a:測定することによ

った。

F6P~G6P 

G6PDH 
G6P+TPN一一一一一必PGLU+TPNH.H'
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粗酵素液を用いたトランスケトラーゼ活性の測定: 反応混液は次に示すものを 0.50ml中に含

む;Xu5P約1.0pmole (Ru 5 P約1.0，umole，R5P 3.4 fLmoleを含む)， E4P約2.85μmole，ト

リス塩酸緩衝液 pH7.4， 20 f1mole および粗抽出液 0.1O ~0.30 ml。反応は 250Cで行ない，一定

時間毎に 0.1O~0.20mlの反応混液をとって 0.20mlの0.2N過塚素酸溶液に加え，吏に 0.20ml 

のフラクトース溶液 (1μmoleを含む)と 0.20mlの水を加えた後， 0.20mlの DarcoG-60の

10%懸濁液を加えて 3，000rpm， 5分間違心し，定量を妨害する禍邑の物質を除去したのち上清

に含まれる F6Pの量を測定した。 F6Pの定量系の組成は次の通りである。分析試料 0.50ml 

(固体 KHC03で中和)PHl1.55単位， G6PDH 0.28単位， MgC12 30 pmole， トリス極酸緩衝

液 pH7.7， 150μmoleおよび TPN
1
0.32μmole，全容3.0ml。

トランスアルドラーゼ活性の測定原理: トランスアルドラーゼは次の一般式にぶした反応を触

媒する。

CH?OI-I 

C=O 
|十
日OCH

CHOI-I 

Rl 

供与体

CH20H 
o 

C=O 
C-H宇治 + 

HOCH 
R2 

I-ICOH 

R2 

受平寺休

0 
11 

C-H 

R1 

基質としての燐酸ェステルには次式のものを選んだ。従って一定時間の反応後に生成した

GA3Pを定量することで目的が達せられる。

CH20H 

C=O 

I-IOCH 

CI-IOH 

斗

CHOH 0 

CH20-P-O-

。
F6P 

。
11 

C-H 一一与
てアーー一

CHOH 

CHOH 0 

CH20-P-O 

O 

E4P 

GA3Pの定量は次式により行なった。

TIM 
GA3P一一一→DHAP

CH20H 

C=O 

HOCH 
十

CHOH 

CHOH 

CHOH 0 

CH20-P-O 

O 

S7P 

O 
11 

C-H 

CHOH 0 

CH20-P-O-

O 

GA3P 

日 GDH
DHAP+DPNH.H一一一→凸:-glycerol四P+DPN

組酵素液中のトランスアルドラーゼ活性の測定. 反応混液の組成は次の通りである。

6μmole， E4P 2.85μmole，トリス海酸緩衝液 pH7.435 pmole，組酵素液 0.20~0.30ml， 

F6P 

全容

0.5ml。反応は 250Cで行ない， 0. 1O~0.20 ml の llC~液を 0.20ml の 0 .2N 過庖素酸溶液に加えて

反応を停止した。定量を妨害する着色物質の掠去は上記 F6Pの定量と同様で，先ず 0.2mlの

グリセリン溶液 (2.2，umoleを含む)と 0.20mlの水を加えたのち 0.20mlの 10%Darco G-60 
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を加えて遠心し (3，000rpm， 5分)，渇色の定量妨害物質を除去した。 遠心上清の 0.50mlに含

まれる GA3Pを定量する系は次の通りである。 分析試料0.50ml (国体 KHC03で中和)， ト

リス塩酸緩衝液 pH7.2， 150μmole， EDTA 4μmole， DPNH約 0.1μmoleおよび 0.05mlの

GDHとTIMの混液，全容3.0ml。

III. 方法の検討と考察

これまで述べてきたように，植物から調製した粗酵素液中のトランスケトラーゼおよびト

ランスアルドラーゼの活性を測定するには， 酵素反応を行なったのち生成した F6Pあるいは

GA3Pを定量すればその目的を達する。

試料が透明で着色物質が存在しない時はあらかじめ特定の燐酸エステルの定量系醇素を過

剰に加えておし、て反応生成物を直接定量し，目的とする酵素活性を直接比色定量し得るのであ

るが， 植物から謂整した酵素は褐色を呈するのでこの方法は適用できない。 従って， ‘定時

間反応を行なわせたのち除蛋白し，蓄積した反応生成物を定量することによって目的を達し得

る。また，反応の平衡が生成物の側に寄っていること，あるいは換言すると生成物に対する酵

素の Kmが大きいことが定量の条件にあげられる。これらの条件を満たすものとしてXu5P十

E4P.=-F6P十GA3Pは Keq.=10.3であることが既に知られている幻のでこれを定量系に応用

可能であるが， 従来 E4Pの入手が容易でなかった為にこの反応系を定量に応用した併はまだ

知らない。従って，この反応系を実際に用い得るようにすることは特に活性の低い試料を取、り

あっかう上に必要と思われた。 上記の反応の生成物は F6PとGA3Pであり， いずれを定量

しでも目的を達するのであるが TPN の還元を測定

する方が DPNHの酸化を測定するより試薬の安定性

など有利な点があるので前者を用いた。この定量系で

は生成した F6Pを G6Pに変え，これを G6PDHに

より酸化してその時生成する TPNHを測定するので

あるから 340mμ 付近に吸収を有する着色物質があっ

ては非常に不都合である。しかし，植物抽出液中にあ

って褐色を呈し妨害する物質の除去には，種々検討し

た結果，活性炭が非常に有効であることがわかった。

第 l閣は F6Pの種々の濃度のものを緩衝液あるいは

TPNH 

OD 540 mμ 

0.20 

0.15 

0.10 
/ 

粗酵素抽出液を含む緩衝液に加え，方法の項に記した 0.05 

ように活性炭を加えて処理し，その遠心上清の F6P

を定量したものである。実験条件下でほとんどの着色

物質が除去され，通常の測定条件下で定量が可能であ

った。活性炭添加前にフラクトースを若干加えた方が

再現性が幾分よいようである。

トランスアルドラーゼ、活性測定の系として F6P

十E4P;;=，S7P+GA3Pの反応は既に広く用いられて

。
o 0.05 0.10 0.15 0.20 

F6P (ml) 

第1函 PHIとG6PDHによる F6P
の定量

O 摘物抽出液を加えない場合・植物抽出液を加えた場合
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いる 3)。織物からの粗酵素液に応用するのには，酵素由来の着色物質を反応生成物の量に影響

を与えることなしに除去することが必要である。この反応系で生成する GA3Pと S7Pでは

前者の定量が容易である。 GA3Pの定量も活性炭を使用して， F6Pと同様に可能なことがわ

かった(第 l表)。使用する活性炭は DarcoG-60が最も良い。活性炭の粒子があまり細かいと

遠心操作の段階で除去が完全に行なわれ難く，結果として謙作に時間を要し，またこれが定量

用溶液に混入すると， このものの性質として TPN や DPN を強く吸着するので注意、を要

する。 DarcoG-60はこれらの点で適当と思われる。

第 1表 Darco G-60処混と GA3Pの定量

GA3P， Darco G-60処理後

GA3P，計算{底

測定条件は本文の方法を参照

酵素活性測定の条件

1 

O 

O 

TPNH，μmole 

2 

0.043 

0.046 

3 

0.080 

0.076 

4 

0.150 

0.150 

組酵素由来の着色物質を除去することにより植物組織のトランスケトラーゼとトランスア

ルドラーゼ、の活性測定が可能になったことをこれまで述べてきた。 一般に，この方法で F6P，

G6P， GA3Pなどが反応生成物である場合の酵素

活性の測定が出来ることを意味し，植物組織中の

PHI活性の測定的も行なわれた。

細胞内代謝制御の研究が活発に進みつつある

現在では，単一の反応段階の基質として加えた物

質，あるいはその生成物が他の系の酵素の作用に

大きな影響を与えている例が益々増えつつあり，

生物細胞の効率的な物質利用を理解する上に大き

な要素となっている。

この活性測定の反応のうち，定量系の反応が

加えた燐酸ェステル，あるいはそれからの生成物

により問害(あるいは促進)される場合が考えら

れる。 トランスケトラーゼ活性測定の場合として

定量系の PHIとG6PDHに対する Xu5P，R5P， 

Ru5P， E4P， GA3Pの効果を， トランスアノレド

ラーゼ活性測定の場合には F6P，E4P， S7Pの

GDH， TIM iこ対する効果を検討した。 この結果

既に知られている如く S7PとE4Pの PHIに対

する影響5，6)を詳細に検討することが必要になっ

た。第2図に示した様に PHI活性が低いと E4P

TPNIJ 

OD 340mμ 
@ 
索
活
性 0.12

0.08 

0.04 

。

/ 

o 2 4 6 自 10

時!日，](分)

第2図 E4PとCySHの PHI活性
におよぼす影響

0，定量系に E4Pがない時の活性¥1， E4P 
が1.6x10-4 Mある時の活性'1"， E4Pが1.6x
1O-4M， CySHが1.6xl04Mある時の活性;
反応液は PHIO.02単位， G6PDH 0.28単位，
TPN+ 0.32μmole， MgClz 30μmole， F 6 P 0.05 
pmole， トリス海院長緩衝液 pH7.7， 150μmole 
を含む。全容 3.0ml。本文参照
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の問害効果が非常に顕著にあらわれ，定量条件は成立しない。この現象は定量の反応系内で生

成した TPNHが E4Pの還元反応に消費されているのでないことは明らかで(第3図)， また

E4P は G6PDHを阻害しないから(第4凶)， PHIに関して F6P定量の条件を求めればよい

TPNll 

kJ『→二
L間

J1!ifiiJ (分)

第 3図 E4P存在下の TPNHの安定住1:

反応液は PHI0.02単位， G6PDH 0.28単位，

TPN-0.32μmole， トザス販機緩衝液 pH7.7， 

150 f1mole， MgCIz 30 flmole， F 6 P 0.043μmole 
を含む。 F6Pを加えて反応を開始L，これが始ん

ど完全に G6Pを絞て際化された特に E4P(1.6 
xl0 4M)を加え TPN十の域減をしらベた。全容

3.0ml 

TPNJI 

，r
 
m
 

n

υ

n

u

 

d
句

集

ω

曳
u

v

-

h

u

n

u

 

ハu

制
昨
索
活
性 グ。泊三

/ 
f 

0.20 

。
o 1 2 34  5 

J1!fll日(分)

第4図 G6PDH におよほす E4P の彩 t~~t

¥7: E4Pの存在Lない場合
0: E4Pを1.6X10-4 M 加えた場合

反応液はお~ 2 I惑と同じ，I1H F6P の 1~ 1)に G6P

0.1ラltmoleを1!its

TPNH 

OD 
340mμ 

0.20 

v 。
o 5 10 15 20 

11年1/¥1(分}

第5図 E4P存在下における F6P

の定量条件

0， E4Pのない日寺; マ， E4Pを1.6X 10-4 M 加

えた時ー T，E4P 1.6XI0 4M， と CySH1.6x 

10-2 M を加えた日寺;・， E4P1.6XI04M，Ru5P 
0.7XI0-4M， XuうPO.7XI04Mおよび R5 P 2.3 

X 104M が同時に存在する場合，反応液は PHI
1.55単位攻含む。詳前，11¥工本交を参照

TPNH 

同uole

0.30 

0.20 

0.10 

。
。 5 10 15 

H年If¥l(分)

第 6図 トヲ γ スケ lラーゼ活性

iJliJ定の時附経過

O 完全系

・: 完全系から Xu5P，Ru5P， R5Pの混液を
除いたもの
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ことになる。 トランスケトラーゼ活性の測定条件として加えた E4Pが全く変化しない場合が

定量系内における E4Pの最大値であるので(1.6X 10-4 M)， この濃度の E4Pが存在する時に

定量が充分出来るまで PHI活性を高めた。第5図に示すごとく過剰の PHIを加えることによ

り満足する債が得られた。市販の PHIは高単位で、且つ，比較的安価なので PHIの使用量につ

いては定量方法上問題ないと忠われる。がふ CySHは PHIに対する E4Pの効果に何ら影響を

与えない(第2および5限)。

以上の結果から得られた条件下で，ポフラ靭皮部のトランスケトラーゼ活性を測定した例

を第 6図に示した。

一方， GA3P の定量に関する反応、系は E4P の影響をうけない。 GA3P脱水素酵素は

E4Pを徐々に酸化することが知られている。 この GDHと TIMによる反応は市販酵素に

DPNH酸化酵素が含まれていないので考察する必要がない。

V.摘要

1 憾物から調整した粗酵素液中のトランスケトラーゼと， トランスアノレドラーゼ活性を測定

する際の問題点は，酵素由来の着色物質にあるので，これを活性炭を用いて除去する方法を記

述した。

2 トランスケトラーゼおよびトランスアルドラーゼの反応産物である F6PとGA3Pをそれ

ぞれ定量する条件を確立した。
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Summary 

The present report deals with a method for the quantitative determination of 

transketolase and transaldolase activities in crude plant巴xtracts

Wefr巴quentlyencounter di伍culti巴sin the det巴rminationof fructose 6-phosphate or 

glyceraldehyde 3-phosphate which are formed in th巴solutionas a result of transk巴tolaseor 

transaldolase activities. The di伍cultiesarise from the presence of yellow and brown 

colored substances found in the crude extract目 A direct analysis of the phosphate after 
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the reaction may give unreliable results and may disturb th巴 conventionalsp巴ctrophoto-

metric assay at 340 mμ. 

By use of Darco G-60， it becomes possible to remov巴 thedisturbing substances 

without any influence on the amount ofthe phosphates. Procedures， which permit the 

quantitative det巴rminationof fructose 6-phosphate and glyceraldehyde 3-phosphate are 

described. 


