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水産動物筋肉の酵素化学的研究

6. ィヵ筋肉の 9ンゴ酸酵素 (malicenzyme)に及ぼす

各種カノVポン酸沿よび阻害剤の効果

柴田猛*・北原直$・吉村克二*

Enzymatic Studies on the Muscle of Aquatic Animals 

6. E宜ectof various carboxylic acids and inhitors on squid malic enzyme 

Takeshi SHIBATA*， Tadashi KITAHARA* and Katsuji YOSHIMURA* 

Abstract 

A study was made of theeft'ect of various carboxylic aeids and inhibitors on 
partially purified malic enzyme (l-malate: NADP oxidoreductase， EC 1.1.1.40) 
of squid muscle (Omma8trephe8 8loαni pacificu8). 
1. Of the intermediates of the citric aeid cycle tωted， oxaloaωtate， citrate 
strongly inhibit the enzyme and pyruvate is less eft'ective. However， by suecinate， 
fumarate and a:-ketoglutarate， ineluding acetate also， the enzyme is inhibited only 
at much higher coneentrations than that of the substrate. 
2. The homologs of carboxylic aeid， tartronate， malonate and oxalate eft'ec-
tively inhibit the enzyme， but oxamate is le飽 e貸ective.
3. Arse国防， azideand宜uorideare not appl¥ω:iably inhibitory， whereas arsenite 
markedly inhibits the enzyme at the鍋 mepoint of co創出entration.
4. p-Chloromercuribenzoate is the mωt eft'ective inhibitor. Pb2+， Cu2+ and 
Zn2+ inactivate the enzyme. 
5. Some pωsible metabolic interrelation圃 werediscu倒ed.

緒宮

前報1)に於て軟体類(イカおよびホタテ)筋肉中に malicenzyme (l・malate:NADP oxidoreduc-

ta鵠 EC.1.1.1.40)の存在を認め，その精製法と二三の性質を述ぺ，酵素の生理的意義を論議した。

この酵素は炭酸固定および解糖系とクエン酸回路との連結に重要な意義をもっ。 malicenzymeがク

エン酸回路の速度を調節するのか又はその逆になるのか興味ある問題である。ここではクエン酸回路

の中間物が malicenzyme作用に如何なる変化を与えるかを調べた。オキザル酢酸とクエン酸が酵素

作用の阻害をおこした。併せて中間物のカルポン酸類似体と各種の阻害剤についても検討した。又精

製した酵素でもリンゴ酸脱水素酵素が混在しているが，阻害テストから二つの酵素を区別出来ること

が認められた。

本北海道大学水産学部生物化学教室
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験

実験は前報llt全く同様に行った。活性の測定は Faulkner法2lの変法を用い，l-m且，lateの基質濃

度はすべて 3.3xlO-8M である。精製酵素は塩祈，燐酸カルシウムゲル吸着後， DEAE・セルローズ

分別 (pH7.0)を行い凍結乾燥した製品を用いた。

実

果

1.クエン酸回路中の中間物の効果

malic enzymeの存在位置から考えてクエン酸回路との関係が想像される。クエン酸回路の中間物

がmalieenzymeの活性にどの様な影響を与えるかを示したのが第1表である。オキザル酢酸および

クエン酸が最も著しい阻害効果を示した。特にオキザル酢酸は反応、基質のリンゴ酸の濃度以下で50%

以上の阻害を示す。クエン酸は基質と同じ濃度では 45%の阻害を示す。 Heyningenand Pierie8lは

フマール酸の阻害を，Stiekland'lはアスパラギン酸とコハク酸の阻害を報告しているが，著者らのテ

ストでは効果が少なかった。しかし彼らは，クエン酸の阻害を報告している。オキザル酢酸の強い阻

害的効果は Kun5lによっても報告されている。しかし rケトグルタール酸は効果がない。モノカル

ボン酸のピルビン酸，酢酸，乳酸は中間的な阻害度を示しているが，三者の一連の関係から恐らく反

応生成物による阻害であろう。この用いた精製酵素中に混在するリンゴ酸脱水素酵素の活性は，malic 

enzymeと異なり，l・リンコ、酸によって阻害され， 50%阻害には1.6xl0-2Mのリンゴ酸を必要とし，

結

E宜'eetof variousωrboxylie aeids on dωarboxylation 
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オキザル酢酸による基質阻害は認められない。

2.カルボンE昼間族体の阻害

この中間物類似体による阻害効果を第2表に示した。これらのカルポン酸は対応する中間物質より

も大きい阻害度を示す。即ち修酸とオキザル酢酸，タルト1コン酸，マロン酸とコハク酸，オキザミン

酸とピルピン酸と対応させると約2倍近くの大きい阻害を示した。修酸が最も顕著な阻害効果を示

す。混在するリンゴ酸脱水素酵素はマロン酸の 3.3xlO-8M の濃度で 29るしか阻害されない。

3.各種阻害剤の効果

普通阻害剤と考えられている試薬についての効果を第S表に示した。アザイド，弗化物は効果がな

い。恐らく金属酵素で情ないと思われる。酸化還元に関係するヒ酸と亜ヒ酸には対照的な効果が表わ

報業産水大:lt 
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Effeet of various inhibitors on deearboxylation of 
l-malate by squid malie enzyme 
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れているので恐らく活性に酸化還元作用が関与している。特に著しいのは p-クロロマーキュリ安息

香酸の阻害である。これはチオール群の特異的な阻害剤でこの酵素には SH基が含まれていると考え

られる。しかもこのチオール試薬の阻害は還元型のグルタチオンの添加によって活性を回復する。即

ち0.3xlO-'Mの阻害剤濃度で 4x10-3Mの還元型グルタチオンの添加で完全に回復する。しかしこ

れ以上の濃度になるとやや活性を減少させる。混在するリンヴ酸脱水素酵素ではこのチオール試薬に

は全く阻害されない。

4.金属の効果

前報1>に於て Mg2+および Mn2+によって活性が促進されることを報告したが，他の二価陽イオン

が阻害的に作用する。その結果を第4表に示した。これらのイオンの阻害の程度は，カルポン費量や他

の阻害物より大きい。これらの金属の阻害は酵素へ直接作用し酵素蛋白の変性をおこすのであろう。

柴田外:1崎町

Effect of metal ion目 onおcarboxylationof 

l-ma!aぬ bysquid malie enzyme 
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論織

ma1ic enzymeによる l-リンコ'酸の脱炭酸作用を 50%阻害する各種有機酸及び阻害剤の濃度を第

5表に示した。デイカルポン酸やリンゴ酸と関連する世ヒドロオキシデイカルポン酸が強く阻害して

Inhibitor concentrations corresponding to 50 per cent 

inhibition of malate dE蜘rboxylation
Table 5. 
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いる。この他に，メゾオキザル酸，酒石酸，アスパラギン酸の阻害も報告されている8，4，)。これらの阻

害は一部は措杭的，一部は非措杭的である日とされている。同じデイカルボン酸でも，a:-ケトグルタ

ール酸，コハク駿，フマール酸が阻害程度が少ない。恐らくカルポキシル基の離れ具合に依存してい

るのかも知れない。カルポン殻同族体が強く阻害するのは，対応する中間体よりも更に強い親和基を

持っているためである。

この内に，特に興味を引く事は，オキザル酢酸とクエン酸の阻害である。イカの malicenzymeも，

オキザル酢酸の脱炭酸作用を持っている。酸化と脱炭酸作用が，酵素の同じ部位で行なわれるかどう

かは，不明であるが， Boyer肋やK四日が，金属キレートの電子引力効果を期待しており，脱水素作

用と脱炭酸作用とが，同時に起り，遊離のオキザル酢酸が蓄積することなしに行なわれることに特徴

がある。その詳細については，不明である。又 Rutterand Lardy71が，可能な反応式として，次の

式を提出している。

Enzyme+ l-maIate+ N ADP ~oxal伺.cetate-Enzyme+N ADPH + H+ 
Me++ 

oxaloacetate-Enzymeζ=:!pyruvate+COz+Enzyme 

このオキザル酢酸と酵素の複合体の形成が，行なわれると考えられる。オキザル酢酸の添加は，この

複合体の形成を妨げるために，見掛け上阻害される結果となる。

クエン酸が，解糖作用を阻害する8-11)。これは特に，伽 'lJかoでも伽似troでも，ホスフォフラク

トキナーゼで，阻害されている。これは，呼吸系と解糖系の違けいを暗示し，解糖作用の促進によっ

て，クエン酸が蓄積して，解糖作用の速度を調節するものと推定されている。クエン酸の蓄積が，ク

エン酸回路の第一の制限因子であると想像される。 malicenzymeの場合も，今の例が，適合出来る

かどうかは，伽似仰の実験の結果を，待たねばならないが， Lardyら12) は， malic enzymeが，

クエン酸形成のために役立つデイカルボン酸のレベルを調節すると推定しているが，クエン酸の阻害

は，この仮定を説明出来よう。 malicenzymeの by-path的な役割も存在すると考えられるが，ク

エン酸回路と関連づけて説明するのが困難である。それは， malic enzymeの l∞alizationや，ピノレ
ピン酸がクエン酸回路に入る主経路の，アセチル co・Aの形成反応とも比較せねばならない。
前報1)に於いて， malic enzymeの役割についていくらか論議したが，ピルビン酸が glO!巴O伊醐is

に関与するためには，燐エJールピルピン酸に変化せねばならないが，直接に，ピルビン酸キナーゼ

の経路をとらず， ma1ic enzyme，リンゴ酸脱水素酵素， phωphoenolpyruvate carboxykinaseの過

程を経て行なわれる。軟体類のグリコーゲン含量は多いが，その源は知られていなし、。脊椎動物で

は， malic enzymeが gluωge田sisから除かれているが，多くの軟体類の ma1icenzymeの活性の

高いことや Simpsonand Awapara18)は， phωphoenolpyruvateωrboxykinaseの高いレベルをも

っている軟体類には ma1icenzymeが存在しないと言う。このことより，軟体類の gluco伊国自isに

malic enzymeが関与しているのではないだろうか。又比較発生生化学的面からも貝殻形成の炭酸固

定の問題がイカには存在する。

要約

イカ筋肉の DEAE-セルローズ分別した精製酵素を用いて，クエン酸回路の中間物の効果，同類似

体の効果，阻害剤の影響について研究した。

クエン酸回路の中間物中，オキザル酢酸，クエン酸が著しい阻害をみせ，a:-ケト酸，コハク酸，フ

マール酸では効果がなかった。中間物の類似体は，対応するカルボン酸よりも強い阻害をみせた。亜

ヒ酸は強い阻害をみせたが， ヒ酸，アザイドおよび弗化物は効果がなかった。?クロロマーキュリ安
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息香酸は，強い阻害作用をみせ， SH型酵素なることを暗示した。 Pb2ヘCu
2七Zn2+，の二価イオン

も酵素を強く不活性化した。 malicenzymeに対しての阻害剤の役割や，その生理的意義などを論

議した。
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