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水産動物筋肉の酵素化学的研究

7. イカ筋肉のリンゴ酸酵素 (malicenzyme)の再精製

北原 直*.柴田 猛*

Enzymatic Studies on the Muscle of Aqua品icAnima.ls 

7. Furthe;r purifica七ionof malic enzyme from squid muscle 

Tadashi KITAHARA and Takeshi SHIBATA 

Abstract 

Further purifico.tion by column chromatogr品，phyon DEAE-Seph晶dex(A・50)of m晶lic
enzyme (EC 1.1.1.40 l-mal胸 NADPoxidoreduc脇田e)from自quidmuscle (0例制strephes
81，叩nipacific制)w，品自 C晶rriedout. The resulting enzyme包 free or malic dehydrogenase 
ac色ivity 晶nd homogneous electrophore色icallyon cellulωe aceta.旬 membrane. Some 
properti回 ofthe白血，ymeare similar toぬ0間 ofもhepreviously ob旬訂ledp晶凶i乱llypurified 
enzyme. No impo出品 differenceswere ob自erv.edexω'pt the品館nityfor NADP. The 
必stributionof the enzyme was studied in sever品l叫 U畠，tacspeci倒・

緒 雷

前報1)，のにおいてイカ筋肉の malicenz戸田 (l-malate:NADP oxidoreductase EC 1.1.1.40)の

精製法とクエン酸回路中間物およびその類似体の効果， 阻害剤の影響を述べその生理学的意義などを

論議した。以前の酵素製品には malicdehydr唱団laseが混在しており DEAE-cel1uloseでは分別でき

なかったが， DEAE-Sephadexカラムを使用する ζとIr.よって malicenzymeとmalicdehydrogenase 

との分別に成功したのでその精製法と二.三の性質を以前の製品と比較して報告する。併せて二，三

の海産動物の活性分布を調べた。

実験

活性のlJIJ定および精製法には Sephadexカラムを用いた以外は前報と全く同様11:行なった。 DEAE-

Sephadex (A-50)の調製は蒸溜水で充分膨潤させてから酸アルカリで洗い O.OlM燐酸緩衝液 (pH

7.0)で緩衝化させてカラム (2.5x45cm)に充視した。セルロースアセテート膜による電気泳動は市販

品の SEPARAX膜を用い pH8.6の燐酸緩衝液 (μ=0.06)で lmA/cm，3時間泳動させポンソー

3Rで染色した。活性分布の酵素液の調製は 0.15MKClで抽出し 6，伺Or.p.m.10分間違心分離し更

に 5O，OOOr.p.m.20分間違心分離した上澄被を酵素液として用た。なお精製操作はすべてどCの低

温で行った。

. ;;t凶毎道大学水産学部生物化学教室
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果

Malic enzymeの精製

ー一一DEAE-Sephadex分別一一

試料筋肉を 9倍容の 0.15MKCl (1O-3M EDT A を含む)で抽出し抽出液を 300Cで10分開放置し

6000r.p.m. 10分間遠心分離後 30-6096飽和硫安で塩折される区分を集め 50mlの O.OlM燐酸緩

衝液 (pH7.0) Ir.溶解し 51の O.OlM燐酸緩衝液 (pH7.0)で一夜透析して硫安を除き 25，ωOr.p.m.

10分間遠心分離した上澄液を，あらかじめ O.OlM燐酸緩衡液(pH7.0)で緩衡化しておいた DEAE-

Sephadex (A -50) カラムに通して燐酸緩衡液 (pH7.0)の 0.01-0.3Mまでの濃度の gradient法で

溶出した。乙の結果は Fig1 Ir.示される。 A.B. C.三つの蛋自のピークがが認められ A.Bのピ{

クはいずれも malicdehydrogenaseの活性を有し Cの部分に malicenzymeの活性があり malic

dehydrogenaseの活性はなくまた A.Bの部分には malicenz戸田の活性はなかった。 malicenzyme 

は約 0.25Mの燐酸緩衡液で溶出されζの部分の比活性は用いた試料の約 96倍になった。
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Fig.1. 

一一ーCelluloseacetate electrophoresis-一一

DEAE-Sephadex によって分別された malicenzymeと malicdehydrogenaseを更にセルロース

アセテ{ト膜による電気泳動法で確めてみた。その結果は Fig2 Ir.示される。カラムに通す前の酵素

製品を比較対照とし， Fig 1 I乙示した A.B.C.三つのピークを用いて電気泳動を行なった。カラムに

通す前は 4つのバンドが見られ 4種類の蛋白が含まれていたと思われる。ピーク Aでは 3つのパン

ドが見られ再クロマトグラフによって 2つのピークに分れ第二のピーク附近に malicdehydrogenase 

の活性が見られたが活性ピ{クと蛋白ピークは一致しない。 Aは2つの未知蛋白と malicdehydro-

genaseの混合物と推定される。ピーク Bでは 1つのはっきりしたバンドがみられ malicdehydro. 

genase活性が主にζの区分に存在し再クロマトグラフによっても単一のピークを示し， ζのものは活
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性ピークと一致する。またピーク Cも1つのバンドで malicenzymeのみと恩われる。ピーク Cの

malic enz戸田はカラムクロマトグラフ的にも，酵素活性的にも，また電気泳動的にも malicdehydro-

genaseと分離でき単一だと恩われる。

全精製法の一例を示すと Table1の様になる。前報の rnalicenzymeの比活性が約19倍であった

のに今回は 96倍となり前報より 5倍強程精製きれた。

• 

Fig. 2. The pa品旬，rnof malic enzyme 岨 dmalic dehydrogenase on cellul佃 eace'旬te
membrane electrophoresis. Electrophoresis w晶sc品目ied ouも at pH 8.6 
phosphate buffer (j.t=O.06)， lmA/cm， 90V for 3 hours. (See in Fig.1.) 

T品ble1. Purification of maJic enzyme from squid mu自cle.
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Malic enzymeのニ，三の性質

ζの酵素製品を用いてニ，三の性質を調ぺ以前の結果と比較検討してみた。

一一pHの効果一一

pH 5.4-8.5の間のいろいろな pHで活性を測定したのが Fig3 t1:示きれる。 pH7.2附近に至適

pHを持ち比較的酸性側では活性が安定であるのに反し， アルカリ側では急速に不活性化して行く。

また以前に報告した酵素製品の至適 pHも7.2附近で相異は認められなかった。

0.20 

e 
E 、、、
E 
~ 0.10 
同

ヨ
h
z
h，z
o
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‘
 。

pH 
6 7 8 9 

Fig. 3. Effect of pH on自quidmalic enzyme. Experimen旬1condition wωthe s晶me
品自泊もhepreviou自reportex口ept色hatphosph品飴bu宵erwωusedinもherange 
of pH 5.7-7.2. 

一-~ハエリス定数一一

malic enzymeの基質として l-malateとNADPを用いて反応速度IL及ぼす基質濃度の効果を調ぺ，

Km は Lineweaver-Burk法で求めた。その結果は Fig4とFig5 11:示される。 l-malate11:対する

Kmは1.1x lO-sM， NADPでは1.3x1O-6M であった。前報の Kmはl-malateでは1.3xlO-sM， 

NADPでは 6.6xlO-'Mであったので基質に対する親和力には差はないが， NADPIζ対する親和力

が約5倍増加している。恐らく混在していた malicdehydlO伊naseの NADPに対する親和力があ

るためと思われる。

v. 

Fig.4. LiI蛤，weaver-Burkploもofsquid malic 
enzyme acも，ivi色'yfor l-malate. Ex-
perimen旬1condiもionw，闘志hesame 
品目 hもheprevious report excep色that
1・mal晶飴W品目usedin ther晶n吾:e(0-40 
μmolω). 

•• 

-1. ・<.。
'/0 

Fig. 5. Lineweaver-Burk plo'色of回quidmalic 
enzyme acもivityfor NADP. Ex-
perimental condiu姐 Wωthos晶m申
品目inthe previous repor色excepもthat
NADPwωused in the range (0--0.2 
μmole). 
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一-d-malateの効果一一

malic enzymeは l-malateに特異的に作用し pyruvateと CO2R酸化脱炭酸するが d-malateで

は反応しない。基質の l-malate濃度を 1，5， 10， 20μ.molesとした時のそれぞれの d-.malateの効果

を調べたのが Fig6である。 l-malate1(.対する Kmが1.4xlQ-'Mであり d-malateによる Kiは

1.9x 10-3M であった。 d-mlateはmalicenzymeを措抗的に阻害しているが，阻害の程度は少ない。

80 

.。
~ 
40 

0.1 0.2 0.3 0.4 

Vs 
Figo 60 Effe凶 ofd・malateon squid malic enzymeo Experimen伽1condiも，ionwas the 
same闘 inthe previous report except that 10m品latewωused in the range 
(1-20μmoles) and d-m品l晶句 was晶，ddedin the reaction mixture; 1-0， 2-10， 
3-20，4-4()μmolω. 

Malic enzymeの分布

前報でスルメイカ，ホタテ貝，コイの各筋肉で活性を比較した所， スルメイカ筋肉に特異的である

ととがわかったので，更に晴乳類，魚類，軟体類の 14種類を用いてmalicenzymeの分布を調べた。

その結果は Table2 K示きれる。筋肉ではスルメイカに最も多く以下ホタテ貝，ツブ(アツエゾボラ)

T品，ble20 Dis凶.butionof malic enzyme in the mu日cle晶ndliver of Mollsuca 
and Ve:訪ebratao
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ニ~マスという l頓になっている。肝臓では魚類に多く含まれる。背推動物では筋肉よりも肝臓に多く

含まれている。軟体類では一定の関連性がなく，ヤリイカの様iζ肝臓の方に多いもの，スルメイカの

場合では逆になっている。筋肉の活性を 100とした時の各臓器聞の活性の割合をスルメイカとハツカ

ネズミを用いて調べたのが Table3に示される。 スルメイカでは筋肉に最も多く含まれており腎臓

がそれに続き肝臓にはあまり含まれておらず筋肉の 1/4以下であった。一方ハツカネズミでは腎臓に

最も多く肝臓は腎臓の約 1/4で筋肉は1/5以下であった。

Tぬ，le3. Oomparison of malic enz戸田制ー
もivityin v乱，riousorga国品目 per-
cen旬，geof muscle enzyme乱Gもivity.

Mouse Spuid 

Muscle 

Liver 

Kidney 

Pancreas 

∞

目

別

刷

川

市

町

守
E
A

噌

a
e
a

100 

22 

74 

47 

考察

malic enzymeは [-malataeを pyuvateと CO2IC酸化的IC脱炭酸する活性と同時に oxaloacetate

(OAA)を pyruvateとCO2IC脱炭酸する decarboxylase活性を有している。 Lardy3>らは鳩肝臓の

malic enzymeを結晶化しているが，結品化した酵素製品でも ζの両方の活性を有している。 イカ筋

肉の malicenzymeでも homogenateではたしかに OAAdecarboxylase活性を有しているが， 96 

倍IC精製した酵素では homogenate程高い活性を持たず精製の過程で OAAdecarboxylase活性が取

り除かれたと思われる。 (Table4)イカ筋肉の homogenateの至適 pHが 6.8附近にあり， Och曲。
らによって報告きれた decarboxylaseの至適pHが4.5附近とかなり異っており肝臓の malicenz戸田

と筋肉の malicenzymeでは相異があるようである。 Schmittりらはタラ筋肉で OAAdecarboxylase 

T晶，ble4. Ox晶.10晶ceぬお (OAA)deω，rbo:勾rlase晶ctivI'もyof squid muscle 
homogenate and purified malic enzyme. 

Incubation Crude extract Purified enzyme 

time (min) Autolysis Enzymatic Autolysis Enzymatic 

5 33.7 36.2 26.1 25.7 

10 47.2 60.2 42.0 46.8 

20 55.1 70.1 45.2 55.4 

30 60.2 87.8 56.0 69.8 

40 67.4 97.1 79.0 87.0 

Reaction mixture cont&ined phosphate buffer (pH 6.8) 1∞μmolω，抽101.
1μmolω. OAA 1ωμmoles and enzyme. Toぬ1volume 3.0 ml. Incub励ion
旬mperaもureat 3000 for 30 min. The value目representμmol倒 perml ofr儲か
も，ionmixもure.
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を分離精製しており. ζの decarboxylaseは malicenzymeを含まず至適 pHが 6.5-7.0にあり，

NADPを必要とせず， イカ筋肉の homogen脚の OAAdecarbo町laseとよく一致している。

malic enzymeは l-malate11:特異的で d-malateでは反応しない。前報1)の malic田勾meでは

基質の l-malateの濃度が 10同 olesの時 d-malateでは阻害されずむしろ活性化されていた。精製

した酵素では， d-malateによって措抗的11:阻害されたが陣容の程度は少なくKm=1.4xlO・切に対

して Ki=1.9x lO-sM であった。 d-malateの濃度を 1μnole以下にすると阻害は起らず活性化され

るが d-malateでは l-malateの代りをするととはできなかった。 Sternのらは d-malateを含む培地

で培養した E.coliの malicenzymeには NAD毎cofactorとして.d-malate Ir.特異的な d-malic

enzymeが存在する ζとを報告している。 d-幽 lateがma1ic拙 ymeを措抗的』乙阻害するのであるか

ら(たとえ阻害の程度は少なくても)d-malate は l-malateとmalicenzymeとの活性化の site11:何

らかの関連性を持っている乙とが推定される。

malic enzyme は Oぬ011.らによると筋肉には含まれていないとされているが，敏体類のイカ筋肉に

は特異的11:多い。背推動物ではたしかに筋肉にはほとんど含まれていないが，無背推動物では筋肉に

も含まれている。ただ無背推動物では筋肉だけと言った一定の関連性がなくスルメイカ，ホタテ貝で

は筋肉Ir.含まれており，ヤリイカでは筋肉より色砂しろ肝臓に多く含まれている。無背推動物では運

動性とか.glycog，叩および脂肪含量とかに malic叩zymeの分布が関係しているのかも知れない.ぞ

れは malicenzymeが，脂肪形成にその意蓄が認わられている刊からである.

要約

DEAE-Sephadex (A-50)カラムクロマトグラフにより更に malic血 zymeを精製した.精製した

malic印刷eは， malic dehydro脚 ase活性を含まずセルロ -Aアセテ戸ト践による電気泳動でも単

ーであった. ζの酵素と以前の malicdehydrogenaseが混在している malicenzymeとでニ，三の

性質を比較したが NADPIr.対する親和力が増加した以外には相異が認められなかった。また向者乳類，

魚類，軟体類の 14種類で malicenzymeの分布を調べた。

終りに本実験を行うに当り御指導していただいた北海道大学吉村克二名誉教授および斎藤恒行教授に深く

感謝いたします。
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