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ヒメマス筋肉グリセルアJ!-デヒドー3- リン酸脱水素酵素に関す~研究-11

酵素作用におよ(i'す pHの影響

宮本芳則・柴田 猛*

Studies on D-Clyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase 

仕omKokanee Muscle-II: 

The e賞'ectof pH on the enzyme activity 

Yoshinori MIYAMOTO and Takeshi SHIBATA 

Abstract 

The effect of pH on the activity of the D-glyceraldehydeふphosphate
dehydrogen品目。 (GPDH) from kokanee muscle w品目 studied. The results 品re
summarized 品目 follows: 
1. The opもimumpH ofthe kokanee muscle GPDH Wiωinぬerange of 8.0 to 8.5 
and was identical with that ofもher品，bbiも muscleGPDH. Theもwo品。も，ivities
of the kok晶neemuscle GPDH阻.drabbiも muscleGPDH decreased simil晶dy，
when pH became acidic. 
2. The kokan朗 muscleGPDH乱ndthe rabbit muscle GPDH were sぬ，blein 

ぬepH range of 6-10 and 6--9， respectively. 
3. At the optimum pH， the Michaelis叩国防n切 for3-phosphoglycerate of 

色hekokanee muscle GPDH w品目 1.1 mM品ndwas higher th晶nthat of the r晶bbiも
mUBcle one. 
4. At lower pH， the a缶nitiesfor substra旬 ofぬ.ekok組問晶ndrabbit muscle 

GPDH diminished自imil乱dy. Decreases in their activitiω 抗 lowerpH were 
no'色due色othe pH instabiliもiyof the enzymes. This 自ugg'ω旬他的色heactive 
si旬 ofthe kokanee muscle GPDH wωdifferent thanぬ抗 ofもherabbit enzyme. 

緒言

グリセルアルテ。ヒドー3ーリン酸脱水素酵素 [D-Glyceraldehyde十 phpsphate:NAD oxidoreductase 

(phosphorylating): 1. 2. 1. 12. ] (以下GPDHと略す)は，エネルギー代謝の基本である解糖作用にお

いて，唯一の酸化的リン酸化を行なう重要な酵素である。本酵素の作用によって生じた高エネルギー

物質が次の段階でADPIL移されて ATPを形成する。しかし，本酵素は産卵を含む周年変化において，

大きく活性レペルが変動し，特11:エネルギーを非常に消費すると思われる産卵期に最も活性が低下す

るζとが報告されている1)。 ζのζとは魚類の生理変動tとともなって， なんらかの要因tとより本酵素

の作用が調節されているのではないかと考えられる。酵素作用におよぽす要因として， pH，温度，補

酵素の量，エフェクターの存在などが考えられる。 ζのような生理変化tとともなう代謝調節を明らか

にするため，本酵素におよ1:1'す基本的な pHの影響を明らかにしたので報告する。

*北海道大学水産学部生物化学教室 (Lahoratoryof B伽 hemistry，Fisheries， Hokkaido Uni'世e叫 ty.)
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Fig. 1. Optimum pH of glyceraldehydeふphosphatedehydrogen回 esof kokanee and 
rabbit muscle. 
The buffer wω50 mM triethanol晶mine-HCIcon旬ining5 mM EDTA and 3.3 mM 
2・merc叩ωethanol. Incubation was c品目iedout at 250C for 10 min. 

き100
，、
・-
o
 
au-
-
F
E
-
-
‘J・
0 

。60
E 

E 

0
 
4
 

-
o
E
-
g
 

pH 4・11.8

pH 7 

pH 6 
pH 8 
pH e 

pHIO 

pH e 

。 10 20 30 40 50 60 

1 n e u b 0 t I 0 n t 1m. (ml n ) 

Fig. 2. The pH st功ilityof r品，bbiもmuscleglyceraldehydeふphosphatedehydrogen品目e.
The prote凪 concentrationwas 36.8μg/ml of incuba品，ion solution. Each incuba-
tion buffer contained 1 mM EDTA and 1 mM 2・merωptoeh句nol. The buffers were: 
pH4.0， 1晶ctaもebuffer; pH 5.0， ace加もebuffer; pH 6.0， ciもratebuffer; pH 7.0， phosph晶te
bu宜er;pH 8.0， triethanolamine buffer; pH 9.0， aminoethylpropanediol buffer; pH 10， 
glycine buffer; pH 11.5， phosph乱tebuffer. Incubation 乱nd品目白乱yof 品ctivitywere 
ωηied out at 250C. 
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Fig. 3. The pH stability of kok岨 .eemuscle glyceraldehydeふpho叩hatedehydrogenase. 
The proteinωillcentration w乱s37.6μgJml of incubation solution. Other conditions 
were the s晶me品目 in Fig. 2. 

実験方法

試料:ヒメマス (Oncorhyn四 5 即 rka)は北海道きけます勝化場森支場の養殖魚を採集後，即殺し

てすみやかにー20.Cで凍結保存し，乙れより筋肉を採取し供試した。酵素の精製法は前報2)にした

がった。対照として用いたウサギGPDHはCoriの方法3)によって精製した。

たんぱく質の定量:たんぱく濃度は 280rnnの吸光度によって求め， 1%の吸光度を 10.58として

計算した。乙の値は充分蒸留水に透析した酵素を凍結乾燥し， 得られた粉末から灰分および水分を補

正して求めた実験値である。吸光度は島津 kk製の光電分光光度計QV-50によって測定した。

酵素活性の測定:酵素活性は Adam法の によって測定した。

試薬:基質である 3ーホスホグリセリン酸バリウム塩はシグマ製，補酵素の NADHはオリエンタル

酵母製， ATPおよび補助酵素である酵母ホスホグリセリン酸キナーゼはベーリンガ{製を使用した。

実験結果および考察

至適pH:結晶酵素の硫安懸濁液を遠心分離し， あつめた沈殿を 15mMEDTAおよび 10mM2-

MSHキを含む 0.15Mトリエタノールアミン緩衡液に溶解した。 ζの酵素液を同緩衡液で稀釈し活性

を測定した。 3.3mMEDTAと3.3mM2-MSHを含む 50mMトリエノールアミン緩衡液を基本とし

た各pHの活性測定液で， 25.Cで6分間反応させた。その結果を図 111:示した。図1の結果によると，

至適pHはヒメマスおよびウサギともに pH8.0-8.5にあり，両酵素聞の差異は認められなかった。

しかし，ウサギGPDHでは pH7.5以下の酸性側で著しく活性が低下するのに対し，ヒメマス GPDH

では pH6.5でも 60%以上の活性を有し，大きな活性低下が認められなかった。ウサギGPDHにお

けるとのような酸性側での活性低下は，グリセルアルデヒドー3ーリン酸と NADを使用した反応組成液

事 2-]dSH:2-mercap初日ぬanol
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Fig. 4. S-SjV plo色ofglyceraldehydeふphosphatedehydrogen副 esof kokanee品.ndrabbi色
muscle抗 pH8.0. 
The activity was a自sayedin 50 mMも.riethanolaminebuffer containing 5 mM EDTA 
and 3.3 mM  2・mercapもoeth乱nolat 2500. (0) kokan田， (・)rabbit. 

の場合でも報告されているの。酸性側での活性低下の原因として， 酵素の安定性の減少および活性部

位の状態変化が考えられる。 ζれらを区別するため，両GPDHのpH安定性を検討した。

pH安定性:結晶酵素懸濁液を遠心分離後， 沈殿を 1mM EDTA-1 mM  2-MSH溶液 (pH7. 0) IL 

溶解し，各種類の pH緩衡液(いずれも 0.15M)で 1:11L稀釈して，最終酵素濃度を 37-38I'g/ml

にした。 ζれらの酵素液を250CILインキュペートし，一定時間毎に酵素液をとりだし，氷水で 12分

間冷却してから， 5mMEDTAおよび 3.3mM2-MSHをふくむpH7.6の活性組成液で残存活性を?JlIJ

定し，図2および図3を得た。図2はウサギGPDHのpH安定性で， 乙れによると pH6-9の範囲

で比較的安定であり.pH4.0およびpH11. 5では 5分以内にほとんど失活したo pH5およびpH10

では 5分以内IL各4896.6396まで失活し 60分後には 1696および3896まで失活した。一方図3

のヒメマス GPDHでは pH6-10の範囲で安定であり.pH4および pH11.5で速やかに失活した。

pH5では 15分間で6096まで失活するが60分後でも 5096しか失活しなかった。 ζのζとから，両酵

素の安定性に対する pHの効果は基本的ILは同様であるが， ヒメマス GPDHの安定pH域がウサギ

GPDHよりやや広い点が異る。

至適pHの実験は.pH安定性の実験から見てすべて安定な pH範囲であるので，至適pHの結果に

おけるウサギ GPDHの酸性側による著しい活性低下は酵素の安定性に起因するものではなく，活性
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Fig. 5. S-SJV plot of glyceraldehyde-3・phosphatedehydrogenases of kokanee and rabbit 
muscle at pH 6ふ
The晶ctivitywas 晶随晶.yedin 50 mM trieth岨 01晶mine-品ωtatebuffer conぬ.ining5 
mM EDTA and 3.3 mM 2・merc品.ptωth晶nolat 2500. (.) kok乱nee，(・)rabbiι 

部位の状態11:起因するものであろうと推定きれる。そ ζで次に活性部位の状態を検討するため，基質

親和カlとおよl;fす pHの影響を検討した。

基質親和力におよ{ますpHの影響:5mMEDTAおよび3.3mM2-MSHを含{j50mMトリエタノ

ーJレアミン緩衡液を用い，基質 (3ーホスホグリセリン酸)濃度を変えて反応速度を測定した。図4は

pH8.0 におけるヒメマス GPDHとウサギGPDHのW∞lfプロットである。両酵素とも至適pH付
近 (pH7. 0-8. 5)では典型的なミハエリス式に従い， pH8での Kmはヒメマスでは 1.lmM，ウサギ

では 0.4mMであり， ヒメマス G日)Hの陪nはウサギGPDHの2.5倍であった。 トリエタノール

アミン酢酸で調整した pH6.5系では Woolfプロットはミ ハエリス式に従わず， 基質濃度が低いとき

に貰線からはずれる傾向があった。その結果を図511:示した。両酵素とも pH6.5ではあまり失活し

ないととを考えるとこの現象は酸性による酵素たんぱくの変性というよりは，酵素一基質複合体の

解離状態が変化したためだと考えられる。各pHIとおげる陪nの対数と pHとの関係をまとめると図

6のようになった。ウサギ， ヒメマスともにKmは pHIL依存し，至適pHより酸性側では Kmが大

きくなり基質親和力の低下が認められる。得られた曲線から折点を求めると， pK=7.2が得られ，

Dixonらによれば6)とれは酵素あるいは基質の解離恒数と考えられ， 酵素と基質が活性複合体を形成

する際， pK=7.2の残基の関与が示唆される。 ζのような残基は基質中のリン酸基，酵素中では，シ

スティンの SH基，およびヒスチヲンのイミダゾール基'.I.どがあげられる 7)0 ウサギを始めとする多

くの起源からの GPDHが活性部位ILシステ 4ンをふくんでいる ζとは良く知られているが8・叫本
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Fig. 6. The effect of pH on Mich腕 lis consぬn旬 for glyω，raldehydeふphospha句
dehydrogena醐 ofkokanee and rabbiもmuscle.
pH 6ム trie色h晶nolamine-乱ωぬもebuffer; pH 7.0-8.5， trie位協nolamine.HClbuffer. 

実験がとのシスティンの挙動を示しているかどうかは明らかでない。しかしヒメマスでは pH6.5-

7.5において傾きが +1であるのに対し，ウサギでは +2であり，両者の活性部位の解離状態には明

らかな相違が認められる。 ζれはヒメマス GPDHがウサギGPDHとは異った活性部位の状態を示す

ととによるものであろう。

要 約

1) ヒメマス GPDHの至適pHは8.0-8.5であり，ウサギ GPDHと同じであるが.pHの低下に

よる活性の減少はウサギGPDHIとより小きかった。

2) ヒメマス GPDHはpH6-9で安定であり，ウサギGPDHより安定な pH域が広かった。また

酸性側での活性の低下は酵素の安定性に由来するものとは考えられなかった。

3) ヒメマス GPDHのKmは至適条件下では 1.lmMでウサギより大きかった。

4) ヒメマス，ウサギともに酸性側で基質親和力が減少し，酸性側での活性低下は活性部位の解離

状態によるものであろうと推定された。乙の乙とによりヒメマス GPDHはウサギ GPDHと異った活

性部位の状態をしているものと推定した。
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