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Einleitung

　Der　Gegenstand　dieses　Versuchs　und　das　Interesse

daran　sind　mit　dem　Verfasser　und　einem証lztlichen

Bi。chemike，　v・rgel・gt．・～1・）Ein　Bei・piel，　w・ran　w辻

Interesse　hatten，　war　es，　daB　solch　ein　seltenes　saures

Protein　mit　der　Ubermittelung　der　Mitte皿ung　im

Neτvensystem　verk11葺p丘werden　k6nne．　Die　Ttitigkeit

im　Nervensystem　zu　kldren　das　letzte　Ziel　unserer

Forschung．

　Ehl　Versuch　war　es，　die　Isomerase，　Ribose－5－

Phosphat－lsomelase　aus　dem　Organ，　der　Scheinem証z

zu　entfernen，　um　das　saure　Protein　zu　verfeinern．

　Zuerst　wu正de　die　Verferinerung　dieser　Isomerase

versucht．　Und　einige　chemische　Eigenschaften　dieser

Isomerase　wurden　mit　eigenen　Experimente11－

methoden　gemessen．

　Dieser　Versuchen　wurde　mehrere　Male　fUr　die

Besttitigung　des　experimentellen　Ergebnisses　wieder－

holt．　Ein　Te皿dessen　wal　in　Abteilung　Enzymchemie，

Institut　f廿r　Biochemie，　Georg－August　Universi悟t

G6tthlgen　fertiggebτacht．

　Die　Vorbereitungsmethode　des　Materials　und　das

Verfahren　der　Isoherung　des　Enzymes　werden　te皿一

weise　vom　Verfasser　verbessert．　　　　　　　　　　　、

Experimenteller　Teil　und　Ergebnisse

　Die　Vorbereitungsmethode　des　Materials　und　das

Verfahren　der　Isolierung　des　Enzymes　sind　te皿we玉se

vom　Verfasser　velbessert　worden．　Sie　sind　neue

Punkt．

Die　Schwe血em皿z　war　ein　stark　durchblutetes　Organ

Laboratorium　f廿r　Biologie

von　l註nglich　abgeflachter　Form　makroskopisch　von

vielen　mit　Geweben　gebundenen　Fasem　durchzogen

und　in　ehle　rote　und　eine　weisse　Milzpulpe　eingeteilt．

In　der　roten　M且zpulpe　sind　die　malp旭hischen　ein－

gelagert，　die　beim　Schwein　schon　mit　blossem　Auge

sichtbar　sind　und　als　weissliche　kn6tchenf6rmige

Geb皿de　bzw．　als　weisse　M皿zpulpe　l）ezeichnet　werden

k6nnen．

　Nachdem　die　Schweinem皿z　aus　der　frischen　Leiche

heraus　genommen　worden　war，　wurde　zueπst　das

fresche　Organ　mit　Eis　abgek廿hlt，　auf　einer　Stelle　im

Lal）oratorium　eingefπoren　und　dann　aufgetaut．　Das

reine　Organ　wurde　dadurch　erhalten，　unn6tige　Zellen－

gewebe，　die　Epidelmis，　die　Adern，　die　Arterie，　und

andere　亘brigen　Gewebe　wurden，　wie　im　vorigen

Bericht　in　bezug　auf　die　Leber　eingeteilt．　Der　Versuch

Uber　das　Verfahren　der　Einteilung　was　auf　dem　Eis

durchgef茸hrt．　Der　Verfasser　pa区te　aufmerksam　auf

die　Reinheit　und　die　Denaturierung　auf，　damit　die

Enzymreaktion　nicht　verursacht　werden　sollte．

　Die　mechanischりnvermischte　Schweinem皿z（278．7

g）wurde　bei　einer　zweimaligen　Passage　durch　einen

Fleischwolf　zu　Brei　verarbeitet．　Sein　Gewicht　betrug

251．6g．　EI　wurde　mit　verdoppelten　Volumen（504

ml）Malonat－Puffer（0．05　M　Malonat，　pH　6．0，1mM

EDTA，1mM　Me：2－Mercaptoethanol）versetzt．　Diser

Extrakt（750　ml）wurde　mechanisch　mittels　eines

Magnetr廿hrers　3　Stunden　bei＋2°C　geτ曲rt．　Die　ge－

wonnene　Suspension　（550　m1）wurde　zentrifugiert

（4350RPM，28　min，＋5°C），　um廿berflussiges　ZeU－

wandmaterial　und　faserige　Bindegewebestruktulen

abzutrennen．　Das　Dekantat　wurde　zuletzt　noch

曲er　Glaswolle　fntriert，　um　flotierendes　Fett　zu

entfe　rnen．
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　Die　Best㎞mung　der　spezifischen　Aktivi倣ergab

einen　Wert　von　7．31U／mg　Protein．　Aus　dieser　Probe

ergab　sich　eille　eindeutige　Forgerung，　dafあ　die　un－

gewdhnlich　hohe　Aktivitit　der　Ribose。5－Phosphat－

Isomerase　in　den　Zellen　der　Milz　zu　suchen　ist．

　Die　Enzymaktivit翫wurde　mit　der　Extinktion　an

546nm　durch　den　Cystein－Carbazol・Test　bestimmt。

　Tris／HCl　Puffer　pH　7。4÷Ribose－5－Phosphat　L6sung

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15min　bei　25°C

　　　　　　　　　　　　　Vermischung　　　㎞kubation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reaktion）

　　　　　　　　　　　　　Stark

Cystein．16sung　－一一一→一＋　75％H，SO4
　　　　　　　　　　　　　SchUtteln　KUhlen　mit　Eis

趣L．C、，b。，。1．1、、u。、鞍
　SchUtteln’　　　　　　　　　　　　　　　SchUtteln

　　　　　10min

－一一一一一一一ｨレBestimmung
Bei　Raumtemperatur　　Es46

　Auch　der　Proteinsgehalt　wurde　mit　der　Extinktion

an　546　nm　durch　den　Biuret－Methode　bestimmt．　Und

BSA（Albumin：Rinder　Serum　Albumin）wurde　als

das　Standardmaterial　vewendet，　um　eine　Standard。

quantitativekUrve　zu　schreiben．

Wasser＋Probel6sung＋25％Trichloroessig　Sdure

　　　　30sek　　　　　　　5min

－　　－　　　　RUhren　durch　Magnet　Zentrifugieren　Dekantieren
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3550RPM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45sek
＋Biuret－Reagenz　　＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿レ

　　　　　　　　　　　　　　　　RUhren　durch　Magnet

　　　　　10min

＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿堰�@Bestimmung
Bei　Raumtemperatuτ　　　Es46

　Die　EnzymaktivitEt　zeigte　eine　ungew6hnlich　hohe

Stab皿it飢des　Enzyms　gegenUber　hohen　Temperaturen．

Ferner　wurde　durch　praparattVe　Mtzeschritte　bei　80°C

－85°Ceine　hohe　Ausbeute　und　eine　hohe　Anreich－

erung　erreicht．　Aber　die　Aktivit2ten　vielen　anderen
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

Enzymen　fallen　ln　meisten　F組len　bei　solch　einer

hohen　Temperatur．　Dieses　Enzym　aber　wurde　bei

830C±0．5°Cangereichert．

　Jede　225　ml（550／2　m1）zentrigefugiert　f皿trierte

L6sung　wurde　bei　83°C±0．5°C　fUr　17　min　mit

anspannender　Aufmerksamkeit　erhitzt．　Danach　wulde

sie　sofort　mit　Eis　abgek廿hlt　und　dann　zentrifugiert

（4350RPM，＋5°C，32　min）．　Die　flUssige　Phase　425

ml，　die　von　den　Niederschltigen　abgetrennt　wurde，

wurde　zu　2000　ml　mit　O．05　M　Malonat　Puffer　pH　4．9

gemacht．　Dann　wurde　die　homogenisiert　FIUssigkeit

mit　CM－Sephadex　C－50　Teilung。Chromatographische－

Saule（D　5．3　cm　x　H　7．5　cm）bei　4°C　士　0．5°C

chromatographiert，　die　Elution　war　mit　O．05’M

Malonat　Puffer　pH　6．0，　der　O．03　M　NaCl　enth註1t，　ge－

macht　und　die　Eluatl6sung　840　ml　wurde　gewonnen．

Ammonium　Sulfat　wurde　mit　der　Eis－AbkUhlung　Uber

dem　Magnet重scher廿her，　bis　65％ige　S翫tigung　erreicht

wurde．　Die　gering　gewordenen　Niderschltige　4．4　g

wurden　mit　H丑fe　der　Zentrifuge（12000　RPM，＋5°C，

34mi1，27500　G）von　der　f1血ssigen　Phase　abgetrennt．

Die　homogenisierte　Flnssigkeit　14　ml　aus　diesen

zentrifugierten　Niederschl註gen　wuエde　mit　einem　ge－

ringerem　O．05　M　Malonat　Puffer　pH　6．0’ №?翌盾獅獅?撃P．

Die　Dialyse　der　L6sung　war　mit　distMiertem　Wasser

voUfUhrt．　Nach　der　Dialyse　wulde　d玉e　Fltissigkeit　mit

Hilfe　der　ZentrifUge（20700　RPM，＋5°C，6min，47800

G）abgetrennt．　Der　350μ11101Me　enthaltenen　O．02

MTris／HCI　Puffer　pH　8．580ml　wurde　deτge－

wonnenen　FIUssigkeit　20　ml　addiert．

　Die　Bestandteile　der　F1廿ssigkeit　100　ml　wulden　mit

QAE－Sephadex　Gel－Teilung－Chromatographische－Siule

（D3．3　cm　x　H　21　cm，　bei＋3．5°C）getrennt．　Die

Elution　war　mit　dem　O．1MNaαenthaltenen　O．02　M

Tris／HCI，　Me，　pH　8．5　gemacht．　Dabei　wurde　die　Eluat－

16sung，140　ml（niedrig　aktiv　enzymUch）＋800　m1

（hoch　aktiv　enzymlich），　gewonnen．

　Auch　Ammonium　Sulfat　wurde　mit　Eis－Abk曲lung

Uber　dem　MagnetischerUhrer　addiert，　bis　820　ml

FIUssigkeit　von　65％ige　Sattigung　erreicht　wurde．　Und

die　gering　gewordenen　Niderschlage　2．5　g　wurden

durch　die　Zentrifuge（20700　RPM，＋5°C，6min，

47800G）von　der　fltiss丘gen　Phase　abgetrennt．　D　anach

wurden　die　Niederschltige　mit　O，05　M　Malonat，1mM

EDTA，1mM　Me　Puffer，　pH　6．02ml　homogeniert．

Diese　Fl廿ssigkeit　war　auch　mit　eiller　ldeinen　Ultra－

zentrifuge　3　min　lang　zentrifugiert．　Die　gewonnene

fltissige　Phase　1．8g　wurde　mit　Sephadex　G－100

10nenaustauscher－Chromatographische－S互ule（D　2　cm

xH40　cm，　bei　3．5°C）chromatograp1丘ert．　Die　Elua－

tion　wurde　mit　dem　O．1　M　KCI　enthaltenen　O．05　M

Malonat，1mM　EDTA，1mM　Me　Puffer，　pH　6．0
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gemacht．　Die　enzymlichaktive　Eluat16sung　52ml

wurde　dialysiert　und　lyoph近重siert．　Die　Ausbeute　war

32mg．

　Die　Chromatogramme　von　CM－Sephadex　C－50，　QAE－

Sephadex　A－50　und　Sephadex　G－100　sind　in　ab－

b皿dungen　1，2und　3　nacheinander　gezeigt．　Aber

jedes　Chromatogram　zeigte　jede　Extinktion　an　546

㎜fUr　Enzymakt協t　und　jede　Ext血ktion　an　280

nm　fUr　Proteinbestandteil．

Tabelle　1 Anreicherung　der　Ribose－5・Phosphat－
　　　　　　　　Isomerase

Rehligungs－
　schritte

Rohextrakt

Hitzeschritte
（83°C）

CM－Sephadex
C－50（Fra．

Nm．9－50）

QAE・Sephadex
A－50（Fra．

Nm．8・47）

Sephdex　G－100
（Fra．　Ntn．

12－25）

Enzym－
aktiVittit

Einheiten

　　P「o
Fraktion

128700

115600

88536

76670

43161

Pエotein

mg　pro
Fraktion

17600

773

210

72．2

10．7

Spezifische
Aktivittit

（IU！mg

　Protein）

　　　　7．3

195

422

1062

4022

　Auch　an　Tab．1sind　die　Anreicherungen　des　Ribose－

5－Phosphat・lsomerase　von　fUnf　Stufen　gezeigt．

　Der　Reinheitsgrad　wurde　wi血rend　der　Verfolgung

der　Anr6icherung　dulch　die　analytische　Polyacry1－

amidge1－Elektophorese　mit　AktiVit乞tsfarbung　eτreicht．

　Die　Ergebnisse　sind　in　Abb皿dung　4　dargestellt．

　Und　der　Bestandteil　des　Polyacrylamidgels　war　wie

folgt．

　　TrennGel

30％Acrylamid1
0．8％NN’Me－
thylenbis－

acryamid

1．4M　Tris1HCl
Puffer，　pH　8．9

Dest皿1iertes

Wasser

N，N，N’，N’－

Tetramethyl－
ethylendiamin

10％Ammoni－
umpersulfat

（）／1．01

（15ml）

（7．5m1）

（7．5ml）

（50μ1）

（40μ1）

　Sammels－Ge1

30％Acrylamid1
0．8％NN’Me－
thylenbis－

acrylamid

1．2M　Tris／HCl
Puffer，　pH　6．7

Destilliertes

Wasser

N，N，N’，N’－

Tetramethyl－
ethylendiamin

10％Ammoni－
umpersulfat

（）／1．01’

（1．Oml）

（0．5ml）

（8．Om1）

（20μ1）

（200μ1）

Als　das　Standardmaterial　wurde　Rider　Serum

Albumin（BSA）benutzt．

Diskussion　und　Schluss

　Bereits　waren　viele　Experimente廿ber　das　Enzym，

Ribose－5－Phosphat－Isomerase，　angefertigt．　Dabei

wurde　das　Enzym　aus　den　unterschiedlichen　Roh－

materialien　gewonnen，　sei　es　tierischer　order　pflanz－

licher　Herkunft．　Ih　der　Arbeit　vom　Velfasser　wurde

seine　Aufmerksamkeit　das　Enzym　aus　der　Schweine－

milz　gerichtet，　was　eine　ungew6hnliche　AktiVitat　der

Ribose－5－Phosphat－lsomerase　aufweist．　Bei　der　Durch－

sicht　anderer　Schriften　bemerkt　man，　da区die　unter－

schiedlichen　Angaben　Ubel　die　Struktur　des　Enzyms

und　seinell　Wirkungsmechanismus　bestehen．

　Bei　der　Anreicherung　des　Enzyms　aus　Schweinem皿z

wurde　Ribose－5－Phosphat－Isomerase　in　elekto－

phoretisch　reiner　Form　dargestellt．　Sephadex－

Ionenaustauscher　werden　aus　neutralen　Sephadex－

Typen　durch　die　Substitution　mit　dem　funktionellen

AustauschergrupPen　gewonnen．

　　Die　Proteine　und　andere　lab皿biogene　Substanzen

k6nnen　von　dem　　hydrophilen　Polysaccharid・

Raumnetz　nicht　denaturiert　werden．．Die　unspezifi－

sche　Adsorption　an　Sephadex　ist　sehr　gering．　Da　auch

die　hohen　Substitutionsgrade　zu　keinem　Aufbrechen

der　Matrix　fUhren，　k6nnen　glo区e　Austau　scher。

kapazi懐ten　erzielt　weτden．

　　Als　markanteste　Eigenschaft　mu区noch　die　un－

gew6hnlich　hohe　Stabilittit　des　Enzyms　gegen廿ber

Hitze　betont　werden，　was　bei　Hitzeschritte　der

Praparaten　nUtztlich　sehl　kann．

　　Meiste　EnzymeaktiVitdten　k6nnen　nicht　bei　hoher

Tempe正atuτsowie　Uber　80°C　halten．　Die　experi－

mentellmethode　vom　Verfasser　hat　jedoch　eine

markanteste　Eigenschaft　fUr　Anreicherung　von　Ribose－

5－Phosphat－Isomerase　und　ist　ein　neuer　gewichtiger

Punkt．　Das　hei区t，　dieses　Enzym　kann　spielen　eine

wichtige　Rolle　in　Pentose－Phosphat℃yclus　von　bio・

logischem　Metabolismus　spielen．

　　Dieses　Enzym，　Ril）ose－5－Phosphat－Isomerase，　zeigte

diese　Aktivit翫bei　hoher　Temperatur，　wahrend　viel

andere　Enzyme　nicht　diese　Aktjvitat　bei　solcher　Tem－

peratur　zeigen　konnten．　Weil　es　sehr　ungew6hnliche
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Abb．1　Chromatographie　von　Ribose－5－Phosphat－lsomerase　an　CM－Sephadex　C－50
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Abb．2　Chromatographie　von　Ribose－5－Phosphat。lsomerase　an　QAE－Sephadex　A－5　O
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Chromatographie　von　Ribose－5－Phosphat－

Isomerase　an　Sephadex　G－100
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Abb．4　Analytische　Polyacrylamidgel－Elektophorese

　　　　　　I：Rinderserumalbumin

　　　　　　II：Probe（Ribose－5－Phosphat・lsomerase）
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Iso．　Best．　Pro．　sau．　Org．3．　R．S．P．1　schw．　milz、

EigentUmhchkeit　hat，　wurde　dieses　hohe　Temperatu｝

verfahren　fUr　seine　Verfeinerung　benutzt．

　Andeτe　Eigenschaften　dieses　Enzyms　bei　einem

Experimentel1－Prozess　soll　in　der　regelma区旭　Zeit－

schrift　berichtet　werden．

　Zur　Ermittlung　des　Temperauroptimums　wurde　ehl

Testgemisch　verwendet．　Die　Enzymsaktivittit　bei　jeder

Temperatul　von　5°Cbis　98°Cwurde　bestimmt．

　Die　Enzymsaktivit註t　durchlieft　bei　85°C　ihrem　Tem－

peraturoptimum，　d．h．　sie　zeigte　eine　ungew6hnlich

hohe　Stabdittit　des　Enzyms　gegen廿ber　hoher　Tem－

peratur．　Dieses　Enzym　verherte　se童ne　Aktivit翫nur　e血

wenig登ber　65°C，　w乞hrend　meiste　Enzyme　dabei　ihre

Aktivit乞t　gro区tenteUs　verheren．　Dieser　Punkt　ist　sehr

gewichtig　fUr　die　Anreiche則ng　dieser　Enzymsaktivitat

und　auch　ein　neuer　Versuch．

　In　ehlem　Experiment　wurde　geprUft，　wie　sich　dieses

Enzym　bei　unterschlichen　Partialsattigungen　von

Ammonium　sulfat　verh削t．　Die　Aktivit乞ten　des

Enzyms　in　Niederschlag　wurden　bei　einel　f士ak－

tionieτten　Ammor岐um　sulfat－F飢lung　bestimmt．　Zu

prapatativen　Zwecken　wurde　eine　60％－65％ige

Ammonium　sulfat－Partialsatigung　gew在hlt．　Das　waI

ein　neuer　Versuch．　Die　beiden　Versuchen　Uber

Temperaturoptimums　und　Ammonium　sulfat－Fallung

m6gen　dereinst　berichtet　werdep．

　Sephadex　G－100　wulde　als　Ionenaustauscher－

Chromatographische－Material　elst　experimentiert．　Es

hatte　hohe　Leistungsfi血igkeit．　　Und　Phospho－

Cellulose，　DEAE－Sephalose，　PMB－6－Aminohexy1－

Sepharose　4B　wurden　im　Prozesse　f廿r　die　An－

reicherung　dieses　Enzyms　experimentielt．　Dabei

wurden　einige　neue　Punkte　entgedeckt．　Diese　Ent－

deckungen　und　andere　besondere　Eigenschaften，　zum

Beispiel，　Affinittitschromatographie，　Hemmstoffe，

Molekulargewicht，　m6gen　bei　ehler　allderen　Gelegen・

heit　be貢chtet　werden．

Uberzeugung

　Ribose－5－Phosphat・lsomelase　aus　der　Schweinemilz

angereichert，　in　elektophoretisch　reiner　Form　dar－

gestellt　und　ihre　katalytischen　Eigen　schaften　unter－

sucht．　Eine　Anreicherung　von　551fache　gelang　in　drei

unterschiedlichen　Chromatographieschritten，　wobei

eine　spezifische　Aktivitit　von　40221U／mg　Protein

erzielt　wurde．　Eintge　unnottgen　Epidermis，　die　Adern，

die　Arterie　und　andere　Gewebe　wurden　entf6mt　vom

Organ，　Rohmaterial．　Dieses　Enzym　besitzte　e垣e　ul1－

gew6hnlich　hohe　Stab皿ittit．　Diese　Enzymsaktivit飢

erwies　sich　bei　hoher　Temperatur，　wallrend　meiste

andere　Enzyme　Uberhaupt　keine　Aktivit註t　zeigen

konnten．　Und　das　Prap　arat　des　Enzyms　wurde　bei

83°Cmit　hoher　Reinigung　veτfertigt，　Dieser　e血e　neue

Punkt　war　sehr　gewichtig　f邑r　Anreicherung　von　diesem

Enzym．

　Die　Hitz＄chritte　und　die　Chromatographien　der　CM－

Sephadex　C－50，　QAE－Sephadex　A－50　und　Sephadex

G－100waren　nUtzlich　fUI　die　Anreicherung　und　die

Reinigung　des　Enzyms．　Es　wal　dulch　die　partialver．

besserten　　Polyacrylamid－Elektophorese　　festgestellt

und　gewonnen，　Auch　Sephadex　G－100　war　erst　fUr

diese　Reicherung　dieses　Enzyms　gebraucht．　Ein　Erfolg

war　bei　der　Reinigung　des　Enzyms　erzielt．

　Einige　andere　gewonnenen　Eigenschaften　sollen

sp互ter　schriftlich　gefatSt　werden．

Zusammenfassung

　Dises　Enzym，　Ribose－5－Phosphat－lsomerase，　wurde

aus　deエ　Schweillem皿z，　indem　einige　unn6tige

Epidermis，　Ader，　Arterie　und　andere　Gewebe　entfernt

worden　walen，　gewonnen．

　Es　besitzte　ungew6hnlich　hohe　Stabilitat　gegen　hohe

Temperatuτ．　Es　wurde　mit　den　neuen　entgedeckten

Hitzsch亘tten　bei　83°C　isolieエt．　Und　fUr　die　An－

reichung　und　die　Reinigung　dessen　wurden　die

Chromatographien　der　CM－Sephadex　G50，　QAE－

Sephadex　A－50　und　Sephadex　G－100　verwendet　und

das　war　ein　neuer　VeTsu　ch．　Viele　partiale　Vel－

besserunge　waren　be㎞Experimentellp「rozess　voU－

gefUhrt．　Und　ei皿ige　andere　gewonnenen　Eigen－

schaften　dieses　Enzyms　m6gen　spiter　schr廷tlich　gefaBt

werden．
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Fu昼note：，　Dieser　Forschungsbericht　mu区te　wegen　des

Etats　und　des　Wegen，　we証eine　Person　nur　e加mal　h互

Jahr　ihn　vorlegen　darf，直u区erst　verk廿rzt　werden．

　　　　　　　　　哺乳動物器官の希有酸性蛋白質の単離と組成

第3報　豚脾臓由来のリボーズ・5・リン酸・異性化酵素の精製と若干の化学的性質

　　　　　　　　　　　　　　　堀津圭佑

　　　　　　　　　　　　　（昭和62年9月25日受理）

　本酵素，リボーズ・5・リン酸・異性化酵素，が不必要な表皮，静脈，動脈その他の組織を除去し

た豚脾臓から得られた．それは高温度において非常な安定性があり，83℃の新発見の熱処理で単離さ

れた．その濃縮と精製にあたり，cM－sephadex　C－50，　QAE－sephadex　A－50とsephadex　G－100

のクロマトグラフィーが用いられ，新しい試みであった．多くの部分的改良が実験過程においてなさ

れた．この酵素のいくっかの他の得られた特徴は後日記されるであろう．
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