
フィト・アルギナーゼに関する研究

第8報　刀豆アルギナーゼの精製について

小笠原八十吉

1　緒 言

　アルギナーゼは次のオルニチン循環式152）に示すように，

ニンと尿素とを生成する酵素生蛋白体である。

　COOH　　　　　　　COOH　　　　　　　COOH

舘；N琉墨誰N恥墨舘；N恥
とH2　－H・0とH2　－H・OとH2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　CH2、　　　　　　　CH2　　　　　　　CH2

NH，　　　　曲　　　　　NH
オノ~ニチン　や・一・　　牛一NH
　　　　　　　　　NH2　　　　　　　NH2

　　　　　　　　　チトルリン　　　　アルギニン

←

アルギニンを分解してオルチ

　　　　オルニチン

　　　　　COOH
鳩騨やH・NH・

一一一｡　CH2－L＋H・o @とH2
　　　　　CH・

　NH2　　　　↓

　十
：：養＞c－・

　尿素

オルニチン循環式

　従つそ，生体にとつてアルギナーゼは極めて枢要な生化的作用を営んでいる。

　生体中，動物のアルギナーゼは肝臓中に含有されるものが著名であり，植物のアルギナ

ーゼは，刀豆種実中に存在する云わゆる刀豆アルギナーゼ（Jackbean・Arginase）が代表的

なものである。

　動物のアルギナーゼは詳細咋研究せられているが，植物のアルギナーゼは未だ全くその

報告に乏しい。

著者は，動物と植物との両アルギナーゼ生蛋白体は，その化学的特性が異つていること

に着目し，両蛋白体の差異を精細に検討しようと企てた。その為には，植物アルギナーゼ

の精製純化が先決問題である。然るに，刀豆アルギナーゼの精製分離は未だ全く行われて

いない。

　周知の通り，刀豆種実中には，アルギナーゼ以上に多量のウレアーゼ蛋白体が存在して

いる。そして，一般にアルギナーゼはアルブミン様の蛋白体3）であり，ウレアーゼはグロ

ブリン様の蛋白体4》である。
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　　第1表　アルギナーゼ縮製の順序
1刀豆粉末11000g…………＿．＿＿∵＿＿＿＿．＿．＿＿＿＿　　＿．．．＿　　＿，．．＿＿．＿．．

　t
．遡L

一一S1蒸溜水
一10ml，0．1N　NaOH（pH　7．6）
－75ml，2MMnSO4十1．5　ml，　O．1N　NaOH（pH　7．6）

－100　mlトルオPル

ー一驍T℃に放置

　＿＿1＿＿＿＿
　1抽出液Al　3450　ml………＿．．＿＿＿＿．＿＿．．。＿＿＿＿

　　　　－3450mZアセトン（等量）
　　　　一遠心分離（1800回転，20分，3°C）

　　　　　　　戯物　　　　　　　　　　　　　　　　』鎌
　　　　　　　　　一1725　ml，　O．05　M　Mn－O．05　M　－qレイン酸緩衝液（pH　7・O）

　　　　　　　　　一遠心分離（1800回転，90分，3°C）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

沈澱物　　　　　　　1上澄液B11760ml…………………………・…・……………・°…”……’°°………’”∵……■一”一

　　　　　　　　　　　　一加温（60°C，20分）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　一冷却
　　　　　　　　　　　　一遠心分離（1800回転，20分，3℃）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　沈澱物　　　　　　1上澄液Cl1630　ml…一・……・……・……・・………・………・……”…………’………

　　　　　　　　　　’　ト透析（pH7．・，・・，…MM・O・…Mマレイン酸緩磁闘し一C・24時間）

　　　　　　　　　　　　　　溶液　1660mZ
　　　　　　　　　　　　　　　－1992　mlアセント（1．2倍量）
　　　　　　　　　　　　　　　一遠心分離（1800回転，20分，3℃）

・　　　　　　　　　　　　　　　　　上鹸…
－996　ml，　pH　7．35，0．05　M　MnrO．2Mマレイン酸緩衝液

一1滴，カブリリック・アルコール
ー8　14，7　ml，　pH　7．2，0．05　M　Mn＋＋含有飽和硫安（100　ml当り81・8　ml）

一遠心分離（10000回転，30分）

　上tSi1　1760　ml

　　　＿704　ml，　pH　7．2，0．OS祓　Mn＋＋含有飽和硫安（100　ml当り40　ml）

　　　一遠心分離（10000回転，30分）
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…………… P沈澱物Di

　t沈澱物

　　1
沈澱物1
　　－一一400ml，　pH　7．0，0．05　M　Mn－O．05　M－9レイン酸緩衝液

　
　
1
　　一透析（流水に対して72時間）

　　　　　　　　　　　レ・1溶液El690mZ
　　－：－1滴，カプリリック・アルコール
　　ー648．6　ml，　pH　7．2，0．05　M　Mn＋＋含有飽和硫安（100㎡当り94　mZ）

　　一遠心分離i（10000回転，30分）

　　　　　　　．　　　　　　　　　　　t

上澄液12400mZ
　　－700g硫安粉末
　　一遠心分離（3500回転，20分）

　t沈澱物

　一200㎡蒸溜水
　一透析（流水に対して72時間）
1溶液Ell　335　ml
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　t
沈澱物

　1
上澄液1310mZ
　－524　ml，　pH　7．2，0．05　M　Mn＋＋含有飽和硫安（100　ml当り40　ml）

　一遠心分離（10000回転，30分）

　　　　1
　　沈澱物11

　　　　隈織離烈編レイン酸鎌
　　溶液366mZ
　　　　l－134　ml・pH　7・4・0・Ol　M　Mn－O・Ol　Mマレイン酸緩衝液

・……?o1500mZ
　　　　－68．5ml　CH30H（0°Cで）…（100　m♂当り13．7　ml　）

　　　　一一5℃に冷却
　　　　一遠心分離（3000回転，30分）

　　i

上澄液ll　1820　mZ

　　L8309硫安粉末
　　1一遠心分離（3500回転，20分）
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　1
沈澱物

　L150　mZ蒸溜水

［落液F・1　275　ml

ー
ミ
ー

F透析（流水闘して72時間）

　1
上澄液

　　9

沈澱物皿

　　一27m♂蒸溜水

1墾i27　mZ

　1
上澄液皿500mZ
　　＿200ml　CH30H（－5℃で）・・一（10QmZ当り40mZ）

　　一一6℃に冷却
　　一遠心分離（4000回転，30分）
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　　t
沈澱物IV

　　－一一・IOO　ml，　pH　7．4，0．Ol　M　Mn－O．04　M　vレイン酸緩衝液

　　一透析（蒸溜水に対して48時間）　　・

・・ｽ液図105mZ
　　＿28．3mZヵルビトール・アセテート（0°Cで）…（100　ml当り27　mZ）

　　一遠心分離（4000回転，45分，0°C）

←。・

　　1

沈澱物V

　　I一透析（再溜水に対して24時間）
　　I
溶，H1124　ml
　　－49．6g　Na2SO4粉末
　　一遠心分離i（4000回転，30分）

　　一透析（再溜水に対して24時間）

溶液136mZ　　　　←．．
　　一・－163．2mlアセトン

　　ー遠心分離（4000回転，5分）

ヒ5°m’・・H7・4・　°・°1M　Mn“°・°4Mマレイ畷鰍

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　上澄液IV　760　ml

　　　　　　　　　　　　　　　　　　－2889硫安粉末
　　　　　　　　　　　　　　　　　　一遠心分離i（4000回転，20分）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　沈澱物　　　　　　　　　　　上澄液
　　　　　　　　　　　　　　　　1－40m嚥溜水

　　　　　　　　　　　　　　　　一透析（流水に対して72時間）
島論V、、9、ml　　l溶液G・1・・6mZ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　一＿30．9mlヵルビトe－・・ル・アセテート（0℃で）…（100　ml当り26　mZ）

　　一遠心分離（4000回転，45分，0°C）

　i
上澄液

　　醜物

耳艶講灘錨Mマレイ灘衝液
・・｣46mZ

　　　↑
縮製アルギ鱒ゼ

　t
上澄液

沈澱物
ド5・ml・・i4溜水

匿蔽152㎡
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　そこで著者は，アルギナーゼとウレアーゼとを分離しつつ，一つの新しい精製法によつ

て刀豆から精製アルギナーゼを得る事が出来たので，その結果をここに報告する。

llアルギナPゼ精製実験

　アルギナーゼの精製は第1表に示す順序に従つて行つた。抽出処理，第一回アセトン処

理，加温処理（60℃で20分間），第二回アセトン処理，第一回飽和硫安処理，第二回飽和硫

安処理，メタノール処理並に勇ルビトール・アセテート〔C2H50（CH，）20（CH2）200CCH3〕

処理等の精製操作によつて，溶液H（精製アルギナーゼ）を調製した。精製操作の特徴は

総括の部に後述する。

　　（得られた124　mlの溶液H1中には，アルギナーゼも存在する事が明らかとなつた。そこで更に

　Na2SO4による分離を試みた。然し良好な結果が得られなかつた。このものにアセトン処理を行つ

　たものが，1第1表に示す溶液且2である。

皿　活力並に窒素量の測定実験

　A．実験方法

　1．．アルギナーゼ活力の測定方法

　測定しようとする溶液を適当なアルギナーゼ濃度に稀釈する。その稀釈液からO．2ml

をとり，それに0．2mlの0・02　M　MnSO4を加え，37℃で20分間インキュベ7シヨンす・

る。後，2．3mZのpH　10．93緩衝液（M／10グリシン，　N／10　NaOH）と，0・3mlのアルギ

ニン溶液（0．3ml中3000　7のUrea－Nを含有する）とを添加して，37°Cで20分間ア

ルギナーゼ反応を行う。後，0．3mlの1N・甘2SO4を加え，100℃で10分間加熱処理を

なし，アルギナーゼを完全に失活させる。

　生成した尿素はウレアーゼによつてNH，に分解させ，得られたNH3－Nをミクロ滴定

法によつて測定する。これらアルギナーゼ活力の測定は，著者の提案した微量測定法5）6）に

従つて行つた。

　2．ウレアーゼ活力の測定方法

　測定しようとする溶液を適当なウレアーゼ濃度に稀釈する。その稀釈液から0．2mlを

とり，それに2．5m1のpH　7．0緩衝液（M／15　Na2HPO4，　M／15　KH2PO4）と，0．3mlの

尿素溶液（0．3ml中に3000γのNH3－Nを含有する）とを加えて，総量を3．0　mlとな

し，37℃で20分間ウレアーゼ反応を行う。後0．3mlの1N・H2SO4を加え，100℃で

10分間加熱処理をなし，ウレアーゼを完全に失活させる。生成したNH，一一Nはアルギナ

ーゼと同一微量測定法5）6）に従つて決定した。

　3．窒素量の測定方法

　測定しようとずる蛋白質溶液1mlから分解生成するNH3－Nが，3007以内になるよ

う適当な蛋白質濃度に稀釈する。その稀釈液から1　mlをとり，ミクロケルダール法ηに

よつて分解し，生成したNH3－Nは微量測定法8）に従つて窒素量を決定した。

　B．実験結果

　1．アルギナーゼの活力

一48一
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　1［1項のアルギナーゼ精製実験から得られた各溶液のアルギナーゼ活力を前述の実験方法

に従つて測定すると，第2表の通りとなる。

　第2表の全アルギナーゼ活力とは，アルギニンから分解生成するUrea－Nのγ数で示

したアルギナーゼ活力を，溶液全量当りに計算したものを指している。

　この全アルギナーゼ活力を，抽出液Aに対する比率で示すと，抽出液A，溶液B，e，　E，

F，G並にHの割合は，10000，9172，7910，4819，ユ830，435並に160となつて，次第

に減少している。

第2表　アルギナ齢ゼ純度の上昇

種　　類

A
B
C
E
F
G
H

液
液
液
液
液
液
液

出
澄
澄

抽
上
上
溶
溶
溶
溶

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
り
の

E
F
G
G
H
H

液
液
液
液
液
液

溶
溶
溶
溶
溶
溶

全アルギナーゼ活力全ウレアーゼ活力1全窒素量

u騨襯翻N騨iA講すiNの・｛葛潔
53500000

49070000

42318650

25782857

9790545

2327292

　856312

灘ii翻
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1830

435

160

419923

　5362
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117765
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1
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7
●
　

9
9
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Q
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10868661

1385879

　389984

　　　0

3074400

　　0
953706

　43945
385381

　46732

10000

8005

7110

　251

　32

　9
　0

1
0
2
1
0
》
1

7
●
　
9
臼

13100000　　10000

5921203　　　　4520

406110　　　　3100

　397557　　　　　303

　50654　　　39

　7272　　　　6

　2062　　　　2

584307

120100

30125

　3013

　4643

　1714

446

92

23

　2

　4

　1

全アルギナーゼ活力

　　全窒素量
Urea・Nのγ　　　　　Aに対す
　　　　　る比率　Nのγ

　4

　8
10

65

193

320

415

　1

　2
　2．5

16．3

48．3

80

103．8

　亦，溶液E、，F、，　Gl，　G，，　H1並にH2の全アルギナーゼ活力は，抽出液Aの10000

に対して，夫々，78，1，29，22，97並に25となつている。

　第2表の全窒素量（「）t）の測定値で，夫々の全アルギナーゼ活力（ey）を割つた数値を算出

すると，液A，B，　C，　E，　F，　G並にHは，夫々，4，8，10，65，193，320並に415とな

り，次大に増大している。この数値を更に抽出液Aの1に対する比率で示すと，2，2・5，

16．3，48．3，80並に103．8となつている。

　2．ウレアe・…，ゼの活力

　第2表の全ウレアーゼ活力とは，尿素から分解生成するNH3－Nのγで示したウレア

ーゼ活力を，溶液全量当りに計算したものを指している。

　この全ウレアーゼ活力を，抽出液Aの10000に対する比率で示すと，B，　G，　E，　F，　G

並にHは，夫々，8005，7110，251，32，9並に痕跡となつている。従つて，精製溶液H

中には，グロブリン様のウレアーゼ蛋白体は，殆んど認めることが出来なかつた。

‘抽出液Aに対する溶液E1，F、，G、，G，，H、並にH2のウレアーゼ活力の比率は，夫

々，71，0，22，1，9並に1となつている。

　3・全窒素量

　第2表のγ数で表した全窒素量を，更に比率で示すと，抽出液A，溶液B，C，　E，　F，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　’49－「
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G並にHは，夫々，10000から，4520，3100，303，39，6並に2へと次第に激減してV・

る。従つて精製溶液H中の全窒素量は，抽出液Aの約1／5000となつている。

　溶液E1，　F1，　G1，　G2，　H1並にH2の全窒素量は，抽出液Aの10000に対して・夫々

446，92，23，2，4並に1となつている。

　C．・精製実験に対する検討

　以上の活力並に窒素量の結果から判断すると，第一回飽和硫安処理後得られた溶液E

中の全アJvギナーゼ量は，抽出液Aに比して半減したに過ぎないのに，全ウレアーゼ

量は約1／4・轍減している・その時の全ア 熏ﾈ毒活力は・A砒して16・3倍に

増加している。

　亦，第二回飽和硫安処理後の溶液Fのアルギナーゼ量は，抽出液Aに比して約1／5に

減少しているのに対して，ウレアーゼ量は，1／300以下に急速に減少している。その時

の全ア ｶ燕活力はAの4＆3倍となつている・

　従つて，飽和硫安処理によつてアルギナーゼとウレアーゼを分離する操作は，効果的な

方法である。

　メタノール処理後の溶液Gのアルギナrk“量はAの約1／23となつているのに対して，
ウレアー罎は・／1…以下に散している．そして，全ア熏穴?ﾍは・Aの約8・

倍に上昇している。

　亦，カルビトール・アセテート処理後の溶液H申のアルギナーゼ量は，Aの約1／63に

減じているのに対して，ウレアーゼ量は痕跡となり，その活力を殆んど認める事が出来な

かつた・全ア熏穴?ﾍはAの約・・4倍にまで上昇している・

　従つて，その操作に周密な注意を払うならば，メタノール並にカルビトール・アセテe・一一

トの使用はアルギナ：ゼとウレアーゼの分離に，亦アルギナーゼの精製法に極めて効果的

な方法である。

　刀豆種実中には，アルギナーゼ以上に極めて多量のウレアーゼが存在している。このア

ルブミン様のアルギナーゼ蛋白体とグロズリン様のウレアーゼ蛋白体との分離に成功する

事は，アルギナーゼ精製過程に於て，極めて肝要な事である。

IV　濾紙電気泳動法による純度の確認実験

A．実験方法

1．濾紙電気泳動装置

第1図に示す装置により実験を実施した。濾紙は東洋濾紙No・51を使用した。

2．緩衝液
　各種のpHの緩衝液を使用して，その良否を検討したが，ベロナ・一ル・ソーダ緩衝液9）

（8．829のベロナール・ソーダ，4．689の酢酸ソーダ並に80．8mlのN／10酢酸を蒸溜水

で21にした液）が最も良好な結果を得た。この緩衝液はpH　8．5，μ＝0．045であつた。

　3．電流と電圧

　50mAまでの電流と，100V～1000Vの電圧とを自由に調節出来る極めて精密な自動

定電流定電圧直流装置を使用し，0．2mA／cm，6．3～10Volt／cmの条件下で泳動を行つたQ
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　　　　　　　　　　　　　第1図

①濾　　紙　　　　　　②濾紙緊張用枠

⑤U字管（寒天橋）　⑥電極槽

⑨外装箱　　　⑩外装箱上蓋

4．蛋白質の確認法（染色法11））

濾紙電気泳動装置10）

　　③物質添加部支持棒（移動可能）　④電解液槽

　　⑦白金電極　　　⑧両槽液面調整コック
　　⑪濾紙抑圧川喫（ステンレススプリング入）

　泳動した濾紙片を染色液（0．05gのBromphenol　blue，1．Ogの昇天並に2mlの氷酢

酸を蒸溜水でユOO　mlにした液）に20分間浸した後取り出し，別の容器の2％酢酸液に

浸し，洗條する方法をとつた。

　5．泳動時間

　以上のような条件のもとで8時間泳動を行つた。

　B．実験結果並に純度の判定

　以上の実験方法で濾紙電気泳動を行つた実験結果が第2図である。

　この図に示すように，抽出液Aのアセトン並に加温処理後の上澄液Cは，陰陽両極に

泳動する多数部分の蛋白体に分離した。

　カルビトール・アセテート処理後の精製溶液Hは，試料添加部の中央部から2．5cm陰

極側に泳動した一つの濃厚な呈色を与えた。それ以外の部位には，呈色は認められなかつ

た。亦，溶液H1は陰陽両極に殆んど泳動しない蛋白部（試料を附着した中央部）と，2．5

cm陰極側に泳動した蛋白部とに分離した。それ以外の呈色は認められなかつた。

　第2表の活力並に第2図の泳動図によるまでもなく，上澄液Cは陰陽両極に泳動分離

する各種の蛋白体から成立つている事は云うまでもない。この上澄液Cが次第に精製操

作を経て，同一荷電量の蛋白体のみから組成される溶液Hに到達している。
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　第2表によると，溶液H中には，ウレアーゼの活力は殆んど認める事が出来なかつた・

そして，全ア 烽燕穴?ﾍは抽出液Aの1・4駄上昇していた・従つて・第2図の醸

Hの泳動図は，アルギナーゼ並にそれに類似の蛋白体の呈色である事は明らかである。

　　第2図濾紙電気漂動法によるアルギナーゼの分離

一ゼ並にウレアーゼ蛋白体の泳動位置を明らかに認める事が出来た。

　第2表によると，溶液H1は

アルギナーゼのみならず，ウレ

アーゼをも含有している。従つ

て，第2図の溶液H1の2部分の

呈色は，アルギナーゼ様の蛋白

体並にウレアーゼ様の蛋白体と

判断される。そして，この条件

下に於けるウレアーゼ様蛋白体

は陰陽両極に殆んど泳動しない

蛋白体である。

　このような溶液H並にH1
の泳動図から判断すると，上澄

液Cの泳動図中にも，アルギナ

V　連続濾紙電気泳動法による分離精製実験

　A．実験の目標
　純度のほぼ判定された溶液Hを，更に分離精製しようと企てた。然し・試薬類のみによ

る純化は極めて困難である事を知つた。そこで，連続濾紙電気泳動実験によつて，更に精

製を進めようと計劃した。

’B．連続濾紙電気泳動法の原理

　この装置はDurrum12）（1951年）並にGrassmannl3）（1953年）の考案による新装置で

ある。

　濾紙を電解液の保持体とし、ヒより緩衝液を流し　これと直角方向に通電して絶えず上

より緩衝液を補給し，連続的に物質を下部へ流出させ，重力による展開液の流動作用と，電

気的作用とを併合させて，瀕の嫌をlfう。購瀕は癬犠一・・nαのαの触

で分離され，下部で補集される（第3図）。

　C．実験並にその結果

　第4図の装置により，使用する緩衝液に溶解した溶液Hを試料供給管に入れ・分離精

製実験を行つた。

　濾紙は東洋濾紙60×60cmサイズのものを用V・，電源は100～1000　Volt・0～50　mAの

定電流定電圧直流供給装置を使用した。

　緩衝液や濾紙の種類，電圧や電流の数値等，種々かえて各種の条件下で72時間泳動を

行つた。

　然しながら，いずれの実験結果も明確な分離精製は得られなかつた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　－52一
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　約2ヶ月の精製実験の結果得られた精製ア

ルギナーゼが溶液Hである。このような処

理後のこの精製アルギナーゼは，連続濾紙電

気泳動的には更に分離精製出来ない事が明ら

かとなつた。

VII精製アルギナーゼの二，三

　　の性質

　A．アルギナーゼ反応のpH

　1．実験方法

　溶液H或はH1の稀釈液から0．2mlを
とり，これに，pH　7．0に調節した0・2　mlの

0．02M　MnSO4，　CoSO4或はNiSO4を加え，

37℃で20分間インキュベーションを行う。

後，種々のpHの緩衝液2．3　mlと，　O・3ml

’難
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③緩衝液供給樋

④ガヲス棒

⑤濾　紙

⑥濾紙保持枠

⑦白金電極
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⑨分離成分捕集試験管

⑩分離試験管立

⑪試験管立調節ネヂ

⑫電極リード線

⑬試料供給管

⑬「試料供縁戸紙接触
　片

⑭供給管挿入口

⑮気密槽

第4図　連続濾紙璽気泳動装置

のアルギニン溶液とを加えて37℃で20分間アルギナーゼ反応を行う。以下lll項のアル

ギナーゼ活力の測定法と同一操作で行つた。

2．実験結果

　以上の操作で，溶液Hのアルギナーゼ反応に於けるpH実験を行つた・第5図はその

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一53一
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実験結果である。

　これによると，Mn＋＋，　Co＋＋或

はNi＋＋のいずれの賦活剤を添加

した場合にも，pH　7．0以下並に

12・2以上では，アルギナーゼ活力

は全く認められなかつた。

　Mn＋＋，　Co＋＋或はNi＋＋添加

の場合に於けるアルギナーゼ反応

の最適pHは，夫々10．0，10．5，

或は10．0附近にあつた。最も効

果的な賦活剤はMn÷’であり，

Ni＋＋は最も劣つていた。

　以上の第5図と全く同一傾向が

第6図の溶液HlのpH一曲線から

も得られた。

　溶液Hはウレアーゼを含有し

ないが，溶液H］はウレアーゼを

も含有している。従つて，ウレア

ーゼの混在は，アルギナーゼ反応

のpH一曲線に，大差を生じないも

のと判断される。

　B．アルギナーゼの熱安定性

　L　実験方法　　　　’

　溶液Hの稀釈液からO．2mlを

とり，これにpH　7．0に調節した

02mlの0．02MMnSO4あるいは

CoSO，を加える。後，57℃で0

～180分間加温処理をなし，その

後，pH　7．0に調節した0．2　mlの再

溜水を加え，37℃で20分間イン

キュベーションを行う。その後，

2．1　mlのpH　9．42緩衝液と，0．3

mlのアルギニンとを加えて，37℃

で20分間アルギナーゼ反応を行

う。　　　　　・

　亦，別に，溶液Hの稀釈液から

0．2mlをとり，これにpH　7．0に

調節した0．2mlの再溜水を加え，

一54＿
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　　以上の実験方法によつて得られ

た結果が第7図並に第8図である。

　　0分間処理即ち57℃の加温処

　理を全く行わなかつた場合のアル　餅
　　　　　　　　　　　　　　　　　錠
　ギナーゼ活力を100にとつて，そ　Q

れに対するR・1・・ive　a・・ivi・y℃贔

これらの図の曲線は示してある。翌

　　第咽並鵬8図の曲繍は・奪
57°C加温処理の際にMn＋＋並に寂

　Co＋＋を添加した場合，曲線∬は・

　Mn＋＋並にCo＋＋の代りに再溜水

　を添加した場合である。然し，曲線

　皿にも，インキュベーションの際

　に賦活剤としてMn＋＋並にCo’“

　を添加した。

　　著者の行つた従来の実験結果6）

　によると，Mn＋＋不添加の刀豆ア

　ルギナーゼは，熱に極めて不安定

　であり，57℃，180分処理後には

　完全に失活された。然し，Mn’＋

　添加のものは，熱に安定となり，

　180分処理後にも，殆んど失活さ

紘かつた．第7図並鵬8図のぎ

　Mn＋＋並にCo＋＋添加57℃処理　R

．の曲翻も洞様唖めて安定で翌
　あつた。然し，Mn＋＋並にCo＋＋不

　添加57℃処理の曲線fiも，それ以　ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　ト
　上に極めて安定であつた。しかも，

　Co“’不添加のものは活力の著る

　しい増強さえ認められた。

　　C．精製アルギナPゼとMn＋

　　　　の結合塾盤蟻薩　漏まま

　第7図並に第8図の実験結果から

0～180分間57℃で加温処理をなし，後，pH　7．0に調節したO．2　mlの0．02　M　MnSO4

或はCoSO4を加え，37℃で20分間インキュベーションを行う。その後，一』記と同一の

緩衝液とアルギニンを加えてアルギナーゼ反応を行う。以下の操作は，ll項のアルギナー

ゼ測定法と同一に行つた。

　2．実験結果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　180’
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判断する乙溶液Hは，既に充分なMn’“を含有しているものと推測される。

　そこで，更に溶液Hの稀釈液から0．2mlをとり，これに賦活剤は全く添加せずに，

その代りにpH　7．0の再溜水を加えてインキュベーションを行つた。

　一般に，賦活剤（Mn＋＋，　Co＋＋，　Ni＋＋）不添加の場合には，アルギナーゼ活力は発現さ

れない。然るに，この時の実験結果は，同一条件下でMn’＋添加の実験結果と，ほぼ同

一活力を得た。

　以上の諸結果を綜合して考察する時，溶液Hは，既にMn＋＋を含有している事は明ら

かである。充分なMn＋＋が存在していれば，　Mn’＋不添加処理のものも熱に安定である

事は云うまでもない。充分なMn“＋の存在する溶液H中に，更にMn＋＋或はCo＋＋を

添加すれば過量となり，増強作用は弱められる。これが，Mn＋＋或はCo＋＋不添加処理

の場合が，増強作用の高かつた理由と考えられる。

　本実験に於ては，Mn＋＋含有マレイン酸緩衝液を常に添加しつつ精製処理を行つた。従

つてアルギナーゼ蛋白体とMn＋＋が強く結合し，透析処理でMn＋＋を除去する事が出来

なかつた。溶液H中にMn＋＋の存在する理由はこれであろう。

　Mn廿含有マイレ呂酸緩衝液を精製操作に探用した著者の方法は，アルギナーゼの安定

性を高める上に，極めて効果的であつたものと判断される。

、贋総 括

　一般に動物のアルギナt’－yゼ精製には，60℃加温処理で熱安定性を高めてから，アセト

ン並に硫安処理に進む方法がとられている。

　これらの操作については，既にRichards　and　Hellermani4），　Hunter　and　Downsl5）並

にMohamed　and　Greenberg16）等によつて報告されている。

　著者は，60℃加温処理前にアセトン処理をなし，その結果第2表に示す好結果を得た。

　Mn＋÷が刀豆アルギナーゼの安定剤として，最も有効である事は，既に著者が報告6）し

た。従つて，精製中常にMn＋＋含有溶液にする事が肝要である。高濃度のMn“’含有溶

液の作製には，マイレン酸緩衝液が最も適切であつた。それ以外の緩衝液ではMnの沈澱

物を生ずるので不適当であつた。

　このように，精製中常にMn“’含有マレイン酸緩衝液を使用した。その為にMn＋＋が

アルギナーゼ蛋白体と強く結合して，透析処理で完全にMn＋＋を除去する事が出来なか

つた。これボアルギナーゼの失活を防止して，良好な精製実験を得る原因となつた。

　硫酸アンモニア，メタノール並にカルビトール・アセテートは，冷却，遠心分離，透析

等の諸操作と適切な組合せで実施すれば，極めて有効な精製剤である事が明らかとなつた。

　活力の測定並に濾紙電気泳動実験から判断すると，精製溶液Hはアルギナーゼ様の蛋

白体のみからなつている。

　然しながら，動物のアルギナーゼ実験17）18）19）を参照すると，この溶液Hも単一・蛋白体

ではあるまい。Tiseriusの電気泳動装置にかけたならば，更に3成分程度の蛋白質に分離

するであろう。

　このような疑念を解決し，更にアルギナーゼの精製分離を進展させる為に，連続濾紙電
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気泳動実験を行つた。然しながら，それ以上の精製分離の得られない事が明らかとなつた。

　動物のアルギナーゼ3）と同様，精製刀豆アルギナーゼは無色の蛋白体であつた。

　pH　8．5のベロナール・Na緩衝液を使用した濾紙電気泳動実験によると，アルギナーゼ

は陰極に泳動する蛋白体であつた。

　アルギナーゼ反応の至適pHは10．0～10．5附近であつた。

　終りに臨み本研究は本学々長青木誠四郎先生の御支援並に本学教官橋本英子氏の助力に

よつて遂行し得たものである。ここに厚く感謝する。

　（本報告の要旨は昭和31年6月23日日本農芸化学会関東支部第165回講演会に於いて

講演した。）　　　　　　　　　　　　　　　　　（化学研究室）
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