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土壌由来性細菌の生産するチアミナーゼIの

　　　　　　　精製とその酵素学的性質
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　Pur1f1cat1on　and－Enzym－o1og1ca1Propert1es　of　the　Bacter1a1

　　Th1ammase　I　Prod．uced　by　a　Stram　Iso1ated　from　S011

　　　　　　　　　緒　　　　言

　チァミナーセI（Th1am1nase　I，EC2512）は，

シダ檀物（ワラビなど），細菌（且棚㈱加o妙地螂な
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1），2）
ど），魚介類（コイやシジミなど）把分布し，チアミン

分子中の（2一メヂルー4一アミノー5一ピリミジニル）メヂル

基部位を，他の適当な塩基（例えば，アニリンなどの芳

香族アミン，ピリジンなどのN一複素環化合物，システ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）一3）
インなどのSH化合物）に転移する反応を触媒する．

この酵素の精製は，B棚α伽〃o似κ狐Matsukawa　et
　　　　　　　　　　4）　　　　　　　　5）
Misawaのそれが村田らおよびAirthらによって，ま
　　　　　　　　　　　　　　6）
たα．功0ブ0g’θ加3のそれが小林によって行われ，それ

ぞれ超遠心的にあるいは電気泳動的に単一の酵素標品が

得られている．

　著者らはこの酵素の転移反応生成物がヂアミンや葉酸

のアナログであることに注目し，それらの拮抗体合成に

この酵素の利用を企画した．ヂアミノや葉酸のアナログ

を幅広く得るためには，基質特異性の異ったチアミナー

ゼI標品を必要とする．そのため，土壌申からチアミナ

ーセI生産菌の検索を行い，得られた菌株のうちStram

Bと名付けたB．伽α刎加0妙伽45の一菌株が生産する粗

酵素標品が，酵素学的性質においてB伽α榊〃1oツ肋ω

Matsukawa　et　M1sawaのそれと若干異なることを認

めた．そこで，この酵素の精製を試みたので，精製酵素

の若干の性質と共に，報告する．

　　　　　　実験材料およぴ方法

1　使用菌株

平板希釈法によって，宍道湖干潟土壌より分離した1

＊　生物汚染化学研究室

紳食晶化学研究室

菌株，Bαα〃狐肋〃伽〃oZツ勿6ωStram　Bを用いた．

　なお，本菌の検索に用いたヂアミナーゼI活性の新測

定法および本菌の菌学的性質については，別に報告する

予定である．

　2．試薬
　DEAE－Sephadex　A－50，Sephadex　G－100はPhar－

mac1a社，Hydroxy1apat1teは日本ケミカル杜の製品

である．牛血清アルフミノはS1gma杜製，分子量決定

に用いた標準タンパク質はBOehrmger杜の分析キッ

トのものである．また基質であるチアミンやピリジン，

およびその他の試薬は，和光純薬製品を使用した．

　3　酵素活性の測定

　酵素活性の測定は，村田らのHPT（ヘテロピリチァ
　　　　　　7）
ミン）改良法によって行った．すなわち，チアミン（

1．5mM），ピリジン（25．0mM），クェン酸・リン酸緩

衝液（特に断らない限りPH6．5，37．5mM）および酵

素液（0．5m4）を含む全量2．Om4の反応液を37◎Cで

20分間保温して反応させた後，20％メタリン酸0．5m4

を加えて反応を停止させる．この反応停止液1m4に10

％水酸化ナトリウム溶液2m4を加え，370Cで60分間

保温して未反応のチアミンを分解した後，1％赤血塩一

20％水酸化ナトリウム混液（2：3，Y／v）を加えて室温

に15分間放置する．次いで，O．1％過酸化水素水0．5m4

を加えて過剰の赤血塩を分解した後，HPTの変換生成

物であるヘテロピリクロームが示す386nmにおける

吸光度を測定することによって，HPT量を定量する．

酵素反応停止液中1mMのHPTから生成したヘテロ

ピリクロームの吸光度は140であった．また1酵素単

位（1U）は毎分1μ㎜o1eのHPTを生成する酵素量

と定義した．
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　4．タンパク質の定量

　タンパク質量は牛血清アルブミンを標準として，
　　　　　　　8）
Lowryらの方法に準じて定量した．なお，酵素標品は

必要に応じてO．02Mリン酸緩衝液（PH6．8）に対して

透析して定量に供した．また，カラムクロマトグラフィ

ーの溶出液に対しては，必要に応じて吸光光度法（280

nm）を併用した．

　5　ディスク電烈泳動

　ミツミ科学産業製の電気泳動装置を使用し，永井の方
　9）

法に準じて行った．すなわち，7．5％のポリアクリルア

ミドゲル，電極槽緩衝液としてTris一グリシン緩衝液（

pH8．3）を用い，ヵラム1本当り4mAの定電流で約

1時間泳動した．タンパク質の染色は1％アミドシュワ

ルツ10B液で1時間行い，7％酢酸で脱色した。

　6　分子量の測定
　　　　　　　　10）
　Andrewsの方法に従って，04M塩化ナトリウム含

有0．02Mリン酸緩衝液（PH6．8）で平衡化したSe－

phadex　G－100カラム（2×120cm）を用い，流速035

m4／minおよび分取量1，59／tubeの条件下で標準およ

び酵素タンパク質のゲル炉遇を行い，酵素タンパク質の

分子量を決定した．標準タンパク質としては，Cyto－

chrome　C（分子量12，500），Chymotryps1nogen　A

（25，000），卵白A1bum1n（45，000），牛血清A1bum1n

（68，000）およびA1do1ase（158，000）を使用した．

　　　　　　　　実　験　結　果

　1．酵素の精製

　（S加p1）糧酵素液の調整
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F1g　1Ge1F11trat1on　Patterns　of　Hydroxy1apat1te

　　　　Fract1on　on　Sephadex　G－100Co1umn

　　　　○一○・Th1am1nase　I　act1y1ty

　　　　㊧⑲：Protemconcentrat1on
　　　　←H　：Fract1on　poo1ed

　Strain　Bを肉エキスーペプトン培地で37◎C，168時

問静置培養した培養液を，冷却下（OoC）において遠心

分離（8，OOO　rpm，10min）し，得られた上澄液（15．5

4）を粗酵素液として用いた．なお，以下の精製操作は

全て0－5◎Cの垣温室内で行い，緩衝液は，特に断らな

い限り，1mMlの2一メルヵプトェタノール（ME）を

含んだO．02Mのリン酸緩衝液（PH6．8，以後A緩衝

液と称する）を用いた．

　（S加p2）硫安分画

　前記粗酵素液に弓0％飽和相当量の硫安を加えた溶液を

一晩放置後，遠心分離（8，OOO　rpm，10min）した．得

られた沈殿を少量のA緩衝液に溶かした後，その溶液を

大量のA緩衝液に対して一晩透析した．

　（Step3）lDEAE－S㊧p血馳沮ex　A＿5⑪⑫⑰皿胆m双

　⑫hr⑰醐危og蝸phy

　あらかじめA緩衝液で平衡化したDEAE－Sephadex

A－50カラム（5×100cm）に透析溶液を吸着させた後，

A緩衝液（24）で洗浄し遊離のタンパク質を除去した．

その後，A緩衝液に塩化ナトリウムを添加することによ

って作製したstepwlse　e1ut1on溶液（塩化ナトリウム

濃度：O．2，O．3およびO．4M）各2ベツド容積相当量

で溶出（流速：40m4／hr，分取量：159／tube）した、

O．4M塩化ナトリウム含有溶出液中の活性画分を集めた

後，これに80％飽和相当量の硫安を添加し，塩析を行っ

た．遠心分離（8，OOO　rpm，15min）によって集められ

た沈殿を少量のO．4M塩化ナトリウム含有A緩衝液（

以後B緩衝液と称する）に溶かした後，同緩衝液に対し

て透析を行った．

　（S危ep4）　S㊧ph亀d。㊧x　G・一1⑰⑱　c⑰1皿㎜皿　　⑫hrOI阻亀t0－

　g醐1P吋（18愈）

　前記溶液（2．5m4）を，あらかじめ1．OM塩化ナト

リウム含有A緩衝液で平衡化したSephadex　G－100カ

ラム（2×50cm）に充填した後，同緩衝液で溶出（流速

：21m4／hr，分取量：39／tube）した．活性画分を集

め，凍結乾燥した後，残溢を少量のB緩衝液に溶かし，

同緩衝液に対して透析を行った．

　（S加p5）Hy伽oxy晦a枇e6⑰h㎜皿曲r⑰m就⑰一

　g醐phy

　前記溶液（3m4）を，あらかじめO．2M塩化ナトリ

ウム含有A緩衝液で平衡化したHydroxy1apat1teカラ

ム（1．5×10cm）に吸着させ，同緩衝液20m4で洗浄し

た．次いで，同緩衝液中のリン酸濃度を増加させること

によって作製したstepw1se　e1ut10n溶液（リノ酸濃度

：O．05，O．10，0．15およびO．20M）各20m4で溶出（

流速：21m4／hr，2，59／tube）した．O．15～O．20Mリ
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Tab1e1．The　Pur1f1cat1on　of　Th1am1nase　I　from　Stra1n　B

　　　　　　　Tota1　　Tota1
Step　　　　　　　　activity　protein

　　　　　　　（U）　　（mg）

Sp？・i羊i・即・ifi・・一

aCt1V1ty　t10n
（U／mg）factor

Rec0Y－

ery
（％）

Culture　fi1trate　　　　　4154

0＿80％（NH4）2S04ppt3666

DEAE　Sephadex　A－502500
Sephadex　G－100（1st）1350

Hydroxylapat1te　　　　354

Sephadex　G－100（2nd）　285

4123．0

1933，6

　82，2

　23．6

　3．0

　1．1

　1．0

　1，9

30，4

57．2

118．0

259．1

　1．0

　1，9

30，4

57．2

118．0

259．1

100，0

88，3

60，2

32．5

　8．5

　6．9

ン酸濃度溶出液中の活性画分を集め，B緩衝液に対して

透析した後，凍結乾燥した．残澁を少量の同緩衝液に溶

かし，再度同緩衝液に対して透析した．

　（Step6）Sephadex　G－100cohmn　chromato－

　grap11y　（2nd）

　前記試料（ユm4）を，あらかじめB緩衝液で平衡化し

たSephadexG－100カラム　（2×120cm）に充填した

後，同緩衝液で溶出（流速　21m〃hr，159／tube）し

た．活性画分（第1図）を凍結乾燥した後，残溢を少量

のB緩衝液に溶かした．その溶液を同じ緩衝液に対して

透析して最終精製酵素標品とした．

　以上の各精製過程における活性画分の総活性，総タン

パク質量，比活性，収量および純化度を第1表にまとめ

た．最終精製酵素標品は，培養上澄液の260倍に精製さ

れており，収率は7％であった．

　2．ディスク電気泳動

　各精製段階cとに試料を採り，アクリルアミドゲルデ

ィスク電気泳動を行った結果を第2図に示した．最終精

製酵素標品は単一のタンパクバンドを与え，電気泳動的

Fig．2　Po1yacry1am1de　Ge1　E1ectrophores1s
　　　Patterns　on　the　Enzyme　Preparations　in

　　　Severa1Purification　Steps．

　　　1　（Step2）Ammon1um　su1fate　fract1ona－

　　　　　　　　tiOn．

　　　2　（Step3）DEAE－Sephadex　A－50

　　　3：（Step4）Sephadex　G－100（1st）．

　　　4　（Step5）Hydroxy1apat1te
　　　5　（Step6）Sephadex　G＿100（2nd）

　　　O　Or1g1n

　　　P　Prote1n（Th1amlnase　I）

　　　F：Front（BPB）．

に均一であることが確められた．

　3　精製酵素の分子量

　Sephadex　G－100を用いたゲル泊過法による分子量

測定の結果を第3図に示した．本菌の生産するチアミナ

ーゼIの分子量は約37，000であると評伍した．

　4．精製酵素の性質

　1）至適pH

　O．15Mのクェン酸緩衝液を用いて，2．5～8．Oの各PH

で調べられた至適PHは5．Oであった（第4図）．
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Tab1e2Effects　of　Meta1Ions　on　the　Act1v1ty

　　　of　Purエf1ed　Th1am1nase　I　from　Stram　B

Additive（1mM） Re1ative　activity（％）

None　　　　　　　　　　　　　1OO
LiS04　　　　　　　　　　　　　　　105

NaC1　　　　　　　　　　　　　96

KC1　　　　　　　　　　　　　96

CuS04　　　　　　　　　　　5
MgS04　　　　　　　　　　98
CaC12　　　　　　　　　　　91
ZnS04　　　　　　　　　　　84
MnC12　　　　　　　　　　100
FeS04　　　　　　　　　　　78
AgN03　　　　　　　　　　0
HgC12　　　　　　　　　　　0

　2）至適温度

　O．15Mのクェン酸緩衝液（PH5．O）を用いて，20～

60．Cの各温度で調べられた至適温度は50◎Cであった（

第5図）．

　3）1PH安定性

　至適温度（50℃）条件下において，2．5～8．Oの各pH

溶液中20分間の予温による酵素活性の変化から求めた（

第6図）．PHの安定領域は6．0～7．5で，それより酸．

性，アルカリ性いずれの側に傾いても急激に活性が低下

した．

　4）熱安定性

　O．15Mのクェン酸緩衝液（PH6．8）を用いて，25～

6ぴCの各温度，20分間の予温による酵素活性の変化か

ら求めた（第7図）．熱安定領域は50．C以下で，鮒C

では酵素活性をほとんど失った．

　5）金属イオンの影響

　金属イオンの終濃度が1mMになるように，酵素活

性分析用溶液に加えて，PH5．Oおよび50◎Cの反応条

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2＋件下における酵素活性の変化を調べた（第2表）．Cu　，

　十　　　　2＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2斗　　　　2＋
Ag，Hg　で著しい阻害が，またZn　，Ca　でかす
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2＋かな阻害が認められた．しかしながら，］〉［n　によっ

Tab1e3Effects　of　Inh1b1tors　on　the　Act1vlty

　　　of　Pur1f1ed　Th1am1nase　I　from　Stra1n　B

Add1t1ve（01mM）　　Re1ative　activity（％）

None　　　　　　　　　　　　　100

NaN3　　　　　　　　　　　101
NaAs02　　　　　　　　　　　　95

PCMB　　　　　　　　　　　　　3

EDTA　　　　　　　　　　　　　98

ICH2COOH　　　　　　　　　　　96
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ては阻害されなかった．

　6）阻害剤の影饗

　阻害剤の終濃度がO．1mMになるように，酵素活性

分析用溶液に加えて，pH5．Oおよび50◎Cの反応条件

下における酵素活性の変化を調べた（第3表）．PCMB

では著しい阻害が認められたが，NaAs02，EDTA，

ICH2COOHでは阻害が認められなかった．

　7）K皿およぴ　んax

　pH5．Oおよび50oCの反応条件下において，基質濃

度を変化させた時の反応速度（η）を求めた．ヂアミン

およびピリジンの終濃度（それぞれ［S1コおよび［S2コ）

は，O．3，O．6，1．O，3．Oおよび6．OmMのうちの4

～5段階の濃度に選んだ．また用いた酵素里（［Eコ）は

O．姐8μ9（分子量を37，OOOとすれぱ反応溶液中では

1．5×10’2μMに相当する）であった．その結果は，

第8図に示されているように，1／ηと［S1コとの間に

は直線関係が得られた．その直線は，［S2コを変えるこ

とによって，横軸に沿って平行移動した．それぞれの直

線の縦軸切片の値（ろ）とその際の〔S2コの逆数との関

係をプロットしたのが第9図であり，ほゾ直線関係が得

られた．この直線の縦軸切片（1／γ・慨）からV㎜・が

200μM　HPT／mm（＝120㎜g　th1amme／mg　Protem

／min），同様に煩き（Kb／乃・岨・）からピリジンに対する

Km値すなわちKbが12．8mMおよび第8図におけ
る直線の傾き（瓦／y1皿弧）からチァミンに対するK・

　　　　　　　　　考　　　　察

　細菌性チアミナーゼIの精製については，B．油わ刎づ一

〃o妙伽。5M．M．およびCいクoプogθ㈱のそれが報告
　　　　4）一6）
されている．しかしながら，著者らが土壌中から単離し

た且伽α刎加o妙伽ωStrain　Bの生産するチァミナ

ーゼIは，前二者のそれと若干異なっていると思われ

た．そこで本菌の生産するチアミナーゼIの精製を試

み，肉エキスーペプトン培養上澄液15．54から精製酵

素（比活性259．1U／mg）1．1血gを得た．特筆すべき

ことに，本酵素は0．2M以上特にO．4M以上のイオン

強度の溶液でなけれぱ沈殿した．そのため，I一連の操作

においては，SH基保護剤であるME（1mM）と共に

O．4Mの塩化ナトリウムを添加したリン酸緩衝液を用い

た．この最終精製酵素標品はディスク電気泳動的に均一

であることを確認した（第5図）．

　この精製ヂアミナーゼIの酵素学的性質を，B蝪α一

〃加o妙此鮒M．Ml．から得られたチァミナーゼIのそれ

と共に，第4表にまとめた．本酵素の至適PHは5．O，
　　　　　　　　　　　　　4）　　．　5）
至適温度は50◎Cであり，村田らやA1rthらの報告とは

異なる．またpH安定性は6．O～7．5とかなり狭く，

熱安定性も50◎C以下で，Airthらの報告する60oC以下

より低く，本酵素の方が若干不安定なようである．本酵

素の活性は，Cu2＋，Ag＋，Hg2＋の各金属イオンやPCMB

によってほとんど完全に阻害され，本酵素がSH酵素
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Tab1e4Propert1es　of　Th1ammase　I

Th1ammase　I

Property Strain　B 且肋加吻加o伽｛α4∫M．M．

Murata砿α1a） Airth砿αZ．b）

Opt1㎜。ulm　pH

Optmum　temp（oC）
pH＿stab111ty

Thermo－stab111ty（◎C）

　　　　　　　　Meta11on
Inh1bltlon

　　　　　　　　Inh1b1tor

5．0

50

6．O＿7，5

50

Cu2＋，Ag＋，Hg2＋

PC1M［B

　　Mo1ecu1ar　we1ght　　　　　　　　　　　　　37，O00

　　　　　　　　　　Th1amme　　　　　　　2．7
　　Km（mM）
　　　　　　　　　　Pyr1d1ne　　　　　　　　　　12．8

　　γ，，ax（mg　thiamine／mg　Protein／min）　120

　　a）From　Ref．4．
　　b）From　Ref．5．

であることを示唆している．他方本酵素の活性は，村田

らの報告と異なり，EDTAには全く阻害されないこと

から，活性発現に金属イオンは関与していないと思われ
　　　　　　2）
る．また村田らは，植物，魚，細菌などから単離された

　　　　　　　　　　　　　　　　　2＋チアミナーゼIの活性がいずれもMn　イオンによって

かすかに阻害され，かつ細菌由来のものはICH2COOH

によってほゴ完全に阻害されると述べている．しかし本

酵素の活性は，両者によって阻害されなかった．他方，

本酵素の分子量は，Sephadex　G－100によるゲル炉過

法によって，約37，OOOであると評価した．これは沈降係

数から求められた且伽α伽加oZツz｛α13M．M．産生チァ
　　　　　　　　　　　　5）　　　　　　　　4）
ミナーゼIの分子量44，000あるいは40，OOO，電気泳

動法によって求められたα砂oηog’θ㈱産生ヂアミナ
　　　　　　　　　6）
一ゼIの分子量42，000に比べ，若干小さかった．

　本酵素の触媒する塩基父換反応の機構は，反応速度の

動力学的解析の結果，Ping　Pong　mechanismである

ことがわかった．B．〃α榊加oZツ加刎M．M．産生チァ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
ミナーセIについては，既にGEL1enhardが同様
の機構で反応が進行することを報告している．すなわ

ち，酵素反応が，式1の如くBmary　comp1ex（ES1

またはE’S2）を形成して進行する場合には，いくつか

の定濃度の基質S2（またはS1）のもとで，基質Sエ（

またはS2）に対するLmeweaver－Burkのプロットを

作図すると平衡直線群となり，式2の如く　Temary

comp1ex（ES1S2）を形成して進行する場合には，同様

のプロットが交叉直線群となることから，両反応機構を

区別することができる．本酵素の塩基父換反応の場合に

は，第8図の如く平衡直線群が得られ，前者の機構であ

6．5　　　　　　　　　　5．8

30　　　　　　　　　　　　25

－　　　　　　　　　　　　　60

Mln2＋　　　　　　　　Fe2＋，Fe3’ト，Cu2＋

PCMB
EDTA
ICH2COOH
40，OO0　　　　　44，OOO
　O．g　　　　　　　　　　　　　　　O．0087

1．0　　　　　　　　　　＿

30．5　　　　　　　　　　6．4

ると決定した．こあ機構に基づく動力学的定数は，第8

図および第9図の各直線の傾きと縦軸切片の値から計算

し，最大反応速度γ。。。は200μM　HPT／min，ミカ

ェリス定数Kmはチァミンおよびピリジンに対してそ

れぞれ2．7および12．8mMなる値を得た．これらの
　　　　　　　4）
値は，村田らの値より，γ・・包・で4倍以上大きく，また

Kmでもチァミンで3倍，ピリジンで13倍大きいもので

あった．また，使用した酵素量からtumover　mmber

を約13，O00／minと評価した．

　　　E＋S1≠ES1＿一今E’十P1

　　　E’十S2［E’S2＿＿一＞E＋P2

　　　㌦・・一1．K・十K・　　　（1）
　　　　η　　　　　　　［S1コ　　［S2コ

　　　　但し，K。，Kb：定数

　　　E＋S1＋S2［ES1S2一一＞E’S2＋P工

　　　→E＋P1＋P2
　　　㌦・・一。十K・。K・十凪・・風　　（2）
　　　　η　　　　　　［S1コ　［S2コ　［S1コ［S2コ

　　　　但し，K。，Kb，Ki。：定数

　本菌の生産するチァミナーゼIは，O．2M以上のイオ

ン強度のもとでしか溶解しないことと併せ，以上の如き

酵素学的性質から，Bヵ肋伽〃oZツ肋蜘M　Mのそれと

は異質の酵素であると結論した．

　　　　　　　　　要　　　　約

　土壌中から単離したB棚α舳〃o伽κ〃∫Stram　Bの

生産するヂアミナーゼIの精製を行って，その酵素学的

性質を調べた．
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　培養上澄液を80％硫安分画および　DEAE－Sephadex

A－50，　Sephad．ex　G－100　（1st），Hydroxy1apat1te，

Sephadex　G－100（2nd）の各カラムクロマトクラフィー

に順次かけ，ディスク電気泳動的に単一の酵素標品を得

た．この酵素の分子量は，37，000であった．至適PH

および至適温度は，それぞれ5．0および50◎Cであった．

　　　　　　　　　　2キ　　　　十　　　　2＋
この酵素の活性はCu　，Ag，Hg　のような金属イオ

ンおよびPCMBによって著しく阻害された．

　この酵素が触媒する塩基父換反応の動力学的パラメー

ターを，PH5．Oおよび50oCの条件下で調べた．チァ

ミンおよびピリジンに対するK。、値はそれぞれ2．7お

よぴ128mMであり，y．I。。は120mg／th1a血me／mg

protein／minであった．

　これらの性質を且”α肌加oZψ㈱Matsukawaet

MiSaWaやα．功0ブ0g’θ㈱から得られたチアミナーゼ

Iのそれと比較検討した．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S㎜醐鮒y

　Pur1f1cat1on　and．enzy皿o1og1ca1propert1es　of　the　bacter1a1th1ammase　I　prod．uced．by　B

肋〃1刎〃oZツ肋ωStram，B1so1ated．fro＝ms011hasbeend．escr1bed．

　By　app1y1ng　the　cu1ture　f11trate　of　the　bacter1a　to　a蛆mon1um　su1fate　fract1onat1on　and

chromatograph1c　fract1onat1on　usmg　a　DEAE－Sephad－ex　A－50，Sephad－ex　G－100（1st），Hydroxy1－

apat1te　and　Sephad．ex　G－100（2nd），an　enzyme　preparat1on　ha▽1ng　ω260t1皿es　as血uch

spec1f1c　act1v1ty　as　that　of　the　or1gma1cmd．e　enzyme　was　obtamed－　The　enzy㎜e　was

hon1ogeneous　on　po1yacry1am1d．e　d1sc　ge1e1ectrophores1s　a皿d　had．a　mo1ecu1ar　we1ght

est1mated．by　ge1f1ltrat1on，of37，OOO　d．a1tons　　The　opt1血u岨　pH　and．the　opt1mu㎜

te皿perature　were50and－50oC　respect1ve1y　The皿eta11oI1s　such　as　Cu2＋，Ag＋，and．Hg2＋，

and－PCMB　remarkab1y1nh1b1ted－the　actmty　of　the　enzy血e

　The　kmet1c　para皿eters　for　the　base　exchange　react1on　of　the　enzy皿e　were　determmed－at

pH50and．50◎C　　The　KIn　Ya1ues　for　th1am1ne　and．Pynd．me　were27and1281mM，
respect1∀e1y，and－the　vmax　va1ue　was120mg／mg　Protem／mm，expressed　as　the　a皿ount　of

th1amme　decomposed
　These　propert1es　were　compared　w1th　those　of　th1am1nases　fro㎜B丞肋α舳〃oZ）吻ω5Matsu－

kawa　et　M1sawa　and。α功orogθ肋5


