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Sepharose4B固定化チアミナーゼIの酵素学貯性質
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持田和男・藤田啓二・尾添嘉久・鈴木喜六

Kazuo　MocHIDA，Ke1］1FUJITA，Yosh1h1sa　Oz0E，

　　　　　　and．K1roku　SUzUKI

　　　Enzymo1og1ca1Protert1es　of　Sepharose

　　　　　　4B－Immob111zed．Th1a血mase　I

　　　　　　　　緒　　　　　言

　チアミナーセI（Th1ammase　I，EC2512）は，

チァミン（第1基質）分子中の（2一メチルヰアミノー5一

ピリミジニル）メチル基部位を，ピリジンなど他の適当
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）一3）
な塩基（第2基質）に転移する反応を触媒する．このチ

ァミナーゼIは，B　肋zα刎〃20Zヅκ郷Matsukawa　et
　　　　　　　1）2）’

Misawaのそれが著名であるが，著者らが見出した
　　　　　　　　　　　　　　　　4）
B伽α舳刀o伽κ蝸stra1n　Bのそれは，Matsukawa

et　Misawa株とは，若干性質を異にしていた．

　他方，これらチアミナーゼIによって生成される転移

反応物群は，ピリチアミンに代表される有用なヂアミン

アナログを含むばかりでなく，第1基質の選択によって

は，葉酸アナログともなりうる注目すべき化合物群であ

る．

　著者らはこれらのアナログ合成に，このチアミナーゼ

Iの利用を計画したが，その際，固定化チアミナーゼI

を使用した方が有利であると判断した．一般に，酵素を

固定化すると，酵素のPH安定性や熱安定性が増大す

るばかりでなく，酵素の再利用が可能となるなど種々の
　　　　　　　　5）
利点が付与される．

　そこで，本研究では前記2菌株から得られるチアミナ

ーゼIを，種々の固定化法のうち最も固定化率の高かっ

た，CNBr－act1vated　Sepharose4Bを用いた担体結合

法によって固定化し，得られた固定化ヂアミナーゼIの

酵素学的諸性質を比較検討することによって，前述アナ

ログ合成の際の適性酵素の選択等に関する基礎資料を得

ようとした．
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　　　　　　　実験材料および方法

　1．試　薬

　CNBr－act1vated　Sepharose4BはPharmac1a社，

牛血清アルフミンはS1gma社の製品を使用した．反応

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．
　　　　　　　4）
　2．酵素の調製

　B肋〃舳πo妙加α4∫Matsukawa　et　lM11sawaあるいは

B．脇㈱加o伽肋5strain　Bをペプトン液体培地（ペプ

トン1％，肉エキス1％，NaC10．5％）に接種し，37◎C，’

168時間培養した後，冷却下（OoC）に遠心分離（8，OOO

rpm，10mm）して菌体を除去した．得られた培養上澄

液に80％飽和量の硫安を加え，低温下（5oC）に一夜

放置後，生じた沈殿を冷却下（OoC）における遠心分

離（7，000rpm，20mm）により集め，少量の1mM2一

メルカプトエタノールを含んだO．02Mリン酸緩衝液

（PH6．8，以後A緩衝液と称する）に溶解した．この溶

液を大量のA緩衝液に対して一夜透析（5◎C）したもの

を酵素標晶とした．
　　　　　　　　　　6）
　3．固定化酵素の調製

　粉末1gから調製した膨潤CNBr－act岬ated　Sepha－

rose4Bを，上記酵素標品を含むカップリング緩衝液

（O．5M　NaC1を含むO．1M　NaHC03，PH8．3）25m4に

加え，25◎Cで2時間振とうした．沖集したSepharose

4Bはカップリング緩衝液でよく洗浄し，トリスーHC1

緩衝液（O．05M，PH8．O）100m4に加え，再び25．Cで

2時間振とうした．沖集したSepharose4Bは，カッ

プリング緩衝液でよく洗浄した後，O．5M　NaC1をそれ

ぞれ含むO．1M酢酸緩衝液（PH4．O）およびO．1Mホ
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Tab1e1． I皿mob111zat1on　of　Two　Th1ammases　I

Used1 Immobi1ized。 Not　immobi1ized
Enzyme　　　Tota1　　　　　Tota1　　　　　Tota1

　　　　　　protein　　　　　actiyity　　　　　protein＊
　　　　　　　（mg）　　　　　（U）　　　　　（mg）

Tota1　　　Rat1o＊＊　　　　Tota1
acti∀ity　　　　　　　　　　　　　　　prote1n

　（U）　　　　（％）　　　　　（mg）

Tota1
aCt1Y1ty

（U）

T．S．B．　　　　30　　　　　97

T．M．Ml．　　　30　　　　　167

17．4

9．4

160　　　　　　　165　　　　　　　　　12．6

122　　　　　　　　　73　　　　　　　　　　20．6

0
60

＊　Used　totaI　protein－Not　immobi1ized　tota1protein．

＊＊　（Immob111zed　total　act1vlty／Used　tota1act1v1ty）×100

ウ酸緩衝液（PH85）各200m4で父互に5回洗浄し

た。次いで，このSepharose4BをA緩衝液で洗浄し，

それを供試固定化酵素標品として以後の実験に用いた．

　4　酵素溝性の測定法

　酵素標品の活性測定は，村田らのヘテロピリチアミン
　　　　　　　7）
（HPT）改良法に準じて行った．すなわち，チァミン

（1．5mM），ピリジン（25．OmM），クエン酸一リン酸緩

衝液（PH5．5，37．5mM）および酵素液（O．5I皿4）を含

む全量2．Om4の反応液を50oCで20分間保温して反応

させた後，20％メタリン酸O．5m4を加えて反応を停止

させた．この反応停止液1m4に10％水酸化ナトリウム

溶液2m4を加え，37◎C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，v／Y）を加えて室温に15分間放置した．次

いで，O．1／％遇酸化水素水0．5m4を加えて遇剰の赤血

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量を定量した。

　固定化酵素標晶の活性測定は，固定化酵素標品4～6

mgを含む上記組成の基質溶液8m4を入れたL字管

（内径16mm，長さ90mm）を，上記条件下において，

TOYO　INCUBATOR　TC－1で20分間往復振とうして

得た反応液08m4に，20％メタリン酸02m4を加え

て反応停止液とし，これに含まれるHPT量を測定して

求めた．

　なお，1酵素単位（U）は毎分1μmo1eのHPTを

生成する酵素量と定義した．

　5．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．固定化タンパク質

量は，使用した全タンパク質量から非固定化タンパク質

量を差し引くことによって求めた．

　6　固定化酵素標品の反復利用性試験

　チアミン（1．5血M），ピリジン（25．OmMl）およびク

エン酸一リン酸緩衝液（PH5．5，75．OmM）を含む全量

40m4の基質溶液に，固定化酵素標品40mgを加え，

37．C，20分間振とうして反応を行った．反応終了後直

ちに炉遇し，反応液と固定化酵素とを分離した．反応液

は，酵素の活性値算出のため，その一部（O．8m4）に20

％メタリノ酸溶液（02m4）を加えた後HPT量測定に供

した．他方，炉集した固定化酵素は，前述緩衝液20m4

で洗浄した後，再び基質溶液40m4に加えて反応を行

うという方法で，計20回の反復利用をした．その際。得

られた各回の反応液は前述の如くHPT定量に供した。

　　　　　　　案験結果および考察

　1．酵素の固定化率

　2種の菌株から得られたth1ammase　Iの，CNBr－

act1▽ated　Sepharose4Bを用いての担体結合法による

固定化に際して，使用した酵素および得られた固定化酵

素，非固定化酵素の各標品のタンパク質量および活性量

を第1表にまとめた．

　表から明らかなとおり，酵素活性の固定化率は，B．

〃α伽〃oZツ炊螂stra1n　Bのth1ammase　I（T　S　B）

で165％，またB　棚α伽ηo伽κωMatsukawa　et

M1sawaのそれ（T　lM　M）で73％と，いずれも非常に

高い値を示した．特にT．S．B．では固定化率が100％を

超え，著しい活性の増大が認められた．T．M．M．につい

てもわずかながら活性の増大が認められる．すなわち，

固定化率の計算法を　（Immob111zed　tota1U／Used

tota1U）×100から（（Used　tota1U－Not1mmob111zed

tota1U）／Used　tota1U）x100に変えると，前者の値

が後者のそれの1．14倍となるからである。これらの活性

増大が，遊離酵素と固定化酵素との間の活性測定方法に

おけるわずかな差異（振とうの有無）によるものとは考

え難い．したがって，これらの活性増大は，酵素の固定

化による（1）酵素反応阻害因子の除去，あるいは（2）酵素分

子の立俸構造や活性部位近傍の環境の変化に伴う酵素反

応の活性化に起因しているものと考えられる．

　2　固定化酵素標品の酵素挙的諸性質

　固定化酵素標品を用いて，酵素反応の至適PHと至適

温度および1時間の前処理における酵素のPH安定性
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と熱安定性について調べた結果を，対応する非固定化酵

素標品のそれと共に，それぞれ第1図から第8図に示す．

　酵素を固定化することによって，至適温度が若干上昇

する傾向が見受けられ・固定化丁・M・M．標品では約

5．C上昇した．しかし，至適pHについては，固定化

前後でほとんど変化が見られなかった．これに対して，

酵素の安定性は，PHおよび熱安定性共に，固定化によ

ってかなり増大した．特に熱安定性の増大は著しく，非

固定化丁．S．B．標品およびT．M．M．標品の活性がそれ

100
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d
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　Temperature（℃）

　　F1g40pt1ma1Temperature　of　Enzyme
　　　　　React1on
　　　　O一一◎　：T．S．B．

　　　　㊧㌧⑱　：Immob111zed　T　S　B

ぞれ約50◎Cおよび60◎Cでほぼ完全に失われるのに対

して，固定化丁．S．B．標晶およびT．M．M．標晶のそ

れは，それぞれ約93％および87％残存していた．これ

は，酵素の固定化によって，タンパク鎖の運動が制約さ

れ，熱による酵素分子の立体構造の乱れが防止されたた

めであろう．

　ところで，酵素の固定化によって活性が増大したこと

は既に述べた．この活性の増大が，酵素反応のK。お

よび汎・・xのいずれにより強く反映きれているかを調
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べるために，酵素反応の動力学的解析を試みた．T　M
　3）　　　　　　　4）
MおよびT　S　B　の触媒する塩基父換反応がPmg

pong血echamsmによって進行することは既に明らか

にされており，本研究における動力学的解析もそれに従

って行った．第2表はその結果を示したものである．こ

れから，酵素を固定化すると，酵素反応に対してγI，。x

が正の効果を，またKmが負の効果を及ぽしているこ

とがわかる。したがって，酵素の固定化による活性の増
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旬
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　　　　Tem．Perature（℃）

60

　　F1g8Thermo－Stab111t1es　of　T　S　B

　　　　　and　Immob111zed　T　S　B

　　　　O一一〇　：T．S．B．

　　　　㊧、㊧　：Immob111zed　T　S　B

大は，γ。。。の増大に起因していると考えられる。チア

ミンに対するK皿値が低下した固定化丁．M．M．標品

の場合でも，ピリジンに対するそれがかなり増大してい

るので，基質取り込みに関しては相殺され，全体として

γm。。の増大が活性の増大に寄与していると思われる．

3　固定化酵素標品の反応触媒としての利用性

　（1）固定化酵素標品の長期保存安定性

　固定化酵素の保存性は，それを利用しようとする立場
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Tab1e2． K1net1c　Parameters　for　a　Base＿Exchange　React1on　Cata1yzed

by　Four　Enzyme　Preparat1ons

Parameter T．M．M． Immob111zed
T．M．M．

止丁．S．B． Immob111zed
T．S．B．

γ。。。X＊

・刈鴛㌶

9．5

0，5

11．O

29．2　　　　　　5．0

0．2　　　　　　0，7

32，6　　　　　　　　13．7

20．5

1，3

32．9

＊　μmo1HPT／min／mg　Protein．
紳　　mMl．

からは重要な間題である．そのため，固定化酵素の長期

問の保存性について，次のような条件下で調べた。1つ

は固定化酵素標品を固体状態のまま冷所（40C）に放置

する方法，他は固定化酵素標晶を種々の緩衝溶液中に懸

濁させた状態で冷所（4◎C）に放置する方法であり，そ

れらの結果を第3表にまとめた．前者の保存方法による

固定化丁．M．M．標品の安定性は極めて良好で，調製

後315日でさえなお99％の活性が残存していた．これに

対して，この方法による固定化丁．S．B．標品の安定性

はあまり良好とは言えない．後者の保存方法において

は，中性付近での保存性が良いが，非固定化酵素標品の

保存性がかなり良いため，極端な酸性ないし塩基性領域

を除いて，固定化によってそれが向上したとは言えな

い．しかし，固定化丁．S．B．標品については，前者の

保存方法に比べて後者のそれが優っていると思われる。

　（2）固定化酵素標品の反復利用性

　酵素の固定化によって得られる最大の利点は，それの

反復利用が可能となることである．したがって，連続酵

素反応時の酵素の安定性は，その触媒としての利用の可

否を決定する重要な因子である．そのため，本研究でも

実験方法の項で述べた方法によって，固定化酵素の反復

利用時における活性の変化を調べ，その結果を第9図に

示した．図から明らかなように，20回の固定化酵素の反

Tab1e3．
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　　Enzymes　agamst　Contmuous　Ut111zat1on

　　◎一一〇　・Immob111zed　T　Ml　M

　　⑬一一⑬　：Immob111zed　T　S　B

復利用の結果は，固定化丁．M．M．標品で約20％の，ま

た固定化丁．S．B．標品で約30％の活性の低下が観察さ

れたに止まった．したがって，いずれの酵素標晶も充分

その反復利用性があると判断できる．

Storage　Stabi1ities　of　Four　Enzyme　Preparations　at4◎C．

Residua1activity（％）

State pH　　Time＊
　　　　（day）

T　M　M Immob111zed　　　　　　　　T　S　BT．Ml．M．
Immob111zed
T．S．B．

G・1　／一
145

315

145

145

145

145

145

14

112

71

117

93

104

99

60

84

73

74

　9

22

82

75

93

54

62

47

76

90

75

88

84

＊After　immobi1ization．
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　以上1～3の項目の結果を総括すると，化合物合成反

応の触媒としては，熱安定性，保存安定性および反復利

用性の点から，固定化丁．M．M．標晶が固定化丁．S．B．

標品より優っていると考えられる．

　　　　　　　　要　　　　　約

　B伽舳z〃0伽κ郷の2株（stramB株および
Matsukawa　et　M1sawa株）が生産するチァミナーセI

（それぞれ，　T．S．B．およびT．M．lM．）をCNBr－

actiYated　Sepharose4Bによって固定化し，得られた

固定化標晶の酵素学的性質を調べた．

　固定化丁．S．B．およびT．M．M．の全活性量は，それ

ぞれ固定前標品のそれの165および73％であった．また

固定化によって，至適PHおよび温度がほとんど変らな

かったのに対して，PHおよび熱安定性はかなり増大し

た．PH5．5および50oCにおけるチァミンーピリジン

系の塩基父換酵素反応のγ・眠およびKm値は，チア

ミンーT．M．M．系のK・・値を除いて，いずれも固定化

によって増大した。

　4oCにおける固定化丁．M．M．の保存性は非常に良好

で，その活性が調製後315日でさえほとんど変化しなか

ったのに対して，固定化丁．S．B．のそれはかなり低下

した。また，バッチ法によって調べた固定化酵素標晶の

反復利用性も固定化丁．M．M．の方が固定化丁．S．B．

より優っていた．

　これらの結果は，固定化丁．M．M．が固定化丁．S．B．

より，反応触媒としての利用性という点で，優れている

ことを示している．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s晒㎜脇町

　The　bacter1a1th1ammases　I　prod．uced－by　B　娩zα仰伽oZツ肋郷stra1n　B　and．B　肋吻刎伽oZツ＿

枕鮒1Matsukawa　et　M1sawa（T　S　B　and．T　M　M．，respectwe1y）were1血mob111zed　by

CNB卜act1vated．Sepharose4B，and－the1r　enzym－o1og1ca1propert1es　were　exan1med

　The　tota1act1Y1t1es　for　the1皿皿ob111zed．T　S　B　and－T　M　M　obtamed　were165and－

73percents，respect1ve1y，of　those　for　the　nat1∀e　preparat1ons　A1though　optma1pH　and－

optma1temperature　were　v1rtua11y　mchanged－by　the1皿血ob111zat1on，pH－and－thermo＿

stab111t1es　were　cons1derab1y1ncreased－

　The　kmet1c　paralmeters（K皿and　V，、。），d．eterm1ned－for　the　base　exchange　react1on

between　th1am1ne　and－pyr1d．1ne　at　pH55and50◎C，showed．that　the1mInob111zat1on

resu1ted1n　apPrec1ab1e1ncreases1n　both　y』、x　and1（皿∀a1ues　except　for　the1（】。ユ∀a1ue

of　a　th1a㎜1ne＿T　M　M　syste皿

　Upon　bemg　stored－at4◎C，the1皿mob111zed－T　lM［M　was　very　stab1e　and1ts　act1v1ty

was　v1rtua11y　unchanged　at315days　after1mmob111zat1on　whereas　the1m皿ob111zed－

T　S　B　was　cons1d．erab1y　unstab1e　The　stab111ty　of　the1m皿ob111zed．T．M　M　agamst

contmuous　ut111zat1on，determmed－by　a　batch　method。，was　a1so　super1or　to　that　of　the

1岨mob111zed－TSB．
　These　resu1ts　suggest　that　the1mmob111zed－T　M．M．1s　more　exce11ent　than　the

1皿mob111zed　T　S　B．as　jud．ged　fro血the　v1ewp01nt　of　the1r　use　for　cata1ysts


