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動物および微生物において種々の nucleosideの

加 リン酸分解あるいは nucleosideと核酸塩基相互

間の pentose転移反応は nucleoside代謝上重要な

役割を果している.この加 リン酸分解反応は nucleo

sidephosphorylaseによって

Ⅹ-deoxyribose+Pi一一Ⅹ+deoxyribose-1-
phosphate

の如く可逆的に触媒される.一般的には反応は生体内

で右側に進行 し主として Catabolism に関与す ると

考えられるが,充分な deoxyribose-卜phosphate

供給下では nucleoside合成を行うことができる.

deoxynucleosideのphosphorylaseとして thymi

dinephosphorylase(tpp)と purinenucleoside

phosphorylase(pup)の2種が知 られている1)～3-

これに対 して deoxynucleosideの pentose転移反

応すなわち Transdeoxyribosylation(TDR反応)

は何れの生物内でも重要な反応として存在するが,こ

れを触媒する酵素,trams-N-deoxyribosylaseは現

在迄のところ乳酸菌頬でのみ見出され4)-6).他 の生物

には独立した静索として存在していない.従って他の

生物におけるpurineおよび pyrimidine間の TDR

反応は tpp と pup の両酵素の共同作用によるも

のと考えられてきた7)8).すなわち

Thymidin｡+PiLPEThymine+d｡｡Xyrib｡S｡-

卜phosphate

Adenine+deoxyribose-1-phosphatep-u-P

deoxyadenosine+Pi

の連続 した反応によって転移反応が行われる.この反

応は両酵素の性質から考えて Z.nuitroで当然起り得
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る反応ではあるが,必ずしも Z'nvivoで同じ反応形

式で起ることは意味しない.上記の反応が効果的に起

るためには中間体の deoxyribose-1-phosphateが

充分量産生されることが必要であり,事実 Z'nvitro

での TDR反応は invivoでの反応に比 して着るし

く遅いことが知られている8).しかしながら大腸菌で

は上記の2酵素の何れかが欠除した場合 TDR 反応

が起らないことから invivoの反応も両酵素が関与

していることは間違いなく9),invivoでは効果的に

TDR 反応を行うために両酵素の物理的配置等 に未

知の機構が存在しているものと推定される.本研究で

は大腸菌から分離精製した tppおよび pup の性質

と invitroでの TDR反応の条件および特性 を明

らかにする目的で行われた.その結果 inz)itroにお

いて見られる TDR反応は上記の2反応の単 なる連

鎖によるものではなく,恐 らく両酵素は弱い相互作用

によって complexを形成 し,この complex によ

って TDR反応が行われているものと推定された.

方 法

酵素源として大腸菌Y70122を用いた10).本菌はth-

ymine要求性で tppと pupを constitutiveに産

生する.菌は nutrientbrothで培養Lstationary

phaseに遷 した菌を集めて酵素抽出を行った.

使用 した薬品はすべて市販のものを用いた.Contr-

olled･PoreGlass,CPG-10-240-(120/240)は ELEC

TRO-NUCLEONICS,lNC.より購入した.

酵素反応の測定

tpp活性の測定は Razzelおよび Khoranall) の

方法によった.すなわち16mMの thymidine,0.05M

succinate-0.05Msodiumarsenate(pH6.0)と酵

Transdeoxyribosylation Activity in Escherichia coli. Trans､eoxyribosylation

catalyzed by thymidinephosphorylaseandpJurinenucleosidephosphorylase.Michiko

Hayashi,DepartmentofBiochemistry(Ⅱ)(Director:Prof.S.Kuno)SchoolofMedicine,

Kanazawa University.
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素を含む反応液 (0.20ml)を10分間37oCで反応 させ

た後,1.5mlの0.3NNaOHを加え,300mfJの吸光度を

測定 した.吸光度1.0の増加が0.471〟Moleのthymirle

生成に相当する. 1〟Moleの thymine を1分間に

生成する酵素量を1unitとした.

pup活性の測定は Tsuboiおよび Hadson12-の

方法の変法H)を用いた.すなわち5mMdeoxyguano

sine,0.1Msodiumacetate-0.05Msodiumarsenate

(pH6.0) と酵素を含む反応液 (0.25ml) を37oC10

分間反応させた後.0.5mlの20%Na2C03を加え,更 に

0.75mlの6倍稀釈の PhenoIReagentを加えて370

C20分間静置 した後,660m〟での吸光度 を測定 した .

吸光度1.0の増加が guanine0.278〟Mole生成に相当

する.1〟Moleの guanineを1分間に産生する酵素

量をlunitとした.

TDR活性は Munch-Petersenの方法13)に多少 の

変更を加えた‖).すなわち4mMの thymidine,lmM

の adenine.10〟Mの リン酸,0.016Macetatebuffer

(pH6.5)および酵素液を含む0.50mlの反応液 を370

C30分間反応させた後,10N過塩素酸 0.025mlを加

えて反応を止め,この間生 じた deoxyribose リン

酸および deoxyadenosineを Burtonの法15一によ

り測定 した.tppによる thymidine分解 を補正す

るため adenineを除いた反応液を同様に処理 し, こ

の値を上記の値から差引いたものを TDR 活性 と し

た.1分間に1m〟Moleの deoxyadenosineを生成

する酵素量を1unitとした.

蛋白量は Lowry 等の方法16)で Bovineserum

albumineを standardとして測定 した.

結 果

辞表の精製

6gの菌を Taketo及び Kunoll)の方法に従 って

osmoticshockを行い.上澄液 (shocked fluid)

30mlを得た.これを図 1に示 した方法 で精製 を行 っ

た.すなわち shockedfluidを兼溜水に対 して12時

間透析 した後,遠心 して上清と沈激に分けると.tpp

の大部分は上清に,pupの大部分は沈激に集った.

tpp:上記の上清を80%飽和の硫安で沈澱 し,その

沈毅を約 1mlの0.05MTris-ClpH7.5に溶解 L Sep･

hadexG-200(2.6×50cm)カラム クロマ トグラフ

ィーを行った.tppは pupより僅かに遅れて流出す

るのでその活性部を集めて80%飽和 の硫安 で沈毅 さ

せ,少量の0.05MTris-CIpH7.5に溶解 した後.同緩

衝液に対 して透析を行った.遠心後上清をあらか じめ

0.2MKCト0.05MTris･ClpH7.5で平衝化 した CPG-

10カラム (1.6×30cm)に流 し.次に同緩衝液で溶

出した.活性部分を集めて透析 した後,0.2MKC卜0.02

MglycylglycinepH8.0で平衝化 した CPG-10 カ

ラムに流 し.同緩衝液を250ml流 した後.0.02MglyG･

ylglycinepH8.0で溶出 した.混在する pup は0.2

MKClを含む緩衝液で溶出され,tppは後者の緩衝液

で溶出される.

pup:shockedfluidを透析 して得 られた沈激 を

0.05MTris･ClpH7.5に溶解 し,遠心により不溶物を

除去 した後,DEAE-celluloseカラム (2.6×30cm)

に吸着させた.カラムはあ らか じめ0.05M Tris-CI

pH7.5で平衝化.辞素を吸着させた後,KClを含む緩

衝液の Iineargradientで溶出した (0.05MTris-Cl

pH7.5-0.6MKClin0.05MTris-CIpH7.5各500

ml).pupを含むフラクションを合 して透析 を行 った

後 ,同一条件で再びクロマ トグラフィ-を行った.宿

性を含むフラクションを合 した後80%飽和の硫安で塩

析 し,少量の0.05MTris･CIpH7.5に溶解 し,同緩衝

液で透析を行った.この酵素液をあらか じめ0.2MKC1

-0.02MglycylglycinepH8.0で平衝化 した CPG-

'lloヵラム (1.6×30cm)に流 し,同緩衝液で溶出 し

た.表 1に両酵素 の精製結 果を示す.何れの辞素 も

shockednuidから約50倍に精製された.しかしデ ィ

スク電気泳動では酵素活性 と一致する主 band の他

に2,3の淡い bandが認められた.

Fig.1.Purificationschemeofthymidine

phosphorylaseandpurinenucleoside

phosphorylase.
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TableI Purification ofpurinenucleosidephosphorylaseand
thymidihephosphorylase
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Step Volume(7nL) Totalprotein(呼) Totalactivity Yield(%) Spec ificactiv ity(units
′mg)_ pup(1mitS)** tpp(units)* pup tpp

pup tppOsmoticsh∝kfluid 30 142 159 178 1

00 100 1.12 1,25Precipitateofdialyzedsh∝kfluid 6.0 42.61.42 88.6 12.9 56 1.8934.0D'EAE cellulose (lst) 47 58.0 8.89 36DEAE cellul岱e(2nd) 29 43.8 2.12

27CPG-10 7,5 0.39 2.58 01.6 66.8Supematantofdi
alyzedsh∝kfluid 31 32.3 5.48 98.6 62

3.18SephadeX G-200 1.8 1.72 1.J32

48.8 30 28.8CP.G-10(1st) 3.8

0.40 0.368 23.7 14 58.1CPG-10(2nd) 22 0.18 0 ll,8
7 66.0*One unitofthymidinephosphorylaseactivity

isde負nedastheamountrequired to produce1FLmOleofthymille

Permin.～ +One unitofpurinenucleosidephosphorylaseactivity
isdefinedastheamountrequiredtoproduce1FLmOleofguanin

epermin.tppおよび pupのカラムクロマ ト

グラフィーにおける挙動 :図2に tppおよび pupの SephadexG-20

0 クロマトの挙動を示す.pupは tppよりも多少早 く溶

出され,TDR活性は両酵素の中間部に認 め られるが,両酵素の完全

分離はできなかった.図3は DEAE･cellu

loseクロマ トの挙動であるが.SephadexG-200の場合と

逆に tppが pupよりも少し早く溶出されてくる

.緩衝液あるいは塩濃度を種々変えて溶出条件を検討したが.両酵素の完全な分離

は不可能であった.図4および図5に CPG-10カ

ラムにおける挙動 を示す.0.02Mglycylglyci

nepH7.0あるいはpH8.0で溶出すると tppおよび pupの

何れも略々 voidvolumeの部に溶出される.これに

対して0.2MKC1-0.02MglycylglycinepH7.0では何れの酵素 もカラ ムに吸着されて溶出されない

.また0.2MKCト0.02Mglycylglycine

pH8.0で溶出した場合 pupは溶出されてくるもののカラム容積の約2倍の溶

出液が必要であり,tppはpH7.0の場合と同様溶

出することはできない.従って0.2MKC1-0.0

2MglycylglycinepH8.0で tppと pup

を完全に分離することが可能である.この高塩濃度

での吸着は CPG-10の非特異的吸着を妨げる po

lyethyleneglycolを溶出液に添加することによって完全に防ぐことができ

る.しかし塩濃度の上昇によって吸着が増大する理由は不明である.

tppおよび pupによる thymidine,adenine

間の TDR反応 :tppおよび pup存在下

で thymidineと adenineより de
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Fig5. Chromatographyofthymidinephosp･
horylaseandpurinenucleosidephosphorylase
onCPG-10atpH 8.0.Methodsweresameas
describedinFig4,exceptbeing used the
buffer,pH 8.0.
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様に無機 リン酸の存在が絶対に必要である.しかしな

がら無機 リン酸に対するKm値を求めた所 TDR反応

に対 しては40〟Mであった.この値は tpp又は pup

の加 リン酸分解反応に対するKm値よりも着るしく小

さく.特に tppのKm値の約1/400である (表 2).

TDR反応の至適pHは約 6で tppおよび pup の

加 リン酸分解反応の至適pHの略 々中間値 を示 した

(図7).

酵素濃度と TDR反応 :

Pyrimidinenucleosideと purine間の TDR

反応は tppと pupの両酵素が必要である.pupを

一定量使用 した場合,unit量として約 5倍 の tpp

で活性は飽和に達 し,tppを一定に した時 は約 3倍

の pupで飽和値に達する.両酵素問で特に stoichi

ometricな関係はない (図8).

Fig8.Effect of Enzyme concentration on
transdeoxyribosylationactivity.
a)0.02unitofpurinenucleosidephosphor･
ylaseplus0to0.2unitofthymidinephoI
sphorylase.
b) 0.018unitof thymidine phosphorylase
plus0to0.1unitofpurinenucleosideph-
osphorylase.
0--･一〇,activityinthepresenceofadenine;
△--･△.activityintheabsenceofadenine;●-●,thedifference(transdeoxyribosylati

onactivity).
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0.1PurinenucleosidephosphoryLase(unit) TDR反応に対する KClの

影響 :tppあるいは pupの加 リン酸分解反応は反

応液中に KClを加えても全く活性に変化はない.

しか しtppおよび pup による TDR反応は KClの

添加 によって着るしく阻害される (図9).すなわち

反応液中に約0.04Mの KClを加えることによって活

性 は半減 し,0.15Mで殆んど活性を失っ

た.考

察大腸菌では thymine又は thymidineの

利用 はdeoxynucleotideとしては唯一の salvagepat

hwyである17). thymidine は野生株において も

効果的に利用されるが.thymineの利用は特異的 な

変異株か又は他の deoxynucleosideが共存 しない

と効果的利用は期待できないt8).thymineと他の deox

ynucleosideの共存下では thymineは極めて速か

に thymidineに合成される.このことは deoxyrib

ose部が効果的に thymineに移されていることを

示している.この TDR反応を触媒する酵素 として

乳酸菌類では Traris-N-deoxyribosylaseが存在 し

,高度に精製されその性質,反応機構等についてもよ

く検討されている.しかしこの酵素は現在の所乳酸菌

のみに限定されている様に思われる.従って他の生物

における TDR反応は Trans-N-deoxyribosylase

以外の酵素によって触媒されていることに

なる.Fig9.EffectofKClontransdeoxyribosyl
at-ion activity,thymidine phosphorylase
andpurinenucleoside phosphorylase. Activ
itywasmeasuredasdescribedin ''METHO
DS"except additional KCIwasincluded in
thereactionmixtu

re.△‥-△.thymidinephosphoryla
se;()日.一〇,purinenucleosidephosphoryla
se;e 亀transdeoxyribosylationactivity
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大腸菌におけるデオキリボシル転移反応

TDR反応申 purine相互間又は Pyrimidine相

互間の反応 (baseexchangereaction)･については

主として動物細胞抽出液についていくっかの報告があ

り19)～23).nucleosidephosphorylaseと異 る酵素の

存在を示唆する報告19)もあるものの.大部分は無機 リ

ン酸依存性が認められて㌧､る20ト23).その際 pupによ

る反応は deoxyribose一卜phosphateが酵素か ら過

離する典型的な加 リン酸分解の可逆的反応によるとさ

れているが20),tppによる反応ではリン酸に対するKm

値が小さく, 中間体の deoxyribose-1-phosphate

は enzymebound状態として存在 し20)かつ通常の

加 リン酸分解反応の至適pH(約6)と異った至適pH

(約7)を示した21).従って tpp依存性の pyrimid

ine問の TDR反応は加 リン酸分解反応と臭った en

zymeconformationで行われている可能性がある20)

pyrimidine-purine 問の TDR 反応は inuiuo

で tpp と pup の両酵素の必要なことは先 に報告

したg).本研究で inuitroにおける thymidine と

adenine問の TDR反応を調べた結果,予測通 り無

機 リン酸依存性ではあるが無機 リン酸に対するKm値

は40FLMで加 リン酸分解によるKm値 より着 るしく小

さい.特に本研究での assay法では初反応が thymi

dineの tppによる加 リン酸分解反応であるが,tpp

の加 リン酸分解に対するKmは1.7mMで TDR 反応

の約400倍の高値を示した.

更に tppおよび pupの加 リン酸分解反応 には反

応液中に KClを加えても全く影響がないにも拘わ ら

ず,TDR反応は KCl存在に著るしく感受性であっ

た.これらの事実は TDR反応は加 リン酸分解反応

と異った conformationを持っ酵素によって行われ

ている可能性が強い.このconformation の実体 は

不明であるが.tppと pup間に弱い相互作用がある

のかも知れない.大腸菌の tppと溶連菌の pup を

組合せた場合.TDRの効率が homologousな組合

せに比し低い事も,かかる相互作用の存在を示唆する

ものと考えられる24).

従って反応形式として

tpp-pup+Pi+Thymidineご(dR-1-R)-tpp･pup

+Thymine

(dR-1-P)･･･tpp-pupZtpp-pup･･･(dR-1-P)
tpp･pup･.･(dR-1-P)+AdenineZtpp-pup

+deoxyadenosine+Pi

の順で進行するのではないかと推定された.CPG-10

カラムクロマトで tppおよび pupが一般的な蛋白

の性質と臭って塩濃度を増加するとカラムに対する吸
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着が増加することは或は conformation変化 による

のであろう.

この様な inuitroでの TDR反応の証明にも拘

らず inuz'troでの活性は inz)ivoでの TDR反応

に比して極めて緩徐にしか進行しない.従って invi

uoでの反応に対しては tpp'および pup の両酵素

が complexとして活性部が非常に接近 した状態で

効果的な反応が起っているものと推定され,この状態

を示唆する dataも得られている25).しかしその実態

は今後の研究にまたねばならない.

稿を終えるに当り.御指導と御校閲を賜りました久野

滋教授,武藤明助教授に心から御礼申し上げます.
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Abstract

Thymidinephosphorylaseand purinenucleosidephosphorylasewerepartially

purifiedfrom E.colicellsbycolumnchromatographyonDEAEICellulose,sephadex

G･200andCPG-10.Thepopertiesoftransdeoxyribosylationbetween thymidineand

adeninecatalyzed by these puriBed enzyme preparation were investigated.The

trans-deoxyribosylationwasabsolutelydependenton thepresenceorinorgaincph-

osphate.However,theKm valueForinorganicphosphatein transdeoxyribosylation

was40〃M which wasapproximately 1/4000rthatort恒･midine phosphorylase.

TheoptimalpH wasaround､6.Thetransdeoxyribosylationwassosensitiveto salt

in theincubation medium,that0.2M KCIinhibited thereaction completelytho-

ughthymidine phosphorylase and purine nucleoside phosphorylaseactivitieswere

unaffected.Boththymidinephosphorylaseandpurinenucleosidephosphorylasewere

stronglyadsorbenttoCPG-10atpH 7.0in thepresenceof0.2m KCL whileno

adsorption wasobserved withoutKCI.Thisunusualproperty toghtherwith the

aboveresultssuggested thatthe transdeoxy-ribosylation between thymidineand

adeninewasnotasimpleconsecutive reaction of th)7midine phosphorylase and

purinenucleosidephosphorylase,butduetoacomplexformedbyweak interaction

betweentwoenzymes.OnhigherconcentrationofKCI,theenzymeswould probably

changetheirconformationalstructureto resultin failureto interact,inability of
effectivetransdeoxyribosylation,and unusualbehavioronCPG-10.


