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細 野 久 子

(昭和49年11月6日受付)

ある代謝系に関与する一群の酵素 系 の構造 遺伝 子

は,しばしば clusterをなしており,又.細胞内 で

同一部に局在 していることが多い.生 体 系 の恒常性

は.秩序ある遺伝子の発現,それに伴なう代謝調節等

が組合されて保持されている.酵素 の局 在性 あるい

は,その機能と生体内の立体的構造との関連性を知 る

ことは,このような問題を解明する-与 となるであろ

う.しかしこれ迄は特殊な例を除きほとんど明らかに

されていないが Gram陰性菌は, しば しば この問

題の modelsystem として利用 されてきた.

Gram陰性菌の一種である大腸菌を Lysozy.me-

EDTA処理 したり (spheroplast),急激な浸透圧変

化 (osmoticshock)によって,菌の外膜を変化 さ

せると.処理の程度によって異なった酵素が選択的に

遊離 してくることが知 られている.これ らの酵素 は,

細菌の裏面,又はその近 くに存在すると想像されてお

り,一般に Heppelによ って ''surfaceenzyme"

と総称されているEトrn

Deoxyribonucleosideの分解系 (Fig.1)に関与

する酵素 (deo･enzyme)の遺伝子は互 い に極め て

近接 している (Fig.2).又これらの酵素の細胞内局

在性 も互いに類似 していることが知 られている.例え

ば thymidinephosphorylase(Tpp)〔EC2.4.2.

4),purinenucleosidephosphorylase(Pup)EEC

2.4.2.1〕,deoxyriboaldolase〔EC4.1.2.4〕,phos-

phodeoxyribomutaseは浸透庄変化によ って遊離 さ

れるが, spheroplastになっても遊離 されないこと

が報告されている6)7).

大腸菌には deoxynucleosideと塩基の問で de-

oxyribose部分を転移させる Transdeoxyribosyl-

TransdeoxyribosylationActivityof

ofTransdeoxyribosylation Activity

Biochemistry (Ⅱ)(Director:Prof.

University)

aseは独立 した酵素として存在 しない,しか し Tp･

p及び Pupの反応は可逆的であるか ら,両酵素 の

存在下では当然中間体の deoxyribose･トphosph-

Fig.1.Metabolicpathwayof
deoxyribonucleosidbs.
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Fig.2.CirculargeneticmapofE.coliK12･

doo-oP●rOn

盲盲票 '■●■一一一●-▼

ate

を介在 して Transdeoxyribosylation(TDR)を行なうことが可能である8)(Fig.3).し

かしこの様な逐次反応で は反応 は効果的 に進行することは期待で

きない
.
Mu nch ･Pe ter senはintactな菌では極め

て活発なTDRが起るが
,
菌を超音波処理して得ら

れた抽出液

では TDR活性が著 しく低下することを見出 しinuiz)O

で両酵素の協同が効果的に行なわれる何等かの構造的,又は機能的局在性

が存在することが予期された9).本研究ではこの TDR活性 の細胞内

局在性及び構造的関係を知る目的でなされた.その結果両酵素の少なくとも一部は細

胞膜上で, complex様で存在 し効果的な TDR反応を行なっていることが

示唆された.

材料及び方法試 薬Base,nucleo

side,nucleotide,Tris(hydroxymethyl)aminomethane,lysozyme〔EC3.2.1.1
7〕.及び pancreaticDNaseは Sigma

Chem.Co.より購入した.Diphenylamineは和

光純薬より. Br-ij58は花王-Atlasよ

り得た.大腸菌株及び培養条件実験は大腸菌株 E.colt

W3110-2及びW3110-217を用いて行なった.W3110-2は

thymidylatesyn･thetase欠損菌11))で.高濃

度チミン要求菌である.この菌の Tpp及び Pupは induce

rの存在下で誘導的に合成される.W3110-217はW3110

-2か ら由来した低濃度チミン要求菌である＼ この菌 の Tpp

及び Pupは inducerがなくとも絶えず作 られてい 61F

ig.3.Phosphatedependenttransd

eoxyribosylation.TUruJHU 田

｣UTUrHuLU ∵ ': rJ･Jノヽ 十 二

●lp-Abbreviation:Pi

,inorganicphosphate.るIu).大腸菌

はGSll)培地で37oCで振 と う培養 した.この

培地は thymine(5〟g/ml又は50〟g/ml)と特に記述

がなければ, casaminoacid (1mg/ml)杏含む. Bausch& Lomb Spectronic20spe
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遠心する.この沈毅物を膜分画とする.又この上達と

上記の5,000×gsupを合わせて.可溶性分画 とする

(Fig.4).

静索の活性測定

Tppは Razzelら川)の方法で測定 した.Tpp の

1 unitは毎分 1 mJJmOleの thymineを遊離

するに必要な酵素主である.Pupは基質として deo･

Ⅹyguanosineを使用した以外は. Tsuboiら14)の方

法で測定した.Pupの1unitは毎分 1m〟moleの

guanineを遊離するに必要な辞素量であ る.TDR

活性は次の様にして測定した.A及びBの 2組 の反応

液 (全量2ml)を用い,何れも25mM sodium ac･

etate,pH6.5,8JJMolesthymidineを含む.Aに

は更に1.5JJMolesの adenineを加え,Bには加え

ない.酵素を加えて反応を開始し,370C30分間反応

せしめた後 10N HC101を0.1ml加えて反応を停止

した.遠心後上清のの遊離 deoxyribose及び del

oxyadenosine量を diphenylamine法15)で測定 し

た.Aの値からBの値を差し引いたものをTDR 活性

とした. TDRの lunitは毎分 1 m〟moleの

deoxyadenosineを産生するに必要な酵素量である.

Phosphataseの活性は.Bessey等川)及び And-

ersch等)7)の方法に従った.

蛋白量は LowryJ8)の方法で測定 した.

無機 リンの定量

Amesら19)の方法を一部変更 した Chen等2")の方

Fig.4.Fractionationschemeofcellextract.
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法を使用した.

TppとPupの精製

Tppと Pupは E.coIL'W3110-217か ら林等の

方法で精製した (M.Hayashietal.inprepara-

tion).

InvL'troにおけるTDR活性の再構成

InuitroにおけるTDR活性の再構成は次のよう

にして行なった.反応混合物は全量0.40mlで25mM

Tris･HCl(pH7.5).W3110-217の菌株から部分精.製

した酵素棲品 (Tpp837units.Pup571units).

W3110-2の菌株からの膜分画0.10mlを含む.37oCで

15分間反応させた後 (preincubation),TDR活性を

測定した.

結 果

リン酸依存のTDR活性

部分精製したTpp とPup の混合棲品を用いて

thymidineと adenineより deoxyadenosine産

生を測定すると,その活性 (TDR活性) は反応液中

のリン酸濃度に比例 して増加する (Fig.5).従 っ

てこの反応はFig.3に示した様にTppとPup によ

る逐次的反応によって進行したものと考えられる.

細胞処理のTDR活性への影背

Fig.5.Effectofphosphateconcentration
onTDRactivity.
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大腸菌を超音波処理あるいは,トルエン処理しても

Tpp及びPupの活性は全く低下せず,むしろ見けか

上増加する.これに反して,TDR活性はこれらの処

理によって未処理細胞に比し約1/10に低下 した (Tab

lel).従って,TDR活性は.TppとPupの単純 な

共存によって発現されるのではなく,活性を発現する

ためには菌体内の立体的構造の介在が必須であること

が予想された.

膜分画におけるTDR活性

上の可能性について検討するため.大腸菌の膜分画

Table1.Effectofsonicationand
toluenization on activities of

thymidinephosphorylase,purine
nucleoside phosphorylase and
transdeoxyribosylation

strainW3110-217wasused･

Units/mg
Sampl
e Tpp Pup

TDRWholecells¢ 82 2

25 6.70Sonicatedcells 26

8 302 0.67Toluenizedcells

250 293 0.91(LExponentialgrowingcel
lswereharvested,washedasr'イMATE

RIALSANDMETHODS"andsuspendedinTMKbuffer. 63の調整を試みた.Fig

.4の方法に従って Lysozy-me-EDTAIBr

ij処理 した後,細胞残痕を除 いて得 られた分画 (5.000×

g,ppt)に大部分の膜分画が移行する.Tpp及びPu

pの活性は5.000×gの上澄とこの膜分画にはぼ

等しい割合で存在する.一方TDR活性は上直よ

りも膜分画を含む沈澱物 に多 く存在す ろ(Table2).膜分画を2

0% sucrose･TMK緩衝液で洗准すると.Tp

pとPupの一部は明らかに上澄への移行が見られる

.しかしながら,TDR活性は膜分画からの移行が

全くみられず.そのまま保持されている(Table3).膜分画を

界面活性剤 Sodium Dode-CylSulfate(SDS)

や Triton あ るい は EDTAで処理すると TDR活性はそれぞれ0%.28.

7%.23.4%に著しく低下 した.

膜分画TDR活性に対するリン酸の影響Fig.6に

超音波処理菌抽出液及び膿分画を用いてthymidineより diphen

ylamineと反応する deo･Ⅹyribose産生 (即 ち (pho

spho)-deoxyribose及び deoxyadenosi

ne)を示す. Adenine無添加では thymidin

eのTppによる加 リン酸分解を示し, adenine存

在下ではこれに加えて生 じた deo-Ⅹyadenosine

量を示すので,両者の差が TDR活性となる.何

れの酵素棲品を用いても反応液中のリン酸濃度を高めること

によって adenine共存下及び非共存下の活

性増加が見られるが,両酵素榛品の挙動が異なる.即ち超音

波抽出液を用いた場合 adenine共存及び非共

存で値を活性 0に外揺すると横軸の1点で交わる.も

しこの際示される活性が完全にリン酸にTable2.Distributionofenzymaticactivitiesin

variousfractionsStrainW3110-217.Fractionationofcells

wascarriedoutasdescribedinFig.4. Startingvolumewas16mlcontaining

3×1010cells/ml.Fraction U
nits (Distribu

tion %)Tpp Pup TDRLysozyme-EDTA-Brij58700Xgppt 46,400 45,800

1,920(100)

(100) (100)1,6
30 1,820 64(3.5) (4.0) (3

.3)5,000X.gppt 24,600 13,600 1,330(53.0) (

54.4) (69.3)5,000Ⅹ
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Table3.Effectofwashingofmembranefraction onenzymatic

activity
The 5,000×g ppt was used immediately afterDNase
treatment.Thefractionwasrepeatedlywashedbycentrifugation
at5,000xgwith4or5volumesof 20% sucrose-TMK buffer･
Startingvolumewas2mlcontaining3×1010cells/ml･

Fraction Proteinmg/ml EhzymeActivity
pTpp Pup

TDRUnits/mg Units nits/mg Units Units/

mg Units5,000Ⅹgppt(DNasetreatment)･st Eupg 5..04 297 3,000 245
2,470 17.7 1792.94 259 1,5

20 240 1,410 18.2 1070.

37 503 1,560 501 1,550 0 0wasted 2ndEupgMembrane3rd Eupg

2.86 226 1,290 198 1,1
30 16.1 92.20.10 230 230 11

0 110 0 03.23 181
1,170 165 1,070 16.9 1090.03 279 195 71.0 4

9. 0 0Fig.6.Dependencyo
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依存するものであればこの外揺値は反応液中に元々混

在するリン酸量を示すこととなり.図 より18.7m〟

Molesの値が得られた.反応後の無機 リン酸を実測

した所18.OmFLMolesの値が得られたので.超音波抽

出液での活性は完全にリン酸依存性のものであると考

えられる.これに対して膜分画では adenine存在

下と非共存下のリン酸依存カープは互 いに平行であ

り.両者の差即ちTDR活性は反応液中のリン酸量 と

無関係であった.又,活性0に外描 した場合 adeni･

ne共存の値から200m〟Moles,非共存値からは56.3

m〟Molesのリン酸を含むことになるが.実測では5.

8m〟MolesLか含まれていなかった.従 って膜分画

でのTDR活性は外部から加えたリン酸が活性に直接

関与しているとは考え難い.更 に Table4 に示す

通り,部分精製した Tpp と Pupを混合 した酵素

標品でのリン酸依存性のTDR活性をはるかに上回 る

活性が膿分画で見出される.

酵素誘導経過中の辞素分布

Tpp及びRupは何れも培地中に thymidineを

加えることによって誘導的産生を起す.Fig.7はW

3110-2を用いて thymidineによる誘導後.各酵素

活性の変動を膿分画と可溶性分画について追跡したも

のである.Tpp及びPupは何れも誘導前は全活性の

かなりの量が膜分画に回収されるが,誘導時間と共に

可溶性分画での活性増加が著しい.これに対 してTD

R活性は膜分画にのみ見られ,誘導時間 と共 に急速

に増大し,その増加の程度は膜分画におけるTpp 及

びPupの活性増加よりも著しい ･従って膿分画では

TppとPupとは効果的なTDR活性 を示す様 な特別

な配列状態にあるものと推定される.

65

膜分画とTpp及び Pupとによる再構成

上記の特別な配列が膿分画,Tpp及びPupの混合

によって形成し得るか否かを確かめる為.非誘導時の

W3110-2の膜分画と部分精製 したTpp及びPupとを

incubateした後TDR活性を測定 した. Talbe5に

見られる様に非誘導時の膜分画に部分精製のTpp を

加えることによって弱いTDR活性が見られ,Pupの

添加によって増強される.Fig.8に示 され る通 り,

この膜分画,Tpp及びPupの混合物の preincubat-

ionによってTDR活性は増大する. しか しなが ら,

この preincubation中に混合棲品中の無機 リン酸

量も増大し (Fig.9).TDR活性の増大と略平行的

関係にあった.従って膜分画.Tpp及び Pupの混

合 によって樽真的酵素の配列ができるか否かについて

結論が得られなかった.

考 蕪

Tpp及びPupは生物界に広く分布 している.何れ

も反応は可逆的であり.各 deoxynucleosideより

deoxyoibose-1･phosphateを生ずる.しかし de-

oxyribose-1･phosphateは生物内では速 やかに分

解されるので,生物内でこれらの酵素の逆反応によっ

て deoxynucleosideを生ずることは. deoxyrib-

osephosphateの分解系が抑制されない限り実際上

ほとんど起らないものと考えられる.事実,動物又は

通常の微生物で thymine等の塩基を deoxynucl-

eosideとして効果的に利用できないことが知 られて

いる.しかし他の deoxynucleosideの共存時.例

えば deoxyadenosineの存在下では.大腸菌で も

thymineを極めて効果的に thymidineに変えるこ

Table4.TDRactivityinmembranefractionandamixtureofpartially
purifiedenzymes

PartiallypurifiedTppandPupfrom strainW3110-217wereused. TDR
activitywasmeasuredinthepresenceofphosphate (3.0orlOm〃moles
inassaymixture).Membranefractionwaspreparedfrom W3110-217and
usedformeasurementofenzymeactivitiesandphosphatecontent.

Sample EnzymeActiVityUnits/ml PicontehtmumolesTpp Pup

TDRMiXtureofpartiallypurifiedenzyme 21816i 139147 00.2481.16 03.010Membranefraction
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Fig.7.Thedistributionofenzymeactivitiesinmembraneandsoluble
fractionsduringinductionofTppandPup.
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GScontaining50pg/mlthyminewerew-ashedtwicebycentrifugationwithGS
lackingglutamateandglucose,andsuspendedinthemineralmedium.Then

analiquotofthecellsuspension wasmixedwithGSsupplementedwith5
00pgthymidine permlandincubatedaerobi-callyat37C･Attheindicat
edtimethesamplewasusedforpreparationofmembraneandsolubl

efractions as described in ttMATERIALS ANDMETHODS". 一〇- O-,solublefraction;-●-●-,membranef

raction.Table5.TDRactivityinvariouscombinationofTpp,Pupa

ndmembraneTppandPupwerepartialypurifiedasdescribedin"MATER
IALSANDMETHODS''. Membranefraction wasprepared from
strainW3110-2culture
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Fig.8.Effectofpreincubationofthymidine
phosphorylase and purine nucleoside
phosphorylasewith membrane fraction
onTDRactivity.
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ion Time(min)とが出来,その産生は deoxyadenosin

e よ り生 じた deoxyribose-1-phosph

ateと thymineとがTppで thymidineになるとした予

想値よりも速やかで.deoxyadenosineと thym

ineの問の Trans･deoxyribosylationによる

と考えざるを得ない.大腸菌には乳酸菌等で見られる Transdeoxyr

ibosyla-seは存在せず,又上記の Trans

deoxyribosylationに Tpp と Pu

p の存在が必要であることか ら,この両酵素が菌体内で特異的な ctomplex形成或は

,立体的特異構造をしていることが Munch-Peterse

nによって推定されていた.Tpp及びPupの大部分は

osmoticshockによって菌体外に流出するが.sp

heroplast等では流出しない.従って通常の s

urfaceenzyme とは異 なるが memb

raneに弱い親和性を持っている様に患われる.本

実験で膜分画に Tpp及び Pupの一部が存在し,強

いTDR活性を示すことは膜表面上で両酵素が co

mplexをなすか.或は両酵素の活性中心が極めて

近接した状態にあることを示唆している.又この活性が通常の洗液では膜より遊離

しないことは.この様な状態の Tpp及び Pupは強く膜に結合し

ているのかも知れない
.
膜におけるTpp及びPupの特異的配列状態に

+

s
l

!U⊃
)̂

!̂
813V
∝0
ト

Fig.
9
.
TDRactivitya ndphosphate

contentduringpreincubationof

thymidinephosphorylaseand

purinenuc leosidephosphoryl
asewithmembranefraction

0 20 40 60 80
preinCubationTime(min)

67

････l･･･
･

む

しn
l
X
!∈

25

20

u
o
!tu宕
L

u

!S山
一

仝ヒrh

15

10

5

TDRactivitywasmeasuredasdescribed

inFig.
6
.
Atthesametimephosphate
contentwasdeteminedasdescribedin
H

MATERIALSANDMETHODS"
.
Membranefraction,
dialyz

ed against0.02M Tris-HCl

(pH8.1)wasused.ついて現

在の所,全く不明である.唯その様な酵素のTDR活性がリン酸に依存 し

ないことは,中間体と して deoxyribose･1･phosphate

を経由しないか ,或 いは deoxyribose-

1･phosphateが enzymeから遊離

しないのであろう.本実験で見られた膜分画の特異的な TDR活性

は膜分画の調製時 に Tpp及び Pupを巻きこん

だ membranevesicleを作った為の人工

的産物であるとの考えも現在の所全 く否定することは出来な

い. しか し生 じた membranevesicleが無機 リン酸を容易に通過させ得るも

のと考えられるので,リン酸には依存性の認められないこと

からこの可能性は少ないであろう.機能的に連関し

た一群の酵素が complex を形成する例は fu

ngi等でしばしば見られるが ,大腸菌では2.3の例

を除いてない.しかしその様な co･mplexで

は一連の連続反応が効果的に行なわれる為 ,生存上極めて
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以外にも存在する可能性が強い.Tpp及び Pupは

phosphodeoxyribomutase及び deoxyribose･5･

phosphatealdolase と遺伝子上で clusterをな し

ているが,これ等の酵素も Tpp と Pupに機能的

連結があるか否かについて今後の興味ある問題となろ

う.

要 旨

大腸菌での transdeoxyribosylation(TDR)活性

の細胞内局在性を thymidine phosphorylase

(Tpp)及び purinenucleoside phosphorylase

(Pup)との関係を主体に検討 した.Intactの菌体 は強

いTDR活性を有するが.トルエン処理或は超音波処

軌 こよって著減する.菌体をリゾチーム. Brij処理

により破壊し,膜を含む沈毅部と上燈に分けると.T

DR活性の構成要素である Tpp と Pup は上藩

と沈澱に,ほぼ等しい割合で存在するが.TDR 活性

は大部分は沈毅部分に多く存在する.又この沈澱部の

活性は通常の洗液では膜より遊離しない.超音波抽出

液の残存 TDR活性は完全にリン酸に依存するが膜

分画 TDR活性はリン酸量と無関係で.Tpp とPu

pを混合した酵素模品での リン敢依存性のTDR活性

をはるかに上回る活性が見出された.その結果,Tpp

と Pupの少なくとも一部は細胞膜上 で complex

様で存在し,効果的な TDR反応を行なっているこ

とが示唆された.
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Abstract

Thecellularlocalization oftransdeoxyribosylation(TDR)activitywasinv-

estigated.TDR activityfound in untreatedcellswasgreatlyreducedbytoll
uenizationorsonication,thoughactivitiesofthymidinephosphorylase(Tpp)and

purinenucleosidephosphorylase(Pup).structuralcomponentsofTDR activity,

Werenotaff●ectedorappearently increased. Tpp andPup distributed almost
equalybothinprecipitateandsupernatantof5,000Ⅹgofcellextracts,while
TDR activity localized mainly in precipitate containing membrane.TheTDR
activityinmembranefractionwasnotlostbywashinginspiteofsignificant

rel飽SeOfTppandPup.TDR activityin sonicatedextractswasdependenton
inorganicphosphate,whileTDRactivityinmembranefractionwasindependent

ofphosphate,andveryhighjudgingfrom thecontentofTppandPup.These
resultssuggestthatTppandPup allocate closely each other in membrahe
fractionsoastoexpressefficientTDR reaction.


