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動物組織とくに胚と腹水腫瘍のHydrogenaseについて
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　Hydrogeロase（以下H－aseと省略）は分子状水素

の次式による可逆的酸化を触媒する．

　　　　　　　　H2；土2H＋＋2e

　この酵素は嫌気性従属栄養微生物に最も広く分布

し，炭水化物などの嫌気的分解，とくに解糖過程にお

ける3炭糖燐酸の脱水素反応の結果生ずる活性化水素

の過剰部分をH2として放出することにより，解糖の

調節機構どしての役割を果し，しかもエネルギー効果

を高めていると考えられる1）2）．一方，自立栄養微生

物にもH－aseの存在することが早くから知られてお

り，水素菌などは分子状酸素によるH2の酸化によっ

て生長エネルギーを獲得し，CO2を唯一の炭素源とし

て利用できる3）．このことはH－aseの存在によって

はじめて可能なのである．ただし，これらの自立栄養

生物も，好気的従属栄養生物として継代培養すれば，

H：一aseは漸次失われてゆく4）．このことはH－aseの

02に対する著しい不安定性と関連がある．自立栄養

生物の中で，ある種の緑藻や光合成菌のような光合成

微生物もまた，嫌気的光還元過程において分子状水素

を水素供与体として利用することができるが・そこに

はやはりH－aseが存在している5）6）．また化学還元能

力をもつ微生物では，Athiorhodaceaeのようなもの

はH－aseによって分子状水素を利用できるし，硫酸

還元菌類は嫌気条件下でH－aseと硫酸還元酵素によ

って硫酸塩を分子状水素で還元できる7）．

　以上のように，H－aseをもつ生物の多くは嫌気性微

生物であり，そうでないものでも比較的な嫌気条件下

の培養によってはじめてH－aseをもちうるものが多

いのであるが，正常代謝ではH2の放出を行なわない

好気的微生物でもH－aseをもたないわけではない．

Azotobacter　g）10），　Acetobacter　11），　Bacillus　delbruckii

12），StrePtococcus　faecalis　13）などがそうである．と

すれば，好気的従属栄養生物に属する高等動物の組織

ではどうであろうか．それらにはこれまでH－aseが

みいだされたという報告はない．

　著者は胚と腫瘍の細胞にこの酵素が存在する可能性

を予想し，微弱ではあるがその活性をみいだしたの

で，その特異性を検討し，その出現の比較生化学的意

義にふれたい．

実験材料と方法

　1．実験材料

　1）動物臓器：ハツカネズミ（以下ネズミと略）の

新鮮臓器を生理的食塩水で洗ったのち，細切し，Stre－

ptolysin－S（金沢大学結核研究所越村三郎教授の御好

意により分与された最少溶血門渡＝10－7の標本）を

70mg％に加えた生理的食塩水中で，37。C　10分間イ

ンキュベートして，含まれた赤血球を溶血させ，再び

生理的食塩水で数回洗ってよく血球をのぞいてから，

溜水を加えてワーリングブレンダーでホモジナイズす

る．ホモジネートを3000rpm　10分間遠心し，上清を

とる．

　2）血液ヒト及びネズミの血液を等張食塩水で洗

い，溜水で溶血させ，3000rpm　10分遠心して上清をも

ちいた．同一血液の血球と血清の分離には，ヘパリン

ナトリウム（103ヘパリン単位／m1）i滴を血液に加

え，10分間遠心して行なった．

　3）胚：モリアオガエル（Rhacophorus　schlegelii

var　arborea）及びガマ（Bufo　vulgaris　formosus）の

卵を実験室内でなるべく自然に近い状態におき，必要

な時期まで発生をすすませて使用した．なお，卵は70

％アルコールに30～45秒ひたしたのち，滅菌水で洗っ

てから，溜水を加えてホモジネートとした．

　4）腹水腫瘍：雑系またはdd系ネズミ移植後8～

11日目のEhrlich腹水癌（3倍体）を使用した．血性

の腹水はなるべく使用をさけ，採取した腹水はStrep・
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tolysin　Sを70mg％に加えた生理的食塩水中で十分

まぜ，37。C　10分間インキュベートし，再び生理的食

塩水でよく洗って，完全に赤血球を除いてから，溜水

を加えてワーリングブレンダーでホモジネートとし，

3000rpm　io寸心心してその上清をもちいた．

　2．酵素液の処理

　上記の操作でつくったそれぞれの遠心上清につい

て，リン酸カルシウム・ゲル（以下ゲルと略）による

吸着・溶離操作を行なった．ゲルはいつも100m1の

0．44Mリン酸2ナトリウムと100m1の0．66M塩化

カルシウムをまぜ乳漂アンモニ：アでpH　8・4とし・

これを大量の水で洗ってつくり，数時間以内に全量使

用した．動物臓器では2～39，血液では2ml，卵で

は100～200個程度のホモジネート遠心上清を大量の溜

水のなかで上記量のゲルに吸着させ，ゲルを遠心管に

うつし，3000rpm　10分間遠心して上清はすてる．もう

一回ゲルを溜水で洗ったのち，イオン強度0．1のリン

酸緩衝液（pH　6．8）10m1を加えてよくまぜ，遠心し

て上清をとる．同じイオン強度の液でもう1回洗って

から，イオン強度0．2の液101n1で同様に操作する，

このようにしてイオン強度0．1から1．0までの透明な抽

出液（各々ほぼ11～12m1）を得る．イオン強度0．3

以上の溶離液はリン酸緩衝液（pH　6．8）に塩化ナト

リウムを計算量加えてつくった．また，一部の実験に

はホモジネート上清についてOsborne法による硫安

分画を行なってから，ゲル吸着操作を行なった．即

ち，硫安一定飽和で得られた沈澱をイオン強度0．2の

リン酸緩衝液（pH　6．8）にとかし，その遠心上清を

氷室内で大量のM／400リン酸緩衝液（pH　6．8）に対

して4時間，真空デシケータを利用して嫌気的に透析

後，上述のようにゲル吸着操作を行なった．硫安沈澱

は低温で嫌気的に一夜放置しても活性が保たれるが，

ゲル操作を行なったものは一夜で失活するから，こ

の操作後は直ちに実験に供した．酵素液の蛋白量は

LOwry法14）で定量した．

　3．反応及び測定方法

　H－ase活性の定量法については議論が多い、メチレ

ン青のような2電子色素の存在でH2の吸収を測定す

る方法，isotope交換反応による方法，1電子色素

（メチルヴィオローゲン15）またはベンジルヴィオロー

ゲン）の還元型からのH2の発生量を測定する方法な

どがあり，それぞれの得失が論じられているが珈6），

ヴィオローゲン色素による方法は信頼度の高い方法と

してよく用いられている．著者は微弱な活性を測定す

るために，種々の方法を検討し1一 ｻ学的に還元したメ

チルヴィオローゲンの裾色（酸化）を比色定量する田

宮ら17）の方法がすぐれていることを確かめ，以後の実

験に用いることにした．

　ツンベルグ管の主室に酵素液・緩衝液・メチルヴィ

オローゲン（0．625mM）などの一定量を，側室にハイ

ドロサルファイト15mgを入れ，管内の空気をのぞ

き，燃焼管を通したN2をみたし，再び十分に排気す

る．排気・N2充填を3旧くりかえす．　H・aseを比色

定量する場合には02をできるだけ厳重にのぞくこと

が必要である．37。Gの湯浴につけ，10～15分おいて

温度平衡に達してから内容を混和して反応を開始させ

る．以後は還元型メチルヴィオローゲン（青色）の槌

色をツンベルグ管のままColeman分光光度計で測定

する．波長は595mμとする．ツンベルグ管は均質で

無きずのものをもちい，湯浴の温度は37。±0．1。C程

度に保つ必要がある．反応は60分以上行ない，10分ご

とに手早く吸光値を測定する，なお，酵素のかわりに

溜水を同量加えたものを対照として，毎回同時に測定

した．酵素液は蛋白濃度がいつもほぼ同一（25睦g／m1

またはそれ以下）になるようにうすめ，その5mlを

使用した．

　5．酵素活性のあらわし方

　x軸を時間（分）とし，y軸を吸光度（E）の減少

率（％）として各測定値をプロットすると図1のよう

図1　還元メチルヴィオローゲンの二色酸化曲線
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な直線になる．この直線の勾配（吸光度減少率／時間

（分））から対照のそれを引いた値は，稀薄な酵素液で

はほぼ活性に比例する．そこで活性は上記の値を胚で

は胚1個あたりに，臓器・血液・腹水癌では蛋白量

＠9）あたりに換算して示すことにした．

実　二子　果

工．血液のH－ase活性

ヒト及びネズミの血液を溶血・遠心後， その上清を
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ゲルに吸着させ，段階的に各イオン強度の液で抽出液

をつくり，その各々についてH－ase活性をはかった．

その結果，ヒトでもネズミでもH－ase活性はそれぞ

れイオン強度0．3，0．6及び0．8で溶離する分画にピー

クがある．イオン強度0．3溶離液の活性は他に比し非

常に弱い．イオン強度0．6（a分画），0．8（b分画）で

遊離するものについて，（i）酵素液のみ，（ii）酵素液

をヌoo。c　15分加熱，濾過したもの，（iii）酵素液に

FAD及びMn＋2を加えたもの，それぞれの活性を測

定してみると表1のような結果になった．このことか

ら血液中に不耐熱性のH－ase活性を呈する物質があ

り，FAD＋Mn＋2の添加は活性を低下させることがわ

かる．種々の酵素阻害剤の影響をみると，表2のよう

になるから，この酵素活性にはSH基と金属が関与し

表　1　ヒト及びネズミ血液a・b分画のH－ase活性

i）酵　　　　素　　　　液

ii）酵素液十Mn＋2十FAD
iii）100。c　15分加熱後濾過酵素

　　液十Mn＋2十FAD

a　　分　　画

　　（ヒト）

活性　　×io－7

41．5

21．0

0

　
7

　
　
一　

〇

）
－

・
ミ
X

ズネ（
性

　
活

6．1

5．0

0

b 分　　画

　　（ヒト）

活性　　×10－7

88．0

36．0

0

　（ネズミ）

×10－7　活性

10．0

6．2

0

反応組成：抽出液5m1，メチルヴィォローゲン1．1125隅01es，　FAD　1．25mμmoles，

　　　　　MnSo40．工25μmoles，最終液量10m1，気相：N2，温度37．0。C

表　2　ヒト血球のH－ase活性に対する各種阻害剤の影響

a 分 画

阻　　害　　剤

NaN3

オ　　キ　　シ　　ン

ジエチルジチオカル
バミン酸ソーダ

。一フェナンスロリン

α，α’

Wピリジル

モル濃度

　10－3

5×10－4

2x10－5

　玉0－3

5x10一4

　10－3

5×10－4

　10－3

5×io－4

　10－3

鹸1

0
0
0
0
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0
0
0
0
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4
■
ム
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ク　ツ　ペ　ロ　ン

PCMB

モノヨード酷酸

ゾンベソド
ー
ト

ヨ
一

研
ア

5×10－4

2x10－5

　10－3

5x10－4

　10－3

5×10－4
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　10－3

5×10－4

％
鵬

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

8
Q
U
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b 分 画

NaN3

オ　　キ　　シ　　ン

ジエチルジチオカル
バミン酸ソーダ

。・フェナンスロリン

偶，ジジピリジル

　10－3

5x10－4

2×10－5

　10－3

5x10－4

　10－3

5×10－4

2×10－5

　10－3

5×10－4

　10『3

5×10－4

0
0
0
4
0
0
0
0
0
0
0
0

0
ー
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0
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ク　ツ　ペ　ロ　ン
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モノヨード亭亭

。・ヨードソベンゾ
アート

2x10－5

　10弓
5×10－4

　10－3

5x10－4

　10－3

5×10－4

　10－3

5x10－4

　0

　0

　0
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　0
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　0

　0
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反応組成：抽出液5m1，メチルヴィオローゲン1．1125μmoles，最終液量101n1，

　　　　　気相N2，温度37．0。C
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ていると考えられる．

　ついで表3のように，硫

安処理を加えて，a・b分

画の部分精製を行なって，

それぞれA・B分画をつく

り，同様に活性を測定する

と，FADとMn＋2を加え

た場合に著明な活性が見ら

れるが，それらを添加しな

い酵素液にはほとんど活性

がないこ一とがわかつだて表’

4）．このことは細菌の

H－aseの場合と同様に，硫

安処理が酵素の金属部分乃

至フラビン部分を遊離させ

るものと考えれれば説明が

つく18）19）．

　そこで，ヒト血液のA・

B分画についてFADと種
々の金属イオンを加えて活

性を測定すると表5，6の

ようになった．Fe＋2，　Mn＋

2，Mg十2．がA・B分画に対

しても有効であり，

表　3　〔A〕，〔B〕分劃抽出操作

ヒト又はネズミ血液
　　↓
蒸溜水中で溶血
　　↓
3000rpm　10分遠心
　　↓

　上清
　　↓
硫安0．3飽和
　　↓
8000rpm　30分遠心
　　↓

　上清
　　↓
硫安0．6飽和
　　↓
9000rpm　30分遠心

　　↓
沈渣；捨てる

　　↓
　上　清
　　↓
硫安0．9飽和
　　↓
9000rpm　30分遠心

　　↓
上清タ捨てる

　　　　↓
M／400リン酸緩衝液pH
6・8中で4時間透析
　　　　↓
リン酸カルシウム・ゲル吸着
　　　　↓
イオン強度0．7液P：H6．8で洗瀞
　　　　↓
イオン強度1．0液pH　6．8で溶離

　　〔B〕分画

沈這逆撃懲納M／4・bリン酸緩鰍・H6．8

　　　　　　　　　B分画に対してはCu＋2も有効性

を示したが，その他の金属イオンにはしらべた限りで

は有効なものが見いだされなかった．従ってA・B分

画の差は，質的にはB分画におけるCu＋2イオンの賦

活にある．このことはa・b分画の活性に対するジエ

チルジチ玉稿ルバミン酸阻害の差とよく適合する．

　なおヒトの血液の血球と血清を分離して，酵素活性

の分布をしらべた結果，つねに血球に活性が存在し，

血清には全くそれが認められなかった（表7）．

　∬．臓器のH－ase活性

　ネズミの臓器のうち，脳・心・肺・肝・腎・骨道筋

についてH－aseの有無を調べた．既述のように，血

球中にH－ase活性があるので，測定にあたっては

姻黙響）　
t

中で4時間透析
　　1
　　｝

　　↓
リン酸カルシウム・ゲル吸着
　　↓
イオン強度0．3液pH　6．8で洗1條

　　↓
イオン強度0．7液pH：6．8で溶離

（A〕分画

表5　ヒト血液A・B二二のH－ase活性
　　　　に及ぼす各種金属の影響

醐
ヒ
ト

A（x10－7）

B（xlo－7）

i拉、S。、1㌔。S。、1＋F・S・・

17・6

18．0

12．0

20．0

6．0

18．7

17．5

20．0

反応組成：抽出液5ml，メチルヴィオローゲン
　　　　　1．1125μmoles，　FAD　1．25mμmoles，

　　　　　各種金属0．125μmoles，最終液量10

　　　　　m1，気相N2，温度37．0。C

表　4　ヒト及びネズミA・B分劃のH：一ase活性

酵　　　　素　　　　液

酵素液十Mn＋2十FAD
100。C　15分加熱後濾過酵素

液十Mn＋2十FAD

A　　分　　劃

灘（ヒト21。」擁ネズ美1。一，

79．3

238．0

0

1．0

27．0

0

B　　分　　劃

灘（ヒ喫1。一，睡ネズ蔓1。一・

12．0

85．0

0

5．0

25．0

0

反応組成：抽出液5m1，メチルヴィォローゲン1．1125μmoles，　FAD　1．25m　Fmoles，

　　　　　MnSO40。125晒moles，最終液量10m1，気相N2，温度37．0。C
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表　6　ヒト及びネズミ血液A・B分劃のH：一ase活性に及ぼす各種金属の影響

動物

ヒ
ト

ネ
ズ

、
、
、

A（xlO－7）

B（×10『7）

塩。S。、i㌔、S。、

6．5

17．0

A（×10－7）1．9

B（x10－7^3・5

46．0

50．0

15．0

20．5

39．0

45．5

12．5

18．5

㌔，S。、1鵡，M。。、

50．0

60．0

17．0

23．0

0

0

0

0

十

CuSO4

0

45．5

0

蓋9．0

十

NisO4

0

0

0

0

十

CoSO4

0

0

0

0

十

ZnSO4

0

0

0

0

十

AgNO3
0

0

0

0

十

Na2WO4
0

0

0

0

反応組成：抽出液5ml，メチルヴィオローゲンL1125μmoles，　FAD　1・25　Fmoles，各種：金属0．125μmoles，

　　　　　最：終液量10ml，気相N2，温度37・0。C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

表7　ヒト血球・血清のH－ase活性（×10－7）

血

血

球

清

a分劃
1

18

0

213

20

0

20

1．0

b分劃
112i3

24．0123．5124．0

0 0 5

表8　動物臓器のH－ase活性（×10－7）

1
9
召
Q
U

心

Q
U
Q
U
O

O
U
n
◎
3

肝

2．4

1．8

0．7

脳

1．3

0．7

0

肺

0
0
0

腎

0
0
0

骨酪筋

0
0
0反応組成＝抽出液5ml，メチルヴィオローゲ

　　　　　ン1．1125μmoles，最終液量10m1，

　　　　　気相N2，温度37．0。C

反応組成：抽出液5ml，メチルヴィ温石ーゲン

　　　　　1．1125ひmoles，最終血液10ml，気

　　　　　相N2，温度37．0。C

Streptolysin－S処理によって臓器から血球をできる

だけ除いた．動物各臓器についてのH：一ase活性は表

8のようで，心・肝・脳に多少の活性が認められ，肺

・腎・骨賂筋には全く活性が見られなかった．活性の

見られる臓器は血球の残存が考えられるので，その臓

器に含まれているヘモグロビン量に等しいヘモグロビ

ン量の血球の活性と比較してみると，臓器の活性はい

ずれもその臓器に含まれる血球の活性をこえなかっ

た．従って，調べた限りでは成熟ネズミ臓器にH－ase

活性は全く存在しないことになる．

　皿．胚のH－ase活性

　各発生段階のモリアオガエル卵の表面を滅菌後，溜

　
ウ
」
　
　
0
　
　
0
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・
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旧
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昌
嘱
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．
〉
，
Σ
も
8
凝

図2　毛リア三三発生に伴うH－ase活性の消長
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図3　ガマ卵発生に伴うH－ase活性の消長

●
0
●

　　　　　　　　　　0
　　　　　　●　　　　　●

　　　　豊　　　　●　　　●

　　　　　　　　　　●

　　　M　　BGI　G2　NI　N2　　N3　　　TI　　　　　　T2　Stage

反応組成：抽出液5ml，メチルヴィ増給ーゲン
　1．1125隅oles，最終液量10m1，気相N2，温度
　37．0。C　M＝・Morula，　B＝Blas掴a，　G二Gastrula，

　N＝Neurula，　T＝Tail　bud

MBG】G2NIN2N3　T1
T2 T3　Stage

反応組成：抽出液5ml，メチルヴィォローゲン1．1125　Fmoles
　　　　　最：終液量10m1，気相：N2，温度37・0。C

　　　　　M＝Morula，　B＝Blastula，　G＝Gastrula，　N＝Neurula，

　　　　　T＝Tail　bud

水を加え，1m1に15個の卵を含むホモジネー

トをつくり，3000rpm　15分4。C以下で遠心

した上清をゲルに吸着させ，イオン強度0．3

～LOの間で溶離させたものを酵素液とした．

胚発生に伴うH－ase活性の消長は図2のよ

うになり，原腸胚初期にピークが示された．

ガマ胚については全く同様に測定した結果は

図3のようで，活性の消長はモリアオガエル

の場合によく似ている．ただこの場合，ピー

クは多少胞胚期へずれているが，原腸胚の極

初期ではやはり活性が高い．

　つぎに，活性の高い原腸胚を多数集めてホ

モジネートをつくり，ゲルに吸着させ，各イ
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表　9　モリアオガエル卵H－ase活性に及ぼす各種添加物の影響

添　加　物

　　x10－7活性 17．0

十FAD

2．0

十MnSO4

4．0

十FAD
十MnSO4

28．0

十FAD
十FeSO4

28．5

　十FAD
十Na2MoO4

0

十FAD
十CuSO4

0

反応組成：抽出液5ml・メチルヴィオローゲン1．1125μmoles，　FAD　1．25叫moles，各種金属

　　　　　0・125“moles，最終液量10m1，気相：N2，温度37．0。C，原腸胚中期卵にて測定

表10モリアオガエル卵硫安分画操作後のH－ase活性に及ぼす各種添加物の影響

添加物1
　　x10－7活性 3．0

1＋F・S・・i＋M・S・・1＋M・S・・1＋N・・M…1＋C・S・・

16．0 14．0 14．0 0 0

反応組成＝抽出液5ml，メチルヴィオローゲン1．1125μmoles，　FAD　1．25叫moles，各種金属

　　　　　0．125粋moles，最終液量10ml，気相N2，温度37．0。C，原腸胚初期卵にて測定

オン強度の液で溶離液をつくると，蛋白量あたりの活

性がモリアオガエル胚ではイオン強度0．6に，ガマ胚

では0．8に一つのピークを示した．ゲル吸着を行ない，

イオン強度0．3～1．0で溶離した酵素液では，表9のよ

うに，FADの添加はある場合は活性を低下させ，更

にFe＋2またはMn＋2を加えると活性の回復または

促進が起つた．硫安0・3～0．9飽和でおとした蛋白を透

析後，ゲル処理を行なった酵素液では，表10のよう

に，Fe＋2・Mg＋2・Mn＋2が活性を促進したが，　Mo＋6は

いつも全く活性促進を示さなかった．FADの添加は，

上記のイオンと共に加える場合以外は多くは活性を抑

制した．CN阻害は10－3Mでは全く認められない．

　なお活性が，丁度硫酸還元菌20）における如く，硫酸

還元酵素と共凹しているかどうかを調べてみた．ハイ

ドロサルファイトで化学的に還元したメチルヴィオロ

ーゲンの槌色を，硫酸ソーダ・チオ硫酸ソーダ・亜硫

酸ソーダのそれぞれの1鉢molesの存在で調べた結

果，それらの基質を加えなかった場合に比して活性は

むしろ低下した．即ち，これらの酵素系は蛙胚の場合

には存在していると思われない．

　】V．腫瘍のH－ase活性

　Ehrlich癌腹水にまじっている赤血球を溶血させて

完全に除いたものを材料とし，ゲル操作によって各イ

オン強度における抽出液をつくり，そのH－ase活性

を見ると，赤血球の場合にやや類似してイオン強度

0，5（a分画）と0．9（b分画）の2つの活性のピーク

が見られる．そこで赤血球の場合と全く同一の操作で

〔A〕分画及び〔B〕分画をつくり，その各々について

検討を加えた．

　a・b分画はそのままでかなりの活性をもち，100。

C15分の加熱でその活性は失われ（表11），各種阻害、

表11Ehrlich腹水癌a・b分劃のH－ase活性

酵　　　　素　　　　液

酵素液’＋Mn＋2＋FAD
100。C　15分加熱後濾過酵

素液十Mn＋2十FAD

a分劃

　　×10－7
活性

43．0

24．4

0

b分劃

　　x10－7活性

68．4

35．0

0

反応組成＝抽出液5m1，メチルヴィオローゲン
　　　　　1．1125ひmoles，　FAD　1．25　m晒moles，

　　　　　MESO40．125μmoles，最：終液量：10m1，

　　　　　気相N2，温度37．0。C

剤の影響を調べると，表12のようになる．即ち，両分

画ともにPCMBと：Na：N3による阻害があり，α，α’

ジピリジルもかなりの阻害を示し，オキシン・o一フェ

ナンスロリン等はA分画を阻害する．このことから酵

素は金属・SH酵素であることが予想されるが，両分

画における阻害の決定的な差異は認められなかった，

　a・b分画にはFADやMn＋2を添加すると，活

性の抑制が起るが，硫安処理を行なって得たA・B分

画ではFADまたはFMNさらにそれにMn＋2を加
えることは一層の活性の上昇を起した．この場合Mn

＋2だけの添加では活性上昇は乏しいが，フラビン体

を共存させるとその活性促進がはっきり現われる（表

13）．

　つぎに，A・B分画につきFADとともに各種金属

イオンを添加してみると，Fe＋2・Mn＋2・Mg＋2がこの

順に有効である（表14）．なおCo＋2に多少の効果があ

り，B分画に対してはZn＋2・Cu＋2が多少の効果を示

した．Mo＋6・Wo・Ag等はどちらの分画についても活
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表　12Ehrlich腹水癌のH－ase活性に対する各種阻害物質の影響

a 分 劃

阻 害 度

NaN3

オ　　キ　　シ　　ン

ジエチルジチオカル
バミン酸ソーダ

。・フ晶ナンスロリン

α，α’ジピリジル

モル濃度

　10－3

5×10『4

　10－4

2×10肉3

　10－3

2×10－3

　10－3

5×10－4

2×10－3

　10－3

5×10－4

　10－3

％
鵬

0
0
0
0
0
0
0
0
5
0
0
5

0
n
b
ー
ム
F
O
　
　
　
　
　
n
O
　
　

2

1

1阻 害 度

ク　ツ　ペ　ロ　ン

PCMB

モノヨード酷酸

。一ヨードソベンゾ
アート

モル濃度

5×10－4

　10－4

　10－3

5×10－4

　10－3

5x10－4

　10－3

5×10－4

　　10－3

5×10－4

％
囎

5
0
0
0
0
0
0
0
0
0

ー
ム
　
　
　
　
ワ
5
6

b 分 劃

NaN3

オ　　キ　　シ　　ン

ジエチルジチオカル
バミン酸ソーダ

。・フェナンスロリン

　10－3

5×10－4

2×10－3

　10－3

5×10－4

2×10－3

　10－3

5x10－4

2×10－3

　10－3

5x10－4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

ぼ
0
4

α，どジピリジル

ク　ツ　ペ　ロ　ン

PCMB

モノヨード酷酸

。・ヨードソベンゾ
アート

　10－3

5x10－4

　10－3

5×10－4

　10－3

5×10－4

　10－3

5×10繭4

　10－3

5×10－4

0
0
0
0
0
0
5
0
5
0

7
‘
」
4
　
　

Q
U
7
・
K
U

反応組成3抽出液5m1，メチルヴィオローゲン1・1125　Fmoles，最終液量10m1，気相N2，温度
　　　　　37．0。C

表　13Ehrlich腹水癌細胞A・B分劃のH－ase活性に及ぼす各種添加物の影響

添加物
　　×10－7
A
　　x10－7B

3．0

12．0

十FMN

12．0

23．5

十FAD

27．6

30．5

十M11SO4

3．6

15．0

十FMN
十MnSO4

33．0

47．0

十FAD
十MnSO4

36．8

48．5

反応組成3抽出物5m1，メチルヴィオローゲン1．1125脚01es，　FAD　L25　mμmoles，　FMN　L25

　　　　　叫moles，　MnSO40．125噸01es，最終液量10m1，気相N2，温度37．0。C

表　14Ehrlich腹水癌細胞A・B分劃のH－ase活性に及ぼす各種金属イオンの影響

添加物質

り鮭，

儲
A
B

性活
12．2

15。8

十

MnSO4

62．0

59．0

十

MgSO4

54．0

47．0

十
FeSO4

70．0

66．8

十

Na2MoO4

0
0

十

CuSO4

0

25．4

十

NisO4

12．5

0

十

CoSO引

16．0

18．7

十

ZnSO4

0

15．0

十

AgNO3

0
0

十

Na2WO4

0
0反応組成：抽出液5m1，　FAD　1．25mμmoles，メチルヴィオローゲン1．1125←moles，各種金属0・125

　　　　　岬01es，最終液量10m1，気相N2，温度37．OC　　　　　　　　　　　　　　　　、
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性促進は全くない．

　なお，酵i素液にDPN　O．5μmolesまたはコ0．Opmo・

1es，焦性ブビウ酸2“moles十コカルボキシラーゼ3“

moles，酵素煮沸抽出液1mlなどを加えてみても活性

の促進は全く認められなかった．

考 察

　筆者らが得た結果では，蛙胚・Ehrlich癌細胞・成

熟個体の赤血球（ネズミ・ヒト）にH－ase活性があ

るけれども，ネズミ諸臓器には活性はほとんど見いだ

されない．一臓器に示．された多少の活性も臓器に含まれ

る赤血球に由来するものである．Ehrlich癌と赤血球

には，ゲルに対する吸着操作上2つまたはそれ以上に

わかれる活性分画がある．即ち，前者ではイオン強度

0．5と0．9の分画，後者では0．6と0．8の分画である．一

方蛙肺にはイオン強度0．6または0．8の分画一つが得ら

れる．これらの分画に対する各種阻害剤の効果をみる

と，：NaN3・α〆ジピリジル・オキシンが阻害すること

から，酵素が金属酵素である可能性が高い，これらの

分画に硫安処理・透析操作を加えると，活性が殆んど

失われるのに，フラビンと特定金属イオンを添加する

と活性が強く回復することも，この酵素が金属フラビ

ン酵素であることを示すように思われる．

　Shug　et　al　18）はClostridium　pasteurianumのH－

aseが同様に硫安処理で活性を失い，　FADとMoの

添加で活性の回復することを見ている．Gest　2）は

生理的にH2を産生できる偏性及び通性の嫌気性菌

（Clostridium，　Desulfovibrio，　anaerobic　micrococci，

Coli－aerogenes等）は，そのH－aseが2種の金属

（第1金属は恐らくFe＋2）をもつフラビン酵素（Type

IH－ase）であり，分画操作により一方の金属を失っ

たType皿のH－aseになり得るが，生理的にはH2

を産生しない好気性菌（Azotobacter，　Acetobactor，

Hydrogenomonas等）にはType皿のH－aseだけ，

光合成的微生物（例えばRhodospirilium　rubum）に

は両型の中間型とでもいうべきものがあると主張して

いる21）19）．メチルヴィ赤膚ーゲンのような一電子受容

体への電子伝達は第2の金属の存在によると考えられ

るから，Type皿のH－aseは同色素を電子受容体に

なし得ない．第2金属については，Gest　2）はおそら

く珂。であろうと考えている．Whiteley＆Orda122）

はMicrococcus　lactilyticusのH－aseがFAD・Mo・

Feを持つと考え，　Peck＆Gest　23）も同菌及びClo・

stfidium　butylicumのH－aseでMo・Feの存在を主

張している．ところがRacker＆Vishniae　24）はHy・

drogenρmonas　rublandiiのH－aseがMn・FAD酵i素

であることをみいだしている．一般にはH－aseの活

性基としてFeの存在を支持するものが多いが％）26），

Mahler　27）はH－aseの第1金属がFe＋2またはMn＋2，

第2金属はMoまたはMnであろうと考えている．

しかし一方Win且eld％）のようにH－aseのFe要求

またはFeによる活性化はFeがH－aseの組成とな

っているとは限らず，H－aseと他のacceptorの電子

伝達を助けるにすぎないと考える者もある．このよう

な仮説はHaseの金属が研究者により，またH－ase

の起源により異なることを説明するのに便利である．

　著者等のデータでも阻害実験及び金属添加実験によ

れば，赤血球のH－aseの金属はFe畳2・Mn＋2である

可能性が高く，B分画ではCu＋2も関与するよ・うに見

えるし，胚ではFe＋2・Mn＋2，　Ehrlich癌では：Fe＋字・

Mn＋2のほかに，　A分画ではNi・Co，　B分画ではCu・

Co・Znも活性の促進を起した．また，　Mg＋2がいず

れの分画の活性も促進したが，Mg＋2やZn＋2などは

電子伝達に関与しないから，これらの促進効果は別の

機序によるものであろう．共通してFe＋2とMn＋2に

効果が見られたのであるが，といっても，それらの

H－aseをFe・Mn・SH・フラビン蛋白であるとする決定

的な根拠は現在までつかまえられていない．

　Rittenberg　29）は，　H－aseという酵素は原始地球の

大気が酸素を欠き，水素に富んでいた時代（カンプリ

ア前期）に生じた原始的な型の酵素であるとしてい

る．しかし地球創生期に豊富にあったと考えられる水

素30）は絶えず宇宙へと拡散したはずだから，原始生物

が発生を開始した時代の地球上の大気がH2に富んで

いたとは考えにくい．

　原始生物が営んだエネルギー獲得手段はおそらく現

在の無酸素解糖様式に等しいか，あるいはそれに近い

ものであったと考え、られるが，H－aseは多分その解糖

に共訂して過剰の電子の処理に役立ち，それによって

エネルギーレベルを一段高めるものとしてこの時代に

登場した．ものと考えられる1）2）。この点ではH－aseは

好気的生物における呼吸系，ことにチトクロームーチ

トクローみオキシダーゼ系に代る役割を果していたも

のとみなすことができる．これによって，地上の大気

には漸次分子状水素の蓄積が起つたであろう31）．そこ

で，つぎにはH：一aseをもつ生物が適応的に多数生れ

てこの分子状水素を電子供与体として利用するように

なったと思われる．やがては光合成生物の登場が起

り・大気の中に02が生ずるとともに，生物にはヘム

蛋白系による02呼吸様式が発達し，それらヘム蛋白

の前駆体ともいうべきH－aseは，●遂に発展的な解消

をとげたものと考えられるが，しかし現在なお点出蛭
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気性微生物や光合成生物のある種のものにはH－ase

がもち続けられている．これらはGest　2）のいうよう

に系統発生学的な進化の遣跡と考えてよいであろう．

だから高等動物組織中にもしH－aseが見出されると

しても，それは当然同じ意味のものと考えられる．

　なお既述のように，Gest　2）によればAzotobacter，

Hydrogenomonas，　Acetobacterなどの好気性菌のH－

aseは一電子色素との電子転移は行ないえない型であ

るが，高等動物組織に現在見出される二三の遣跡は，

むしろ嫌気性微生物または光合成菌のH－aseに性質

が近く，一電子色素との電子転移が可能である．この

ことは現在の高等生物は，生物進化の系統樹において

光合成生物に近く，現存する好気性微生物とはむしろ

遠い位置にあることを意味するのかも知れない．

　H－aseには以上のような系統発生学的な意味を考え

ることができるのであるが，これが胚の初期発生の一

時期に出現することの意味は何であろう．ここにJ・

Needham　32）の「化学的にも個体発生は系統発生を繰

返す」という化学的反覆説をあげなければならない．

ただしこの説をうらづける例はこれまであまり十分で

あったとはいえない．この説の根拠の一つはニワトリ

胚におけるN排泄様式の変遷であるが，尿素排泄期に

おい℃も尿毒サイクルは完成されておらず，アルギナ

ーゼによって卵黄頼粒のアルギニンから尿素が生ずる

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，にすぎない33）34）．より適切な例は。Ohara，　Suyama　35）

倉田36），山本37）らにより見出された胚における硝酸還

元酵素の出現であろう．系統発生において，02呼吸

以前に出現したと考えられる硝酸呼吸（硝酸還元酵素）

が個体発生においても胚の神経胚期に出現するが，成

熟個体では消失している．また最近，倉田鋤はアスパ

ルタ一掃が胚の尾七六初期に出現することを見出して

いるが，この酵素も系統発生学的には出現時期が早

い．Braunshtein　39）によるとこの酵素は，従属栄養生

物による地上のアミノ酸の消費が進み，アミノ酸が不

足してくるにつれて，生物が脂肪酸によるNH3固定

によってアスパラギン酸及びグルタミン酸を合成し，

これからアミノ基転移によって各種アミノ酸を合成す

る能力を持たざるを得なくなった時期に出現した酵素

と考えられ，しかもアスパルターゼの方がグルタミン

酸脱水素酵素よりもより始原的なものと考えられる．

　系統発生学的に意味の深い諸酵素の個体発生におけ

る出現の状態は図4のような模型図で示される（この

図はあくまで模式図であり，各曲線のスケールは勿論

異なっている）．この図に見る各酵素の出現順序は，

系統発生において考えられているそれらの出現順序に

驚くほどよく一致しているのである．これらの酵素の

中

図4 蛙肺初期発生における諸酵素の出現順序
　　　　　　（模型図）
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うち，解糖というような重要なエネルギー過程は始原

生物から現代の生物まで退化することなくうけつが

れ，個体発生においても胞胚期でピークを作った各解

糖酵素は一旦活性低下後，それぞれがいろいろの発生

時期で小さなピークをつくりながら，結局成熟個体ま

でうけつがれてゆく36）．それに比してハイドロゲナー

ゼ・硝酸還元酵素・アスパルターゼのような生物進化

過程のうちに存在の意義を失って退化したと考えられ

るものは，個体発生においても，個体の成熟につれて

消失してしまうのである．ただ成熟個体の組織でも，

最も未分化な組織，即ち腫瘍のような祖先帰りを示す

組織には再び硝酸還元酵素・ハイドロゲナ一叢が微弱

ながら出現することが期待されてくる．実際，悪性腫

瘍における硝酸還元酵素め出現が確かめられている

し37），著者はEhrlich癌におけるH－ase活性の出現

を確かめたのである．ただ，H－ase活性が成熟個体に

おいて特に酸素分圧の高い場所に存在する赤血球にだ

け何故残っているのかという疑問については現在答え

る何の根拠もない．あるいは血球が早期に核を失う細

胞であることに，H－aseを完全に退化させ得ない理由

を求めることができるかも知れない．

結 論

　ネズミ及びヒトの赤血球，蛙胚及びEhrlich腹水癌

細胞に，化学的に還元したメチルヴイオローゲンの酸

化を比色定量する方法によりH－ase活性を認めた．

　1）ヒト及びネズミの赤血球の活性分画はゲル吸着

後，イオン強度0．6及び0・8で遊離し，NaN3・ユ，α’ジピ

リジル・PCMB・モノヨード酷酸などで活性阻害をう

け，0．8遊離液はジエチルジチオカルバミン酸の阻害

をうける．硫安処理を行なった分画はいずれもFAD

及びFe・Mn・Mgのいずれかの添加で活性が増加し，
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0．8分画にはCuの添加もまた活性の増加を示した．

　2）ネズミ臓器中，脳・心・肺・肝・腎・骨酪筋に

はいずれもH－ase活性は見られなかった．

　3）　カエル胚では原腸胚初期にH－ase活性のピー

クがある．活性分画はゲル吸着後イオン強度0．6（モ

リアオガエル）及び0．8（ガマ）で遊離し，硫安処理

後の遊離液ではFADとFe・Mn・Mgのいずれかの添

加は活性を増加した．

　4）Ehrlich腹水癌ではゲル吸着後イオン強度0．5

及び0．9で遊離するH－ase活性分画がある．活性は

：NaN3・翫〆ジピリジル・PCMBなどの阻害をうけ，硫

安処理を行なうとFADまたはFMNとFe・Mn・Mg
のいずれかの添加は活性を増進し，Ni・Co・Cu・Znで

も活性促進作用がみられた．

　5）　これらの動物組織におけるH－ase出現の比較

生化学的意義を論じた．
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                                       Abstract
   A hydrogenase activity was observed by measuring colorimetrically the rate of methylvio-

 logen decolorization in the red blood ce!Is of adult animals (mouse and human), embryo of

 the frog and Ehrlich ascites tumor cells. The sensitivity to inhibitors, such as azide, a,d

 dipyridyl, PCMB etc, suggested that the enzyme is a metal sulfhydryl protein. The activity

 of this enzyme fractionated with ammonium sulfate and then treated with calcium phosphate

 gel was generally activated by addition of FAD and metal such as Fe'', Mn'', Mg'' etc.

   From the point of view of comparative biochemistry, the significance of the appearance of

 this enzyme in the animal tissues was discussed.


