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　甲状腺ホルモンの有効主成分が特異的な有機ヨウ素

化合物であることは，既に前世紀の末より知られてい

たが，1919年，：Kenda111）に．より，甲状腺から有効物

質サイロキシンが単離され，更に・1926年，Harington

2）3）が甲状腺の特異蛋白であるサイログロブリンを加

水分解することにより，サイロキシンを単離し，その

構造決定を行った．以来ごく最近まで20年余りもの

間，これが唯一の甲状腺ホルモンと考えられていた

が，近年に至り，放射性ヨウ素1131によるトレーサー

技術の導入，クロマトグラフィーによる微量分析技術

の発展により，サイロキシンの数倍強力なホルモン活

性を有するトリョードサイロニンがサイログロブリン

の加水分解忌中に発見されて4）5）6）7）8）9），この方面の

研究はに．わかに活気を呈してきた．

　一方，甲状腺ホルモン生合成の機構は，最初にサイ

ロキシンが単離されるや，甲状腺生化学の主要目的の

一つとなっていた．しかるに現在，その機構の基礎的

な問題は依然として解明されたとはいい難い状態にあ

る．

　すなわち，血中のヨウ素（1つは甲状腺に摂取，濃

縮され，腺内でそれは甲状腺中の蛋白のチロシン基と

反応して，モノヨードチロシン，ジョードチロシン，

更にサイロキシンにまで合成されるのであるが，この

生合成過程におけるチロシンのヨウ素化は，従来多く

の賑々により，酸化酵素系の関与する1唱→12の反応

と，非酵素的なチロシンのヨウ素化との二毅階で行わ

れると考えられていた10）11）．

　最：初の段階に．おいてWesterfeld　12）はペルオキシダ

ーゼの関与を考えたし，Dempsey　13）1d）も甲状腺内に

オキシダーゼ活性とペルオキシダーゼ活性の存在する

ことを細胞化学的に証明し，ペルオキシダーゼ活性は

濾胞細胞内に認められるとした．同様な方法で，De

Robeftis等15）は，チトクローム。オキシダーゼ活性

の存在を認あた．又：Haringfoa　16）17）は酸化酵素系が

1櫛→12を触媒し，その後12が酸化作用を持つ物質と

して，チロシンをモノヨードチロシン，ジョードチロ

シンに．かえ，サイロキシンを合成する酸化過程に働く

とした．

　更に第二の段階として，ヨウ素の有機化において

は，Schachner　18）はジョードチロシンもサイロキシン

も共にチトクローム・オキシダーゼ系が関与する好気

的酸化により形成されるとした．このように諸家の説

はまちまちで一見相容れないものがあり，その是非を

論じ難iい状態に．ある．

　ところが一方，生化学的な検索（in　vitro）におい

て，Chaikoff　19）20）は甲状腺組織切片を用いれば，1一

を有機的な結合に導くことが出来るが，組織を破壊し

てホモジェネートにすれば，その能力を失うことをみ

た．1953年に至り，Weiss　21）は甲状腺ホモジェネー

ト及びミトコンドリアによる有機ヨウ素形成にCu2＋

とチロシンの添加が必須であることから，銅酵素が，

甲状腺組織によるチロシンのヨウ素化に関与するらし

いと考えた．別にWyngaafden　22）は，1一が，ペルオ

キシダーゼにより酸化され，Cu2＋により反応を促進

するとしている，

　ところが，ノFawcett＆Kirkwood　23）は，　Weissの

甲状腺ホモジェネートに．よる有機ヨウ素の形成に際

し，チロシンを加えてのCu2＋の役割に．ついて，その

解釈を疑った．彼等は甲状腺組織中にチロシンをヨウ

素化する酵素“Tyrosine　iodinase”の存在を提唱し

24），Cu2＋は単に．1一→12を非酵素的に酸化する作用

を有するのみで，酵素はチロシン水酸基の解離を促し

てヨウ素化を容易にすると考えた．更に彼等の実験条

、件の下で出来る有機ヨウ素化合物は遊離態のモノヨー

ドチロシンが唯一のものであったので，その酵素は，

加えられたチロシンのmonoiodinationのみを触媒す
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るとした．しかもCu2＋かチロシンか．どちらか一方

を加えなければ，甲状腺ホモジェネートは有機ヨウ素

をほとんど生成せず，蛋白分子内のチロシン残基をも

ヨウ素化しなかった．

　その後，TaUfO9等％）は甲状腺ホモジェネート，

あるいは，ミトコンドリアでの有機ヨウ素形成には，

Cu2＋及びチロシンの添加は必要でなく，ただその際

とり入れられたヨウ素は，遊離態モノヨードチロシン

ではなく，蛋白に結合したモノヨードチロシン中に見

いだされ，甲状腺蛋白を水解することによってのみ遊

離され，ベーパー・クロマトグラフィーで確認出来る

とした．更に甲状腺ミトコンドリア分屑の有機ヨウ素

形成反応は，Flavi皿e　mononucleotide（FMN）の添加

で著しく増強せられ，それは本質的にこの反応が酵素

的であるという証拠となると結論した26）．

　しかし現在まで，この酵素“Tryosine　iodinase”の

単離・精製はほとんど進んでおらず，又，オキシダー

ゼとの分離も行われていないので，その存在すら確実

に立証されたとはいい難い．その反応機作も全く不明

である．

　われわれ教室同人は，かねてより甲状腺内ヨウ素代

謝研究の一環として，その複雑な一連の代謝現象を組

立てている個々の単位反応を解析すべく，已既に数回に

わたり成果を発表した27）鋤鮒）30）．

　この報告では，ヨウ素有機化反応における酵素

“Tyros三ne　iodinase”1こ必須のCofactorの発見，抽

出，単離等に．つき，著者の得た実験成績を述べ，更に

その反応機作並びに酵素反応に影響を与える二三の条

件につき，検討・考察をすすめたいと思う．

実験材料並びに実験方法

　1）酵素材料並びに．酵素抽出法

　酵素材料としては，比較的大量に．入手容易で，その

上，酵素を高濃度に分布すると思われるウシ顎下腺を

用いる．

　屠殺場にて得たウシ顎下腺を氷冷しつつ持ち帰り，

一20。Cの冷凍箱中に．一昼夜放置して凍結する．これ

を一旦融解した後に．，用手的に脂肪，結合組織，被膜

等を可及的に除去し，顎下腺実質をハサミに．て細切す

る．抽出用緩衝液として0．05M酢酸ソーダ1000mI

を用い，顎下腺約300grを数回に分け，薄粥状にな

る程度にwaring　blenderにて磨砕する（0。Cに氷冷

しつつ）．粥状となったホモジェネートを重湯煎に．て

熱処理を行う．熱処理操作はまず水浴の温度を約70。C

にしておき，顎下腺粥をホーロー引きビーカーに％程

度の量に入れ，激しく撹窮しながら水浴につけて加熱

する．顎下腺粥が60。Cに達するや直ちに水浴に水を

加えて60。～65。Cの間に．なし，時々撹議しつつ5分

間放置する．後，直ちに流水で冷却する．次いで，粗

大残渣をガーゼニ枚にて圧縮濾過して除く．更に4000

rpm，10分間遠心してその上清を，ペーパー・パルプ

を用いて吸引濾過を行えば，帯赤黄色の比較的透明，

やや粘稠なる濾液を得る．その濾液を予め作っておい

た約穐量のリン酸カルシウムゲルと混合し，10分間撹

梓放置して酵素蛋白をゲルに吸着させた後，4000rpm，

10分間遠心して，吸着カルシウムゲル上清と，吸着カ

ルシウムゲルとに分ける．

　a）粗酵素液（Y－Holo酵素）；その吸着カルシウ

ムゲルから0．3M硫安を含む0．1Mリン酸ナトリウ

ム緩衝液pH　7．4，150m1にて溶離・遠心してγ一Holo

酵素を得る．これは顎下腺中に存在する阻害物質が除

かれており，季節的変動を示さない一定の活性を有す

る酵素標晶として種々の酵素反応解析に使用し得る．

この過程は，教室の鈴木が詳細に検討している鋤．

　b）粗酵素蛋白液（Y－Apo酵素）を得る目的で，吸

着力～レシウムゲルより，分散吸着法（Batchwise法）

に．て混在せる共存蛋白質を除去すべく，pH　6、8，0．01

Mリン酸緩衝液150m1に．て1回溶離・遠心，沈渣を

pH　618，0．05Mリン酸緩衝液150mlにて2回溶離・

遠心，その沈渣を，pH：6．8，0．2Mリン酸緩衝液150

m1にて1回溶離・遠心，更に．その沈渣を，　pH　7．4，

0．3M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝液150mlにて雨

量・遠心しその上清をγ一Apo酵素とする．

　c）精製単一蛋白酵素液（p－Apo酵素）はγ一Apo酵

素液を4。Cにて流水透析4時間後，　Hydfoxylapatite

31）に．てカラム。クロマトグラフィーを行い，pH　7．4，

0．2M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝液で溶離せる活

性分画を，更にHydfoxylapatiteで再クロマトグラ

フィーを行った溶離液の275叫紫外部吸収の高い部

分をとる．この過程については，教室の渡辺が詳細に．

実験・検討を行っている32）．

　d）CofactOfを単離すべく，吸着カルシウムゲル

上清をDowex　1（×2），　Dowex　2（×8）等の陰イオ

ン交換樹脂でカラム・クロマトグラフィーを行い，

Cofactorを多量に含む液を得る．これを更に．，再ク

ロマトグラフィーすることに．より精製し，p－Cofactor

とする．これにっていは第3章で詳細に検討する．

　なお，上述の抽出・精製過程の概略を別表にて示

す．

　酵素抽出過程において吸着に用いられるリン酸カル

シウムゲルは，文献的に．種々の方法が提案されている

が33）34）35）36）37）38＞，ここでは，乳酸脱水素酵素の吸着
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新鮮ウシ顎下腺3009L

　　　　↓灘虫難9芝轟淵とて麟拙（4・c以下）

　　顎下腺粥
　　　　↓6・驚分間熱処理後直ちに冷却魎心

　　上　　清
　　　　↓齢ルプを用い吸引濾過

　　濾　　液

約施量のリン酸カルシウムゲル（Ca－P－ge1）に吸着1
後遠心

　　　↓

吸着Ca－P－ge1

　　↓

Ca－P－ge1上清

上清　　　　　　　　　　沈渣　　　上清
匝・1・酵素1

　　　　↓
カラム・クロマトグロフィー
　（Hydro：xylapatite）

　　　　1

0．2M硫安を含む
0．1Mリン酸緩衝液P：H　7．4
で溶離せる分画
　　　　↓

再・クロマトグラフィー
　（Hydfoxylapatite）

　　　　↓

lp一帥・酵素1

匡C・f・・…1

　　0．05Mリン酸緩衝液
　　pH　6．8，150mRこて

↓2回溶離勘
沈渣
　　10．2Mリン酸緩衝液
　　pH　6．8，150m1にて
　↓1回溶離’勘

沈渣
　　0．3M硫安を含む
　　0．1Mリン酸緩衝液
↓pH　7・4・150nllにて灘・遠さ

上清
1噸酵素］
1軸こて流水透析塒間

　　↓pH　4・8となし

カラム・クロマトグラフィー
　（Dowex　2ギ酸型）

18・％糊こて

1
0．2Mギ酸アンモニウム
　pH　7．8にて溶離せる分画
　　↓5倍に鰍

再・クロマトグラフィー
　（Dowex　2ギ酸型）

1
0．2Mギ酸アンモニウム
pH　7．8　にて溶離せる分画

1
区・f・・…1

に用いられた方法38）を少しく変えて調製する．すな

わち，15％リン酸ニナトリウム液100m1（Na2HPO4・

12H20を使用），及び，10％塩化カルシウム液100ml

をはげしく馬子しながら加え，濃アンモニア水にて

pHを8．6～8．8に調整する．生じたりン酸カルシウ

ムゲルを約4μの蒸溜水でアンモニア臭のなくなるま

で数回，傾斜法にて洗った後，三助の蒸溜水に懸濁

し，4。Cに貯える．ゲルは1日以内に使用する．

　2）カラム・クロマトグラフィー

　ここで用いられるカラム操作としては．Cofactorの

確認に用いられる吸着クロマトグラフィーと，精製・

単離に用いられるイオン交換クロマトグラフィーとで

ある．

　i）吸着クロマトグラフィー

　カラムとして4×15cm，及び，1．5×14cmの一端

を細くしたガラス管を使用する．吸着剤としては，

Hynosupercellを加えたりン酸カルシウムゲル，及び

Hydroxylapatiteを使用する．

　Calcium　phosphate　ge1－HyΩosupefcell混合吸着剤

調製法：

　Hy恥supercell　309，塩化カルシウム39を蒸溜水に．

懸濁して200m1となした液に，4．5％リン酸ニナトリ

ウム液（Na2HPO4・12H20）100m1を，はげしく擢i拝

しながら加え，濃アンモニア水にてpH　8．0に．調i整す

る．後，5βの蒸溜水で数回，傾斜法に．て洗って吸着

剤を調製する．

　Hydroxylapatite－Ca5（PO4）3・OH一調製法：

　Tiseliusの方法31）により作る．すなわち，，0．5M

塩化カルシウム％と，0．5Mリン酸ニナトリウム2μ

とを，それぞれ別の分液濾斗に入れ，両方の濾斗より
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1分間約120滴の割合で同時に滴下させ，受器中で擬

激する一Bruschite：CaHPO4・2H20一．暫時放置後，

上清を傾斜して流し，沈澱を4μの蒸溜水で4回，傾

斜法に．て洗う．後，蒸溜水を全量4βになるまで加え

てから40％（重量）水酸化ナトリウム液100m1（新ら

しく作ったもの）を加え，混合液を撹伴しながら1時

間煮沸する．高度に分散懸濁した物質が沈下した時

に，やや混濁せる上清を再び傾斜法にて流す．ここで

更に4ρの蒸溜水で4回洗った後，pH　6．8，0．01M

リン酸ナトリウム緩衝液を加え，まさに沸騰する直前

まで撹聡しながら加熱する．この段階で沸騰させて

はならぬ．上清を傾斜して流してから更に．pH　6．8，

0．01M　リン酸ナトリウム緩衝液にて5分間煮沸し，

上清を流し次に．，pH　6．8，0．01Mリン酸ナトリウム

緩衝液で15分間煮沸し，最後にpH　6．8，0．001Mリ

ン酸ナトリウム緩衝液にて15分間煮沸を2回くり返し

て洗う．このように．して出来上った吸着剤Hydro・

xylapatiteはpH　6．8，0．001Mリン酸ナトリウム緩

衝液中に貯える。

　ii）イオン交換クロマトグラフィー

　陰イオン交換樹脂：

　強塩基性のDowex　1（×2）（mesh・200～400）又は

Dowex　2（×8）（Mesh　150～300）を卜辞型にして用

いる．まず，1009の樹脂を5βの水に．分散させて暫

時放置後，大部分の樹脂を沈下させ，畠混濁せる上濁液

（微粒樹脂を含む）を傾斜してすてた後，Dowex　1に

おいては200mesh，　Dowex　2においては150　mesh

の，ふるいを通して粗粒子を除去し，大体上記の

meshにそろえる．・市販の樹脂はCl『』．型で，これを纒

足型にかえるにはPo鳶ter等39）の方法により次のよ

うにして行う．すなわち吸引濾斗の濾紙上に約50gの

樹脂をおき，3Mギ酸ナトリウム約2μを約1時間か

けて徐々に流す．その後，蒸溜水2μ以上で洗い，蒸

溜水に懸濁させて冷所に，貯える．なお，樹脂の再生に

は2N塩酸及び2：N水酸化ナト、リウムにて交互に数

回洗った後，最後に2N塩酸で洗いC1型にして保存

する．

　陰イオン交換カラムには，第1図のように内径1．4

cm，長さ約40cmのガラス管の一端を細くしてそこに

スクリュー・コックを付したものを使用する．下端は

ガラス綿を約1cmの層にゆるくつめ，樹脂をつめる

前に水を満して自然流下する液が辛うじて滴状に切れ

ない程度にする．このガラス管を完全に垂直に固定

し，ギ酸型にして蒸溜水中に貯えてある樹脂を，分散

懸濁させて水と共にガラス管に．流し込む．この時，気

泡が入らぬよう充分注意する．水を流下せしめて適当
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な長さ（25cm前後）の樹脂柱

となし，上清は流し切らずに約

1cmの液層が残るところでスク

リュー・コックを閉じる．必要

な予備操作（水洗・緩衝化等）の

後，分液濾斗中にリン酸カルシ

ウムゲル上清（80％章句にて

pH　4．8にした試料）を入れて，

その高さを加減することにより

流下液を約100ml／hrの速度に

なるように試料を樹脂に吸着さ

せる．吸着された試料は，分液

濾斗中の展開溶紅軍をビニール

管を通して樹脂層へ導き，流出

速度を約40m1／hrになるよう．

分液濾斗の高さを加減して溶離

する．溶離流出液はオ～トマチ

ック・フラクション・コレクタ

ー｝こて10mユずつの分画にとる．なお，溶離展開は

4。Cの氷室内において行う．フラクション・コレクタ

ーで得られた各分画は大体一本おきにP－Apo酵素を

用いて活性を測定する．

　溶離液としては，ギ酸アンモニウム緩衝液及びTriミ

緩衝液を用いる．

　ギ酸アンモニウム緩衝液3純ギ酸（試薬特級25M）

を濃アンモニア水にて所用のpHに調整した後，希釈

して，ギ酸につ・き1Mのstock　solutionとする．用

に臨み適当な濃度に希釈して用いる．なお，純ギ酸と

濃アンモニア水との混合は非常な発熱を伴う故，冷却

して行うか又は純ギ酸を10M程度に希釈したものと

アンモニア水とを混合して，stock　solutionを調製す

るのがよい．

　Tris緩衝液：Gomori　40）により最初に推奨され，

Boman等41）により陰イオン交換樹脂による蛋白クロ

マトグラフィーに使用されたtris（hydfoxy1血ethyl）

amino；nethane－hydrgchloric　acid（THAM－HC1）を

用いる。まず，THAM　1219を700mlの水に溶かし，

これに濃塩酸を加えて（約70ml）pHを7．4に．する．

最後に・全量を膨にするように・水を加えて，これを

stoごk　solutionとする．これは使用すべき種々の濃度

に希釈して用いる．希釈によるpHの変化は0．1以内

であり，この実験では無視し得る程度のものである．

　陽イオン交換樹脂ザ

　強酸性のDowex　50（x8）（mesh　100～200）を使用

する．まず，陰イオン交換樹脂の場合と同様にmesh

をそろえて後，2N塩酸→蒸溜水→2N水酸化ナトリ
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ウム→蒸溜水を交互にくり返して洗うこと数回，これ

により樹脂の合成過程で混入又は生成した可溶性有機

物，鉄，カルシウム等の不純物を除去する．最後に

2N塩酸でH型となし，充分水洗した後使用に供する．

　3）酵素活性測定方法　　　　　　　　　　，

　ノ」、試験管に．，Apo酵素液0」5m1，　Cofactor液：0・15

m1，終末濃度2×10－3M　Tyrosine液0・02m1，終末

濃度5×10づMヨウ化カリウム液0・05m1，1131のト

レーサー量（普通5！nCを10m1のリン酸緩衝液に・と

かして，その0．01m1を反応に使用する），及び必要

に応じて，終末濃度L5×10弓MのCu2＋（Cu　SO4・

5H20を使用）0．02mlを添加し，これらに，　pH：7・6

0．2Mリン酸緩衝液を加えて全量0．5m1となし，38。C

の水日中で反応させる．Holo酵素液を使用する時は，

Apo酵素及びCofactofのかわりに，0．2mlを入れ

る．嫌気的条件が要求される時は，側室のあるThun・

berg管を使用し，空気を排除して後，側室中のチロ

シン液を画室中の反応液に加えて反応開始とする．

　所要反応時間（60～90分）後，20％チオ硫酸ナトリ

ウム0．1mlを加えて反応を停止させ，ペーパー・ク

ロマトグラフィーに．かける．ペーパーには，あらかじ

め，pH　7．6，0．1Mリン酸緩衝液を充分噴霧して緩衝

化した後乾燥させた東洋濾紙No．50（2×40cm）を用

いる．下端より8cmの所に原線を引き，そこに．反応

液の適当量（約3吋）を毛細管に．て幅0．5cm以下の

線状に塗布する．10％チオ硫酸ナトリウムを反応液と

原線上に重ねるとクロマトグラフィーの結果がよい．

溶媒はn一ブタノール・酢酸・水（4＝1＝2）の組成の

ものを用い，上昇法に．て約10時間展開後，クロマトグ

ラム上の各分画の放射能をwelhypeのシンチレー

ション・カウンターにて計測し，Backgroundを差引

いて，濾紙上月放射能に対するモノヨードチロシン分

画の百分率を求めてその際の酵素活性度とする．

　放射性同位元素1131は日本放射性同位元素協会が英

国AmerhsamのRadiochemical　Centerより輸入し

たものを使用する．時に酵素活性を低下せしめるよう

な還元性物質を認めることがあるので，Taurog等の

方法％）により純化して使用する場合もある．

　4）反応時間曲線及び反応速度

　ノ」、試験管にP－Apo酵素1．5m1，　P－Cofactor　1．5m1，

ヨウ化カリウム（終末濃度5×10暉6M）0．5m1，1131

0．2m1（トレーサー量として用い，液量は緩衝液で補

正する），Cu2＋液（終末濃度1．5x10暫3M；Cu　SO4

を用う）0．2mlを加え，　pH　7．6，0．2Mリン酸緩衝

液にて全量を4．8mlとなす．　Cu2＋を添加しない場合

は同量の蒸溜水を加える．38。Cの水浴中に入れ，チ

山

ロシン（終末濃度2×10－3M）0．2m1添加と同時に反

応開始とし，一定時間毎（5，10，15，20，30，45，

60分）に水浴中の反応液より毛細管ピペットにてその

一定量（約02m1）をとり出し，直ちに，，別に用意し

た小試験管中の20画面オ硫酸ナトリウム液0．05m1と

混合して反応を停止させる．これをペーパー・クロマ

トグラフィーにかけて酵素活性を測定する．反応時間

を横軸に，各時間におげる酵素活性（％）を縦軸にと

ってplotとすれば，反応時間曲線を求め得る．

　この反応時間曲線において，反応初期（大体20分以

内）は直線と見なし得る故に，その間の勾配を反応

（初）速度として求める．

　5）酵素蛋白量

　酵素蛋白液をセロファン管に．て透析を行う．外液は

蒸溜水を用いて内液の30倍以上となし，マグネック・

スターラーに．て概歯しながら始めの3回は2時間おき

に，後では6～8時間おきに外液をかえ，24時間以上

透析して後，乾燥重量を測定する．乾燥法としては赤

外線ランプによる熱乾燥を主として用いるが，時とし

てpervaporation　42）又は冷凍乾燥法を単独又は併用

する場合もある．pervaporationは氷室内で行い，冷

凍乾燥には共和式冷凍乾燥機RL　500型を使用する．

　なお，蛋白量としては，275叫の紫外部吸収値を

利用する場合もある．

　6）実験材料並びに実験方法に対する検討・考察

　i）胃腸管より吸収されたヨウ素（1一）は，甲状腺

を除いては，顎下腺に血漿中の濃度の約40倍，乳腺・

胃液中に約30倍が証明されるという43）．更にFawcett

＆：Kifk蜘odによれば，ラッチの各組織の5％ホモジ

ェネートにおけるTyrosine　iodinase活性は，そのヨ

ウ化率において，顎下腺が最高を示して60％，耳下腺

で46％，甲状腺で29％，舌下腺で4％，腎，胃でそれ

ぞれ1％を示し，腸，脳，肝，脾，心筋，骨格筋にお

いて活性を見ないとしている（3時間反応値）．それ

故，ここではウシ顎下腺を酵素材料として用いたが，

それは又，抽出操作に対して比較的安定であるように．

思われる．

　ii）顎下腺をwaring　blenderに，かける前に冷凍箱

中で凍結し，一昼夜の後それを融解する操作を加えた

ことは幾分でも凍結融解法による細胞膜破壊を意図し

たもので，無細胞抽出標品を得るための初段階の操作

としては当を得たものであると思う．又60。C　5分の

熱処理は，それに。より酵素蛋白以外の混在せる共存蛋

白質を変性させ除去し得ると同時に．，Cofactorを分

離するかも知れぬ盛る種の酵素を不活性化して，以後

のCofactor抽出操作を容易にする可能性を含んでい
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る．このヨウ素有機化反応は，Weiss及びTauro9等

によれば，甲状腺では，細胞穎粒（ミトコンドリア及

びミクロゾーム）に．含まれる部分にその活性の大部分

が見いだされるとしている．ここでの報告は，顎下腺

を酵素材料として用いてはいるが，たとえミトコンド

リア及びミクロン㌧ムに局在する酵素であるとして

も，上記の凍結融解と，Warling　blender，熱処理の組

合せによる抽出方法，更にそれ以下の操作により充分

可溶性酵素としての特性をそなえて単離・精製し得る

ものと思われる．

　iii）Cofactorの単離・精製をいかなる方法で行うか

は，ある程度，試行索肉的に決定する以外に．道がな

いとはいえ，文献的にはイオン交換樹脂を使用して

Coenzyme，　Pfosthetic　gfoupの精製に．良好な結果を

得ている例は次のように数多く見られ．

　陰イオン交換樹脂として

　　Dowex　1を用いた例では，　DPN（Col）44），　TPN

　（C皿）45），FAD　46），　Coenzy甲e　A　47）

　　Dowex　2を用いた例では，　DPN　48）

　陽イオン交換樹脂として

　　Dowex　50を用いた例では．　Coenzyme　A　49）

　　Amberlite　IRC　50では，　Cytochrom　C　50）

　　Deca！so　Fでは，　Cytochrom　C　51）

故に．，著者もDowex　1，Dowex　2をこのCofactorの

単離・精製に適用せしめるように．カラム操作を行うこ

ととした．

　iv）酵素活性測定方法に．対する検討は教室の鈴木％）

が詳細に行っている．ただペーパー・クロマトグラフ

ィーで原線上にチオ硫酸ナトリウム液を，試料に重ね
　　　り
ておくことは，展開中に生ずるかも知れぬ人工生成物

を消去するのに効果的な意義がある．チオ硫酸ナトリ

ウムはその還元性の故に，ヨウ素イオン（1一）を，は

るかに反応性の強い分子状ヨウ素（12）に酸化するの

を防ぐ．しかも既に生成されているモノヨードチロシ

ンに与える影響は無視し得る．なお，ζの溶媒では，

蛋白は原線上にとどまる．

　V）次に．反応速度を求める方法として，一般に，反

応時間をt，基質駅渡を〔S〕，反応生成物の濃度を〔P〕

とすると，反応速度vは
　　　　　　　　　　d　〔S〕＿d　〔P〕
　　　　　　　V＝一　　　　　　一
　　　　　　　　　　　dt　　　dt
としてあらわされる．反応時間曲線が直線的であれ

ば，

　　　　　　　　　　△〔P〕
　　　　　　　　V嵩　　　　　　　　　　　△t
となり△t時間内の平均速度として求められる．この

実験においては，反応生成物Pはモノヨードチロシン

であり，それの生成量は反応時間曲線が直線的である

間は活性度：（酵素活性測定法の項で定義されたもの）

に．比例すると見てよい．故に．上式の〔P〕を活性度に

おぎかえても反応（初）速度の相対値には変化がな

い．すなわち，

　　　　　　　　　△A　　　　　　　　　　　　　A：活性度　　　　　　　V＝＝
　　　　　　　　　　△t
となる．

具体的にこれを求める場合は，ここでは，次に示す

ように作図の方法に．よった（第2図）．
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第2図　反応速度の求め方
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　反応時間曲線としてOABなる曲線を得たとする．

しからばOAは直線と見なし得るから，反応初速度v

は次の式より求められる．

　　　　　　　　　　tA　　　TC
　　　　　　　V＝　　　　　　＝＝一一
　　　　　　　　　　〇t　　　OT
OT’を一定とすれば反応速度の相対値Vは

　　　　　　　V・＝TC嘗90

同様にしてOA’B’なる反応時間曲線においても反応

速度の相対値は

　　　　　　　Vノ＝TC，＝35

となる．

亀

実　験結果

　この章に．おいては，まず酵素活性に影響を及ぼすで

あろう各種要因につき解析をすすめ，それが直接ある

いは間接的にこの酵素のCofactOf発見に至る契機と

なることを記載すると共に，更に，Cofactorの単離。

精製に至る実験経過を述べ，最後に単離せるCofactor

につき，その性格的特徴を解析しつつ，銅イオンが及

ぼす作用についても触れることを試みている．

　1）酸素活性に影響を及ぼす各種要因

　阻害剤については既に報告されているので27）螂0），
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ここではCofactor発見の契機となった要因について

成績を述べる．

　まず，種々の金属イオンのTyrosine　iodinase（Y－

Holo酵素）に対する影響をしらべて次の結果を得た

（第3図）．何ら金属を加えないγ一Holo酵素は22％し

か活性を示さないが，銅，マンガン，一等を添加すれ

第3図各種金属イオンのY－Holo
　　　酵素に及ぼす影響

　　α

　　hれ
　　Fe．

　　Ni
　　Co
　　M曾
　　ρ・

　　　Z駄

　　　属。

　　　C此

対照（f・Hd。酵素）

io　　　　」≧σ　　　30　　　4｝つ　　　　50　　　　60　　　「「0　　　8ρ

　　　　活性ぐ％）

ば著明な活性上昇を示し，マグネシウム，カルシウ

ム，亜鉛，モリブデン等では見るべき変化はなか1つ

た．それぞれの金属としては，硫酸銅，塩化マンガ

ン，硫酸鉄，硫酸ニッケル，硫酸コバルト，硫酸マグ

ネシウム，塩化カルシウム，酢酸亜鉛，塩化カドミウ

ムを使用し，終末濃度2×10－3Mになるように．反応

液中に加えた．

　又，銅及びマンガン・イオンの濃度とγ一Holo酵素

活性との関係は第4図のようで，Cu2＋は5×10－3M

において最高の活性上昇を示し，Mn叶は10－5Mに．

おいて最高の活性上昇を示すとはいえio－2Mに至る

までほぼ同一と見なされるような緩かな曲線を示し

た．
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第4図　Cu2＋及びMn2＋の濃度と
　　Y－Holo酵素活性との関係
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　次に，アンモニウム塩の影響をしらべて，終末濃度

0．1Mの硫安が，水に対し透析せるY－H：olo酵素の活

性を約20％引き上げるのを見た（第5図）．モノメチ

ルアミン，ジメチルアミン及びトリメチルアミンでも

同様な結果が得られたが，しかし何れの場合も対照の

γ一Holo酵素の活性にまでは回復しなかった．γ一Holo

酵素液は抽出操作上当然0．3M硫安を含んでいる故

に，これを水に対し24時間以上早事透析することによ

り硫安その他の透析性物質を除いて使用した．なお

Cu2＋は終末濃度2×10隔3Mになるように．反応液中に．

加えた．

第5図　硫安及びアミン効果（添加せる

　　　アミン類は終末濃度0．1M）

対照酬。1・酵素）
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　このことからアンモニウム塩がpH　7．6で，添加せ

るCu2＋と銅アミン錯イオン〔Cu（NH3）4什〕を形成

して，それが酵素活性を賦活せしめるのではなかろう

かと推定されたので，更に銅アミン錯塩である硫酸銅

アンモンを，透析せるγ一Holo酵素に添加してみた結

果，活性の回復は見られたが充分なものではなかった

（第6図）．これらの事実は，何か他に透析性の賦活物

質が存在する可能性を示唆する．

第6図 銅・アミン錯イオンのY－Holo
酵素活性に及ぼす影響

対照（酬。1・酵素）

透析セゐ丁一Hσ1・酵素

　＋幽囚ア光ン

　　　　　　　IO　　20　　30　　停0　　50　　60　　了0　　80
　　　　　　　　　5舌性　‘％）

硫安銅アンモンは，終末濃度2×10－3M（Cu2＋
につき）に．なるように添加

対照及び透析せるγ一Holo酵素には2×10－3M

終末濃度のCu叶を添加してある．

　そこで更に，γ一H：010酵素を，pH　7．6，0．3M硫安

を含む0．1Mリン酸緩衝液に対し透析した結果は第

7図のようで，水に対して透析した場合よりも緩徐で

あったとはいえ，明らかに対照に比し活性の低下が見
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られ，透析性のCofactorの存在を暗示したようであ

った．透析にはセロファン管を使用して4。Cの氷室

内において行った．浸透圧に．よる内液の希釈を最小限

に．くいとめるため，セロファン管は酵素液を入れた

後，よく圧縮して両端をしばり，外液は内液の30倍以

上とし24時間及び48時間，締込透析を行った．対照と

しては，γ一Holo酵素を透析時間と同じだけ，同じ条

件で氷室内に放置したものを使用した．

第7図　Y－Holo酵素の；透析に．よる活性低下
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　　　　　　　　「0　　　20　　　3σ　　　8千0　　　50　　　60　　　70　　　30

　　　　　　　　　　　，舌性（％）

　0．6飽和硫安に．て塩析したγ一Holo酵素蛋白は，塩

析を行う前のものに比し単位蛋白：量あたりの活性は低

下したが（第8図），これは酵素蛋白部分（Apo酵素）

と分離し得るCofactorが塩析上清に残存することを

示唆している．塩析に．は，硫安を乳鉢で磨砕したもの

を用い，マグネチック・スターラーで曾孫しながら少

量ずつ加え．て，塩析による蛋白変性を防いだ．

　更に，等電点沈澱法，連続濾紙電気泳動法52），Zone

electrophoresis　53），吸着クロマトグラフィrイオン

交換樹脂クロマトグラフィー等を用いて，γ一Hoio酵

素の精製をすすめて行くと，単位蛋白量当りの酵素活

性は常に低下した．

　又，Cofactor酵素の階段的希釈に対して，その反応

速度を図表に描けば第9図のようで，希釈により急激

に反応速度は低下した．抽出の濃い場合に．は若干の作

用が見られても，希釈すると急速に活性が低下する現

象は，その抽出酵素系にCofactorが存在するのでは

ないかとの疑いをいだかしめる．

　以上，透析，塩析，希釈の影響等より，Cofactorの

存在を予想し，透析により活性低下せるY－Holo酵素

に，ATP，チトクロームC，　DPN，　Coe：1zyme　A，

Cocaτboxylase等を添加し実験を行ったが，活性上昇

は見られず，Coenzyme　Aは阻害的に働いた．又，

パン酵母より抽出したLebedew液54）を添加してみ

たがむしろ阻害的に働く傾向に見えた．そこでこの酵

素に特異的なnative　Cofactorの存在を解析するため

に．，透析外液を約殆量に減圧濃縮（40。C以下）した

ものを，透析に．より活性低下せるγ一Holo酵素に加え

た結果は第10図のようで明らかに，活性の上昇を見た．

この；透析外液の吸収スペクトルはあたかも，260mμに．

第8図　硫安塩析による活性低下並びにホモジェネート透析に．よる活性上昇

顎下腺　　　　　　　　　　　　　　　　活性度

i墨弊騰＿＿饗鰭透騨垂騨
↓熱処理（60。C　5分）

［濾液「・・……一・・…・…・・…一11％　55％
　
1
リン酸カルシウムゲル吸着　
1
遠 　心
その上清…・……………・…………・・…・・　0％

0．3M硫安を含む
0．1Mリン酸緩衝液にて旧離・遠心

　手

圧H・1・酵纂1……・・…・……・

隊安・・6飽和蜥

沈澱蛋白を緩衝液に．とかす

↓
［蜥蛋白郵

・…
@。鱒・…　　　　　72％ 25％ 32％

　　　。。・・・・…　。・・・…　。・・。・。・・・・・…　　　　50％　　　　　　　 46％　　　　　　　14％

・透析は蒸溜水に，対し24～48時間静置透析とす．

・活性度は90分反応値

・ホモジェネート透析による活性上昇に関しては第4章を参照
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第9図　Y－Holo酵素希釈の反応速

　　　　度に及ぼす影響

50

反
応
速
度

。　　o

　　　　　　原ラ夜＝，　　　　　　　　X2L・　　　　X牛　 Xg　Xfε

　　　　　　構尺倍数一

γ一Holo酵素原液は蛋白濃度Ca　3mg／m1．

第10図　；透析外液添加実験　（その1）

ナ寸照（直結tす“）

勧咋rH・1。酵素‘エ腸f）

透桁ト液．

造析rH。1。礁＋孟析鷹

［0　　ユσ　　　　　　肝0　　50

　活性（％）

8σ

極大吸収をもつように見える（第15図）．

　これにより透析性の融媒的活性な非蛋白部分の存在

を認め得たので更にこれを確認するため，限外濾過に

より分離しようと試みた．すなわち，γ一Holo酵素を

コロジオン膜を用いて，1時間，3000rpmで遠心濾過

を行った限外濾液を，透析により活性低下したY－Holo

酵素に添加した結果は第11図に示されたようで，活性

の上昇は認められたが，時として顕著なものでない場

合もあった．コロジオン膜は，局方コロジオン液をそ

のまま鏡板上にひろげた適当な大きさの和紙の上に流

し暫蒔乾燥するをまって水中で凝固させた．なお，限

外濾液の吸収スペクトルは紫外部256ml＾に極大吸収

をもつように見える（第15図）．

　　　第11図　限外濾液添加実験

　　　　　　実験lI
γ」H。1。酵素（透オ斥せず）

・州。lo翻旨2輪毒析

限外5戸喪
ま輩ジタ㌃Y」Ho｛o画薩≒素

　　十F艮ヲト5戸5夜
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　そこでCofactorを可及的に除去した酵素蛋白部分

として，Batchwise法にて得たγ一Apo酵素を用い，

上述の透析外液をこれに添加した場合もやはり活性の

上昇を示した（第12図）．

　　第12図　透析外液添加実験

Y－Ap。酵衰

丁一帥・酵素＋透柳ド

透オ竹ト流

（その2）

舳
’

蛭

lO　　20　　30　　40　　50

　　　尭性（％）
60　　ワσ　80

　更に限外濾液をY－Apo酵素に添加せる実験でも活

性の上昇が認められた（第13図）．

第13図　限外濾液添加実験　（その2）

rA戸・酵素

r」APo酵素＋　F艮ξヲト三戸ラ在

限5ト1戸ラ在

10　　　　20　　　　30　　　　停0　　　　 写0　　　　60　　　　「ro

　　う舌性‘％）

　又，Y－Holo酵素を硫安0．6飽和にて塩析したもの

は単位蛋白量当りの活性低下を見ることは上記した

が，その塩析上清をBatchwise法に．よるγ一Apo酵素

に加えれば活性の上昇を見た（第14図）．

　　　　　第14図

rAp。酵素
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．
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第15図

塩析上清添加実験

10 20 30 卯 50 60 70
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　Cofactorを必要とする酵素でまず考えられるのは

酸化還元に関与する酵素系である，ここで嫌気的条件
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での反応をγ一：Holo酵素に．て検索した結果は第16図の

ようで，好気的条件に比しある程度の抑制効果は見ら

れた．又，メチレン青を用いて同様な実験を行ったが

結果は同じで，その上，メチレン青の槌色は見られな

かった．なお，表面活性基SHの定量をBarron　55）の

方法で行ったが，尿素変匪なしではγ一Holo酵素に表

在性SH基は認あられなかった．

　　　　第16図　嫌気的条件での酵素活性

州謙
げ←） N：；

＝膣炉亀毫㌦’㌦”‘・‘・卓・㌧　、ジゴ’㌧．フ．弓ご・・Σ，．

し，CofactorとApo酵素がわかれて存在することを

示した．

第17図　γ一Holo酵素よりCofactor

　　　　の分離　（その1）

E2謄解一
Eエ60σrシμ」…一　　　　第9ワ図　　α）
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酵素標品Y－1｛olO酵素

反応にはThunberg管を使用
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カラム馳＝　牛XlO　C釦し

鍮β1識、購練
吸翻：（｝P－3・｛目γfl…p・了cd

溶離：本文参照

皿 マ

　2）Cofactorの確認

　i）吸着クロマトグラフィーに．よる確認過程

　透析，塩析，限外濾過等の実験結果は明らかに

Tyrosine　iodinaseが，触媒的活性なnative　Cofactor

を含んでいることを示すに．充分であったが，更に積極

的に．，Calcium　phosphate　ge1－HyHosupercell－column

に．よる吸着クロマトグラフィーでCofactorをY－Holo

酵素より単離・確認するために，，Y－Holo酵素液50ml

を蒸溜水で20倍に希釈（イオン強度を低くするため）

してカラムに吸着せしめ，吸着せる試料を，

　工一step：0．1Mリン酸緩衝液pH　7．6

　皿一step：0．1M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝

　　　　　　液pH：7．6

　皿：一step：0．2M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝

　　　　　　液：pH　7．6

　1V－step：0．3M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝

　　　　　　液pH：7．6

　V－step：0．4M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝

　　　　　　液pH　7．6

で順次setpwise　elutionを行い，5m1ずつの分画に

オートマチック・フラクション・コレクターで溶出液

をとった．溶出液は各分画毎に1本ずつBeckman分

光光度計DU型で，275叫及び260叫の吸収を測

定し，吸収の高い部分を互いに組合せて酵素活性を測

定することにより，蛋白部分とCofactorとに分離し

得たか否かを検した．結果は第17図のようで，吸収の

高い個々の分画単独では見るべき活性を示さないが

（第17図一a），これを組合せれば第17面一b），のように．，

（1＋11），（1十皿）の組合せで幾分かの活性上昇を示
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　そこで，：Hydroxylapatite　columnを使用してCo－

factorを分離しようと試みた．すなわち，あらかじあ

前記の方法で調製しておいたHydroxylapatiteの懸濁

液を1．5×10cmのカラムに流し込み吸着剤が沈下す

るをまって，カラムの最上層をガラス棒で少し撹伴

し，懸濁物質が再び沈むまで放置する．これに，、一

Holo酵素40m1を蒸溜水で20倍に希釈した液を試料

として吸着させ，

　1－step：0．05Mリン酸緩衝液pH　7．6

　皿一step：0．1Mリン酸緩衝液pH　7．6

　皿一step：0．2Mリン酸緩衝液pH　7．6

　1V－step：0．3M硫安を含む0．1Mリン酸緩衝液

　　　　　pH　7．6

で順次stepwise　elutionを行う．溶離の流速を20m1

／hrになるように適当な圧を加えなければならぬ．溶

出液は前回同様に5m1ずつの分画に，とり，275叫及

び260m“の紫外部吸収を測定した（第18図一a）．吸

収の高い部分を互いに組合せて酵素活性を測定するこ

とに．より，Cofactorと蛋白部分との存在を確認しよ

うとの試みは第18選一bに．見られるようで，1－stepの

4本目に．Cofactorを含む分画，　IV－stepの4本目に

蛋白部分（Apo酵素）の分画の存在を示しているよ

うである．
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　第18図　γ一Holo酵…素よりCofactor

　　　　　　の分離i（その2）
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　Cofactor部分が0．05Mリン酸緩衝液の低いイオン

強度で溶離されてくることがわかったので，次に．同じ

吸着剤（Hydroxylapatite）を用い，　pHを6．8とし，

更に低いイオン強度で溶離することとした．結果は第

19図一aに．示す．すなわち，pH　6．8リン酸緩衝液の

0．03M，0．05M，0．1Mの三段階でstepwise　elution

を行い，A，　B，　C，　D，4つの260mμ吸収極大を得た．

これらの分画をBatchwise法に．て得たY－Apo酵素

に．添加した時の酵素活性は第19図一bのようで，A，　B，

C，D，各分画は単独ではほとんど認むべき活性を示さ

ないが，γ一Apo酵素を加えることに．よりA一分画にお

いて最大の活性上昇を見た．結局，Cofactorは，

Hydroxylapatiteを用いれば最もイオン強度の低い1－

stepで溶離されてくることかわかった．しかしこれ

は，Cofactor活性としては未だ充分なものとはいい

難い．

　ii）Batchwise法に．よる確認過程

　CofactorがHydroxylapatiteに＝より，最も但iいイ

オン強度で溶離されることがわかったので，ここ吸着

リン酸カルシウムゲル（別表参照）を0．01Mリン酸

緩衝液で洗うことに．より，Cofactorを分離・確認する

ことを試みた．リン酸緩衝液のpHを5から8まで

かえて実験した結果は第20図のようである．pH　7．0

から8．0の間で洗出した部分が最もCofactor活性が

高かったとはいえ，概してpHの影響は受けていない

山

下19図　γ一Holo酵素よりCofactor

　　　　の分離　（その3）
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第20図　Batchwise法によるCofactor
　　　の分離・確：認・添加実験

γ一Apo酵素
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酵素蛋白部分としてはγ一Apo酵素を用う．

o

ようである．そこでpH　7．6，0．01Mリン酸緩衝液で

洗出したものは未だ蛋白がかなり含まれているが，粗

Cofactor液（γ一Cofactor）として種々の実験に供し

得る．なお，このものの吸収スペクトルは260叫に

極大吸収をもつように見える．

　そこで更に，Cofactorのリン酸カルシウムゲルに

対する吸着性が可逆的であるか否かをしらべるために

次のような実験を行った，pH　7．6，0．01Mリン酸緩

衝液にて吸着カルシウムゲル（別表及び第21図参照）

より洗出した．Cofactor（Y－Co．）を，再び充分量の新

たなカルシウムゲルと混和概拝し暫時放置後，遠心に

よりその上清（Sp、）と再吸着カルシウムゲルとに分
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ける．再吸着カルシウム・ゲルより更に．pH　7．6，0．01

Mリン酸緩衝液に．て洗出した液（E1．）をとり，（γ一

Co．），（Sp．），（E1．）をそれぞれ，　Batchwise法に．て得

たγ一Apo酵素に添加して活性を測定した．別に対照

として何物も吸着していないカルシウムゲルの少量を

pH　7．6，0．01Mリン酸緩衝液に懸濁させた液（Cal．）

をγ一Apo酵素に添加したものの活性を比較にとった

（第22図）．この実験成績より，Cofactorはリン酸カ

ルシウムゲルに吸着するのではなくて単に分散してカ

ルシウムゲル内部の液相中に保有されているだけであ

ることがわかった（この報告中に．おいては，まぎらわ

しくない限り，この現象をも一応，吸着という言葉で

表現してある）．又，Cofactorが，カルシウムゲルよ

り生ずる人工的なもの56）でないことも確かめられた．

　　　　　第　21図

吸着Ca－P－ge1（約30gr）

0．01Mリン酸緩衝液
pH　7．620mlで
洗出・遠心

　↓
上清1・一C・f・・…

約施量のCa－P－gelと混
合10分間放置後遠心

　　　↓
再吸着Ca－P－ge1

　　　0．01Mリン酸緩衝液
　　　pH　7．6，15mlで
　　　洗出・遠心
　　↓

上清巨■
　　　↓

C㍗F・・1上清IS引

第22図　CofactorのCa－phos－geI

　　に対する吸着可溶性の実験

一

1
0
20 30 佃 50 60 70 8σ

逆性の実験よりCofactOfの大部分がリン酸カルシウ

ムゲル上清中に残存していることがわかつた．

　3）Cofactorの単離・精製

　i）陰イオン交換樹脂クロマトグラフィーによる単

　　　離

　そこでCofactorが多く含まれている顎下腺抽出液

の熱処理濾液（60。C，5分）又はリン酸カルシウムゲ

ル上清を，Batchwise法によるY－Apo酵素に．添加し

てみたが，活性上昇を示す場合と，示さない場合とが

あつた，先に顎下腺中にこの酵素の阻害物質を見つけ

ていたので27），これをリン酸カルシウムゲル上清から

除去して，Cofactorを単離する目的で，まずDowex

2（×8）を用いてクロマトグラフィーを試みた．

　リン酸カルシウムゲル上清（やや混濁）の約400mI

に．，80％ギ酸2～3滴を加えてpH　4．8となし，吸

引濾過し（やや透明となる），それを試料として，緩：

衝化せるDowex　2カラムに毎時100mlの速度で流

すとCofactorはほとんど可逆的に吸着されるであろ

う．溶離液に．て展開しフラクションをとつて，P－Apo

酵素に，添加，活性試験を行つた結果は第23，24，25，

26図のクロマトグラムに．おいて示した．

　第23図は，溶離液としてpH：7．8ギ酸アンモニウ

ム液を0．03Mから0．5Mまでかえてstepwise　elu・

tionを行つた結果で，分画数31本目から35本目に．か

loo

第23図　Dowex　2によるCofactor
　　　　の単離（pH　7。8）
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第24図　Dowex　2に．よるCofactor
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　’分画

15

1・0

05

カラムに純ギ酸200m1，0．05M

ギ酸300m1その後500m1の蒸
溜水で洗ってからリン酸カルシ

ウムグル上清を吸着させる．

1．4×25cm

Dowex　2（×8）150～300mesh，

ギ酸型

ギ酸stepwise　elution　system

50m1／hr

10m1

けて，0．2Mで乖離された部分に，　Cofactor活性が

高かったことを示している．260m“紫外部吸収は溶

出液を5倍に希釈して測定したが，吸収極大と活性極

大とは一致していないようである．溶出液の流速は1

時間50mlの割合である．なお，予備操作として，試

料を吸着させる前に樹脂カラムを1000m1の蒸溜水，

次いで5001n1の0．02M，　pH　7．8ギ酸アンモニウム

液を流して緩衝化を行った．

　第24図は，旧離液としてpH　4．8ギ酸アンモニウム

液を使用した場合で，緩衝化は0．05M，　pH　4・8ギ酸

アンモニウム液500m1で行う．

　第25図は，溶離液としてギ酸を使用した場合で，予

備操作として試料を吸着させる前に樹脂カラムに純ギ

酸200m1，0．05Mギ酸300mlを通し，その後500mI

の蒸溜水で洗う，

　第26図は，溶離液としてpH　7．4　Tris緩衝液を用

いた場合で，緩衝化として0．2M，　pH　7．4　Tris緩衝

液30m1，次いで0．04M，　pH　7．4　Tris緩衝液300m1

を流したDowex　2カラム（Cl型）に試料を吸着埜

しめる．

　次に陰イオン交換樹脂としてDowex　1（×2）

（mesh　200～400）を使用した結果は第27図のようで，

溶離流出液の各分画のpHと活性度との関係を示す．

　以上．陰イオン交換樹脂Dowex　1及びDowex　2
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　　第27図
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第28図　Dowex　2に，よる再クロマトグラフィー

5

緩衝化：

活性（％）

PO

05

カラム　＝

樹脂：
溶離液；

流　速3
1分画＝

を用い，リン酸カルシウムゲル上清を試料として，こ

こにCofactorを単離した．ギ酸アンモニウム緩衝

液，ギ酸及びTris緩衝液でそれぞれ溶離した場合，

更に．pH：条件をかえて溶離した場合の中，　pH　7・8ギ

酸アンモニウム緩衝液，Dowex　2の使用が最も適し

ているようである．なお，ここで述べた実験結果は幾

度か試みたものの砂錫も代表的な場合を示した．

　ii）再クロマトグラフィーに，よる精製

　ここで更に．，単離せるCofactorを，　Dowex　2又

はDowex　1で再クロマトグラフィーすることにより1

精製を行った．まずDowex　2に．て溶離された活性度

80％以上のCofactor分画を2回分集めて約70mlと

なし，それを蒸溜水にて5倍に希釈後，予め緩衝化せ

る別のDowex　2（×8）（mesh　150～300）ギ酸型カ

ラムに，毎時100mlの速度で流せば，　Gofactorはほ

とんど樹脂に吸着される，これを0．2Mギ酸アンモ

ニウム液で溶離．した結果は第28図のようで260m粋の

吸収は認められず，溶出液のp：Hが急激に上昇する

前後においてCofactOfの活性部分が溶離されてくる

ようである．

　Dowex　1による再クロマトグラフィーは：第29図に・

示す．試料は，Dowex　1ギ酸型のクロマトグラフィ

ーにて溶離せる活性80％以上の分画を約80ml集めて

蒸溜水で5倍に希釈したものを用いる．クロマトグラ
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ムは二相性のピークを示しているようである．

　かくして，陰イオン交換樹脂を用いての再クロマト

グラフィーによるCofactorの精製は，　Dowex　1よ

りもむしろDowex　2にて好結果を得て，ほぼ完成す

ることが出来た．ここではこれをp－Cofactorと称す

る．

　これは一20。Cの冷アセトンを加えると白濁し，12

時聞放置することにより結晶化した．

　4）Cofactorの性格的特徴並びに銅イオンが及ぼ

　　　す影響

　i）　性格的特徴

　吸収スペクトルにおいて紫外部260叫に．見られた

吸収極大は，上述のようにCofactorを精製するに従

い，その活性上昇に反し低下して行き，精製された高

い活性を有するものでは紫外部吸収は全く認あられな

なくなった．

　4。C以下の氷室内で，陰イ：オン交i換樹脂（Dowex　1，

Dowex　2）を通過させたP－Cofactor液及び，陽イオ

ン交換樹脂（Dowex　50）を急速に通過させた液に，

それぞれp－Apo酵素を添加してその活性を測定した

結果は第30図のようで，陰イオン交換樹脂通過液は活

性がほとんどなくなり，陽イオン交換樹脂通過液は活
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
性低下がほとんど見られなかった．

第30図　イオン交換樹脂に．対する

　　　P－Cofactorの態度

対照（P－Cσfα｛も了十pAp。）

Aη1ρ自酌Gσ＋P－A即

伍†ro匡一Pユ栃一α　　＋　F－Apo

92

1，∫

90．∫
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Anion－pass－Co＝

Cation－pass－Co　：

P－Apo

5舌性〔％）

陰イオン交i換樹脂を通過

させたp－Cofactor

陽イオン交換樹脂を通過

させたp－Cofactor

P－Apo酵素

　：又，p－Cofactorのペーパー・クロマトグラム（展

開溶媒にn一ブタノール・酢酸・水混合液を用う）上

でのニンヒドリン反応57），ドラーゲンドルフ反応58）

及びジアゾ反応59）はすべて陰性であった．

　酸・アルカリに対しては，わずかの活性低下を示し

たに。すぎなかった（第31図），

　熱には100。C　30分で大部分失活するようであった

（第31図）．

　p－Cofactorを希釈すれば，添加実験における活性

は急激に低下する（第32図）が，このことに関しては

後に．詳しく実験・検討する．

山

第31図　酸・アルカリ及び熱に対する

　　　　p－Cofactorの態度

対照（P・αf繭r＋P㊥
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熱処狸600：ρりP・（ゐ
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　　　　　　　　　　；舌性（％）

ギ酸処理P－Co：P－Cofactor　5m1に純ギ酸

　　　　0．4m1を加え，約10時間放置後，水

　　　　酸化ナトリウムにてpH　7．6に修正

　　　　したものを0．15m1反応に使用

塩酸処理P－Co：P－Cofactor　5　m1に濃塩酸

　　　　0．4m1を加え，約8時間放置後，水

　　　　酸化ナトリウムに．てpH　7．6に修正

　　　　反応にはその0．15m1を使用

アルカリ処理p－Co：p－Cofactor　5m1に．

　　　　10：N一水酸化ナトリウム0．2m1を加

　　　　え，約8時間放置後，：塩酸にてpH

　　　　7．6に修正，反応にはその0．15m1

　　　　を使用

Cu2＋は終末濃度2×10－3Mになるよう反応
　　　　液中に添加反応時間60分

第32図　P－Cofactor希釈の活性

　　　　に及ぼす影響

対具翼（P『Cofユc十〇r＋PAI》o）

X2雷〕・α⊃・　　十書｝A炉o

XlOP｛b．士や頑P。

X50や一Co　　　十　PrAPo

、

io　　　20　　30　　4」0

　　5舌性ぐ％）

5σ　　　60　　70　　80　　　‘70

X2－p－Co：p－Cofactorを蒸溜水で2倍に
　　　　希釈したものを反応に0．15ml使用

菱18二誰・X2－P－C・に準ずる・

　なお，このP－CofactorをFMNと比較するため

に，p－Apo酵素に．　FMNの各種濃度を添加してみた

が，結果は第33図のようで，終末濃度10－3Mの高濃

度に．おいて，Cu2＋を添加しない時にのみp－Cofactor

添加時の％程度の活性を示すにすぎなかつた．p－Co・

factor液は反応に0．15mlを使用したが，その中には

p－Cofactorが乾燥重量として0．06mgより多くは含

まれていないと見なされる．

　ii）銅イオンが及ぼす影響

　Cu2＋がY一：Holo酵素に及ぼす影響については既に

この章の始めに．ふれたが，精製せるHolo酵素（P－

Cofactor十P－Apo酵素）との比較において，　Cu弛の

及ぼす影響を検討して次の結果を得た（第34図）．す
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第33図　FMNとp－Cofactorの比較
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なわち，γ一Holo酵素ではCu2＋添加により著明の活

性上昇を示すが，精製した酵素の場合はCu2＋を添加

しない時も，した時も共に，60分反応値においてほぼ

同一の活性を示した，これは，Cu2＋がp－Cofactor

とp－Apo酵素を含む系において，必領の因子ではな

いことを示唆するものであろう，

　ここで更に．p－Cofactorを用いてCu2＋を添加した

場合と，しない場合とにつき，dynamicに観察すべ

く反応時間曲線を求めて，明らかにCu2＋がこの酵

　　　：第34図　Cu2＋添加が紺酵素及び精
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素反応に必須因子でないこ・とを示した．ただCu2＋は

反応速度に影響を与えるようであった（第35図），

　次にCu2＋を添加した場合と，しない場合とにつ

き，Cofactor濃度と反応速度との関係を求めて次の結

果を得た（第36図）．すなわち，Cu2＋を添加しない場

合は一次シグモイド型，Cu叶を添加した場合は二次

シグモイド型の理論曲線に．一致した．この場合Cofac・

tor濃度は，　Dowex　2で再クロマトグラフィーを行

って得たp－Cofactor液を1として希釈した濃度を示

し，Cofact。fの各濃度に．つき反応時間曲線を描き，

それより反応速度を求めた．反応速度一Cofactor濃渡

曲線の図表にCofactorは横軸に濃度の逆対数P〔Co〕

＝一 P0g〔Co〕を，縦軸には反応速度の相対値（V：

第2章6）iii）を参照）をとってplotした．
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酵素蛋白部分＝p－Apo酵素
チロシン：終末濃…度2x10－3M
Cu2＋（十）＝終末濃度1．5x10－3M
反応開始はチロシン添加時とする

又，室温に数日放置：して活性低下をみたp－Cofactor

を用いて，Cu2＋を添加した場合と，しない場合との

反応時間曲線を描いて第37図を得た．すなわち，Gu叶

を添加しない場合は全く活性を示さず，Cu2＋を添加

した時にのみ誘導期を示して活性の上昇が見られた．
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これらの現象は第4章にて詳細に．考察されるであろ

う．

考 察

　現在知られている酵素のCofactorとしては，酵素

蛋白部分と相当強固に結合して，むしろその一部と見

なし得るものから，金属の如き物質に至るまで，Pro・

sthetic　gfoup，　Coenzyme，あるいはActivatorと，

それぞれの名称が与えられているが，いずれも低分子

量の透析可能の物質であり，その存在の発見，確認及

び性格決定は，酵素蛋白を解析する上にきわめて重要

である．さて一般に，抽出酵素系を用いてそれを，透

析，塩析，限外濾過等の手段に訴え，あるいは酵素希

釈の活性に及ぼす影響とか，吸着剤による吸着分離を

しらべて，その酵素系に．存するCofactorを発見，同

定することは，今までよく行われて来た方法である．

　この報告で，著者は，顎下腺Tyrosine　iodinase

が，触媒的活性な非蛋白部分であるCofactorを必須

因子として有していることを，上述の方法によって確

認した実験結果を述べたが，更にCofactorの単離，

精製，結晶化並びに．その性格的特徴を解析した経過に．

つき考察，検討を加えたいと思う．

　透析は一般に．抽出酵素系からCofactorを分離する

最も典型的な方法である．Tyrosine　iodinaseにおし）

ても，そのγ一Holo酵素を水に対し透析するこ≧によ

り活性低下を示した現象について，その原因としては

1）pHの変化による酵素蛋白の変性化，2）酵素の透

析膜への吸着，3）Cofactorの透析膜透過等が考えら

れるが，透析外液をリン酸緩衝液にてpH　7．6（酵素

の至適pH）とした場合にもやはり活性の低下を示す

事実，「又，透析膜としてのセロファンは酸性（陽性）

膜であり酵素蛋白（中性又は弱アルカリ性で陰性に荷

電）を幾分吸着することはあっても一般にその量はわ

ずかであり，内液が膜の接触面に．比し比較的大なるこ

の実験ではほとんど問題にならないという事実等が認

められている以上，結局Y－Holo酵素がその透析性の

Cofactorを失って活性を低下せしめられたと見るべ

き妥当性が生じてくる．それは，透析外液を透析内液

又はY－Apo酵素に．添加して活性上昇を示す実験によ

り確かめられた．

　一般に酵素液を硫安などの塩析により沈澱させれ

ば，Cofactorは塩析上清に移行し，蛋白部分と分け得

る．例えば，Wafburg＆Christianはこの方法によ

り黄色酵素から，FAD，　FMN等のCofactorを分離

している60）．ここで述べた実験でも，Y－Holo酵素の

山

塩析により，単位蛋白量の酵素活性が低下した現象は

Cofactorの存在を示唆したものであろう．それは，

透析により活性低下した酵素液に塩析上清を添加した

実験において，活性上昇を示したことからも確かめら

れた．

　限外濾過によりCofactorを分離しようとする試み

は必ずしも満足な結果ではなかったが，これは濾過膜

としてのコロジオン濾紙を常に一定の透過性を有する

ものとして作り得なかった技術的欠陥にもよる．しか

し，Cofactorの存在を否定する結果は見いだされな

い，

　又，抽出単一酵素系において，過剰の基質がある場

合に達する極限速度は酵素の濃渡に比例するはずであ

る．ところが，γ一Holo酵素の希釈が，反応速度に，及

ぼす影響をしらべたところ，酵素濃度の希釈に伴い，

反応速度は急速に減少してゆくことがわかった．抽出

酵素系の濃渡と活性が比例しないからといって，Co・

factorが必ず存在するとは断定出来ないが，その存在

を暗示するものとして認めてもよいであろう．ただ，・

そのような粗抽出酵素系は，種々の共存蛋白及び非蛋

白物質を含んでいるので，共存物質並びにCofactor

を積極的に酵素蛋白部分から分離し，外からCofactor

を加えて酵素系の作用を見る添加実験の結果を明らか

にすることは，Cofactprを確認する上に非常に重要

なこととなる．

　吸着クロマトグラフィーによりY－Holo酵素から蛋

白部分とCofactorを分離する最初の試みとしてCa1・

cium　phosphate　ge1－Hy且osupercell　columnを使用

したが，後になってHynosuperce11が蛋白を吸着し

て結果をまぎらわしくすることがわかったので31），

Tiseliusに，より記載されたHydroxylapatiteのみで

分離し，添加実験を行ってCofactorの確認に意義あ

る結果を得た（始めにHyHosuperce11を用いたのは，

溶離流出速度を幾分でも早くするためである）．一般

に蛋白はHydroxylapatiteにイ琢iいイオン強度で吸着さ

れ，同一pHのより高いイオン強度で溶離される31）．

それ故に試料としてのY－H：010酵素は，イオン強度を

低くするため，20倍に希釈してカラムに吸着させる．

Stepw三se　elutionにおいては低分子物質より順次溶離

されてくることが多いので，Batchwise法による低い

イオン強度でのCofactor分離とにらみ合せて，それ

は低分子物質であることが示唆される．

　又，顎下腺ホモジェネート及び熱処理濾液の酵素活

性が低いのに，これを透析すれば活性の上昇を見るの

は，先に石川等幼により見出された顎下腺の；透析性

阻害物質が除かれたためと見るべきであり，リン酸力
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ルシウムゲルに対するCofactorの態度が真の吸着で

はなく，それが，吸着カルシウムゲル遠心上清に多量

に，含まれているという事実と相まって，リン酸カルシ

ウムゲル上清よりこの阻害物質を，透析以外の方法で

除くことがCofactor精製の初段階となるであろう．

　そこで陰イオン交換樹脂Dowex　2（x8），又は

Dowex　1（×2）のギ酸型を用い，　P豆7・8，ギ酸アン

モユ汐ムを溶出液としてカラム・クロマトグラフィー

を行い，Tyrosine　iodinaseのCofactorを単離した・

それは紫外部吸収を有せず，ジアゾ，ニンヒドリン等

の呈色反応も陰性であるので，添加実験による活性測

定にて分画のCofactorを同定した．活性極大のピー

クは溶離液のpHが低下するにつれて左方（低濃度）

へ移動し，かつ，幅広くなる故，pH　7．8が最も適し

ているようである．Cofactor部分は溶湯流出分画の

pHが急激に上昇する前後において大部分溶離されく

る（第28図参照）．Dowex　2に．おいて活性極大がほぼ

一つのピークとして溶離されてくるに反し，Dowex　1

においては，ピークが二相性を示しているらしく見え

る．しかし冷アセトンに．よる結晶化は最大活性部分に

おいてのみ可能である．Tris緩衝液による乱離はピ

ークの幅が広く，活性が低くなって満足すべき結果に

は見えない．

　なお，連続濾紙電気泳動法，Zone　electrophoresis

等に．よるCofactorの分離は今まで失敗に終った．

　Cofactorを含む透析外液及び限外濾液の吸収スペ

クトルは紫外部の260mμ附近に極大吸収があるよう

に思われるし，Batchwise法に．よるCofactorも260

mμに極大吸収．があるように見える．しかしCofactor

活性が必ずしも260m“の極大吸収値に比例しない

し，又，Cofactorを精製するに従い，260m“の吸収

が低下し，Dowex　2による再クロマトグラフィーで

はほとんど認められない．故に260mμの吸収は，こ

のCofactorの持つ特異的なものではなく，抽出に際

し共存する物質の吸収と見なすべきであろう．

　陰イオン交換樹脂により捕捉され，陽イオン交換樹

脂に．より捕捉されないことはCofactorがAnion性

物質（negative　charged　substapce）であることを示

す．もし，Cu2＋，　Mn2＋及びNH4＋等がCofactorの

本性と直接関係があるとすれば，それらは陽イオン交

換樹脂に捕捉される故に通過した液は活性の低下が見

られるはずである．しかし陽イオン交換樹脂を通過さ

せても活性低下が見られないところがら，イオン化し

得る銅，マンガン等の金属はCofactorには含まれて

いないように．思われる．溶血液（pH　7．8，ギ酸アン

モニウム液）中のCofactorは冷アセトン結晶化する

が，陽イオン交換樹脂を通してアンモニウム・イオン

を除去したものは結晶化しないところがら，Cofactor

の結晶はアンモニウム塩の形になっているのではない

かと想像される．

　Tong　26）等は甲状腺細胞絶粒（ミトコンドリア及び

ミクロゾーム）を用いての実験で，フラビン系のCo・

factorがヨウ素の有機化を増大させることを示してい

るが，p－Apo酵素に，　FMNを添加した実験では，終

末濃度10－3Mで，　Cu2＋が共存しない時にのみ，対

照の％程度の活性を示したに過ぎない．

　以上，ここに抽出・単離されたCofactOfはフラビ

ン系物質とは異なると思われる新しい物質である．

　なお，嫌気的条件で酵素反応が抑制されるけれど

も，それだけで，この酵素系が酸化還元系に関与し，

CofactOfがその電子伝達系の一翼をに．なっていると

解釈するのは早計であろう．

　生体内に．今まで知られている多くの微量金属元素の

大部分は遷移元素であり，殊に，鉄，銅，マンガン，

コバルト，ニッケル等は，生細胞の生命維持，生合成

に．密接な関係のある酵素反応に，種々の影響を与えて

いる．これらの金属がTyrosine　iodinase（Y－H：010酵

素）に及ぼす効果をしらべて，銅，マンガン，鉄，

（殊に銅）がこの酵素活性に著しい影響を与えること

を見た．Cu2＋はWeissのホモジェネート系では必

須の要素であったし，Fawcett＆Kifkwoodによる

ホモジェネート系でも重要な役割を演じている．けれ

ども，生理的条件下の甲状腺の機能で銅の役割は明確

に．は決定されていない．ただ甲状腺組織中にっ銅61），

マンガン62）63）が比較的多く含まれているという事実

は，この酵素反応の生体内における意義に何らかの手

がかりを与えるかも知れない．さて，一般に，金属元

素は酵素反応に関与する方法において，現在，1）金

属イオンが存在しなくても，いくらかの活性は存する

が，その存在又は添加により著しく活性を増大させる

Activatorとしての金属と，2）金属イオンが存在し

ない場合は全く活性が見られず，金属イオンが酵素反

応に必須であって，酵素蛋白と何らかの結合をしてい

るCofactorとしてあっかわれるものとに，大別され

る，

　このヨウ素有機化反応においても，Cu2＋要求が必

須のものであるか否かについては諸家に．より議論され

てきたところではあるが，著者はin　vitroにおけるp－

CofactGrとp－Apo酵素を用いての実験で，　Cu2＋の

添加は酵素反応速度を増大せしめるが，必須因子では

ないことを明らかにした。しからばCu2＋は如何なる
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役割を、この酵素系に演じて．いるのであろうか．これに

ついては，既に一部意見を述べてあるが30），反応速度

一Cofactor濃度曲線において，　Cu2＋を添加しない場

合は一次シグモイド型，Cu2＋を添加した場合は二次

シグモイド型を示したことより，

　（1）Cu2（一）の場合

　　　　　Co十Ty；士Co・Ty→Co十P

　（皿）Cu2（十）の場合

　　　　　Co十2・Ty；士Co・Ty。Ty→Co十2P

　　　　Co：Cofactor，　Ty；Tyrosine，

　　　　P：生成物（モノヨードチロシン）

なる反応が行われたと考えてよい．

　（1）の場合はCoがTyと一個の反応基で酵素基

質複合体を形成した後，一個のPを生成する反応であ

る．　　　　’

　（皿）の反応式からは，

　a）Coが本来有している反応基と，　Cu2＋の作用

に．よる新たな反応基とにより二個のTyが反応して

酵素基質複合体を形成する可能性，及び，

　b）二個のTyと添加せるCu2＋とが作るチロシ

ン銅錯塩（Ty－Cu－Ty）が，　Coの本来有している反

応基と反応して酵素基質複合体を形成する可能性，

　．との二つが考えられる．しかし第37図からわかるよ

うに，Cofactorの活性低下した時にCu2＋（一）では

活性がなく，Cu2十（十）で徐々に活性化され誘導期を

示して反応する現象より，b）を否定し，　a）の可能

性を支持することとなる．なぜなら，誘導期は，Co・

factorの活性低下により本来Q活性基を失ってチロシ

ンと複合体を作り得なくなった酵素系が，Cu2＋の添

加により活性化されて新たな反応基を形成しつつある

現象と解釈できるからである．すなわちCu2＋の役割

は，本来有していた基質結合反応基以外の新たな反応

基を酵素系に与えるのであろう．

　Cu2＋と卵アルブミン64）又はCu2＋とリン酸カル

シウムゲル56）との混合物はオキシタ㌧ゼと同様な作

用を示す酵素模型として示されている．このことは，

リン酸カルシウムゲル上清よりCofactorを単離して

いるこの報告において，非特異的なオキシダーゼ作用

を疑わしむる可能性を含む．しかし，CofactOfのリン

酸カルシウムゲルに対する吸着可逆性の実験事実，並

びにCofactor液を陽イオン交換樹脂に通してもその

活性低下が見られない事実等より，Cofactor中にイオ

ン化し得る銅が含ま．れていないことを示して，それが

人工的産物であるかも知れぬとの疑いを解消せしめ

た．なぜならCu2＋とリン酸カルシウムゲルとの酵

素模型は，その結合においてイオン結合以外の様式は

山

考えにくく，従って次のように解離するからである．

　　　　Cu（P）：；こCu2＋十（P）2－

　Pはリン酸カルシウムゲル又は非特異的な蛋白を示

す．

　なお，この酵素反応における速度論的解析及び阻害

剤の作用型式については，既に発表したが30），チロシ

ンを基質としての反応速度一基質濃度曲線は理論式よ

り導いた一次シグモイド型曲線に。一致し，Michaelis

定数は6・6×10－4M／1であった．又アニリン（P一ト

ルイジンを用う）の阻害型式はAstwoodが予測した

如く65）66），チロシンに。対する拮抗的阻害であることを

証明した．

　さて，この報告では，顎下腺Tyrosine　iodinaseに

ついて，主としてそのCofactorに関する実験結果を

述べたが，甲状腺においてもTyrosine　iodinase活性

が認められることは既に，Fawcett＆Kirkwoodも報

告しているし，又，渡辺32）によっても確かめられ，そ

の単離の方向にすすんでいる，われわれは甲状腺内ヨ

ウ素代謝を酵素反応の段階において把握しようとする

ところに．，甲状腺生化学の一つの方向を認めるのであ

るが，Tyrosine　iodinaseの存在が確定的なものとな

った現在，それは，サイロキシン合成に関してその初

段階を支配するものとなろう．

総 括

　サイロキシンの生合成過程において，無機ヨウ素を

有機的結合に．導く反応

　　　OH
I一一nI（モ、。一ドチ。シン）

　　　Y

を触媒する酵素“Tyrosine　iodinase”に対する必須

のCofactorを，ウシ顎下腺中に見出したので，この

報告でその過程および抽出・単離・精製の実験成績を

示し，更にその性質の一端に．も触れた．

　1）酵素活性測定は，ペーパー・クロマトグラム上

の1131の放射能を計測する方法で定量した．

　2）Cofactorの存在は，透析，塩析，限外濾過，酵

素希釈の影響等により予想され，吸着クロマトグラフ

ィーとBatchwise法によりそれが確認された．

　3）抽出はウシ顎下腺ホモジェネートの熱抽出濾液

を用い，それのリン酸カルシウムゲル吸着上清を，陰

イオン交換樹脂カラムーDowex　2（×8）（150～300

mehs）ギ酸型．一に捕捉せしめ，ギ酸アンモニウム
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液のstepwise　elutionでクロマトグラフィーを行っ

て得た活性部分を，更に再クロマトグラフィーするこ

とにより，高度の活性を有するCofactor液を調製し
得た：，

　4）　それは可視部，紫外部共に各波長における吸光

を示さず，酸・アルカリに．対してはやや不安定であ

り，又，100。C　10分では20％，100。C　30分では80％

の活性低下．を見た．ニンヒドリン反応，ドラーゲンド

ルフ反応　ジアゾ反応等はすべて陰性であり，Tong

等の想像するフラビン系酵素のそれとは異なるnative

Cofactor．ﾅあり，冷アセトン（一20。C）で白濁し12

時間後，針状白色の結晶として得られた．

　5）陽イオン交換樹脂（Dowex　50）を通しても活

性低下を見ないところがら，それはAnion性物質

（negative　charged　substance）であり，その上，イ

オン化し得る銅，マンガン等の金属を含まないものと

思われる．

　6）　このCofactorはApo酵素と共に，ヨウ素有

機化反応を触媒するが，そのとき出来る有機ヨウ素は

モノヨードチロシンが唯一のものであり，嫌気的条件

によりこの反応が抑制されることも示した．

　7）Cu2＋の添加はこの酵素活性に必須のものでは

ないが，反応速度を増大せしめ得ることを示した，

　最後に実験結果に。ついて，その成績を考察，検討

し，Cofactorの発見・単離が，この酵素反応解析に

大きな意義をもつことを明らかに．した．
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                                      Abstract
･ Recently, the synthesis of organic iodine compounds from thyroid and submaxillary homo-

 genates was reported by Fawcett and Kirkwood, and these workers indicated the presence,

 in thyroid and submaxillary tissue, of an enzyme "Tyrosine iodinase" which formed organi-

 cally bound iodine compounds.

   We described in the previous paper from our Iaboratory, that tyrosine iodinase from sub-

  maxillary gland catalysed the monoiodination of added tyrosine.

   In the experments reported here, I described the presence of cofactor which was an essen-

 tial component of tyrosine iodinase, Isolation and purification of cofactor were carried out

 by means of the anion exchange resin (Dowex 2) chromatographic technique, and character-

 istic features of cofactor were investigated.

   1) Estimation of enzyme activity was carried out according to modified Taurog's pro7

 cedure.

   The existece of cofactor was expected by dialysis, salting-out and ultrafiltration of the

 enzyme solution, and then was confirmed with absorbed chromatographic technique (Hydro-

 xylapatite) and Batchwise operation.

   2) Isolation and purification of cofactor:

   The crude cofactor extract obtained from heat-treated submaxillary homogenate was mixed

 with a calcium phosphate gel. Centrifuged supernatant of the mixture was applied on an

 anion exchange column (Dowex 2 ×,,8, Formate-from) and then chromatographed in step-
 wise elution with increasing concentrations of NH4-formate buffer pH 7.8. The active

 cofactor fraction were rechromatographed using Dowex 2 column. And thus, highly purified

 active cofactor preparation was isolated.
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  3) The characteristic features of cofactor:

Purified cofactor solution was.colorless, somewhat unstable against acid or alkali; heating at

1000C for 30 minutes, 80 per cent of its activity was destroyed. Cofactor was negative in

ninhydrin-, Drangendorf- and diazo-reaction. Since the cofactor had no absorption at 260

mlt, it was the speciftc native one which differed from the flavine cofactor. Even when the

cofactor solution was passed through a cation exchange resin (Dowex 50), its activity did

not decreased. Hence, it was concluded that the cofactor was a negative charged substance

(anionic substapces) and did not contain metal ions such as Cu2+ or Mn2r.

  Moreover, it got gradually inactivated even when it was kept at 400C and in a week or

two it-was completely lost.

  4) Crystalization:
  The yield of c'ofactor obtained in the pure state was only a very small amount, so the

crystalization of cofactor was not successful.

  5) Effect of Cu2+ -addition:

  Organic iodine compound formed by purified enzyme system (apo-protein and cofactor)

was only monoiodotyrosine; hence, it was confirmed that this enzyme catalysed a reaction of

monoiodination of added tyrosine.

  It was demonstrated that addition of Cu2+ was not essential for this catalytic reaction but

it increased the reaction velocity. This reaction was inhibited by anaerobic conditions

through the Thunberg tube.

  6) The conditions of the extraction and the various conditions concerning with identifi-

cation of the cofactor were discussed in this paper.
                                                                                       x
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