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　甲状腺におけるサイロキシンの生成の過程は，放射

性ヨウ素が利用されて以来1）2）その殆んどが明らか

にされている．即ち，1一→甲状腺内へのtrapping，　P

→12→モノヨードチロシン（MIT）→ジョードチロ

シン（DIT）→サイログロブリン→甲状腺ホルモンの

過程と考えられている3）4）5）6）7）．

　生成過程は明らかにされたが，その個々の段階の生

合成の化学的な機構は，殆んどが未解決のままであ

る，

　“Iodine　trap”の機構は，ある酵素作用によるもの

とする説と8），ある特殊な蛋白がヨウ素を容易に．結合

するとする説9）10），との2説があげられるが，教室同

人松本11）の抽出した蛋白がこれに関与するものと考え

ている，

　1一→12→MITの機構に関しては，　Weiss　12）が甲状

腺ホモジネートに銅イオン（Cu2＋）並びにチロシンを

加えて始めてヨウ素アミノ酸の生成されることを見出

し，Fawcett＆：Kirkwood　13）14）が更に，この反応を

追求して甲状線並びに顎下腺ホモジネート中に存する

この作用を，チロシンのヨウ素化を触媒する酵素の作

用となし，‘‘チロシンヨージナーゼTyrosine　iodi・

nase”と命名した．更に．この酵素の臓器分布も明ら

かとなし，甲状腺より顎下腺，耳下腺により高く分布

することを明らかにした．Taurog等は15），又甲状腺

のホモジネート，並びに．そのミトコンドリヤを用いて

この反応に対する実験を進め，銅イオン，チロシンの

添加がなくても，反応終末液を酵素的に加水分解する

ことにより，MITが生成されることを見出している．

　DIT→サイログロブリン，即ちDIT→14，　DITの酸

化的縮合反応も又酵素作用による反応だと称されてい

るが16）17），その機構は未だ明らかではない．

　われわれ研究同人は，このホルモン生成に対する研

究を進め，就中1一→L→MITの反応を触媒する酵素

“チロシンヨージナ一画”の性質解明，反応機構の解

析を行い，最近に至り，その酵素がApo－Enzymeと

Co－factorから成り立つことを証明し，その反応機構

をも明らかとした18）．

　著者はこの酵素に対する初段階の精製を，主として

牛の顎下腺を用いて行い，又この酵素の各種の阻害物

質に．対する実験を担当し，生体内に．存在するこの酵素

の阻害物質を見出したので，その実験結果を報告す

る．

実験材料並びに実験方法

　A．実験材料

　i）顎下腺
　使用せる顎下腺はすべて，屠殺場にて屠殺せる牛の

顎下腺である，通常新鮮なる顎下腺をただちに氷室内

で処理し，実験に．使用した．或いは新鮮顎下腺を一18。

Cに凍結せしめ，48～72時間後取り出し流水中に．放置

し，ゆう解するのを待って処理したものも使用した．

なお後者の方法を経過した材料を用いても，酵素活性

の低下は認められなかった．

　顎下腺以外の臓器はすべて屠殺した牛の新鮮標品を

使用した，

　ii）　チロジンヨージナー・ゼ；滋雨（Tyrosine－iodi－

nase）活性度高く，且つ常に．ほぼ一定した活性度を有

する酵素止血を下記の方法で調製した．顎下腺に附着

した脂肪，被膜等を鋏を用いて出来得る限り除去した

後，顎下腺実質を鋏で細かく切り刻み，この顎下腺細

片3009を数回に分け，500m1のN／20酷酸ソーダ溶

液でワーリングブレンダーにかけ，クリーム状を呈す

るホモジネートとする．次いで顎下腺ホモジネートを

ビーカー中に集め，水浴中で65。C，5分間，熱処理

を加え，冷却を待ってガーゼで圧縮濾過し，粗大残砕

を除去する．濾過液を4QOO　r．P．m．10分間，遠心し，

　On　the‘‘Tyrosine　Iodinase”in　the　Submaxillary　Glands，　its　Extraction　and　Inhibitors．　Sh6ji

Suzuki，　Department　of　Pathology（Director：Prof．　T．　Ishikawa），　School　of　Medicine，　Univer．

sity　of　Kanazawa．
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上澄液を更にペーパーパルプを用いて吸引濾過を行

い，澄明な抽出液を得る．抽出液をあらかじめ調製さ

れた燐酸カルシュームゲル分散液に混合し，10～i5分

間，充分面面し，ただちに遠心分離し，その上清を捨

て，燐酸カルシュームゲルを1／10MpH7．6燐酸緩

衝液に0．3M濃度に硫酸アンモニュームを加えた溶

出液約60m1を加え，硝子棒で充分均一化させ溶出せ

しめる．一ﾄび遠心分離し∫その上澄液をチロジンヨー

ジデー前幅 iTyfb忌ihe　i6dinase）標品として使用した．

冨冨z匠顎下腺中めヂ白ジンヨージナ心心活性は，そ

の個体及び季節によって非常に変化し，殊にその季節

的変動は著明であるが，平均して30％ホモジネートで

は約40％の活性度（有機ヨード変換率）を示したが，

上述の方法により調製せられた酵素標品は，約70％の

活性度を有し；且つ季節的変動もなくほぼ一定した活

性値を示した．　　　　　　L

　燐酸カルシュームゲルの調製

　109の塩化カルシューム（Cac12・2H20）を100ml

の蒸溜水に溶解し，15gの第二燐酸ソーダ（Na2HPO4

・i2H20）を100m1の蒸溜水に溶解し，両者を擁伴

ながら瞬時に混合する．次いでアンモニヤにて混合液

のpHを8・3～8．6に補正する．多量の蒸溜水を加
えて一T伴y…放置了一一燐酸カルシュ＝ムゲ）レの沈降を待っ

て上澄を静かに充分露地する．

　4回蒸溜水｝こよる洗源を繰返し，使用に．供する，燐

酸カルシュームゲルは使用に際し，その都度新製す
る19）20）．

　iii）阻害剤

　本実験に使用した阻害剤中チスティン誘導体，並び

に・銅試薬の一部は千葉大学薬学部宮木教授より贈与を

受けた．

　iv）1131（放射性ヨウ度）

　日本放射性同位元素協会より入手した1131をその

半減期を考慮して適当に稀釈使用した．時にはその

1131中に．酵素活性を低下させる物質が含まれていたこ

とがあったが，それは溶解液中に含まれていたチオ硫

酸ソーダの含量の多少によるものと思われ，その場合

には，塩酸酸性とし，N／50　K：2MnO7（過マンガン酸

カリ）を僅かに着色する迄加え，その後亜鉛末を加え

て還元使用した，

　B．実験方法

　i）酵素活性の測定方法

　酵素活性を測定するには，通常次の組成の反応液を

調製する．

　　　　0．1M燐酸緩衝液　　　　　0．06m1

　　　　5×10－5M　KI　　　　　　O，05m1

1131

0．04Mチロシン

被験液

酵素液

0．04M硫酸銅

10“c（0．5m1に．規正）

　　　　0．021111

　　　　0．1ml

、　　　0．2ml

　　　　O．02m1

　　　　　　　　　　　　　　全量　0．5ml

　調製に．あたっては，上記の順に従い，酵素液の添加

の時をもつて反応開始時とする．硫酸銅液は酵素液添

加前に加えると，燐酸銅の沈澱を生ずるので酵素液添

加後に加える．なお対照として被験液の代りに0．1mI

の0．1M燐酸緩衝液を加えて実験を行った．

　上述の反応液を小試験管に入れ，37。Cの恒温槽内

に．て，1時間反応せしめる，反応終了後，10％チオ硫

酸ソーダ液0・1m1を加え反応を停止せしめる．

　生成ヨウ素二分劃の分別は次に記すペーパークロマ

トグラフィーにより行い，モノヨードチロジン分劃中

のヨウ素量と，濾紙上ヨゥ素量との率をもつて酵素活

性度として表わした．

　ii）ペーパークロマトグラフィー

　ペrパークロマトグラフィーには東洋濾紙No．50

を使用した．

　あらかじめ，1／10N．　pH．7．8燐酸緩衝液を濾紙上

に充分噴霧して緩衝化し，濾紙の一端より8cmの所

を原：点とし，’原点に先ず1Nチオ硫酸ソーダ溶液約

30mlを塗布し，その乾燥を待って既述各反応液をガ

ラス毛細管に．て2～3回原点に塗布する．乾燥後，室

温中にて約1時間放置した後，ブタノール：水3氷面

酸4：2：1の溶媒にて上昇法一次元展開を行なった，

原点より15～20cm迄展開させ，乾燥，濾紙を1cm

幅の細片としてその各細片の放射能をガイガーミュー

ラー計数器に．て測定した19）21）22）．

　シンチレーションカウンターが装置された後は，気

分劃の概略位置をガイガーミューヲー計数管により測

定した後，その部を切出し，シンチレーションカウン

ターにより計数を行った．酵素液を上記方法により反

応，展開せしめた濾紙のラジオアウトグラフィーの像

は図1の如くである．

　1種毎に細切して計数したグラフの1例を図2に示

した．

　グラフの各値は測定時のバックグラウンドを差し引

いた値を示した．グラフより計算すれば，

　　盤1111｝磯・＋1986

　　　　　　　　全ヨード＝2547

　酵素活性度を有機ヨード量／全ヨード量で表わせば，

攣。≒響一llll・1・・一79
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　酵素活性　79％となる．

　原点に計数される放射能は蛋白に結合したヨードの

示すものであり23），酵素活性を表わす場合には，有機

分劃として表わさるべきものである，

　iii）陰イオン交換樹脂によるカラムクロマトグラ

　　　フィー

　イオン交換樹脂はAmberlite　IRA－400を使用し

た．

　市販樹脂を乳鉢に．て磨馨し，120～200メッシュの

部分を県別する．N一：NaOH溶液を樹脂の3倍量加

え，よく概回し，交換を起させた後，10倍量の蒸溜水

にて上清がpH　8．5以下になる迄5～6回盲信する．

この樹脂にN－HCI溶液3倍量を加え，よく撹伴し

て，C1－typeた変化させ，更に4～5回水洗した

後，真空瓶中に移して水流ポンプで減圧し，樹脂に附

着せる気泡を除く．所要のカラム，例えば，直径12

mm，長さ200mm，底部に活栓を附したガラス管の活

栓上部にガラス綿を入れ，それに等量の水に懸濁させ

た樹脂を流し込む．ガラス管はその際，垂直に保持

し，均一な樹脂の層を形成せしめる．，樹脂層の高さを

所要の高にに規正して．上部に連結した容器より蒸溜

水を流下させて更によく洗瀞する．

　必要に応じ，緩衝液を通過させて樹脂を緩衝化して

置く．

　準備完了した樹脂に試料液を1時間100m1の割に

通過させる．通過の速度はカラムの底部の活栓により

調節する．

　吸着の終った樹脂は適当な溶出液を用いて1時間5

木

m1の割に溶出を行い，溶出液はオートマチックフラ

クションコレクターで『1分劃当り，3mlに分別捕集す

る19）24）．

　　　　　　　実験結果並びに考案
　’

　1）酵素の精製並びに活性測定方法について

　i）酵素の精製

　顎下腺のホモジネート自体の酵素活性については重

藤項に詳記するように，個体差，季節的な変動が甚だ

しく，一定の値を示すことが困難であったので，抽出

液の精製を行い，ほぼ一定の酵素活性を示す迄処理し

た．その基礎的な実験結果を記す．

　イ）硫安による塩析

　顎下腺ホモジネートを用いて，塩析範囲の測定を行

った結果は図3のようである25）．
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　　　　侃安飽和度

　ホモジネート10m1宛に，乳鉢でよくすりつぶした

結晶硫安を，0．1～0．9飽和に達する量を，ガラス棒

を用いて，よく擬伴しながら加え，アンモニアを用い

てpHを5．6に補正した後，小さな濾紙で自然濾過

を行う．その濾液を，流水中で4時間透析し，液量を

蒸溜水を加えて15m1に迄補正し，その一部をとり，

酵素活性を測定する．残りの2mlを更に蒸溜水中で，

一夜透析して，共存塩類をよく除いた後，その乾燥重

量を測定して蛋白量となした．

　塩析濃度を高めると，0。5飽和を越すと，残存せる

蛋白は減少するにもかかわらず，酵素活性が逆に上昇

する．蛋白量あたりの活性では，塩析濃度が高まるほ

ど高くなるという理解し難い結果が生じ，次に行うべ

き硫安による分別塩析に対して疑問を抱かせたので，

硫安による精製を放棄した．
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　ロ）有機溶媒による沈澱

　顎下腺ホモジネートをアルコール並びにアセトンを

用いて，0。C以下で40％，60％の濃度に達しさせ，沈

澱させた蛋白の溶解液の蛋白量あたりの酵素活性は，

もとのホモジネートに比較して低下してくる．アセト

ンを80％の濃渡に達しさせても，なお同様であった．

有機溶媒に」よる変性に起因するものか，或いは他の理

由に．よるものかは不明であるが，有機溶媒による分別

の精製法をも放棄した26）27）．

　ハ）金属：塩処理

　『二般に酵素蛋白液の不純物除去方法として金属塩処

理法が用いられる28）29）19）．

　顎下腺ホモジネートに，カルシューム，亜鉛，銅，

鉛の酷酸塩をpHの補正に注意しながら加え，その

濾液の酵素活性を検べた結果は，図5の如くで，濾液

は無色透明な液として得られ，酵素活性の減少は認め

られず，不純物除去方法どしては有用な方法と認めら

れる．

　　　　　　　　　　図　　4
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　　酵索活性％

酷酸カルシューム処理によって，若干活性の低下を見

るのは，活性測定時に，水酸化カルシュームの沈澱を

生じたので，それに起因するものと考え4（いる．．

　二）加熱処理

　顎下腺抽出液を，各温度に一定に保って，5～10分

間，加熱して，凝固蛋白を遠心除去後，その酵素活性

を測定した結果を図5に示した．

図　　5

　70。C，10分間の加熱処理まで酵素は安定で，それ以

上の温度では失活する．安全度を見越して，60。C，10

分間の加熱を行ったものは，かなりの量の凝固蛋白が

除かれ，しかも酵素活性には殆んど変化を及ぼさな

い，加熱処理により以後の操作中酵素の安定性が増大

し，なお不純物が除かれるので，次の段階の燐酸カル

シュームゲルに対する酵素の吸着も容易となった．

　ホ）燐酸カルシュームゲルによる吸着

　熱処理した顎下腺ホモジネート（M／20酷酸ソーダ

液，30％ホモジネート）10m1宛に燐酸カルシューム

ゲル浮遊液（乾燥量18mg／ml）0．5ml～10mlをそれ

ぞれ添加，撹伴遠心し，上清について各4その酵素活

性を検した結果は図6の如くであり，燐酸カルシュー

ムゲル使用量は，この濃度で顎下腺抽出液の増量で充

分であった．

　燐酸カルシュームゲルの調製は，実験方法の項に記

載した如くであるが，その吸着能は必ずしも一定せ

ず，多少の差を有するので，以後の実験では，普通過

剰と思われる量の燐酸カルシュームゲルを使用した．

対照

　10m1

添

加5m1
ゲ

　3mlル
量
　2m】

lm豆

0．5mI

図　　6
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　へ）燐酸カルシュームゲルよりの溶出

　30％ホモジネートにその当量の燐酸カルシュームゲ

ルを用いて吸着させたが，ゲルよりの溶出試験の結果

は図7に示した，

遠心沈下したゲルを39宛試験管にとり，溶出液5mI

を加え，概伴，遠心し，上清の酵素活性を測定記載し

溶　　出　　夜

01M燐酸緩衡液

02、霊燐頚髪三瓶、君「

01N燐酸緩衡液
→03、1硫安

図　　7
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・た．

　燐酸カルシュームゲルにより吸着，溶出せしめた酵

素液は，個体差，季節的変動等に起因する阻害因子が

除かれ，常に一定の活性を示す標品が得られ，一10。C

の氷室内に保存すれば，最：低1週間，同一活性を持続

した．

　ii）酵素活性の測定方法について

　イ）反応時間に．ついて

　実験方法の項に記した反応系を用いて，測定した反

応時間曲線は図8の如くで，Fawcett＆Kirkwood　30）

の実験とほぼ一致するが，基質ヨウ素を5×10－5M

添加することに，より，より速い反応速度を示す曲線が

得られた．

　ロ）反応のpHについて

　各pH値における活性測定結果は図9の如くで，

Fawcett　and：Kirkwood　30）の結果とほぼ一致した．

80
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　60
酵
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性40
％

　30

20
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●
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　　　　　　・時間（分）

図　　9

65 70　　　　　75　　　　　80　　　　　a5

　　　　pH
20

　至適pHは7．6～7．8である．

　ハ）銅イオン（Cu2＋）の添加に．ついて

　銅イオンの添加は，硫酸銅（CuSo4）を用いて段階

的に加えた時の酵素活性の変化は図10に示す如くで，

銅イオン添加により，著明な活性の増大が見られる．

　しかも，銅イオンの大量添加に．よって，膠状析出物

が多量に析出する時においてすらも，活性の低下は見

木

　70

　60

酵50

活40
性

　50％

　20

　10

図　　10

1．6x10－2 1．6x10－5　　　　　1．6x10r4

　　　8x10－4
銅終末濃度（Mole）

　1．6x10－5
8x10－5

られない．ただし銅イオンを添加しない場合において

も，かなりな活性が検出され得る．

　Fawcett　13）が述べているように，銅イオンがr→

12の酸化反応を司るものであるならば，銅イオンを添

加しない場合には，活性は殆んど示されない筈であ

り，講本酵素が銅蛋白より構成されているかどうかの

検討に対しても明確な結論を得ていない．銅イオンの

活性増大に関与する機作に．ついては，最近に至り石川

等11）が報告したように，Co－factorと蛋白との結合

に銅イオンが関与することが考えられる．

　二）チロシンの添加について

　遊離のチロシンを終末濃度1．6×10－3Mに加えて

1．5時間反応させ，濾紙クロマトグラフィーで展開さ

せた後のラジオオートグラムは図11の如くである．
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　原点に少量の蛋白と結合したヨウ素が見られる以

外，大部分はMIT（monoiodot，rosille）及びレ分

劃のみ現われDIT（diiodotyrosine）の生成は全く見

られない．

　遊離のチロシンを添加しないで反応させた時の，ラ

ジオオートグラフィー像は図12の如くで，反応したヨ

ウ素は原点に大部分蛋白と結合した状態で止まる。

原点

、図　　12
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　更にこの反応液をナガーゼ（細菌蛋白分解酵素）を

用いて，8時間，加水分解した後のオートグラムムは

図13の如くである．

　　　　　　　図　　13

　　　　　　　　　　　　　　　　Solvent
原点　　1－　　MIT　DIT　　・　　front

熱．雄鷹講難難
ヨゥ　4．2％　40％　　32％22％
素量

　原点に止まったヨウ素と結合した蛋白は，大部分加

永分解せちれて，MIT及びDITとして現われる．

　遊離チロシンを1．6x10一’3M濃度に．加えた場合に

は，DITの生成が全く認められず，遊離チロシンを

加えないで，反応後，加水分解した場合にDITの生

成が明らかに認められた事実は，生体内におけるヨー

ドチロシン生成の様相と照し合して興味深い事実であ

る23）31）．

　酵素活性測定の手段としては，以上の事実から，遊

離チロシンを添加しても，しなくても，ヨウ素の有機

化を起す率には大差を認めず，操作上遊離チロシン添

加が有利であるので以後の実験に．は，チロシンを添加

して行なった．

　遊離チーロシン添加に関しては，Taurog　et．　al・15）は

牛の甲状腺のホモジネート及びミトコンドリヤを用

い，銅イオンと共に．添加して，遊離のMIT及びDIT

の生成を認めているが，著者の実験におく）ては上記の

如くDITの生成を認めなかった．

　又Fawcett　alld　Kirkwood　13）は遊離チロシンと銅

イオンを共に加えた時のみ，ヨウ素の有機化が起る如

く述べているが，著者の実験では上述の如く，チロシ

ンを添加しなくても有機化が起っていることを示して

いる．

　ホ）ヨウ素（非放射性）の添加に．ついて

　基質ヨウ素カリを段階的に添加した時の酵素活性を

測定して図14の如き結果を得た．

　終末濃度10－4M以上に．なると著明な反応阻害を起

す．

　酵素活性測定の際に添加すべきCarrierのヨウ素量

としては，5×10－5Mが最適である．

　iii）有機化率の算定方法について

　有機化ヨウ素と無機ヨウ素を分離する方法は，初期

においては，四塩化炭素による抽出分離法が行なわれ

ていた12）．

　この方法は，操作が繁雑であり，且つ又分離は不充．

分であった．ペーパ＝クロマトグラフィーの応用がこ

q6

50
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れを容易にし，しかも精度の高い結果が得られるよう

になった13）14）．

　イ）ペーパークロマトグラフィーに．よる分離

濾紙を予め，M／10燐酸緩衝液pH　7．6を用いて緩

衝化し，原点に．1Mチオ硫酸ソーダ液を塗布してヨ

ウ素の酸化を防いだ後に．クロマトグラフィーを行なっ

たものと，上述の予備処置を行なわなかったものとの

比較の1例を図15，図16に示す．展開溶媒として酸性

溶媒を使用しているので，’¥備処置を行なわないと，

ヨウ素の自然酸化が起り，濾紙全面に．広範に．ヨウ素が

分布するものと思われ，明確なるスポットを得ること

が出来ず，酸性溶媒を用いてのヨウ素のペーパークロ

マトグラフィーには緩衝化，還元の予備処理は必須事

項である．

　なお本測定に．は，n一ブタノール3酷酸＝水〔4＝1：2〕

かちなる混合溶媒を用いて，充分目的を達し得た．

図　15緩衝化，還元の予備処理を施行したもの

　　　　　　　　　　　　　　　　　Solvent
　原点　　　　1－　　　MIT　　　　fropt

　図　16　予備処理を施行しなかったもの

　　　　　　　　　　　　　　　　Solvent
原点　　　　1－　　　MIT　　　　front灘

，

　ロ）放射能測定方法　　　　・

ガイガーカウンターを用い，1cm毎に濾紙を切断

し，その放射能を各回測定して算定したものと，シン

チレーションカウンターを用いて三分劃を1回に測定
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したものとの比較は大差を認めず，測定時間を並幅に

入れるならば，シンチレーシュン測定が有用である．

　iv）小　　括

　以上，この酵素の精製を行った結果，実験材料並び

に実験方法の項に記載した作製方法に．よって精製した

酵素は，顎下腺ホモジネートを直接用いる場合より，

酵素活性の一定した標語として取扱い得るので，以下

の実験には好都合となった，

　又，各項目にわたり，この酵素の反応条件を検討し

た結果，酵素活性測定の方法も確立し，実験誤差も僅

少値に止め得るようになった．

　2）　阻害物質について

　　チロシンヨージナーゼに対する阻害作用を下記に

あげる物質について試験した．

　その各々幽についての結果を次に示す．

　阻害物質は，0．1M，　pH　7．6の燐酸緩衝液に溶解さ

せ，終末濃度の10倍液を全反応液0．5mlに対し，

0．05m1添加して反応を行なわせた．

　i）所謂抗甲状腺剤の阻害

　各種の抗甲状腺剤のこの酵素に対する阻害作用は図

17の如くである．

瓢ethy1－Th重ouΨ8ci1

Thiouτea

ThlO垂yanide

Ani鳳me

10d星de

ControI

図　　17

　30　　　　4σ　　　　5rO　　　　60

酵　棄　后　性　％

　阻害剤の添加濃度はすべて終末濃度で10司M／1と

した．

　上記物質はすべて強力な阻害作用を示し，就中，

Thiocyanideは抗甲状腺剤としては，ヨウ素の甲状腺

内への集積の段階をのみ阻害し，ヨウ素有機結合化の

段階は阻害しないといわれているが32）33），この酵素の

ヨウ素有機結合化の反応には強力な阻害を示した．

　ii）Biological　materialsの阻害

　Biological　materialsとして図18に掲げる物質に，つ

いて試験した．

　添添加濃度は終末漂度で10刈M／1とした．

　Cysteineは分子内に一SH基を有することから，

Thiouraci1の一SH基と対比されて，その抗甲状腺作

木

。7醐魅o

c75te竃闘。

極εo伽。鵬！鵬
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　　　　酵　素　活　牲　％

用については注用されるが，Mofton及びGhaikoff　34）

Astwood　33）は抗甲状腺作用を有せざるものとしてい

る．この酵素に対する作用を試験すると，Cystineは

全く阻害作用を示さないのに反し，Cysteineは10－4

Mの濃度では強力ではないが阻害作用を示す．

　Cystine，　Cysteineの差は一S：H基に基因し，一SH

基の還元力がこの酵素の反応（酸化反応と考えられる）

を阻害するものと考えられる．更に銅イオン共存によ

る自働酸化が伴わない状態では，Cysteineより強力

な阻害作用を示すと考えられる．

　Thioimidazolは強力な抗甲状腺作用を有すること

が報告せられている35）36）．Thioimidazo1核を有する

Ergothioneineの抗甲状腺作用についても以前より論

議せられているが，：Lauson等は動物に．投与して抗甲

状腺作用を示さないことを報告している37）．

　この酵素に対する試験では，強力な阻害作用を示

し，in　vivoでの作用とin　vitroでの作用の間に大

きな差異を有することを明らかとした．その阻害作用

はThiOUteylen基の作用によるものと考えられる．

　Methionineは弱程度であるが，この酵素の反応を

阻害する．その作用はLavine　38）39）が記載したよう

な反応機構（A）によるものと理解し得る．即ち

　　　　　　　　　　　　　　　　反応A

　　　　　　　　　　　　　　　　（pH：7）

　C正【3・S・C耳2・CH2－CH－00一十12；＝≧

　　　　　　　　　NHL・　鶏1ム

　　　　　　　　十
　　　　CH3－S－CH2一一CH2－CH一一COO一十2HI
　　　　　　　　l　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　NH
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　この酵素反応中に生成される12が反応時pH　7・6

であるのでmethionineに．より還元されるため阻害作

用を示すものと考えられる．

　Tryptophaneも虚弱程度の阻害を示し，その機構も

methionineの機構と同様に．12をその核出にi奪取する

たあに起ると考えられ，Tryptamineはより強力な阻

害作用を示すことより，アミンのこの酵素反応に対す

る何らかの作用が考えら一れた．ので，抗甲状腺作用を有

すると報ぜられているlHistidine　40）41）とHistamine

の作用を試験しで見たが，．阻害作用は全く見られなか

った∴文ベンツオール核にアミノ基を有するアニリン

に対比させて，プリン核にアミノ基を有する物質とし

てAdeロineを，又別に鼠に．長期投与して甲状腺腫を

発症させると報ぜられている．Creatine　41）42）の作用

を試験したが，共に阻害を示さなかった，Vita面ne

B1（VB1）の作用を検討して，VB1の酷酸加水分解

液が阻害作用を示すことを見出した．VB1自体は全

く阻害を示さず，加水分解物が阻害を示すことは，次

に示すように，一SH：基を露呈した物質が生じたため，

その還元作用に．よるものと考える．

　　　　　　　　　　　　　CH
　　　　N二C－NH2　　1
　　　　1　1　　　　　，CH－S
CH・一ｧ〒一CHrN《C一さ→
　　　　N－CH　　　　　l　l
　　　　　　　　　　　　　CH3　CH2CH20H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　N＝C－NH2　　　　　　　　CO
　　　　　l　l　　　　　　　　　　t
　　CH3－C　　C－CH2NH2十HCOOH十CH－SH
　　　　　ll　ll　　　　　　　　　　l
　　　　　N－CH　　　　　　　　　　　CH2CH20H

　iii）合成含硫黄化合物の阻害

　一SH基，特に．　ThiOUfeylen基が強力な阻害作用を

示すので，図19にあげる含硫黄化合物について試験し

た結果を記す．

　これらのものの中，可溶性のものは終末濃度10－4

M／1として用い，難溶性のものは反応直中にそのモル

量の固体を浮遊さぜて反応させた．

　Dithizoneをマウスに投与すると，甲状腺腫を起す

ことは教室同入森田が報じている43）．

　Dithizoneは水に難i溶性であるので，その浮遊液を

酵素液に添加したが，強力な阻害作用を示した．

　Dithizoneはその分子構造中にThioureylen基を

有し，その作用により阻害が発現するものと考えられ

る．

　　　　HS－C《1＝鷺Di・h㎞
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　又Dithizoneは金属イオンとキレート生成物を形

成し，膵臓β一細胞中の亜鉛を奪取して糖尿病を起さ

せるように44）45），もしこの酵素反応に銅イオンが関与

しているものならば，その銅イオンと非解理性のキレ

ート生成物を生ずるために阻害が発現するものと考え

られる．

　Dithizoneと同様に銅試薬として用いられるDi・

ethyldithiocarbamateの作用を検すると，その阻害作

用は全く見られない．これは銅イオンとは解離性の塩

・を形成するため，銅イオンの作用を不能にするほどの

酵素系からの奪取を起さないためと考えられる，又そ

の分子中に存在する一SH基は不安定なため，ただち

に酸化せられて，還元的な作用も弱いものと判断し

得る．ところが，このものの酸化生成物あるTetra・

methyレthiufam－disul丘deには阻害作用は殆んど見ら

れないがmonosu1飼eに．は強い阻害作用を示すことは

注目さるべきであり，それは銅イオンとキレート生成

物を生ずるだめとも考えられる．

　Mercapto－benzthiazol　lし強い阻害作用の有するこ

とは，その構造中にThiOUfeylen基と類似の構造を

有することより予想された通りである．

　その他の含硫黄化合物に二は，分子中に一SH基を有

していても，その安定度に起因するためか殆んど阻害

作用が見られなかった．

　iv）重金属及びその他の化合物

　　　　　　　　　　　　　　　　へ　上記iii）項に試験した以外に，この項に，記載する

化合物がこの酵素を阻害することを見出した，
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　　い
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図　　20
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　水銀塩，銀塩はヨウ素と不溶性の沈澱を生ずるの

で，そのため反応が阻止されるとも考えられるが，そ

の他に，水銀並びに銀塩が酵素蛋白と結合して，それ

を不活性にするとも考えられる，

　Thiosulfateの阻害はおそらくその還元作用に．より

作用するものと考えられる．Cyamideは酵素液中に．

加え，透析によりそれを除いてもなお且つ阻害を示す

ことから，酵素蛋白に対する不可逆的な変性も考えら

れる．

　3）　臓器内に存在する阻害物質に．ついて

　顎下腺の粗抽出液の酵素活性は，一般に透析するこ

とにより増大される．特に冬期より夏期の方がその傾

向が大である．，更に透析外液の濃縮液を一定の活性

を有する酵素標品中に加え，それが阻害を示すことよ

り，この酵素の阻害物質が顎下腺に含まれていること

を見出しジそれを精製し，その性質の一端を明らかと

した．

　i）顎下腺下思出液酵素活性の季節的変動

　新鮮顎下腺より下記の条件による一定の抽出液を作

り，各月の活性平均値を図示すると図22の如く夏期に

低く，冬期に高い値を示した．

　即ち甲状腺の季節的生理活性と殆んど一致した勾配

を形成した．

　○粗抽出液の作り方

　新鮮半顎下腺より実質のみ取り出し，109を秤量

し，鋏を用い細切した後に氷冷したpH17．6のM／lo

燐酸緩衝液40m1を初め10m1，後2回，15ml宛を

加え，ワーリングブレンダーを用いてホモジネートと

する．3000鵡P．m　10分間遠心して，磨砕残渣を除いた

抽出液（20％）を得，その活性を測定した．

　ii）透析に．よる酵素活性の上昇

　上記による顎下腺抽出液を蒸溜水に対し，透析する

と，常に酵素活性の上昇を認めた．即ち抽出液10ml

をセロファン膜内に入れ，蒸溜水2βに対して3。Cの

氷室中に．おいて24時間透析を行い，その透析内液及び

木

1月

2月

δ月

4月

月
月
鶴
U
O
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9月
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11月

12月

図　　21
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図　　22

　　目　非透析柚出液
　　口　　透季斤書由出液

No，裂

50

No　2

No，3

No，4

No．5

・⇒

10　　　　　20　　　　　3G　　　　　40　　　　　50

　　　　　酵　素　活　性　％

60　　　70

抽出液を氷室内にその二二時間放置せるものとの酵素

活性の比較は図22の如くである．

　実験の値がその時により，かなり相違しているが，

それは季節的変動のみではなく，臓器の鮮度，動物の

個体差等にもとつくものであると考えられる．

　この酵素反応は，下記実験に見られるように燐酸塩

により阻害されるものではないので，透析により活性

の上昇が見られることは，その抽出液内に透析性の酵

素阻害物質を含んでいることを示すものである，

　0燐酸塩の酵素作用に及ぼす影響

　顎下腺から，蒸溜水による二二液を作り，その抽出

液に各々0．5～0．1M，　pH　7．6燐酸緩衝液を等量加

えた液の各酵素活性は，図23の如くで，燐酸塩が酵素

活性に影響がないことを示している．
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図　　24

50

ノール，アルコール，アセトンに溶解，エーテルに難i

溶であることを認めた．

　下記阻害度試験の結果は図26の如し．

対　　　照

透析外液
濃縮液添加

図　　26

対　　称

1
丑
皿
W
V
町
町

66．17％

36．93％

58．66％

5．37％

20．76％

4．21％

51．85％

4．12％

10　　　　20　　　　50

　　酵繁活性％

40

　iii）透析外液の阻害作用

馬下腺抽出液を，その20倍量の蒸溜水に対し透析

し，その透析外液を施。晶晶減圧濃縮して，酵素反応

液中に添加すると，明らかに．反応を阻害する．

　酵素液は実験材料の項に．記した酵素標品を用い，対

照に．は添加した；透析外液濃縮液と同量（0．1ml）の蒸

溜水を加えた．

　iv）　阻害物質の有機溶剤に対する態度

　透析外液を％o量に．迄濃縮した液を下記の如く処置

し，それぞれの阻害能を実験すると，その物質はブタ

　それぞれ析出した沈澱は，恐らく無機塩と思われ，

アセトン添加の場合に有効物質が共沈した以外は，そ

れぞれの溶媒に．対し，可溶性であることを示してい

る．ブタノール抽出以外には有効なる抽出方法を見出

し得なかった．

　v）阻害因子よりヨウ素イオンの除外

　顎下腺がヨウ素代謝の一役る担っているものである

ならば30）46）顎下腺中に．ヨウ素イオンが存在する可能

性がある．このヨウ素イオンが透析外液中に含有され

るならば，二項に記した如く，当然酵素反応の阻害を

起す．下記の実験により，阻害作用物質中よりヨウ素

イオンを完全に．否定した，

　実　　験

　イオン交i換樹脂Amberlite　IRA－400，120～200メ

ッシュ，8x100mmのカラムを作り，　OH－typeを使

図　　2　5
透析外液濃縮液

　　　！エーテル拙

　　　　↓
エーテル抽出部分　（1）
エーテル溜去後更に減圧濃縮
して2H　7・6の緩衝液に溶解
阻害度の試験する

　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　↓

　　　残　　液

結晶性の沈澱が析出する

濾　　液

　　　／
ブタノール抽出
　　　1
　　　↓

ブタノール抽出部分
を減圧溜出後，緩衝
液に溶解試験する

　　　（皿）

黄色透明液

　　　↓

5倍量のアモトン添加
f
一
▼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　沈澱（皿）

　　　　　　　　　　　　遠心分別せる沈澱をHC互に
　　　　　　　　　　　　溶解，pH補正後試験する

　　　　　　　　　　　　　　　5倍量のエタノール添加

　　褐色沈澱析出

緩衝液に溶解試験する

　　　　（IV）

　　　　＼
　　　　上　　清

　　　濃縮試験する

　　　　　（V）

　　　／
　　／
白色沈澱析出

溶解試験

　　（VI）

　＼
　　＼
　上　　清

濃縮溶解試験

　　（⑳
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用した．

　；透析外液濃…縮液中に」131を5μc添加してその30

m1をカラムに通過せしめた．液の通過と共にカラム

中の帯黄色着色帯が移動し通過終末期に帯黄色着色帯

が溶出した．

　5ml宛に分取した液のいずれの分劃に．も1131の放

射能は認められず，その酵素反応阻害作用の大部分は

着色部分に．認められた．結果は図27に示した．

Frac鋪on

”　　2

曜　　3

σ　　4

5

6

”

8

色
分
黄
鯛
薯

図　　27
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　　　　　酵紫活牲％

　カラム中の放射能をダイレクターを付けたシンチレ

ーションカウンターで探索すると，カラムの上端に限

局して吸着されていた．もし，透析外液中にヨウ素イ

オンが存在しても，それはイオン交換樹脂により完全

に吸着される．しかもカラムを通過した液中に阻害能

が存在する．即ち，阻害作用物質がヨウ素イオン以外

のものであることを証明した．

　vi）透析外液のカラムクロマトグラフィー

　透析外液をカラムクロマトグラフィーを用いて分離

を行い，分離物質の阻害度とその性質を究明した．カ

ラムクロマトグラフィーに用いた吸着剤は上記した如

く，ヨウ素イオンによる阻害否定を証明した際，黄色

着色帯と共に，阻害物質を有効分離し得たことより予

測して，陰イオン交換樹脂Amberlite　IRA－400を用

いた．

　イ）透析外液濃縮液のカラムクロマトグラィー

　カラムクロマトグラフィーは，実験方法の項に記載

した要領で実施し，C1－typeのAmberlite　IRA－400

を用いた．透析外液濃縮液はそのまま吸着されるに．

は，イオン強度が大に過ぎるので，20倍量迄蒸溜水で

稀釈したのちカラムを通過させ吸着させた．褐黄色の

帯状をなしてカラム上端に吸着した．溶離は0．1N

の60％アルコール塩酸液を用いて行った．1時間2m1

の流速でクロマトグラフィーを行い，2．5m1塩分劃し

た溶出液の諸試験は図28の如くであった．

　阻害度の測定・・…溶出液1m1を取り，アンモニや

水で中和した後に，減圧濃縮して乾固させ，緩衝液

↑
ら
o
o
甲

1．0

0、5

図　　28
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0．3m1に溶解させ，その0．1m1を用いて酵素反応液

に添加し，その酵素活性度を阻害度として表わした．

　260叫の吸収測定……溶出液0．2mlを取り，蒸溜

水4．8m1中に加えセ稀釈した液の260mμの波長の

吸収をDU一型ベックマン分光光度計を用いて測定し

た値を記入した．

　a）Diazo　test　47）……溶出液0．2m1を5m1に迄

稀釈した液より3m1を取り，氷水中で冷却しながら

ヂアツオ試薬0．5ml，，5％炭酸ソーダ液0．5mlを加

え概伴，45分後，19N苛性ソーダ液1．Om1を加え，

よく撹伴した後，540m“の波長で吸光を測定した．

　ヂアツオ試薬は，0．9％スルファニール酸溶液5ml

に．5％亜硝酸ソーダ液25m1を冷時加えて製した．

　b）ヨー素アチド反応……薪しく調製した5％のナ

トリュームアチド溶液とN／50ヨウ素ヨウ素カリ溶液

の等量混合液を，溶出液0．5m1中に0．2m1添加し，

その発泡の度合を定性的に検した結果を図示した．

　以上の結果より阻害度の顕著な部分は，260mμの吸

光を有し，ヂアツオ陽性，ヨウ素アチド陽性，即ち

一SH基の存在する部分に限定されることが証明され

た．

　この部分の紫外部の吸光曲線は図29の如くで260叫

に吸光極大を有する．参考のために．点線に．て記入した

チオヒスチジンの吸光曲線との類似性を比較した．

　ロ）透析外液直接のカラムクロマトグラフィー一

　透析外液を濃縮する操作において，熱不安定性な物

質ならば，加水分解を受ける可能性がある．透析外液

を直接前記同様のC1－typeの樹脂に．吸着させ，カラ

ムクロマトグラフィーした結果は図30の如くで，各溶
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50を用いた．

　イ）透析外液濃縮液（加水分解された液）より分別

した分劃のペーパークロマトグラフィーの結果は図31

に示した如く，3成分に分離して示された．

　ロ）透析外液を直接（加水分解されていない）分別

した分劃のペーパークロマトグラフィーは図33の如く

であった．発色はそれぞれ次の方法で行った．

図　　31
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出液の試験方法は前記同様に行なった．

　ここで特記すべきは，ヨウ素アチド反応がいずれの

部分においても陰性であることである．

　即ち一SH基は濃縮処理において加水分解され露呈

されたものと考えられ，阻害作用物質は，分子内に容

易に加水分解されて，一SH基を露呈する結合を有して

いるものであると推論される．

　ii）阻害分劃のペーパークロマトグラフィー

　による阻害作用を有する分劃の1mlを取り，減圧

濃縮した液を，濾紙の原点につけ，n一ブタノール：酷

酸：水（74：19：51）なる溶媒で原点より15～20cm迄

に展開させ，溶媒前端を記してから微加温して濾紙を

乾燥させ，各種の発色を行った．濾紙は東洋濾紙No・

　a）　Ninhydrin　25）

　0．02％Ninhydrinの含水ブタノール溶液をかすか

に濾紙が湿める程度に噴霧し，100。Cに2～3分加熱

して発色させた．

　も）ヂアツオ反応46）

　25mlの新しく調製した5％NaNO2と5m1のス
ルファニール酸溶液（0．99のスルファニール酸と9m1

濃塩酸に水を加えて100m1とする）を予め0。Cに冷

して混合して作ったヂアツオ試薬を濾紙全般に丁度湿

った程度に噴霧し，その上に5％炭酸ソーダ溶液を過

剰にならないように注意しながら噴霧して発色させ

た．

　c）Drangendorff氏反応49）50）

　硝酸蒼鉛0．1gを硝酸1滴を加えた少量の水に溶解

させ，10％ヨウ素カリ溶液30mlを加え，アルコール

で倍量に．迄稀釈し，濾紙に噴霧すると，榿黄色の地色

の上に濃い榿色のスポットを得た．
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　d）逆ヂァッオ反応49）50）

　3％の亜硝酸ソーダ溶液を噴霧した後に0・1％の偽

naphtolアルカリ性アルコール溶液を噴霧し，1～2

分後，緑色のスポットを得た．

　e）アンモニア性硝酸銀49）

　：N／10硝酸銀と10％アンモニア水の等量混合液を噴

霧し，微加温して黒褐色の発色を見た．

　f）過クロール鉄反応

　1％のFeC13水溶液を噴霧して，緑色発色を見た．

　g）ヨウ素アチド反応

　5％のナトリウムアチド溶液にN／50ヨウ素ヨウ素

カリ溶液の等量混合液（その都度調製する）を噴霧

し，数分後に．脱色されるスポットを見た．

　viii）画廊
　粗抽出液の酵素活性が，透析により上昇すること，

並びに透析外液を濃縮した液が阻害を示すことより，

顎下腺中にこの酵素の阻害物質を含むことを明らかと

した．

　この物質を陰イオン交換樹脂により捕集，分劃し，

その部分のペーパークロマトグラフィーの結果を総括

すると透析外液を濃縮しないで，直接交換樹脂に吸着

させ，クロマトグラフィーしたものの阻害有効物質

は，Rf．0．7iに．位置し，　Ninhydrin，　Diazo，　Dran・

gendofff逆一Diazo，アンモニア性硝酸銀，　Fe　CI3反応

陽性で，Iodoazide反応陰性の物質として認められ，

260叫に紫外部の吸着を有することからも，この物

質はPurine，　Pyrimidine或いは，　Imidazol核類似の

核を有することが推定される．

　透析外液を濃縮すると濃…縮操作中にこの物質並びに

共存物質が加水分解を受けることが考えられ，濃縮液

より得た交換樹脂，クロマト分劃のペーパークロマト

グラフィーでは，Rf．0．060．2に位置する，：Ninhy－

drin，　Diazo反応陽性，0．2にDrangendorff反応陽

性物質が検出され，以前とは逆にIodoazide反応が

陽性となったことは特記すべきである．

　恐らく，濃縮しないで捕集検出された物質は分解さ

れ，ここで検出された物質は，Iodoazide反応陽性か

ら二価硫黄を含むことが明らかとなり，そのことは前

の物質が加水分解を受けたものではなく，他の共存物

質が，前と同一条件で南南せられ，検出されたものと

考えられ，その分子中に保有する二心硫黄の特性が阻

害作用を現わすものと考えられる，濃縮しないで得た

nativeな阻害物質は二価硫黄を含んでおらず，その

物質が加水分解により含硫化合物に．変化することは考

えられず，これらの物質は起源を一つにするとは思わ

れない．

木

　顎下心内に存在する阻害物質は，透析外液を濃縮し

ないで捕集検出した物質と推定され，同様な作用を現

わす物質が甲状腺からも検出されることから，又臥抽

出液の酵素磁性が夏に低く，冬に高いという甲状腺生

理活性との類似性から，この物質は生体内でも，ヨウ

素代謝のチロシンヨウ素化の段階において，調節的に。

働いていることが考えられる．又この物質の異常分泌

によるヨウ素代謝疾患の発症も考えられる．

総 括

　甲状腺内サイロキシン生合成過程研究の一環とし

て，チロシンヨウ素化の反応を司る酵素“チロシンヨ

ージナーゼ”に対する阻害物質の検索を行なった．

　使用した酵素標品は，この酵素が甲状腺よりも，顎

下腺から，より容易に高活性，安定な酵素晶晶を作製

し得るので，顎下腺から抽出した“チロシンヨージナ

ーゼ”を用いた．その結果を総括すると

　1．先ずこの酵素の抽出法，精製方法に，対する検討

を進め，燐酸カルシュームゲルによる吸着溶離法によ

り，一定の酵素活性を示し，且つ比較的安定な酵素標

品を作製し得ることを見出した．又酵素活性測定の方

法に対する検討を進め，実験方法の項に．記載したよう

な有用な方法を確立した．

　皿．この酵素に対する各種の物質の作用を検索し，

所謂抗甲状腺製剤と称せられるものは全部，就中現在

物の研究によれば，ヨウ素の集積段階のみを阻害し，

有機化の段階は阻害しないといわれていたThiocya・

nideがこの酵素を阻害することを明らかにした．又

生体内阻害物質と関連して，アミノ酸，アミンを主と

する．Biological　materialの数種を試験して，阻害

的に働く物質を見出した．そしてその阻害作用の機構

についても検討を行なった．Thioufea，　Thiouraci1’

Thioimidazol等含硫化合物が強力な阻害作用を示す

ことから，他の数種の含硫黄合成物質の阻害作用を検

討し，Dithizone・Tetramelhylthiuram－monosul丘de

が強力な阻害を示すことを見出した．ヨウ素イオンの

濃度が高まるとこの酵素反応が阻害されることを明ら

かにし，ヨウ素の抗甲状腺作用の実験的解明の一助と

した．

　皿．顎下腺粗抽出液の酵素活性が季節により変動す

ること，粗抽出液を透析すると活性が上昇し，透析外

液を加えると酵素活性が阻害されることより，顎下腺

中にこの酵素を阻害する物質の存在を予知し，その物

質を透析外液より陰イオン交換樹脂を用いて智北，ク

ロマトグラフィーによりほぼ単一物質として取り出し

た．その物質の性状の一端も，ペーパークロマトグラ
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フィー後の呈色反応により，明らかとなした．

　稿を終るに臨み，終始御懇篤なる御指導並びに御校閲を賜った

恩師石川教授並びに渡辺先生及び教室員諸兄に深甚なる感謝の意

を表します．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

We　have　reported　studies　on　the“tyrosine　iodinase，”which　catalyzes　the　iodization　of

tyrosine，　working　as　an　enzyme　on　the　process　of　the　biosynthesis　of　thyroxine　in　thyroid



  This report on this line dealt with inhibitors of this enzyme ip particular. The enzyme

preparation used here was extracted and purified from bovine submaxillary glands and no

fiuctuation of the enzyme activity of each preparation was observed all through the four

seasons.

  The results obtained are summerized below;

  1) The extraction and purification of the enzyme were modified by the adoption of an

absorption procedure using calcium phosphate gel. The enzyme preparation with a high and

relatively stable activity was obtained.

  2) The determination of the enzyme activity was investigated fundamentally and establ-

ished a method better than those reported previously,

  3) Many substances presumed as inhibitor of enzyme were tested. So-called antithyroid

substances, strongly inhibited the enzyme activity. The enzyme reaction was inhibited most

strongly by thiocyanide which was reported as in inhibitor working on the accumulating

process of iodine into thyroid gland.

  4) Among amino acids and their amine derivatives examined, ergothioneine, methionine,

tryptamine and a hydrolysate of vitamine Bi showed inhibitory effect on the enzyme activity.

  5) Among several thio-compounds tested, dithizone and tetramethylthiuram-monosulfide

also showed strong inhibitory effect.

  6) The data that over 10-5M of iodine ion concentration in a reaction mixture the for-

mation of monoiodotyrosine was largely inhibited, suggest the eMciency of iodine administra-

tion therapy for patients with hyperthyroidismus.

  7) From the' facts that (i) the activity of crude enzyme preparation from bovine sub-

maxillary gland fiuctuates depending upon the season at which material was collected ; (ii)

dialysis of the crude extract increases the enzyme activity ; and moreover (iii) the conden-

sate of the medium for dialysis inhibits the enzyme reaction when it is added to the dialy-

zed enzyme system, it is evident that a natural inhibitory substance of this enzyme is pre-

sent in submaxillary gland. The inhibitory substance was co!lected from the medium after

dialysis of the enzyme preparation by means of a column chromatography of an ion exchange

resin and obained as a purified single substance which was partly characterized by paper

chromatography.
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