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ジエステラーゼの分離
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燐酸ジエステルの酵素的水解は� 1926年� Neuberg

及び� Wagner(1)により報告されたが，その後， 鵜

沢(2)は蛇毒にジフエニール燐酸を7k解するジエステ

ラーゼの存在を証明し，吉田∞は蛇毒中にしばしば

微量に混在するそノエステラーゼをカオリン吸着に

より除きジエステラーゼ液を得たが，他方，豚腎，

豚肝自家消化液をアノLカリ性反応にて加熱し，モノ

エステラーゼのないジエステラ{ゼ、を分離した。し

かし吉田の豚腎ジエステラ{ゼの作用は十分に強い

とは言い難く， ジフェニール燐酸終濃度町500，添

加酵素液量は試験液の� 1/2・5容，pH 7にて� 370;5 

時間後，� 10%水解を示す程度であった。

著者は豚腎� homogenateから中性反応でのぞノ

エステラーゼ加熱不活性法により，ジエスラーゼ液

を得たが，その作用はジフェニ{ノレ燐酸に対し，吉

田の豚腎ジエスラ{ゼに比し約� 40倍強力であった。

こ与に，その分離操作，並びにこの酵素の基質特

殊性につき実験した成績を報告する。

実験の部�  

A) 基質: (1)モノフェニーノ L燐酸ソ{ダ浅

川法ωにより合成した。分析� P，理論値� 13.13%，

実験値� 13.29%0(2) sーグリセロ燐酸ソーダ市販

品を再結晶した。� (3)5-アデ、ニル酸� GeneralBio-

chemicals，Inc.の製品。� (4)ジブェニーノL燐酸カ� 

P トリプェニール燐酸より次の如く合成した。ト

リフェニ{ノL燐酸� 32.6gを無水アルコール� 100ml

に溶解し，乙れに� 1N苛性カリ� 100mlを加え，還流

冷却器をつけて� pH8になるまで煮沸し，冷却後減

圧乾回し，無水アルコール約� 150mlに溶解し，エ

ーテノL約� 50mlを追加しで生ずる結晶を� 40mlの

無水アルコールより再結晶し，針状の結晶を得た。

結品水� 1分子，収量� 8.5g，分析P 理論値� 10.13%，

実験値� 9.95%0(5)ピスージクロルイソプロピ71-燐

酸カノLγ ウム� King及び� Pyman法(5)により合

成した。分析� P 理論値� 8.30%，実験値� 8.25%。� 

(6)ジベシジノL燐酸� Lossen法(6)により合成した。

た� Yし，燐酸銀とベンジルグロリドみに混ぜられた

溶剤エーテルを蒸発して除いてから熱した。融点� 

7800 (7)ジエチノL燐酸ノどリウム� Langheld法(7)

により合成した。たどしメタ燐酸の代りに五酸化燐

を用いた。分析� Ba 理論値� 30.94%，実験値� 31.00 

%0 (8) リボ核酸 酵母リボ核酸� (Mercめを�  

Fletcher法〈めにより精製しだ。分析P 6.4%で理

論値より低かった。� (9)デソキシリボ核酸� Nutri-

tional Biochemical corporationの製品。分析� 

P 7.4%0 (10) リゾレシチン 当教室保存の標本。� 

B) 定量法: (1)フェノ{ノ L 試験液に等容の� 

10%三塩素酢酸を加えて除蛋白した、櫨液� 1mlをと

り，赤松・宍倉法(9)で定量した。� (2)無機燐酸試

験液に等容の� 16%三塩素酢酸又は� 113容の� 32%三

塩素酢酸を加えて除蛋白した憶液� 1mlにつき，� 

Youngburg-Younrburg法(10)で定量した。� ie.L核

酸の場合はウラニノl試薬山)(1 6%三塩素酢酸� 100 

mlに� 19の酢酸ウラニノLを溶解したもの〉等容を

加えて除蛋白し，減液中の無機燐酸を定量した。� 

C) 酵素液: (1)人尿モノエステラーゼ著者

の午後尿を� 2日間流水透析した。木酵素はジフェニ� 

~A燐酸， ピスージグロノレイソプロヒ。71-燐酸， リゾ

レシチンを水解しないが，モノブェニー� 71-燐酸，

かグリセロ燐酸，� 5・アデ、ニル酸を水解する。� (2)豚

精液自家消化液豚精液(農業技術研究所・繁殖科

から分与〉の遠沈上清を� 3日間，� 370で自家消化L，

生じた沈澱を遠沈及び櫨過にて除き，� 2日間流水透

析した。本酵素液はモノフェニー� 71-燐酸，s-グリ

セロ燐酸を速かに水解するが，ジフェニーノレ燐酸，
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ピスージクロノLイソプロヒ。ノL燐酸，ジベンジ、ノL燐酸，

ジエチノL燐酸，リゾレシチ� γを水解しない。た� ¥:'L，

リボ核酸からは基質終濃度� 0.067%，酵素量は試験

液の� 1/6容，� pH 7，370，17時間で約� 40%の無機燐

酸を遊離する。

実験結果�  

I. 豚腎抽出液による実験� 

1) 豚腎抽出液の製法:豚腎皮質を� 3容の� 7.Kと 

homogenizeし，食塩を終濃度� 1%に加え約� 5N

の塩酸を滴下して� pH5となし，等容の� n-プタノ

ーノLを加え� 10分間振謹，� 1時開放置後J妻、沈L，蛋

白及びプタノーノL混合物の浮揚ゲ、ノL層下の水拍出淡

をとり，� 2日間流水透析，生ずる少量の沈澱を遠沈

除去した。

2) 豚腎抽出波の加熱時� pHとジフェニ-71-燐

酸，モノフェニー� A燐酸水解力減少度との関係:豚

腎抽出液を� N/lO塩酸，または苛性ソーダで pH3よ

り9迄の諸� pHに補正し，� 1000，5分加熱し，残存

ジエステラーゼ作用を� pH7にてジフェニール燐医者

を基質として検すると，加熱時� pH4と7との場合

に大であるが，モノフェニーノL燐酸水解力はいずれ

のpH加熱においても消失した。(第� 1図〕

第� 1図豚腎抽出液の加熱時� pHとpH7 
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試験液組成:� M /400基質液� 1ml，?rI135 

Michaelisの酢酸ベロナーノ1-緩衝液� (pH 

7) 1ml，酵素液� 1ml，水� 2ml;370，1時

間後に遊離フェノーノL定量。� 

3) pH 7における豚腎抽出液の� 1000
加熱時間と

ジエステラーゼ残存量(ジブェニーノレ燐酸水解%): 

15分加熱の抽出液はジフェニーノL燐酸を� 1時間で� 

8% 7.k解し(遊離フェノー A定量)， 加熱前の作用

力の約� 40%を保持して居る。モノフェニーノl燐酸

水解力の消失は，第� 1図に示す如く� 1時間試験の結

果では� 5分加熱で充分であったが，� 20時間試験の成

績では� 15分加熱しなくてはならなし、。(第� 2図〉

第� 2図豚腎抽出液の加熱時間と水解%� 
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実験条件は第� 1図と同じ。但し，モノブ

ェニーノL燐酸は� 20時間値。� 

4) 豚腎拍出液ジエステラーゼの至遊酸度:豚腎� 

抽出液を� pH7，1000，15分加熱して得られたジエ

ステラーゼのジフェニーノL燐酸水解は，� pH 7にお

いて最高であった。(第� 3図〕

第� 3図豚腎拍出液ジエステラーゼの� 

pH活性度曲線

実験条件は第� 1図と同じ。� 

件，Ca朴，Mg肱腎抽出液ジエステラーゼの5)

CNーによる影響:pH 7にて� Mg叱� Ca++，CNーは

豚腎拍出液ジエステラーゼに著しい影響を示さなか

った。(第� 1表〕

第� 1表豚腎拍出液ジエステラーゼの� 

MgH-， Ca++，CNーによる影響

(非添加 IMg++ωI  CNー

ジフェニ�  -JL1 9.01 9.91 9.41 9.0燐酸水解%I I 1 J.~ !J . V  J.J  

実験条件は第� 1図と同じ， 但し水� 2m1

の代;りに� M/120 MgC12，:ivr/120 CaC12， ま

たは� III/20∞KCN 2m1を加えた。� 

6) 豚腎抽出液の硫安分劃:豚腎抽出液の加熱に
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第� 2表 硫安分劃豚腎加熱酵葬ミ波及び豚腎抽出液の諸種燐酸エステノLに対する作用

WTe安分菌j豚腎�  
豚 腎 抽 出液|加熱酵素液

基 質|一一一丁一 「� i |測 定 法� 
!71'<.解時間|水解予告|水解時間 71'，解%

一ぞノフヱニーノv 寸� "^ ^ 
燐 エ 酸� 1 90 20 0 フェノーノレ定量

一 一一一一一一一トー一一つ一一一一十一一一一一一一十 一一一一一一一一|ω
ジフェニーノレ燐酸� 1 20 1 40 同 上� 

75玉三f持品� 1 5 I 20 I 0 !無機燐酸定量

ジベ::/S)'ノL燐酸�  I 1 I 2 I 2 [ 0 I 同 上� I (b) 

ジエチノL 燐 酸 �  I 2 0 同 上1l' 2 

リゾレシチゾ�  I 3 20 2 0 同 上

リ 、ボ核鹸�  4 5019  0 向 上
ト� ! ; 一一;一一一一一一� ←I(d) 

デソキシリボ核酸� 18 52 14 0 向 上

実験条件� (a)試験液組成は第� 1図と同じ。基質終濃度:¥I/2000，(b)試験液組成は第� 1図と同l;D

基質終濃度;H11000 ;なお，加熱酵素液試験では水� 2mlの代りに豚精液自家消化液� 1ml， 水� 1ml 

を加えた。� (c)不加熱抽出液での試験液来日成は第� 1図と同じ。基質終濃度� 0.1%;加熱酵素液で

の試験液組成は� 0.5%リゾレシチン� 0.5ml，緩衝液(第� 1図と同じ)� 0.5ml，酵素液� 0.5ml，フ

ォスフォリパーゼ� B0.4ml;370，2時間後� N110塩酸を加えて� pH5.6とし，� 100
0
，15分加熱して

酵素を不活性化し，尿モノエステラーゼ� 0.5mlを加え， 水でうすめて� 3mlとし，� 37
0

，17時間

保った。なお，フォスフォリパーゼ� Bは野口� (12)により家兎肺より調製。� O.4mlのフォスフォリ

ノミーゼ� Bは� pH7，370， 1時間で� 0.5%リゾレシチゾ� 0.5mlの溶血作用を完全に破壊した。な

お， ブオスフォリバーゼ� B非添加の場合も同様に水解値� 0%であったので表に記載してない。

(の不加熱拍出液での試験液組成は第 1図と同じ。基質終濃度: }Jボ核酸 0.02%，デソキシリボ

核酸� 0.06%; 加熱酵素液での試験液組成は� 0.4%リボ核酸， または� 0.3%デソキシリボ級酸� 0.5 

ml，緩衝液(第� 1図と同じ)0.5ml，酵素液0.5ml，水� 0.5ml; 37
0
，19時間後� N110塩酸で� pH 

5.6とし� 1000，15分加熱して酵素を不活性化し，尿モノエステラーゼ� 0.5mlを加え，� 71'<.でうす

めて� 3mlとし，� 370，20時間保った。なお，同実験条件にて尿モノエステラ{ゼは， リボ核酸よ

り6%の無機燐酸を遊離するので盲検としてひいてある。

より得られたジエスラーゼは，ジブェニー� A燐酸水 ジエステノL のうち，ジフェニ~}l-燐酸のみを 1 時間

解力が� 1時間� 8---9%に過ぎなかったので，硫安分 で� 40%水解する酵素が残った。第� 2表には加熱し

劃による濃縮化を試みた。即ち未透析豚腎拍出液の ない透析豚腎抽出液の作用と対比してある。

硫安� 0.45---0.7飽和沈殿を分割前液の約� 1/40容の水� II. ハブ毒酵素液の諸種燐酸エステルに対する

に溶かし，� 2目間流水透析し，生ずる少量の枕i肢を 作用:ハプ毒酵素液はジフェニーノL燐酸， リボ核酸

遠沈除去し，� pH 7で� 1000加熱するとそノエステラ を水解するが，ピスージグロルイソプロヒ。ノL燐酸に

ーゼは� 5分後に消失したが� (20時間試験)， なお諸 は作用しない。(第� 3表〉

第� 3表 ノ¥ブ守毒酵素液の諸種J燐酸エステノLに対する作用

ピスージグロノL

宍五五 ジフェニール燐酸 燐イ(ソプロピル リ ボ核酸�  

(5時間情〉� 20時間値〉酸� (3時間伯〕� 

5.6 12% 0% 20% 

9.0 14% 0% 52% 

試験液示日成は� M/400ジブェ二一ノL燐酸，� M1400ピスージグロノLイソプロヒ。ノL燐酸ま

たは� 0.1%リボ核酸� 1ml，緩衝液(第� 1図と同じ， 但し� pH9，または� 5.6)1ml， 

0.5%ハプ毒酵素液� 1ml;但し， ピスージグロノLイソプロヒ。ノL燐酸， リボ核酸の場

合は緩衝液に溶かしたハプ毒� 1mlと，尿モノエステラ{ゼ� 1mlを加えた。ジブエ

ニーノレ� 燐酸のみフェノーノL定量，他は無機燐酸Ij 定量。
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IH. ピスージクロルイソプロピル燐酸の豚諾臓

器抽出液による水解: ヒ述の様に，硫安分劃豚皆、加� 

熱酵素液もノ¥プ毒酵素液もジフェニーノL燐酸を水解

するが，ピスージグロノLイソプロピノL燐酸を水解しな

い。しかるvこ，豚腎抽出液はビスージグロノLイソプ

ロヒ。ノL燐酸をジブェニ-J1"燐酸の� 1/4程度ながら水

解する。以との点よりビスージクロノLイソプロピル

燐酸水解酵素の存在が推定される。そこで，豚諸臓

器抽出透析液(その製法は腎の場合と同じ〉に精液

モノエステラーゼを混じて，ピスージグロノしイソプ

ロヒOj¥_，燐酸からの無機燐酸生戒を調べた。(第 4表)� 

第� 4表 ピスージクロノレイソプロヒ。/¥_，燐骸の

豚言者臓器抽出液による水解

臓器名| 肺� | 牌� 睦 !大脳|ノト腸粘膜j 

一 一一 一一一 一

IV. 豚肺抽出液による実験� 

1) 豚5ir¥拍出液の諸種燐酸エステノlに対する作

用:第� 4表の成績により，豚肺抽出液のピスージグ

ロILイソプロピノL燐酸水解作用が顕著であったの

で，諸種燐酸エステノLに対する作用を調べた。この

実験では第� 5表に示される如く，豚肺抽出液にそノ

エステラ ゼが合まれてし、るので無機燐酸を測定し

た。豚~rlí抽出液は豚腎抽出液とは逆に，ピスージグ

ロノLイソブロピノL燐酸をジブェニ� -l¥_'燐酸より速か

に水解したq

2) 肱Bf¥i抽出液の硫安分劃:これは硫安分劃豚腎

酵素液と同j長に未透析豚肺拍出液から調製した。(但

し塩酸の代りに約� 30%酢酸使用〉。この酵素液の諸

種燐酸エステノLに対するイノ!ニ用は第6表の如くで，硫

安分劃前と同棟，ピスージクロノLイゾプロヒ。ノL燐酸

ーをジブェニーノL燐酸よりも速かに水解した。また。 。水解% 87 10 3 
pH.7にて� 1000，10分加熱した場合は，ジフェニ-

実験条件:第� 2表(めの加熱酵素液の項 lL-燐酸のみを水解したがその作用は弱く，� 20時間で� 
と同じ。(日ーし� 18.5時間{由。� 

30%水解であった。本表には硫安分車j豚腎酵素液

と対比しである。

第� 5表豚肺抽出液の諸種燐酸エステノLに対する作用� 

I~ ~ I(.J ー |ビスージグロノレ，，-h""'_  _， ， 
基 質|ヰノフェニーノ~ I.~ グリセロ:/フェ一一ノレ|イソプロピノL

(燐酸(燐骸 燐 酸 | 燐 酸J

水解%�  40 26 7 25 

試験波組II¥::第� 1図と同じ。� m.L，基質終濃度� :¥1/1000，1時間値。

第 6 表硫安分占j豚肺酵素波及V~硫安分自j豚官、酵素j伐の

諸種燐酸エステノレに対する作用

信IC 安分割�  H不腎 酵 素 液 硫安分劃豚肺酵素液

F基 頁 力日 安丸 前!�  1000 5分力rI男法� 加 熱 前� 1000 10分加熱後i

一一一一一一一「一一-7一一一一一一十一一一� 
水解時間� i

1 I 100 20 I 0 

水解時間 水解%
l

氷解時間|水解%|水解時間� l瓜酔必� 

台

交

允

一

，
ノ
芯
山
判
涼
州
国

L一

燐

ニ

ロ
エ

セ

フ

リ

ノ

一

一
グ

pモ

燐

介 

ジエチノレ燐酸|�  

1 

1 100 2o 0t 

1 6 2 2 5 20 0o I 

一二三三三ザ平� 1 6 
竺三円J-L78  

三� 1

L 
1-L2-J--J己JL- 1
401 2 〕ど� 20 30 

ピスージクルイソ� l 
フロヒノレ燐酸�  j 1 16 20 0 2 92 ¥ 20 0 

実験条件� (A)腎酵素液:第� 2表� (a)，(b)項と同じ。� (B)肺酵素液:試験液組成:11/400基

質液� 1.0ml，援街波� (Aと同じ)� 1.0 ml，酵素液� 0.5ml，水� 0，� ，無機明i5rnl ;実験温度 370 菅安定

量。但し，加熱酵素液のジエステノLの項は水の代りに精液自家消化液� 0.5mlを用レた。� 
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考 按

燐酸酵素はその基質持:殊性により，燐酸モノエス

テラーゼ，燐酸ジエステラーゼ，ヒ。ロ燐酸酵素など

に分類されてしる。最近� Baumnn(13)は， ジフェニ

ーノL燐階とそノフェニール燐酸とは単一酵素により

プ']，解され得ると論じ，ただ，酵素l担，J京によってはジ

プェニーノL燐酸に対する酵素の親和['~:が甚だ fII <， 

ジエステノL水解が陰性なる場合があると主張してい

る。しかしすでに，蛇毒から吉岡山，� Gulland及

び� Jackson(l4)， Butler(15)により， また豚腎から吉

田〈めにより� ジフェ二一ノL燐酸を水解し， モノフェp

ニ-71--燐酸には不活性な酵素が得られて居り，また

本報告はそノエステラーゼ、を含まない強力なジエス

テラーゼ、の存在を示した。これとは逆に， モノフ

ェニール燐酸を水解し，ジブエニ一� Jl燐酸に不活相パ� 

な酵素の存在は既によ〈生.日らjれ1ているカか、ら， ジエス

テラーゼとそノエステラーゼ刀;異ることは明白で、あ

る。

吉田の豚腎ジエステラーゼは主としてジパラニト

ロブェ二一ノL燐酸を基質として研究された。そのジ

ブェニール燐酸水解力は低かった。

これに比して，著者が豚腎抽出液の硫安分事~，加

熱処置によって精製したジエステラ{ゼ液は，ジブ

ェニーノL燐酸に対L吉田の豚腎ジエステラ{ゼの約� 

40倍強力であった。

さて，すべての燐酸ジエステノLは同一燐酸ジエス

テラーゼ7こより水解されるであろうか。著者の精製

ジエステラーゼは， フェノーノL系� OH化合物たる

ジフェニ� -71--燐酸のみを水解し，脂肪族アルコール

の燐酸ジエステノLたるピスージグロノLイソプロヒソL

燐酸，ジエチノL燐酸， リゾレシチン， リボ核酸，デ� 

ソキシリボ核酸を水解しないのなお，ジベンジノL燐

械が水解されないのは，この化合物がフェノーノL系

燐酸ジエステノLに属さなし、からである。

なお，ジフェニ-71--燐酸，ビスージグロノLイソプ

ロヒ。ノL燐酸の水解される速度を� 2 3の酵素液にて，，-，� 

比較してみると，加熱前豚腎酵素波ではジフェニー

ノL燐酸>ピスージクロノLイソプロヒソL燐酸である。

これに反し加熱、前豚肺酵素液では，ピスージグロノL

イソプロピノL燐酸>ジフェニーノL燐酸にて，その関

係が逆になっている。ノ¥プ毒酵素・液は精製豚腎ジエ

スラ{ゼ液と同様にジフェニーノL燐酸を水解ーする

が，ピスージグロノLイソプロヒ。;1--燐酸を全く水解し

ない。以上の点よりビスージクロノLイソプロヒ。ノL燐

酸水解酵素の存在が考えられるが，この酵素の分離

は未だ成功していない。

核酸とその部分水解物との水解に関して� Heppel

及び� Hilmoe(16)はジヌグレオチッドを水解L， モ

ノヌグレオチッドを水解しなし、酵素を仔午の牌及び

小腸より分離し この牌酵素はりボ核酸，� coreを

も水解するが，ジフェニーノL燐酸に対する作用が検

査されてないので，著者の精製豚腎ジ、エステラーゼ

波と� l直接比較することは出来なし、。しかし，著者の

精製豚腎ジエステラ{ゼ液はジブェニ-_J1--燐酸を水

解するが核酸には不活性であり，また著者の第E報

実験によれば，豚肺から分離された核酸水解酵素は

ジフェニー71--燐酸に作用しない。

リゾレシチンはハプ毒ジエステラーゼ(17)， タカ

ジエステラーゼ(17)により水解され，またグリセロ

燐酸コリシは細菌Cl8)或は鼠肝(19)のグ� )Jセロ燐酸コ

リンジエステラーゼにより水解されるとしう。著者

の実験で、は豚腎抽出液はリゾレシチンを� 7k解する

が，これから精製したジエステラ{ゼ液ではその水

解が認められなくなる。故に，このリゾレシチソと

グリセロ燐酸コ1):/に作用するジエステラ{ゼ、は，

ジエチノL燐酸など脂肪族ジエステノLに作用する酵素

と同様に，著者精製ジエステラ{ゼ、とは具ると思わ

れる。

括。"、� 
II'tCo¥ 

ジブェニ~ 71燐酸のような芳香族燐酸ジエステル

を特殊的に水解する燐酸ジエステラーゼ、を，豚腎

homogenateから，硫安分劃，� pH 7加熱法によ

り分離Lた。本酵素液はそノエステラーゼを欠くか

ら，ジフェニ{ノL燐酸よりフェノ{ノLを遊離する

が，無機燐酸を遊離しない。至適� pHは� 7であ

る。その作用力はジフェニーノL燐酸終濃度� M/2000， 

酵素量� 1/5容，� pH 7にて� 37
0

，� 1時間で� 40%水解

である。� Catt，Mgl大� CNーにより賦活も阻害も受

けなし、。この酵素液はピスージグロルイソプロヒソL

燐酸，ジペンジノL燐酸，ジエチノL燐酸，リゾレシチ

シ，リボ核酸，デソキシリボ核酸を7k解しなし、。これ

らに作用する酵素は芳香族燐酸ジエステノL水解酵素

とは異ると推定される。

木研究は文部省から赤松教授に与えられた科学研

究費により，赤松教授の指導の下に行われた。こ与

に 1~~ く感謝する。
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