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Flavin-Adenine dinucleotide(FAD)の醇二素的水解につL、てはすでに須田(1)，Kornberg<り

等が報告している O 須田は FAD~こ動物組織拍出液が作用すると， FADを� Co酵素とするアミ

ノ酸酸化酵素系に於いて，� D-アラニン酸化の程度が低下するこ主から，� FADが組織拍出液に

より酵素的に分解されると報告した。その分解生成物の証明は行っていないが，この酵素は燐

酸モノエステラ{ゼ，ピロ燐酸酵素及。~ Activatorではなく，また拍出液による� FAD分解

が無機ピロ燐酸により阻害され，� Ribo臼avin(FR)では阻害されないことから� FADのピロ燐

酸結合を水解するものであろうと述べているoKornbergは� Potatoから� Diphosphopyri-

dine nuc1 -eotide CDPN)のピロ燐酸結合を水解する酵素，� Nucleotide pyrophosphatase 

を分離し，この酵素が� FADのピロ燐酸結合をも水解し，� Flavine mononuc1eotide CFMN) 

と� Adenosine5七� phosphateCAMP)を生ずることを、分光光電光度計で・認めた。

著者は前報ゆで，豚肝から� DPPのピロ燐酸結合を水解する降素，� Esterpyrophosphatase 

を分離し，その性質について報告した。この� Esterpyrophosphataseが� DPPと近似の構造

を持つ� FADのピロ燐酸結合を水解し，� FMNと� AMPを生ず、るものと考えて新たに実験を進

めた。その結果，� Esterpyr・ophosphataseは� FADを水解し得なし、。而し新たに家兎の筋肉

から分離された酵素液は� Esterpyrophosphataseを持たないが，� FADのピロ燐酸結合を水

解する酵素を持つことを知り，� FAD水解酵素と� Esterpyrophosphataseとは異ることを認

めたので報告する O

実験の部

1.実験材料� 

り� FAD液� Warburg& Christian(のの方法に

従って分離した� FAD，FMN，FR三者の混液であ

る。その実験法は次の如しo ;]"モツト肝臓を細切

し，これに� pH5.0の酢酸塩緩衝液と生理的食塩水

を� 1:5の割合に含む液を少量加えて，� 800 5分間加

温後，硝子ホモゲナイザーに入れて磨砕し，再び前

記� pH5.0生理的食塩水を加えて� 80ο15分間加温す

る。加温後直ちに遠沈して上澄に食塩を加えて食塩

飽和溶液として漉過する。次で、穂液を分液ロ{トに

入れ，これに液状フェノール(フェノーノLに水を飽

和させたもの)5.0mlを加えて強く振謹し，漸時放

置後，別かれた� 2層のうち下層を捨て，黄色を呈す

る上層の瀦濁フェノール部を遠、沈すると再び2層に

別かれるから，この上層黒褐色部分を注意深くピベ� 

ットで� 50mlメスチリシダーに取り，これに� 10.0

mlの水と� 40mlのエーテルを加えてよく振謹した

後，再び遠沈すると，白濁した上層と透明黄色の下

層に別かれる。上層のエーテル，ブェノール混液を

注意深〈取り去り，下層を源過する。この櫨液を更

にエーテノLでプェノーノレがなくなる迄洗河産する。こ

の洗糠穏液が� FAD原液で，殆んど� FADのみであ

るが，少量の� FMN，FRを含んでいる。実験に際

しては原液の総� B:!量が5y/mlになる程度に稀釈し

て用うる。以下FAD液と記すものは� B23型の混合

液である。

2) FMN Na塩，� Ribo臼avin(FR)，Adenosine-

5にphosphate(AMP)は和光製品である。� 

3)プェノール燐酸塩，無機ピロ燐酸塩，� Diphe-

nolpyrophosphateは前報(3)記載の如し。� 

4) 緩衝液，前報~3)に同じ。
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]1.実験方法 は八木(日〉法に従って試験液を濃縮，展開し，水銀石� 

1) FAD水解度測定 試験液は第� 1表に示す如 英灯を光源として東芝製� UV-DIフィルターガラス� 

<，第� 1段反応では褐色試験管に� FAD液，酵素。 で櫨過した紫外線による蛍光像で判定した。

液，緩衝液を混じ， トルオール重畳後，完全に遮光� AMPはく7)低圧水銀灯を光源として，� Markam， 

せる� 370C瞬卵器中で一定時間� incubateする。っ� Smith<りの処方に従って調製した穂、光液(松崎くりは

し、で試験液の� pHを� 5に修正する。この際第� 1段反 塩素ガス，フィルターを必要としないと云っている

応試験液が酢酸塩で緩衝されていたときは，� N-酢酸 ので、それに従った〉で鴻光した紫外線による吸収像

或は� N-NaOHを加え，またベロナール緩衝液で、あ (黒色の斑点〉で検出した。また関口法仰に従って

った時は� 0.1N-HClを加えて，� pH 5とした後，吏� Xray Filmを櫨紙に完全に密着せしめ，� 1mの距

に� pH5の酢酸緩衝液� 1.0mlを加えた。� pH修正の 離から紫外線を約� 3分間照射し，� Film 上に白色の

ために試験液量は増すから，水を迫力r1して全液量を� JJl点として認めらわした。� (XrayFilm撮影について

何れの場合にも� 9.0mlとし，これを� 800 15分間加 は東大栄養化学吉川教援の好意により実施し得

温して酵素を不活性化する。冷却後，第� 2段反応で た。と� Lに感謝する〕

は，第� 1段反応に於いて，� FAD水解で生じた 実 験 成 績 �  

FMNを� FRとするために，尿モノエステラ{ゼ、を� 1.粗 Esterpyrophosphatase液による� FAD

5時間作用させ，� FMNを完全に� FRとした。この� 水解の至;Iili5酸度

FRをベン乎ギ� 

残液中に水解されずに残つている� FADを藤田(仰日り)，

八木(仰G Lミプラピン化してf5の〉法によりノル� 笛佳長:光計で

た。� FAD液は� B民2 3型の混液でで、あるカか、ら， これに

直ちに尿モノエステラーゼを作用させて，既存の� 

FMNを� FRとしてペユ/ヂルアルコールで拍出除去

し，抽出残余液中の� FAD量を求め，この量を初濃

度とし，酵素的に減量したる� FAD量・から水解%を

算出した。

第� 1表� FAD7K解度測定の試験液組成� 

F アノ凡Lノル Lコ-Jルレで、� 3回拍出!除徐去しし， 拍日出� 1 

FAD液� 2.0ml

第� 1段反 応|酵素液 初グ

緩衝液�  2.0 11 

pH 5.0に修正するとき増加する液量� 3.0 11 

800 15分加温

図1に示す如く，� FAD水解の至適酸度は� pH8， 

9にあり，酸性側では偉大を示す山が見られなし、。

この実験に用いた� Esterpyrophosphataseは既に

報告(:))した如く，� DPP水解の至適酸度を� pH4と8

に示す� 2種守:力J)立酵素の混合で、ある。ところがこの

酵素が� FADに対してはアルカリ側にのみ至適酸度

を示している。このことから考えられるのは，� FAD

のピロ燐酸結合を水解する� FAD pyrophosphata-

seと� Esterpyrophosphatase とが具るものであ

るのか，或は両酵素は同一つであるが，ただ� FAD

には酸性側では作用しないのであるかと云う問題で

ある。著者は前報(3)記載の如く，� Esterpyrophos-

phatase (以下粗 Esterpyrophosphataseとする〉

からアノLカリ性� Esterpyrophosphataseを分離し

第� 1図� FADvこ対する粗� Esterpyrophosphatase

のpH活性曲線� 

第� 2段反応|人尿モノエステラーゼ� 2.0 11 

2)モノブェノ{ノL燐酸，ピロ燐酸，� DPPの水解

度測定は前報(3)と同じ。� 

3) Esterpyrophosphatase活性度測定 前報くり
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記載の如く，第� 1段反応では� M/200DPP 1.0 ml，酵

素液� 2.0ml，緩衝液� 2.0mlを混じ，� 2時間後，� pH 

を� 5に修正� (FAD水解度測定参照)L，1000 5分

間加温，次で第2段反応として，尿モノエステテー

ゼ2.0mlを加える。モノエステラ{ゼ作用時間は� t
3 4 5 6 7 8 9 

記の� FAD水解度測定の際も同様であるが，� 2-----5時 pH 

間を必要とする。� 5.5"Yiml FAD液使用。

4)ベーバ{グロマトグラフイ� (PCG) B2 3塑 第� 1段反応，第� 2段反応共に� 2.5時間。
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得たので，粗及L 第� 3図粗 �  Esterpyrophosphataseによるび、アルカリ性� Esterpyrophospha-

taseによる� FADの水解経過を比較した。� FAD水解経過
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414 2.粗及びアルカリ性� Esterpyrophosphatase

液による� FAD氷解� 

pH 8に於いて，アルカリ性� Esterpyrophos-

。
 
phataseによる� DPPの水解を，時間的経過を追っ 発革
て実験したのが図2aである。同じ様に� pH8でこ

J
F
 

lu
度

必の酵素による� FAD水解を実験した(図2b)。即ち

アルカリ性� Esterpyrophosphataseは3時間後に

も� FADを水解しなレ。一方粗� Esterpyrophos-

phataseを適当に稀釈して，その活性度をアルカリ

性'Esterpyrophosphatase と同じ程度(図3a)

にして，� pH 8で� FADに作用させたのが図� 3bで 出一
2

第� 2図と同じ。ある。粗� Esterpyrophosphataseは30分ですで

に� FADを� 100%水解する。以上の実験から� Ester- 第� 2表実験2の土澄の� Esterpyrophosphatase 
pyrophosphataseとFAD pyrophosphataseと 活性度

は互に異るもので、あろうと推定される。しかし，水� IlrA- 1 1"'"1.;:;" r-~- 一一
pH 第� 1段反応�  l第� 2段・反応

に浮遊させた不溶性のアルカリ性 Esterpyrophos-

phataseは DPPv
5 。� 52%

こ対しては活性であるが，� FAD 
8 
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考えられる。そこで著者はアルカリ性� Esterpyro-

phosphataseを可溶性の状態にするために次の実� 

'
フこ門

門
戸2

験を行った。前報告(3)の相互分離の項に記載した如� 

<，水に浮遊させる前の� pH5.8で生じた沈澱を

pH 9，M/'JOベロナール緩衝液に浮遊し，� 3TCの恒

温槽中で，時々振蓋しながら� 3時間加温する。次で

遠沈し， この!二澄の� Esterpyrophosphatase活性

度を検査すると第2表の如く，上澄は酸性，アルカ

リ性両側で活性なる可溶性の� Esterpyrophospha-

第� 2図アルカリ性�  Esterpyrophosphatase

花よる� FAD水解経過� 

100 

水


常幸 /0  


皮� 50
 1 
if 

0
0<: 

1I/'戸 

kニ ::.tL二主ごこ~::.=生ニ----主一 

a: DPP 7Jc解経過曲線。
 
b:FAD水解経過曲線。
 
3.4'yImlF AD液使用，第2段反応3時間。

taseを含んでいる。しかしアルカリ側のみで活性� 

なる可溶性の� Esterpyrophosphataseを得ること� 

は出来なかった。この酸性，アルカリ性向型を含む

抽出液を� pH8 vこ於し、て，図� 2aと同じ様な活性度

にした後，� FADに作用させても，� 24時間後にも� 

FADの水解は認められなかった。即ちアルカリ性� 

Esterpyro phosp ha tase は� FAD pyrophospha-

taseを全く合まなし、ことが証明された。次にこれ

と逆の酵素即ち� FAD pyrophosphatase を持つ

が，� Esterpyrophosphataseを含まない酵素の存

在を実験し，この様な酵素を筋肉より分離し得た。� 

3.筋肉� FAD pyrophosphatase の分離と至

適酸度

家兎筋肉粥に 2倍量の水を加えて，� 4日間370 で

自家消化した後，流水透析した液には第3表の如く

モノエステラーゼ，ピロ燐酸酵素は証明されるが� 

Esterpyrophosphataseは全く含まなし、。即ち� 

DPPvこ作用させた後，� pH5として矯� 2段に尿モノ

エステラ{ゼを作用させても，� DPPの水解は認め

られなし、。この家兎筋肉自家消化透析液を豚肝から

粗� Esterpyrophosphataseを分離する場合と同様

に，� N九。，-NaOHで� pH9.0とし，� 650 10分間加温

後，冷却，M/lO-HClで� pH7.0とした液はそノエス
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テラーゼ， 1::::"ロ燐再建酵素WI'用も示さないのこの筋肉

自家消化加淘}:夜を種々の� pHで� 18時間� FAD~.こ作

用させると，図4の如く，� pH8vこ至適酸度を有し，

この� pHでは� FADを� 100%水解するが酸性側では

殆んど水解しない。即ちアルカリ性側で� FADのみ

を水解する酵素液の分離された。

第� 3表筋肉自家消化透析液の諸種燐酸酵素作用

一一一一一一一一� pH 5 9 
基 質 ~一一一一一.

r 

_，

フ ェノーノL 燐酸�  51.2% i 59.7% 
ピロ 燐殿�  6.4 25.0 

DPP 0 0 

DPPに作用後�  pH 5引� o 0 
モノエステラーゼ加�  i 
24時間作用後遊離フヱノ{ル叉は無機燐酸定量

持第1段反応24時間，第2段反応2時間。

第� 4図� FADに対する筋肉� FADpyro-

phosphataseの� pH活性88線� 
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4.6y/ml FAD液使用。


第� 1段反応� 18時間，第2段反応5時間。


に対する燐酸化合pyrophosphataseADF 4. 

物の阻害

筋肉� FADpyrophosphataseが� FADに� pH8 

で作用するとき，無機燐酸，無機ピロ燐酸，プェノ

ーノL燐酸，及び� DPPを添加しておき，� 12時間後に� 

pH 5としで，� 800 15分加温，酵素を不活性化し，

第� 2段反応として，これに尿モノエステラーゼを� 5

時間作用させた。これと同時に対照実験として第� 2

段の尿モ� Jェステラーゼ作用時に初めてそれら阻害

剤を添加した実験とこれら阻害剤を前後とも加えな

い実験を行った。その成績は第4表の如く，‘第2段

で始めて阻害剤を添加した対照実験で、はそノエステ

ラーゼによる� FMNの水解に対して，折、機燐酸，無

機ピロ燐酸，� DPPは影響がなく，ただフェノール

燐酸のみが阻害するを示す。第 1段ですでに阻害剤

害が最も弱し、ことである。

対する燐酸化合物の阻害

+ 	 47.5 
舵機燐酸�  l一一一一一一ト一一� l一一一一一

|ー+  77.1 

ー

を加えてある場合には，無機ピロ燐酸が最も強〈判j

制し，これに無機燐酸，フェノール燐阪がつづく

が，フェノーノ 燐酸の阻害は次段のそノエステラーL

ゼ阻害を考慮に入れると無機燐酸より弱し、と思われ

FAD DPPる。注目すべき点は構造上 に近似な の

日II

4 F第� pyrophosphataseAD表 に

1 17k1 2阻 害 剤 第 段反応!第 段反応 解度%�  

+ 0 
無機 燐酸| トーーァ一一一|L"p

l 十� 80.3 

< 1 

ブェノーノL燐酸� 
+ 47.5 

+66.5  

+ 66.2 
DPP 1---一一一一一|� 

+ 78.5 

一一 日� ----1 
-

三 17F 
瓦一語-li1 MfM lM/M  J 

第� 1段反応� 12時間，第2段反応 r 

5時間，	 8.1y/ml FAD液使用。� 

5. FADpyrophosphatase vこ対する� Mgと� 

Ca塩の影響

上述のアパカリ性筋肉� FADpyrophosphatase 

に対する燐酸化合物の阻害実験と同様に，第 1段反

応で� Mg，Caを添加した実験と，第2段反応で初め

てMg，Caを添加した実験を行った。その成績は第� 

5表の如<，� MgH，CaH は筋肉� FAD pyrophos-

phataseを賦活も抑制もじない。

第� 5表	 FADpyrophosphataseに

対する� Mg，Ca塩の影響� 
l 一 一由一一一「圃-~戸田園調~-r圃E町四国E園田ー

金属塩�  l第1段反応l第2段反!ぷ|水解度%� 

66.0 
MgC12 

66.2 

67.1 
CaC12 

66.8 

一云濃度�  1M/ωI M/2<w I 
第� 1段反応� 10時間，第 2段反応� 

5時間，� 7.8y/ml FAD液使用。� 

6.FAD水解生成物の証明

今迄述べた，粗� Esterpyropbosphatase 及び� 

FADpyrophosphataseによる� FAD水解実験か
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ら推察される如く，� FAD水解により� FMNを生ず� 

ることは明らかである。然し以上の酵素が� FADの

ピロ燐酸結合のみを水解する酸素で、あるとは断定し

ない。そこで粗� Esterpyrophosphatase及び� FAD

pyrophosphatase による� FAD水解生成物の証明

を� PCGにより行った。

(1)FMNの証明。第� 1段反応終了試験液を� pH 

5vこ修.正した後，八木(6)法に従って，硫安で飽和し，

フェノール抽出を経て，� O.lmlの水に転溶し，試験

液を濃縮する。この濃縮液を毛細管で東洋穏紙� No.

50に塗抹した後)� n-Butauol 4，氷酷酸1，水5の

割合に混合した液の上層を溶媒とし，室温で� 16時

間上行性展開した。対照として，基質� FAD液及び

第� 2段反応終了試験液を同様に濃縮した後展開し

た。その成績は第6表の如く，粗� Esterpyrophos-

phatase 或は� FAD pyrophosphatase のみが� 

FADに作用する第� 1段反応後には� FADのスポッ

トは消失し，� FMNのスポットの蛍光が増強され，� 

FRのスポットは基質液中のスポットと同様であっ

た。第2段反応終了後では第� 1段反応で、増強された� 

FMNのスポヅトも消夫し，� FRのスポットのみを

認め，然も蛍光は著しく増強されている。即ち� 

FAD は粗� Esterpyrophosphatase 及び� FAD 

pyrophosphataseにより水解され� FMNを生ず

る。

第� 6表� FAD水解生成物中のフラピン分干の証明

スポット� 1Rf値 !基質液 l鉱芝l包22-
FR 0.30 


FMN 0.09 


士� F 

+

士

叫

川
官 び筋肉� FAD pyrophosphataseは� FADのピロ燐

酸結合のみを水解し，� FMNとAMPを生成するこ

FAD 0.02 -H十

記号は蛍光の強さを示す叫著明，十軽度，士痕跡

ー認めず，第1段反応作用時間は� Esterpyrophos-

phatase液の際は� 3時間， 筋肉� FAD pyrophos-

phataseは24時間。第2段反応作用時間は何れの

場合も� 3時間。� 

(2) AMPの証明。同ーの状態で実験した� 10本

の第� 1段反応終了試験液の� pHを� 5とし，� 800 15分� 

加温して酵素を不活性化し，積過する。穂液を集め

て秤量管にスれ，� 80
0
に謂節した完全遮光の乾熱波

商器中で加温し，約1.0mlに濃縮する。同様の加

温操作を� 10-4M Adenosine-5'-phosphate 液

(AMP)，及び基質� FAD液につき行った。各濃縮

液を毛細管で数回穏紙に塗抹し，� 5% KH:!P04一

Isoamylalcohol混液� (A)或は� 5% Na2HP04-

Isoamy lalcohol混液� (B)の二つの溶媒で，各々

室温で� 15時間上行!性に展開した。 スポットは関口

法により� XrayFilm上の像によって検出した。そ

の成績は第� 7表の如く，基質液を加温濃縮した液か� 

らは紫外線吸収スポットを出発点以外には検出され

ず，� AMPのみを加、温した実験からは� Rf0.66 (A)， 

0.72(B)の単一つのスポットのみを認めた。即ち加� 

温処理によって試験液中の� FAD及び� AMPは破壊

されないことを認めた。両酵素による第� 1段反応終

了後には� AMPvこ相当するスポットと痕跡的な� 

Adenosineのスポットを認めた。Adenosineの生

成は酵素液中に含まれる僅かなぞノエステラーゼ作

用によるためと思われる。

第� 7表� FAD水解生成物中のアデニ� γ分子の証明

溶媒�  溶媒�  B 

1 I21~
A

1_:_j_21_3_ 
'1アデニール酸� 

(AMP) I0.661 - 1 0.65 1 0.721一� 10.71 

- - 1(0.53)¥ - ¥ - 1(0.51) 

アデニシ!ー

アデノシン1

lー

1 

|一|ー  1-1-
数値は� Rf値を示す，溶媒� Aは5%KH2Po'l・� 
Isoamylalcohol混液，� Bは� 5%NちHP01・� 
Isoamy lalcohol混液。� 

1.10-'1 M AMP濃縮液，� 2. FAD液濃縮液，� 

3.第� 1段反応後濃縮液，反応時聞は� Ester-

pysophosphatase液� 8時間，� F AD pyrophos-

phatase液� 24時間， ()内のスポットは痕跡


的である。

以上の� PCGから粗� Esterpyrophosphatase及

とを認めた。� 

7. Kornbergの� NucleotidePyrophospha-

taseの各種燐酸酵素作用と� FAD水解の至

適酸度� 

Potatoより分離した� Nucleotide Pyrophos-

phataseは燐酸ーモノエステラーセコピロ燐酸酵素を� 

合まず，� FADから� FMNを生ずることはすでに

Kornberg(2)が報告した。この酵素が� DPPのピロ

燐酸結合をも水解し得るかどうか不明であるが，私

は純粋な酵素液を得ることが困難なので，Potato拍

出液を� 2囲硫安分割後，透析した液を使用し，各撞

燐酸酵素作用を課ベ(第5図)，この透析液が至適酸� 

度� pH3の・でノエステラ{ゼ及び強力なピロ燐酸酵

素を持ち，また至適酸度� pH3の� Esterpyrophos-

phatase活性をも示すことを知った。この透析液
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の� Esterpyrophosphatase活性が酸性側にのみあ

りアルカリ側では認められないことから，或は

Nucleotide pyrophosphataseによる� FAD水解� 

の至適酸度は酸性側にあるのではなし、かと考えられ

る。そこでこの透析液に� N/lONaOHを加え� pH9.0

とし，� 650 10分間加温後，透析した液を各種� pHで� 

FADに作用させ.� 2時間後各試験液の� pHを総て� 

5に修正し，前記八木(6)法に従って� PCGを行い，� 

FADの水解至適酸度を測定すると，� pH 3でFAD

のスポットは最も薄<，アノ� Lカリ側では濃厚であっ

た。即ち� FAD水解の至適酸度が� pH3にあること

を知った。以上の実験は� Potatoに酸性で作用する� 

Esterpyrophosphataseと� FAD pyrophospha-

taseとがあると考えられる。� 

第5図� Potato酵素の諸種燐酸酵素作用� 

100 

1<.7

解


度
 

d、¥、入メ
% 

L 
50

Ò~~~~
ー)← t 。� t E¥人� 
23456789  

pH 


pH 2: M/10 glycin-塩酸緩衝液。
 
a:フェノ� -Jl>燐酸オ幌曲線，時間3時間。� 

b:ピロ燐酸 11 ， グ� 

c:DPP グ，グ�  

d: DPPに作用後，モノエステラーゼ、を添

加せる� Esterpyrophosphatase活性，

第1段反応� 3時間，第2段反応2時間。

君 按

当教室の実験により，燐酸酵素はそノエステラー

ゼ，ピロ燐酸酵素，ヂエステテーゼに分離されてい

るが，著者は豚肝から� Esterpyrophosphataseを

分離し，燐酸酵素に新たな� 1型を加えたことは前報

くりで報告した。� 

FADのピロ燐酸結合を水解する酵素については，

すでに須田(1)，� Kornberg(2)等の報告があるが，彼

等はその酵素がそノエステラ{ゼ，ピロ燐酸酵素を

含まず，� FADのピロ燐酸結合を水解すると述1ベ，

その酵素の独自性を説明した。然し新たに� Esterー� 

pyrophosphataseの存在が立証されたから，これ� 

と� Nucleotide pyrophosphatase との関連はこ

ふに検討されねばならなし、。

私の実験成績によると，� DPPとFADとの水解酵

素系が異るを認めた。即ち� DPP71¥解の至適酸度を 

pH 4と8に持つ粗� Esterpyrophosphataseはな

おアルカリ側(至適酸度� pH8，めで� FADを水解

するが，酸性側では水解し得なし、。 この粗� Ester-

pyrophosphataseから酸性加熱法で酸性� Ester-

pyrophm;phataseを除去したるアルカリ性Ester-

pyrophosphatase液は� DPPを至適酸度� pH8で� 

水解するが� FADは全く水解し得なくなる。なお，

酸性� Esterpyrophosphataseは未だ分離されない

が，上述の成績から推して恐らく一般に� FAD水解

酵素と� Esterpyrophosphataseとは相異るものと

忠われるので，実験を進めて，� FADは水解し得る

が，� DPPを水解し得ない酵素� FAD pyrophos-

phataseを筋肉から分離し，その至適酸度が� pH8 

にあることを認めた。この所見は上述の見解に確証

を与えると同時に� FAD pyrophosphataseの独自

性を立証するものである。� Kornbergの� Potat。� 
Nucleotide pyrophosphatase vこっし、ての実験は，

著者の使用した酵素は� Kornbergのもの程純化さ

れていないが，この� Potato酵素液はなお� Ester-

pyrophosphatase及び� FAD pyrophosphatase 

を含み，何れも至適酸度� pH3で、あった。� Nuc1eo-

tide pyrophosphataseによる� FAD水解の至適酸

度は� Kornbergの報告に記載してない。然し� DPN

水解の至適酸度が� pH8にあることから，恐らく� 

FAD 71¥解の至適酸度もアルカリ側にあると考えら

れる。 すると，� 1 l杭由物には匝酸捌変を刻，)性� 

t旬as がアノル舘e Lカリ性酵素を合まぬ状態にあり，� Potato 

には酸性及ひび、アノルLカリ性で� FAD py 、-戸rophoωspha'-針-一 

taseカが:あることになる。

各種燐酸化合物の阻害については，すでに須田(10)

が動物臓器抽出液により� pH8で� FADを水解す石

時，無機ピロ燐酸が阻害することを認めている。し

かし� Korn berg(2)によると� N ucleotide pyro-

phosphataseによる� DPN水解の無機ヒ。ロ燐酸阻

害は� pH8.5では著しいが，� pH 7.4では認められ

ず，同様の阻害関係が瑚酸塩でも認められていると

述べた。著者は筋肉� FAD pyrophosphatase vこ対

する阻害を実験した。阻害の程度は無機ピロ燐酸が

最も強く，次で無機燐酸，フェノーノL燐酸，� DPP 

が構造上DPP固に弱くなる。注目すべき点は)1の

FAD !"こ最も近似であるに拘らず，その阻害が遥か

に吉弘、ことである。従って無機ピロ燐酸の阻害は相

競性であるとは云し、得ない� L，この阻害成績のみか
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らFAD pyrophosphataseは� FADのピロ燐酸結

合を水解するとは断定し得ないことになる。� Mc.

Illwain(l1)， Handler(12)，Kaplan(l3)等は� DPNの� 

ピロ燐酸結合を水解せず，� Nicotinic amideを直

離する酵素，� DPN nucleosidaseを分離した。こ

の酵素のうち動物臓器から得られたものは，� Nico-

tinic amideで阻.害されるが，� Neurosporaから

j早られた酵素は間害されないと述べている。この段

に阻害の機序は簡単には説明しねないのである。

ると考えると，水解終産物中tこは� Adenosineと燐

酸と� FMN (B2ー⑨〕を含み，水解中間産物として� 

B:.l pyrophosphate (⑨一⑨一院で、示されたもの〉

方子生践することになり，� PCGに於いては紫外線吸

収物質として� Adenosineのみが検出されるべきで

ある。著者の� PCGの結果は，紫外線吸収物質とし� 

て僅微な� Adenosineのスポットの外に，濃厚且つ� 

大きな� AMPのスポットを検出し，空会光性物質とし

てFADの消失と共に� FMNスポットの増強を認め� 

FAD 71'て解酵素に対する金属イオンの影響につL、 たから� (2)式の如き水解返程は否定し得る。なお

て，須田は彼の酵素が� Mgtt，Co持で賦活され，且� Adenosineの生成は粗� Esterpyrophosphatase

つピロ燐酸による阻害が� Cu塩の存在で除去される 液及び筋肉� FAD pyrophosphatase 液中に僅か

と報告してし、る。著者の筋肉� FAD pyrophospha- に混在している燐酸モノエステラーゼにより生成� 

taseもKornbergの� Nucleotidepyrophospha- AMPを吏f'こ水解して生じたものと考えるのが妥当� 

taseも，ピロ燐酸による阻害は認められるが� Mgtt， である。� B2 pyrophosphateと思われる物質につJ

Ca刊では賦活も抑制もされなし、。

粗� Esterpyrophosphatase液及び筋肉�  FAD

pyrophosphatase液による� FAD水解生成物の検

出は� PCGで行レ，蛍光一性物質としての試験では

FADスポットの消失と� FMNスポットの蛍光の増� 

強を認め，紫外線吸収� AMPと僅徴な� Adenosine 

の外に原点に止る物質のスポットを検出した。この

PCGの結果は，� FADが水解され� FMNを生ずるこ� 

とを示すが，FADの他半たるアデ、ニノl酸部分より

の生成物が� Adenosineであるか，或は� AMPであ

るかは不明であり，前記酵素液により� FADのピロ

燐酸結合のみが水解されたものとは云い得なし、ο~.

体，� FMN (B:l一⑨〉を生ずる FADの水解経過に

ついては次の彊々の場合が考えられる。� 

(1) FAD→� Adenine + Riboseー⑨一⑨ー� B2 

→� Adenine + Riboseー⑨+⑨-B 2

此の式のように反応が起るとすると，粗� Ester-

pyrophosphatase 液及び筋肉� FAD pyrophos-

phatase液はまず� FADを� AdenineとRiboseー

⑨ー⑨-B2に水解する酵素と，更に生成� Riboseー

⑨一⑨-B 2 を� Riboseー⑨と� FMN (B2一⑨〉と

に水解する酵素との混合であることになる。この様

な� FADの水解過程は水解終産物中に� Adenineを� 

含み，� PCGによれ当然紫外線吸収物質としで� 

Adenineを認めるわけであるが，私の実験では

Adenineを検出し得ず，この7.K解過程は否定し得

る。� 

(2) FAD→� Adenosine十⑨一⑨-B2 →� 

Adenosine十⑨十⑨-B2 

両酵素液が式の如き7.K解経過を示す酵素混合であ

レて，八木(1り，清水いのが報告している。八木は臓

器より� B2を抽出するとき，� 90ο 以上で温水抽出する� 

とB23型以外に，新たに� Rf0.13の� B2化合体を生

ずることを報岳し，この新しレ化合体を� Fourth-

Flavin Compound (FFC)と名付けた。又清水は

FRとP20:;との練合反応物から� PCGで未反応� FR

と反応生成物として� Rf0.10の� FMNの外に� Rf. 

0.12の未知� B2化合体を生ずることを認め2 この� B2

化合体が� B 2pyrophosphateでなし、かと報告して

しお。私の臓器からの� B2抽出液には� B2 3型以外の

蛍光性スポットを検出し得なかったが，チョコラ� ι

BB液(日本衛材より注射液の原液を提供された〕に

は� B2 3型以外に� Rf0.12の後光性スポットを多量

に含むことを認め，このスポットの� Rfは八木の� 

FFCと同様のものであり，叉清水の� B2-pyrophos-

phateとも� Rfより見て同じものと想像される。こ

の� B2pyrophosphateと思われる物質を含むチョ

コラ� BB液(動物臓器より基質� FAD液を調整する

のと同様の操作で処理した，チョコラー� BB原液〕

を基質とし粗� Esterpyrophosphatase液及び筋肉� 

F AD pyrophosphatase液を作用後，水解生成物

を� PCGで調べると，� FADのスポットは消失し，

FMNのスポットは増強されるが，� B2 pyrophos~ 

hate (Rf 0.12)のスポットは基質液中のと同じ様に� 

残っており，� Rf 0.12の物質は両酵素液では水解さ� 

れなレことを示している。

(3) FAD→� A乱1P+FMN 

著者の� FAD7.K解生成物を PCGで検Lたる結果A

は両酵素はし、ずれも〔めの如き水解過程を取ること

を示し，� FADのピロ燐酸結合を水解して，� AMPと
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FMNを生ずるものである。

総 括�  

1. 粗� Esterpyrophosphataseは� FADを至適酸度� pH8，9で水解するが，アルカリ性� 

Esterpyrophosphatase は� FADを水解し得なし、。� 

2. 筋肉� FADpyrophosphataseは燐酸モノエステラ{ゼ，ピロ燐酸酵素，� Esterpyro-

phosphataseを含まず，� FADのみを至適酸度� pH8で水解するO 

3. 未純化� Nucleotidepyrophosphataseは至適酸度pH3の� Esterpyrophosphatase 

及び� FADpyrophosphataseを持つO 

4. 筋肉� FADpyrophosphataseは無機ピロ燐酸>無機燐酸>フェノ{ル燐酸� >DPP 

CaH，Mg!+民に阻害され，11の によって賦活も抑制もされない。� 

5. 粗� Esterpyrophosphatase及び筋肉� FADpyrophosphatase による� FAD水解生

成物を� PCGで調べ，� AMPと� FMNを証明し，両酵素は� FADのピロ燐酸結合を水解するも

のである。

本研究は，文部省から赤松教授に与えられた科学研究費により行われた。全実験を指導せられ

た赤松教授に対しこ� qこ深く感謝する。
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