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燐酸モノエステラーゼの賦活と阻害

千葉大学医学部医化学教室〈主任赤松茂教授〉

村越善衛  
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昭和 31年 1月 12日受付

燐酸モノエステラ{ゼm {アルカリ性フォスファグ{ゼ)のアポ酵素は Mglfが存在する時，

アミノ酸或はペプチドにより活性化されてホ戸酵素を形成するが(1)拘 W，とのホロ酵素はそれ

等賦活剤の過剰により不活性化され，この賦活能発現には原則として遊離のアミノ基，カ  Jレボ

キシル基の存在を必要とされた。しかし  prolineに賦活作用があり，ヒスタミンはヒスチジ

ンに比敵する賦活と阻害能を示しく収宮〉，他方ヒスチジン，チロジンのアチ Jレ体，さらにイミダ

メ{ルにもホロ酵素阻害作用あることが証明されたから〈4L 著者はフォスファグ{ゼ賦活，阻

，害作用にアミノ基，カルボキシル基のほか，なおイミノ基，第 3級アミノ基及び  hydroxy-

phenyl基も関係ある事を推論した。これを検討する為にイミノ酸，アミン及び.含Sアミノ酸

等に就き行った実験成績を報告する。

実 験 ・

基質は前報の如くパラニトロフェノーJL-燐酸ソ~ 

ダ〈O，供試した賦活剤は主として市販の標品である

が， Benzoyl-histamineは O. Gerngross明、〉の

.方法により histamine を benzoylchlorid で

benzoyl化したもの(融点 1470).4(5)-'hydroxy-

methyleimidazoleは本学薬学部村越勇氏から提 

供されたもので，.Tother and Darbyの方、広明t.)に

依り果糖，フォルムフルデヒド，アンモニヤ，塩基

性茨酸銅から得られる銅複合体を経て得られた 

hydroxymethyle占 nidazolepicrat (融点 2050 を)

塩酸塩(融点 1080
) eしたものである。 

アポ酵素の調製法，試験液組成及び実験条件は，

前報ωの通りであるが遊離パラニトロフェノーJL-の

定量には目立の electro-spectro・photometer(波

長 400m(J.，波長巾 0.06mゆを用いた。 

実験結果

イミノ酸である prolineにアポ酵素賦活能のあ

る事は既に小林(1)により報告されている。 proline 

の賦活を改めて精 Lく検しこれを pA活性度曲線と

して描くと，一般アミノ酸と同じく二次 S型曲線を

示 Lた(図 l曲線工〉。 ついでメチル化アミノ酸た

る monomethylg1ydne(sarcosine)が同様に賦

活能を有し， pA活性度曲線はまた二次 S型(図 1 

曲線II)であることを知ったが，これを glycineの

曲線(図 1曲線1II)と比較するとその位置は pA約

0.8右にずれ，アミノ基のそノメチノL化は賦活能を低

下せじめることを知る他方 histidine，histamine 

の賦活作用が他アミノ酸に比して著しく大であるこ

とはイミ〆ゾ~ J"l-基の存在に関連することが明らか 

である。小林は imidazole-酢酸， imidazol乳酸， 

urocanin酸， imidazoleに弱し、補酵素能があるこ

とを報告しでし、るが，この度 im-idazoleに就き pA

活性度曲線を求め図 2曲線  Eを得た。 hydroxy-

methylimidazole も二次 S型上昇部と一次 S型下 

降部とからなる pA活性度曲線を与えた(図 2曲線

1)。この imidazolと hydroxymethylimidazole 

との両曲線を見るに，その極大値は相異るがし、づれ

も上昇二次曲線と下降一次曲線とから成ることは相

等しく，また imidazole及び hydroxymethyl-

imidazolの阻害曲線(下降部〉は，この化合物が

ホロ酵素を阻害する場合の一次曲線(図 2曲線 B，

既報及び曲線A)と夫々重なることが注目される。

imidazole及び hydroxymethylimidazoleの賦

活曲線と既報の acetylhistidineのホロ酵素阻害曲

線(図 2曲線 C)とから推して acetylhistidineに

も弱し、乍らも補酵素作用の存在が期待されるから，

この化合物のアポ酵素賦活作用を詳細に検すると図

2曲線IIIの如き pA活性度曲線が得られた。而もそ

の上昇部は imidazoleの pA活性度曲線上昇部じ



第� 6号 千葉医学会雑誌�  -'-887ー� 

1. 

l}{
 

畳一

e
-
-
e
3

、ι

γ

日

出

刀

・

即

w

n

u

y

A

n

p

e

h

 .p a
 
n
 
e
 

工 ロ
ム

o

n
テ
�
 

"
&
、

p
n出一

一
一
一

G

T

一
一
一
一
O

X

a

1

i

v

i

E

E

E
M
A
l
l
-
身
長
当
�
 

5 4 j 2 
、� pA

稀釈� Apo酵素液� 1ml，M/lO pH 9 Veronal・HCl緩衝液� 2ml，M/?oMgC121.ml，賦活剤� 1ml，
蒸溜水3mlを前加温後，� -M/400 p-Nitrophenolphosphate 2mlを添加，� 370Cに於ける� 1時間値。� 

pA; 賦活剤終濃度の逆数の対数値。� 
Activity; M 18000 Histidine添加にて活性化した酵素の極大活性皮を1.0とした時の比活性度。� 

Fig. 2. 
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I. -t:::.ー� Oxymethylimidazol 

E 一口-Imidazol 

JII. -::J-Acety lhistidine 

A. Oxymethylimidazolー.... -

B. -lli-Imidazol 

C. -・-Acetylhistidine 

D. -x-Benzoylhistamine 

一→e一Benzo刊� di泊n句ylh凶� 

F. ー・×旬ー� Histidine 

、� pA 

Fig. L参照

但し� A"'F曲線は� .M/ p，ooo Histidine，M/200 mg!fにて極大に活性
化した酵素に，上記諸種化合物を添加した時の阻害曲線である。� 

Fig. 3. 
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I. -0-Cysteine，n. -xー� Cystine，1II. -.c.ー_Methionine，lV. -・-Cysteic acid 
詳細は� Fig.1.参照。
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その下降部は既報の� acetylhistidineの阻害曲線と 低いことを知った。-
全く重なることが認められたo cysteine SH基の酸化された� cysteine酸にも，

既報の如<benzoylhistidineには強いホロ酵素 賦活作用があり，その賦活関係を示す� pA活性度曲


阻害作用があるが.benzoylhistamineに就き実験 線は二次S型であった〈図3曲線百〉。


すると求められた pA阻害度曲線は一次S型〈図 2 者 察


ン曲線D)で，曲線の位置は benzoylhistidineのそれ アルカリ性フォスプオモノエステラーゼのアポ酵素

(図2曲線� E既報〉左大体近似しているo benzoyl'- を一般� amIno酸のほか� proline，sarcosineも賦� 

histamineは� benzoylhistidineと同じくアポ酵 活するから� imino基も賦活に関係すると云い得る。

素賦活作用を示さなし、。� glycineに比し，� sarcosineの補酵素作用は� prolme
 

imidazol及び� hydroxymethylimidazol，他方 と同様に弱し、。� glycineの濃度を� O.OlMに高めると
 

prolineが活性なる点からみて遊離アミノ基のほか� 10%阻害が見られるが，その濃度の� sarcosineに


にイシド~ l~環 NH 基を有する tryptophane に は阻害作用がなL、。この成績は� O.Bodansky<'のが


高いアポ酵素賦活能の存在が予想されるから，その 骨� phosphatase50%阻害に要する濃度は� glycine
 

pH活性度曲線を求めたがその曲線の型も位置も殆� 0.030 M， g1ycine ethylester 0.059 M， mono-

んど� glydneのそれと一致した(図� 1曲線1V)o methylglycine 0.37 M，diniethylglycine 1.6 M 


次に前報阻害実験成績〈・0によれば� acylamino酸 と報告していることに関連を有するであろう。


の中で阻害作用を示したのは� acylhistidineのほか imino基も弱し、ながら� amino基に代って補酵素
一� 

は� acyltyrosineだけであったので� tyrosineの 能に関係あるが，� amino基，� carboxyl基以外に� 

hydroxypheny1基に着目して� 'tyramine~.こ就い indole核を有する� tryptophaneに期待された様

てその補酵素作用を検したがとれを殆んど認めなか な強補酵素能がみられないことから� imino基の存

った。町ち O.OOlM で 4.~% ， 0.004 M にて� 7%賦活 在は� amino基，� carboxyl基による補酵素能を附

に過ぎ、なし、。 加的に強イじするものではないと云えよう。� λ、

第四級アシモニュウム塩基に就いては� cholineに� choline，betaineに賦活と阻害能を欠くことか


補酵素作用のないことを小林は報告している。その ら窒素は四級� ammonium塩基の形となると全く


終濃度を愛えて詳細に調べたが依然賦活能も阻害能 無効となる。


も認められなかった。� betaine( trimethy 191ycine) hydroxymethylimidazole，imidazole，acetyl-

でも同様であった。 histidineの� pA活性度曲線(図� 21，ll，JII)を相


含� Samino酸� cysteineが強い阻害剤であると 互に比較すると極大値は相異するが，各曲線はし、づ


の報告(8)仰に反し，小林はこれに補酵素作用のある れも� imidazoleの賦活(上昇〉曲線と各イじ合物に


ことを認めているくりので� cysteineのアポ酵素賦 よる合成� holo酵素阻害(下降〉曲線との組合せに


活，生成ホロ酵素阻害関係を詳細に検討してみると より構成せられると判定されるから，� imidazole化


図3曲線Iに示されている様に，低濃度で賦活能を 合物はその側鎖に遊離� amino基の欠除する限り殆


有し，次L、で濃度増加と共に阻害作用が現われる。� んど相等しき賦活能を示し，他方それ等の阻害能の


pA活性度曲線の上昇部は三次S型で下降〈阻害〉部 強さは側鎖構造に影響されるものと恩われる。これ


は一次曲線を示した。� から推察すると� benzoylhistidine，benzoy lhista-

cysteineは実験中空気によって酸化される可能 mineが全く賦活能を示さない理由は，それ等の
 

性があるので� cystineに就いて賦活能をみると� pA- imidazole核に基く賦活能が側鎖の強化阻害能(曲


活性度曲線上昇部は一次� S型でその位置は� GYs・� 線� D，E)に被はれて現われない為と解される。
 

teineに近かった(図� 3曲線ll)。活性度が1.0に達� histidineの強補酵素能が� amino基と� imidazole


する或はそれより下降する� cystine濃度範囲の実験 基に基ずくことは，� histamineの強補酵素能，


は溶解度の関係上不能であった。� 11rocarlic acid，im泊azole酢酸，� imidazol~ 乳酸
f 

SH基が� methyl基でふさがれている� methio- (1)或は� imidazoleの弱賦活能から推定しうる。他
 

nineで怯� pA活性度曲線上昇部は二次S型で� cys- 方� imidazole化合物の阻害作用は� imidazole基
 

te.ineに比L右に動き賦、活能の低下を示し〈図� 3曲 に関係し;histidineと� acetylhistidineとが略相


線1IT)下降部曲線〈一次S型〉の位置から阻害能も 等しい阻害曲線〈図2C，F)を示すとと(一般の
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amino酸では� amino基は阻害に必須である)，が� dipeptideと同じく一次� S型を示すのに対比す� 

benzoy lhistidine と� benzoylhistamine の阻害 ると，この� cysteineの特殊な能度は� sulfhydryl

曲線(図� 2，E，'D)が互に近接していることから側 基のあるととに依るものと考えられる。なお，� cys-

鎖はその作用を強め或は弱めるに過ぎないと言い得� teineの賦活と阻害能は� SH基が� methyl化され，

ょう。 叉は� sulfon化されると弱くなる。

なお，� Cysteineの賦活能は強く，� pA活性度曲� amino酸，.amine，sulfhydryl化合物等による

線の上昇部は三次S型である。これを� methionine 賦活及び阻害の機作に関する検討は次報にゆずる。� 

cysteine酸が一般amino酸と同じく二次，� cystine 

総括�  

1. アミノ酸が� Mgltの寄在する時，アルカリ性モノエステラ戸ゼのアボ酵素と結合してホ

ロ酵素を生成すると同じく，イミノ酸にもこの機能があるO 

2. ハイドロオキシ・メチ戸Jレ・イミダ:/.-Jレ，イミグy戸Jレ及びアセチル・ヒスチジンは

アポ酵素賦活作用とホロ酵素抑制作用をもっO 

3. ベンツォイ戸ルヒスグミンはベンツォイ戸ルヒスチジンに比敵する阻害作用を有する。� 

4. チラミンの補酵素作用は甚だ弱い。� 

5. チスティン，チスチン，メチオニン及びチスティン酸も叉補酵素作用とホロ酵素阻害作

用とを示す。

本研究は丈部省から赤松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授の指導の許に行われた。

乙与に深く感謝する。
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