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熱 餌 析 に.よ る.酵 素,作 用 の 研 究

第一報 サッカラーゼの作用

刺1前 武 和

」

1

、

緒 言

サッカラ冖ゼに闘する研 究はサッカラーゼの比較的安定なるのと,比 較的多量に得易き審及び

薫糖の得易.き鷁に・.古 くから幾多の研究拍 こ{衣つて試みられ て1・1}.る=殊に¥Villstgtter,li・ler,

Nclson等 の教室に於ては數 年間に亙 り數多の輝し4績 を禺してゐる.然 しそれ等の研究は

總て蕪穂轉化速度の槻察には轉化の際の旋光力の變化,或 は生成した還元艚のjQ/Cカ に依る測

定法を用ひて居る.尚 韓1ヒの際の反應系の容蹟の塘加を膨脹計を用ひて測定する方法も提唱 さ

れては居るが,.賓 際それによつてサ・カラーゼの1糊 を研究 した報告は見られnい.處 が最後

の.方法を除.3,以 .e從來用ひら#tてゐる方法に於ては反應系から各時間に反應系の一郡 分を取

.出して測定せねばならぬか ら、常に條件を同一liし て.測定する事が困難であ り,又,可 成連綬

的 に測定する事が困難である霧に比較的初期め反慮逑度の研究に關 しては暗黒なる一magiが多い.

加之晩後期の反應逑度に關 しても多旋光等に依つて測定上の不便がある.

木研究は.堀.場教硬に依って考案せられた熱絳祈の方法〔1,を應用 してサッカ ラーゼの11=81を明

かにせんとした ものである.卻 ちサッカラーゼに依る輔【化の瞭の摶化熱に因する反慮系の温度.

の1=昇 を簡單なる硝子製 力.nリ メーター2,を用ひて時f61fviに観察 して反應速度を覗知せんとし
.た
.之 め方法13從 來用.ひられた方法と異 り,tくbitの 缺黝を補ひ得ると考へられる.r,本 研

究に於ては蔗糖鱒化熱の測定も同時に正確に運行 しようtし た.因 に著者は一般に諸種の,殊

に測定方法の尚完全でない.酵 素に依つて6Y進せられる化學反應の熱解析を爲すト1的にて先づ

最 も.よく知られた酵素反懋としてサッカラーゼに依る蔗轉糖化を選んで本研究に著手したので.ある.1'

實驗 方法 及材料

'〔1〕 材 料

(1)サ ッカラーゼの分離及精製

著者は從來の方法を改良 して,増 養に依つて時聞價を比餃的少さ くした醪母を全然稀繹する

喜な しに中性で長時間敏置 しで徇た自己{ili化液を二囘酒精沈澱に依つて精襲後直接前處理を施

さないカオ リンに吸蒲せしめ稀薄なアムモβア水で脱吸茄せしめると云ふ簡擘なる繰作を施す
け

1事に依つて,著 しく.夾錐物の少い時聞價025と 云ふ比較的純檸なサッカラーゼ液を相當多量得

るコfに成功し,之 を使用した。(詳細附録參照1.

(2i簾 糖 の 精 製

簾穂を水i容液 となし,.濾過後,舍 利別axと なる迄減壓蒸帽し,之 に60%に なる如 く酒精を.加

1

1)掘 橋Z車i駐,11;本 誌 で原 織),!¶!4う(1927);4,】(1930).

堀 鳴 及 馬 塑};本1琵;(原 幸提),6,47`.la:,a),

2)掘 騷}及 鱇;本 誌(原 報)レ6,16(1932)・
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へ て 生 .じた沈澱 を分離 し、 よく酒 精にて洗滌 後吏に ヱーテルにて洗滌 乾燥 して貯藏 した.,之 の

操1乍.を測 定 前 々日更に一囘繰返 し,乾 燥 し,:R9;前 日旋 光 力を測 定 し 〔a]D=G6.6。 に して蓮

元 力を呈せ ざる事を確 め「=似サljに供 した。

〔11〕實驗裝置及方法.

化瞰 齣 熱噺 ・於て齔 輙 應・依・反鯀 の懺 の靴(亭)を 蹴 レ それ・豫

め反黼 ・樹 ・な反鯀 ・その周圍・・顱 礁 依る細 撒(黒L)及iXl反 麟 を飩

反應系の欄(W).を 測定し,更 に吹に示す如き方法で反應熱(U)を 耡 て,次 式から壽

を知 る事 を 同的 と して!Sる.

dTdT'Qds

・緜 ・於誰 黒 ・鯔 系・・ll… 魍 勲 ・示す・・蟷y・ ・一・一瞰 ・て

マπ は(1)式 に 於 て 盃 一30な る 蝸 合,即 ち 冷 節 曲 線 のJc の.観 察 か ら 知 り 循}.測 定 し 得 る.
.るが
,既 に 堀 場 佐 藤 働 及 び 堀 揚 。馬 場dに 依 つ て 硲 め られ た 如 く,又,本 實 驗 に 於 て も良.く 一

致 を 見 る 如 く之 は 二 二.一 トンの 冷 却 法 則 に 當 嵌.ま る.｢uち

dt-koT..................................................._........

こ 、にkは 一 つ の 恒 數,△Tは 反 應 系.と 周 閘 と の 温 度 差 を 示 す.

W鰍 定は反鯀 鯲 て反慮終了後電流を剛ひ禪 位時隴 一定の熱量 ・・嶼 へて 県

を親測 し次式によつて算出した.之 は叉水k/f1Uて 御た詰果 ともie較 した.

d"1'

do+k・ ∬ 一弋←.田.(3)

3く,反 應熱(2は 直 接次 の如 くに して求 めた.(1)式 をJ1;1-tき改 むれ ば次の如 くな る.

w(雫+k△T)一 半.(a)

之の(・)式から・融 駲 の颱 系峨 顯 撃 ・時隈 の關隴 知 ・それから圖嬾 分

・依つ2bよ ・反贐 了の黼 ・1迄呵ll・Qを 求むれば・い・1魍礫 了しな嚇 は㌔・・

【巳迄の間に反慮した物質量をtl後 の反ttt系め旋光力の檢査によつて知 る時は反應熱は算出し

得る.

鉢 實th・gesを 爲す 亭 の鯲 …il・1の女nき・・… 一・.一を職.・ はtsee約 ・楓

深 さ約i7糎 のDewer瓶 で ある.Bは ペ ック了ン氏寒暖 計.Cは 攪 拌器で ある.Dlま 加熱 器で

as:r・管dの 先 に附 けた徑O.1粍,長 さ20.4柳 の 白金線`1'は 水銀 を介 して硝子管.d内 で導線d"

と接績 して居る.Eは 水約25竓 を 人れ る掬 子製容器驢εゴみ管e.及 び硝 子忤e'を 粧 てDewer

瓶 と,叉e"に 依 つて 外罪と交通 して居 る.}:をE'の 位 置 に持 ち.来す噸 よ1こ 内 の 内 容 を殆

ん ど瞬闇 的にDewer瓶 内 に移 すを得た.又,全 裝 罎は測定の際 には圃 の如 き位 置迄 水中に淡

みしてあ・・(第咽 鋤 詫 の装置を脚 て廳 熱融 る ・器 喇 厳 行・・忙は齲 液

を以て作く～たある濃度の」購唐溶液100耗 ξ λ内に探 り,又,.Erhに は酵素瞭液をある湊度に稀

繹 したるもの.2〔旧 耗探つtc・(之 だけ探 る時はE.を ・);'に置いてE内 の内容をAに 移す時,

A..内には丁度20竓 入つた).斯 く容器に試料を充 した後;接 績 部を蜜蝋で封 じ恒温槽 内 に入

へ
'

_1鉛_
●

● ●
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れ・て,そ の後約5時 闘放置 してA内 の温

度が恒温梧の淵度と同一になつた時,Eを

F.tに 移 して酵素液を投入 し,べvクT.ン

氏寒暖計の讃みを時間的に測定 した.投 入

後寒暖計の上昇.し始める迄の時閔は何れの

實験 に於て.も常に15秒 で,又 霞流を以て

加熱 した場合に電流を通 じ又切つた後寒暖

計の示度の上昇或は下降迄 の時 聞 も同樣
.15秒であ り

,Nメ チレン青のi#液 をE.内

に入れて投入實驗を爲すに殆んど瞬闇的に

混合されるのを見た.故 に投入後寒暖計の

上昇 し始める時間凶1ち投入後15秒 を以て測

定上の1啣昌1の零點とした.

又,黒 一翻 後刷 ・及びw醜 定

を試み起 之の1・1的の爲に導線d"1;容 量

の大なる.蓄電池,正 確なるアンメーター及

び抵抗器を直列に連結し,一 定の電流を通

じて時聞的に温度の上昇を測定し,又 電流

を噺 つた後自然に冶却せしめてそれを父.親

測 した・.白金線d'の 抵抗は}象めt・rト

ス トン橋を用ひて37ρ 。C.に 於丁求めて

置いた.W及 びkの 測定に反應系自身を

瑚ひて反應系の中に存在する物質の種類及

び葭度の差に依るW及 びkの 爰化 を知

.'1'ig.1ら うとしたが,之 等は後に示す様に蒸爾水

を用ひて測定した.縞果と殆んど差のない事を知つた・

次に了繍 實驗に依つて箸者の.得た酵素液に依る簾鯖摶化の慍度及水素イオン濃度の好適僚件

はta度37。OOC.,Pll=4.L)で ある事を知つた.故i.ζ著者は本實驗を次の四群に分つて試みた.
ぼ

第『.階は薦糖 溶液 の農 度を15%と しPH及 浬 度は夫 々4.L～,37.0。C.で 酵 素康液の量 を變 化

せ しめた もの。
.

第 二樺は酵素原液13.5.蛇 を 用ひ,Plt及 温 度は第 一群 と同 じく夫 々 ↓2,37.OPC.で 薦糖 溶液

の濃度 を.を襲 化 さ.せた もの.

第 三群は酵素原液 量13.5耗,藤 穂溶液の濃度15%,溜 度37.o。c.と し,1)llを 變 化 させた もの.

第 四 群は酵素原液 量13、5矩,縻 糖溶液の濃 度15%,Pli=4.L)と し,濃 度を變 化せ しめた も

ので ある.

尚 本實験に於て記 され てある 両 の 値は趣 てボテ ンシオ メーターを用ひて電 氣的 に測定 した

値で ある.綾 衝液にはp凪=2.91ζ は1110規 定 第二拘櫞 酸 ソーダ溶液4竓 にyio規 定 鹽酸6竓

を加へた もの,p}1=4.2に は1/5規 定 第 二燐酸 ソーダ溶液828耗 に1/10規 定 拘櫞酸溶液11.79

姥 を加へた もの,Pll=5.11に は1!10規 定 第 二拘櫞酸 ソーダ溶 液9竓 【こ11ユo規 定苛恠 ソー ダ

液1髭 を加 べた もの,PH=6.2に は1/5規 定第 一燐酸加里溶液50竓 に1痴 規 定苛 性 ソーダ液8.6

ハ

ー1融 一
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竓 を加へた もの,px=7。0に は115規 牢 第 一燐陵加里溶液50竓 に.i/5.規 定 苛性 ソーダ液29∫ お

竓 を加 へた ものを用ひた.

實 驗 結 果

〔1〕 反 應 熱

(1).冷 却恒數k及 水當量W

本力uリ メーターに.ユ20竓の水を.充た し電氣的加熱法にて加熱曲線,冷 却曲線を觀測 し,.そ

れ よU水w並 に冷却恒數を求めた結果.は次表o如 くである,(第 一表參照)

「r
ab【eユ,

R-ate1211.Dc.c.'Cenyo.MBath27.0ｰC.

¥n.o「bsp.、 ＼

i

damp.・)

O.i3fi

O.71

0st

}

9ノ

(cnl.)

8.963

7,0bO

4.543

、v

mean 1・ 畆
IG7.?1

165.72

765.10

o.ois;

OAIgi

O.0107

曾

ユ

リ
一

.nの

z,第 二表に示せる如 く反應液に就いて水當量並に冷却恒数 を求.めて見るに純水を充π した

る時と全 く一致 した値を得てゐる・(第 二表射超試驗W及tiの 欄參J!i+.),

Table2.

Quantity Q膃n【ityn(
'1'empera 一

hlcysn.anen[

ofI:esc龜ionIl㏄ 矍.
Blank'Teat

..r

Sucrose

〔9・ll)・

o重

Eniyme
-畠
Soiudnn

(c・u)

Reaction
(nH)

lure

ofRtth

(。c}

Inverted
Sncrosc
(ssl

14'eighしO」.I

Section.Papa

ncropiedby

dici-qcurve,

(Km.)

Pcaclinn

Heat

(Cal・19m・m。1,}

k

1¥'

(Ca1.J

●

15.0 5.0 4.2 :<;.n ]00.11 Oi3字844、026 o.ms; ltip:i]

5, 】o.o ,1

,
闘 100.0 0.38504.00a 0..0197 IbJ.i?

噛圏 13..i 層, ■・ ino.o n.3sssa.nos 0.0/8fi 16あi3

「戸 16.0 芦7

.

卩1 icw.o o.3sao4.oan 0.0195 ltia.i2
.

1, 18.0 ,「 ,, ](10.0 0..3S29《,069 0.01991 1G5.i2

り ?0.0 ,1 ,鬯 no. 0.31104.054 O.OIAb105.;0
一一

2.G 13,δ D ,鹽 亅.0〔[.o 0.050) 4.ois 0.0191 165.71

虫o 璽, 圏噛 闘 100.0 o.io2a 一4.103 0.0191 1u5.6S
,

5.0 ,, ,, ,鬱 】oa.a 0.7?43 8.965 0・oia7 1Gu.i1

.一 ρ

'u ,, ▼「 辱P 1.00,0 0.1 .nis a.osi 0.0ユ96 1G5.T2

10.0 ,, ,曾 ▼, ioao 23076 d.ll] 0.0198 iss.71

r>s ,, 「「 7驢 iao.n 0.3230 4.1?3 0.010!7 165.71

so.o 卩. ,「 ,鹽 100.0. O.073? 9.002 o.otsa 76ai1

?5.0 ,■ ,冒 ,」 9568 O.fiYO8 9.GG8 n.oioa lB.iO

30.0 ,, ,「 7, n〔},4 O.iU15 9。0了2 o.utss 16う 。72
o

35.0 ,, 9¶.
o

,, 97.n. 0.8490 0.980 0.019了 165.77
,

●

_153_皇 」
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rs(原 臧) (沸鯛)熱 解析に.よ.る酵素作瑚の研究

1

lu.n
r.1:う

.5 ;.n
甲

37:0 17.Oi 0:0642 4.001 ll川97 ]G6.73

,, ,「 6.? 「,. X2.2 0.3100 4.吐}oδ 〔】.`レ1偲. 165.了0

,, ,鹽 v.11 ■1 100.0 o.xsoo a.osa 0.0196 165.70

,, ,. ?.9 鹽, 工OU.n. 0.38]8 a.ocz n.oio了 185.74

4.2

■,

■9

■曾

42A

38.0

35,0(1)

ti.0(17)

R2.0

ぜ

ゆ

け

ロ

む

籾

哺

no

貯

oo

l

1

1

o.aaaa

O.3708

0.J901

0.acau

O.3919

..^..GGS

i.Oo@

4.isn

d.03`1

4.170

0.019fiI165.i]

0.01971面.71

可}.〔騨19Gacs.79

0.01961165.71

0.019911B+i.iO

?lean {.Oa9 1⊃.111:71=lli:i.71

ム1ea"SquユreEmr・
1± …sis ま。。。1。8【圭o.・1・8

・

(2)反 應熱 の 決 定'1鬻灘購 灘 艱 纖撃驫
掀 」紹 臨 示されて評T一 一`.齲 のdi軸 曜 攤 歎 し紬 の・TiiLcの 單伽 こ

を探つた)を 畫.き囲上積分法にてQを 求めた結果は第二表に示す分・† 酬 伽 こ万

様に各實驗皆 よく一致 した數値 を與へ軍均4.1Calで ある.此 際 反應の完全に終了して居ない

時は反應中絶直後VcrA9定した反應系の簾光度から分解李を求めi!!i@)t1瓦分子皀llち33`?L#liに對

すう塑熱帰を計算 した。上表 を通覧するに之の方法に依る反醺熱の決定は柏霊㌃信す可 き結果を

鯉 腰 ・又之のdo_tdtの 瞬 を基 として行ふ棚 ・依る反鰹1臓 ・)解析 をし・f'

頼 ず る に 足 る もの で あ る と の 確 儒 を 抱 か せ る もの で あ る.

(3:)熱 化 單 的 に 求 め た 計 算 値 と の 比 較

庶糖 の韓 化fib知 の 如 く

CI2H2匙`)11十H,(,=c5x,en5÷C6耳 」ρ6 .(誨)葡 萄 穂 果 轄

な る式 に 從 つ τ行 は 缸 る・ 之 の 式 に 從 ふ もの と して熱 化 學 的 に暫 化熱 をartせhi=

{qlH29011Ao.}昌 〔C墨.H.oOu〕 一c

●

〔C6}{1靠く匚縮〕`(C5HI206Aq一}十a

〔C6HI206ゴ 昌(C屍1.fK聖(振A隼)+b
'r40
.÷ 〔Cl21{黔OII〕 冨120濃 十U(H」0)+=

6COa十8(H.O)=(CeHwOfJ十7?0,一r

十BCO_十8(H.O)=CCsHreOF)+1?Oy一'`

(黼 塘)

(果 翻

1蕈噺 …
(C13H220肌A咽 し》十(i3.o)冨=2(q5H腰06A9.)十a+b_c÷ エー二)・_劣

(6)式 にx,

Cc-0.9(池K3,甚 置1353.}(烈`4,

a己2-2.3Cコ 山`5〕y量674,0Cmユ`司 〕

●b
昌含_2,3CaLθ,z昌67L6Ca1〔A冫

な るGfiを 代 入 し て 貅 算 し て 見 れ ばQ1拝m.m。F↓1Ca1襲 と な る ・

(c)

'

8).1'aLleannucllesin[mnat.r｢(30?`?).

4)Landolt;Physik.Chem.'1'nb.,(19"3).

準.Ilcnog(R.0.!.lcnoe;7...Physio1,C.,37,...^,EA(1903))は 稀 譯 熱 を 考 慮 に 入 れti二 燃 焜 熱 の み か ら

・ 酢 銘 し で3,1Calと 云 ふ 億 を 得 て 居 る ・.

・

L

一/5fi一

9
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(瀞 萌)熱 解析にtる 酵素作川の研究 (原報)cs

然 し之 の燃焼 熱 の 測 建 に.於て は一 位 以 下 の數 字 は 諸家1二俵 つ.て一 致 して 居i,い,そ れ で それ 等種 々の 価 を

用 ひ τ計 算 すれ ば260～10・0(飄 の 籠 園 に な る・'

叉 一一Ji

(G1亨H旦20闘Aq.)十(H,0)判CrHg20摂 、q.}十(qH宦 ρ 囁Aq.}十Q

(蒲 萄 粧)(果 籀)

[;於 て ・(C1・恥 ρII:¥a.)・・ 〔tt.〔}MC・H・.o;,.1q,)(葡 萄 ㈹ 及 び 位H・ ・0・荊 ・)・(果癬)眺 成 熱 鵬

5::4:aCal,G9.OCal.:300.4Cnl,309.1Cal,`61と 云 ふ 値 を用 ひ 一careす れ ばQl駕m .m。F3pOqLな る債 を得

る・ 然 し以 上 の 諸 々の 価 は何 れ も計 算 に 用 ひ た 數f抑 〕測 定談 差範 園 内 に あ る もの で あ るか ら必 牛 しもiF鋸.

な もの で は な く,大 略 の 員安 を示 す に遒 ぎない ・

醸 つ τ本 研究 に依 つ て得 たSriを 見 る に大 慍 燃 燒 熱 加 ら導 い た値 のiii,.す る範 閘 内 に.ある故 に之 に俵 つ て

愈 々本 買 臉 債 睡 ち 〔Cly111.mm=4.1{烈 な.bIhの 正 確 な る事 を裏 書 し.且 つ廼 い て は本 研 究 法 の 應 用 し得 る

もの で.ある事 を一 贋強 固 に.す る もの と考 へ られ る.
・

〔11〕 反!1速 度 め解析

(1)一 .般 論.

前記・如 く種 ・の條{椡 ・癰 起 ・髄 昭 ・を闘 ・dTdiを 耡 硬 … を求め

繍 謙 瓢搬繍錯驚 。隷 鯤攣飜
q-tのaryl系 が 知 られ てゐ るのみであ るか5,之 等か らkmを 算出せん とした.

」先づ
濃L一 ㎞ 〔a-s).'(丁)

#i5}し てk・ ・一[・na 一 翼

a-x=ae-kmヒ(3)帥 ち

(a)を(7)に 代 入 して

裘 一 ・1輸・一kmt

ll蓬

蒙

(9)

吸 ぴt:IAN:`・・ 一 ・徹 夫・(昏 λ
…(斜.と すれ・

・(1転 」・(暑 レ 睡 。
.

.lukm=一 ・{(齦 卑}
..

一 轟 雛 島 一 ・ ..(・ ・)
,

・・"… 。・・,は夫 ・吸 ぴ ・・唹 け・.・ 皀卜 撃 の値 をあら・ま9の と妬 ・の(1・)

式 を用ひてkmはq-t㊧ 關 係か ら容 易に算 出せられ る.之 の際4.r..を 夫 々任意に採.る時は

極 めて一致 しない値 を示 すairに 』 をある一'ilの 鱒 ζ定 めて,0の み を任意に邂 定 してkmの

◎

5)Benhcl〔}t3'Pherm可 猶clthllie12,69δ&796(lBUわ,
,

一]Ji一

・一白 ■■■」国圏■■■■■■■
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σ,

了【レ(原 報) (紳 櫛1ン.熱解祈に.よる酵素作用の研究

韓 ・て見た・そして十 ・・糊 硼 蔽 ぴ舎 幽 の驪 か・之皈 應を儺 示
・す樣な方法で解析 しようと試みた・'

先づサ,カ ラーゼに依る薦糖轉化の.反應は古くから均 一系の反應と考へ られて,大 體一・次反

應式に從ふとされて居たが,そ の後 そttには全 くは一致et,幾 分 の偏倚σ)ある爲に譲家`6'に

依つて種々.の寅驗式が提出さ.れて居る力竃,尚完全 なる詭明.を缺いて居る..處が本賞驗 に依つて

得た結果に就いぐ見るに後掲の各表,鬨 に見る如 く,反 應初期に於て全然一次反應とは掛け誰
し る

れな型式を取帆 後期に於て一衣 反應に似た形式を取る事が認 められた.邸 ち次掲の第二囲に

砦 一・蠍 ・BC・ 礪 型的・示欄 ・ABIt・ 瀚 ・Cな ・翻 及び ・1・t・6mppm三
つの部分から成立つて居る事を認 めた。

處が こLにBC部 分は經過の時聞から見て も後に示す如 く寧ろAB部 分よ1,CD部 分への移

行部 と考へ ら爬る.そ れで之のAB及 びCDな る二部分の各 ヒに就いて禰 々の條件に俵る影響

を檢する践に次に少しく判定の方法を考へて見やう.(以 下全篇を通 じてAB.部 分,BC部 分及

.,(6)V。 買enri.(7..pLybilc.C.,39,】94}(1901}はiを 最 初 の 庶#)fUt.度.xを 轉 化 しt=モ ん 鎖 と す る 時 は

舎 一・、(・+÷)(・一・)或 は ・tk,一÷1・1芒 美

な る 式 力`頂:.く一 致 す.る と 云 ひ,」 又後 に 〔Comp【.Tcnd.,1置5,416,)(1902)

器 舞 認P… 瞬 蹠 礁 結働 φ解離齦
な る式 を.惜出 して 居 る・

H.LISaTebdrechL(孤llb罫ik.C,4g,舶6,(1904)は 最 初100琵 中 に あ る庶 糖 の天 数 を 且・韓 化 せ.す

に 残 れ る庶 糖 量 をy・ 最 初 の一 分 間 に籌 化 した量 をln・ 叉nを 轄 化糖 と酵 素 との 縞 合 に 關 係 す る恒 殿

とす る時'

tlvv
　　 む ロ　
dヒy→ ■n〔:一y♪

で あ らは され る事 を主 張 し,

A.w.Vtsser(z.Ph野ik.c..s2,257)(1gnor)はcを 度 蓆 の 濃 度,1を 酵 素 の 觸 媒作 用 の張 さを あ ら

に す 目安.とす.る時

一寄 一{㎏ 一陥 ザ}・ 然も1一 痢 羇
,+ce

とr;る と云 ひ,

L.]lick・Delis及 び.M・L.¥ten電en(Biｫh・Z.・49.333)(19】=り は酵 素 庶 糖 結 合 物 の 温 度 をPI酵 素 の

全 湛 度 をe・ 酵 素庶 糖 結 合物 の解 離 恒 駁 をKm.と す る時

(_一at)一 ・p「 、1葺X

な る 式 を輿 へ

∫.き1.Ne且s6"及n.LI.Iitchock(∫.'、,C.S,43,2c:;?)(1921)は

・一÷{1蜘 農 ・n.・oss9・ ・一n.・・onn・s・;F=一〇.0011…1・ 誕 評}

な る式 が實 融 的 にxく 一 致 す.る事 を 見 出 し,

J.B.S.Haldanc{Enc}'mc,,.76,)119}賜 は¥lichaelis等 の 考 と 似 た推 論 で,更 に 酵 素 葡萄 糠 結 合 物

の 解 離 傾 駁 をKg,酵 棄 果轄 績 合 物 の解 離 恒 鼓 をK「 と しr

・n.VX

Ut-n-aA-a
a}1:m(1}h

X}1:r

或は

}(・ 一 畏詈_hmY .a)(s-x)…(1+aahr+Ka.)Aln一

な る式 を輿 へ て 之 が 翫1son及71itc6rxkの 式 と同樣 の 傾 向 を示 す と.云ム τ 居 る・ e

一16一
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、

(紳前)熱 解析によ る酵素作月iの研究 (!r,!報)71

B

d【

稜 分 して・

・一 吾 ・・+・'・+c

積分 常数cは,`=oの 時.=oで あ るか ら,.<:.=oと な る.

.・,・ 冒 ÷ ・・+欲

之 から

・一 冖"'+VaｰU+"?bx'(鰤 ・・今味上捨 て ・・

之を(11)式 に 代入 して

Jr __
dt-va+36s

.こ'に 軍:}・ 置・・

砦 一馬γ・蘇.(12)

なる式で示 され る.

そ れで種 々の條1'1;`ζ於 て,a,bを 求 め,之 等か らk1,a,を 算 出 して,之 のk1,a,が 種 々の條

件に依 つて如何 に爨化す るか を調 ぺて見 た.

㈹CD部 分

之の都分 に就 いてkmを 概観 して .見るに.,大6z.於 てr致 す る如 き も.,一 様 の傾崗で偏倚 し

一15&一

9 '塾 α

A一 一 一 一 一
層 一 。 一 ・

■
・o

一 オ

ぐ.,.,.,

Fig.ｱFig.3

ぴCD部 分 と云ふ時は之の 意味であ る.).・

(i)Al玄 部 分

之の部 分は何れの實驗 に於 て も同様 に第六岡,第 九岡,第 一r二鬪及第十.五圃 に就 いて見 られ

・如 備 てIICdo一 ・鱒 殖 絲 ・な・のを知 つたの で次 の如 く・・して反 継 度式 を求めた・

第三 圃に於てAO蕭a厂,tln=bと 置 いてAB直 線 の式 を求むれば

ユΣ_v+a' ..(11)

凶凶幽畄一..

ゼ
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■

一:a(原 禰
{憩前)熟 解祈に=よる酵素隼用の研究

・⑳ 観 …llzで 通親・て見・1'c一}itiil=.1下の靴 胤 策 隅 斯

三鬪及.び第十六鬪に示す如 くガ餌れの實驗で も直線關係になるのを・見た.故 にxの 如くにして

反應逑度式を求めた。

し

↑

匱§

0

A D

第四岡に於てOD=U,ODし β=cと す る時は直線CDは 次 式

で あらは され る,

ds
c-di.+x,・1・=h・' (13i

鳳 →

Fiy.d

虐が ・・一警 ・悉 であ ・か ら,之 を(13)式 ・代X・ て

嗇 一一b1¶ 一癖 三テ∈…云一一bP1+ac(a一 …・x)・・・…(14)

こLにRC十1耄 距 と置 けば

a.一cx

故 に程.々の實驗か らb監,Cを 求 めて更 に 鼠言を算出 し之等h,ag.及cが 夫等 の條件に依つて

如何 に變化す るか を見た・

(2)酵 素量と反應遇渡

酵 素量 と.反應迹度に繭 しては ペプ シンi=askて.は 「Scb漁呂の 力詈

x=k●t.vF (15)

こ..Ll.こkは 亜數,Fは 酵素 量,xは!時 間1ζ分解 しfrfiir1示 す.

な る式の成立す る事 を古 くに逋 べて.居るが,サ ッカラーゼに於ては諸家:.,の 實 驗の結果は一定

時 閤内の反應物質景は直接醒素量 に北 例す る事 に一致 し辷居 る.@Pち

篤=k・F・.t(ユ(iJ

.印ち初迹度を
、'とす る時v=k・Fと 云ふ樣 な睇1係にな るの を見,迹 度が醇素 と薦糖夫 々の磯

し　

度の積 に比例す ると云ふ均 一系反應 と しての推論に よ く一致す ると云ふて 居るが,酵 素反醸は

濠.しで均 一系の 反應ではな く,寳 験の桔 果その様に見えたのは外見上の 冏題で あ つ た と考 へ

る人② もあるが本實験の結果の如 く二段の型式 を取 る様 に見 える もの に就 い て その關 係は如

何 にな.つて居 るかは興 味あ る事 と考へ る。

藤糖濃度15%,PH.=4.2i温 度37。OOCで サvカ ラ冖ゼ原 液夫 々5虹i,10竓.1.365va,16tE,18耗,

友 び.:;助 竓 を投入 して反應せ しめた實驗の結 果は.第五 鬮に示 す如 く己であ る.實 驗数値は サッカ

ラー ゼ原液5耗,.13.5竓 及び20.竓 の 三 つの場 合のみ.を第三 表,第1「q表 及び第五表 に描げる.

7)£.Sch髄 電冨=Z.physiolgC.g,577(188も)伊
.

8♪C・O'S・n… 噸&F.W..Tb呷 論 ・・」.C.駿..L・ ・d。・,57ゼ83・ 墓&躑(1890}.

C.5.Hudson;:¥ro.J.C.S.39,166aS1:i5(1908).

.H.、 ㌔Eulcr&0.S¥anb㎎=Z・physiDI・C・107.269&2了J{】919)・

R.Rillsヒ9[ICr,エGrase=&R.KuhL=7.,phアsiol.(㍉125.72(1922)。

9).,TD.S.llaldanc,E吻 血e・ て1030〕・

一inn一
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～ (原 搬)/..

、rW一 一 … ～
.

.

レ
「

「

』
「忌

0

「

s:`

1渉・;

〆・・

Pi

Fi茗.a.

Table.3+Enzyme5c.o

/p

ヒ

lVT
ilTA

[ 9

「

dx

d宦

I

kmt

.
d1'ムT

di
⊂1

Ax

d且
km

昌

u

I.o

n.n

{,

0.O】2'

0.0艶

u.a2;Y

O,014i?

0.01?42

2.ObR

zoos

`1.139

i.O

j.l

J?

Iao.ol
-u.o?oisso.n

I
-0.02018' .6U.OI

攤
o.406}

O.uO3iO

n.no2nc

O.WlldOl

1.igi

】.62311

亅.i29

5.a

3.9

3.:i

0.Ol2肌

O.O--ti`1

0.Ol206

;;,0

4.ll

U.O:Si
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の各恒數は第六表に示す如 くで.ある.

先づAB部 分に就いてはk圏は殆んど恒敗と見られるが,1酵 表吊の塘加と共にZF行 して大と

なる.傾尚を見せて居る.aiも 同様に酵素量と殆んど李行して増加する傾向を示しては居るがや

は り殆 ど恒常と見做 し得る・

CD部 分に就いてはUIは やは り酵素量と殆ん.どT行 して居るfig,cに は相當の振動はある
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.が 定 まつた 方向への變 化は見 られ ない.a.Kい て は酵素量1=關.係 な く殆 ど一定の値を取つて

居 る.帥 ちb,は 酵 素最 に閥係す る因子 を含むが,c及 びa.は 酵 素量 には殆ん ど無闢 係な.數.

で ある之frす るにv,は 酵 素量をF,酵 素量に無關 係な 恒數 をb1'と す る時 はbl'Fと あ

らは し得 る事が知 らati,xa:及cｫ:Fに は無 關係な量で ある事が分 つた・k1は 殆ん ど恆斂

と見 得.るがnk',F..と あ らは し得 る傾向を示 し,a1は 同樣のnn向 あ る4nき も大體恒數 と見做 し

得 るを3aaつ7c之 のk・ 及b1皀 随 度恒蜘."td31當 す べ き恒數がk,'N',t,,'Fと あ.らは し得 る

事は 勿論 同 日には比較.し得ない と して も,.叙 上の諸家の實駿 の結果 とその軌 を一 にす るも.のと

思 はれ,る.

IPAAR部 分經過 の噂 閣は大體4分 一5分 閙で陰 り時 蘭的に長短 め差 を認 めないが,唯 酵素量
dx

の少)蝪 合少しくixCiaつ て居るに過ぎない1駕 部分1澱 初の 細 紛 剛 冬けるdt .力迭

きい程x<iく,そ の最 も大 きい揚合には殆んど漕寺聞的の延長をT,せ す,寧 ろAB部 分 よりCD鄂

分への慱移甄 と考へられる樣な傾向を示して居る,

(5)露 …糖濃度.と反 應逮度

蕪 塘濃度 と反應 速度 とに關 しては古 くBガ6Wl1働 は5ヤ40.%の 範 圍内で反應逑 度はa!ii

度 に 罕行 して培 加する事,euち 一 次 反應速 度恒數が常 に恒數 と して與へ らftる 事か らサ ッカ ラ

ーゼ1こ依 る蕪穂 の轉 化 も一次 反應の要求す る處を滿 足す ると報L'た が ,そ の後の研究(11,の結 果

反A:は 鰹 糖濃度.5%迄 は 一次反應式の要駅通 り,Euちk1。=Con51・ に なる樣 に堆 加す るが.

そ れ以上の濃 度ではBrownの 得 た樣 な結架 には な らない.然 しその内で も 一?a%の 範 圃で

はk,,;xc=ronsし ・(こ.㌧1.こCは 蕪糖 濃度を%壱 あ らは した數字 を示 ず)と 云 ふ式に從 ひ,反 應

速度はrrg:旛濃 度 に關 して5%で 最 大値を示す事 が見lfigれ た.之 は 如何た して も從來 の一次反

應の瀧明では浦 足に解擇 出来 ない・Ne15Dn及 びLngersoll"`"は 反應 系内のlf;E糖及7ドの濃度 を皮

1懸には奥 らない酒精で 一部分 置襖 す る事 に依つて蠻 車 して反應逑 度に對 して水,蔗 糖 何れが1. .

に影 響 するか を見た結果,蕪 糖 濃度5%以 上では水の濃度が主 に影轡 する箏 を認 めた.老 れ で

「灘1獣 胸 は之 の.一次 反應の要求1.こ從は ない點,帥 ち反應速 度`.こ蔗蔗 濃度 に關 して 最大随の存

す る事は水 を考 慮 してHrも 均 一系の 反應 としてでな く,:;,.ろ吸 漕現象 を王 と.する不均 一系の 反
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岫

應 と してaへ る時 に良 くその要求 す る處 に適 合す.ると云ふ て居 る.

扨 て木實驗 に於 ては 如何 なる結果 を得 たか.醇 素量 を13.5!{;P匚1=4.2,温 度3710bCと し

て薦糖 夫 々2瓦4瓦,5瓦 、7.5瓦,10k..12.5瓦,20瓦,25瓦,30瓦 及 び35瓦 を 用ひて行 っ

た實 驗の緒果 は第八圃 に見 る如 くで あ る.

●

'`嬉 ♪

pig.8

賓験數 値は薦糖濃度2%,25%及 び35%の み を第 ・ヒ表,第 八黄及第フレ占il.こ掲 げ他は.省略 し

た.1δ%の ものは 前節酵素量13.5距 の 處[.こ掲 げた.
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迄 は 幾ヒ分」曾加す る様で あ るが5%～L)O

%の 問 では全 く一定 の値 を取b,そP,t

以 後 は.再び瞳かに滅 少し居 る.然 し大

龍_定 な値を取り薦穂量には除り鞠係

しない様 に見え る.agは 最 初7.5%迄

薫 樹量 と李 鴛 して彡 少墳 加の 傾向が あ

るが,そ れ以 後20%迄 は増減 あって.女tl

何 と も云ひ難 いが,大 軆のMl向 は 漸減
　

す る如 くで あ る.20%.以 後 はklと 同

様 に漸減 して居 る.脚 ちkIは 殆 ん ど

昶ξ硝濃度 と剛係は無 い.カ㍉alは 薫 穂 昂:。
の

に影響 され,.然 もその影響は蕪籏盪度

1
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、
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の 稀薄な る揚合 を除 外 して蕉糖 最の壇加 と共 に漸減 するのを見た.そ れで之の部分 に關 しては

上述の謂家の結 果 と少 し く軌 を一に しない事 を却つた.

cu部 分 に就 いてはb,c共 に蕪糖 量の小な.る7.5%迄 の 範園に於ては薦糖量の増加.と共 に

減 少するが,そ れ以上の範圍では略 恒數 とな るのを見た.3C㍗ は 酵素量の揚合 と同 じ く殆ん

ξ恒常な値 を示す事 を4aiつ た ・.

以..ヒを要 するにk汲 び絶 はrsん どYt糖 濃度 に無 關係な量で,,,は2%～7.5%の 範 圍を除 外

してば薦塘濃 度の増 加とgeに 減 少する.n,及 びcは 蔗 塘量の小な る揚 合を除 き.て 凡.そ 薦糖 最

に關 係のないtub[と 講 め られ る.

11'ILAB部 分 及びBC部5}の 時 闇的の闘 係を見 るに:1B部 分1想 分乃至12分 で最初め藤糖 濃

度の小な る程短 くなつて居 る・9CBLui'{S分 膿 難 の多囃 長 くなつて 居て,飆 濃度の丘較

的 小な.る ものでぽ殆 ん ど瞬 聞的で時間的延長 を認められ なか つた.

(4)水 素 イオ 冫濃度 と反慮遠 度

水素 イ.オン雌度の サッカラ ーゼに及ぼす影響 は .Sφrellsen`1りの5?.5'Cに 於r及 びMi6hacli5115)

の ユ8.0。cに 於て測 定 した報告があ るが,痢 者の温度では恐 ら く サッカ ラ ーゼは破壊.された粟

であ らラか ら信m.出 來ない.後 者rよ れば面,PHと サ,カ ラーゼ作用 とを鬪示 して見 るとPty=

4.5で 最 大値 を示す憤 も解離曲線の如 き曲線 を得 られ るか ら,t3'iカ ラ ーゼはPll=4.5が 等 電

t

,
↓
「曙
し

,

も

.
斷

`'ノ..,ρ一
御

.,1訂

Fig,11

黙で ある兩性電 解質で,然 も解離 しない

部分が穂 化.作用に關.係す るので,PEが 影

響 を及す ので あると云ふ てr,る ・然 しそ

の後NelgDn`16,等 はpa=4.0よ り酸性側

では.サッカラーゼは 著 し く破壞 作珊を受

けるから 必 し もIlichadisの 云 ふ如 く

等 電點が好適點 とな ると云ふ 譯ではなか

ら うと云ふ て居 る.然 し乍 ら之 に代 る完

全 な'謝 リ1は今 日術發表 され て居ない.

,亅a).S陰P'1のSφ τe尹sen=】3ioth.・Z・ ・21,.268(lgog】.

1G)Lrliclmclis&II.pavidson;11iacL.2.,35,386(]911).

18)JJ'll.Tels:n3G.Blaomfield;J.A.C.5.,.46,102.1(1924).
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(紳 前)熱 解析による酵素作用の研究 (原報)79

」

本實驗 の結 果を見るFL,Af#'.13.:i#@,羆 糖 濃度15%,温 度37.0。C.でpnを 夫 々2.9,

4.2,5.u.6.2及 び7.0と して反應 させ たが その拮.果は第.卜一鬪に示す如 くで ある.

買 驗 値はPoi=i.0,PH昌2.9を 第 一{・一表及第 十二表に掲げた.但 しPH冨 ↓2の ものは第二

節の酵素 量13,5竓 と向 じで あ る.
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之等から求めた 豊1一・蠍 及び{轟 一k・ 曲線は次に示螂+二 齦 び第+ヨ 圃の如く

で ある.
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80(原 縁) (騨 前)熟 解祈による酵柔作用の研究

以 上の諸表 及び講圃か らi)illCべ た 様 にL.て 吾 人の速度式の恒数k圏,11,.t,,,e及 び.a2を 求

むdiFYS.第t三 表 に示すSm.く な る.

7:161e13

Pli ・'(・1・戸}lb(×106)lk・ 〔・1・}1・ ・(・ユU9) 【瑁畳 C n2

7.0 0.9iO.03 匸,.21 0.32 0.007 s.os t.os

u.n 1.6 0.03 osi J.1'1 0.00了 a.os LO832

u.11 U.5 1.6u is z:a u.nao 2.〔喝 7.0832

9:? to.o 2.U3 nOl 2.44 .ooio 2。〔旧 1.OS3?

..9 8.711.8i iss 9.00 0.0}0 ?.OS 1.0832
}.

:之等 の結 果を通覺す るに先づA聡1部 分 に就いてはkBはpa=5,11迄 は多 少増減 して4。2.で

最 大 値を示す様で あるが六體 一定 に近 い値を取つてk:る.然 しそれ よ り大 なるP直 の値 では 著

し く罎 少 して ゐる.alはPn-6迄 は 漸igし.そ れ 以後はPrr=7.0迄 急 激 に減 少 して 居る.

Clliii分 に就 いてははV,!3k,と 類 似の傾向でPi鑒 冨5.1.1迄 は全 く一定でそれ以後 は激 減.レ

て ゐ.る.c及 びa2はfir.にPu如 何 に關せす一定の 値 を取つて居 る.

之 を要す るにkL及 びb,,帥 ち 各部 分の速度恒数 と も云ふ可 き數字は兩者 と も殆 ん ど同様 の

傾向 を示 して ゐてpfi=5.11ま で は一定であ るが そ.れよ りp日i(fi/plす る時,念 に滅 少する事 を

見 た唯その内で も緻 細i.cす れ ばpn=4.2に 於 て最 も但數が 大であ るで様 あ るが,之 の 差は極

めて僅 少でpu=2.0-5.11の 範 園内では殆ん ど水素 イオ ン濃度 には影響 をxけ な い樣 にkzる.

又,a:及Cは3.9-7.0の 總 ての範 圍内でPHに は無 關 係で,唯n, .が 少 し く複雜 な る關 係

を.示す如 くで.あるが,之 は 寧 ろ一定値のAsllk]に振 動 してゐ ると.見るめが爰當の如 くであ る.

そ れで韭 に.kl及 びb,「 に就 いて考 ふ るに,之 は¥lichaelis等 の 云ふ如 き解離臨線 と少 しく

趨 きの變 つた 傾向を示 して ゐる.そ れ で之の檬 な結果 になるの はサッカラーゼ精 製 の際 に屡 星

晃られ る如 く.叉 本實驗 に於iも 後に附鐐の郁 に掲げ た第 十八間に示す如 く.,サ ッカラーゼを吸

着剤 に吸 着或は脱吸着 さ.せる際 にPFIは 相 當な影響 を及す事,然 もその影響の 傾向の類似 して

ゐる事 から見て,サ ッカラーゼ に .依る蔗 糲の轉化は均 一系 反應 として よ りは事 ろ不均 一系反應

LPち 吸ii現 象のA;idltで あ る.と考へ るnら ば彊 ち無 理のない事 と思はれ る.

次 にAB部 分 及txL'C:uK5}の 時inn的 のINdtr一ξ夢る頃{.AB部 分 はPH=2.9-5.11で は 殆 ん ど

時間 的の差無 く,Pu=6.:,及 びzoで 著 し く之urn,が 長 い.BC部 分 はpu?.9i^一5.11迄 は.殆

ん ど時間 的嬉母 な く,.pn=6.'hi.0の 閲 では相當長 い,喉pu=7.0で はC1)部 分 は見 られ.な

か つた.

(5,三 塁僧巨とβこ躍匡鱶 ・

温 度 との闘係に就いては,古 くか ら論 じられてゐるが,罕 衡恒赦はr(S<る 分 解のflと 同

じ く..轉化 熱がq,さ い爲iこ温度 に依る影響は極 めて 少いが,反 應逑度 は一方 、'an'tHoFl'の 法 則

に依つて温度の上昇 と共 と増加す るが他方置度の上 昇す るに從 ひ熱に 依る酵素の 不活性化 され

る爲 に,酸 分解 に依 る揚合 と遼 つて,温 度 に好適黝 を示す樣 にな ると云はれ てゐて,之 に關 し

一cは總ての人め考は一致 してゐ るが
2「恥 その好適黜 に關.しては確 た る事 は云はれ ないで,大 體

5a.0ｰG,11sしと云はnて ゐる.say係 數 としては大鐙30～4b。C.の 聴 圍内で は1.58「19Jと云ふ値が

ll)1¥'.U.Baylus;NatureofEnzymeAction,9"a(1914).

IS)J.13.5.HaldanekEnzpmex,G5(1030).

19)11・V・ .Euヒe5&∫ ・Laロrin;Z・Physiol,C・ ・108,64(1919」 ・
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(騨 前)熱 解桁によ.る酵素作用の研究 (原 執)81

興 へ られてゐ る.Xitッ カ ラーゼ に 依 る反應 に11:てはAr出enius`苅 の 式に依 つ て算 出 した活性

化F.の 値は8401calと 云ふ 純を示 し酸に依つて加 水分解せ しめた揚 合のE=25500Ca1に 比

して著 しく小 さい事が 知 られてゐ る.{1望り

本研:究に於ては 酵素量13.5竓,薦 糖 量15瓦,p1F42で 濃 度 を.33.o'c.,35.0。c,、37.0。C.,

33.oｰc:.及 び12.0ｰL.に 選 ルで實駿 した,更 に熟 に依る不活性化 の影 響 を同一に して泄いて温

し

ミ
ど

ysytn

o,

0 ⑩ 〃舷 尸_加

Fig倉 .14

實 驗 數 値 は3`?.0。C.,35.0ｰ(;.{Il)の 二 つ の み.を 握 げ た.(第 一卜四 表 及 第 十 五 表),

TaUlc.14 .

32.0。C.

度 に依 る反應速 度の變 化を見んと して,

豫 め42.0。Cにr時 間保 つた賦料 を35.0。C

で 反懸せ しめて.その結果 を見た.全 篇 を

通 じて,35.0。C.(II)で 示 したの は 之 の

實驗 の拮果 をあ らは す.之 等の結 果は第

十四圜 に示 す如 くで あ るが,37.OC.に
の

於ける實驗の結果は第二節の酵素量13.5

竓の結果と全 く同一で ある靄に省略 し

た.
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Fig.16

以上の諸表 及び諸 鬪か ら上述の如.くに して吾人の逑度式(p恒 數,k幽,a,,b匹,cJkiFn,Tf:1tむ

れ ば第十 六羨の如 くで ある.
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之等 の結果 を通覧す るにAB郁 分 に就いてはkII.ま37.0'C.迄 は 温度の上昇 と共に聡加 して

ゐ るが,そ れ.以後は.38.0。c.迄 の 聞で急に減 少して後42.0。C迄 漸減 してゐ る.然 し緻細 に見

れ ば舞ζ35.0ｰ1;.よ り幾分熱 に依る不活性 化が起 り37.ooq～38.OOC.の 間 で最 もその影饗強 く

それ以 後は漸次 に不 活性 化が壇加 して行 つて居る樣 に見える.a》 は35.0。('.迄 柵 加 しそれ以後

は37.0。C.迄 は 稱減 少 し,37.0。C～42,0。C.の 間 で漸滅 して居 る.然 しその願 域も大励か ら見れ

ば察 ろ一定 値の上下fc.振 動 してゐ る.と見 られ る程度σ)もので あ る・

CD都 分に就いではb,はklと 同 様 に37.O。C・ 迄 は漸壌 しそれ以後は急減 して居 る.然 し緻

細 に見 るに既に35.0。G～37.0。C.のryllis於 て 熱に依 る不活性化が見 られて ゐる.cは 殆 ん ど温

度 に.關係な く,多 少の振動は あるがpよ く一定の値 を示 してゐ る。a.も 同様 に殆 ん ど一 定 の

値 を示 して ゐる.

σ

vo一



・

物 理 化 学 の 進 歩Vol.9(1935)

(紳葡)熱 解祈による酵素作用.の研究 (UdBUR3

之 を要するにkba1.,及 びbコ は夫 々隆 同様の傾 向 を示 してゐて,何 れの部分 に就いてa,

儼 現个迄 述べ られ て履 るの と同 じ結果 になつてゐ.る6唯 ザ好滴 點が37.0。Cで あ る.uは 少 し く

從來の もの と趣 きを異 に してゐ る・c及 び:1!は 齪 塵 に胴 係の ある因子 を含んでは居ない.

次 にAli部 分/4'c13(;部 分 の時闘的の關 係で あ.るが,AB部 分 は42.O。C.及 び3+i.0。c;.(n)で

は 短、..・が その他の33.0。C・ ～38.0。c.で は殆 ん ど温 度に關 係の ない値 を取つてL';U,BC部 分 は

35.OOC.(IDを 除 いた他は梍て甚 だ短い.

次 に本實驗 の結 襲か らmに 各部分 に氈 いてk犂 及び.ueaち 速 度恒数 と も云ふべ き恒數 の 温

度係數 を求めて更 にそれ等か らArrheniusの 式 に依 る活性化熱Eを 求めて見 る.

温 度 係數 はf1部 分iss

C.D部 分2.03

で,各 聖の間 に幾分の 差はあ るが大骼現个迄求 められた値 と大差は ない.

活iヒtヒ熱1ま.413部 分aoi3cai

CD部 分15155cal

で 斯 く之のfdiiこ距i,の あ るのは 基 よ り本實貌 ζ於ては二段の全 く異 つた反應速1鋤:興 へ られ,

逑 度恒數 も同一の因 壬を含んでゐ る許 りでは ないと考 へ られ る事 よ りして,常 然の事Oは ある

が ご 各Lが 假 りに同型 と して見て も,901375175calで 尚 酸分解の際 の25500calに 比 して

低 い値に ある耶が分 る.

即 ち以上 を綜合すれば澁度 に闘1系する純園に於ては大體 現在迄 得 られ た もの と同様の 傾向を

見た.

(s)總 括

以上數節に分つて'uhkし た結果を綜合するに次の如.くなる.即 ちサッカラーtickる 薦鯖の

轍 ヒは二つの段階からr&り,第 一の段階に關 しては

名}・ 一kl1〆a、 →一x

な る式が與へ られ,然 も,klは 酵 素 量に此例 す る.因子を含み,藤 穂 旋には殆ん ど闘係は無いが

水 素 イオ ン濃度 に關 してはPiiが2.9一 一5.11の 範 圍内で は略 恒数 であ るが,puが5.11～7ρ の

間 では 非常 に小 さ くな る事、 叉,濫 度に關 しては姓適温度 を示す 關 係にあ る.11は 酵 素量に闘

係 す るLslfを 含 まず,蔗 糖量 には2%一7.59bゐ 範 園を除 きtYa糖量 の増 加とfir.に減 少 し,水 素

イオン濃度 及び沮 度に關 しては明か な方向を示 しY居 ない.初 期反應型持績時 間は酵素量 に殆

ん ど關 係な く薦 糖量 に重大 な闢 係を有 し,薦 糖量が 小い程 短い と云ふ結 果をfiJて 居 る.水 素 イ

オ ン濃 度に就いては,之 が 大でpa=6.2～7.0の .如き.揚合,帥 ち非常 に酵素の 吸 着 能 が 妨 げ

られ てrる 揚 合 に 短 くな つ て 居 る.叉,温 度に就 い そ は,42.0。C.で 反 感 させ た もの 及び

42.0。C.で 前 噫理 して後35.0。(乙 で 反應 させた もの,卸 ち何れに して も熱 に依る不活性 化を起

させた もσ)では 膂 し くxiiいと云ふ 事 を示 した.

第 二の段 階は

器 い 、蕀 ≒ 或・舎 一臆 蟇.
とあらは さ2L,b匹 は 酵素 飛には上ヒ例す る因子 をuみ,蕪 塘量 には2.0%一 一7.5%を 除 き殆 ん ど

無關 際で,水 素 イオ ン濃度及温 度に關 しでは上のkl乏 同 じ傾向を有 してIsる.Cは 酵 素量,

水 素 イオ ン.濃度 及び温 度には全然無 關係で,羅 糖量にはv;と 同様 に.2.0%～7.5%の 範 閘を除
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窪4(原 報) (紳爵町)熱 解祈降よる酵棄作川の研案

,

鹽

.き殆ル ど無關係である。a擘.は蔗糖濃度,酵 素動.水 素 イオ ン轟獲及温度の何れの條件にも全然

無關係で,總 ての掲合.に一定値を取つてゐる.

瑾 論 的 考 察

.
・

木實驗の結果,疎 糖の韓iヒは從來考へられた如 く一段階の反應ではな くて二段階の反懸と考

へ られる事は氈に前衛に於て詳述 した如 くで,そ の'ff[x階に關 して も慶に詳細なる解析を施し

たのは上の如 くである.之 め様な事實は今迄に與へられてゐる反應速度式では如何にして も設

明掛來ない事で,之 は前節に於て も少しく斷片的に觸れた如 く,不 均一系の反應として虞理す

る.な.らば詮明され様と推察.される・又實際酵薪夜は膠質系であ.つて決 して均一系でないから均
一系の反應として取扱ふ上に如何に して も無理の生ずる事は容易に了解 される

..'

それで次に今迄考へられて居る均一系の反應としての考を離れて膠質系が接觸鯣媒作用を演

tる 反應 として理論式を誘導 して以上の實驗結果と一致するや否やを檢 して.見よう.

口]反 應速度式 の理論的誘導:

塑 飃 麟 掀 嘩 に考へ硯 よう・醒素の麦而は 猛11騨i〆21'の 考へる零叢な均一な嚇

表面働 でそれに薦糖分子及永分子渉蹴一分 子層で吸着 され七,そ の吸茄 された簾穂及水は吸着.

の爲に活性化されて,夫 等の間に反應が起ると考へる.而 も薦糖の吸着される割合の方が水の

それよ りも遙かに大で,酵 素投入前酵素表面は總て水分子で占有されてゐるが,投 入された瞬

聞直ちに大蔀分は蔗糖で吸着されて終つて水は酵素表面から殆んど騾逐されて終ふ,然 しそれ

以後薦糖の搜度が反應の進行と共に滅少するK從 つて次第に薦糖の吸培されてゐるa5i#1iは減少

して來ると考へる.そ れで最初蔗蟹の量の極めて多Nliflは反應逑度は主として吸着されて居る

水に關係し,次 第に藤糖で吸着されて居る面積が減少してある割合以下になると反應速度は吸

着 されて居る蔗糖に關係して來るとして見る.而 も水の吸c,flるanに は分子歌態ではな く

1廿・OH一 、と云ふ棚 こ解離.レて吸灘 れるとして見る・
以上の樣な機構で反憲オ{進行すると考へて反應速度式を誘導.して見よう.

先づ酵素φ通算全表面積をSと する.之 は酵素液の分散度及び酵素濃度に醐1系した猛で あ
.

る.之 の酵素表而の薦糖分子及び水分子(最刧簡單の爲に水分子と考へて計算 して見る)に依つ

て吸着占領された面:#1Rの部分比を央々o,,dx_oと す る.然.る 時は反應速度は夫々,水 に關

係 する部分では 水は解離 しYii+とOH一 に なつて1.4る と した か らS・6H、U{L,薦 糖 に關

係 する部彡}ではS・ θBに 比YnJす る ・

0亅{、oAcgsはLangmuit.の 李 衡 に依れ ば夫.々次の如 くなる.

・・一飛C黯 幽
脚.(・7)

B,・aU=1+誌 幾菁…缶i…1浮C
H20(18)

,

21)∫.Langmuir3」.A.C.S,90.1361(iris,,

」・L呶mu竃rτTrans.Farad.Soc.・n,621鳳1922)・
.on)金 屬 觸媒 に 對 して は 均 一 豪 面 と考 へ る事 は その 後 の 研 究 にft4fi充 分 で 活 性 中心 を 考 へ る の が

頁 い ≒ さ君ττ 麟 るa',こ ・1二1ま蹠 な 聯 で は な くLangmni・ の 云 蜘q謬 へ て蝋 と し

て は.略一 致 す る し,叉 本 研 究 の 結 果 と もよ く一致 す る故 之 の 簡 單 な假 定 を探 る亭:と し た・

1.?
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(稗前)熱 解析にょる酵素作用の研究 (原報)35.

こLにb5,bu.:<,は 夫 々 蔗 糠 及 水 の 吸 着 係 数 で あ る,xc;,L--.O.は 夫 々藤 糖 及 水 の 濃 度 で

あ る.

處 が(]1)式 及(18)式 に 於 てbs>1駐 ♂ でCp,uほ 略 糧 數 と 考 へ ら れ る か ら

ユ十b.ミCs十 璽}H聖oCI匿 じo≒1十hsl's

脈CsiS+(1.こ式 〔li>はB
S=.1十b

sCs

式(・8).は … 一 」7x.oCH,u1+1,C
s

・.≒liu,u(=e.:o(静)
.

一 斗 詈 馴(1U
,一・)+・}

(C,c:比 鞍的小 さい直であるか ら嬉二唳以下を省略 した)

とな る.

之 等の θs,θH。oよ り前期 の反應逋塵式は上謁の假定 よ り .

釜 一・・s曹 喋 癒 ・、1{(1_?h6)・ ・}・ ・9・

と な り,こLに

獣 判 一一…岬 一
と全 く同 じ型 式

dx

て 「=k1γa・+x

と云 ふ 式を得て,理 論式 と實驗 式 とが良 く一致 して居.る.

次 に反應の後期 に就 い てぽ 同様 に して1

dx

dt一 ・'… 、畿,
`.k'

・S」U.(a-z)
昌
ユ+㎏ ・一・1 .(20)

と な り,こLに

膿 贓}.●.
と置 く時は上記の實驗式 α4)卸 ちCD .部分の實驗式.と全 く同型の

rlx _b,(a-rJ
dt1十C(a-xj

と云ふ式を得て,よ く理論式と箕驗式との一致するのを見た.即 ちrrの 如き吸着の機酵から

理論的isし 斌 は よく灘 實驗的に得た反髄 度母 その型式.胴 じ.くして幅 軌 蜘

た・それで 次にぱ前に實驗自りに求めて吟味した恒數が理論式に於けるそれに相當する恒數の要

求する樣な關1系を滿足するや否やを檢 し同時にそ.れ等恒數の意味を少しく諱 じて見 よう・

一173_
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.s6(原 報)
(憩前).熱 解析 によ.る.酵素作用の研究

〔]1〕.反:應速度 に關す る理論 式 と實驗 式 の此 較

(1>AB郡 分

(i)恒 數 の吟 味

先づ醐 反應・顱 ・・飜 有す・蔽 臘 ・・攜 す可き ・=k・ 》 讐 鯨 ・・就

き.論歩る.酵 素量との關係を兄るにV一 の中は恒數で,Sは 酵素量に關係して居る.か.ら酵素

最の埆加と共に 寧更にk,が ある關係で李行して壇加する事は肯 き得 る事である.實 驗の結果
齟も殆ん.ど恒數と云ひ得るが尚酵素量とZF行 して壻加するのf頃向を示.して居る,薦 瓣量1ヒ闢 して

は關 係する因子を含まない故全 く無關係である可きで實驗の結果 も殆んど無黼係である.次 に

之が水素イオン濃度に關してPH=5.11～7.0で 非常に小さい事はどう.考へられるか.之 は恐ち

くSに 關係するもので、即ち吸着される可き面積がPH=5.11以.ヒ では蜘 こ反應開始前に醫し

く制隈されて鋒ふめでは無いかと考へられる.そ の卸限される機構1ζ以上㊧實驗のみでは畢か

に.決定出來な.いが,熱 處理に依つて表面積の制限.され るのと同樣な制限を受けるのでは無から

う.か.但 し之のSの 胴隈は果 して分散度が影響さる爲に.起るものであるか,將 又分散度は不

變で も表面力挿1∫等かの方法で障碍されて起るものかは此處には決定 し難いが,唯 一般に膠質系

の性質から考ぺて恐らくその影響は分散度に及ぼされるのでは無いかと考へられる.

(iO時 間的闘係の吟味

次に之の部分1ま先に機構の修 ドに述べた如 く,.蔗糖の吸着面積が次第に減少してある割合以

下になる迄繼績す可きであるから,そ の時間的延長は最初の蕪糖の.吸着面積に開係する量であ

.る可き.で.ある.;處が.・

8。=bsaL1
1十lk.a

意+1

でOsはaが 大なる程大になる事が分る,從 つてAB部 分の時閙はAが 大である程それに卒行

して長 くなる事を要求して居.る.之 は上記の實驗結果とよく一致 して居る.酵 素量に關しては

闔係ずる因子はない.水 素 イオン濃度及温度に關しては先にkIに 就いて論 ヒた如 く1吸着面i硫

が著 しい制限.を受けると考ふればよく.實驗事實に符合する.

以上の如.く、.この實驗結果より檢素 したAB邦 分は理論的に導いた反應初朔に於て蕪糖が吸

着表面の大部分を占めて居る揚合の反應逑度式と良 くその型式 も恒數.も叉時間的關係も一致す

るのを見た.

(2).CD部 分
の

反應後期に重娶なる關係を有する逑度恒數とも云ふ可き

b1=k'・.S・bs

であ.るが,S:な る因子を含む事に依つて酵素量の増加と李行して増加す可きである.之 は實驗

め結果もその通 りである・.次に蕪糖量`ζ關 しては如何.貍 論からは跚係する因子を.含まないが

實驗結果 も上記の如 く簾糖量の小な.る揚合を除タトして殆んど恒數と.見倣 し得る.又 水素.イオン

濃度に.關してはbsは 關係は無いがSが あ.る鮫先にk重 に就いて蓮べた如 く水素 イオγ濃度に

關.しセ.P・一541～7.OE・ は9し.くSの{賑.さ れ る罵に減少ずる事になる・之もよく實軅 繽 と

一致す.る處であ.るi次 に暹度に關して.もklに 就いて逋べた如 くSを 含む故に同様の變化を受

けるもので'ある.

17.E
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〔III〕 結 論

以上論 じた如 くにして本篇に於て吸着現独を基として理論的1.ζ誘導 した反應速度式の吟味の

結果は上述の實験成績の吟味の結果と杢 く良 く一致するの を見た.帥 ち本研突の結果は物期の

反應 に對 してAl迄 に見出されて居なかつた新 しい反ftiの 關係を見出し,そ3LICよ く符合す

る詭明を與へると共に,現 在迄均一系の反應.として滿足fL明 し得なかつたサッカ ラーゼに依.

る蔗糖の轉 化.反應に.對して斷片的に唯推論されて居たに過ぎない不均一系の反應としての考察

及び水め之等 に對す る影響をよく理論的に導いて反應の全經過を通 じて滿足なる解答.を與へた

ものと信する・

摘 要

1)比 較的簡單なる方法を用ひてよく使用に耐ふる然 も現在得られて居るものの中では相當

純粹と思はれ る時聞價0.?53る サッカラーゼの分離精製に成功 した・

2)

3丿

4)

そv)サ ッカづ一ゼを用ひて行 つ左蕪糖轉化 を熱解析せん と した.

反應熱 を計算 して衵 當正確 な る實測値4.1Calpergm・molを 得 た・

サッカラーゼ作 用と酵素量,藤 糖濃度,水 素 イォ ン濃度及び温度 との關 係を熱解祈法で

檢索 した.

・漁 慚 の結果サ。カラーゼ・依る灘1靴 は硼 鯲 ては 嗇≒ ・1γ・1+・,後には書

・ 砦 為 ・云謎 蜘 ・從飜 肋

6)サ ッカラーゼの觸媒作用は膠質系の吸蔚現象に因るものと考へて理論的に誘導 した反應
レ

速度式の結果 は良 く(4)及 び(5)の それ と一致す るの.を見 た.

附録 一rッカ ラーゼの分 離 及精製

(1)原 料

}二.オ ン.ビ冖ル會就 西宮工 揚の下面醗酵酵 母,: .帥ちSaccharanvicescerevisiaeを 韭 なる部分

とす る もの,を 數 囘iii:滌,粗 大 なる夾雑物 を除 去 してloT.搾し,次 白卵色 ゴ」・様 の塊 と.した もの

約e瓩 を使 用 した.『之 を檢鐃 す るに第十七eの 如 き形歌,大 きさを示 し室胞等の退行 性變 化を

aeめ す.蔗 糖轉化の時 聞債簡 を測定 す るに下紀 の如 く?80.0で あ る.

Rｰ,,.=17.72ｰ

一10分 間 後10 .600

15分 間 後7.10。

旋 光 度を零 とする迄 に要 した時間25分

(爾 後[zに て.表はす)

所 要乾燥量560.0瓲

is)サ ッツ カ ラ鱒 ゼ の純 梓 度 の測 定 法 と して はG(YSulliveo及F・W・Tompwnの 時 間 價(J.c.・ 飾"

London,S7,839(]69り)),R・¥Sillstitter及F・P.ackeの 質 量 時 間 商.(Liebig.Ann・ ・425,t(旧21))

H,a.Eu]e:及 『O.Scanlxrgの 槫 化 力 【aplrysinl.C..107,?69(!919)),R・¥PilLst3tte:及C..Kuhn
.の サ
く;カラ ー ゼ單 位 及 サ ッカ ラ ー ゼ 價(ISer・dentsch.C・G・56,50D,(1993)#d'IHひ られ τ ゐ

る.が本 研 究 に 於 τ はC.O'Sullivnn及 董㌃W,Tnmps・nに 従 ひ 時 間 價 を用 ひ た・ 即 ち庶 樒4・0瓦

を1%窮 一 燐 酸.ソ ー ダ 溶 液 に 溶 解 して`LO..1,毘 とr;.し・酵 素 瀘5.03Eを 加 へ τ16.3'Cに 於 τ反

應 せ しあ10分 後 及 び1δ分 陵 に旋 光 度 を觀 測 し,別 に5竓aの 乾 燥 量 を測 定 し'[50竓 の酵 素 を用

ひ τ旋 光 度零 迄 分 解 す るに 要 す る時 間 を算 出 し,之 の値 を 以 て 時 間價 と した・

一1 ..i5一
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①9
0a

uo`

・3。

魂 、

3ζ.NelsOn及1.litchoock〔 恥 に 從 ひ 式(21),帥 ち

__1[b・
、goooo一,+0.0(Y3&SYp-0.・ ・ooos・・P"

一α㎜ ・啣]・1

を用ひてNを 算:出するに第.卜七表の示す如 く,Nは 滿足なる一

致を示さ一r,彼等の所謂異常型と見られる事を知つた・
Fig.1.(xｰ00)

「

Table17.

75%SucroseSolution

linzrmcSolution

Pol=.皇 該,

工00.Oc.c.

'LO
.0ε.c.

alJi.OｰC.

■

1 Haas・1y3"1 ド t 1[ydrolyrｫ1 N

1
,

冨口 且n. O,ul/ o.nos? 40
・
mm. 78.5% o.msa

J 卩7 5.4,, n,oosa 50 ,, x;.x ゆ o.oico

10 ,, 19.5四 0,0108 an ,「 A?.3 1, 0.0173

zo 7, 47.3肭 0.0121 一 Ioo ■■ 96。6 ,, 0.0102
●

(2)酵 母のサッカラーゼ含有韋0壇 卸

原料の時間潭大なる冩,時Hll擬 を小にして悚件を良好にする目的でA:uler.及Sサanbe轡95,の

説 く處に從ひ,酵 母を下記養液中にて蔗糖を加へつL培 養 してサッカラーギ含有量を高むる聖

得た.

養液としてはB:uler等 に依れば第一燐酸アム1モニウム,策 州燐酸加畢及び硝酸 マ グネ1ウ

ムを含める液を用ひて居るが,著 者は更にグルタミン酸曹逾及びオ リザ昌ンを加へた液を使用

した處・下記の如 く兩音共に加へた揚合の成綾が最 も良好であるのを見,加 之オ リザ 鼻ンを加

へた場合には培養後檢鏡の結果加へない揚合に比較 して逼行現象を見る細胞が著 しく少 く.且 .

つ長時間を経て測定 して もツ'ッカ.ラーゼ作用に變化の無い事を知つた.

1.

無 機 籃類の みで,

オ リザ 昌 ン,味 の

素を加へない楊合

(27.0ｰC).

時 聞..價

10分聞後

15分聞後

乾 燥 量

`?20
.0

11.18ｰ

7.goo

2i.0分

407.0硬

II.

オ リザ 昌.ンの み を

加 へ た 場 合.'

(27.0ｰC.)

時 間 價

1〔}分閲後

15分間後

乾、燥 量

ユ80.0

9.iOｰ

b.61ｰ

97 .0分

409.0貶

ui.

オ リザ 昌ン,味 の

素 共 に 加へ た揚

合.(z..n'。c.)

時 聞 價

10分間後

15分間後

乾 燥 量

165.0

ユ0.89。

i.50`

26.Q分

31i.0貶

}
za)∫.r】LNelxn&D.L}litchcrbck髦 」.A.C.S..43.2632(10_1).

25)13.v.Eulcr&O.Svanbrn;:'L.physiol.C.,.107,269(7010).

O.Se'anLerg;Z.pUysiol.1:.,109,65(19?0).'

1.L、 ・.Eubεr&Ugg】a『;Z,1コhybil,1..(=.,70,279(191①).
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培 養液 中の鹽 類に關.してはF.uler等 め 報告4)他,Fa躑n麗ht齣 に依れ}ま「炭酸ア ムモ ニウ ムの

缺 乏が,叉,Doby師 等 に依れば 励ice..燐 或 ぽマグ ネシウ ムの缺 乏が,培 養せ られた酵母中の

ナッカラ.一ぜの 量のみに一1ヒら歩,反 應型 式に..も著 しい影響 を及ぼ して異常型 の サッカ ラー ゼ:を

薩出ナ る.と報 じて1[1る が,本 實驗 に使II】した酵母はSacchammycescerevisiacな るiこ拘 ら古含

まれ 亡屠 るサ ッカ ラ ーゼ は上記め如 く,所 謂異常型な る爲 に之の 聞の吟味 を止 めて鹽類 に關 し

ては大體Euler等 め言ふ處 に從った.

3く,培 養湍 度に就いては?7.oｰc.と1(i.0。c.と を 比較 するに16.0。c.に 於 て.他の條件は上記

1と 同様 に して實驗せ るに次 の如 くAEI者の 優れ る.事を知つた。

IV(16.0ｰC.)

時 間.價260.O

lO分 間 緩10.0。

.15分 問.後6.15。,

淫.23.0分

乾 燥 量565.0瓱

以一ヒの結果よ り考ぺて著者は7?aler等 の方法.を少しく改良 した次の如 き方法に從 つて酵母

を培養 してサッカ.ラーゼ含有量 を高あんと:したEpち1瓩 の酵母 をその1立 中に

第 一燐 酸 アムモ ニウム

第 一燐 酸 加槃

硝 酸加里

結 黼硝 酸マ グ ネシウム

味の素

三 共 オーリザ 昌ン液

瓦

瓦

瓦

瓦

瓦

耗

2

2

1

1

5

5

り
掣

2

をr.む 葦液20立 巾 に俘游 し?i.OQCに 保 ちっL通 氣蝿 拌 し,20%の 蔗 穂溶液 を一時 閣約150竓

の 速.さにて添 加 し乍 ら,約r?Q'fru7後 に 一囘d{+を 中1ヒし,傾 藹 して養液 を新 に した.斯 の 如

き方法にて培 養 した る後の 夢ッカ ラーゼ時聞 贋は上記IIIに 示 す如 くユ65.0で あつて,壻 養 前

の時間價28().Oli⊂tL較 して相當+t,カ ラーゼ含有茸の増 加したの を見 た.増 養 後檢鏡 所見 は培養

前 と著 しき差 を認 めな.かつた.

(3)自 己 淌 化

酵.母細胞巾 に含 まれて ゐるサHカ ラーゼを酵母細胞 よg分 離 して溶液1ζ移行せ しめ る爲には

以前.は酵母 を乾燥 して その儘齣 或 は砂 と共に齣 水 にて抽 出 し,或 は100DC.で 乾 燥 して蛋 白

質をネ溶解性 として後抽出す る(5U1の 方 法が 試 み られ て ゐた がc.0.Su11i鴨n友F.W,

Tomp5Dn`51)が 室 湖 で酵母 を放置 して一部分 自.己淌化す るのを待 つて拍閏す る と云 .ふ方 法 を發

26)Fassnachし;Cit｢`1fromJ・M・Nelwn・Chem・Rev・?
..12,1(】 臼33)・

27)G,T.Doby邑R.H.Hibbaτd2Bioch,Z.,17β,165(1926)

G.v.Doby3Z.Ll:enez:Z,physiol.C.,189,177(1030).

G,v.Do6yhG. .Peher,'L,phcsiol.C.,196,83(19Si).

28)E.pincher;Z.phosiol.C.,26,60(18!18),

29)L.Tlichaelia;]3ioch.Z.,7,ass(ユ907)..

80)V.13nrth;13er.rieutsch. .C.G.,ll,474(1878).

琴1)c.0/SulfivanaF.、 、「.Tomps叩3J.C..Soc.1ρndgo,57,S88(脚90)r

一 π7一

,

一 一__一..



物 理 化 学 の 進 歩Vol.9(1935)

go(原 報) (榊前)熱 解析による酵素作litめ研究一
表 して後ほ專ら之の自己i剛ヒめ法が用ひられる様にな り,そ め後諸家め研究に抜 り,種 々の方

法が夫 々.材料の經歴如何,又 その後の處置の種類如何に佼つて考案せ.られて居る..多 くは短期

間で1・ルオ卩ル,酷 酸工.チールエス.デル.,クロ、.t.ルム,第二燐酸アム.モ昌ウム等の.細胞毒を加

へて.自.己消化時IFIIを短縮 し,或 は稀鐸.した淨游液を中姓(㌫り或は酸性齣 にて自己淌化せしめ,

或は比較的簾 しない浮溝液 を中徃で極めてy速isH己 消化せ しめて居 るの.もあ る.㈹,叉,

自己淌化開始後最初の一時間に分離さ≦1るサッカラーゼ含有量少き灌を去つてそQ1.1'A後の直己

淌化液 を集ある.と云ふ分別自己淌化法の有效なる事を主張せる報告 もあ る.闘 之等は纏て短期.

間であるがWi11s臘er`=:,,は等量の水z.し て約孚年間自己淌化 して右效であつた實驗を報告

してゐる.

以上何れの報告に依るも總て酵母に水を加へて自a淌 化せ しめてゐる.本 實驗に於ては爾後.

の操作の必要上,.酒 精にて沈澱せら.る可 き水溶性含窒素化合物を能ふる限 り少量に含み,然

もサッカラーゼ含有量の大なる自己淌化液 を得る目的で自己淌化に依つてサッカラーゼ を酵母

基質 より遊難するのみならす,更 に自己淌化液 中に夾雑物 として存在する蛋 白質を殆んど完全

に分解せんとして,酵.母 を壓搾 して.ゴム檬となしたるもめ に水 を加ふる事なしに,第 二燐酸ア

ムモ ニウムの粉宋 とな.した.るものを加へて握ね,液 化せ しめ,後 トルオールを加へて防腐 し,

自己淌化の結果酸性となる昌1.こザ リカラーゼの被害及び蛋白質分解酵素の作mの 阻害される

事勘 は加へた第二燐酸アムモニウムの綾両作用に依つて防ぎつL約2D.0。c・ の室温にて三ケ月

闘放置 した.

(4)酒 精 沈 澱

前節の操作に依つて 自己淌化したる酵母の殘骸を傾瀉に依つて除 き母液をGlasfilterで 濾過.

し,濃 褐色逼明な自己淌化液約1,5文 を得た.反 應は リトマス中性で,そ の時間贋ば次の如 く

120で あつた.

10分1齧]後8.750、

15分 間後4.41。
'

臣20..0分

乾 燥.量300ρ 胚

之の 自己清化液から酵母 ゴム質以外の夾雜物を比較的效果的に除去する爲に,Wills融er及

びSchheide岬,.の 酒精沈澱操作の詳綱なる注意1ζ從つて二囘次の如 くにして酒精 沈澱 を行 つ

fc.

先づ 自己淌化糠の約 百分 ノー容最の 「規定醋酸を.加へてpu=asと した.そ の際極めて輕

徴な蛋白質に依る.沈澱.を生ぜる爲に之を濾過澄明.となして攝氏零度に冷却 し.た.之め沈澱は韓

化力を殆んど有.して居なかつた呪之に豫め一20。C,に.冷却 した酒精を等容量加へYL.PH冨4.(iと

した のは之に隊つてYカ ラーゼを涌精の害作用から.保護する爲であ る∫櫛冷却 したσ)は酒精

82)C.S.Hudson;J:A.C.S.,37,1694(1908).
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5ヒLer .&F・R旦c1【e;Liebig・Ann・,425,.1&45(1921)・

dsonSH.J.Paine.J.el.GS..32,Si4(1910),

託ヒt・・&K・sd贓d・ ・7.,phpsi・ 〉].C.,142
,う7&2聞(192{1ig25)・

盃般eT,K,Sじhneider&EBamann;Z.physinl..(二 、14724S(19?),

3LLir&K・Schneider,Z・phy与b1DC・, .142,2δ7〔1925)・

3Lter;Fmc・Rdy,.soc。Loロd叩 ・ 裏i1B。282(1932).

afterSR.Schneider;2.physiol.C.,133,193(1924):142,257(1925),

9tler,K.Sch皿eideT&E.、Veozcl;Z,physiol.C,,15且
,12(1'J20).
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のイ確 鯲 てはサ・カラーゼが 極めて塑1に對して敏感なる爲に酒精と水との齢 に依る温度の
り

上昇を除 く靄である.酒 精注加の際 には黒褐色の粘稠なる沈澱 及び帶黄灰白色の沈澱を生じた

が,之 等を傾灘に依つて大量の母液 より別ち,後,BUclmer氏 漏汨τ撫め熱處理を施した硅藻

土を以て約L)粍 の1蜷 の濾過居輔 ・つたもの數個をmひ てi}t来esる限 り短時聞倅 均約2吩 聞}

内に酒精を含んだ紐液 より分離 し,佝 充分に乾燥 しない間に(之 は沈澱を乾燥する迄放置する

時は水に不溶性の慱化力を有する物質に變 化するからである)先 づ少址の蒸餾水1こ階解して,

更に蒸餾水 を加へて最初の自己litf化液の約 壽容燈とし,そ の際 生じた不溶解性の黒褐色の澱沈

を瀘遯に依つて分離 し黄隅色逶明の溶液 を得た.斯 くして得た液の時聞價を見るに28.5で あつ

て,
●

.エ0分 聞 後

工5j,<llil後

[2

乾 燥 量

7.55ｰ

2.90ｰ

18.0分

77,0胚

極 めて微 弱に トリプ トファン及びチ ロジ ンの.反慮 を興へ,ニ ンヒ ドリン反應は殆 ん ど陰性で あ

るが,酵 母 ゴムに剣.するSalkowsl:i氏 反 應11ulは極 めて著 明に陽性で あつた.

之 に更に一規 定の醋 酸約 百分 ノー容最を加.へてpe=3.6と した.之 の際は 前囘 と.異 り沈澱

ぱ最 「宀生 じなかった.之 に前囘 同樣 の方法で酒精 を加へ,生 .じた蔕 黄灰白色の沈澱 を迅速に孚

乾燥の儘 原液 の約 呈容量 の蒸 餾水に溶 解 し,溶 解 しない部 分を瀘別 し去 つて.淡 帶褐 黄色の透

明な る液 を得た.そ の液 の時 闇 贋は次の 如 くitし て15.0で,

10分間後

15分問後

乾 燥 量

9.30ｰ

5.10ｰ

1b.0分

35.5瓱

ニンヒドリン反應は陰性,ト リプ ト7アン及xチ ロジンの反應殆ん ど陰性で,Saikowski氏 反r

は前囘同樣強陽性であつた..

以.r.二囘の酒精沈澱の結.果,rtゴ ム質を除 く他の夾雜物を比較的完全に除去し褐た.然.も

之の二囘の操作の聞に失はれたサッカラーゼ量は全量の約20%で あつた

(5}カ オ り冫吸着

{iil"uii迄の操f旬ζ依つて得られた酵素液の主なる不純物は酵母ゴムである.酵 母ゴムの除去{L

は從來種々の方法が用ひられて居るが,大 別すれば酳酸鉛 を用ふ る方法,力 才リンを用ふる方

渉及び攀土を用ふる方法の三つである,酷 酸鉛を用ふる方法働1‡本實題旨にあ る如き酵母 ゴム

・質以外の夾盤物を含む事の少い酵素液には應用し得ない・又,實 際試みて見たが效果を舉げ{a

なかつた.

カオリン(絢にて吸AYず る際には從來酵素及び酵肚ゴム以外¢)夾雜物をカ.オリ γ1ζ.吸着 して

酵.母ゴ厶質より分離する分法が用ひられ,.そ の場合酵素の カオリンに依る不活性化を防 ぎ,又

浸出の際サyカ ラーゼを脱吸着し易からしめる爲1ζはカォ リン.を橡め濃鹽酸にて處理す る事を

.,りE ・Sllkoxski;Z。phy}ioi・C噌61,1(1909)・

d2)L.5.Hudson:J.A.GS.,30,1100(1908).

43).R・¥Cillnrnuer&F・12acAe;LieLig.Ann・ ・.425,1(1920121卸

R・ 　尸illsldしlcr趣K・.Schneider;Z・Physiり1・C・ ・133 .200(1D24)・
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9

要 し,GI:$ili製せらる可き酵叢液が酵母ゴム質以外の來雑物を担當多昂:に含有し,爾 畭 りにサッ

カラー.ゼ含有景の大でな.い比較的稀譯.した溶液である事を.必要なる條件としてゐる。之等の條

/[b

70
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FigJ8

も難 イ:傚にし咀 つ常1こ{`n_fi3a性顧 の生勲 を{@得 ると云はれて ゐる蜂・kCを 酵素液

の}嚇 伽 へ吸・韆 しめ轍 ・0.39x'アムモーア水にてlbtuBciせ しめた試驗の声嬾 を見 るiこa-s

十八囲に於て ・で示す如 く甚だ吸蔚率が低N.

然 るに著者は酵素液中に前瓱置を施さ蒸い市販め勇 オリンを投入せるに母液中のSallcowski

氏反應め全 くi41す る,馬 カオリンは吸=u約dO分 間は相當強き薦糖擲化作IUを 示す'1F,約3D

分闇以内に礒薄アムモ昌ア水にて浸出ナる時はサカラーゼを殆んど完全に脱吸着せ しめ得る事

(第十九瞬1參照,縦 軸に脱吸i後 の收量を吸着前り酵素液に封する百分卒で示 し,概 軸に吸着

件の中郎者ほ容易に滿 駐し得 るが,後 者は本實驗の酵

液素の有する條件とは相容れない條件である.叉,約iG.

重量の吸着劑を加へ・0.39bアム.モ三ア水にて脱吸 牌せ

しめた操備實験の詰果 も第十八圖に於て 。.で示す如 ぐ

應剛し得る樣な詰果を得て居ない・

.kiにiに て除去する際 には`噸1)カオ リrYLZin16;

理して酵.母ゴム質を少 くせる後に行へるもの もあるが

之は上に記す如き理山』に依つて徒 らにサッカラーゼの

損失を多 く.するのみで濃厚なるサッカラーゼ液を多量

得るuに は用ひられない.直 接吸蒼する7irkは 數囘の

吸着を反覆する事を要し,各 囘毎に酵素のiiii@のみ大

で,z完 奎に酵母ゴム質を除去する事が困難である・

買際本酵素液を用 ひWills【諏er及Kraut{鋤 に依 りて最

後の時刪 を分で示 したが,30分 間iは 大暉徐々に輝 少

するが,そ れよりは急激に減 少して,1時 間後には殆ん

ど恒常になる.之 と李竹 してカォリγ吸着物!3'?0分後

位から次第に粘清性を坩し,60分 後には吸着直:後のカ

オリンとは全 く性質の遠つた糊泥様のものとなるのを

見た.),及 びカォリンに吸着した酵母ゴム質は再び通

常の方法に依つては醗吸衙し得ない事を確め得た.

2nち,前 處理を施 さないカオリンにf女つて酵母ゴム

質t3び 如何なる方法を以zしYi,Nt吸 着 し得ない程

囓固に吸艪され,爲 にカオリンは恰 も被覆3t-fctaく

共に吸/i7iら る可き酵素の強 く吸着される事及び不活

龜

加

掬
.
η

"

酒

o'4却jO40Joo力 剛`

影9・19

姓化され る事嬲 げ,從 つ'C酵 母弘 質以外の夾輛 を含む事極めて少く・且つ両享姶 儺 相

當大なる酵素液 よ購 母ゴ趣 除去する.目的には前離 せざるカオ リンは最適である魏 知 り

得た.尚 前處理せざるカォリンで吸着す3際 の 画 に聞しては漂備實驗icHtつ て第十八GmIL於

44)R.Witl亀 ・融 ・s1:.Sch・tide・L.phy・id・Cd些2・2SS(1823)・

II、V.liuler&K.亅1,sep6son;Ber・Aeulし=di・C・G・ ・56,446&453(1923)・

R.Wills重5"erR1.凵 く・醐lk..dents・h・C・q・ ・.56,U9&川7(1923)・

45)R:¥Vill・t3uu・&11・Krnut,ll…d・ …ch・C・G・ ・56,1117(1923冫
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℃×で示す如 く貌吸着後の牧量は.p且=3.聿に於て最 も多い事を知つた.

依つて著者は上記の要項に從ひ次の如き方法でカxン 吸蒲を行ひ酵母ゴム質の除去並ILWil

囘迄の操1乍に催つZ(nj除 去 し得なかつた含窒素化合物を除去する事 を得た...先づ巾性淡 欝褐黄

色の酵素液に一規卸 瞰 を約i加 へてm+一3:?に なる如 くし.た・.rｰ己の如 ぐ.之の酸度

が吸蓿に最 も好適である事を見たか らであ る,次 に之に100竓 酵素液に封 し約?Oliの カォ,,

ンを加へた.カ ォリンは市販の黄色の もめを.二囘().3qア 厶モ,ア 水にて洗滌,吹 に激囘蒸餾1

水にて洗滌 しfGものを用ひYc.カ オリンを加へて約5分 聞振監後母液 より分離し,五 囘水洗緩.

0.3ア ムモ=ア 水を原液の略 糞4i-Y_1111へて強 く振盪し濾過に依つて カオ リンを除き淡黄金

色透明な液を得た.カ オリン投 入よu之 迄め時K8は 上記の理由に依って30分.を超過 しない樣に

注意 した.次 にアムモニア浸掛液 を約12時 跼水流ボシプにて吸引 し.アム毛 三ア.瓦斯を.驅蓬し,

.更に2凅 闖縹嚢を用ひて透析 して次節に示す樣な性質を有 した液約700竓 を.得たが,之 を以て

酵素原液 とした.之 の(5)の 操個 ζ依つて失はれ.たサッカラーゼ量は僅かに原量の約20%で あ

つた

(S)酵 素原液の性猷

雌 町 灘 銘,〉 〉.マス中性 施光力を有せネmix。w・ki岻 風低 ニン・ドリン飃 ・.
Dlillon氏 反應,A面nklewlcz氏 反應 笈ぴ鹽素水 に依 る トリプ ト.ワァンの反應總 て陰 性 であ

る.そ のサッカ ラー ゼ時 聞價は次 に示 す如 く0:?5で あつ て,.之 は 全實驗 期聞 中(約 三 ケ月聞)鞍

囘検 したが少 し も差 を見なかつた.

10分鬪後

15分間後.

乾 燥 量

7.35ｰ

2.10ｰ

15.⑪ 分

0.7貶

so竓 .中の乾燥物質量は2.9瓱 で荻分は1.75%で あつた.叉 蛋白質,iii肪 を.分解ずる性質 を

有せ魂 更に澱粉 麥芽糖を分解する能力も無 も サッカラーゼt1=NJは・一メF一 ルーグル コシ

ー ドに依って少しも影響されない.

以上の所見から考へて之の酵素凍液は比較的純粹に近 き β一h一フルクトシダーゼであつて,

a一グルコシグーゼを全 く含(妬,まな.いものと考べ られ る.要 約するに現在得られてゐる最 も時

間便の小さv・のはWllls懐Lterの 報 告に崩かLる 時間價0.1の ものであるが,之 は毎常碍られた

譯では無 く,叉 實際之を用ひてerr施 行 し得 る程多量に得 られては居ない.本 研寵のサッカ

ラ画ゼは時聞價は0.?5で 少 しく彼の ものに劣る.とは云へ相當多量に得られた事,又 現在迄の

サッカラーゼ液に比して著 しく夾雜物の少い事から見て充分應用 し得 る方法を提供した ものと

考へられる.即 ち培養に依つて時閥價を比較的小さくした酵母を全然稀繹す る事なしに中性で

長期間放置 して得た自己清fヒ液を二囘濔精沈K依 つて精製後直接前處理 しないカオ リンに吸

蒲せ しあ稀薄なアムモ昌ア水で脱吸着せ しめると云ふ簡單な操作に依つて相當優.秀なる精製の

效果 を舉げ得る事を知つた.

Y7こ 」に一言費 し度きは本章第 一欝iに記載 した方法でNelson及.Hitchcock{2り 兩民の恒數N

を求めて見ると第十八表に示す如 く寧ろ異常型と:aｫxtiる 結果を示 してゐる.彼 等胸 に依れば

4G)R.1Veidenhngcn;Egg.EnzymPoruh.,9,IGB(19A2):2,90(1933).

97)R・
.R'ilh【 鰍e・,i<・S・by・id・tSE・W… 白1・Z・ph夕 ・i・1・じ ・15晝,ユ{1926)・

dtl)J.M.¥elson:Chem.Rec.IR,1(1938).

'
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Saccharomycescerevisiaeか ら得 たサッカラーぜで異常型 に旙す る .も.のは 非常lc不iiiで,長 時

間 その 活性 を一定に保つ事が π徠 ぬ と云ふが,理 在本實驗 に用 ひた ・9・.Hカラ ーゼは 三 ケ月閥 少

し もその時 間縦に變 化を見ず,又 約ニ ケ月間 を隔Yて 反覆 した同一1条1牛の賓驗に於て も寅驗誤

差範圍 を.超ゆる些少の差異 も認 め碍なかつた默 先づ彼等 の云ふ所 に首 肯 し難 い處 を見る.侮 更
溷

Table.18

15/SuaoseSolution.1W.Oc.c.,

EnrymcSolution.A_0.Occ.,

Px=4.2,nl3i.0ｰC.,

・1晦 岫 細 ・ v t f[ydrolyzed N

1min.

2.,

3..

q..

5.9ya

20.ｰ,

34.騨9,

i8.4.,

o.wos

O.05:2

0.ossa

O,0682

5ロ 加,

10,,

is..

20P

59、 了%

BB.B,.

98.11.,

98.0,.

0.100・ 韮

O.IOSU

U.IOtii

o.oss;

1

」

に彼等 に依れば正 常型 はQ一 メチ ρルグル コシ ー ドに依つて約73-80%に 抑 制 され るが異常型

は影響 少 く,假 侖抑制 さ.れて も60%以 下.に止 ると云ふ.之 は本實驗の サッカラーゼ もG一 メチ ー

ルグ ルコシー ドで全然影饗 されない故,よ く彼等の報す る.處.に一致す る様 に見 えるが,果 して

之 は サッカラーゼと しては異常型で あ らうか.一 歩進 んで考 へ るな らば,サ ッカラーゼ皀llちa一

グル コシダ ーゼを含まない β一h一フル ク トシダ ーゼがQ一 メチ)Lグ ル コシー ドに依つて 正常型

で は抑 制 され る と云ふ事が甚 し く論理に反す る.如く.であq,x實 際 サッカラーゼはIbメ チ ール

グル コシー ドで影響 され ない事 は既に幾 多の研 究者ボ報告 して ゐ る勘.要 す るに彼npの 詮 く處.

は 直 ちに採用 し難 い點 を含む故,現 今の歌態 に於てはそれ に拘 泥す るを要 しないと儒す る もの

で ある.

絡 り.に臨み本實敬を行ふに雷 ら,終始御熱心卸懇篤なる御指導を賜 りたる堀鴇先生に滿腔の謝意を表す・

倚本研究の研究費1二就て帝園學士院の補助を得たう・こ～に感謝の意を爽す・

昭知.九年七 月

京都帝闘大學物理化學研究室に於て

49,R.W曲 ・1・㎎ 叫is・E・zymf・ 四・h.・2,90(亅9蹲 ン
巳
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