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D－アラピノース（L－フコース）脱水素酵素の精製と性質  

止Ⅰ中  啓，何森  健，松本 圭介  

緒  

細歯類によるペントー・スの代謝系は，乳酸菌および忍わ∂Sよβ〝ααerOgg花e5で代表される嫌気的代謝系と，ア5β〃（わー  

∽07乙α‡属細菌にみられる好気的代謝系とに分けることができるl前者は，ベントース・イソメラー・ゼによりケトベン  

トースに異性化され，続いてリン酸化された後D－キシルロい－スー5－リン酸とをるベントース・リン酸経路であり，後  

者は，DoudoTO仔■等によりグ5β㍑ゐ∽0花α55αCCゐαr呼ゐよねのいアラビノ・－スおよびD－アラビノ・－スの代謝系として発  

見された経路で（1，4），両アラピノースはNADまたほNADPを介してそれぞれのアラボン酸に酸化される．この反  

応を触媒する酵素がL－アラピノース脱水素酵素（EC．1．．1．．146）（1，？），およびDMアラピノ1－ス脱水素酵素（ECい1．．1．  

1．116）（8）である．グざβび故）∽0乃αゞ以外の薗においては，Ⅰ∴アラピノース脱水素酵素がRゐよzoゐ去α∽ノ（¢0乃∠cα∽（5〉より，  

D－アラピノー・ス脱水京野菜が∧屯祝r坤0γαCγα一5ざα（15）より，およびL－キシロース脱水素酵素が酵母（6）より見出されて  

いる．   

HuおよびClineは，月別d．sαCCゐαγ郎凝ぬの保存歯株より分離したグ5β〟（わ∽0乃αdが少くとも5種の糖脱水素酵  

素を生産することを認め，糖脱水素酵素生産の複雑さを指摘した（7）．すなわち，2種のNAD要求性およびNADP  

要求性のD－ガラクトース脱水采酵素，1乃至2種のD－アラピノー・ス脱水素酵素，1種のNAD要求性のグルコ・－  

ス脱水素酵素および特異性の低いNAD要求性のアルド1－ス脱水素酵素である．これらの脱水素酵素はそれぞれ精製  

され（8），それらのうち，NADP要求性のD－ガラグトース脱水素酵素が結晶状に単離された、D－アラビノ・－ス脱水素  

酵素については，上記のPseudomo72adからの酵素はNADあるいはNADPを要求するが（910），動物起源のD一アラ  
ピノース脱水素酵素（嫁肝臓（11q13） ，羊肝臓（14））は全て－NADのみを要求し，NAI〕P は不描性であった．d・方，  

♪ゐ㍑γPゆ0γαCγ拐ざSαの酵素はNADのみを要求した（15）．．また，いずれのD一アラピノー・ス脱水素酵素も基質としてD－  

アラピノt－スの他にL－フコー・スにも作用し（11■‾14），いガラクトー・スにも作用した．   

本経でほ，我々がD－アラピノース賢化性細菌を検索した結果，土壌より分離した1分離菌がD－アラピノース脱水  

素酵素を強く生産することを認めたので，分離薗のD－アラピノース脱水素酵素の生産条件を検討し，酵素を粕製し，  

その諸性質について検討した結果について報告する．  

実 験 方 法   

1．資化性菌の分離   

各ベントース資化性菌の分離にほ，（NH4）2SO4026％，KH2PO40．24％，K2HPO40。56％，MgSO4・7H200．01％，  

酵母エキス001％に各ベントース（D一アラピノー・ス，いアラピノー・スまたはD－キシロ・－ス）05％を含む培地を用  

いた資化性菌は常法により寒天平板法を用いて，各地の土壌試料より分離した．．分離菌は同一・の組成の培地に300C  

で振吸培養を行ない，数代の集楷培養を続けた後，寒天平板法を繰返して純化した、最終的に得た分離菌は，上記の  

組成の培地に2％寒天を添加した斜面培地に接種し，40Cで保存したい 得られた分離薗のうち，D－アラピノース脱水  

素酵素を最も強く生産する1株（仮称K－7歯）を選び，本実験に使用した．   

2．培  養  

（NH4）zSO．026％，KHzPO4024％，K2HPO40．56％，MgSO4・7H200．01％，MnCl2・4H20001％，peptOne O．1％  

およびD－アラピノ1－ス0．5％を含む培地を，pH70に調製して用いた．D－アラピノースおよびMgSO4・7H20と  

MnC12・4H20は他の塩類と別に加圧滅菌した．培養はすべて300Cで撮忽培養を行をった、．   

3．酵素活性の測定   

脱水素酵素活性は次の反応組成披を用いて測定したい すをわち，0．05MトリスーHCl緩衝液（pIi8．6）0．5ml，0。05M   
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D：7ラビノl一ス0．1ml，0小01MNADO．02mlおよび酵素液に脱イオン水を加えて反応液量を1Omlとし，30OCで反  

応を行なった．この条件LF－で1分間に1FLmoleのNADHを生成する酵素盈を1単位とした。比活性は蛋白1mg当  

りの酵素の単位数で表わした．蛋白はWarburg，Christianに従って280および260nmの紫外部吸収値より求めた   

本酵素はD－アラピノースおよび1－フコー・スに作用するが，活性の測定はD－アラピノースについて行をった．従  

って酵素の精製はD－アラピノース脱水素酵素活性で示した．．   

4巾 試  薬   

NADはSigmaChemicalCompany，D－アラピノースは分析用にはE。Merck社のを，培養には和光純薬工業KK  

のを用いた．  

実 験 結 果  

1．D－アラピノース資化性菌の分離と分離薗の性質   

1）資化性菌の分離   

各地（石川県，兵犀県，大阪府，奈良県，鳥取県，島根県，広島風 香川県）の土壌試料30点より，ベントースの  

資化性菌を分離した．前述の培地組成よりMgSO4・7H20を除いた培地を用いた場合，D－アラピノース資化性菌3株，  

L－アラピノース資化性菌7株，D－キシロース資化性菌7株を得た．次いでMgSO4・7H20を含む前述の培地を用い  

て再び各地の土壌試料20点より D－アラビノ・－・ス資化性菌を検索した結果9株を得た．以上のベントー・ス資化性菌株  

26株中ベントース脱水素酵素を生産する菌株は，D－アラピノー・ス脱水素酵素を生産する1薗株のみで，他は全てイソ  

メラーゼのみを生産する菌株であったい 尚，D－アラビノ・－ス脱水素酵素を生産する1薗株（仮称K－7菌）ほイソメ  

ラーゼを全く生産しなかった．   

2）K－7菌の形態   

K－7菌は電子顕微銃の結果，1い5×0．．6／∠の鞭毛を有する梓薗で，好気的条件下で生育し，寒天平板では緑色の光沢  

を有するコロニー・を形成したい また，各種の糖および糖アルコ・－ルに生育した場合にも，培地中に緑色の色素を生成  

したい 以上の結果，K－7薗はヂsβぴぁ∽0乃αゞ属の細菌であろうと思われる．   

3）酵素の生産条件   

本菌の培養条件を，炭素源の濃度，通気盟，培養時間につき検討した．その結果，D－アラピノ1－ス脱水素酵素の生  

産は，D－アラピノースの濃度が05タ％の時に政商となり，500ml容の三角フラスコに培地を100ml添加して培養した  

時，また22～24時間の培養時間で酵素の生産量は浪大に述した．   

4）糖の資化性能   

直径18mmの試験管に05％の各種の糖を炭素源とする前記の培地5ml（pH70）を加え，K－7菌を300C，24時間  

振盈培養し，生育度を測定して資化性を検討したい ベントースよりもD－アラビトール，リビトール，D－ソルビトー・  

ル，D－マンニトール等の糖アルコール，およびD一グルコース，D－ガテクトー・ス，D－マンノース等のへキソースに  

よく生育した．ベントースの資化性は，D－アラビノ・－ス，l－アラビノ・－ス，D－リボー・ス，D・－キシロースの順であっ  

たい L－キシロ・－ス，D－リキソースおよびD－■7コースにはほとんど生育しなかった‖   

5）各種糖および糖アルコ・－ル脱水素酵素の生産  

18mmの試験管に05％の各種の糖を炭素源とする培地を5ml添加して，同様に300Cで24時間技監培養した付 こ  

の培養液1mlを500ml容の三角フラスコ中の100ml培地に添加して20～22時間，300Cで培養した∴遮心分離して菌  

体を集めて洗源後，菌体を10‾3MMnCIzを含む005MトリスHCl－緩衝液（pH7．5）約10mlに懸濁し，20kc，8～  

10分間超音波処理をして酵素を抽出した．遠心分離をして不溶性残法を除いた上澄を粗酵素液とした．得られた粗酵  

素液中の各種糖および糖アルコール脱水素酵素活性を測定した．測定にほGilfofd分光光度計240塑を使用した．結  

果をTablelに示した。すなわち本菌はD－アラビノ・－スおよび L－フコ・－スを炭素源として生育したときに，D－ア  

ラピノース脱水素酵素活性およびレフコース脱水素酵来活性が，またいアラピノース，D－ガテクトー・スに生育した  

ときにL－アラピノース脱水素酵素活性およびD－ガテクトース脱水素酵素活性が検出された．その他D－アラビトー  

ル脱水素酵素およびD－マンニトール脱水素酵素が生産されたが，D－キシロース，D一リボース，D－リキソース，キ  

シリトール，リビトール，D－グルコ・－スとD－マンノース脱水素酵素活性はいずれの糖培地よりも全く検出されなか  

った．   
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Tablel．Productionofdchydrogenases  

Dehydrogenaseactivity（units／100miofculturc）＊  

Carbon source Cell yield Protein 
（0”5％） （dryweight，（mg）  
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2．酵素の精製  

Tablelの結果より，本薗のD－アラビノ－・ス生育菌体にはD－アラピノ1－ス脱水素酵素活性およびLrフコース脱  

水素酵素活性が強く，その他の糖および糖アルコール脱水素酵素活性は検出されず，またD一・アラビノ、－ス・イソメ  

ラー・ゼも全く検出されなかったので，本歯の大塩培養を行ない酵素の精製を行なった．D一アラピノース（0．5％）を  

炭素源とする培地（5ml）2本に菌を接種し，300Cで24時間撮坦培養した… この培養液全容を同組成の培地11を入れ  

た51容三角フラスコ2本に植継ぎ，300C，22時間振盟培養した，．培養終了時，培地のpHは6，61，残糖は27．1％であ  

った．得られた菌体（43g生菌重量）を10‾8MMnC12を含む0‖05MトリスーHCl緩衝液（pH7。．5）で洗誰彼同緩衝  

液100mlに懸濁し，超音波処理（20kc）を20分間行怒った．10，000回転，20分間の遠心分離にて上澄を分離した後，  

沈毅を同緩衝液100mlに溶かし，同様に超音波処理を20分間行ない遠心分離にて上澄を得た．前記の上澄液と合わし  

て粗酵素液を200ml得た．   

粗酵素液に新たに調製した1％プロタミン溶液10mlをゆっくり撹拝しながら添加し，30分後12，000回転，20分間  

遠心分離して核酸を除去した．上絵に固形硫安337g（30％飽和）を徐々に添加し，生じた沈毅を遠心分離して除き，  

Table2”Pu王ificationofD－arabinoscdehydrogenase  

D－Arabinosedehydrogenase  
Step   Volume Totalproteinn 

（ml）   （mg）  YieldPuri点cation Totalunits SpeCificactivity （％）fold  

CrudeextraCt  200  1700  174  01102  100  1  

Protamincsupcrnatant  208  1206  172  0”143  989  1A  

Ammoniumsulfate  27．0  945  144  0．152  82。8  1。5  

30－50％ppt  

lstDEAE－Cellulosceluatc  5O  107  752  0／703  43。2  6り9  

SephadexG－200  28  237  63．2  2．67  36‖3  26l2  

2ndDEAE－Celluloseeluate l．6  3．2  24．8  7／75  14。3  76い0   
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さらに上位に固形硫安26い7g（50％飽和）添加して生じた沈毅を遠心分離にて集め，同上の0．05MトリスーHCl緩衝  

液27mlに溶解し，－・夜同緩衝液に対して透析した巾 この酵素液を同0．05MトリスーHCl彼衝液で平衡化したDEAE  

－1Celluloseのカラム（2×18‖5cm）に吸着させ，0－04MのKCl（240ml）の1ineargradientで酵素を溶出した… D－  

アラビノ、－ス脱水素酵素活性区分を集め，50％飽和まで硫安を添加して生じた沈澱を遠心分離にて集め，少盈の同上  

の0。05MトリスーHCl緩衝液に溶解して同緩衝液で－・夜透析した（5．Oml）小 この酵素溶液をSephadexG－200のカラ  

ム（2×37．5cm）で同緩衝液を用いてゲル濾過を行をった．溶出した活性区分を集めて，同様に50％飽和まで硫安を  

添加して生じた沈毅を集め，同緩衝液に対して40Cで一・夜透析した（2．8ml）。この酵素液を再度 DEAE－Cellulose  

のカラム（2×18cm）に添加して，0～0．，4MのKCl（500ml）の1inear gradientで溶出した，活性区分に同様に50％  

飽和まで硫安を添加し，生じた沈毅を遠心分離にて集め，同緩衝液に対して透析した（16ml）、以上の結果，酵素は  

76倍まで精製され，その収率は14％であった（Table2）．  

3．精製酵素の牲質   

1）至適pHおよびpH安定性   

酵素反応の至適pHは，pH9．6付近であった（Fig．1）．酵素のpH安定性は，酵素披0．02mlを各種pHの緩衝  

液018mlに添加し，300C，10分間保持した後，その0．01mlを反応液0．99mlに添加して残存消性を測定した．Fig．  

2に示したように安定pH織田は7（一9イH迂であり，pH7以下およびpH9以上では酵素は不安定で，すみやかに  

欠活した．  
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王）Ⅰ1  60  70  8．O  
Fig．1．E駄ctofpHonthcen2：ymeaCtivlty 1）H  

90  10。0 11一0  

Tris－maleatebufrer（○），TIis－HClbu鮎r（⑳） Fig．・2‖】M危ctofpH ontheen2：ylnCStability．Scc the  
andglycinebu騰r（⑩）wercused‖  1cgendinFigり1andtcxtl  

2）至適温度および熱安定性   

酵素反応の至適温度は400C付近であった（Fig3）lまた酵素の熱安定性は，酵素とトリスーHCl緩衝液（pH8．6）  

中で各温度で5分間保って熱処理を行ない，残存活性を測定した… またNAD（10‾8M）を添加した酵素溶液を40，45，  

う00Cで同様に5分間熱処理して残存活性を測定した小 Fig．4に示したように本酵素は比較的熟に対して不安定であ  

り，350C，5分間での活性の残存度は33％であった小 しかしNADは保護作用を示し，10－8M NADの存在で酵素の  

安定度は増し，5分間の処理では400Cまで安定とをったu   

3）等電点   

アンフォライン焦点揖ぷ泳動法宜よって本酵素の等1は点を求めたい 600V，1mAで71時間通電した後，40ml／hr・の速  

度で分画し，各分画のpHおよび活性を測定したところ等電点は604であった（F■ig・・5）．．   

4）基質特異性   

本酵素の基質特異性は比収的高く，Table3に示したように，D－アラピノースおよびL－フコースに対して特異的  

に作用し，その他の糖に対してはNADを補酵素としてほとんど作用しなかった．．   
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Figl4・Efrtctoftemperatureontheenzymestability 
Theenzymesolution（0・58unit）in50mMTris－HClbu蝕r（pH86）was  
incubatedatvarioustemPeraturefor5minlTheremainlng aCtivltyWaS  
assayedat300Cい EnzymewasincubatedwithoutNAD（○）orwith1mM  

NAD（⑳） 
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Figu5u AmpholineelectrofocuslngOfD－arabinosedehydrogenase．、  

しかし，補酵素に対する特異性は低く，NADおよびNADPに対し，共に活性を示した（Table4）．   

基質と補酵素に対するミハエリス定数をLineweaver－Burkめ方法に従って求めた．D－アラピノ1－スとI：フコース  

に対するKm倍は補酵素として2×10‾4MNADを用いて測定した．結果はFig．6および7に示したようにD－アラ  

ピノー・スに対するKm値は50×10‾4M，いフコ・－スに対しては1り8×10‾4Mであり，いブコ1－スのVmax借はD－ア  

ラピノ1－スのそれの86．6％であった．．NADに対するKm値は87×10－5M，NADPに対しては48×10－5Mでやや  

NADPが小さかったが，NADPを用いた場合のVmax値はD－アラピノ1－スおよびL－フコ1－スを基質とした時，  

それぞれのNADを用いた場合のVmax他の68．5％，64．7％であった．  

Table3、Substrate spcci丘city（l）  Table4”Substrate specificity（2）  

Substrate  Relative activity 
（5mM）  （％）  

（A8 

（）witA。P  D－Arabinose  
レFucose  
L＿Arabinose  
D－Ⅹylose  
D－Lyxose  
D－Ribose  
D－AIabitol  
XylitoI  
RibitoI  
D－Glucose  
EトGalactose  
D－Mannose  
D＿SorbitoI  
D－Mannitol  

100  
78．2   
2い6   

0  

1‖0   

0   

0   

0   

0   

0   

0   

0   

0   

0   

D－Arabinose  O．124  0．．108  

1－Fucose  O．081  0い0‘73   

トⅩylose＊  0‖00  0。00   

For each assay，Ol006unit ofenzyme was  

used．  

＊L－Ⅹylose（10‾2M）andO．025unitofenzyme   

was used 

Foreachassay，19．6FLg Ofenzymeproteinwas  

usedり Activitywasassayedwith O．2jLmOleNAD  

in the standard condition．  
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40  60   ■80  
1／NAD（m叫  

0  20  

20   40  60  
1／NADP（Ⅲ朗）  

Fig‖6”E庁bctofconcentrationofsugars 

A：二D－arabinose；B：I．－ftlCOSe。Amounts of  

enzymeusedwere49FLgforD－arabinoseand98pg  

fbrl＿fhcose 

Fig。7．E鮎ctofconcentIationofNADandNADP．  
A：NAD；B：NADP．For bothcases，．5mM  

OfD－arabinose（○）or5mMOfL－fucose（◎）were  

addedwith41FLgOfenzyme 

5）D一アラビノ・－ス脱水素酵素活性といフコース脱水素酵素活性の同一・性   

前述のごとく，本菌のD－アラピノー・ス脱水素酵素活性は，D－アラピノ小一－・ス生育菌体の他L－フコ・－ス生育菌体中に  

も見出され，両者共L－フコ1－ス脱水素酵素活性を有する．Tablelの各種脱水素酵素生産能を調べた結果，D－アラ  

ピノースおよびレフコ・－・ス脱水素酵素活性の比は－・定で，D－アラビノ・－ス生育菌体では1：076，1ノ7コ・－ス生育  

菌は1：0．76であり完全に一・致した．またTable5のD－アラピノ1－ス脱水素酵素の精製過程において，D－アラビ  

ノ、－スといフコ・－スに対する活性比はほとんど一・定であった．  

Table5．Ratiosoftwodchydrogcnaseactiviticsduringpuri丘cation  

DchydIOgCnaSeaCtivity（units）  Ratio  
Puri丘cationstep  

D－Arabinose（A）  L－Fucose（B）  （A：B）  

Crude extract  

PlOtaminesupernatant  

Ammoniumsulfate30－50％ppt  

lst DEAE－Celluloseeluate  

8
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∠
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〕
 
 
．
1
 
 

7
 
6
 
 
4
 
 
3
 
 

66，2  1．19   

56，4  l19   

3‘78  1．19   

2914  1．16   

更にNADおよびNADPに対するKm借は，Fig．7に示したごとく D一アラピノl－ス，L－フコ・－スのいずれを  

基質として求めても全く同じであった．．また，基質として（A）5×10‾5M D－アラビノース，（B）5×10‾5M L－フ  

コース，（C）5×10．5MD－アラビノ・－・ス＋5×10．5ML－7コースを用いてNADの還元速度を測定するとFig．8に示  

したように反応に加簸性が認められず，かえって阻審が認められた…   

以上の結果より，D－アラピノース脱水素酵素とL－フコ・－ス脱水素酵素は同一－・酵素であると考えられる．   
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4  5  0  1  2  3  

Reactiolltime（min）  

Fig8。E鮎ctofD”arabinoseandL－fucoscon the enzymeactlVlty・  
Reductionof NAD at340nm wasfbllowed with O．05mM  

D－arabinose（A），0．05mM：L－ftlCOSe（B）and O05mM D－ara－  

binose＋0．05mMトfucose（C）い Absorbance was read at  
cach15secondsinterValfbr5min．  

6）Anomericspeci丘city   

本酵素は，基質分子のC－1における酸化を触媒するため，C－1の立体構造の差が塵要であるか否かについて検討  

した〃 すなわち，本酵素のD－アラビノ・－・スのanomeIに対する特異性について検討した一．基質D－アラピノースを  

水に溶解して長時間放置して平衡化したもの（α，β－D一アラピノース）を酵素反応に用いた場合と，反応液に β－D・－  

アラビノ・－スの粉末を添加し，すばやく溶解して直ちに測定した場合とについて反応速度を比敬した… 結果はFig・9  

に示したように，α，β－D－アラピノー・スを基質として反応させた方が，よく反応した．   

0．3  

∈ 【＝  く＝〉  

諾0．2  
tく  

0巾1  

0  

0  1  2  3  

Reaction time（min）  

4  5  

Fig」・9… E晩ctofanomerof■D－arabinoseontheenzymeactivityl・  

Withα，β－D－arabinose（A），andβ－D－arabinose（B）い  

考  察  

全国各地の土壌より分離した各ベントー・ス（D－アラピノース，L一アラビノ、－・ス，D－キシロース）資化性細菌26株  

のうち，ベントース脱水素酵素活性が検出されたのは，D－アラビノ・－ス脱水素酵素を生産するK－7薗1菌株のみで  

あり，他は全てベントース・イソメテーゼ生産菌株であった小 以上の結果より，一腰に細菌のベントースの代謝は，  

脱水素酵素によりベントン敢に酸化される経路よりも，イソメラーゼによりケトベントースに異性化される経路によ  

り代謝されるものと考えられる．D－アラピノース資化性菌として分離されたK－7菌は，D－アラピノース・イソメ  

ラ・－ゼを全く生産せず脱水素酵素を生産するので，D－アラピノースはD－アラボン酸を経る代謝系により代謝される   
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ものと考えられるい 又，本蘭のいアラビノ・－ス生育菌にもその脱水素酵素が生産されるので，L－アラビノ・－スも同  

様の代謝系により分解されると考えられる．   

本報のK－7菌は，その形態的特徴および糖の資化性より考えてア5e祝（わ∽07‡αSに属する細菌と考えられる．Drア  

ラピノ1－ス脱水素酵素は，主としてPseudomonas（7），NeuroQoracYa．SSa（15）及び動物の肝臓（1ト14）より見出されてい  

るが，本報のK－7菌のD－アラビノ、－・ス（L－フコ・－・ス）脱水素酵素は，ClineらのPse〟（わ∽07Zαざ属のD－アラビノ¶－－・  

ス脱水素酵素（7‾10）と学の諸性質が類似している… 既報の各種起源のD－アラビノ・－・ス脱水素酵素の基質および補酵素  

要求性とそれらに対するKm値を比較のためTable6にまとめた．これらの酵素は，すべてD－アラビノ・－スと1－  

Table6… TheMichaelisconstantsofD－arabinosedehydrogenasefiOmVariousorlglnS  

Km（mM）  

K，7inthis Pseudomonas（9）jVeuro5Pora（15） pigliver（17）pigliver（18）Sheepliver（19）  
paper  Jrの5α  

D－Arabinose O50  0い82  

エーFucose  O．18  

1－Galactose  

NAD  O．087  22．O  

NADP  O．048  2．．3  e
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■7コ申・・・・スに作用し，同一・酵素により触媒されると考えられるい 木蘭のD－アラビノ・－ス脱水素酵素も次の理由でエーフ  

コ・－ス脱水素酵素と同一・酵素であると考えられる‖ すなわち，D－アラピノースおよび1－フコース生育菌体からの，  

D－アラピノ1－ス脱水素酵素とL－フコ1－・ス脱水素酵素の活性化は－・定であり（Tablel），また，D－アラビノ・－・ス脱水  

素酵素の精製過程において，D一アラピノ1－スとL－ブコ1－スに対する活性比がほとんど一L定であった（Table5）．．更  

にNADおよびNADPに対するKm値は，Fig・7に示したようにD－アラビノ、－ス，L－フコースのいずれを拳貿と  

して求めても全く同じであったことによるu それぞれの基質に対するKm値は，細菌起源の酵素が動物の肝臓から  

の酵素に比して非常に小さい．しかも，いずれの酵素もいフコ・－スに対してより強い親和力を示しているが，両基  

質に対する活性比は，ぞse〟あmo乃αS（9）では，D－アラピノース：1－フコー・スが100：62，本報のK－7菌の酵素では100  

：66～78い2で，いずれもD－アラピノースに対する満性の方が大であるため，D－アラピノ仙ス（L－フコ、－ス）脱水素  

酵素と呼ぶのが適当であろう．   

本酵素の基質特異性はゃヤ広く，アs♂〟ゐ∽077αS（9）の酵素ではいガラクトースにも作用（D一アラビノ・－スの27％）  

するが，L－ガラクトースを人手できなかったため，我々の酵素については検討していない－．酵母で発見された いキ  

シロース脱水素酵素（6）ほ，Ⅸ仏DPを補酵素として，1－キシロ・－スの他 D－アラピノ小一－・ス，いフコースにも作用する  

と報告されている．すなわち，NADPを補酵素として，D－キシロース（37），D－アラピノ1－・ス（11），D－・リキソース  

（4）に作用し，D－エリスロい－・ス，D－スレストースには作用しをい（カツコ内は活性比を示す）．しかし，同じ標品が  

NADを補酵素とする時，D－スレオース（9）D－エリスロー・ス（7）に対してのみ活性を示し，L－キシロース，D－アラピ  

ノ1－ス，D－リキソ1－スに対しては全く活性を示さない．NAD，NADPレ、ずれを補酵素とした場合も，L－アラピノー  

ス，D一リボー・ス，D－・キシロい・・・ス，D－グルコ1－ス，D－マンノース，D－ガラクトース，D－クテクトースにほ活性を示さ  

なかった．また凸β〟（わ∽0乃α・S属細菌のD－スレオ・アルドース脱水素酵素は，1－グルコースのほか，L－キシロース，  

D－アラビノ・－スおよびL－フコ・－スをNAD共存下で酸化することが報告された（18）．これらの基質に対するKm催  

ほ，それぞれ150，4い5，2‖8，21mMであった．、従って，基質特異性ほ補酵素要求性と相関してかなり複雑である．  

本菌のD－アラビノ・－ス（いフコース）脱水素酵素は，NAD，NADPのいずれも要求するので，基質特異性について  

更に検討した（Table4）．その結果，NADPを補酵素としてもD－アラピノース，工∴フコ1－スのみに作用し，L－キシ  

ロースには全く作用しなかったので，1一キシロい－ス脱水素酵素，D一スレオ・アルドース脱水素酵素とは異なる酵素で  

あると考え．られる。   

また，anOmericspeci丘cityについては，Pseudomonasの酵素（9）は，D－アラピノースについてはα，β＞βで我々  

の結果と合致している。このことより，基質D－アラピノースの分子はα塾であり，C－1，C－2，C－3のOH基はすベ   
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てエカトリアル，C－4のOH基のみアクシャルな構造である．L－ブコースにもよく作用する点より，C－5，C－6の配  

位については要求性はをいと考えられる．   

本酵素の応用として，本菌の生産するD－アラピノ1一ス（Lノ7コース）脱水素酵素の基質特異性が高く，かつそれ  

らのKm倍が低いことから，D－アラピノースおよび1－フコーー・スの微塵定免法への応用について検討し，日本農芸化  

学会関西支部第292回講演会（昭和50年5月，大阪）および，日本生化学会昭和50年皮総会（昭和50年10月，福岡），  

コロキウム「酵素を用いる生体成分の定量．において発表した．現在ベントー・スの特異的微塵定盈法は全くなく，特  

にLづコ1－スは生体成分として比較的広く分布しているので，酵素によるベントースの微塵定盈法として十分実用  

化に適しているものと考えている（17）．  

要  約  

土壌よりベントース資化性菌を分離し，分離菌についてベントース脱水素酵素生産の有無を検討した結果，D－アラ  

ビノ・－・ス脱水素酵素を強く生産する1菌株を得た．本菌が生産するD一アラビノ・－ス脱水菜酵素を76倍まで精製して  

性質を調べた．至適pHは9．6，安定pHは7～9，反応の重適温度は400C，熟安定性は300C，5分間の処理で安定  

であるが，NAD存在下では400Cまで安定であったル 基質としてD－アラピノースとL－フコースに特異的に作用し，  

NADおよびNADPのいずれかを補酵素として要求した．．ミハエリス定数は，D－アラピノース，LTフコ1－ス，NAD，  

NADPに対して，それぞれ5．0，1、8，0，87，0．48×10‾4Mであった．本菌のD－アラビノ・－ス脱水素酵素とL－フコー・ス  

脱水素酵素は同一・酵素であるが，D－アラビノ・－スに対する活性の方が高いので，D－アラビノ・→ス（L－■7コース）脱水  

素酵素であることを確認した．  

引 用 文 献  

（1）WEINBERG，R．，DotJDOROFF，M＝：J．βわJいαe∽．．，  

217，604（1955）．  

（2）WEINI‡ERG，R。：J．β払J．仇g∽…，234，727（1959）い  

（3）PALLERONI，N．J．，DouDOROFF，M小：］．Biol．  
Gなe∽．，223，499（1956）小  

（4）PALLERONI，N．．J√，DouDOROFp、M．：J、月αCおγゐJり  

74，180（1957）．  

（5）PoDROSA，F．0…，ZANCAN，G．T∴ J．βαCfβrゐJ．，  
119，336（1974）．  

（6）UEHARA，K…，nKEDA，M∴J．βわcゐβ∽リ52，461  
（1962）．  

（7）Hu，A．S．L．，CuNE，A．L．：Biochim．Bi申hys”  
Aαα，93，237（1964）‖  

（8）CLINE，A．L．，Hu，A．S．L．：LBiol。Chem．，240，  
4488（1965），  

（9）CLtNE，A。L，Hu，A。S．L．：JBiol．αem．，240，  
4493（1965）小  

（10）CuNE，A．L．，Hu，AuSJL：JBiol．Cたem．，240，  
4498（1965）．  

（11）URETA，TりRADqIKOVIC，J．：Ⅷエβ抽′ざ，9，  
57（1970）．  

（12）ScHACHTER，H．．，SARNEY，J．，McGuIRE，E．J．，  
RosEMAN，S．：エ月わg．αe∽．，244，4785（1969）．  

（13）MAIJUB，A．G。，PECHI，M。A．，MILLER，G．R．，  
CARPER，W．R：Biochim．．Biq？hys．．Acta，315，  
37（1973）．  

（14）MoBLEY，P．W．．，METZGER，RP．，WzcK，A．N．：  
AγCゐ。βわcゐβ∽．戯画如．，139，83（1970） 

（15）PINCHEIRA，G小，LEON，G…，URETA，T．：FE及ゞLei－  
fの，30，111（1973）．  

（16）笹島賢一・，SINSXEY，AL．Jい：日本農芸化学会昭和  

49年皮大会発表．  

（17）YAMANAKA，K”：Agr．Biol巾 C％emり，39，2227  
（1975）．   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



第27巻第59号（1976）  231  

PURIFICATION AND PROPERTIES OF D－ARABINOSE（L－FUCOSE）  
DEHYDROGENASE FROM A BACTERIUM  

KeiYAMANAKA，KenIzuMORIandKeisukeMATSUMOTO  

Summary   

Abacteriumwhichwascapableof．grOWthonD－arabinosewasisolatedfi・OmSOill・Thisbac－  

terium produced D－arabinose（Lpfucose）dehydrogenase（D－arabinose（L－fucose）：NAD＋1－  

0Ⅹidoreductase（ECl．1．1．116））丘OmtheD－arabinoseor・L－fucosemedia．However，D－arabinose  

（L－fucose）isomerase activities were not detected fiOm the same media．・The dehydrogenaSe  

WaS eXtraCted丘om the D－arabinose－grOWn Cells andpur・ified by protamine sulfate treatment，  

ammoniumsulfate免aCtionation（30－50％saturation），DEAE－CellulosechromatograPhyandg・el  

filtration on Sephadex G，200… The丘nalpreparation was puri丘ed to76－foldinits specific  

actlVlty・PHoptlmumforthedehydrogenationofD－arabinosewasfbundatpH91・6… Theen－  

ZymeWaS StablcbetweenpH7－9at300C・Theenzymewas activeeitheron D－arabinose or  

Lpfucose，butothersugarsandsugar・alcohoIstestedwereinertasthesubstrateハ The enzyme  

req－iiredeitherNADorNADPfor・thedehydrogenationoftwopentoses・Michaelisconstants  

Were Calculated as O”5mMforD－arabinose〉Ol18mMfor L－fucose）87FLMfor NAD and48FLM  

払rNADP 
Withseveralevidences，itwasconfirmedthataslngleenzymewasresponsibletothedehydro－  

generationreactionofD－ar・abinose and L－fucose… This enzymewas di鮎rent丘OmNADP－de－  

pendent L－Ⅹylosedehydrogenasefoundinyeast and丘om NAD－dependentD－threoaldosede－  

hydrogenaseofP5eudomonassp・  

（1975年10月31日 受理）   
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