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資 料

Lipomgces siarkegiの酵素活性

測定のための反応液組成

- 解糖系およびその周辺の酵素-
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微生物の細胞内代謝活性を調べる重要な生化学的手

段の一つとして,無細胞系で酵素活性を測定する方法

がよく用いられている.我々は,これまで,油脂酵母

LiPomycesstarkeyiの月旨質蓄積 メカニズムに関する

研究の一環として,脂質蓄積能の発現 ･抑制と細胞内

代謝活性の関係を無細胞系の酵素実験により検討して

きた(1).これらの検討をおこなうには,まず細胞から

酵素を抽出し,次に所定の反応系を用いて走塁する必

要がある.既に,細胞を破砕して酵素を取り出すこと

に関しては,従来法よりも小規模で,かつ簡便な方法

を開発した(2'.一方,酵素活性測定用の反応液組成に

ついては,各々の酵素に関して研究報文,書籍,カタ

ログ等に記載されているが,これらをまとめて記述し

ている例はなく,一連の基礎的代謝経路に関与する多

数の酵素の反応液組成を簡単に知るには不便であっ

た.

この不便さを我々自身も体験したことから,反応液

組成をまとめたものがあれば,効率の良い実験を望む

人達の参考になると考え,我々がこれまで対象として

きた酵素に関して,一覧出来る資料を作成した.

但し,ここに記載した反応液組成は,報文や参考書

に記述された組成を基本として,LiPomycesstarkeyi

から調製した粗酵素液用へと改変したものである.従

って,研究対象となる微生物の種類が異なる場合には

最適pH,基質濃度,活性化剤等についてそれぞれに

適応するよう再検討を加える必要があると考えられ

る.なお,本報では,Glycolyticpathway,Pentose-

phosphatecycle,Glycero13-phosphatepathway上の

13種の酵素について記載した.

また,以下のTableに示す酵素の測定は,HltaChi

Model200-20double-been temperature-controlled

(25oC)spectrophotometerを用いて,波長340nm,石

英セル光路長 1cmの条件下で行った.

本報で反応液作製に使用した試薬は,和光純薬,メ

ルク, p-Lバイオケミカル,ベ-リンガ-.マンハ

イム山之内,シグマ,オリエンク/I/酵母,協和僚醇,

同仁化学の製品である.
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Table1. CoⅠnpOSitionofassaymix山resfor
eruym esontheglycolyticpathway.
Commonabbreviationsusedinall

tablesareasfollows:triethanolamine,
triethanolaminehydrochloride-NaOH
buffer;R.,reference;ち.,blank;
S.,sample.

1-1.Hexokinase(EC2.7.1.1)(3,4)

Pipetteintocuvette(ml)

･R. B. S.

0.2 M Triethanolamine(pH8.0)1.5 1.5
0.56､M Glucose 1.0 1.0
10mAATP
10mM NADP

70IU/mlG6PIDHa
Distilledw'Jater
Crudeextract

Finalvolume

5

2

5

5

7

1
0

1
0

8

0
0

0

0

2

2

5

7

0

3

0

8

0

0

0

2

5

5

2

5

7

5

0

1

1
0

0

8

1

1
0

0
0

0

2

aGlucose-6-phosphatedehydrogenase

1-2.Phosphoglucoseisomerase(EC5.3.1.9)(5)

Pipetteintocuve仕e(ml)

〔 R. B. S.

0.1 M Triethanolamine(pH8.5)2.6 2.6
43mM Fructose-6-Pa

0.2M MgCl2･6H乞0
10mM NADP

70IU/mlG6p-DHb
Distilledwater

1/4Crudeextract
Finalvolume

2

1

3

1

1
0

1

0

9

0

0

0

0

0

2

2

1

3

1

0

2

0
9

0

0

0

0

2

2

1

3

6

1

1

1
0

0
9

2
0

0

0
0

0

2

aFructose-6-phosphatedisodiumsalt

bGlucose16-phosphatedehydrogenase

ト3.Fructose-6-phosphatekinase(EC

2.7.1.ll)く6)

Pipetteintocuvette(ml)

良. B. S.

0.iM Triethanolamine(pH8.0)2.2 2.2
30mM Fructose-6-Pa

91mM Glucose-6-pb
0.2M MgC12･6H20
3.2M NH4Cl
14.5mM ITP

10mM NADH

1

5

1

0

2
0

0

0

0

0

1

1

0

2

0

0

0
1

5

2

1

1

1

0

2

0

2

0

0

0

0

0

0

90IU/mlAldolase
100IU/mlTIMc

80IU/mlG3p-DHd
Distilledwater

Crudeextract

Finalvolume

0.05 0.05 0.05

0.1 0.1 0.1

0.05 0.05 0.05
0.25 0.2

0.02 0,02 0.02

2.98 2.98 2.98

aFructose-6-phosphatedisodiumsalt

bGlucose-6-phosphatesodiumsalt

cTriosephosphateisomerase

dGlyceroト3-phosphatedehydrogenase

1-4.Aldolase(EC4.1.2.13)(7,8)

Pipetteintocuvette(ml)

R. B. S

0.1M Triethanolamine(PHS.0)2.8 2.8

24血M Fructose-1,6-di-Pa
10mM NADH

100IU/mlTIMb

80IU/mlG3p-DH｡
Distilledwater

Crudeextract

Finalvolume
5

0

1

1
0

2

0

0

0

3

5

5

0

1

1
0

2

0

0

0

3

5

8

1
(U
1

2
0

0
0

10

5

0

0

2

0

3

aFructose-1,6-diphosphatesodiumhydrate

bTriosephosphateisomerase

｡Glycerol-3-phosphateddlydrogenase

1-5.Triosephosphateisomerase(EC5.3.1.1)く9)

Pip?tteintocuvette(ml)

氏. B. S.

0.25M Triethanolamine(pH7.6)2.5 2.5

13.2mM Glyceraldehyde3-Pa
10mM NADH

80IU/mlG3p-DHb
Distilledwater

1/5Crudeextract
Finalvolume

5

5

1

1

0

0

5

0

1

0

0

0

0

3

5
,5

1

1

0

5

0

1

0

0

0

3

5

5

1

1

5

5

0

0

0

1

2

0

0

0

0

3

&DLIGlyceraldehyde-3-phosphate-

bGlyceroト3-p110Sphatedehydrogenase

1-6.Glyceraldehyde-3-phosphateddlydrogenaSe

(EC 1.2.1.12)(10)

Pipe比eintocuvette(ml)

R. B. S

0.1M Triethanolamine(pH7.2)2.5 2.5 2.5

93mM Glycerate-3-Pa 0.2
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0.2M MgC12･6H20
50mM ATP
10mM NADH

4,500IU/mlPGKb
Distilledwater
Crudeextract

Finalvolume

3

5
1

1

0

0
1
0
0
2
0

9

0
0
0
0
0
0

2

3

1
5
1

0

0
1

0

2
0

9

0
0

0
0
0

2

3

5
1

0
1
0
0

0
0
0
0

aGlycerate-3-phosphatetrisodiumsalt
b3-Phosphoglyceratekinase

1-7.3-Phosphoglyceratekinase(EC2.7.2.3)
(ll,12,13)

Pipetteintocuvette(ml)

R. B. S.

0.1M Triethanolamine(pH7.6)2.5 2.5
93mM G】ycerate-3-Pa
0.2M MgC12･6H20
50mM ATP
10mM NADH

800IU/mlGAp-DHb
Distilledwater

1/10Crudeextract
Finalvolume

3

5
1

2
1

0
1
0
0
2
0
9

0
0
0
0
0
0
2

3

1
5
2
1

0
1

0
2
0
9

0
0

0
0
0
2

3

5
1

5
2
0
1
0
0

2
0
0
0
0
0

aGlyceratel3-phosphatetrisodiumsalt
bGlyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase

1-8.Phosphoglyceratemutase(EC2.7.5.3)(14･15)

Pipe比eintocuvette(ml)

R. B. S.

0.1M Triethanolamine(pH7.6)2.5 2.5
93mM Glycerate-3-Pa
0.2M MgC12･6H20
94mM ADP
10mM NADH

2,500IU/mlLDHb
400IU/mlPyruvatekinase
400IU/mlEnolase
Distilledwater
Crudeextract
Finalvolume

0.05
0.02

02
02
02
2
01
84

0
0
0
0
0
2

5
2
5
2
2
2
5
1
4

0
0
0
0
0
0
1
0
8

0
0
0
0
0
0
0
0
2

5
5
2
5
2
2
2

5
1
0
0
0
0
0
0

2
0
0
0
0
0
0
0

aGlycerate-3-phosphatetrisodiumsalt
bLactatedehydrogenase

1-9.Enolase(EC4.2.i.ll)(16･17)

Pipetteintocuvette(ml)

R. B. S

0.1M Triethanolamine(pH7.6)2.5 2.5
24mM GLycerate-2-Pa
0.2M MgC12･6H20
94mM ADP
10mM NADH

2,500IU/mlLDHb
400IU/mlPyruvatekinase
Distilledwater
Crudeextract
Finalvolume

0.05
0.04

2
2
5
1
9

0
0
1
0
7

0
0
0
0
2

5
4
5
2
2

1
9

0
0
0
0
0
1
0
7

0
0
0
0
0
0
0
2

5
4
5
2
2

1
9

5
1
0
0
0
0
0

0
7

2
0
0
0
0
0
0

0
2

aGlycerate-2-phosphatetrisodiumsalt
bLactatedehydrogenase

1-10.Pyruvatekinase(EC2.7.1.40)(18,19･20)

pipetteintocuvette(ml)

R. B. S.

0.1M Triethanolamine(pH7.6)2.6 2.6
10.7mM PEPa

0.2M MgC12･6H･10
0.2M KC1
94mM ADP
10mM NADH

2,500IU/mlLDHb
Distilledwater
Crudeextract
Finalvolume

4
5
5
5
2
5
2
8

0
1
1
0
0

1
0
1

0
0
0
0
0
0
0
3

4
5
5

2

2
8

0
1
1

0
2
0
1

0
0
0

0
0
0
3

5
4
5
5
5
2

2
8

6
1
0
1
1
0
0

0
1

2
0
0
0
0
0
0

0
3

aphosphoenolpyruvatemonocyclohexyl
ammoniumsalt

bLactatedehydrogenase
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