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　 The 　effects 　of　Fe　ion　on 　lipase　activity 　of 　two 　kinds　of　Rhizopus ／aponi ‘us 　sp ．　 were 　studied ，
The 　enzyme 　activities 　with 　 Fe　 and 　without 　Fe　were 　compared 　in　 various 　pH 　values ，　 In　sample

．A，　 almost 　 same 　 activities 　 were 　 observed 　 at 　 pH 　 3．2，4．0，5．O　and 　6．0，　 while 　in　sample 　B，　the
activity 　was 　low　at　pH 　3，2　without 　Fe　bn　and 　increased　ln　proportion　 to　pH 　 values ．　Activity
was 　 almQst 　 same 　 at 　pH 　4，0，5．O　 and 　6．0，　 but　increased　 at 　pH 　 3．2 幅 th　 Fe　 and 　almost 　same 　at 　pH
3．2，4．0，5．O　 and 　6，0．　 lt　 was 　fρ und 　that 　 samples 　A 　 and 　 B　 had　 the　 same 　 components ，　 but　 the

different　 molecular 　 states 　in　 protein 　 as 　tested 　by　the 　electrophQresis 　method 　and 　molecular 丘ltering。
In　low　pH 　values ，　 sample 　B　 was 　in　 higher　 molecular 　 state 　 than 　sample 　 A ．　However

，
　 ill　 the

presence　 of 　 Fe　 ion，　 it　 changed 　 to　the　 low　 molecular 　 state．　 It　 was 　 considered 　that　the　lipase
activity 　 accelerated 　in　the　 presence 　 of 　Fe　ion　in且uellced 　the 　 molecular 　state ，

　Keywords − lipase； Rhizopas ／aponi ‘zas　sp．； Fe　ion； lipase　activity ； protein；electroPhoresis ；

molecular 丘lter三ng

　前報
D

で は ，総合消化酵素剤の 胃溶部分に 含 まれ る微

生物消化酵素の なか に鉄 イ オ ン の 存在に よ っ て リパ ーゼ

活性 が著 し く促 進 され る種類 の あ る こ とを報告 した ．鉄

イ オ ン に よ っ て リパ ーゼ 活性が促進され る作用 は ， キ レ

ート試薬 EDTA の添加に よ り消失する こ とか ら， リパ

ーゼ 活性 が 促進 され るの は 明 らか に 鉄 イ オ ソ が 関与 し て

い るた め と推定 され た．しか し，鉄 イ オ ン が リパ ーゼ 活

性を 促進す る作用の 機構を解明す るに は 至 らなか っ た．

今 回，消化酵素剤 よ り 純 度 の 高 い 2 種 類 （A ，B） の

RhixoPus　foPonicus　sp ，菌体内 リパ ーゼ を 入手す る機

会を得 た の で ， リパ ーゼ 活性に お よ ぼす鉄イ オ ン の 影響

と共に 鉄 イ ナ ン が リパ ーゼ 活性を促進す る作用の 機構に

＊1
岑報を 「’1） バ ーゼ 活 性 に お よ ぼ す 鉄 イt ソ の 影 響 」

　 第 2鞭 とす る．日本薬学 会 第97年会 （東京，1977年

　 4 月） お よび 第 17 回日本薬学会東北支部大会 （仙

　 台 ， 1978年 10月） で 発表 ，
＊ 2

仙 台 市 星 陵町 1−1； 1−1，Seiryo・cho ，　Sehdai−shi ，980
　 Japan
＊α

現 ： 千 葉大 学 医 学 部 附 属 病院薬剤 部

つ い て検討した．

実 験　方　法

　 リパ ーゼ 活性の 測定法お よび鉄イ オ ン の 添加に つ い て

は，前 報
D
と同様 の 方法 で 行 っ た ，試料は水 抽出液 と し t

濃度は 0．1％ に 調製し て用 い た，また，試料 B は 鉄 イ オ

ン 以外 の 金属 イ オ ソ の 影響に つ い て も確かめ た．一方，

鉄 イ オ ソ が リパ ーゼ 活性 を 促進す る 機構 を 検討
2・s） す る

た め に 電気泳動法や分子 ろ過を行い ， 試料 A ，B の 蛋白

成 分 に つ い て 比較検討 し た ．電気泳動に は カ ヤ ガ キ 免疫

電気泳動装置，定電流 TS −104　N 型お よ び ミッ ミ SJ ，

1060D 型 を用 い た．

実 　験　結　果

　1．鉄イ オ ン の 影響

　1＞　リパ ーゼ活性 と鉄イ オン

　試料 A の pH 　3．2
，
4．O

，
5．O

♪
6，0 に お ける リパ ーゼ 活

徃，お よび 基質に 鉄 イ オ ン を添加 した場 合 の 活性 を Fig．

＝A
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厂
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（

1 に 示 し た ．試料 A は 鉄 イ 才 ン を 添加 し な い 反応系で

は ， い ずれ の pH に お い て も平均的な リパ ーゼ 活性が み

られ，鉄 イ オ ン を添 加 した場合は pH 　3．2，4．0 で い くぶ

．ん 活性は抑制 ぎみ で ある が，鉄 イ オ ン に よ る 大きな影響

は 認め られ な か っ た．
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Fig．1．　 Lipase　Activity　of 　Sample　A

　試料 B は Fig．2 に 示 され る よ うに，鉄 イ オ ン を添加

し な い 基質の リパ ーゼ 活性は pH に よ つ て 大きな 差異が

認め られ た，、すな わ ち ， pH 　3，2 の 活性 は pH 　4、O，5．0
，

6．0 に 比較す る と著 し く低 く， pH 　3．4，3．6，3．8 と pH

．の 上 昇 と共 に リバ ーゼ 活 性 は増 大 し た，他方，鉄 イ オ ソ

を 添加 した 場合 は ，活性 の 低い pH 　3．2 に お い て も pH

4．O，5．O，6．0 と同程度 の リパ ーゼ 活性が認め られ た．

　以上 の 結果か ら，鉄 イ オ ソ の 影 響 が 認 め られ た 試 料 B

に っ い て ， 鉄 イ オ ソ との 関連を検討す る こ と と し た．な

お ，反応前後 の 基質 の pH を 測 定 した が，い ずれ の 場 合

も変動は 認 め られ な か っ た．
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曲線は ，Fig．3 に み られ る よ うに 鉄 イ オ ソ を 添加 しな い

場合は 1 分後か ら，ほ とん ど リパ ーゼ 活性 の 増加は み ら

れ な い が，鉄 イ オ ン を添 加 し た 系は 反応時間 の 経過 と共

に リパ ーゼ 活性が増加 し た ．

　3） 反 応 中の 基質へ の 鉄 イ オ ンの 添加

　Fig，3 か ら．試料 B の pH 　 3．2 の リパ ーゼ 活性は 鉄

イ オ ソ を 添加 し た 場合，時間の 経過 と共に 促進 され た こ

とか ら， 反応中の 基質 に 鉄 イ オ ン を経時的 （反 応 開 始

1，5， 10，20分後） に 添加 し て み た とこ ろ，Fig，4 の

結果を 得た、鉄イ オ ン の 影響 は，い ずれ の 添加時点に お

い て も リパ ーゼ 活性 の 促進 が み られた が ， 添加時が 早い

ほ ど活性 促進 の 影響 は大 きく，反応 を 開始 し て か ら1（み

20分後 の 鉄 イ オ ン の 添加は 影響が少 な か っ た ．

　4） 鉄イ オ ン と キ レート試薬 EDTA

　 こ れ まで の 試料 B に 対す る 鉄 イ オ ソ の 影響を よ り確か

め る た め に ， 鉄 イ オ ン を添加 し た反応系に 反応を開始 し

て か ら，1，5，10，20 分後 に O．01MEDTA 標準液を

加え た と こ ろ，Fig．5 に示され る結果を得た．い ずれ の

反応も 30分後の リパ ーゼ 活性は ， 反応開始時に 鉄 イ オ

ソ を 添 加 した 場 合 よ り低 く，キ レ ート試薬 EDTA の 添

加が早い ほ ど リパ ーゼ 活性 の 増加はみ られなか っ た．な

お ， EDTA 標準液の リパ ーゼ 活性 に 対す る影響 は 認め

られ な か っ た．
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　Fig，2，　Lipase　 Activity　 of 　Sample　 B

　2）　 リパ ーゼ活性曲線

　試料 B に つ い て，鉄 イ オ ン の 影響 の 著 し い pH 　 3．2 に

お け る リパ ーゼ 活性 の 進行状態 を 経時的 に 鉄 イ オ ン を添

加 しな い 反応系 と添加 し た 系 で比較 し た，リパ ーゼ 活性

5 　　　10 　　　　　 20　　　　　　30

　 　 　 　 　 Reaetton 　 time 　Cmin．）

Fig．3，　 Reaction　Time 　 and 　 Lipase　 Activity
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Table　 1．　 Effect　of　 Metal　Ions　on 　Sample 　 B

PH 3．2M
） ＋

　　　　　 M2t4
●O・　　　　　 5．0 　　　　　　600

騒
畠 噛　　　　　 M 乙十

10　 　 　 　 　 20 　 　 　 　 　 30

　 　 　 Reaetion 　 time （min ．｝

Mg 　　2。42　3935 　　5．95　6・25　 5．74　5曹7B　 6 ．47　6・44

C 己 　　　”　　3・29　　
”
　　 5，70　　　

°
　　 5・66　　　

「
　　 6．5L

Co 3・14 　　
曙
　　6gO5 　　

u
　　5、86　　砂　　6・14

Meta1 ℃ helating　Reagent 　Added 　 during
Reaction

　5）．鉄イオ ン の 濃度による影響

　Fig．5 か ら キ レ ート試薬 EDTA の 添 加 に よ っ て リパ

ーゼ 活性 の 促進 が抑制 され た こ とは，鉄 イ オ ン の 影響 が

消失 したもの と考えられた．こ の こ とか ら試料 B の リパ

ーゼ 活性 に 対す る 鉄 イ オ ソ の 影響 が 確認 され た の で，さ

ら に 鉄 イ オ ソ の 濃度を 高め て濃度 に よ る影響 を 検 討 し

た．鉄 イ オ ン の 濃度 を これ まで の 濃度 よ り5倍，10 倍と

高め た 場 合 は ，Fig．6 に み られ る よ うに，い ずれ の 濃度

に お い て も 同程度 で あり，こ の 濃度範囲で は リパ ーゼ 活

性 に お よぼす影響に 差異 が 認め られなか っ た．
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S 己 mple 　B 　　　　　匸＝ ：コ Without 　Fe
PH 　3．2　　　　　　　■■ ■■ wit二h　Fe

M ／1000 　 M／200 　　　　　　　M ／100
Concentration 　of 　Fe 　ion

Cu　　　　
”
　　3．33 　　　

岬
　　 6・29 　　　

v
　　5．47　　醐　　 6 。42

Zn 　　　
ti

　 3●6Q 　　
t
　　6033 　　

り
　　6・36　　

v
　　7・24

lipase 　 ectivity （O 。05N 　 NaOH 　 ml ）

　D　蛋自質量

　試料 A の 0．5010g ，試料 B の 0．5005　g を 0．1NNaOH ：

に 溶解 し て 10m1 と し，遠 沈 し，上 清溶 液を 蛋白試料 と

した．蛋白質 の定量 は ビ ；
一レ ッ ト法に 従 っ て 行 っ た と

こ ろ ， 試料A は 29．48％，試料 B は 52．35％ で あ っ た．

　2） 蛋白成分の 電気泳動

　蛋白質 の 定量 の 結果，試料 A と B に 含 まれ る蛋白質量

に は 大きな差がみ られ た が，さ らに 電 気 泳 動 法に よ っ て

蛋白成 分 の 組成 を検討 し た．Fig，7 に 示 すセ ル P 一ス ア

セ テートに よ る泳動は べ ロ ナ ール 緩衝液を 用い ，染色剤
▼

は ポ ン ソ ー3R を使用 した．泳動 の 結果，　 a と b の 2 本、

の バ ン ドは 試料 A ，B と もに 全 く同様で あ っ た．

　また，等電点分画法 を行 っ た と こ ろ，Fig．8 に み られ．

る よ うに，試料 A ，B と もに 等電 点 pH 　8〜8．6 の 間の

蛋 白質を 含有 し た ．

A

 

B
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Fig．7．　 E正ectrophoresis 　Analysis
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A

魚

Fig．6．　Effect　of　Fe　Ion

　6） 鉄 イ オ ン 以外の 金属 イオ ン の 影響

　試料 B に つ い て ， 鉄 イ オ ソ 以外の Ca2＋，　Mg2 ＋，　 Cu2 ＋

，

Zna＋ ，　Co2＋

な どの 金属イ オ ソ の 影 響を検討 し た が，　 Ta −

ble　1 に 示 され る よ うに ， い ずれ の 金属 イ オ ン も鉄 イオ

ン ほ どの リパ ーゼ 活性 の 促進 は 認め られなか っ た．

　Z 　試料の蛋白成分に つ いて

　 これ まで の 事実 か ら， 鉄 イ オ ン に よ り リパ ーゼ 活性 が

促進さ れ る影響 は，試料 B の 特異性に よ る もの と考えら

れ た の で，試料 A と B の 蛋 白成 分 に つ い て 比 較検討 し

た．

SUPPQr 七 ing 　 mediUta

Coloration 　 reagentCellulesg

　aceta ヒ e

（Membr 己 nfo ユ ien ）

P −Nitrophenylaeetate

　 　 ◎

H2SO4 「1 ］鼠
箝

一

PH　3，0　　　　　　　　　　　　　　p 匸｛8〜8 ．6　　　　pHIO ，Q

Fig．8．　Electrophoresis　Analysis
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Fig．9．　Disc　Electrophoresis
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广

　 さらに デ ィ ス ク 電気泳動に よ っ て 蛋白成分 の 分離を行

っ た と こ ろ，Fig．9 に 示 され る よ うな 7 本 の 分画 に 分離
』
され た．これ は試料 A

，
B と もに 同様のバ ン ドを示 す と

共 に 試料 A ，B の 混合試料 に お い て も全 くずれ る こ とが

な か っ た こ とか ら，試料A と B は 同 じ蛋白成分か らな る

もの と思わ れ た．ま た，こ の蛋自成分は 7種以 上 で あ

り， ps 二卜 P フ ェ
ニ ル ア セ テ ートに 反 応 す る パ ン ドは

く2） で あっ た．従 っ て リパ ーゼ は （2 ）の バ ン ドと考え

．られた．

　 3） 分子 ろ 過

　 そ れぞれの 電気泳動 に よ っ て 試料 A ，B の 蛋白成分に

・
っ い て 比較検討を 行 っ た が ， い ずれの 方法 に お い て も同

一の 結 果 を得 た こ とか ら，試料 A ，B が 含有す る 蛋 白成

分は 全 く同
一

の もの と考え られ た．しか し，試料 A お よ

び B に 対す る鉄 イ オ ン の 影響が同一でな い こ とか ら，分

子 ろ過 を行 っ て 分 子 状態を 検討 した ．ゲ ル タ イ プ は Sep−

lhadex　GIOO を 用 い ，ベ
ッ ドは 直径 2．5cm ，高 さ 45　cm

の カ ラ ム を 使用 した．展開溶媒は pH 　3．2，6．0 の 酢酸緩

衝液を 用 い ，溶 出速 度 は 30〜40ml ／h と した．また，鉄

イ オ ソ と し ては 硫酸第一鉄を使用 し た．試料は各200mg

を 酢酸緩衝液の 4m1 に 溶解 し，遠沈後，上清液を ゲ ル

ベ ッ ドに 添 加 した．溶 出状態 は 各 フ ラ ク シ ョ ン ご とに リ

パ ーゼ 活性 を測定 し検討した．

　 4） 溶出曲線　 　　　 　　 　　 　　 　　　 　、

　Fig．10 は pH 　3．2 の 緩衝液を 用 い た 場合 の 溶出曲線

を 示 し て い るが ， 試料 Bは リパ ーゼ の 溶出 ピークが鉄 イ

オ ン を添加 しない 溶媒 で は，試料A に 比 べ る と早 くあら

わ れ，鉄 イ オ ン を 添加 した 溶媒 に よ る リパ ーゼ の 溶出 ピ

ーク は ， 鉄イ オ ン の影響の み られ な い 試料 A 側に 移行

し，溶出パ タ ーン が近似した．

　鉄 イ オ ン の 影響が 認め られない pH 領域 の pH 　6，0 に

お い て ， 溶出を行 っ た と こ ろ，Fig．11 の リパ ーゼ 溶出

曲 線が 得 られ た．こ の 溶出曲線に み られ る よ うに，試料

B の pH 　6．0 の 溶媒 に よる リパ ー一
ピの 溶出は ，

　 pH 　3．2

に お い て 鉄イ オ ソ を 添加 した 溶媒の 溶出曲線とほ ぼ同様

の 溶 出 パ タ ーン を示 し た ．この 分子 ろ 過 の 結果か ら， 試

料 A と B は分子状態 が異なる こ とを 推定す る こ とがで き

た．

考 察

　 2 種類 （A ，B） の RhixoPus　K の リパ ーゼ に つ い て ，

pH 　3．2，4．O，5．0，6．O に お け る リパ ー一ピ活性 に お よぼ す

鉄 イ オ ン の 影響を検討 した と こ ろ ， 試料 B の 場合，pH

の 低 い pH 　 3．2 に お い て リパ ーゼ 活性が 著 し く促進 さ れ

た ．す な わ ち，各 pH に お い て 平均的な リパ ーゼ 活性を

示 す試料A は，鉄 イ オ ン の 影 響が ほ とん ど認め られなか
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Fig．10．　Elution　Curves　of　Sample　 A 　 and 　B
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Fig．11．　Elution　Curves　of　Sample 　B

っ た が，pH に よ っ て リパ ーゼ 活性に 差異の あ る試料 B

は ， pH 　32 に お い て低 い リパ ーゼ 活性が 鉄 イ オ ン に よ

り著し く促進 された ．こ の よ うな試料 B の 特異性に つ い

て ， 電気泳動法や分子 ろ過を行 っ て 検討 した と こ ろ ， 試

料 A とB は 全 く同
一

の 蛋白成分か らな るが ， 分子状態が

相違 し て い る こ とが確認 され た、つ ま り試料 B は リパ ー

ゼ 活性が低 い ときは高分子状態にある が，活性が高い と

きは 低分子状態に な る もの と思わ れ た ．こ の 事実 か ら，

試料 B は pH の 低い 領域で は 試料A に 比べ 高分子状態 に

あ るが，鉄 イ オ ン が 存在 した 場合，試料A と同 じ低分子

状態に 移行す る もの と推定 された ．以上 の 結果か ら， 鉄

イ オ ソ が 試料 B の リパ ーゼ 活性を 促進す る機構は ，鉄 イ

オ ン が 試料 B の 分子状態を活性 の 発現 しやすい 低分子状

態に導くた め と考 え られ た，
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