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　　Glucoamylase　was 　adSorbecl 　on 　an 　adSorbent 　in　order 　to　obtain 　insoluble　enzyme 　Through

the 　 reaction 伽 lyz磁 by　the　 enzyme ．adsDrb   t　 complex
，
　 a　 part　of　 the　 adSorbed   zyme

duted　from　 the　 adsorbent ，　 but　 the　 rest　 st皿 remained 　 on 　 the　 surface 　 of 　 the　 adsorbent 。

The　activity 　of 　both　parts　of　enzy 皿 e　decreased　in　comparison 　 with 　that　of 　 native 　one ．　 More −

over
，
　about 　the　kinetlc　constants ，

　an 　increase　in　the 　Michadis　constant 　and 　a　d  rease 　in　the

maxilnum 　vel   ity　were 　observed 。　 Althogh　it　is　reasonable 　that　the　 activity 　of　the　 enzy 皿 e

adsorbed 　 on 　the 　 surface 　of　the 　adsorbent 　 should 　decrease
，
　varying 　its　dimensional　 structure ，

it　was 　found　that　the　eluted 　enzyme 　was 　also 　slightly 　denaturated．　 The 　behavions　of 　both

adsorbed 　and 　native 　enzymes 　were 　almost 　the　same 　in　case 　they 　were 　inhibited　by　mercuric

acetate ．　 It　was 　 assumed 　 that　 the　 m   hanism　of　 inhibition　of　 the　 adsorbed 　 enzyme 　 was

similar 　to　that　of　the　native 　 one ．　 With　a　 decrease　in　 mdecular 　 weight 　of　 the　 substrate ，

the　 Michaelis　 constant 　 increase↓ but　 the　 maXimu 皿 vel   ity　 remained 　 constant ．　 The

differen  in　kinetic　constants 　between　the　 adsorbed 　 enzyme 　 and 　 the　 native 　 one 　 becarne

sTnaller 　with 　a 　deα ease 　in　 molecular 　weight 　of　the　substrate ．　 It　was 　 assumed 　that　 the

influence　 of 　 the　 steric 　 hindrance　 by　 the　adsorbent 　 on 　 the　sma 皿er　 substrate 　was 　 in．

significant ．

緒 言

　酵素は
一

種 の触媒 で ある が、そ の 反応は
一

般の 化学

触媒の 場合と は著 し く異 な っ て い る．す な わ ち触媒で

あ る 酵素を水 に 溶解 した状態 で 基質 に 作用 させ て 反応

を行 な っ て お り，そ の た め に 反応 ご とに 酵素を 変性失

活させ て しまわなければならない ．そ こ で酵素を触媒

活性を保持 した まま で 水不溶性と し，酵素反 応を 連続

化す る とともに
， 従来 とは 異な る新 しい 酵素 の 利用面

を開発す る試みが，近年注 目されて きて い る 1）．

　酵素の 不溶化 を行 な う場合に ， 重 要 な 不溶化条件と

して ， 不溶化された酵素 が活性 を有す る こ と ， およ び

そ の 酵素が 反 応液中に溶離 しな い こ と ， の 2 点 が あ げ

られ る．これ らは一般 に 相反 す る条件で ある た め
， 不

溶性酵素 の 利用 に 関 して そ の 優位性が 広 く認 め られな

が ら，実用 化 され て い る もの が ま だ 少 な い とい うの が

現状の よ うで あ る。

　筆者らは物理 吸着剤 に酵素を吸着させ る こ とよ っ て

不溶化す る 方法を試みて き て い る 2−5）．こ れ は 従来酵

素の 分離精製の 手段と して 使用 さ れて きた もの で あ

り，そ の 操作 が きわめて 簡単 で あ る と と もに，条件が

穏 和 で あ る た め，酵素活性 は低下 しな が らも保持 さ れ
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て い る と い う利点をも っ て い る が，反応 に 際 して 酵素

が担体から離れで しまう欠点を有 し， 固体触媒と して

の 酵素利用 に おい て は 不利で ある．しか し物 理 吸着 の

よ うな 弱 い 結合 に よ る，酵素 の 立 体構造 の 変化お よ び

そ の 結果 として 生ず る 反応性 の 変化を検討す る こ と

は，単 に 不溶化 の
一

方法と して の み で なく，酵素反応

機作の 解明に もつ なが る と思われ る．以下 に そ の 研究

経過 の 諸点を報告す る．

実　験　方　法

1， 酵素　　市 販 グ ル クァ ミラーゼ （長 瀬産 業製）の

2％水溶液を使用 した．

2． 基質　　可溶性デ ン プ ン の 水溶液を使用 した．こ

の 可溶性デ ン プ ン 溶液 10　ml に 緩衝液 2ml を加え た

もの を．酵素 と反応 させ る 基本基質 とした ．

3． 酵素反応 お よ び活性 の 測定　　基本反応条件と し

て は，酵素液 0，5ml （ま た は こ れ と同 量 の 酵素相 当

分の 酵素〜吸着剤 complex ） に 基質〜緩衝液 12　 ml

を加 え ， pH 　4．8 （こ の 酵素 の 最適 pH ），40 °C と し

た．反 応 生成物 で あ る グ ル コ ース を Somegyi 法 に ょ

っ て 定量 し，反応初期 に お け る グル コ ース 生 成速度を

も っ て酵素活性 とした．

実　験　結　果

1． 物理吸着に よ る不溶性酵素 の 調 製　　ま ず は じめ

に 酵素 を 吸 着 させ る 吸 着剤の 選 択 を 行 な っ た．こ の

際，
a ）吸着剤が 酵素を良好 に吸 着す る こ と ，

　 b ）反

応生成物で あ る グル コ ース を吸着 しない こ と，が 選択

条件 で あ．そ こで ，種 々 の 吸着剤と酵素液とを接触 さ

せ，吸着後の 残液の 活性を測定す る こ とに よ…っ て 吸着

力を 調 べ た．吸着前後 の 酵素液の 活性 の 比から酵素吸

着率を求めた と こ ろ， 酵素を 100 ％近 く吸着す る もの

として ， 活性白土 ， 酸性 白土 ， 活性炭 ， 骨炭な どが あ

り，こ の うち白土類はグル コ ース の 吸着を ほ とん ど行

なわな い こ と が わか っ た．活性炭 は グル コ 4 ス を か な

り吸着す る が，酵素を そ の 吸着能力い っ ぱ に 吸着 した

complex は グル コ
ース 吸着性が小 さ い とい う結果が

出て お り，ま た後に述 べ る よ うに，活性炭 の 場合，反

応 に際 して complex か ら溶 離 す る 割合 も小 さ い の で ，

吸 着剤 と して ， 離性白土 お よ び活性炭 を と りあげ る こ

と と した．

　 こ こ で 酸性白土 は 通液性 が 悪 い の で ，洪 過 助 剤 と し

て 酵 素 を若干吸着 す るけ れ どもグル コ ース の 吸 着能を

もた な い ケ イ ソ ウ土 を使用す る こ ととした．そ の 混合

割合と酵素お よ びグル コ
ース の 吸着率 との 関係を Fig．

1 に 示す．混合吸着剤量 は一定 と して あ るか ら，酸性

白土 の使 用 量 は ケ イ ソ ウ土 の 混 合割 合が き くな るほ ど

少な くな る．図か ら明 らかな よ うに，ケ イ ソ ウ土 の 混

合率が80％ に な っ て も酵素は十分 に 吸着され る．こ の
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混合比の 吸着剤 につ い て，吸着時間と吸着率との 関係

を 調 べ て み た と こ ろ．き わ め て 短時間 で 吸着平衡に 達

し， そ の 吸 着率も 100％ に な る こ とが わか っ た．そ こ

で 以後吸着剤 と して 酸性白土を用 い る場合 に は，4 倍

量 の ケ イ ソ ウ 土 を加 え た 混 合吸着剤 とす る こ と に し

た，

2． 酵素と吸着剤 の 量比 にっ い て 　　Fig．2 に 示す よ

うに ， 酵素量 を一定 に して 吸着剤量を変化 させ る と ，

吸着率は 吸 着剤量 の 増加 とともに増大 して ゆ き，
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Fig．2．　 Adsorption　of 　enzyrne 　by　adSorbent ．
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％ に 達する ．吸着率 が 100 ％ に 達 した 点 （図中〔1D は

吸着能 と酵素 の 量 が 等 しい と こ ろ，
100 ％ 以 下 （〔2｝）

で は 吸着能 い っ ぱい に 吸着 し， 酵素 が残 っ て い る とこ

ろ，100 ％ の 点を 越 え た 部分 （〔3））で は 吸着能 が余っ

て い る と 考 え て よ い．（2 ） の 部分 を 飽 和 吸 着状 態，

（3 ） の 部分を 不飽和吸着状態 と称す る こ と に す る．

吸着剤 の 酵素飽和度 と活性 の 関係を 調 べ た も の が

Table　1 で あ る．こ こ で 飽和 度 と は，吸 着 剤 が 吸 着 し

得 る最大酵素量 に 対す る，吸着 され た酵素 の 割合で あ

る．こ れ に よ る と，飽和度 の 大 き い もの ほ ど，す な わ

ち酵素量 に 対す る 吸着剤量 の 少ない もの ほ ど
， 活性 が

Table　1．　 Relation　 between　 saturation 　 degree　 of

　　 adsorbent 　with 　enzme 　 and 　 activity ．

差 し引け ば よ い わけで あ る．

　 こ の よ うに して え た 表面酵素 お よ び 溶離酵素 の 活

性画分を Table　3 に 示す．こ こ で 活性 は native 酵

素 の 活性 に 対す る 比で 表わして い る． こ の 結果か ら

　 Table　2．　 Determination　 of 　 adsorbed 　enzyme

　 　 　 　 actiVlty ．

Enzym 　Soln．　　　　 Adsorbent

1・・ … luc・ry・ … 1・ 1櫓 麟響
　 llAdsorbedl

・H …
，

・・
°C ’・5 ・ …

Fi正trated

Saturation　degree
Df 　 adsorbent 　 with

　 enzyme （％）

　　　 Activity

G1
黶 ／

ml
、臨窟

1° ・

。、｛、，a ，e
　E叨 ＿ d、。ibe。， 。。m ，1。。

　S 。 bS，，a ，e

　 6．713

，336

．740

．053

．366

，7100

0．590

．510

。570

．610

．840

．820
．95

　 　 　 　 　 Soluble
　 　 　 　 　 starch 　soln ，
1　 1
　Enzyme 　 reaction

　　　　　　　　　　1・H …
，
・・℃

Complex　 act 玉vity …（Activity　I）
　 EFiltrated

　 l
　　　lPrecipitate　　lFiltrate

大き い こ とが わ か る．また 不 飽 和 吸 着 の 活性炭 oom −

plex で は 反応生 成物で ある グ ル コ
ース の 吸着性も大

きい こ とが わ か っ て い る．こ れ らの事実より， 以下 の

実験 に お い て は，飽 和 吸着 oomplex を使用 す る こ と

と した．

3． 被吸着酵素の 活性　　Table　2 に示す方法に した

が っ て ，酵素〜吸着剤 complex を，飽和 吸着に な る

よ う に あ らか じめ定 め た量 比 に して 調 製 す る．こ れ を

基質と反応 させ る と ， 時間 の 経過 と と もに 生成物が増

加 す るわ け で あ るが ，

一定時 間 経過後 こ の 反応系 より

遠 心 沈殿分離 ま た は炉別 に よ っ て complex を除去 し

た 後も生成物 の 増加 が見 られるこ とか ら，吸着剤 よ り

溶離 した酵素 が 存在 し，そ れに よ っ て反応が 進むと考

え られ る．こ の 反応 の 進行状態 を 簡単に 表わす と，

Fig．3 の よ うに なる．　 cemplex の 反応系 に お い て は ，

吸着剤表面 に存在す る酵素 と溶離 して い る酵素 の活性

の 和として 活性 が現 わ れて お り，
complex を除去 した

後 の 活性 は 溶離 した酵素の み に よ る もの で あ る．以後，

吸着剤に 吸着 さ れた まま作用す る酵素を表面酵素，溶

離 して 作用す る酵素 を 溶離酵素 と称す る こ とに す る．

表面酵素 の 活性を 知 る に は ，
complex 全体の 活性 か

ら溶 離 酵素活性，す な わ ち complex 除去後 の 活性を

　　　　　　　　　　　　　　　　 l
Nno −eluted 　 enzylne 　act 三vity 　 Enzyme　reation

　＝（Act玉vity　I）一（Activity　II）　　　　 pH 　4．8，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 40℃

←
oコ

℃

9
乢

　
に

〇一
ち
o
 

に

Eluted・enryme ・・…・（Activity　II）

　　 Activity

　 　 　

Fig．3．　 Typ 皇cal 　pattem　 of　 adsorbed 　 enzyme

　 　 ：eactlon ．
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わ か る よ うに ， 酸 性白土 に お い て は 溶離酵素画分 が

大 き い の に 対 して ，活性炭 complex で は そ の ほ と

ん どが 表面酵素画分 と して 存在 し， 溶離酵素画分 は

全活性 の 7 ％程度 しか 見 出さ れ な い ．しか し 活性炭

c。・nplex の 全 活性 は 酸性白土 に く らべ て か な り低 い ．

酸性白土 complex の 二 つ の 画分 の 活性を，そ れぞ れ

の 画分の 窒素含有率 から補正 す る と，native の酵素活

性 1 に 対 し て
， 溶離酵素活性 は O．61

， 表面酵素活性 は

0．48とい う値 が 得 られ た．溶離 した酵素は均
一

系 で 反

応 が行 な え る とい う点 で native 酵素 と同様で あろう

と考え られ るが，そ の 活性は native 酵素の 61％しか

見出 され な い．表面酵素画分 で は そ の 反 応 は 不均一系

で あ り，酵素 が吸着剤表面 に 拘束されて い る こ とを考

え れ ば ，
こ の 結果は 当然で あ る と い え る．ま た こ の 表

面酵素 の 活性 に つ い て ，活性炭 complex の 活性を ほ

とん ど 吸着剤表面 の 酵素 に よ る もの と考 え る と，酸性

白土 の 方 が 活性炭 の 場合よ り若干高 い 活 牲を もつ と い

うこ とが い え る．

化，あ る い は 立体障害的な 束縛 に よ る と 考え られ る

が，こ の Km 値 は 最大速度の ％ の速度を 示す 基質濃

度で あ る こ とか ら， もし何 らか の理 由で ， 反応液中に

お け る基質 の 偏在現象 が 生 じる な らば ，
こ の 実測値 は

酵素本来 の Km 値 と異 な っ た 値を と る こ と もあろ う．

酸 性白土系で は 基質 と の反 揆が 起 り， 被吸着酵素付近

の 基質濃度が 液系全体よりも低 くな る とい うこ とが考

え られ ， 見 か けの Km が大き く出 る と解釈す る こ と

もで きる．

Table　4．　 Maximum 　 ve1   ity （y ）and 　michaelis

　　 consta 皿 t （Km ） of 　 absorbed 　enz アmes ．

　　　− Ratio　to　y 　and 　K 觚 of 　native 　enzyme 一

Enzyme 師 帽 鳳 ／Km

Activated
　 charcoal

Acid　clayNon

．eluted

Non・eluted

Eluted

0．250

．530

．88

6．35

．31

．4

Table　3．　 Activity　 of 　adsorbed 　enzyme ．

Adsorbent

Acid　clay
Actlvatedcharcoal

Activity＊

　 ofcomplex

0，550

．31

Ratio　of 　eluted 　or

non −eluted　enzyme

　 　 actlVlty

Eluted　　　　Non 噛elted
（％）　　　 （％）

63．66

．9

36．493

．1

＊ ActiVity　 of 　adsdrbed 　enzyme

Activity　 of 　native 　enzyme

　 こ の よ うに 吸着剤 の 電荷状態が cemplex 活性に大

きな影響を 与 え て い る こ とは ，
Fig．4 に 示 す よ うに種

々 の pH 、値 に おけ る complex 活性を比較した結果 か

らも推測 され る．しか し， 電荷の 影響の み で あ るな ら

ば ， pH 〜活性曲線は 単に ア ル カ リ側 に 平行移動され

た形 に な る は ずで ある の に ， 実際に は ア ル カ リ側 で も

native の もの よ り先 に 低下 して お り， 担体の 電荷 に

よ る基質 の 偏在の ほか に も， 安定 pH 範囲を減少 させ

る何 らか の 理 由が ある もの と思われ る．

4．　被吸着酵素 の 動力学定数　　吸着剤表面に お け る

酵素 の 動態を知 る手段 の
一

つ として ， 被吸着酵素 に つ

い て Micaelis 定 数 お よ び 最大速度 の 測定を行な っ た．

基質 と して 種 々 の 濃度 の 可溶性 デ ン プ ン 溶液を 用い ，

そ れ ぞ れ 反応初速度 を求め ， Lineweaver・Burk 法に

よ っ て 算出 し た両定数 （V，Km ） を Table 　4 に 示す．

こ こ で は そ れ ぞ れ native 酵 素 の 最大 速 度 お よ び

Michaelis定数 （V，　Km ） との 比で 表わ して あ る．ま

ず 最大速度 は native 酵素 に 比 して い ずれ も低下 して

お り， 被吸着状態 に お ける 酵素 タ ン パ ク 質 の 高次 構造

をはか な り変化 して い る こ と，ま た酸性白土 系に お い

て み られ る溶離 酵素 も，被吸着時 に 何 らか の 影響を 受

け，そ れ が 回復 して い な い こ と が 推 測 され る．他方，

Michaelis 定数 は い ずれも native 酵素 よ りもか な り

増 大 して お り，吸 着 に よ っ て 基質との 親和 性 が 減少 し

た と い うこ と に な る．こ れ は吸 着に よ る高次構造の 変

1．o　

　　

　
　

　

　

5

　
　

　

　

α

a
Σ
芍
く

　
 

≧

も一
 

に
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5　 　　 4　 　　 5
　1ncubotlon　pH

6

Fig．4．　 Activity　at 　various 　pH 　 values ．
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　先に も述 べ た よ うに ，

一度吸着された後溶離 した酵

素は ，
nati ▽ e 酵素と 同 じ よ う に均一系 の反 応を行なう

こ とが で き る に もか か わ らず ， 活性は低下 し，最大速度

の 減少およ び Michaelis定数の 若干 の 増加が認め られ

る．こ の場合 は，吸着剤 に よる 立体障害 とい うこ とは

考え られない ．そ こ で 吸着剤 に 酵素が吸着す る と き に ，

吸着剤表面 の 水素 イ オ ン に よ る変性が 行 な わ れ た とい

うこ とが 考 え られ る．こ れ に つ い て 検討す る た めに，

native 酵素を水素 イ オ ン 処 理 し， こ の 際 の 最大速度お

よび Michaelis定数 の 変動を調 べ 溶離酵素の場合と

比較して み た ．native 酵素液を 酸性 に 調節 し，30℃
，

30分保持 した 後 ， 最適 pH で あ る 4．8に もど し，　 V お

よび K ． を求めて 無処理 の もの との 比 で 表 わした の

が Table　5 で ある．これを Table　4 の 溶離酵素に お

け る 値 と 比 較す る と，最大 速度 の 減 少 ，
Michaelis 定

数 の 若干 の 増加 とい う点 で 類似 して い る こ と が わ か

る．す な わ ち，溶離酵素の 活性減少は吸着時 の 酸変性

に 起 因 して い る と考 え られ る．

な い とも考え られ る．酸性白土系で は，活性炭哩

場合と比較 して そ の 結合力 は弱 く，活性 も高 い の で ，

阻害率が い くらか 大 き く現 わ れ る こ と ， ま た そ の 酵

素の 可 動性か らも阻害を受け や す い こ と，が考え られ

る．

Table　6．　 Inhibition　of　 enzy 皿 es　 by 皿 ercuric

　 　 acetate ．

Native　 enzyme

Activated
　 charcoal

Acid　clay

Non・eluted

Non・eluted

　　Activity
Ratio　 to　 that 　 of

　non −inhibited

2．5
× 10

一6

0．92Lel1

．05

5．0
× 10

−6

0．790

，98O

．　57

10．0
× 10

−6

0．500

。630

。24

Table 　5．　 Maximu 皿 velocity （v ） and 　皿 ichaelis

　　constant （Km ）of 　 native 　 enzyme 　 preincubated

　　in　 various 　pH ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 − Ratio　to　 y 　and 　Km 一

P 「ein

顎
t’°n

｝ η ・

3．02
，51

．8

0．960

．93e

．　41

K 濯 1賑

1．71
。91

．8

5．　 被吸着酵素に 対す る阻害剤作用　　阻害剤 に 酢酸

第 2 水銀を用 い ，native 酵素の 阻害状況と，　 c。 mplex

の そ れ とを 比較 して ， 被吸着時 の 動態を考察 して み た．

阻害剤を加 え た場合の 反応速度を阻害剤量 0 の 場合の

速度 に 対す る比で 表わ した もの が Table　6 で あ る．

こ の 結果 を み る と，活性炭 complex で は そ の 表面酵

素 は い ずれ の 場合も native 酵素 に 比 して 比活性が 高

く，被阻害度 の 低下がお こ っ て い る．酸性 白土 表面酵

素 で は，阻害剤濃度が 低 い 場合 に は，阻害剤 が 存在し

な い と き よ り活性が 若干高 くな る現 象 が見 られ るが ，

そ の 後著し く阻害が 進む．こ の 結果 よ り， 活性炭表面

酵素 は 吸着 に よ る阻害剤 に 対す る 保護作用 とい っ た 現

象 が見 られ る の で あ るが，こ れが 酵素 の 活性基と吸着

剤との 結合様式 に 関連す る もの か ど うか は，今後 さ ら

に研究を深め て ゆ く必要が あ る．活性炭 の 表面酵素 は

Table　3 に 示した ように か な り活性を失な っ て お り，

こ れに 対 して 阻害剤が 作用 して も阻害率 が大 き くな ら

　つ ぎに被吸着酵素 に お ける阻害現象を解析す る ため

に，阻 害剤存在下 で の こ れ らの 酵素の 最大速 度 （V
’

）

お よ び MiChaelis 定数 （K 初 を 測定し，阻害剤 O の

場合と の比を求めたもの が Table　7 で ある．最大速

度は阻害剤濃度 の 増大 に つ れて，い ずれ の 酵素系に お

い て も減少 して い るが ，Michaelis 定数 は一度減少し

た 後 に増加す る と い う傾向が見 られ る．こ の よ うに，

native 酵素 と被吸着酵素 の両者に おい て ， 阻害の 本質

的機構は変わ らな い こ とが わか る．

Table　7．　 Maximum 　 velocity （V’

）and 　Michaelis
　　constant （K61）　in　the 　presence 　of 　inhibitor．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 『
「atio 　tQ　レ

「
and 　Km＿

　 InhibitQr
　　Conc ．× 10‘

mol ／皿 l　 x

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Enz ．Soln．

Enzyme

Native　enzyme ．

Activated
　 charcoal

Acid　 clay

Non −eluted

Non −eluted

v ’

／▽

510

Kh ／Km

510

ilii驥ii鬟
6．　被吸着酵素の 基質特異性　　活牲炭 complex に

つ い て ，分 子量 の 異 な るデ キ ス トリ ン お よ び マ ル トー

ス を作用 させ ， そ の 基質特異性 に おける変化を検討 し

た ．基質 と して の デ キ ス ト リン に は ， デ ン プ ン を a 一ア

ミ ラーゼ に よ っ て 分解 し，エ タ ノ
ール 沈殿法で 分画を

行な っ た もの を 用 い，分 子 量を 3
，5一ジ ニ トロ サ リチ ル

酸法 で 測定 した ．グ ル コ
ース 生成 量 は デ キ ス ト リン の
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場合 SQmogyi 法を，マ ル トース の 場合グル コ ース オ

キ シ ダーゼ ・カ タ ラーゼ 法を用 い て 測定 した．こ れ らの

基質に つ い て ，native 酵素 お よ び 活性炭 表面 酵素の 最

大速度および Michaelis定数 を測定した 結果を Table

8 に示す．まず nat 三ve 酵素に つ い て は，基質分子量

が 低下 す る に つ れ て ，Michaelis 定 数 が増 大す る が ，

最大速度は マ ル トース の場合を除きほ と ん ど一定で あ

る．す な わち基質 との 親和性 は 重合度が 減少す るに つ

れて 減少 して い る．マ ル トース に お い て み られ る最大

速度の 著しい 差違は，マ ル ターゼ 活性 の呈 し方に 差異

があ る こ とを 意味 して い る もの と思われ る．活性炭 に

吸着 され た酵素は それぞ れ の 基質に つ い て ，native 酵

素 に 比 して Km 値 が大 き く， 基質との 親和性は 吸 着

に よ っ て 減 じる こ とが 明 らか で あ る．しか し native

酵素の Km との 差すなち親和性の 差 は 基質分子量 が

減 少 す るに つ れて 小 さくな る傾向が あ る．こ れ は活性

炭 に酵素 が 吸着 さ れ て い る ため に立 体障害り， 墓 躙が

あ分子 の 小 さなもの ほ ど可動性が 大きく，
native 酵素

と変わらぬ 親和 性 を 示す こ とが 可能 に な る もの と解釈

される．

Table　8．　 Maximum 　 velocity 　 and 　 michaelis 　 con −

　　stant 　of　 native （V，
　Km ）and 　 adsorbed （▽11（m ）

　　enzyme 　on 　various 　substrates ．

Molecular
w

警
htsubstrate

NativeenzymeAsor
　e　enzyme

− Ratio　to　 V　and

　　 　　　 　 K  
一

・（U ）lK・ （M ） η vl 鵡 ／K ・

80x103　　1．1　　 7．9x106 　　 0．25

7．0 × IOs　　 1．2　　　83　× 106　　　0．20

5．0 × 10s　　 1．4　　　170× 106　　　0．16

2．5 × 103　 1．4 　　370× 106　　0．18

1，0x103 　 1．2 　　940 × 106 　　0，24

342　　　　　　0．21　 2100x105 　　　0．42
（Maltose）
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a ） Molecular　weight 　of　subStrate ： 7× 103
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b） Molecular　weight 　of 　substrate ； 5x103
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c ） Molecular　weight 　of 　substrate ： 1x103
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　 　 　 1ncubation　　pH

d） Substrate： Maltose

Activity　at 　various 　pH 　values 　on 　various 　substrates ．

（Adsorbent：　 activated 　 charcoa1 ）
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　最大速度 に つ い て は，被吸 着酵素 に お け る 値 と

native 酵素 に おけ る値との 比 は，マ ル ．トース の場合を

除き，ほ ぼ
一

定 の 値を示 して い る．そ こ で マ ル トース

に つ い て は そ の 値が他の 約2 倍とな っ て い るの で あ る

が ，
こ れ は基質分子が 小 さ い た め に 吸着 の 影響が 減 じ

て い る と も考 え られ る し，マ ル ターゼ 活性 の
一特異性

の た め と も考 え られ る．こ こ で は お そ らく後者 が原因

で あ ろ う．ま た 溶離酵素 の 画分を各基質 に つ い て 比較

して み た と こ ろ ，
マ ル トース を基質と した場合 に は溶

離酵素画分が非常に少ない とい う結果 が 得られた．

　各種水素 イ オ ン 濃度 に お け る 活性に つ い て ，native

酵素 と被吸着酵素を比較 した もの が Fig．5 で ある が ，

活 性 炭 に 吸 着 され た こ とに よ る 影響 は 非常に 小 さ い ．

マ ル タ ーゼ 活性 に つ い て は そ の 中性 pH 領域で の 活性

低下 と い う現 象が 他 の 基質 の 場合に比 して 顕著で あり，

こ れ は活性炭 に 吸着 さ れ た酵素 に お い て も特異的 に 見

られる．

　さ らに そ れ ぞれの 基質 との 反応 に 際 して の 阻 害 剤作

用 の影響に つ い て 検討 し た 結果が Table　9 で あ る．

前述 した よ うに，分 子 量の 大きい 基質で は，被阻害の

結果生 じる活性低 下 が 被吸 着酵累 の 場合小 さ い の で あ

る が，分子量が小 さ くな る と，そ うい っ た現 象 は見 ら

れ な くな る．こ の 保護作用 は，酵素が活性炭 に吸着し

て い る こ と に よ る立 体的 な もの で あ る と考え れば，基

質分子量 の 低下 とい う立体的 な変化が，こ の よ うな保

護作 用 に変動 を与 え る こ とも無 理 はな い といえ る．

Table　9．　 Relative　 activity 　 of 　 enzyme 　on 　 various

　　 substrates 　in　the 　presence　of　inh量bitQr．

Molecular
weight

　　ofsubstrateEn3yme

Re 　ative 　 activity

　　（CH ・CO ・）・Hg
（mol ／ml 　enz ．　 s ・1n．）

2
爵、舮

… 酬・… 舮

・・…
3

｛
・… 3｛
・… 3 ｛

，齦 、｛

NativeAdsorbed

　 ezymeNativeAdsorbed

　 enzyme

NativeAdsorl

〕ed

　 enzyme

NativeAdsorbed

　 enzyme

O．　921

．060

，920

．680

．97O

．700

．830

．78

0，79o

．980

，860

．670

．93O

．810

．780

．57

0．500

，630

．700

．380

．81o

．77O

．650

．36

　 本 報 文 は 昭 和 44 年度 日本醗 酵工 学会 大会 不 溶化 酵素 シ ン
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