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1CpO8 ヤ ェ ナ リ液胞膜 ピ ロホ ス フ ァ タ ー ゼ の 精 製 と性 質

　　　　　　　　　　　　
O
前 島正 義、 吉 田 静 夫　 （北 大 、 低温研）

　　　【目 的】　 高 等 植 物 の 液胞 膜 に は プ ロ トン ATPase と は別 に 、 プ ロ トン

輸 送 能 を も っ ピロ ボ ス フ ァ タ ー ゼ （lnorganic　 pyrophosphatase ）の 存 在 が知

られ て い る 。 こ れ ら二 つ の プ ロ トン 輸送性酵素 の 作動 に よ り液 胞 の 酸 性 状 態 が

維持 さ れ 、膜 内 外 の H ＋

駆 動 力 が形 成 され る。 ピ ロ ボ ス フ ァ タ ーゼ は 無機 ピ ロ

リン 酸 を 加水 分解 し、 そ の 時放 出 され る エ ネル ギー
を利 用 して H ＋

を液胞 内へ

能動 的 に 輸 送 す る と考 え られ て い る 。 し た が っ て こ の エ ネル ギ ー転 換 酵 素 は、

活発 な物 質輸送 を 行 な う液 胞 機 能 の 重 要 な 担 い 手 と 見 な さ れ る が、 こ れ ま で 精

製例 は な く酵素分 子 そ の も の の 性質 は 明 らか で な い 。 ATPase と ピ ロ ボ ス フ

ァ タ
ー ゼ の 生 理 学 上 の 機能分 担 の 仕組 も判然 と しな い 。 そ こ で 本研 究 で は、 先

ず 酵 素 分 子の 実 体 を と ら え 酵 素学 的性 質 を解 明 す る こ と を 目 的 と し て 、 ヤ ェ ナ

リ （Mung　bean）下 胚 軸の 液 胞膜 か らピ ロ ボ ス フ ァ タ
ー ゼ を可 溶 化

・
精 製 した 。

　　　【方法 と 結果】　 3．5日 間 暗所 で 発芽 生 育 さ せ た ヤ エ ナ リ芽 生 え の 下 胚 軸

か ら 、 分 画 遠 心 と 浮遊遠心 法 に よ っ て 高 純 度 の 液 胞 膜 画分 を得 た 。 こ の 膜 画分

か ら 2 段 階 の 可 溶 化 処 理 に よ りピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 選択 的 に可 溶 化 し た 。 す

なわ ち50mM 　 KC1 存在 下 で の デオ キ シ ：1 一ル 酸 処 理 に よ っ て 膜 に弱 く結 合 し て

い る タ ン パ ク 質 を除去 し、 次 に リ ゾ レ シ チ ン （lysophosphatidylcholine）に よ

っ て ピ ロ ホ ス フ ァ タ
ーゼ を 可 溶 化 し た 。 得 ら れ た 可 溶化 画 分 を QAE−Toyopearl

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に か け て 目的 の 酵 素 を 分 離 精製 し た 。 酵素 活性 を保

持 し可 溶 化 状 態 を 保 つ た め に 、 可溶 化 以 降 の ス テ ッ プ で は グ リセ ロ
ー

ル と Hg2 ＋

Triton　Xを 共 存 さ せ た 。 精製 酵素 標 品 はSDS／ポ リ ア ク リル ァ ミ ドゲル 電 気 泳 動

上 で 73kDa の 単
一バ ン ドを示 し た 。非 変 性状 態 で の 分 子 サ イ ズ を知 る 目的で グ

リセ ロ
ー

ル 密 度 勾 配 遠心 を 行 な っ た と こ ろ 、 ピ ロ ボ ス フ ァ タ
ー ゼ は カ タ ラー ゼ

（230kDa ）よ り遅 く、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （67　kDa）よ り少 し速 く沈 降 し た 。界 面

活 性 剤 が 酵素 に 結 合 して い る た め単 量 体 と断 言 す る こ と は で き な い が 、液 胞 膜

AT ．Pase （380　kDa） よ り か な り小 さい こ と が推 定 され た 。

　　精 製 標 品 を 用 い て 二 、 三 の 酵素 学 的性 質 を 検 討 し た 。 ピ ロ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ

は ATP 、　 ADP 、　 NADP な ど は 加 水 分 解 せ ず 、 無 機 ピロ リン 酸 の み を基 質

と し た 。 至 適 pH は6．5 − 7．5 の 範 囲 に あ っ た 。 酵 素 反 応 は Hg2“

を 必 須 と し、

K ’

に よ り促 進 さ れ た 。 精 製 酵 素の 活 性 発 現 に は 低 濃度の 界 面 活 性剤 と リン 脂

質 ミセ ル の 添 加 が必 要 で あ っ た 。KNO3 、Na2MoO4 、　NaN3 な ど は 酵 素反 応 に 影 響 を

与 え ず 、 2mM の Na3VO4と 5mM の KF は反 応 を 50％阻 害 した 。

　　こ の 酵 素 の プ ロ トン 輸 送 能 は 最 も 興 味 あ る 点 で あ る が 、 こ れ に関 して 次 の

知 見 を得 た。  精 製酵 素 に対 す る 抗体 は ピロ リ ン 酸加 水 分 解反 応 だけ で な く、

液 胞 膜 小 胞 で の ピ ロ リン 酸 依 存 性 H ＋

輸 送 活 性 も 抑 翻 し た 。   DCCD は ピ ロ

リン 酸 加 水分 解 反 応 を 阻 害 した 。   ［
14C

］−DCCD は 精 製 ピ ロ ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ に 結 合 し た 。 こ れ らの 結 果 は今 回 得 た 精 製 標 品 が プ ロ トン 輸 送 性 の ピロ ボ ス

フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と を 示 して い る と 判 断 し た 。
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