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　酵素反応 の 基質特異性を 謂べ る 上 で，動力学的パ ラ メ
ー

タ
ー

で あ る Km や Vm。、の 算出 は 必 要不 可 欠
で あ る．非常 に 高 い 分離能 を有し ， しか も極微量 の 試料 を簡便 に 短時間 で 分析 で き る 特徴 を有す る キ ャ

ビ ラ リ
ー

電気泳動 （CE ）は酵素 の 基質特異性を調べ る た め の 新た な 分析法 の 一つ と して 期待 さ れ た ．
著者 ら は 光 合 成 細菌 の 呼吸酵素 ，

ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド還元酵素 （DMSO 　reductase ）の 基質特 異性を

謂 べ る た め，CE の 分 離 モ ードの 一
つ で あ る ミセ ル 動 電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー （MEKC ＞に よる 反応溶液
中の 生成物 の 微 量 定量 に 基 づ い た 活性測 定系を構築 し た．幾つ か の ピ リ ジ ン誘導体 N 一オ キ シ ドと ア デ
ノ シ ン N 一オキ シ ドの 8 物質 を基質と し て 酵素 反 応 に か け，そ の 反 応 溶液 を 直接 MEKC に よ り分析 し
た ．そ の 結果，本活性測定系 は Km や Vm。、の算 出に 非常 に 有効 で 簡便 な手段 で あ っ た ．本法 に よ っ て

DMSO 　reductase は 広範な N 一オ キ シ ド還 元活性を有 す る こ と が 証明 さ れ た ．

1 緒 言

　生体内触媒 で あ る酵 素 の 基質特異性 は そ の 動力学的パ

ラ メ
ー

タ
ー

で あ る ミハ エ リ ス 定 数 Km と 臨 。 。
に よ っ て

表 され る．酵素の 基質特異性を調 べ る た め に，そ の 酵素
の 特性 や，基質，生成物 の 化学的性質に応 じて 様 々 な 分

析機器 が 応用 さ れ て い る ．酵素 の 活 性 測 定 の ア ッ セ イ系

は ル ーチ ン ワ
ー

ク で あ る こ と が 多 く ， 簡単 に しか も短時

間 で 測定可能 で あ る こ とが望 ま し い．更 に Km と 塩 。 ．

な どの パ ラ メ
ーター

の 測定 は
， 基質，生 成物 を少 な く と

も pM オーダー
で 取 り 扱 う た め ， 測定機器 の 分解能 や

感度 が 重要な 問題 と な る．

　近年医学，生化学，薬学 の 分野 で 急速 に 広 ま りつ つ あ

る キ ャ ピ ラ リー電 気 泳 動 （CE ）は 取 り 扱 い が 簡単で あ

り，短時間で 非常 に 高 い 分 離能 を発揮 す る 分析機器 と言

え る．

　 こ の よ う な 特徴 を 備 え た CE は，酵素 の 基質特異性

を調 べ る た め の 新 た な 分析法 の
一

つ と して 期待 さ れ る．

著者 ら は CE を用 い た 活 性測定系 を用 い て 光合成細菌

の 産生 す る 酸化還 元 酵素の 広 範 な基質特異性 を 調 べ る研

究 を行 っ た ．

　脱窒光合成 細菌 で あ る Rhodebacter　sphaeroides　f．s．　denitri一

＊
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ficansの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド還 元 酵素 （DMSO

reductase ）を対 象 に 研 究 を 行 っ た．本 酵 素 は 分 子 量

S2eOO，水溶性 の モ ノ マ
ー

で，嫌気呼吸 系 の 末端反応 を

触 媒 し，DMSO を還 元 し て ジ メ チ ル ス ル フ ィ ド

（DMS ）を生 成す る
D ．既報

2）
に お い て 著者 ら は CE の 1

変法 で あ る ミ セ ル 動電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（MEKC ）

法
3 ）4 ）に よ る DMSO 　reductase の 活性 測定系 を 構築 し

た．本酵素の 従来の 活性測定系 は，電 子供与体 で あ る 半

還元型 ベ ン ジ ル ビ オ ロ ゲ ン （BV ）の 退 色 を分光光度計
で モ ニ ターす る間接的 な 方法

5）が と られ て い た が
，

こ の

方法 は反応液中の 酸素 な どの 混在物質 に よ る 妨害を受 け

や す い．酸素 そ の 他 の 酸化還 元 物質 が ア ッ セ イ系 に 混在

す る と還 元 型 BV か ら酸素 へ 電 子 が 渡 っ て し ま うた め

正 確 な 酵 素反 応 の モ ニ ターが 困難 と な る． そ の 点

MEKC 法 に よる 活性測定系 は 直接反 応生成 物 で あ る

DMS を 定 量 す る た め
， 正 確 な ア ッ セ イが可能 で あ っ

た，

　DMSO 　reductase は本来 ス ル ポ キ シ ドの 還元酵素 と し

て 単離 さ れ た が ， トリ メ チ ル ア ミ ン N 一オ キ シ ドも還元

す る こ と が 分 か っ て い る．本報 で は MEKC 法 に よ る

DMSO 　reductase の 活性測定系を 更 に 応用 し，本酵素が

どの よ う な N 一オ キ シ ド還 元 活 性 を 有す る か を検討 し た．

基質 と して 七 つ の ピ リ ジ ン誘導体 N 一オ キ シ ドとア デ ノ

シ ン N 一オキ シ ドの 計 8 物質 を用 い た ．こ れ ら の 化合物
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Fig．1　2V−Oxidcs　　as 　　candidate 　substrates 　　f〜）r

DMSO 　 reductase

（a ）： pyridine　N −oxide ；（b）： α 一picoline　N −Qxide ；（c）：

β一picoline　1V−oxide ；（d）： γ
一picoline　N −oxide ；（e＞： 3−

hydroxypyridine　ノ〉−ox 正de；　（f）： nicotinic 　acid 　ハ
厂一〇 x −

ide； （g｝： nicotinamide 　1＞−oxidc ； （h）： ad ¢ nosine 　N −

oxide

だ （Fig．　l　a
〜h）．又 ，

こ れ ら の 基質 の 酵素反応生成物

で あ る脱酸素化合物の 標準溶液を調製 し ， 泳動条件 や 試

料注 入 量を酵素活性測定時と同 じ設定 （2・4 参照）で 検

量 線 を作成 した．こ れ ら の 基質 t あ る い は 生 成物 の 試薬

は Sigma製 ， も し く は 和光純薬製 の もの を用 い た．

　2 ・S　酵素反応 の 条件

　酵素反応 の バ ッ フ ァ
ー

に は 25mM 　Na2B407 と 50

mM 　NaH2PO4 を pH 　7．0 に な る よ う に 加 え た も の （BP

バ ッ フ ァ
ー）を 使用 し，きつ くキ ャ ッ プ し た 0．5m1 容

量 の マ イク ロ チ ュ
ーブ中で 25℃ で 反応 を行 っ た 、酵素

と電子供与体 で あ る BV の 濃 度 は そ れ ぞ れ O．02 ，　 IOO

pM で ，基質の 濃度 は 0・5，0・75・1・0・1・5・2・O　mM の

五 つ に つ い て そ れ ぞ れ 10 分間反 応 させ た．な お
，

ア デ

ノ シ ン N 一オ キ シ ドは 還元速度 が ピ リ ジ ン 誘導体 N 一オ キ

シ ドに 比 べ て 速 い た め反応時間 を 1分 に した EBV の 還

元剤 と し て は 3．36 ％ NaHCO3 溶 液 に Na2S204 を 2％

に な る よ う に 加 え た もの を 調製し ，
こ れ を 0．4ml の 反

応溶液 に 0．1ml 加 え，反応 を開始 し た．

は 酵素反 応 に よ っ て 脱 酸素 され る が ，そ の と き の 生成物

量 を MEKC 法 に よ っ て 定 量 し ， 酵素反応 の パ ラ メ ー

ターの 算出 を 試 み た，そ の 結果 ，
MEKC 法 に よ る 活性

測定系 は Km や Vm
。．の 算 出 に 非 常 に 有効 で 簡便 な手段

で あ り，本法 に よ っ て DMSO 　reductase は 広範 な 」〉一オ

キ シ ド還元活性 を有す る こ と が証明 さ れ た の で 報告 す

る．

2 実 験

　2 ・ 1DMSO 　 reductase の精製

　脱窒光合成細菌 で あ る Rhodobacter　sPhaeroides 　f．s．　denitri−

ficansを DMSO 添加培地 で 培養 し，そ の 菌体 の ペ リ プ

ラ ズ ム 空間 よ り，硫安分画 ゲル 泝過，陰イ オ ン 交換 ，

そ して ヒ ドロ キ シ アパ タ イ トク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り

DMSO 　reductase を精製 した
D ．精製酵素の タ ン パ ク 量

は ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン を標準 に して bicinconinic　acid に

よ っ て 行 っ た，

　2 ・2　基質，生 成物の 調製

DMSO 　reductase の 反応基 質 と し て ピ リ ジ ン N 一オ キ

シ ド，α
一ピ コ リ ン N 一オ キ シ ド，β一ピ コ リ ン 1＞一オ キ シ

ドt γ
．ピ コ リン N 一オ キ シ ド，3一ヒ ドロ キ シ ピ リ ジ ン N 一

オ キ シ ド，ニ コ ン ア ミ ド N 一オ キ シ ド，ニ コ チ ン 醵N．オ

キ シ ド，そ して ア デ ノ シ ン N 一オ キ シ ドの 8 物質 を 選ん

　2 ・4　MEKC 法 に よ る酵素活性測定

　キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動装置 は 日 本分光製 の GE −800

シ ス テ ム で，キ ャ ピ ラ リ
ー

は 内径 5e　punで 有効長 30

cm の 溶融 シ リカ製の もの を 用 い た、泳 動 バ ッ フ ァ
ーは

BP バ ッ フ ァ
ーに ドデ シル 硫酸ナ トリ ウ ム （SDS）を 50

mM に な る よ う に 加 え た も の を使用 し ， 検出 は オ ン カ

ラ ム の 200nm で 行 っ た．検 量 線 作 成 の 標準溶液 は 5

cm の 高さで 20 秒間，キ ャ ピラ リーの 陽極 か らサ イフ

ォ ン 式
4）

で 注入 した ，1 回 の 測定ご と に シ リン ジ で 陰極

を陰圧 に し ， 蒸留水 に よ っ て キ ャ ピ ラ リーを 5 分間洗

浄 した．試料注入 量 は，約 6nl で あ る．印加電圧 は 16

kV で ，こ の と き の 電流値は約 28　FLAで あ っ た．培養後 ．

の 酵素反応溶液 も 同様 に 直接 キ ャ ピ ラ リー
に 導入 して

MEKC を行 っ た．生 成物を検出 し，そ の 面積 と あ らか

じめ 作成 し た 検量 線 をもと に 酵素 反 応速度 （μM ／min ）

を算出 し た．

3 結果及 び考察

　3 ・ 1 基質 ， 生成物の分離と検量線作製

　基質と して 用 い た八 つ の 物質 と そ の 脱 酸 素 物 の 混 合物

を MEKC 法 に よ っ て 分析 し た．泳 動 条件 は 2・4 に 従

っ て 行 っ た，Fig．2 に そ の ク ロ マ トグ ラ ム を示 す．

MEKG 法 に よ っ て ，こ れ らす べ て の 8 種類の N 一オ キ シ

ドは 各 々 の 脱酸素化合物 と 分 離 し て 検 出 さ れ た．3一ビ ド

ロ キ シ ピ リ ジ ン N 一オ キ シ ドの み そ の 脱酸素物よ り泳動

N 工工
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Fig・2　SeparatiQn　of 　N −oxides 　as 　substrates 　and

corresponding 　deoxygenated　products　by　MEKC

（1）： pyridine　 N −oxide 　 and 　 nicotinamide 　IV−oxide ；

（2）： α
一picolinc／V−oxide ；（3）： β一P王coline ムr−oxide

，
　r−

picoline　IV−oxide ，　nicotlnamlde 　and 　 adenosine 　N −ox −
idc；　（4）： 3−hydroxypyridine；　（5）： adenosine ；　（6）：

pyridine；　（7）： α一picoline；　（8）1 β一picoline；　（9）：3−
hydroxypyridine　N −

oxide ；　（10）： γ
一picoline；　（H ）：

nicotinic 　acid ／V−oxide ；（孟2）： nicotinic 　ac 童d

3

μM か ら 40mM の 範囲 で 作製 し た．こ こ で は α 一ピ コ

リ ン N 一オ キ シ ドと α一ピ コ リ ン の 検 量 線 の み Fig．3 に

示 す が，そ の 他 の 化含物 に 関 して も良好 な 直線性 が 得 ら

れ た．こ れ ら の 化合物 は お お む ね 10　pm（ の 濃度 ま で 検

出可能で ，絶対量 で お よ そ 10pg が 検 出 限 界 で あ っ た．

今 回 は，CE に よ る酵素活性測定 の 基礎的データ を 得 る

こ と が 目 的 で あ る た め マ ニ ュ ア ル 注入 法 に よ っ て検 量 線

を作成 した が，自動 化 さ れ た 試料注 入 法 や 内標 準 を 用 い

る こ と に よ っ て よ り精 度 の 高 い データが 得 ら れ る で あ ろ

う．酵素 の 基質特異性の測定 に 当 た っ て は 誤差 を少 な く

す る た め に 基 質濃度 を Km 値近 辺 で 測 定 す る こ と が望 ま

し い ．MEKC 法 に よ る こ れ ら 8 組 の 基質， 生 成物 の 検

出限界 は十分 に Km 値算出 に 耐 え う る値 で あ っ た．

　3 ・2　MEKC 法 に よ る酵素活 性測定

　用 い た 八 つ の 基質 は す べ て DMSO 　reductase の 良 い

基質 と な っ た，又 ，
こ れ ら の 基質 は す べ て ミカ m リス

ー

メ ン テ ン の 式 に 従 い ，高濃度 の 基質，生成物 に よ る反 応

阻害 は み ら れ な か っ た．例 と して 基質 に α一ピ コ リ ン N 一

オ キ シ ドを用 い た プ ロ ッ トを Fig、4 に 示す．横軸 に 基

質 濃 度 の 逆 数 （mM
− 1

），縦軸 に 反 応 速 度 の 逆 数

（min μM
− 1

）をプ ロ ッ トし ，
　 LineweaverBurk の 逆数プ

ロ ッ トを作製 した ．ア ッ セ イは 3 回 繰 り返 して 行 っ た ，

書
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　3 ・3　基質特異性の 算出

　3・2 で 得 た 逆数プロ ッ トか らそ れ ぞ れ の 基質 に つ い て

Km 値 〔衂 ） と V。。a 。値 （unit ／mg 　protein） を 算 出 し

た．Table　I に そ の 結果 を 示 す．な お，表中 の DMSO ，

ト リメ チ ル ア ミ ン N 一オ キ シ ド （TMAO ＞に 対 す る Km

Table　 l　 Substrate　specificity 　of 　DMSO 　reductase

0 10 20 30 40 Substrate K … M
− 、，編 、，、。

− 1

Concentration／mM

Fig ．3　（】alibration 　curves 　 fbr α 一picoline！〉−oxide
and α

一picoline
About　6　ni　of　a　standard 　solution ，　in　which α

一pico一
且ine　N −oxide （○）and α 一p三coline （口 ）were 　respec −
tively 　dissolved，　was 　introduced　into　the ’

capillary ．

時間が 長 か っ た が
，

そ の 他 の 化合物は よ り親水的 な 1V一

オ キ シ ドの ほ うが そ の 脱酸素物 よ り も速 く泳 動 した．検

量線 は 生成物 で あ る 脱
．
酸素化合物八 つ に つ い て 濃 度 10

DMSO †

Trimethyl　amine
N ＿ox 三de†

Pyridine！V−oxidc
α
一Pico【ine　IV−oxide

β一Picoline／V−ox 量de

γ
一Picoline　N −oxide

3−Hydroxypyrldine　N −Qxide
Nicotinic　 acid 　N −oxlde
Nicotinamide　N −oxide
Adenosine　A 「−oxide

15

1000890600490570640330640230

15

4856584958665853480

tValues
　 of 　DMSO 　 and 　 TMAO 　 reduction 　 activities

were 　quoted　from　re £ （1）．
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Fig．4　Lineweaver−Burk　plot　for　determlnation　or

α
一picoline　IV−oxide 　reduction 　activity 　of 　DMSO 　re−

ductase

値 ， Vmax値 は文献 （D に よ る 値 で あ る．著者 ら の 測定

し た 八 つ の N ．オ キ シ ドに つ い て は す べ て DMSO よ り

Km 値，　 Vrnax値 と も 大 き い と い う結 果 が 得 ら れ た．

TMAO も含 め て N 一オ キ シ ドは DMSO 　reductase に 対

す る 親和性 が低 い も の の
， 高濃度 の 基質で は DMSO ．よ

り 反応性 が 高 い と い う結果 が 得 られ た．ピ リジン 誘導体

N一オ キ シ ドの 中 で は ニ コ チ ン 酸 N 一オ キ シ ドが最 も酵素

親和性 が高か っ た．
1

　ア デ ノ シ ン N 一オ キ シ ドは ピ リジ ン 誘導体 N 一オ キ シ ド

に 比べ 親和性 ， 最大速 度 と も に 高 い 結果 が得 られ た．E ．

coii 由来 の DMSO 　reductase は ほ と ん ど ア デ ノ シ ン N 一

オ キ シ ド還元活性 を 示 さ な い
6）

こ と か ら本酵素と の 構

造 ， 機能 の 相違 は 興 味 深 い ．

　以上 ， MEKC 法を DMSO 　reductase の 基質特異性 の

探索に 応用 し た結 果 ，本酵素 は 広 範 な N 一オ キ シ ド還元

活性 を有 す る こ と が示 さ れ た ．こ の ア ッ セ イ系 の 利点 は

基質生成物 を 直接定量 す る た め 正確 な 酵素反応 を モ ニ

タ
ー

で き る 点 で あ る．

　当研究室 に お い て DMSO 　reductase は 様 々 な ア ル キ

ル ア リル ス ル ポ キ シ ドを光学選択的 に 還 元す る こ とが 示

さ れ て い る
7）s ）．又 ，

DL 一ア ミ ノ酸 な ど の ラ セ ミ体 光 学 分

割
911°）が 最近の CE の 大 き な 研究分野の 一つ で あ る．不

斉を持 っ た ス ル ポ キ シ ドや N 一オ キ シ ドの CE に よ る 光

学 分 割 が 可能 と な れ ば CE に よ る DMSO 　 reductase の

光学選択的 な 酵素活性 の 測定が 非常に 容易 な もの と な る

で あろう．

　 こ こ に 示 し た CE の 酵 素活 性 測 定 へ の 応用 は ほ ん の 1

例 に しか 過 ぎ な い ．同様 な 研究は HPLC を用 い て も可

能 で あ る が，分析時間の 短 さ や 操作の 手軽 さ，そ して 極

微量の 試料 で 検出が可 能 で あ る な どの 利点 か ら，今後，

酵素活牲測定 へ の よ り広範 な CE の 応用 が 期待 さ れ る ．
．
更 に CE の 応用範囲 は 無機 イ オ ン か ら タ ン パ ク ， 核酸

に ま で 及 ぶ ．こ れ ら様々 な物質を基質 とす る 酵素 で ，従

来反 応 解析 が 困 難 で あ っ た もの に 対 し て CE は 大 き な

威力 を発揮す る と 思 わ れ る．
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sphaeroides f sp. denitrijicans. Simple, direct, and  accurate  detection and  quantification ef

enzymatically  produced compounds  from the  reaction  mixture  containing  the  reductase

and  substrate  were  aehieved  by the MEKC  assay  system.  This assay  was  shown  to be

quite effective  for determinatien  of  the catalytic  parameter values  such  as  K.  and  Vinax,
Seven pyridyl N-oxide derivatives and  adenosine  N-oxide  were  chosen  as  possible novel

substrates  for DMSO  reductase,  Each  N-oxide was  incubated for an  appropriate  time

with  
DMSO

 reductase  and  its reductant  in the reaction  mixture,  After incubation, the.

Inixture was  directly intorduced into the  capillary  for MEKC  analysis  by which  enzymati-

cally  deoxygenated  compounds  were  monitored.  Consequently, the  eight  N-oxides  were

proven to be  suitable  substrates  for the reductase.  The  values  of  K.  and  P;... of  the  N-

oxides  reduction  activities  were  much  larger than  those of  DMSO  reduction  activity.

The  Vinax value  of  adenosine  N-oxide reductien  was  about  ten-fold  higher than  those of

pyridyl N-oxide derivatives reduction  activities, In conclusion,  MEKC  was  suitable  for
the evaluation  of  kinetic parameters in enzymatic  reaction,  In addition,  it was  revealed

that  DMSO  reductase  has broad substrate  specificity  and  is capabte  of  reducing  various

N-oxides.
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