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(Studies on Enzymes Catalyzing Reaction between Phosphoenolpyruvate and 
Oxalacetate on Germinating Seeds Containing 

Different Reserved Substances Part II)

By Akio TAKEUCHI, ** Michiko FUJII, Kenji SHIMOO

 and Koichiro HONDA 

Department of Agricultural Chemistry, College of Agriculture 

University of Osaka Prefecture

The activity of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) of soybean cotyledon rapidly
 reduced with germination and that of pea cotyledon showed the maximum on the 5 th 
day after germination. The enzymes were extracted from the 3 rd day soybean cotyledon 
after germination and from the 5 th day pea cotyledon and purified partially, and some 

properties of both enzymes were studied.
Optimum pH values of both enzymes were about 8.7 and they required Mg ion but 

not reductant for the activity. Km values for PEP and MgCl2 were 0.11mM and 0.095
mm on PEPC from soybean, and 0.084 mM and 0.071mM on PEPC from pea, respectively.
Both enzymes were inhibited by citrate, isocitrate and nucleotides and pea enzyme was 
also inhibited by succinate. Consequently, both PEPC's were thought to have similar 
enzymatic properties. The physiological significance of PEPC of soybean might be 
difficult to consider, since the activity rapidly decreases after germination and the Km 
values for ligands are comparatively large. On the contrary, the PEPC of pea might 
have anaplerotic functions in metabolic regulation.(Received May 23, 1973)

** Present address: Aichi Medical University

緒 言

駐蔵物質の異なる発 芽 種 子におけ るPEP〓OAA反

応を触媒す る酵 素の調節 機作を明 らかにす る ことを 目的

と し,前 報 に引き続 き大豆 とエ ン ドウにつ いて実験 を行

なった。各子葉か らフ ォスフ ォエ ノールピルピン酸 カル

*貯 蔵 物 質 を 異 にす る発 芽 種 子 の フ ォス フ ォェ ノール

ピル ビ ン酸 とオ キ ザ ロ酢 酸 の間 の反 応 を触 媒 す る酵

素 に つ い て の 研 究(第2報)。
**現 在 ,愛 知 医 科 大 学 生 化 学 研 究 室 。

ボ キ シ ラ ーゼ(PEPC)[E. C. 4. 1. 1. 31]を 分 離 精 製 し,

そ の 諸 性 質 を検 討 して,代 謝 調 節 の面 か ら考 察 を 行 な っ

た の でそ の概 要 を 報 告 す る 。

実 験 方 法

1.実 験材料,生 育条件,試 薬,酵 素液の調製および

蛋 白質の定量 　す べて前報(1)と同 じである。

2.酵 素活性測定法　 1)粗 酵素液 の活性 測定法:

大豆,エ ン ドウとも前報(1)のTable Iの 方法 と同 じで

ある。2)精 製酵素 の活性測定法:精 製 した大豆,エ ン
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ドウのPEPCの 活 性 は30℃ で,次 の ご と く測 定 した,

 160μ moleト リス塩 酸 緩 衝 液(PH 8.7), 20μ mole Na

HCO3, 8μ mole PEP, 4μ mole MgCla, 2μ moleグ ル

タ チ オ ン, 0.5μ mole NADH, 5.5 unitリ ン ゴ酸 脱 水

素 酵 素 の混 合 液 を3分 間 イ ンキ ュベ ー トし,酵 素 液 を加

え全 量 を2mlと し反 応 を 開 始 し,活 性 は 日立124型 分

光 光 度計 を用 いて 測 定 し, NADHの340nmに おけ る吸

光 度 の 減少 速 度 か ら求 め た 。対 照 と して は,上 の反 応 液

組 成 か らPEPを 除 いた もの を 使 用 した 。

実 験 結 果

1.発 芽 に伴 うPEPC活 性 の 消 長

前 報 で報 告 した よ うに,大 豆 ・エ ン ドウと もPEPCの

存在 が 認 め られ,発 芽 に 伴 ってFig. 1の よ うに変 化 す

る 。 大 豆 は発 芽 後 活 性 減 少 を 続 け, 8日 目か らほぼ 一 定

とな った 。 エ ン ドウでは 発 芽2日 目 まで 活 性 減 少 がみ ら

れ る が,以 後 徐 々に 増 加 して5日 目に ピ ー クを示 した 。

両者 と もPEP生 成 反応 は, 10日 目 まで ほ とん ど認 め ら

れ な か った 。

2.大 豆 子 葉PEPCの 精製

暗 発 芽3日 目の大 豆 子 葉 を125g採 取 し, 50mMリ ン

酸 緩 衝 液(pH 7.5)250mlと と もに 磨 砕 した 。 ガ ーゼ で

濾 過 後, 9500×g, 30分 間 遠 心 分 離 して,上 澄 液275m1

を 得 た 。 操 作 は0～5℃ で行 な った 。 緩 衝 液 は 記 載 の な

Fig. 1. Changes in the Activities of PEPC dur

ing Germination of Soybean and Pea 

Cotyledon.

--•œ-- carboxylation activity of soybean
,

--•›-- carboxylation activity of pea
,

•\•›•\ decarboxylation activity of pea.

Assay conditions were the same as described 

in former paper.

い 限 り,す べ て1mM EDTA, 10mMメ ル カ プ トエ タ ノ

ール を 含 む 。

1回 目硫 安 分 画:上 で 得 られ た 上 澄 液275m1に 結 晶

硫 安 を 加 え50%飽 和 に した 後, 9500×g, 30分 間 遠 心

分 離 して 沈 殿 を 集 め,こ れ を100m1の5mMリ ン酸緩 衝

液 に 溶 か し,同 緩 衝 液2lに 対 して3時 間 透 析 した 後,

 9500×g, 30分 間遠 心 分 離 して上 澄 液138m1を 得 た 。

2回 目硫 安 分 画:上 で 得 られ た 上 澄液 に硫 安 を加 え,

 25～45%飽 和 の 間 の 沈 殿 を 集 め た 。 沈 殿 は5mMリ ン酸

緩 衝 液(pH 7.0)の 少 量 に 溶 か し,同 緩 衝 液21に 対 し

て,一 度 透 析 液 を 取 り換 え て10時 間 透 析 した 後,遠 心

分 離 し酵 素 液36.5m1を 得 た 。

DEAE-セ ル ロー ス カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー:あ ら

か じめ5mMリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.0)で 平衡 化 したDE

AE-セ ル ロー ス カ ラ ム(2.9×50cm)に,上 で 得 られ た

酵 素 液 の25mlを 吸着 さ せ た 。5mMリ ン酸 緩 衝 液(pH

 7.0)300mlを 流 し,つ い で5mMリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.0)

800m1と0.45M NaClを 含 む5mM リ ン酸 緩 衝 液(PH

 7.0)800mlで 直線 的 に 塩 濃 度 を高 め て酵 素 を 溶 出 した 。

活性 ピ ー クは, NaCl濃 度0.2M付 近 で 溶 出 され た 。活

性 画 分230mlに 結 晶硫 安 を加 え て45%飽 和 と し,遠 心

分 離 し,沈 殿 を20mMト リス 塩酸 緩 衝 液(1mM MgCl2,

 10mMメ ル カ プ トエ タ ノ ー ル 含 有pH 8.0)に 溶か

し,同 緩 衝 液 に透 析 後,遠 心 分離 して 酵 素 液7.7m1を

得 た 。

セ フ ァ デ ックスG-100カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー:

20mMト リス塩 酸 緩 衝 液(1mM MgCla, 10mMメ ル カ

プ トエ タ ノー ル含 有, pH 8.0)で 平衡 化 した セ フ ァデ ツ

クスG-100カ ラ ム(2.5×40cm)に 上 で得 られ た 酵 素 液

4mlを 流 した 。 酵 素 はvoid volume付 近 に 溶 出 した

(Fig. 2)。 活 性画 分 を集 め45%硫 安 飽 和 と し,生 じた

沈殿 を 上 で使 用 したMgCl2を 含 む 緩 衝 液 に 溶か し,透

析 後遠 心 分離 して1.53mlの 酵 素 液 を 得 た 。

Table Iに 全量 を 処理 した と きの 結 果 を示 した 。大 豆

PEPCの 実 験 に は,比 活 性 の 最 も高 いDEAE-セ ル ロー

ス 画 分 の酵 素 液 を使 用 した 。

3.大 豆PEPCの 性 質

精 製 標 品 は4℃ 保 存 で1週 間 に30%失 活 した が, 3

週 間 目か らは 失 活 速 度 が 遅 くな った,ト リス塩 酸 緩 衝 液

を 使 用 した と き, Fig. 3に 示 した よ うに 最 適pHは 約8.7

で あ った 。PEPお よびMgC12の 飽 和 曲線 はMichaelis -

Menten型 と な り,そ のLineweaver-Burkプ ロ ッ トか
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Fig. 2. Elution Pattern of PEP-Carboxylase of Soy

bean Cotyledon from Sephadex G-100 Column.

•\•œ•\ enzyme activity, ------ optical density at 

280nm.

Table I. Purification of PEPC from Soybean Cotyledon

* umole of NADH reduced/min . Assay conditions were described 
in the text.

Fig. 3. Effect on pH on the Activity of PEPC 

from Soybean Cotyledon.

Assay conditions were the same as de

scribed in the text except for the use of pH 
values.

ら, Km値 はPEPが0.11mM, MgCl2で0.95mMで あ

った 。基 質 で あ るNaHCO3を 加 え な くて も69%の 活性

を示 し,溶 存 して い るHCO3-だ け で も反 応 が 進む と考

え られ る。Mgイ オ ンは必 須 で あ り, Mnイ オ ン で32%

の 活性 しか 示 さな か った 。 グ ル タ チオ ンは 活 性 に 影 響 し

なか っ た。

4.エ ン ドウPEPCの 精 製

暗 発 芽3日 目の エ ン ドウ子 葉192gを 採 取 し,以

下,大 豆PEPCと 同様 の操 作 を 行 な った 。

硫 安 分 画:磨 砕 液 に結 晶硫 安 を添 加 して, 25～40

%飽 和 画 分 を集 め た 。

DEAE-セ ル ロー ス カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー:

大 豆 の場 合 と異 な り20mMリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.0)

を 使 用 し,カ ラム よ り溶 出す る と きに は0.6M KC正

を含 む もの を 用 い た 。活 性 はKCl濃 度0.3Mを ピ

ー クに,多 少 広 い 範 囲 に溶 出 した 。

セ フ ァデ ック スG-200カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ イ

ー:20mMリ ン酸 緩 衝 液 で 平衡 化 した もの を 用 い 溶

出 した。 活 性 画 分 に 硫 安 を加 え て40%飽 和 と し,

遠心分離 して沈殿を集めた。沈

殿は40%飽 和 硫安溶液に 懸濁

して保存 し,使 用時に, 20mM

リン酸緩衝 液(pH 7.0)で 透析

して用いた。各段階 での精製度

をTable IIに まとめた。

5.エ ン ドウPEPCの 性 質

　酵素は40%飽 和 硫 安溶液 と

して保存する と,大 豆 の酵素に

くらべてかな り安定であるが,

　8mM以 上 の 硫 安 の存 在 下 では30%の 阻 害 が 認 め られ

た 。 ト リス塩 酸 緩 衝 液 を 使 用 した と き のpHの 影 響 は

Fig. 4の と お りで,最 適pHは8.7で あ った 。PEP,

　 MgC12の 飽 和 曲線 はMichaelis-Menten型 で, Km値 は

Fig. 4. Effect of pH on the Activity of PEPC 

from Pea Cotyledon.

Assay conditions were the same as de

scribed in the text except for pH values.
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Table II. Purification of PEPC from Pea Cotyledon

* umole of NADH reduced/min . Assay conditions were described 
in the text.

PEPが0.084mM, MgCl2が0.071mMで あ り,大 豆 に

比 して 小 さい 。NaHCO3が な くて も 活 性 は 変 わ らず,

 HCO3-の 親 和 性 が 非 常 に 高 い と考 え られ る。Mgイ オ ン

は 必 須 で あ るが, Mnイ オ ンで も80%の 活 性 を示 した 。

グ ル タ チ オ ンは 活 性 に は 影 響 しなか った 。

6.大 豆 お よび エ ン ドウPEPCの 代謝 中 間 体 に よ る

影 響

大 豆 お よび エ ン ドウ の 酵 素 に 対 す る ア ミノ酸, TCA

サ イ クル 中間 体,グ リコ リシ ス 中 間体 の影 響 をTable III

に 示 した,大 豆 ・エ ン ドウ酵 素 は と もに,ク エ ン酸,イ

ソク エ ン酸 に よ り阻 害 され,そ の型 式 は拮 抗 阻 害 であ っ

た 。 エ ン ドウ酵 素 は コハ ク酸 に よ って も阻 害 さ れ た 。

Fig. 5に, MgCl2の 濃 度 に よる クエ ン酸 の酵 素 活 性 に 及

Table III. Effect of Various Intermediates on 

the Activity of PEPC from Soybean 

and Pea Cotyledons

Assay conditions were the same as described 
in the text except for the addition of 5mm 
indicated intermediates.

ぼす影響を示 した。図か ら,ク

エ ン酸 とMgイ オ ンとは見かけ

上,酵 素に紺 して拮抗 している

と考 えられ る。

種 々の ヌク レオチ ドの影響を

Table IVに 示 した。 両 酵 素 と

も塩基に よる特異的な阻害はな

いけれ ども,リ ン酸基の増加 と

ともに阻害が大 きくなる傾向を示 した。そ こで リン酸の

Fig. 5. Effect of Citrate on PEPC from Pea 

Cotyledon.

•\•›•\ no citrate, •\•œ•\ 5mM citrate.

Assay conditions were the same as de

scribed in Table III.

Table IV. Effect of Various Nucleotides on the 

Activity of PEPC from Soybean and Pea 

Cotyledons

Assay conditions were the same as described 
in the text except for the use of indicated 
nucleotides.
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重 合 部 分 が 阻害 を示 す と考 え,大 豆PEPCを 用 い て,リ

ン酸 の重 合 度 が異 な る 無 機 リン酸 ,ピ ロ リン酸,ト リポ

リ リン酸 の 影響 を 調べ た の がTable Vで あ る 。 ピ ロ リ

ン酸,ト リポ リ リン酸 に 強 い 阻 害 が 認 め られ た 。PEP,

 MgC12量 を2倍 に す る と, PEPで は 阻 害 は 小 さ くな ら

な い が 。MgCl2で は 阻 害 が 著 し く小 さ くな った 。 こ の

理 由 を 明 らか に す る た め,大 豆PEPCを 用 い,ヌ ク レオ

チ ドの うち最 も阻 害 の 強 いITPの 添 加 と,こ れ に 対す

るMgCl2の 影 響 を調 べ た の がFig. 6で あ る 。ITPの 阻

害 は4mM MgCl2で ほ ぼ な くな った 。Mgイ オ ンが 多量

に 存 在す る と き に は,ヌ ク レオ チ ドの 阻 害 は ヌ ク レオ チ

ドの リン酸 部分 がMgイ オ ン と複 合 体 を つ くる こ とに よ

って 除 かれ る と考え られ る 。

Table V. Effect of Poly-phosphate on the Activ

ity of PEPC from Soybean Cotyledon

* orthophosphate
, ** pyrophosphate,

*** tripolyphosphate .

Assay conditions were the same as described 

in the text except for the use of indicated 

additions.

Fig. 6. Effect of ITP on the Activity of PEPC 

from Soybean Cotyledon.

•\•›•\ no ITP, •\•œ•\ 1.5mm ITP, 

•\•›•\ 3mm ITP.

Assay conditions were the same as de

scribed in Table IV.

考 察

植物種子の発芽初期には,光 合成 によるCO2の 取 り

込みはな く,結 実時に貯蔵 した物質を分解 して成長 しな

ければな らない。貯蔵物質であ る澱 粉,脂 肪,蛋 白質な

どは分解 され,別 の物質に合成 された り,そ の まま他の

部位に転移 され る。 この よ うに考えると,貯 蔵物質を異

にす る種子においては,当 然異なった代謝の合理的な経

路が存在 し,異 なった代謝調節が行なわれているはずで

あ る。大豆種子はその約400が 蛋 白質,約20%が 脂質

であ り,エ ン ドウでは約60%が 澱粉 である。本報 告は,

この両種 子のPEP→OAA反 応を触媒す る酵素が,ど の

よ うに調節 され ているかを調ベた ものである。

大豆 ・エ ン ドウとも子 葉 中にPEPCが 存 在 し,大 豆

では発芽後活性 は減少するが,エ ン ドウでは5日 目に ピ

ークを示 した。両 酵素 とも活 性にMgイ オンを必 要 と

し,最 適pHが 約8.7で,活 性にSH基 は関与 していな

い。 リガ ン ドに対する親和 性は,エ ン ドウ酵素の方が少

し高かった。両酵素 ともクエ ン酸,イ ソクエ ン酸,ヌ ク

レオチ ドで阻害 され,ア スパ ラギ ン酸 による阻害や フラ

ク トースー1, 6-ジ リン酸に よる活性化を受け ない ことは,

腸 内細菌 のPEPC(2)な どとかな り異 なってお り,ど ち ら

か といえば トウモ ロコシ(3),酢 酸菌(4)などに見出 される

もの と類似 していた。

大豆 の発芽時においては,蛋 白質分解に よ りTCAサ

イ クル中間体が豊富に供 給 され,さ らに脂 質の β-酸化

やTCAサ イ クルに よ り多量のATPが 生産 されるため,

酵 素は クエ ン酸やATPに より強 く阻害 され る状態 にあ

ると考 えられ る。 さらに発芽に伴い活性が急激に減少す

ることを考 え。合わせる と,大 豆 の発芽時におけるPEPC

の生理的意義は きわめて小さ く,か えって結実時に活躍

した ものが残 っていた もの と考 えられ る。

エ ンドウの貯蔵物質は主 として澱粉 であ り,発 芽時 に

はTCAサ イ クル中間体は蛋 白質 などの炭素骨 格と して

利用 され ることが多 く,そ のため中間体の濃度が低下す

ると考 えられる。 この とぎPEPCに よりOAAが 供給 さ

れ, TCAサ イクルを 円滑に回 転 させ る。 しか しクエ ン

酸, イ ソクエ ン酸,コ ハ ク酸等 の中間体の レベルが高 い

ときは同時にエネルギー レベル も高 くな り,こ れ ら中間

体, ATPと もPEPCを 阻害 し, OAAの 生成は少な くな

る。発芽5日 目に活性 ピークを有 し, Km値 も小さい こ

とか ら,エ ン ドウの酵素 はanapleroticな 生理的意義(5)

(53)
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を有 するものと考 えられ る。

大豆 ・エ ン ドウの両 酵 素 と も,前 報(1)のヒマと 同じ

く,ヌ クレオチ ドで特異的な影響は受けないが,リ ン酸

基が増加するに つれ て阻 害 が 大 きくなる 傾 向 を示 し,

 Mgイ オ ンに よって回復 され る。 この阻害の機作につ い

ては,今 後の研 究が必要であ ると考え られる。

要 旨

大豆PEPCは 暗発芽後急激に活性が減少 したが,エ ン

ドウPEPCは5日 目に活性の ピークを示 した。大豆 では

暗発芽3日 目,エ ン ドウでは5日 目の子葉か ら酵素 を精

製 し,そ の諸性質 を検討 した。

両酵素 とも最適pHは 約8.7で あ り,活 性にMgイ オ

ンを必要 とし,還 元 剤 は活 性 に 影 響を与えなかった。

PEP, MgCl2のKm値 は他 のPEPCと あま り変 わ らなか

ったが,エ ン ドウの方が小 さ く,リ ガ ン ドに対する親和

性が高か った。 エ ンドウ酵素が コハ ク酸に よ り阻害 され

る以外は,ク エ ン酸,イ ソクエ ン酸 ヌクレオチ ドに よ り

全 く同 じよ うに阻害 された。以上 のこ とか ら両酵素は よ

く似てい ると考 えられ るが,大 豆PEPCは 発芽時に急激

に活性が減 じ,ま た リガ ン ドに対す る親和 性は低い。こ

れに反 し,エ ン ドウPEPCは 発芽 とともに増 加 し,リ ガ

ン ドに対す る親和性が高い。発芽時に おいては,前 者は

生理的に存在の意 義 は少な く,後 者 は 代 謝 調 節 にan-

apleroticな 機能を もつ もの と考 えられ る。
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