
亜鉛は生物に必須の金属イオンで大型動物における遊離
イオンとしてマグネシウム，カルシウムの次に多く含まれ
ている。亜鉛イオンは酵素や転写因子などのタンパクに結
合しているが，遊離イオンとしての働きは主にカルシウム
チャンネルの抑制と考えられる�1,�2）。一方酵母細胞では高
濃度の亜鉛が毒性を示しその機構には活性酸素が関与する
と報告されている�3）�が，亜鉛イオンと活性酸素に関わる酵
素の活性の関係はあまり知られてない。今回は in�situ の
条件でパン酵母における活性酸素処理系酵素（グルタチオ
ンレダクターゼ，グルコース 6－リン酸脱水素酵素，
NADP 依存性イソクエン酸脱水素酵素，NADP 依存性グ
ルタミン酸脱水素酵素）と活性酸素を生成する NAD(P)
H：キノンオキシドレダクターゼに対する亜鉛の効果を検
討したので報告する。

材料と方法

試薬，実験材料�―�パン酵母，NADP 依存性イソクエ
ン酸脱水素酵素はオリエンタル酵母，クエン酸，グルタミ
ン酸，メナジオンは和光純薬，塩化亜鉛，ジチオビスニト
ロ安息香酸（DTNB）は片山化学，酸化型グルタチオン

（GSSG），イソンクエン酸，スペルミン，トリス（Trizma�
base） は シ グ マ，NADP， グ ル コ ー ス 6－ リ ン 酸 は ロ
シュ・ダイアグノスティックスの製品をそれぞれ用いた。
低分子物質透過性パン酵母の調製�―�市販のパン酵母

1�g を 0.5�M ソ ル ビ ト ー ル を 含 む 0.2�M リ ン 酸 緩 衝 液
（pH�7.4）4�ml に懸濁し，2.5�ml のトルエンを加えた。
45℃で 2.5 分間加温後，遠心分離によって上清を除き，
0.5�M ソルビトールを含む 50�mM トリス・塩酸緩衝液

（pH�7.1）4�ml に懸濁した。これによって酵母は低分子の
物質に対する透過性を増しアコニターゼ活性を細胞そのま
ま（in situ）で測定できるようになる�4）｡ 酵母 1�g を 1�ml
と仮定し，以後この懸濁液を酵母 200�mg/ml として計算
した。
グルタチオンレダクターゼ（GR）の測定�―�酵母懸濁

液 5�μl を 0.15�mM�NADPH（ ま た は 0.15�mM�NADP/�
0.5�mM グルコース 6－リン酸），0.1－0.5�mM 酸化型グルタ
チオン，4�mM�MgCl2，0.2�mM�DTNB（SH 修飾試薬）を
含む 0.1�M トリス・塩酸緩衝液（pH�7.8）1�ml に加えて混
合し，412�nm の吸光度増加を 30 秒間測定して反応速度を
算出した。
グルコース 6－リン酸脱水素酵素（G6PDH），NADP
イソクエン酸脱水素酵素（ICDH）の測定�―�酵母懸濁液
5�μl を 0.2－0.5�mM�NADP，4�mM�MgCl2 と 0.2－0.5�mM
のグルコース 6－リン酸あるいはイソクエン酸を含む 0.1�M
トリス・塩酸緩衝液（pH�7.8）1�ml に加えて混合し，
340�nm の吸光度増加を 30 秒間測定して反応速度を算出し
た。
グルタミン酸脱水素酵素（GDH）の測定�―�酵母懸濁

液 5�μl を 0.5�mM�NADP と 10－20�mM グルタミン酸を含
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Summary
Zinc� is� an� essential�metal� but� toxic� to�baker’s�yeast� at�high� concentration.� In� this� report,� the� effect� of� zinc� on� the�

enzymes� that�generate�or�scavenge�reactive�oxygen�species�was�analyzed.�Zinc� ion�potently� inhibited�glucose�6-phos-
phate�dehydrogenase,�NADP�dependent� isocitrate�dehydrogenase�and�glutathione� reductase,�whereas� slightly�activat-
ed� NADPH:� quinone� oxidoreductase,� which� generates� superoxide� anion� and� hydrogen� peroxide.� Toxicity� of� zinc� on�
yeast� can� be� principally� explained� by� the� reactive� oxygen� species� increased� due� to� the� inhibition� of� glutathione� re-
ductase.



む 50�mM ヒドラジングリシン緩衝液（pH�9.1）1�ml に加
えて混合し，340�nm の吸光度増加を 30 秒間測定して反応
速度を算出した。
アコニターゼ活性測定試料の調製�―�上記の透過性パン

酵母懸濁液 50�μl を 20�μM メナジオン，20�μM�NADP，
1�mM アジ化ナトリウム，0.5�mM�G6P または 20�mM グ
ルタミン酸と 1�mM スペルミンまたは 0.2－0.5�mM の亜鉛
イ オ ン を 含 む 40�mM ト リ ス・ 塩 酸 緩 衝 液（pH�7.1）
0.95�ml に加えて酵母の濃度を 10�mg/ml とし 37℃にて 5
分間加温後，800 × g にて 5 分間遠心し，沈殿した酵母を
40�μl の 0.5�M ソルビトールを含む 50�mM トリス・塩酸緩
衝液（pH�7.1）に懸濁した。これをアコニターゼ活性の測
定に用いた。このとき各資料を同時に 3 本調製して活性の
平均値と標準偏差を算出し，Dunnet 検定によって有意差
を判定した。
アコニターゼ活性の測定�―�上記の酵母懸濁液 5�μl を

5�mM クエン酸，0.25�mM�NADP，4�mM�MgCl2，10�mU/
ml�NADP－イソクエン酸脱水素酵素を含む 0.1�M トリス・
塩酸緩衝液（pH�7.8）1�ml に加えて混合し，分光光度計

（UV1600，島津製作所）を用いて 340�nm の吸光度増加を
2 分間測定した。この時の酵母濃度を 1�mg/ml として反
応速度を算出した。

結　果

亜鉛イオンは GR を阻害した（Fig.�1）。GSSG 濃度を変
化させた場合の Dixon プロットは第二象限で交差し，拮

抗阻害かあるいは混合型であるかの区別が困難であった
（data�not�shown）ため，Quotient�velocity�plot により解
析した�5）。このプロットから混合型阻害であることが確認
され，第三象限の交点より Ki は 11.4�μM，K’i（EIS の解
離定数）は 61�μM と算出された。

亜 鉛 イ オ ン は NADPH 供 給 酵 素 で あ る G6PDH，
NADP-ICDH に対して阻害作用を示した（Figs.�2,�3）。
Dixon プロットより G6PDH 及び ICDH に対する亜鉛イオ
ンの阻害作用は基質 G6P，イソクエン酸に対して非拮抗
阻害であり Ki はそれぞれ 31.3 ± 0.5�μM（G6PDH），29.4
± 1�μM（ICDH）と算出された。GDH は亜鉛によって阻

Fig. 1���Effect�of�zinc�on�the�activity�of�glutathione�reductase�(GR)�
in�permeabilized�yeast� cells.�Baker’s�yeast� cells�were�
permeabilized�according�to�the�method�reported�previ-
ously�4）.�Enzyme�activity�was�determined�spectrophoto-
metrically�by�the� increase� in�the�absorbance�at�412�nm�
for�30�seconds�at�37 ℃ .�Reaction�mixture�of�1�mL�con-
tained�permeabilized�yeast� cells� (1�mg/mL),� 0.15�mM�
NADPH,�4�mM�MgCl2,�0.2�mM�DTNB�and�various�con-
centrations�of�oxidized�glutathione� (GSSG)� in� the�pres-
ence�of�ZnCl2�and�0.1�M�Tris-HCl� (pH�7.8).�A.� Inhibition�
of�GR�by�Zn.�B.�Quotient�velocity�plot�5）.�The�values�of�
(Vmax-v)/v�were�plotted�against�Zn�concentrations.� ◆,�
0.5�mM�GSSG;�■,�0.2�mM�GSSG;�▲,�0.1�mM.�GSSG.

Fig. 3���Effect�of�zinc�on�the�activity�of�NADP-isocitrate�dehy-
drogenase� in�permeabilized�yeast� cells.�Experimental�
conditions�were�similar�to�those�described�in�the�legend�
to�Fig.� 2�except� that� the�concentration�of�NADP�was�
0.5�mM�and�substrate�was�isocitrate�(IC).�◆,�0.4�mM�IC;�
■,�0.2�mM�IC.

Fig. 2���Effect�of�zinc�on�the�activity�of�glucose�6-phosphate�de-
hydrogenase�in�permeabilized�yeast�cells.�Reaction�mix-
ture� of� 1�mL� contained�yeast� cells� (1�mg/ml),� 4�mM�
MgCl2,�0.1�M�Tris-HCl�(pH�7.8)�0.2�mM�NADP�and�0.5�or�
0.2�mM�glucose�6-phosphate�(G6P).�Increase�in�the�absor-
bance�at�340�nm�was�recorded� for�30�seconds�at�37℃.�
◆,�0.5�mM�G6P;�■,�0.2�mM�G6P.
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害されなかった（Fig.�4）。
NADPH 供給源としてグルコース 6－リン酸を用いた場

合，亜鉛による GR の阻害は NADPH 存在時とほぼ同様
の効果が得られ，この時（酸化型グルタチオン濃度
0.5�mM）の 50％阻害濃度は 45.3�μM であった（Fig.�5）。
イソクエン酸を用いた時の阻害は G6P より弱く（50％阻
害濃度 85.3�μM），グルタミン酸を用いた時には GR は亜
鉛によってほとんど阻害されなかった（50％阻害濃度
490�μM）。

酵母には活性酸素生成に関わる酵素系として NAD(P)
H：ナフトキノンオキシドレダクターゼ（NQR）が存在
し�6－8），その活性は活性酸素によって鋭敏に失活する酵素
アコニターゼ�9－11）�の活性を指標として評価できる�12）。この
酵素が Mg またはポリアミンで活性化されることを以前
に報告した�13）。NQR にする亜鉛イオンの効果を検討した。
酵母と NADP，G6P を混合して NADPH を G6PDH で供

給し（Fig.�6），スーパーオキシドアニオンと過酸化水素
の両方を生成させるためにメナジオンとアジ化ナトリウム

（カタラーゼを阻害�14））を加えて 37℃で 5 分間加温した後
アコニターゼを測定した。アコニターゼはマグネシウムと
スペルミンによって失活し，亜鉛を添加して NADPH の
供給を阻害すると保護された。亜鉛は NADPH の供給系
を阻害することによって活性酸素の生成を阻害したと考え
られる。

NADPH 供給系として亜鉛イオンにより阻害されない
GDH を用いた場合を Fig.�7 に示す。酵母に NADP，グル

Fig. 5���Effect� of� zinc�on� the�activity�of�GR� in�permeabilized�
yeast�cells.�Reaction�mixture�of�1�mL�contained�permea-
bilized�yeast� cells� (1�mg/mL),� 0.15�mM�NADP,� 4�mM�
MgCl2,� 0.2�mM�DTNB,�0.5�mM�GSSG�and�various�sub-
strates�for�dehydrogenases�in�the�presence�of�ZnCl2�and�
0.1�M�Tris-HCl�(pH�7.8).�◆,�0.5�mM�G6P;�■,�0.4�mM�IC�;�
▲,�20�mM�glutamate.

Fig. 7���Effect�of�menadione,�NADP,�glutamate�on�the�activity�of�
aconitase� in�the�presence�of�NaN3.�Experimental�condi-
tions�were�similar� to� those�described� in� the� legend�of�
Fig.� 3� except� that�glucose�6-phosphate�was� removed�
from�the�reaction�and�the�mixture�was�incubated�for�10�
min.

Fig. 4���Effect�of�zinc�on� the�activity�of�glutamate�dehydroge-
nase� in�permeabilized�yeast�cells.�Reaction�mixture�of�
1�mL�contained�yeast�cells,�10�or�20�mM�glutamate(glu),�
0.5�mM�NADP� and� 50�mM�hydrazine-glycine� buffer�
(pH�9.1).� Increase� in� the�absorbance�at�340�nm�was�re-
corded�for�30�seconds�at�37℃.�◆,�10�mM�glu;�■,�20�mM�
glu.

Fig. 6���Effect� of�menadione,�NADP,�glucose�6-phosphate�and�
zinc�on�the�activity�of�aconitase�in�the�presence�of�NaN3.�
Permeabilized�yeast�cells� (10�mg/ml)�were�mixed�with�
1�mM�NaN3,� 0.02�mM�NADP,� 0.5�mM�glucose� 6-phos-
phate�and�various� ligands� in�40�mM�Tris-HCl� (pH�7.1).�
After� incubation�at�37℃�for�5�min,�cells�were�collected�
by�centrifugation�at�800 × g�for�5�min�and�suspended�in�
50�mM�Tris-HCl�(pH�7.1)�containing�0.5�M�sorbitol�at�the�
concentration�of�200�mg/ml.�Aconitase�activity�was�de-
termined�by�coupling�with�NADP-isocitrate�dehydroge-
nase.�Reaction�mixture�contained�5�mM�citrate,�0.25�mM�
NADP,�4�mM�MgCl2,�10�mU/ml�of�NADP-isocitrate�de-
hydrogenase�and�1�mg/ml�of�yeast.�The�increase�in�the�
absorbance�at�340�nm�was�recorded.�Mean�values ± SD�
(n ＝ 3)�were�indicated.
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タミン酸，メナジオン，アジ化ナトリウムを加えて 37℃
で 10 分間加温後にアコニターゼを測定した。この時亜鉛
はわずかにアコニターゼの失活を促進し，弱いながら直接
に NQR を活性化することが示唆された。しかしポリアミ
ンによる NQR の活性化に対して亜鉛はアコニターゼを保
護しポリアミンの効果を抑制する方向に作用した。

考　察

亜鉛イオンは活性酸素処理系酵素である GR,�NADP-�
ICDH を阻害してプロオキシダントとしての機能を示した。
一方 G6PDH を阻害して基質 NADPH の供給を抑制する
ことにより NQR による活性酸素生成を阻害し，また
NQR に対するスペルミンの活性化を解除することにより
NQR を阻害した。この場合には亜鉛イオンはアンチオキ
シダント的に作用したといえる。しかし酵母において亜鉛
は増殖期後半から取り込みが増加することが報告されてい
る�15）。したがってグルコースを利用する増殖前期には亜鉛
は低濃度であるため，G6PDH を阻害することはなく，
NQR に対する活性酸素生成の阻害効果は小さいと考えら
れる。一方呼吸に大きく依存する増殖後期から定常期にか
けては亜鉛が増加する結果，活性酸素処理系酵素（GR，
NADP-ICDH）を阻害することにより活性酸素傷害が発生
する可能性が高い。遊離の亜鉛イオンは酵母の活性酸素処
理系酵素を阻害する機能を介して活性酸素傷害の誘導に関
与すると推測される。
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