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Ribonuclease（RNase），phosphodicstcrase（PDase），andphosphomonoesterase（PMase）  

active fractionswereisolated fromedibleportionsofgreen and white asparagus and  

purifiedbythe DEAE－Cellulosecolumntechnique．  

The enzymatic patternofthe whiteasparaguswas the sameas thatof the green  

One．Forthe RNase fraction the optimum temperature was70こCandtheoptimu皿pH  

ranged7．5－8．0．The PDase activitycouldnotb3SeParatedfromthe PMase fraction．  

the optimum temperature and pH forthe PMase fraction were 500C and around5．O  

respectively Fourkindsof5’－nuCleotides，5′一AMP．5′一GMP，5′一CMP，and5′－UMPwere  

accumulatedatpH7，5with the digestion of ycast RNA by asparagus RNase．The  

PMasedescomposed ATP，5′－AMP，and3′－A丸・fP．3′一AMP wasdecomposedmorerapidly  

than5’－A丸†P．   

1tseems reasonable thatthe presence of nucleotides and their related substances  
in rawasparagus andtheir changesduringthemi1d heating ofasparaguswith water  

at around pH6．O may be accounted forbythe action ofnucleic acidrelatedenzymes．  

緒   

前報1）において生シイタケ並びにマッシュルーム可食部（子実体）に含まれる核酸分解酵素系を  

分画しそれらの性質を調べ生の個体における 5しGMP，5′－AMPなどヌクレオチドの組成と永と共  

に加熱するというような加工操作におiブるヌクレオチドの変化について酵素学的観点からの換討を  

＊醗酵工学46巻2号132（1968）所載  

車掌DepartmentofFerrnentation Technoiogy，Facultyof Engineering．Osaka University．   

大阪大学工学部醗酵工学敦盛  
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行なった．その結果水と共に加熱したりあるいは特定のpHの下ではRNaseあるいほPMaseの  

作用により5′一ヌクレオチドを苔窃したり分解したりすることが認められた．   

一方京菜類のアスパラガスは特徴あるヌクレオチド組成をもっておりそれらの変化も興味深いと  

考えられる．本報ではアスパラガス可食部に含まれる核酸成分の分布と変化の原因を解明するため  

に，アスパラガス磨砕抽出液中の数覆の核酸分解酵素系をDEAE－Cellulose で分画しそれらの活  

性を検討したので報告する．  

実  験  方  法  

1．供試標準物質は前報l）に準ずる．   

2．試料調製法アスパラガス（東洋食品研究所栽培）の可食部を5倍量の蒸溜水と共にホモジナ  

イズし50Cで4時間軸出し，木綿で炉過した膵液を粗酵素液とした．   

3．分析方法 総5し，3′－ヌクレオチド畳は中島ら2）の酵素法に依った．個々のヌクレオチド  

はDowexlX8を用うるカラムクロマトグラフィで蛋白質はFolin－Ciocalteu3）の墨色法または  

280miLの吸収によって定量した．リン酸走塁はFiske－Subbarow法に依った．   

4．核酸分解酵素活性の測定法 須原，大村ら4）の報告に準じてRNase．PDase，PMase，DNase  

活性を測定したが詳細な条件は前報1）記載の如くである．  

実  験  結  果  

1．Dl∃AE－eellnloseによる酵素系の分画   

粗酵凛液2，5Jに硫酸アンモンを飽和になるまで加え，18500×Gで遠心分離し，生じた沈澱を  

0．01M acetatebuffer（pH6．0）に溶解し，その上澄液を5こCで一晩0．01Macetatebuffer  

（pH6，0）液中で透析した．透析内液（蛋白量として300mg）をDEAE－Celluloseカラム（3×  

25cm）に吸着させacetatebuffcr（pH6．0）で0．01Mより0．6Mまでgradientelutionを  

行なった．そのクロマトグラムはFig．1，2のどとくである．   

Fig．1はグリーンアスパラガス，Fig．2はホワイトアスパラガスで共にRNaseはpH7．5で測  

定した．またPDase，PMase活性は共にpH5．0で測定したが互いによく似たピークを示し流出  

位置も一致した．一般的にPMaseが強い活性を持っていた．RNase，PDase，PMase活性のピー  

クをそれぞれピークA，B，C，と仮に命名した．   

ピークAについて相互の分離と精製を目的にして再クロマトグラフィを行なった．すなわちその  

部分を硫安塩析した後沈薮を集め 0．01Macetatebuffer（pH6．0）に対して透析しその内液を  

DEAE・Ceuuloseに吸着した後0．OIM～0．3Mまでgradientelutionした．そのタロマトグラ  

ムはFig．3のごとくである．   

グリーンアスパラガスも同株であった．PDase活性，PMase活性のあるピークBとCの部分を  
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Fig．3 RechromatographyofRNaseA  

fraction from whiteasparagus  

On DEAE－Ce11ulose column．  
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Fig．1Chromatographyoftheextractfrom3！  

green asparagus on二DEAE｛ellulose  

column．  
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Fig．4 Rechromatographyof PMaseC  

fraction from whiteasparagus  

on DEAE－Cellulose column．  

50  1∞  l≡0   2∞  

Tuh No 

Fig．2 Chromatography oftheextractfron  

White asparagtlS On DEAE－Cellulose  

COlumn．  

硫安塩節しその沈澱を集めその後0．01M acetate buffer（pH6．0）に対して透析しその内液を  

DEAE－Celluloseカラムで0．01M～0．5Mまでgradient elutionで分離した結果はFig．4 の  

ごとくである．   

Fig．4はホワイトアスパラガスの例である  

が，PMaseとPDase両活性部分の流出位  

置は互に全く一致した．グリーンアスパラガ  

スも同様であった．このままではPMase区  

分が大きいために数痙のピークが混在してい  

ることが考えられるので再び濃縮し0．01M－  

Tris－amino－methane buffer（pH8．0）に  

対して透析し，その内液をあらかじめ0．01丸I  

Tris－buffer（pH8．0）でbufferize した  

DEAE－Ce11uloseに吸着させ0から0．3Mま  
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Fig．5 Rechromatography of PMase C fraction  

fromwhiteasparagusonDEAE－Cellulose  

COlumn．  
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での食塩溶液でgradientに漆山した結果はFig．5のごとくである．   

PMase活性のピークは一個あらわれた．このピークにはPDase活性も認められた．なお5′－  

AMPを基質とし，従来PMase測定の基質としているPNPPと並行にpH5．0で作用させたと  

ころ5′－AMPを分解するヌクレオチダ～ゼのピークはPNPPを基質とするPMaseと全く一致  

した．この傾向はグリーンアスパラガスもホワイトアスパラガスも同様であった．   

上述のどとく粗酵素液を硫酸アンモンで塩折し，DEAE・Celluloseで精製した詩経過における  

RNase．PDase，PMaseの活性および比活性の消長はTablel～3のことくである．   

グリーンアスパラガスの場合RNaseほ50LE，PDaseほ13倍，PMaseは100倍程度，またホワ  

イトアスパラガスの場合且Naseは100倍，PDaseは60倍，PMaseは100倍程度に濃範された．  

Tablel Purification of RNaseof green asparagus．  

Purification of RNase of white asparagus．  

Table 2 Purification of PDase of green asparagt）S．  

Purification of PDase ofwhite asparagus．  
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Table3 PurificationofPMaseofgreenasparagus．  

Purification of PMase of white asparagus．  

2．分画された酵素系の諸性質  

前項の操作で精製された酵素活性の部分を濃縮した後蒸溜永に対して24時間透析を行なった．こ  

の内液を酵素液としてその性質をしらべた．   

2－1最適pH：酵母RNAを基質にしてピークAと  

なるRNase活性の最適p‡iはFig．6のごとくで7．5～  

8．0であった．なおピークAはBPNPPには作用しなかっ  

た．BPNPPを基質にしてピーク B（PDase活性）の最  

適pHはFig．7のごとく5．0～5．5であった．PNPPを基  

質にしてと－クC（PMase活性）の最適pHはFig．8  

のどとく pH5．0にあった．したがってピークBとピーク  

Cの両帝素液と精製醇糸との間にほ最適pHについての相  

違は殆んど認められなかった．  

ーー‾－プ＼－・  
5  4  5 6  7 8  9 10  

pII  

Fig．6 Enもct of pHon white  

asparagusRNase activity．  

●－●crudc enzyme  

O－O purified enzyme  

3 4  5  6 7 8  9 10  

pH  

Fig．7 Effect ofpHonwhiteasparagus  

PDase activity．  

●－●crude cnzyme  

O－O purified enzyme  

3 4 5 6 7 8 9 ＝）  
？Ⅱ  

Fig．8 Effect of pHon whiie asparagus  

PMase activity．  

●－●crude enzme  

O－O purified enzyrne   
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2－2 帝素液量と活性との関係：RNase，PDase，PMaseについて酵素液量と活性との関係をし  

らペるとFig．9のどとくである．RNase，PDase，PMaseいずれも0・1ml～0・4mlの範囲で活性  

と直線関係があった．したがって爾後の測定では RNase，PDase，PMase4～8unitの軍国の活  

性になるように静某液を稀釈して基質に作用させた．   

2－3 最適温度：RNase，PDase，PMaseそれぞれの最適pHでの反応温度の影響はFig・10の  

ごとくで慮適温皮はRNaseで70仁C，PDaseで500C，PMaseで50＝Cであった．  
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Fig．9 Relationsofenzymaticactivi－Lies  

and volumesofenzymesolution－  

RNase●－● PMase△－△  

PDase O－○  

40   60   80  1CO OC  

Fig．10 Effect of temperature on cn－  

Zymatic activity．  

RNaseA●－● PDaseBO－O  
P丸IaseC△－△   

2－4 種々のpHにおける安定性：各酵素液をそれぞれpH3～pHlOの範囲のM／10緩衝液  

中に37こCで18時間保持した場合の酵素活性の安定性について検討した結果はFig，11のどとくで  

ある．RNase，PDase，PMaseの藷活性はいずれもpH7付近で安定であると考えられる．   

2－5 熟安定性：各酵素液をそれぞれ最適pHの0．2丸ノト緩衝液で稀釈し種々の温度で10分間保  

持した後急冷し常法にしたがって残存活性を測定した結果はFig．12のごとくである．RNaseA  

は80ロCで20％残存しまたPDase Bは80OCで約5％残存していた．またPMase Cは650C  

で殆んど失活した．  
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Fig．12 Heat stability of cnzymatic  
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2一6 金属イオンおよび阻害剤の影響：各帝真の活性に及ばす金属イオンまたは阻害剤としての  

試薬の影響をしらべるとTable4，5のごとくである．  

Table 4 Effectsofmetalionson some enzyme activities．  

－：nOt eXmined  

Table5 Effectsofanions，andcIlelatingagentson someenzymeactivities．   

RNaseはCu＋十，Zn÷十，Co＋＋により阻害された．PMaseはCu十＋，Zn＋＋により阻害された．  

キレート剤などの阻害は RNase に対してリン酸が若干ある程度であり，PDase は NaF と  

Na＝HPO4により若干阻害された．P九IaseはNaF，Na2HPO4により著しく阻害された．また  

促進的な作用をするものは殆んどなかった．   

3．酵母RNAの帝素分解による5′－ヌクレオチドの生成   

前述のどとくアスパラガス酵素系の中でピークAはRNase活性を有するので帝母RNAに作用  

させてその分解生産物をしらべた．ピークAの濃審部分をTris－buffer（pH7．5）中でFig．13の  

どとく反応させたがこの場合RNAの分解率ほ約30％であった．Fig．14に示すように酵母RNA  

の分解によって5′一CMP，5′一A丸iP，5′－UMP，5′一GMP計4種の5′－ヌクレオチドが生成するこ  

－153－   



40mg of ycast RNA 

ーRNase  

500unitsofRNaseAin buffer（pH7．5）  

－37JC，22hrs，incubation  

－HCIO4treatnlent，Supernatant  

－aCtive carbon treatmenl  

50  ICO  150  

Tub．No．  

Fig．14 Formation of5′－nuCleotides  

bydegra血tionofyeastRNA  
with fraction A．  

Sample forchrornatography  

Fig．13 Digestion of RNA  

とが認められた．   

4．ヌクレオチドおよびその誘導体に対するP孤tase画分の作用   

PMase活性のあるピークCは前述のどとく合成基質PNPPを分解するだけでなく自然界の撞々  

の核酸成分に対して活性を示した．すなわちATPに対してFig．15に示す方法で作用させた結果  

はFig．16のことくである．あらかじめ反応系に基質として加えたauthenticのATPは分解さ  

れて，ADP，AMP，アデノシンが生成された．5′－ヌクレオチド類の一つとして5′－AMPに，ま  

た3′－ヌクレオチド類の一つとして3′一AMPにピークCを作用させた場合酵素活性に及ぼすpH  

の影響を示すとFig．17のごとくで最適pHは両者共にpH4～5にあった．またそれらの比  

性を示すとTable6のごとくである．  

ATP（20mg／20ml）  

ーPMase fraction（28．2unit）  

一IM bufrer（pH4，5－5．0）  

－incubation，37〇C，1hr  

－HCIOltreatment  

－aCtive carbon trcatment  

Samplefor chromatography  

Fig．15 DegradationofATP  
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Fig・16Incubation ofasparagⅥS  

PMase fraction with  
a11thentic ATP．  

▲beforeincubation  

凸afterincubation   

4，0  6．0  8．0  4．0  6．0  8．O  

pH  pH  
▲－▲5′・AMP  △－△3′・阜MP  

Fig．17 Activities of PMase C to5′rA丸∫IP  

Or3′rAMP at various pH，  
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Table 6 Activities of PMase C fraction to5／rAMP or3／－A九IP．  

3′－ヌクレオチドに対する活性が5′－ヌクレオチドに対する活性よ  

りも約2倍程度強かった．   

また5′－AMPを分解することがFig．18のカラムクロマトグラ  

ムに示すようにみとめられた．   

またRNase活性の画分Aをヌクレオチ1J並びにBPNPPに作  

用させたが分解は認められなかった．またグリーンアスパラガスと  

ホワイトアスパラガスは性質もほぼ一致した．  

考  察  

アスパラガスの酵素癌性画分のうちでピークAはRNAを分解し  

たがBPNPPには作用しなかった．また，PDase，PL1ase活性の  

各区分とは分けることができた．この酵素のRNase活性は前額1）  

のシイタケにおけるアルカリ性側RNase，またマッシュルームの  

RNaseと熟安定性が良く似ているが同一酵素であるか否かほ詳細  

に検討する必要がある．   

このRNase活性はEavens5）のSbrraiiamarcescens．杉本ら6）  

50   にO  

Tub．N仇  

Fig．18Incubation of as－  

paragⅦSPMase  

fractionwith  

autbentic5／－AMP．  

．L beforeincubation  

凸afterincubation  

のSYr勿to〝ぢ〝eSNo．41また前報1）でのマッシュルーム子実体に類似している．PDaseB区分また  

P丸／IaseC区分はRNase A区分とは分離されたがPDaseB区分とPMaseC区分はSephadex  

GT25，Amberlite CG－50，DEAE－Celluloseによっては互に分離することができず同一酵素蛋白  

が2毎の酵素活性を示すものと考えられるが詳細についてはなお検討を要する．   

このピークはATPを分解するATPase，5′－あるいは3′－AMPを分解するヌクレオチダーゼ  

活性が混在していると考えられる．とくに5′－ヌクレオチドよりも3′－ヌクレオチドに強く作用する  

ことは興味深いことである．これらの籍黒からアスパラガスにおけるヌクレオチドの蓄積について  

考察する．   

酸性側ではnucleoside polyphosphateの分解が大きく5′－ヌクレオチドが生成されるが同時に  

ヌクレオチダーゼが強いためにヌクレオシド以下まで分解されヌクレオチドとしての蓄積は殆んど  

ない．pH6．0で食品の窯出し（温水抽出）と近似の条件では室温から温度を漸次上げるために  
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PMase講性は最適pH域がずれていても約50％の活性が存在するためにATP→ADP→5′－AMP  

→アデノシンの分解経路は進むものと思われ5′－A丸貯の蓄積は5′－AMPからアデノシンに分解さ  

れる速度よりATP→A＝）P→5′－A丸′1Pになる速度の方が速いためではないかと考えられるがこのこ  

とは今後検討する必要があると思われる．3′一ヌクレオチドがRNAの分解で多少生成するが殆ん  

ど残存しないものと考えられる．アルカリ性側ではヌクレオチダーゼ活性が殆んど見出されず一方  

RNase活性が強いのでRNAの分解により4穣の5′－ヌクレオチド類が蓄鎖される．  

このようにアスパラガスでは酸性側でPMase，PDaseが強く RNaseが殆どなく徽アルカリ性  

でRNase活性が強い．シイタケでは酸性側でRNaseが強く，この酸性側酵素系の相違により5′－  

●  ヌクレオチドの分布および煮出しにおける5′－ヌクレオチド含量の相違がもたらされるといえよう．  

アスパラガスにおいてPMase区分によって5′－ヌクレオチドより 3′一ヌクレオチドの方が2倍程  

度強く分解されるということはシイタケやマッシュルームに見出されない特徴であるが5′一ヌクレ  

オチドの苫積また含量の相違はこのようなことにも由来すると考えられる．島箇9）の提案による食  

品中の5′－ヌクレオチド分布型式ではPlanttypeを示すものといえよう．またこのような酵素系  

によって食品の旨味成分が少しでも痩成されよう．  

要   

アスパラガス可全部の核酸分解酵素系をDEAE－Celluloseを用いて分離精製しそれらの一般的性  

質をしらべた．   

RNase活性のピーク1個，PDase活性ピーク1個，PMase活性のピーク1個が認められた．   

酵素作用の滋適条件はRNase（ピークA）でpH7．5～8．0，温度70OCPDase（ピークB）で  

はpH5．0，温度50CC，PMase（ピークC）はpH5．0，温度50OCであった．   

これらの結果からアスパラガスの温水抽出（煮出し）における5′－ヌクレオチドの消長が説明さ  

れた．マッシュルームとよく似た青菜系を示すがシイタケとは酸性側において酵尭系の性質が異な  

っておりこれが相互の5しヌクレオチド分布型式の相違をもたらすものと考えられる．   

終りに臨み貴重な薬品，酵素類など多大のご援助を賜わっている武田薬品工英株式会社の方々お  

よび実験を分担された当短大寺田屑子鹿に深謝します．   

本報はアミノ酸，核酸集談会（名古屋，1966）において発表したものである．  
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