
清酒醸造工程中の核酸系成分および関連酵素系について卓  

（第2報）清酒麹の核酸分解酵素の性質について  
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Nucleic Acid Related Substances and Nucleic Acid  

Degradiれg t：nzymesin Saketbrewing  

川）Characteristics of Nucleic Acid Degrading EnzymeS Of Sake・Koji  

TakenoriMouriTamotsu Adachi，and＊＊Jun Kashihara＊＊  

Inthepreviousreportwereportedthe distributions and changes of nucleic acid related  
SutおtanCeSandtheirdegradingenzyme；in the pmcess of Kojimaking．Inthis report we  

wiumentionabouttheeharacteristicsofthcnucleicaciddegradingenzyme．   
The homqgenate of Kojiwas extracted witllWater at50C for one hour．Forthis  

extractionwaterwasthem（箋tSuitEthlesoIvent． OL dliscrudcenzymesolution、thefollow－  

1ng PrOPerties were revealed．   

1．TheoptimalpHwasintherangeof4．0～5．O for RNase、3．0～4．Ofor PDaseand 
4．0・－5．O for P丸4鮎e．   

2．Theoptimaltemperature of RNase＼、†aSinthe range of50～600C，andthose of  

P工）aseandPMasewereintherangeof45～50GC．   

3．Heatstabilityforthe RNaseactivitywasreducedtoalヵut 50％byheatingatlOOユC  

forlOmin、tllePDaseactivityremaindatalevelof40％at600CforlOmin．andPMasewas  
inactivatedbylleatingat60ロCforlOmin．   

4．hhibition bymetalions was disclosed；Cu＋＋and Zn＋十inhibited the activity of  

RNase，andNaFandNa2HPO4inhibited thePDaseandPMaseactivities・   

5．Inthedigestionofyeast RNA byancrude en野me SOlution of Koji．it was found  

that3′－GMP wasthemain product among other derivatives．ATP was decomposedinto  

5／－AMPand5′－IMPbytheenzymeSOlution、andthen5J－AMPwasredecofKXSedinto5′－n4P  
andhypoxan血；ne．  

緒   

前報－）において清酒麹製造工程申の核較系成分および閑適酵素活性の経時的変化を報告したが，  

それらの核酸系成分の分解または合成径路を明らかにするためには酪連酵素系の性質を知ることが  

賓要と考えられる．   

食品中の核酸関連酵素系については戸肝），小杉ら3ノの報告があり，微生物の生産する核酸閑適  

＊ 醸酵工学46巻1号15（1鋸8）所載  

＊＊ 福寿酒造株式会社  
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酵素については緒方り，猿酢），五十嵐8〉EavesT〉の報告があり，醸造放生物の関与する食品では国  

中きJの善油麹，毛利ら9）の清酒鰍こついての報告がある．本報告では清酒麹の核酸分解酵弟の性質  

を検討し核酸系成分の分解に関与するかについて考察した．  

実  験  方  法   

1）試料の調製 第1報1）と同様にして掛麹の出麹後のものから均一に試料を採取した．   

2）酵素活性の測定 第1我と同様須原ら叫の方法に準じてRNase活性，PDase活性およぴ  

PMase活性を測定した．   

3）核酸関連物質の分国 節1旬と同様に中島ら8〉の方法によりDo、VeXlX8を用いるカラム  

クロマトグラフィーによった．   

4）蛋白質の定量 FolinCio00lteu墨色法湖によった．   

5）リン壊の定量 FiskeSubbarow法lユ）で測定した．   

6）供試薬品  第1萌ほ同じものキ用いた．  

実  験  結  果  

A）予備実験  

1）租酵素液抽出方法の吟味 逝から採取した試料を5ロCで2培盈の水，0．2％食塩水，また  

は1／20MTrisbu鮎r（pI一Ⅰ7．0）とともに磨砕して1時間抽出し，ろ液を粗酵素液としてその活性  

を比較した．その結果はTablelに示すように各抽出液ともに大差ないことが認められるととも  

に，第2回目の抽出液にはほとんど所性が認められなかったのて，試料の2倍蚤の水で抽出したろ  

液を粗酵素液とすることにした．  

TablelComparison of soIvents forenzymeextract；on．  

i／芸嘉堅完；慧  －－一－－－－ －一一一－一一一－－  

Acti＼▼ity units                     enzyme solution  

Me【hod of  
extractlOTl   

D；stilled water  

O．2％NaCl  

l／20M Tr；s bu仔er（pH7．0）  

1925  1  55．0  

1100  1  3l．4  

16（粕  45．7  

D；stilled water  

O．2％NaCl  

l／20MTrisbu仔er（pH7．0）  
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2）酵素活性測定のための租酵素液量の検討  

粗酵素液量を0．1mlから0．5mlの範囲で酵  

素活性を測定し，粗酵素液最と酵素活性が正比  

例する範囲を求めた．絵果はFig，1に示すよ  

うに∴RN鮎e，PDa父，PMaseともに 0．1～0．5  

mlの粗酵素液（麹の場合は抽出ろ液をRNase  

についてはそのまま，PDase，の時は5倍希釈  

したものを粗酵素液とした）を用いる範囲では  

酵素活性と粗酵素液量が正比例することが認め  
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Fig．1．Relationship between a亡t；Ⅴ；ty and  
volume ofcrude extract．  

●－● RNase  ■－1PDase  

▲－▲ PMa5e  

られたので酵素活性の測定にはこの堰囲の租酵  

素液量を用いることにした．  

B）粗草葉液の諸性質の検討  

1）最適pH 租辞素液の酵素活性の最適pHを知るため，pH3．0～7．0にほ酢酸緩衝液，pIi  

7・0～10・0にほTrisbufferを用いて370cで簡素活性の変化を測定した結果Fig．2に示すように  

RN益e活性はpH4．0～5．0，PDase活性はpH3．0～4．0，PMase活性はpH4．0～5．0の範囲内  

に最適pHがあることが認められた．また，5′－AMP，3′－AMpを基質としたときのpHの影響を  

知るため反応後に遊離するリン敢を測定して最適pHを求めた結果Fig．3のように，いずれもpH  
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Fig．3．Hydroli2＝ingactivitiesofcrudeKqjiex・  

tract wilh5′・AMP and 3／・AMP as stlも・  
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Fig．2．EffectofpHonenzymatic activities・  
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Fig．4．Effect of temperature on enzymatic  

a亡tivitie5．  

●－● RNa5e  ■－1l）Dase  

▲一▲ P九ぬse  
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Fig．5．Heatstabilityof enzymes．  

●－● RNase  ■－■pDase  
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5・0～6．0の間にあることを認めた．   

2）最適温度 粗酵素液の反応最適温度を最適pHにおいて求めた結果はFig．4に示すように  

RNa父，PDaseはともに50～60¢cの間が最適で，PM右記については45～550cの閤に最適温度が  

認められた．なおPMase活性の測定にはPNPPが600cで分解する恐れがあるため0．OIM・5′・GMP  

を基質として用いて遊離するリン酸量を定量した．   

3）熟安定性 粗酵素液を最適pHにおいて10分間加温処理した後，急冷して残存酵素活性を  

測定した結果Fig・5のように，RNaseは1000cでも約50％の活性が残っていた．PDaseほ60Oc  

で40％以下となり，おOcで活性をほとんど失った．PM誠eはさらに不安定で600cで活性をほと  

んど失った．   

4）金属イオンなどの影響  租酵素液に各種金属塩，EI〕mを加えて酵素活性に及ぼす影響  

を調べた治男はTable2に示したようにRNaseはCu＋＋，Zn＋＋に阻害され，他方PDaseとPMase  

活性はEDTAによりいくらか威宿され，NaF，Na2HPO。によって阻害された．  

Table2 Tn飢1enCe Of metalions for enzyme a⊂tivity of crudeKojiextract．（Relative actiヽ・ities）   

5）各産の基質に対する作用   

a）酵母RNAを基質とした場合酵招RNAの4％水溶液1．Omlと，1MacetatbuHer（pH  

5．0）1．Oml，来港水2．Omlよりなる反応基質に，粗酵素液3．Omlと掛ヒソーダを反応時iこ10‾宣M  

になるように添加して370c18時間反応せしめたのち，朗％過塩素酸8．Omlを加えて停止し，活  

性炭処理後，濃縮して生成したヌクレオチドをカラムクロマトグラフィーで分画，ペーパークロマ  

トグラフィーい），カルバゾール反応ユ5）で確認した．結果はFig．6に示したように，おもに3′一G丸肝  

を生成することが認められた．   

b）ATPを基質とした場合ATP（40mg／5ml）水溶液5．Omlに1Macetatbu鮎r（pH5．0）  

1．Oml，繋留水2．Omlおよび租酵素液2．5mlを加えて37コCで1h反応せしめたのち60％過塩素酸  

0．5mlを加えて停止し，活性炭処理後，濃縮してカラムクロマトグラフィーで分画した結果は  

Fig．7に示すようにADPをへて5′－AMP．5’－IMPを主体として生成することを認めた．  
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C）5′一AMアを基質とした場合  粗酵素液を  

5′－AMアに作用せしめたときの素果はFig．8に  

示したように5′一別Pおよぴヒポキサンチンを生  

成することをペーパークロマトグラフィーり）によ  

り認めた．  

考  察  

清酒飽から抽出した粗酵素液の核酸分解酵素活  

性の性質について検討したものであるが，麹菌の  

RNA分解酵素については江上l‘），高橋lT）がタカ  

ヂアスターゼ，国中8）が麹菌と昏油麹につき報告  

しており，これらと清酒麹RNaseを比較すると  

殺適pH，最適蔽皮，耐熱性は類似し，Cu＋†，  

Zn◆十による阻害も国中の報告と一致する．しか  

し国中らの報告ではRNa父活性がNaFによって  

隠著され．本報ではNaFによってPDa父，PMa父  

は阻零されてもRNa父は阻苔されない結果を  

得た．その原閃として国中らはRNa父活性を反  

・50  100  

Tube numOers 

Fig．乱 Digestion yields of5J・Ah王Pl）r－he  

⊂mde kqjiexけaCl．  

JLbeforeincubation 凸afterincubalion  

応後に生成するリン酸によって測定しているためと考えられる．すなわち本朝ではRNa父定量法  

としては，反応後に残ったRNAを沈澱試薬により除き，生成した塩基，ヌクレオシドおよびヌク  

レオチドを一緒に含めて紫外部吸収より定温しているのでPDase，PMaseに対するがaFの阻害は  
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当然認められるがRN拡eに対する阻害としてほとんど現われていない結果を得ている．   

つぎに酵母RNAの分解生成物についてみると江上16）はタカヂアスターゼの酸性RNaseは3′－ヌ  

クレオチドを生成するとし，職軒）は3′2′－ヌクレオチドを生成し5′－ヌクレオチドを生成しないと  

述べたが，その後中尾緒方）は吋9〟研血′∫のRNaseがpH3．0～臥5で3′，pH6川～9．2で  

5′のヌクレオチドを生成すると述べ，尺血ゐ細川ゐgム〟f乃ね16）が培養時間によって3′または5′の  

ヌクレオチドを生成すると報じ，猿野10）はMona∝揖屑が3′－ヌグレオチドを生改する酵素と5′－ヌ  

クレオチドを生成する酵素をもっていると述べている．   

本実験におぃても包はアルカリ性では5′を生成するかもしれないが酸性では主として3′－ヌクレ  

オチドを生成した．また，しいたけ子実体l了）のどとくpH4．5でもpH8．0でも3′－ヌクレオチド  

を生成しないRNa㌍も報告されている．   

さらに分解生成物の3′一ヌクレオチドの種類は清酒醸造のごとく酸性の状態では4囁のヌクレオ  

チドは認められず主として3′－GMPを認軌 須原らがAcrocylindTitLlnSp．MM；21．において  

RNaseⅡとして見出したRNaseとよく類似している．以上の結果は国巾，江上らの拾翠とあまり  

逢わなかった．   

麹のPDa父活性は，しいたけ子実休のPl）a璧活性と最適温度にってはほぼ一致するが，最適pH  

が異なり，刀根ら叫は乃血胱氾描膵鉱物判別川 のP工）a父をRNAからモノヌクレオチドを生成  

する酵素活性として表現しているため，その中にRNase作用をも含み，PD朋eとRNaseとの区  

別が明らかでないので比較しにくい．   

PMa5eについてはマッシュルーム呵アスパラガス，スイートコーン28）についての報告もあるが，  

いずれもATP，ADPより5′－AMPを生成するときの最適p打が麹と一致しない．また，しいた  

け子莫体のPMaseはATPから5′－IMPを生成しないが，麹の租酵素液はATPに作由させると  

5’－AMPのほかに5′一IMPを生成する点で異なる．国中珂は麹のPMaseが3′のアデニール酸，グ  

アニール酸，シテジール酸，ウリデール酸を脱リン醸するとし，5′，2′，については検討していない  

が，本報で5′一AMP，ヒポキサンチンを生或することを確かめたので，製麹工喪中に核酸成分1）と  

して麹RNぉeによる3′－ヌクレオチドのはかに5′一ヌクレオチドが含まれることも肯定できるし，  

酵母RNAを分解する一連の酵素系が存在するものと思われるJ  

妻  

1）渚肩麹の核酸分解酵素の牲質を調べ，つぎの結果を得た．   

2）租酵素液の抽出方法を吟味し，麹試料の2倍量の水とともに50cで暦辞して1一時間紬出した  

ろ液は観障素液として使用できる．   

3）租酵素液の最適pHはRNa配所牲は4．0～5．0，PDa父活性は3．0～4．0，PMおe捕性は4．0  

～5．0の範囲にあり，また5′－AMP，3′－AMPを基質としたとき，活性の至適pHは5．（卜6．0の範  

囲にあることを認めた．  
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4）RNぼ，PDa父活性の最適温度はともに500～600c，PMaseのそれは450～550cの問にあ  

ることを知った，   

5）熟安定性についてはRNa父では1000clO分処理で，なお約50％の活性が張るが，PDa父は  

60白ClO分で40％以下となり，850clO分ではほとんど失活した．PMaseはさらに不安定で600c  

lO分でほとんど失活するのを認めた．   

6）RNase活性はCu◆＋Zn◆◆により阻害され，PDase，PMaseはEDTAによりいくらか活性  

化され，NaF，NaヱHPOヰに阻害された．   

7）酵母RNAを基質として作用せしめた場合ヌクレオチドとしては3′－GMPを主体として生  

成する．またATPを基質とすると5J－AMP，5′－mⅣを主体として生成し，5’－AMPを基質とし  

たときは5’一別Pとヒポキサンチンを生成した．   

終りに塩み木研究の御校閲を賜わった阪大寺本教挽照井教授に，御援助を戴きました東洋食品研究所々長村  

木常務理事，東洋食品短期大学志安学長に深謝致します．また潔五認酒造組合の研究設備を使用させて頂きまし  

た．なお本研究の発表をお許し頂いた祉良妻福武之助氏に深謝致します．  
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