
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＊  

（第4報）酵母の核酸系成分と関連酵素系について  

毛利 威徳・＊＊足 立  有・＊＊柏 原  純  

Nucleic Acid Re］ated Substancesand Nucleic Acid Degrading  

Enzymesim Sake－brewiIlg  

（Ⅳ）Changes of Nucleic Acid Related Subst＆tlCe8and the Related  

Degrading Enzymesin Sake Yeast．  

TakenoriMouriTamotsu Adachi，and＊＊Jun Kashihara＊＊   

Theprevious reprts described the nucleic acid related substances and their degrading  
enzymeSintheprtxfSSOf thesakebrewing・ Thepre5entrePOrt dcalswiththenucleicacid  

relatedsut追tanCeSand theirdegradingenzymes．andbeh且Viors of thcseenzymesintheculture  

＆1trateofsakeyeast andwashedcellssusPendedinabufferssolution． Theresults6btained  

were asfo1lows：  

1）The260m／Jaborbing materials and RNase activityin tlle Culture broth wereincrcased   

gradua11yin thelogarithmicphaseofthegrowthofyeast．  

2）ThisRNaseproducedfourmononucleotidesduringthedegradationofyeastRNA．  

3）Ethylalcoholandcalciumchloridepromotedtheexcretionofthe260mp absorbing mate－  

rials fromthe washed cel】sinthe buHer solution．  

4）Glucaeprornotedtheleakageof RNaseand PMasefrom thewashed ce11sin the bu鮎r  

solution．  

緒   

洒宿弊母による核家系成分の分泌はすでに樋口ら1′2）Okamotoら3）が述べており安酒酵母につい  

ても樋口ら－，空）は生菌懸濁液，破損菌体からの核牽系成分またLeeら4）はその分泌に対するブドウ糖  

などの影守を報告し，その外Nz11くaOら5），渡辺ら8〉の研究もある．また酵母の核酸分解酵素につい  

てもNakaoら丁），Takeiらd）の報告がある．   

本研究では各種の洛南辞母を麹汁にて培養しその培養ろ液中，生菌懸濁液巾の核酸系成分と核酸  

分解酵素を検討し，洒母，醍との関連につき考察を加えた．  

＊ 憶辞工学47巻7号416（1969）所載  

＊＊ 福寿酒造株式会社  
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実  験  方  法  

1，抜殻分解酵素系  

A．培養方法 協会6号酪軋 当紋山鹿滑河より分離した野生酵母を酵素活性が強くあらわれるの  

で麹汁（ポーリング14．7）に28qC，48時間静毘培養した．  

B．試料の調整   

a．培養ろ液 上記の方法で培養したろ液を試料とした，   

b．分泌液 上記の方法で培養した後菌体を集め2皮冷兼潜水で洗浄し乾燥菌体として100mg  

になるように1／10M廠酢緩衝液（pH4．0）25mlに懸濁しトルオールを加え25こC，16時間静霞  

後遠心分離し上澄液を試料とした，  

C．酵素活性の測定前報9）と同様  

須原ら呵の方法に準じたが，活性  

と反応時間は南線関係にあったの  

で培養ろ液のRNase活性、P丸亀璧  

活性測定の場合共に反応時間は1  

時間，分泌液の場合RNase活性  

は2時間，P丸イa紀活性は1時間に  

それぞれ延長した．またFig．1に  

示すように租酵素液量と酵素活性  
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Fig・1・Relationsh；pbetweemRN鮎eandPゝⅠ鮎eaCtiT；ties and  

volllmeOfculture別trate；n reactionmixture．  

●一●RNase  ▲－▲P九Iase  

は0：1～0．51nlの範囲では帝線関  

係にあることを認めたので測定は上記の範囲にて行なった．   

2．核酸系成分の定量分泌率および菌体内RNA分解率はNakaoら5）の方法に準じた．接酸系成  

分の分圃は前職，〉に準じた．   

3．そ の 他  

A．供試薬品 ヌクレオチド類は武田薬品KKより恵与されたものでヌクレオシド類，核較塩基類  

は市販品を使用した．RNAは酵母RNA（シグマ祉）を使用した．PNPP（♪一nitrophenylphos－  

phoricacid），BPNPP（Bis－P－nitrophenylphosphoricacid）は丁け販品を用いた．  

臥 一般分析は国税庁所定分析法によった．またTTC蚕層法は秋山ら1りの方法により，培養液の  

酵母の増殖恩ほ井上ら12）の方法によって測定した．  

実  験  結  果  

1．酵母培養ろ液中の核酸分解酵素と核酸系成分  

A．酵母培養ろ液中の核酸分解野末活性   

a．協会酵母と野生酵母の比較 酵母菌株による核酸分解酵素活性の相違を知るため協会6号，  

協会7号，および当社の山廃商母，醍，画兢の空気中，酒粗から分離した酵母7種類を麹汁で甥Oc、  
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24時間静置培養した．培養ろ液の酵素活性を比較し，またそれらのTTC染色を調べた結果はTable  

lに示した．  

Tablel．RNase and PMase activites of culture fntrates of yeasts．  

Reduction of  
TTC  （）（）  PMase  

（pH3．0）  

Kyoka；No．6  

KyokaiNo．7  

Yeasts from Yamabaimot（）  

Yeasts from moromiⅢ  

Yeasts from moromi（2）  

Yeasts from5akeもrevingroom  
Yeasts from sake－Cake  

Red  

Red  

Pink  

Pink  

Pink  

White  

Pink  
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各酵母共にP工）a父活性ほ認められなかった．  

Phせa父活性はTTC染色Tedの酵母（協会6  

号．協会7号）では見いだされず、その他の野生  

酵母と見られるTTC染色Pink，Whiteの群  

には見いだされた．以上の結果より酵母菌株と  

して協会6号酵母と当社山廃洒母から分離した  

野生酵母とについて検討支題める．   

b．培養経過中の変化 麹汁培地に対する接  

種量としては野生酵付では培養液1mlに対し  

て1．5×10‘，協会6号ではろ液中のRがa艶話  

性が弱いので2、3×10Tを用い培養ろ液中の核  

酸分解酵美活性などの培養経過申における変化  

をしらべた．結果はFig．2に示した野生酵母  

のRNase，PMa父協会6号酵柑のRNa父共に  

＋÷＋Signi丘eantly  

2年 48 7之 96  24 48 72 96  

丁血e川副  Ti巾e【hr5）  

Fig．2．Chang缶in RNa紀and PMase activiti岱  

duringtbegrowtムOfy飽St5・   
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Fig・3・EHeとtofpHon・e鮎yrnaticactivitiesofculLufe丘）trate．  

Mixturesof4．0％yeastRNA（orlmlfPNPPor O．01M5′一AMP），1Maeeiatebllqer  

Orl入1TrisbuHerOfthepHasindieatedandcuhureGltratewereiTICubatedat37コC．  
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－217－   



ろ液中の活性は24時間目から48時間日の  

問に強く以後減少した．  

B．酵母培養ろ液の酵素的諸性質   

野生酵母の培養ろ液のRN貼e，PMase  

および協会6号酵侍のRNaseについて  

酵素的諸性質を検討した．   

a．最適pH 培養ろ液の酵素活性の  

最適pHはFig．3に示す．野生酵槽，  

協会6号共に酵母RNAを基質とした時  

のRNase活性はpH3．0とpH7．0に認  

められ、野生酵母のPNPPを基質とした  

時のPMa茫活性はpH3．0とpH7．0に，  

また5′－AMPを其質とした時の最適pHは  

pH4．0とpH7．0に認められた．   

b．最適温度 培養ろ液の酵素活性の最  
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適温度を最適pHにおいて測定した結果ほ  

Fig．4に示した．RNぴeの最適温皮は  

55DC付近，PMhseでは40OC付近に認め  

られた．なおPMase活性測定にはPNPP  

が600cで分解する恐れがあるため，0．01  

M5′一AMPを基質として遊離するリン敢を定  

量した．   

C．熟安定性 培養ろ液を最適p口において  

各温度に10分間処理後急冷し残存活性を測定し  

た結果はFig．5に示した．RN犯eは1000cで  

もかなり活性が残っていたがPMaseは60ロCで  

ほとんど失活した．   

d．金属イオンなどの影哲 培養ろ液の酵素  

活性に及ぼす金属イオンなどの影響を370C，最  

適pHにおいて測定した結果をTal〕le2に示し  

た．RNa父は Cu＋＋，Zn＋＋に阻害されPMase  

はNaF，Na2tiPO．によって阻害された．   

e．各筒基層に対する作用 酵母RNAを基  

質とした場合の反応生成物はFig．6に示すよう  

に，野生酵軌協会6号酵母共にGMP，CMP，  

AMP．UMPを生成することが認められた．塩  

40 60 801（刀  40 60 801∝〉  

lOC）  （OC）  

Fig．5．En町matic h訟t＿Stabi！iげOf culture危地a蛤  
reacted LorlOminutesat various temperature  
a5indieated．  
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Fig．6．Digestionproductsofenzyrnesin culture  
nltrate with yeast RNA as substrate，  
Mixture ofl．Omゼ Of 4％ RNA，1．Omg  
acetate bu鮎ー（pIi4．e）and4．OlⅥg Of  
culture 丘Itrate wereincubated at 37｝C  
for18llOurS．  
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Table2．Induenceof metalionsonenzyn］eaCtivitiesof culture丘1trate．Mixtures  

WereimcubatedinthemostsuitablepHat3rC （Relativeactivities）  

Wild straim  KyokaiNo．6  

Enzymes   RNase  

A郡山Sl・お×10－叫2・5×10エコM  4．5×10‾触‖ 9．0×10‾3M  4．5×10－8M19．OXlO‾1M  

Control  

丸IgClご  

CaClヱ  

CoSOI  

CuSO4  

ZnSO4  

九ノhSO▲  

NaF  

Na．HPOI  

EDTA  

Na－Citrate  

ーNo亡examined  

E山†ed so加lon  

50 Tubenumber  
Fig・7・Djgestionproductsby enzymeSin culture  

釦t柁tewi血5㌧AMPassuもstrate，  

M止血彷Of5・Omlof5′－A岬（10mg／10ml）   

1・Omlof8Cet且te－bu庁er（pH4．0）md2．5ml  
Ofcu】ture仙∫ateWer宇山cubatedat37。CJ。r  
18bours．  

■befo柑in00ぬ伽n 凸8鵬rincub8Iion  

24  48  72  96  ほO  
Ti111C（hrs）  

Fig・8・Cbangesil1260叫摘bs8fbing materia15  

during血egfOwthofyea5t5．  

－●－260m〟・at〉SOrbing malerials  

－ムーGlucose   －X－ Growtll  

基ヌクレオシド区分である㊥の方に野生酵母の方が多いのはPMase活性の存在によるものと思わ  

れる．5′－AMPを基質として，野生酵母培養ろ液を37Qc，18時間作用させた場合の反応生成物は  

Fig．7に示すように塩基，ヌクレオシドであった．  

C．酵母培養ろ液中の該酸系成分 改良系成分を含まない次のような培地（ブドウ緒100g，カザ  

ミノ綾5g，パントテン敢カルシウム1m払 ビタミンBllmg，ビオテン10r，イノシトール5m臥  

K比PO11・1g，KC1850mg，MgSO4250mg，FeCl350mg，MnSO150mg・K空C6H50・H202．5g，  

C‘H807・H三00・毎／1）に故会6号酵母を培養液1mlに対して4×10▲接種し誼Ocで静置培養  

し，260叫∠吸収物質の変化を測定した結果はFig・8に示した．酵母の増殖中にこれらの成分は増  

加し以後あまり大きな変化ほ見られなかった．  
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2．酵母生菌懸濁液中lこ分泌された核醒系成分と核酸分解蘭素系  

A．該酸系成分の分泌に影響する条件   

a．菌錐の老若と緩衝液の違いおよぴpHの影響 培養時間を変えて調製した酵母生歯体懸濁液  

を酢較緩衝液，クエン巌親衛液，トリス緩衝液に370c，3時間懸濁し分泌率，菌体内RNA分  

解率をそれぞれ測定した結果はFig．9に示した．培養時間の長い老菌体の力が分泌が多くまた酢  

酸緩衝液よりクエン酸毅衝液の方が分泌しやすく樋口ら1）の結果と一致した．両酵母ともに酸性よ  

り中性の方が多く分泌される憤向を認めた．   

b．温度の影響 協会6号酵母を麹汁に40時間培養後酢酸緩衝液申に5．15，25，37ロCのそれ  

ぞれの温度で3時間懸淘し分泌率，菌体l勺RNA分解率をそれぞれ測定した結果はFig．10に示し  

た．25らc以上では分泌率，RNA分解率ともに多くなることが組められた．   

C．各謹試薬とその濃度の影響 独汁に野生酵母鮎時間培養した菌体および協会6号酵嘩61時間  

培養した菌体を酢酸緩衝液（pH4．0）と洒綺，亜硝酸ナトリウム，リン酸2ナトリウム塩，塩化  

カルシウム，カザミノ酸，ブドウ糖の各溶液に370cに3時間，150cに24時間それぞれ懸濁し遠心  

分鮭綾上澄液の260m／∠の吸光値を培養菌体を加えないものを対照に測定し蒸潜水を懸商液とした  

時の吸光値を100％として比較した結果はFig．11回，（b）に示した．100％に相当する乾燥薗休mg  

当りの分泌愚は野生酵母では37ロCおよび150Cの場合それぞれ0．104〃mOle，0．056J瓜ndeで協会  

6号では37icおよび15iCの場合それぞれ0．082F皿Ole，0・032．LEmOleであった．野生酵母，協会  

6号酵母ともに酒精濃度の増加とともに著しく分泌は促進された．また塩化カルシウム，リン敢塩  

によっても若干促進された．   

B．放談系成分の分画 協会6号酵母を麹汁に60時間給置培養した菌体を酢酸緩衝液（pH4．0）  
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Fig．12．5kparations of nucleo【i〔1es ex亡reted from  

Wa5lledcelkofKyokai－No．6．   

（a）Nucleotides excreted from washed ce11s  

（朗mg d巧・weight）byallincubtionin  

lM鑑etate bu鮎ー（p王i4．0）at37亡C for6  

bours．   

（b）Nucleotides exereted from washed ce115  

（84mg dry weigh亡）byanincubationin  

lMacetatebuGer，CaC12，PH4．Oat37こC  

for 6hours．   

（C）Nucleotides excreted from washed ceus  

（24mg dryweight）by anincubationin  

lMacetatebu鮎r，alcohol，pH4．Cat37＝C  

血r4bours．  
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Fig. 13. RhTase and PMase activities excreted from 

w鮎hed cdlsinlhe various rei唱ent5・  
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と，煮潜水，0．01九ICaCl215％楢括の各溶液  

に懸濁し370cに静置改選心分離し上澄液の  

核酸系成分を分画した結果をFig・12（aI，（b），  

（c）に示した．蒸潜水，塩化カルシウム溶液では  

塩基，ヌクレオシド区分が主体をなし，ヌクチ  

レオチドの生成は少なかったが，酒樽では前2  

者にくらぺて塩基，ヌクレオシドの生成が少な  

く，ヌクレオチドの生成量が増加した．ヌクレ  

オチドとしていずれの場合もCMP，AMP，  

UMP，GMPが認められた．  

C．披醸分解酵素系の分泌   

a．核鼓分解酵素の分泌におよぼす懸濁液巾  

の酒精（5，15％），ブドウ糖（5，15％）カザ  

ミノ酸（0．1，0．2％）の影響を測定するため兼  

潜水を加えた時を対照にして比較した結果を  

Fig．13に示した．清酒醸造工程申に認められ  

る酒精濃度（5，15％）ではRNase．PMase両  

活性ともにやや減少した．ブドウ糖（5，15％）  

では促進される結果が得られたが，穣酵がとも  

・
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Fig．15・Effectsofmetalions！NhFandNa三HPO‘  
on PMaまaCtlVlty．  

⊂二］4．5×10－3M  ■9．0×10‾】M  
なった．   

b．分泌液の酵素約諾性質 酵母生菌体から懸音液中に分泌された核酸分解酵素は活性が弱かっ  

たので，15％ブドウ糖液を懸濁液とした時の酵素液を用い，最適pHと金属イオンなどの影響を検  

討するに止めた，  

i）最適pH結果ほFig．14に示した．RNaseはpH4・0と7・0に，PMaseは4・0に最適pH  

を認めた．  

ii）金属イオンなどの影蟹m血seのみ金成イオンなどの影替を詞ペた祐乗はFigi15に示し  

た．NaF，NaヱHPO一によって阻憲された．  

考   

TTC染色redを示す協会酵母2薗株はPMase活性を認めることができなかったが，TTC染料  

pi止またはwhiteを示す野生酵母は活性には差はあるけれどもいずれもPMa父活性を認めたこと  

は興味がある．それ以外の点においては両南棟の問に大きな差を認めなかった・N濾aoら7）は朗8d－  

otoT・lLlaghLtinisについてpH4．0とpI17．0に至適pHを持つRNA－depolymeraseI，ⅠⅠを見いだ  

しPDa父，PMa5e活性は兄いだされないことを述べている．これと清酒酵母のRNa父の最適pH  

は一致したが他の諸性質は比較できなかった．清酒麹RNa託と比較すると最適pHは4・0～5・0に  
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あり冶宿弊母のRN鮎eとやや異なるが最適温度，熟安定性およぴCu．．，Zn＋＋に対する阻磐は類  

似した．またRNA分解物は清酒麹ではGMPを主体としたが酵母ではGMPをはじめCMP，  

AMP，UMPが認められた．清酒麹のPMaseの最適pHは4．0～5，0にあり酵母のPMaseとや  

や異なり5′－AMPの分解生成物でほ清酒麹にはIMPが見いだされたが清酒酵闇では見いだされな  

かった．これらのことから，前報】8）に述べた感母，瞥のろ液による酵母RNA分解生成物として  

tLⅣが見いだされていることは晴酒麹によるものであり，またGMP以外にCMP，UMP，AMP  

もかなり多く見いだされていることば清酒酵母によ為ものであり，転，醒における核酸関連物質の  

消長は両方の核酸某系によって支配されているものと考えられる．   

生薗懸濁液への核酸系成分の分泌は酒精，塩化かレシウム，リン酸ソーダの存在とクエン放資衝  

液が有効でまた25こc以上の温度，老菌体の使用も分泌が多かった．これらの結果は樋口ら1†宣），  

Leeら41，濁辺ら6）の詰男と類似した．痛棒の存在が核酸系成分の分泌を促進することば特に清酒醸  

造の立場からは興味深いと考えられる．   

酵素系の分泌にはブドウ糖がRNa父，PM由e の分泌を促進した．   

ここで清酒醸造工程を通してみると，核酸分解酵素系は清酒麹と酵憎に由来するものが主体をな  

し，該酸系成分は蒸米，麹に由来するものが関連酵素系の作用を受けて生成されるものと酵母の分  

泌によって放出されるのが清酒に移行するものと考えられる．  

要  

1）協会酵母と野生酵母とは酵母RNA分解生成物が異なった．   

2）核酸系成分の分泌には酒精，塩化カルシウム，リン酸塩，恕虐，歯の種類と老若が影響した  

がとくに酒精において顕著であった．   

3）酵母の核酸分解酵素系は枯酒盛のものとやや酵責的諸性質を異にし分泌にはブドウ籍がこれ  

を促進し酒精は阻害することが認められた．   

以上の結果より清潜醸造工程中では酵母からも核酸系成分と核酸分解酵素が分泌されることを認  

めた．   

終りに睦み本研究の卸校閲を賜わった阪大照井教控，御援助を戴きました東洋食品研究所々長高草木常務理事，  

東洋食品短期大学志賀学長に深謝致します．また濫五経商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社長安福武之助氏に深謝いたします．  
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