
食品の核酸成分に関する研究＊   

（第18報）スイートコーンの核酸分解酵素系  

毛利 威徳・橋 口  度・志賀 岩雄  

Studies on Nucleic Acid Related SubstamCeSin Food Stu庁s   

（lⅧ）NucleicAcid Degrading】加zyme of SweetCorrL  

TakenoriMouri，Wataru HashidaandIwao Shiga   

Ritx）nuClease（RNase），Phosphodiesterase（PDase），and Phosphomonoesterase（PMase）  
activefractionswereisolated fromedibteportionof Sweet Cornandpuri負edbythe DEAE－  
G三11ulose column technique．   

Theirpropertieswereexaminedbygeneralmethods・ RNasefrom Sweet Cornhadan  

optimumtemperatureof 60OCandapHrangeof5．0．The ranges of optimum tetnperature  

andofPDaseand PMasewere60OCandpl－Ⅰ4．5～5．0，andpH4．5～5．OaLnd40JC～450C  
叩tively．   

Fourkindsof5′－nuelcotides．5′－AMP5′－GMP，5′－CMP and5J－UMPwereaccumulated at  

pH5・Owiththed；gestionofyeastRNAby Sweet CornRNase・ The PMase descornpaed  

ATP，5′一AMP，and3′－AMPwasd缶COmO随dmore rapidlythan5′－AMP・   

TheacidTa11geOfenzymeaCtiviti60f Sweet Cornwas differentfromthan of Shii－take  
and Musb00m．  

緒   

前報－）においてアスパラガスの核酸分解酵素系について額告したスイートコーンの可鹿部は碍子  

であり植物体の部分としてのきのこ類，アスパラガスの可企部とは異なった役割りをしている．また  

特徴あるヌクレオチド組成と核酸分解酵素をもっているのではないかと考えられる．既にスイート  

コーンの発芽時の幼芽，幼根のRNase活性についてはC．M．Wilson2）氏の報告があるが本朝では  

加工用に成熟した種子を対称とし，その他の分解酵素系を含めて磨砕抽出液よりDEAE－Cellulo父  

分画した酵素系の活性を険討し，核酸成分の分布と変化の原因について考察した．  

実  験  方  法  

州 供託標準物質は前報1）に準ずる．  

（2）試料調整方法   

スイートコーン（東洋食品研究所敷培）の可食部を5培畳の兼溜永と共にホモジナイズし，50c  

書 醸帝工学詰所叔  
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で4時間軸出し，木綿でろ過したろ液を租酵素液とした．硫安分画により10～40％飽和でRNase  

癌性を40～100％飽和にてPMase，PDa父活性を分画した．  

（3）分析方法   

絞5′－，3′－ヌクレオチドは巾ノが）らの酵素法に拭った．個々のヌクレオチドはDowex・1×8を用  

うるカラムクロマトグラフィで，蛋白質はFdein・Ci∝aItuりの呈色法または280叫‘の吸収によっ  

て定量した．  

（4）核酸分解酵素活性の測定   

須凰大村5）らの報告に準じてRNase，PDase．PMase，DNase活性を測定したが詳細な条件ほ  

前報1）記載のどとくである．  

実  験  結  果  

1．DEAE－亡ell山oseによる酵素系の分画   

スイートコーン粗辞累液2．5gに硫酸アンモニウムを10～40％飽和でRNase活性，次iこ40～100  

％飽和でPMase活性長18・500rpmで遠心分離し生じた沈澱を0．01MacetatebuHer（pH6．0）  

に溶解し，その上密液を50cで一晩0．01Maα【別ebu鮎ー（p打β．0）溶液中で透析した．透析内  

液（蛋白質量として300mg）をDEAE－Cellulo父カラム（3×25cm）に吸着させacetatebu鮎r（pH  

6・0）で0・01Mより0・3hrpIまでgradientelutionを行なった．そのクロマトグラフィはFig．l，  

Fig．2のどとくである．  
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Fig．2．Chromatogram of extract from sweet  

corn on DEAE－⊂e11ulose column．   

Tub．X0．  

Figl．Chromatogram of RNase A fraction  

from swcet corn on DEAE－Cellulose  

ぐOlumn  

Fig・1はRNase，Fig・2ほPDase，PMa5eで共にpH5．0で測定した．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については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．既ちその部  

分を硫安塩折した政，沈澱物を集め前報1）にしたがってDEAE－Celluloseに吸着絞，0．01M～0．2M  

までgradie－－telu亡ion した．そのクロマトグラフィはFig．3のごとくである．   

PDase，PMase活性のある両分BとCの部分を硫安塩析しその沈澱物を集め，DEAE－Cellul（刃e  
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で0．01M～0．4Mまでgfadientに分離した結果  

はFig．4のどとくである．   

PDase，PMase雨活性部分の流出穐眉は互に  

まったく一致した．このままでは Phイase両分  

が大きいために数種の両分が混在していること  

が考えられるので再び濃縮し0．01h4トリスア  

ミノメタンbu仔er（pH8．0）に対して透析し  

DEAE－CeIluloseに吸着させ0から0．4Mまで  

の食塩溶液で，gradientに溶出した結果は  

Fig．5のごとくである．   

しかしPDase活性も認められ分離すること  

はできなかった．なお5′一AMPを基質とし従来  

PMa5e測定の基質としてPNPPと並行にPH  

5．0で作用させたところ5′－AMPを分解するヌ  

クレオチダーゼの両分はPNPP盲基質とする  

P丸′beと全く一致した．上述のごとく租酵素液  

を硫酸アンモンで塩析し，DEAE－Ce11ulo父で  

椅製した．諸経過におけるRNase，PDa蛍，  

PMぉeの活性及び比活性の消長はTablelの  

どとくである．   

RNa父は約50倍，PDaseは5倍，PMa父時  

300陪程度に濃縮された，  

2．分画された酵素の諸性質  

前項の操作で精製された酵素活性の部分を浪  

蘇した後，衆潜水に対して，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調べ  

た．  

ta）最適pH 酵母RNAを基矧こしてど－ク  

A（RNase活性）の最適pHはFig．6のごと  

くpH5．0であった．   

なお，ピークAほBPNPPには作用しなか  
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Fig．3．Chromatogram of RNaseAfractiorL  

froTn SWeet COrnOn DEAE－Cellulose  

colum†l．  
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Fig．4．RechromatographyofRMaseCfraction  

from sweet corn on DEAE－Celhllos  

COlumn．  
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Fig．5．Rechromatography of PMaseCfraction  

from sweet corn on DEAE－Celll1lose  

column．  

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 pH4．5  

であった．   

PNPPを基質にしてピークC（PMase活性）の最適pHはFig．8のごとく pH4．5であった．  

（bJRNase．PDa父，PMaseについて酵素液量と活性との関係を笥ペるとFig．9のごとくであ  

ー’248－   



Tablel．Purほcation of RNase，PDase，PMase ofSweet Corn．  る．   

RNa鋸，PDase，PMa記4～  

8u11itの亀岡の活性になる．様に  

酵素液を稀釈して基質に作用せ  

Pn恕霊 （）  RNase  
（units）  

Puri五cation step  

た．  

（c）最適温度   

RNase，PDa妃，PMaseのそ  

れぞれの最適pHでの反応温度  

の影響はFig．10のごとくで最  

適脱皮はRNaseで60aC，PDase  

で600c，PMaseで5PDcであ   

った．  

【d）稀々のpHにおける安定  

性 各酵素液をそれぞれpH3  

－pHlOの範開の入〃10経衝液  

巾に25ウCで18時間保持した場  

合の酵素活性の安定性について  

諾芯P～諾in  
Speci鮎act；vity  

Olnits／mgprotein）  Purほcation s【ep   

Filtrate of extract  

（NH4）皇SO▲5a噂れg一甲t  

DEAE－CモIlosel  

DEAE－Cellose2  

DEAE－Ce】10Se3  

118．9  

142．3  

140．1  

330．0  

582．0  

Pn （）  PかIase  
（units）  

Puri鮎ation step  

Filtrate of extract  

（NH4）空SO－Salting－Ou†  

DEAE－Ce11osel  

DEAE－Ce1lose2  

DEAE－Cellose3  

1．036  272．9   

264  464．8   

71  9望i．7  

5  5，207．1  

282，800  

122．720  

65，625  

29，160  

12，000  9，5宏i．8  1．2  

3 4 5 6 7 pH  
PDase   

・－－－－－・crude  トーーOpurified enzyme  

Fig．7．Ettect of pH on PDase activityr  

3 4 5 6 7 8 pH  
RNase   

－一一erllde emzyme o－→purified enzyne  

Fig6．Effect of p1lon RNase activity．  

レ． ∵     ≠一〓「．こ宣・〓こ弓一－〓  
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Fig．9．Relations of enzymatic a亡tivities and  

volumes of enzyme solutions．  
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Fig．8．Ef（ect of pH on PMase activity．  
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Fig．10．Effectof temperatureonenzymatic   
a亡tlVlty．  

Fig・11．E鮎亡tOfpHonstabilitiesof  
enzymatic activities  

（諮‘C，18ks）、  

検討した結果はFig．11のごとくである．   

RN貼eでpH5．0付近，またPDase，PM義eは中性付近が安定であると考えられる・  

（eI熟安定性 各市薬液をそれぞれの最適pHの0．2M緩衝液で稀釈し，揮々の温度で10分間保  

持した後，急冷し，語法にしたがって残存活性を測定した態黒ばFig・12のごとくである．RNase  

は1000cで10％残存しPDaseは800cでPMase  

は600cで殆んど欠講した．  

（fI金属イオン及び阻害剤の影響 各酵素の  

活性に及ばす金属イオンまたは阻雷剤としての  

Tat）1e2．Effects of metalions on sorne  

enzyme aetivities．  

（
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・・・・・・・・・・一一RNase o－→PDase ムーーー止PhIase  

Fig．12．Heat staもility of enzymatic activities・  

Tal〕le3．EEfects of anions，and chelatin鐘  
agents on some enzyme activities・  

一：Not examined  
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試薬の影響をしらべるとTable2，3のごとくである．   

RNaseはCu’”，Zn＋＋により阻害された．PDaseはCu＋＋，Zn＋＋により阻害され，またキレー  

ト剤ではNa竺HPO．，Na－Citrateにより阻害された．PMa父はZn＋＋により阻害され，キレイト剤  

ではNa＝HPO4により阻害された．   

3．酵母RNAの番素分解による5′－ヌクレオチドの生成   

前述のごとく酵素系の申でピークAはRNa紀活性を有するので酵母RNAに作用させてその分  

解生成物をしらべた．ピークAの濃縮部分を酢酸緩魯液（pH5．0）中でFig．13の如く反応させ  

ると酵母RNAの分解率は20％であった．  ＝   

Fig．14に示すように5種類のヌクレオチド  

を生成することが認められた．  

mg of yeast RNA 

－ RNase   

TIM bu圧er  

－37iC，22hrs、incubatioll  

－ HCIO与treatment，Supernatant  

－ aCtive cart）On treatrnent  
50  100  150  2（10Tub－ドO  

Fig・14．FormatioI10f nucleotides by  
degradation of yeast RNA  

witllfraction A．  

Sample for chromatography  

Fig．13．Dige5tion of RNA  

4．ヌクレオチドおよびその誘導体に対するPふⅠ鮎e画分の作用  

Ph′Iase活性のあるピークCは前述のごとく合  

成基質PNPPを分解するだけでなく，自然界  

の種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F短．15に示す方法で作用  

させた結果ほFig．16のごとくである．   

あらかじめ反応系に基質として加えたau血e・  

nticのATPは分解されてADP，AMP，アデ  

ATP（20mgノ「20mg）  5．Oml  

更
岩
出
 
．
5
 
 

0
 
 

一PMase fraction  2．Oml  

一1M bu圧er   

－incuもation，37－C，1hr  

－HCIO4treatment  

－aCtive carbon treatment  

1．Oml  

50  100   150 TubNo．  

凸before三ncubation ■afterincubati。m  

Fig・16．Incuもation of corn RMase C fraction  

with authentic ATP  
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Sample for chromatography  

Fig．15．Degradation of ATP  



Table4．－Aetivites ofPMaseCfTaC亡ion（O5しAMP or3′てAMP  ノシンが生成された．また5′－  

AMP，3′－AMPに作用させた  

場合それらの比活性を示すと  

Table4ごとくである．   

アスパラガスと同様3′－ヌク  

レオチドに対する活性の方が約3倍程度強かった．  

l   

スイートコニンの酵素活性両分のうちでピークAはRNAを分解したが，BPNPPには作用しな  

かった．またPDase，PMase活性の各区分とはわけることができた．この酵素のRNa記活性は前  

額1）のシイタケにおけるアルカリ測RNaseまたほマッシ 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は詳細に検討する必要がある．このRNa父感性はC．M・Wil幻n2）ら  

のスイートコーン発芽時の幼芽のRNa父A画分RNa父B蘭分と比較したところ一KClの促進作  

用の点からRNase B画分に良く似ていた．   

PMase，PDase圃分はRNaseとは分離されたがPDaseとPMase画分はCM－Ce11ulose，Sephadex  

G－100によっても互に分離することができなかったがシイタケ，マッシュルームと異なり同一の蛋  

白でないと思われる．   

スイートコーンのR）ねse画分のRNAに対する作用は endncleaseで5′一ヌクレオチドが生成さ  

れるのか，オリゴヌクレオチドに一旦分解されPDa馳活性の作用により5′一ヌクレオチドが生ずる  

ものと考えられるが，今後くわしく検討したい．また，PDaLSe，PMase画分にほ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．  

PMぉe 区分によって5′－ヌクレオチドより 3′－ヌクレオチードの方が2倍程度強く分解されるとい  

うことは前額りでのシイタケ，マッシュルームには見出されていない特徴である．この様な酵轟系  

によって食品の旨成分が少しでも議成されることも考えて長いのではないかと思う．  

約   要  

スイートコーン可企部の核厳分解酵素系をDEAE－αllul臨eを用いて分離精製しそれらの一般的  

性質をしらペた．‘RNase両分1†臥 PDa父画分1個，PMa父画分1個が認められた．スイートコ  

ーン酵素作用の鼓適条件はRNase（画分A）でpH4・8～5・0，放題温度600c，PDaseではpH  

4．0～4．5最適温度600c，PM85CではpH4．5～4．8，最適温度50）cであった．   

この結果からスイートコーンの温水抽出（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酵素系を示すがシイタケとは酸性側において酵素系の性質が異なっ  

ており，これが相互の5′－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．  
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