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　Ｔｈｅβ-mercaptoethanol-induced release of invertase （β-D-fructofuranoside fructohydrolasei EC, 3.

2. 1. 26) from ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖiｓｉａｅLK２Ｇ １２has been demonstrated to be a direct effect

of the added thiol. Three invertase components of thiol-induced release invertase are distinguished

from each other for the behavior to DEAE-cellulose. Upon the separation　of these three forms,

differences are demonstrated in the distribution　and in the biosynthesis: invertase l and II are

synthesized rapidly, whereas invertase Ill is synthesized accompanied with culture time.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　論

　Berthelet ^'が酵母中にインベルターゼを発見して以来インベルターゼについては数多くの研究

がなされ酵素化学の発展に｡大きな影響をもたらした。純化については近時ようやく行われ2,3 4)酵

母インベルターゼは細胞壁に由来すると考えられている多量のマンナン（～50％）を含み蛋白部分

と糖部分の結合点はグルコサミンーセリンあるいはスレオニンまたはアスパラギンであると種々報

告がなされている5･6･≒　糖部分を全く含まない酵母細胞内インベルターゼも純化され3）糖部分を

持つインベルターゼと比較検討がなされ生合成様式，アイソザイムなどについて考察か加えられて

いる5’。近年Ｎｅｉtｒｏｓｔioｒａのインタ゛ターゼも純化され8’アイソザイム･活性あるサブユニット，

細胞内分布などについても検討が加えられてきた9,10,11･1‰

　このようにインベルターゼについては古くから研究されているにもかゝわらずアイソザイム，生

合成などの面では多くの問題を残している。

　本報告においては酵母細胞表面に存在するインベルターゼがＳＨ基保護試薬，ホスホマンナナー

ゼなどにより酵母菌体より遊離されることを見出したのでその抽出条件およびインベルターゼの分

別分布について報告する。

　　　　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　酵母はＳａｃｃｈａｒｏｎりｃｅｓｃｅｒｅｒoiｓｉａｅＬＫ２Ｇ１２＊1，パン酵母（オリエンタル製，鐘化社製）およ

び既知酵母＊2を用いた。

　培養はシュークロース１％,。マルトエキズトラクト（Ｄｉｆｃｏ）0.3％，酵母エキス（大五) 0.3

％およびバクトペプトン（Ｄｉｆｃｏ）0.5％からなるWickerham改変斜面寒天培地（ｐＨ 6.8)に酵

*1 : Rutgers, The State Univ. のJ. O. Lampen博士より分与されたものである。

＊2:財団法人発酵研究所より分与されたものである。
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母を植菌し，３０°Ｃ ３～７日培養した。斜面寒天培地より同組成液体培地100 m1 （500 m1 振侃フ

ラスコ）に移植，あるいはジャーファメンターを使用する場合は前培養液100 mlを同組成培養液

８Ｚに移植し，30°C, 16時間振扱あるいは通気攬件培養を行なった。菌体は脱イオン水，ついで

ＰＲ緩衝液＊で３回洗浄後，ＰＲ緩衝液１ｍ１当り4 mg (乾物ｍ）の濃度に懸濁し酵母懸濁液と

した。

　細胞壁は音波処理後（海上電機社製, lOKC, 500W,音波処理器，0～5°Ｃ，1時間）50％ジュー

クロースを用いて分画遠心する古屋らの方法13゛で調製し，電子顕微鏡（日立製ＨＳ－７Ｓ）下で完

全細胞の存在しないことを確認して用いた。

　イン^゛ルターゼの抽出は酵母懸濁液1.5 ml, PR緩衝液2.5 mlを含む抽出反応液（全量5.0ml)

を40°Ｃで振侃して行なった。除菌後，抽出液を0.０１ Ｍ Ｎａ･acetate緩衝液（pH 5.0)に16時間

攬排透析して粗酵素標品とした。　インベルターゼ活性は酵素標品0.5 mlに0.14 M シュークロー

ス（pH 4.7, 0.5 Ｍ Na-acetate 緩衝液中) 0. 5 mlを添加し30°C 3分間反応後に生成還元糖を

3,5-ジニトロサリチル酸法1oで定Ｅ:した。30°Ｃ，1分間にしｊ mole のジュークロースの水解を

触媒する酵素丘£を１単位とした。

　蛋白の定量はＬｏｗｒｙ変法15’あるいは280 mμ吸光度の測定’により卵白アルブミンを標準蛋白

として用いて定量した。糖の定量はフェノール硫酸法16いこより定量した。

　DEAE-CelluloseはBrown社製を用い，0.005 M Na-acetate緩衝液（pH 6.2)で緩衝化し

て使用した。

　ディスク電気泳勁はOrnstein l7’およびDavis 18）の方法により行なった。 pH ８.0およびpH

４.0でのディスク電気泳動はWilliams & Reisfeld 19）およびReisfeld et aびo）の方法でそれぞれ

行なった。

　パパイン(E. Merck Darmstadt, N. F. VⅢ, 1 : 350)はBalls et alの方法21’で活性化して

用いた。その他の試薬は市販品を用いた。

V
-
Ｖ
ｌ
Ｂ
ｎ
Ｔ
３
３

・
Ｂ
／
ｓ
ｕ
m
l

3
I
U
Ｚ
Ｎ
３

○

O
≪
　
ｃ
Ａ
ａ
　
０
１
９
　
ｌ
ｙ

　
　
４

２

０

　　　　１０

CULTURE TIME hr●

Fig. 1. Requirement of Sucrose for Invertase

　Formation.

　　○－△:Ｇ】ucose･Wickerham medium

　　＠－▲:Sucrose一炳i'ickerham medium

　　　　　　実　験　結　果

　インベルターゼの誘導生成：　未迪応の５．

ｃｅｒｅＴＪｔｓｔａｅLK2 Ｇ１２ 洗浄菌体をシュークロ

ースWickerham改変培地およびグルコース

Wickerham改変培地に移植し，30°Ｃで振仮培

養を行ない経時的に生育と菌体のインベルター

ゼ活性を測定した。その結果Fig. 1に示した

ようにインベルターゼはジュークロースにより

誘導生成され，生育初期から生育末期にいたる

まで比活性（インベルターゼ活性／菌体量）は

ほぽ一定であり，また，生育においてもシュ

ークロースWickerham改変培地，グルコース

Wickerham改変培地で同一であった。これら

の事実からインベルターゼ生合成はmetabolite

repressionが調節機構であると考えられる。

＊：ＰＲ緩衝液は５ Ｍ KCl ２００ml, ０．２Ｍ K2HPOi 44 ml, 0. 2 Ｍ KH2PO4 ５６ｍ】をＨＣＩでpH 6. 2に

　調節後１／に稀釈して調整した。
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　SH基保護試薬などによるインベルターゼの抽出：β－メルカプトエタノール22･23･2o　およびホ

スホマンナナーゼ25･26’を酵母に作用させるとインベルターゼか遊離化することが報告されてい

る。シュークロースWickerham改変培地で適応生成させたインベルターゼを種々のSH基保護試

薬などにより抽出を試みた（ＴＡＢＬＥ Ｉ）。その結果β－メルカプトエタノールを含む種々のＳＨ基

保護試薬でインベルターゼが抽出された。Bacillｕｓ ciｒｃｕｌａｎｓAKU 0211 のホスホマンナナーゼ

およびＦｌａｖｏｂａｃtｅｒiｕｍ ｄｏｒｎｉｉtａtｏｒｖａｉ　glｕｃａ？loりｔｉｃａｅFA ５－6 およびFungi Inperfecti sｐ｡

　　　　Table Ｉ. Ｅｊｆｅｃt　ｏｆ　Ｔｈｉｏｌａｎｄ Ｒｅｌａtｅｄ　Ｒｅａｇｅｎtｓ０７１tｈｅ Ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆＩｎｖｅｒtａｓｅ

0.４0.2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　β-MERCAPTOETANOL,M

Fig. 2. Inhibition of Invertase by β-Mercaptoethanol £uid Reactivation by Dialysis.

　　　Invertase (40 units) was incubated for 30 minutes with β-mercaptoethanol at ａ

　　concentration as indicated　in the Fig. After the incubation,β-mercaptoethanol

　　was removed by dialysis against 0.０１Ｍ Ｎａ･acetate buffer （pH 4.6).

0.６

Reagent

None

β-Mercaptoethano!, 0.3 M

Reduced glutathione, 0.1 M

L-Cysteine, 0. 1 M

Dithiothreitol, 0.001 Ｍ

Papain, 290μg/ml

　　/／　　・174μg/ml

Released Invertase
　　　(units/ml)

0.00

1.42

0｡00

0.08

0.90

0.92

0.67

の生産するprotoplast forming factor (Phosphomannanase ？）によってもインベルターゼは効

果的に抽出された。

　一方Fig. 2のようにインベルターゼ活性はβ－メルカプトエタノールによって阻害され，透析に
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よってβ－メルカプトエタノールを取り除くことによって回復するβ－メルカプトエタノールによる

可逆的阻害現象が観察された。

　β－メルカプトエタノールによるインベルターゼの抽出条件の検討：β－メルカプト再タノールでイ

ンベルターゼを抽出する循合のβ－メルカプトエタノール濃度および抽出時間について検討した。

Fig.　3 －Ａのようにβ－メルカプトエタノールの濃度増加とともに抽出インベルターゼ量は増大し

0.3～0.4 M濃度の時，最大抽出量が検出されそれ以上の濃度では抽出量は減少した。以後β－メル

カプトエタノールでインベルターゼを抽出する場合は0.3 M濃度を用いた。　抽出時間については

Fig. 3 －Ｂのように急速に抽出され２～４時間で抽出量は最大に達した。不純蛋白の抽出，抽出さ
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Fig. 3. The Relation of β-Mercaptoethanol Ｃｏｎ･

　centration (A) and Incubation Time （Ｂ）tｏ the

　Release of Invertase from Ｓ.　ｃｅｒｅｖiｓｉａｅLK2G12.

　　Both experiments were carried out with 13 mg

　cells per ml.

れたインベルターゼの変性などを考慮し

て以後抽出時間は２時間とした。

　抽出インベルターゼと細胞壁との再結

合：カピインベルターゼは菌体と共存さ

せることにより菌体に再吸着されること

が報告されているが酵母インベルターゼ

についても同様な現象が生ずるか否かを

検討した。

　生菌体，煮沸菌体，β-･メルカプトエダ

ノール抽出後の菌体，生細胞壁，煮沸細

胞壁，β－メルカプトエタノール抽出後の

細胞壁, Peat et alの方法28’で得た酵

母グルカンを用い，それを0.０１ Ｍ Ｎａ･

acetate緩衝液（ｐＨ ４，5,6)および

0. 01 M K･phosphate (pH 6 , 7 , 8 )に

１ｍｌ当り5mg (乾物重）になるように

懸濁しβ－メルカプトエタノール抽出イ

ンベルターゼを終濃度10単位/m1に添加

した反応液5.0 mlを30°Ｃで１時間ゆ

るく攬件しながら反応させた。反応終了

後遠心分離し(9000 rpm, 20分）その上澄液についてインベルターゼの増減を測定したが，いずれ

の標品，条件においても再結合は認められなかった。

　インベルターゼアイソザイムの分画：インベルターゼ粗酵素標品は酵母懸濁液20 ml, 3 Mβ－メ

ルカプトエタノール4.0 mlを含む反応液（4.0ml）を40°Ｃ，2時間振殼した後抽出液を0.０１ Ｍ

Ｎａ･acetate緩衝液（pH 5.0)に16時間攬伴透析して得た。 0.０５Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 6.2)

で緩衝平衡化させたDEAE-celluloseカラム（20×200-ｍｍ）に吸着させ同組成0.０５ ＭＮａ･acetate

緩衝液（ｐＨ 6.2)で洗肺した。その後0.１ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 3.8)および0.05 Ｍ NaCl

含0.１ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 3.8)でstep-wiseにイ」ンベルターゼを溶出しFig. 4に示し

たように３種のアイソザイムを得た。これらの各々の分画は再クロマトグラフィーを行なっても全

く同位置に溶出された。これらの分画については溶出順に従ってインベルターゼＩ，ｎおよびｍと

仮称した。

　市販インベルターゼ標品（半井化学製）を用いて同様にDEAE-celluloseカラムクロマトグラ

フィーを行なったがＳ。（：ｅｒｅ玩ｓｉａｅLK2G12 と同様な溶出パターンでインベルターゼＩ，Ｈおよ
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FRACTION NUMBER (9 ml/tuN・l

Fig. 4. Separation ｏr!DEAE-Cellulose of the Invertase l、IT and III.

　　　　A. step-wise elution was employed on 20×200-ram column of

　　　DEAE-cellulose (acetate form) at ａ flow rate of 20 ml per hour.
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SampI*g≪l　　　Runningg●Ｉ　　　　　Mork*「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spactrgel

Fig. 5. Disk Gel Electrophoresis of Invertase l ，Ｈ ａｎｄⅢ.

　　　　　Electrophoresiswas conducted in 0.02 M Tris-glycine ｂｕ斤er,pH 8.6. The current

　　　　wasdiscontinued when the marker, bromphenol blue, was almost･at the anode end

　　　　ofthe gel (bottom).

びⅢが得られた。これら各々のインベルターゼのディスク電気泳勁を行ない純度を検定するととも

にその蛋白像に合せて同一条件で泳勣した新しいゲルを細断してその各々の切片を0.０１Ｍ Ｎａ・

acetate (pH 4.7)で２時間５°Ｃで抽出し，抽出液についてインベルターゼ活性を測定した。そ

の結果Fig. 5に示したようにインベルターゼＩは単一にまで精製されていたがｎおよびｍについ

ては不純蛋白を少量含有していた。特にインベルターゼＨは二本の活性ある帯に泳勣されさらに複

雑なインベルターゼ成分の存在を示していた。

　インベルターゼ・アイソザイムの分布：抽出条件，菌株，培養時間などの差異によってインベル

ターゼの成分系が異るか否かを調べるためにぶ。αΓevisia。LK2 G12 およびパン酵母のインベル

ターゼをβ－メルカプトエタノール抽出法および自己消化法によって抽出しDEAE-celluloseカラ

ムクロマトグラフィーで分画しインベルターゼＩ，ｎおよびⅢについて検討した。
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　β－メルカプトエタノール法は前述の方法で行ない，自己消化法はＰＲ緩衝液で３回洗浄した湿潤

菌体25gをＮａ･acetate 20 9 ，toluene 37.5 m1 と共に37°C 7 日間自己消化を行なわせた。自己

消化終了後ｐＨをacetic acidで6.2に調節した後遠心分離(12,000 rpm, 30分，5°Ｃ）を行な

った。上澄液は0.０５ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（ｐＨ 6.2)に対し16時間20°Ｃで透析を行ない自己消

化液とした。　各酵素標品を前述の方法でDEAE-celluloseカラムクロマトグラフィーによるアイ

ソザイムの分画を行なった。

　その結果Fig. 6に示したようＫ Ｓ･ ｃｅｒｅｒoiｓｉａｅLK2Ｇ１２およびパン酵母の自己消化液にはい

ずれの場合もアイソザイムｍは検出されずインベルターゼＩおよびｎのみであった。またパン酵母

のβ－メルカプトエタノール抽出インベルターゼは，インベルターゼＩのみでインベルターゼＨお

よびⅢは全く検出されなかった。
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Fig. 6. Comparison of Invertase Form in β-Mercaptoethanol released Enzyme

　and in Autolyzate.

　　　　　Ａ: 0.０５Ｍ Ｎａ‘acetate（pH 6.2)

　　　　　Ｂ:0.１Ｍ Ｎａ･acetate(pH 3.8)

　　　　　Ｃ: 0.１ Ｍ Na-acetete（pH 3.8) containing 0.05 ｓ NaCl

　　　　　Forexperimental detailssee the text.



酵母インベルターゼについて（1）　（長崎・山本・久保と

一一
159

　Ｓ.αΓevisia・LK2 G12　の培養時間の経過とアイ,ソザイム生成の割合を検討するためにシュー

クロースWickerham改変培地に16時間振扱培養を行なった前培養液10 ml を10 ml シュークロ

ースWickerham改変培地に移植し経時的に集菌，β－メルカプトエタノール抽出を行ないそのイ

ンタルターゼ゛アイソザイムの存在様式について検討した。その結果Fig. 7に示したように培養

初期にはインベルターゼＩおよびＨのみであるが培養時間の経過と共にインベルターゼⅢが出現し
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Fig. 7. The Relation of Invertsse l 、Ｈ and Ⅲto the Culture Time.

　　Ａ : 0.05 ･･MＮａ･acetate（ｐＨ 6.2)

　　Ｂ:0.１ Ｍ Ｎａ･acetate(pH 3.8)

　　Ｃ:0.１ Ｍ Ｎａ･acetate（pH 3.8) containing 0.05 Ｍ NaCl

　　For experimental detailssee the text.
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て最終的にはインベルターゼＨとⅢの比がほぽ１に近づいてきた。なお，２時間培養の際に出現し

たインベルターゼｎは前培養菌体に由来するものか，本来培養時間の経過と共に出現してきたのか

は不明である。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　酵母インベルターゼは細胞壁成分であるマンナンと結合して細胞壁と原形質膜の開に存在し，ジ

ュークロースの細胞内透過に重要な役割を果していることは既に明ら｡かにされており29,30,31,32)

またそれが，カタツムリ消化液を用いてプロトプラストを調製する際に細胞外に遊離してくる現象

も見出されている29,33,31 32)。しかしプロトプラスト製作機構の一部が解明された現在3o(一部未

発表)，ガターツムリ消化酵素中のホスホマンナナーゼがインベルターゼのマンナン生合成の部分に

あるα-1. 6-mannobiosyl-l-phosphateのmannoside部35,3リ7)の水解に働くことからその位置の

水解によるインベルターゼ遊離であることが始めて推定された。

　ホスホマンナナーゼ以外のパパインや種々のSH基保護試薬によるインベルターゼ遊離化機構に

ついてはほとんど研究がなされていない。パパインによるインベルターゼ遊離化機構については次

のことが推察される。すなわち，まず第一に市販パパインに混在するかも知れないホスホマンナナ

ーゼの存在，第二にインベルターゼと菌体との間の未知の結合がパパインの蛋白分解作用によって

切断されてインベルターゼが遊離される，第三にパパインによってインベルターゼ作用をもつactive

fragmentの遊離である。これらいずれに相当するものであるのは今後の研究にまたなければなら

ない。

　SH保護試薬によるインベルターゼの遊離化についてはSFI基保護試薬が-Ｓ-S一架橋を開裂, SH

基保護の作用のあることとパン酵母や(五砲ｉｄａ　ａｌｈｉｃａｎｓの細胞分裂と関係した蛋白－マンナン

複合体中の-S-S一架橋とprotein disultide reductase の関係についてのNickersonの研究38)

とを対比すればインベルターゼの遊離に-S-S一架橋のSH基保護試薬による開裂を結びつけるこ

とができる(Fig. 8-A)。しかしながら遊離化したインベルターゼを細胞壁に再び-s-s一架橋の

　　　　Fig. 8. Schematic Diagram of the Aclion of Thiol Compound and Phosphomannanase｡

　　(Ａ)

Mannan Protein - S一S - Cytoplasmic
　　↑　　　(Invertase)　　　↑　　　　membrane

Phosphomannanase

（Ｂ）　

Protein -一一Mannan
　　(Invertase)!

／

／

　　　　　　Thiol

　　　　ﾂ灘茫ご

　Thiol

compound

Mannose 1一一６ Mannosyl '-GDP-Protein 一一 Cytoplasmic
　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　membrane

Phosphomannanase
　　(昌ごＬ)

　　　↑

二　謡次

(ご謡首町比比bridge

再生によって再結合させることが不可能である事実およびβ－メルカプトエタノールの場合ｐＫsが

9.3 付近であり，その-S-S一架橋に対する反応はsulphide ionによる求核反応であると考えら

れるので-Ｓ-S一架橋開裂によるインベルターゼの遊離化を理解することはできない。　また，そ

れと同時にホスホマンナナーゼのインベルターゼ遊離機構とSH保護試薬によるインベルターゼ
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遊離機構が同一との証明もできない。なぜならば，ホスホマンナナーゼは前述のようにα-1.6-

mannobiosyl-1 -phosphateのmannoside水解酵素であり, protein disultide reductase 活性が

あるとは考えられないからである。

　前述のことからβ－メルカプトエタノールのようなSH基保護試薬によるインベルターゼの遊離

化とホスホマンナナーゼによるインベルターゼの遊離化を考え合せるとFig. 8-Bのように模式

できよう。すなわち，ＳＨ基保護試薬のみでは完全にインベルターゼを遊離化できないことからマ

ンナンが生合成されている途中のマンナン生合成酵素中の-s-s一架橋を破壊しインベルターゼを

遊離していると推察される。いま一つの可能性はSH基保護試薬によるマンナン成分のメルカプト

リシスであるがこれら二つの可能性について目下検討中である。

　インタルターゼアイソザイムに関しては既にＫａya48），Ｈｏshino et �49，Ｈｏsｈｉｎｏ and

Ｍｏｍｏse42）によって二種のアイソザイムが存在することが報告され，さらにGascon　and

Ｌａｍｐｅｎ２･3･5’により細胞内，外の二種のインベルターゼが純化されアイソザイムであると報告さ

れた。S- cerevisiae LK2 Ｇ１２よりSH基保護試薬により抽出されたインベルターゼはDEAE-

celluloseカラムで三種のアイソザイムに分別精製されることが可能となった。　このようにして得

られたインベルターゼはいずれも糖を含有し従来のexternal invertase の範鴫に入るものである。

これらのアイソザイムは培養時間と共に変化し生育初期にはインベルターゼｍは全く検出されない

が生育中期ないしは末期にいたって漸次増加してくる。このことからマンナン鎖長によるインベル

ターゼ・アイソザイムの存在が推定された。
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酵母インベルターゼについて･

　（2）インベルターゼ・アイソザイムの性質

　　山本晋平・長崎　亀・久保博昌

　　　　(農学部　発酵及醸造学研究室)

　　　　On　Yeast　Invertase

(2)　Properties　of　Invertase Isozymes

Shimpei ＹＡＭＡＭＯＴｏ、Susumu Nagasaki and Hiromasa KUBO

　　　（Ｌａｂｏｒａtｏりｏｆ ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、Ｆａｃｕlりof ｡igｒicｕltｕｒｅ）・

　The enzymatic and physiological properties of three invertase isozymes （ＥＣ 3. 2. 1. 26>β－Ｄ－

fructofuranoside fructohydrolase) released from ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅでiｓiaeLK2 G12 by the treatment

ofβ- mercaptoethanol show similarities. ０ｎ the otherhand, invertase isozymes differ from each

other cosiderably in the modification for and the affinities of inhibitor for the sulfhydryl groups on

enzyme protein. Invertase II, ａ subcomponent of multiple forms of invertase in β-mercaptoethanol

extract from タ．ｃｅｒｅてｊｉｍａｅLK2G12, is converted to another form, ａ major component (invertase l）

by the action of a-mannanase (a-1, 2- and 1, 3-mannosidase), suggesting that the lnvertase 11 is

formed from invertase ｌ as ａ result of some enzymatic modification of　its polysaccharide (mannan)

structure.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　論

　既報においてSaccliarornyces cererisiae LK2 Ｇ１２のインベルターゼがＳＨ基保護試薬，フオ

スフオスマンナネースおよびprotoplast forming factor によって菌体外に遊離され，しかもDE

AE-celluloseカラムクロマトグラフィーで三極のアイソザイムに分画できうることを報告した1’。

インベルターゼアイソザイムに関しては，これまで> Kaya^', Hoshino et a13’およびHoshino

and Momose'" の報告かおりその存在が認められており，酵素化学的，および物理化学的に区別す

ることができないと報告している。またHoshino and Ｍｏｍｏse5）は，その生合成段階あるいは，

単なる温置で相互転換の起ることを報告している。

　本報告においては，インベルターゼＩ，ＨおよびⅢの化学的修飾による酵素化学的性質の差異お

よびインベルターゼ成分系相互転換を比較検討した結果を報告する。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　インベルターゼ成分系の分画粘製，酵素活性の定量法およびディスク電気泳勁などは既報方法に

しがった1)。α－マンナネースは＞ Ｆｌａｖｏｂａｃtｅｒiｕｎ･L　ｄｏｒ)nitａtｏｒｖａｉｇｌｕｃｃロ1oりtｉｃａｅより純化して

用いた(未発表)。その他の材料および方法は特に記さない限り既報にしがった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　結　果

　酵素化学的性質：これまで，酵母インベルターゼの反応動力学に関する種々のパラメーターにつ

いては広く研究がなされているが，インベyレターゼＩ，ｎおよびⅢのKm, pH,活性化エネルギー

について検討した結果をTable Ｉ に示した。ジュークロースについては5～100 mM ,またラ
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Table I. Si。μ．ｍａｒｙｏｆ Ｓｏｍｅ　Ｐｒｏｐｅｒtieｓ　of　Ｉｎｖｅｒはｓｅｌ， II ａｎｄ iｎ

Km (mM) for

External invertase*

Internal invertase*

Sucrose　Ｒａ伍nose

26

25

26

26

25

155

149

1
0
0

5
5
5

1
1
1

＊　Data taken from ＧａｓｃｏｎｅtaL≪）

Activation　　Carbohydrate
Optimal pH　Stability　Energy

　　4.6

　　4.6

　　4.6

3.5-5.5

3.5-5.5

4｡0-7.0　　11000 cal

4.0-7.0　11000

4.0-7.0　　11000

3.0-7.5　　　－

6.0-9.5　　　－

Content

-
47.7^

61.6

34.4

50

く3

フィノースについてのＫｍは50～100 mM 濃度範囲を用い標準条件下で反応を行なった。Ｋｍは

Lineweaver- Bark plots6）から算出した。ジュークロースに対するＫｍは25～26 mM，ラフィノ

ースについてのＫｍは149～155 mM と三種のアイソザイム間に差は認められなかった。そして

これらの値は既に知られている酵母インベルターゼの値と良く一致している。　pH 2.2-6.5 Ｎａ･

acetate緩衝液およびpH 6.0-8.0 K ・phosphate 緩衝液の種々のｐＨでＫｍを求めDixon

ｐｌｏts7りこよりｐＫｅを求めた(Figバ）。その結果, pKeはいずれのインベルターゼも3.1であっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

　　２　　３　　　●　ｐＨ’Ｓ

　Ｉ　Ｅ仔ect of pH on Ｋ

　ａｎｄⅢ.

○－○:lnvertase l

＠－●:　　･・　ｎ

△－△:　　･/　　Ⅲ

　　　　　　２　　３　　　●　ｐＨ’Ｓ　　　６　　？

Fig. 1　Ｅ仔ect of pH on Km of Invertase ｌ

　　ｎａｎｄⅢ.

　至適pHを求めるためにpH 2.3～6.５Ｎａ･

acetate緩衝液PH 6.0～8.0 K･phosphate Wi

衝液を用いて測定した。いずれのインベルター

ゼも4.6に至適ｐＨを持っており，全く同一の

pH活性曲線を示した。また前述の範囲の緩衝

液を用い55°C 5分間処理を行ない，その後pH

4.6, Na･acetate緩衝液の標準条件で反応を行

ない，熱安定ｐＨを測定したが，この場合も

三種のインベルターゼともにｐＨ４～７で安

定であり，その熱失活曲線も全く同一であっ

た。活性化エネルギーを求めるために5～50°

Ｃの温度範囲以外は標準条件で活性を測定し，

Arrhenius　plotｓ8）によって活性化エネルギ

－を求めた。 Arrhenius ｐ】ｏtｓは直線となり，水解酵素にしぱしば見出される変曲点は存在しなか

った。　活性化エネルギーはインベルターゼについて，11000 cal とArrhenius式より求められ，

三種のインベルターゼに差は認められなかった。

　マンナン含量：インベルターゼI, n,およびｍについて糖含量をフェノールー硫酸法で測定し，

蛋白（μｇ）/糖（μｇ）の比を求めた結果それぞれ0.9～1.1, 0.6～0.9および1.9～2.3の値が得られ

た。またインベルターゼ酵素標品（半井化学製）をDEAE-celluloseでインベルターゼＩ，Ｈお

よびｍに分画し蛋白/糖の比を同様にして求めると0.9～1.0, 0.8～0.9および1.5～2.3という値が，

それぞれ得られた。

　化学的修飾:Ｈｏshino＆Ｍｏｍｏsｅｏは10-2 M システインによりパン酵母の２種のインペルタ

ーゼは約４倍活性化されると報告しており，またGasc6ｔi　ｅt　alは，全く活性化も促進もしないと

報告している９）。 Ｓ． cerevぷｇ LK2G12 のインベルターゼＩ，ＨおよびⅢ把ついても同様にシス

ティン･還元型グルタチオンおよび戸-ｸﾞ゜７－キュリー″ンソ辻イト｡（以下戸ＣＭＢと略）の

効果を検討した。
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　0. 1 M (終濃度）－システィンおよび還元型グルタチオンを含む0.１ Ｍ Ｎａ･acetate緩衝液（pH

4.7)中で30°C, 30分間インベルターゼ（80 units)･を放置すると，いずれのインベルターゼも阻

害を受けた（ＴＡＢＬＥ Ｈ， Line １ ，２）６その後0.０１ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（ｐＨ 5.0)に透析を

行ない，システィン(Fig. 2-A)および還元型グルタチオン(Fig. 2-B)を除くと活性は回復

　　　　　　　　Table Ｉ＼. ＣｈｅｍｉｃａｌＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＩｎｖｅｒtａｓeI,　ＩＩａｎｄ.Ilｌ

　　　Procedure

Cystein treatmnnt

GSH tｒｅａtｍｅｎt＊1
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Guanidine treatment
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Iodination
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Guanidination
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Fig. 2. Inhibition of Invertase l 、ｎ ａｎｄⅢby Cysteine and Reduced Glutathione.

　Conditions of the experiment were described in the tｅχt.

　　　　　　　　　　○－○:Invertase l

　　　　　　　　　　＠－ｅ:　　〃　　Ｈ

　　　　　　　　　　△－△:　　//　　Ⅲ

した。　このことは,･酵素蛋白の-s-s一結合の開裂閉鎖が活性発現にーつの役割を果していること

を暗示させるものである。また，この場合，酵素活性の行動はインベルターゼＨとⅢはお互に非常

に似た行動を示し-S-S一結合を含むその周辺の蛋白構造の類似性を示しているものかも知れない。

　-ＳＨ基阻害剤であるpCMBの阻害とヂチオスレイトールによる回復を検討した（ＴＡＢＬＥ Ｈ，

Line ３，Fig. 3 － Ａ）。夕CMB １０-４Ｍ（終濃度）を含む0.１ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（ｐＨ ４.7）中

で，30°Ｃ･ 20分間各イｙベルターゼ（20 units)を処理し，SH基を夕ＣＭＢでマスクした場合，

いずれのインベルターゼも阻害を受け，次いで　0.１ ≪M （終濃度）ヂチオスレイトールの添加で

2～30％の回復がみられた。　また次に，最初にヂチオスレイトールを添加して30°C, 20分間処理

しても，その活性はほとんど失われず，次いで戸ＣＭＢ処理を前述のように行なったがこの場合に

はほとんど阻害を受けなかった(Fig. 3 -B)。
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　　　Ａ　　　　　　　　　　　　Ｂ　　　　　　　’

Ｓ

Fig. 3. Inhibition of Invertase l 、ｎ ａｎｄⅢbｙﾀｰChlororaercuribenzoic acid

　and Reactivation of Invertase by Diihiothreitol.

　　Reaction ｍｉχtures were incubated at 30°C in p-chloromercuribenzoic acid

　（戸ＣＭＢ）ｏr dithiothreitol (DTT) for 60 minutes. Conditions of the ｅχperiment

　were described in the text.

　　　　　　　　　○－○:lnvertase　l

　　　　　　　　　●－ｅ:　　〃　　n　　　　f

　　　　　　　　　△－△:　　〃　　�

　酵素のSH基修飾においてインベルターゼＩはインベルターゼｎおよびⅢとは異った挙勁を示し

ていた。

　蛋白質の高次構造を破壊するグァニジンを用いて，高次構造の破壊とSH基保護試薬による回復

の現象が行なわれるか否かを検討するためにSH基保護試薬としてβ－メルカプトエタノールおよ

びヂチオスレイトールを用いて行なった。

　再再結を行なったグァニジンをpH 4.7に調整し，５Ｍ終濃度に酵素標品（各160 units)に添

加し，15分間室温で反応後，グァニジンを　0.０５ Ｍ Ｎａ･acetate緩衝液(pH 4.7)で緩衝平衡化

させたSephadex Ｇ-15（10×200－ｍｍ）で除き，酵素活性を測定したがいずれのインベルター

ゼも完全に活性を失なっており･（ＴＡＢＬＥ n, Line ４， Fig. 4 -A)β－メルカプトエタノールお

よびヂチオスレイトールの添加で回復しなかった。β－メルカプトエタノールを用いた場合をFig.

4－Ｂに示した。インベルターゼＩ，ＨおよびⅢの差異を酵素蛋白のその他の化学的修飾によって

検討を行なった結果をTable ｎ に示した。

　Ellmanlo）の報告したSH基定量試薬5.5' -dithio-bis-(2-nitro) benzoic acid （以下ＤＴＮＢと

略）を用いて，酵素蛋白表面にあるSH基をマスクして，SH基の活性に対する役割を検討した。

　　　　　　　　　　　　　Ａ　　　　　　　　　　　　Ｂ
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Fig. 4. Denaturation of Invertase l ，n and Ⅲby Guanidine.

　For experimental details see the text.

　　　　　　○－○:Invertase l

　　　　　　●－●:　　･ｚ　　ｎ

　　　　　　△－△:　　･/　　Ⅲ
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　10‾3M（終濃度）を含む0.０５ Ｍ Ｎａ･acetate (pH 4.7)中で各インベルターゼ（50 units)を30°Ｃ，

　20分間反応させ，その後, 0.05 r,４Ｎａ‘acetate緩衝液（ｐＨ ４. 7）で緩衝平衡化させたSephadex

　G-25 (10×200－ｍｍ）でＤＴＮＢを除き酵素活性を測定したが，いずれのインベルターゼも全く

゛阻害を受けないことから，酵素蛋白表而にSH基が存在しないか，あるいは存在するとしてもその

　SH基は酵素活性に影響を与えないものと推定されよう（ＴＡＢＩＥ Ｈ， Line ５）。

　　酵素蛋白中のチロシン残基をヨウ素化させる目的で，0.01 M 12-0.5 M KI混液とインベルター

　ゼ（500 units)を0.005 M K･phosphote 緩衝液（pH 7.5)中で30°Ｃ，5時間反応させた後，

　0.０５ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 4.7)に対して透析を行ないI2-KIを除いた11’。　このチロシン

　のヨウ素化により各インベルターゼは完全に活性を失ったことから，インベルターゼＩ，ｎおよび

　Ⅲはいずれも活性中心付近あるいは活性中心にチロシンの存在を示唆するものである(TableII,

　Line ６）。

　　インタルターゼ50μｇと等容の飽和Ｎａ･acetate ‘を添加し, 5 mlとしo～５９Ｃで無水酢酸を1μ1

　宛２回添加し，１時間遊離アミノ基のアセチル化を行ない0.05 Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 4:7)

　に対して透析を行ない，Ｎａ･acetateおよび無水酢酸を除去した12’。　このようにして遊離アミノ基

　のアセチル化を行なったインベルターゼはいずれも30％程度夫活した（ＴＡＢＬＥ Ｈ， Line ７）。

　　ｏ－メチルイソ尿素によってリジン残基中のε－アミノ基のグァニジル化を次のように行なった。

　すなわち各インベルターゼ100μｇに0.01 M K･phosphate緩衝成（ｐＨ 8.0)を等量添加し，

　1.0m1とし，１Ｍ ｏ－メチルイソ尿素1.0 mlをさらに添加して，5°Ｃで４日間リジン残基中のε－

　アミノ基のグァニジル化を行なった。次いで0.０５ Ｍ Ｎａ･acetate 緩衝液（pH 4.7)に対して透

　析を行ない残存するｏ－メチルイソ尿素を除き，酵素活性を測定した。　その結果インベルターゼｎ

　およびｍは約40％失活し，インベルターゼＩは約30％の失活を示し，両者の間に有意の差のあるこ

　とが認められた（ＴＡＢＬＥ Ｈ， Line ８）。

　　相互転換：酵母インベルターゼの糖部分がマンナンであることは既に多くの証明がなされ，前述

　のように，インベルターゼＩ，ＨおよびⅢの糖部分もマンナンであることを証明した。このマンナ

　ン部分をＦ.　ｄｏｒinitａtｏｒｖａｉ・ ｇｌｕｃａｎｄｙtｉｃａｅFA５－6 より得られたα－マンナネースで加水分解

　を行なうことによって，インベルターゼの相互転換を行なうことを試みた。DEAE-Celluloseによ

　って分画されたインベルターゼＩあるいはn 4.0 mr(6oo units).α－マンナネース0.8 ml (720

　units), 1 M-Ｋ･phosphate 緩衝液（pH 7.0) 0.4 mlで40°C 7時間反応後, 0.05 Ｍ Ｎａ･acetate

　緩衝液（pH 6, 2）に対して透析した。透析終了後, DEAE-celluloseカラムで分画してインベル

　ターゼの転換を検討した。その結果Fig. 5および６に示したようにインベルターゼｎはインベル

　ターゼＩに転換していることが示された。一方，インベルターゼＩは全く変化していなかった。
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Fig. 5. Partial Conversion of Invertase l (upper) and II (lower) by the Action of α-Mannanase.

　　　　　Separationof invertase was employed on DEAE-cellulose column (15×290 －ｍｍ）ａtａ flow

　　　rate of 20 ml per hour. Other ｅχperimentalconditions see the text.

　　　　　　　　　０－○:Before (j-mannanase reactien.

　　　　　　　　　●－●:After ff-mannanase reaction.
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Fig. 6. Disk Gel Electrophoresis of Invertase l and [I after and before the ａ-

　Mannanase Reaction.

　　　Electrophoresiswas conducted in 0.02 M Tris-glycine buffer、pH 8.6. The

　current was discontinued when the marker、bromphenol blue、was almost at

　the anode end of the gel (bottom).
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　DEAE-Celluloseによって分画されたインベノL4ターゼ・アイソザイム各々の酵素化学上のパラ

メーターは，従来報告されたものとは著しい差は認められなかった。ただ, Gasc6n et af^および

Gasc6n and Ｌａｍｐｅｎ１４）の報告した細胞内インベルターゼとの差が見られた。細胞内インベルタ

ーゼは糖部分の存否に由来するもの以外にアミノ酸組成などの点からも全く別個のアイソザイムと

言うべきものであろう。ｲ也方，細胞外インベルターゼについての報告いい6’のものと木報告のイ

ンベルターゼ・アイソザムイとは同一であろうと考えられる。しかしながらSH基保護試薬に対す

る挙勁か非常に他のものと異っていた。化学的修飾のうち戸ＣＭＢの含む種々のSH基阻害試薬に

よるSH基阻害では，酵素反応にSH基が関与していることを推定させるのに充分な結果が得ら

れた。　このＳＨ基は　ＤＴＮＢによる阻害現象が認められなかったことから，SH基は酵素蛋白内

部に埋没しており，しかも，β－メルカプトエタノールなどのSH基保護試薬による阻害という点

から-S-S一結合を形成していると推定される面もある。

　一連の化学的修飾ならびに阻害からインベルターゼＨとⅢは非常に酷似した挙動を示し，明らか

にインベルターゼＩとは異っていた。既報1帽こおいてインベルターゼ生合成段階でインベルターゼ

Ｉおよびｎがまず生成され，次いでインベルターゼⅢが生成されることからインベルターゼＩおよ

びｎのいずれかより，インベルターゼｍが生成されるものではないかと推定され，糖含量の点から

はインベルターゼｍはインベルターゼＩにより近い含量を示すことから，インベルターゼＩより生

成するものではなかろうかと考えられる。α－マンナネースによる糖部分の分解によってインベルタ

ーゼｎからインベルターゼＩへの移行は生合成の逆反応を示すものであろう。

　α－マン･ナネースによるマンナン部分の分解によるインベルターゼの転換はα－マンナネースの基

質特異性（未発表）からα-1,2-およびα-1,3-マンノサイド結合の氷解により糖部分の低分子化

に基くものである。酵母インベルターゼのマンナン部分の構造についてのClifonelli and Smithの

研究自によれば，そのマンナンはα-1,6-マンノサイド結合のマンナンを主鎖とし主鎖よりα-1,2-

マンノサイド結合で分岐して，α-1,2-およびa-1,3ンマンノサイド結合でマンノースが１～３個存

在するのである。この報告からα－マンナネースによるインベルターゼの転換は糖部分の特に側鎖

マンノサイド結合の除去ということになる。この糖部分については今後の研究を待たなければなら

ないが蛋白部分についても若干の差があり，この点についても今後検討して行く予定である。
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酵母インベルターゼについて

　　（3）インベルターゼの新抽出法

長崎　亀・松岡英彦＊・山本晋平

　　(農学部　発酵及醸造学研究室)

　　　　　　　　　　　　　On　Yeast　Invertase

　　　　　　　　　　（３）　Novel　Ｅχtraction of Invertase

Susumu Nagasaki. Hidehiko ＭＡＴｓＵＯＫＡ＊ and Shimpei Yamamoto

　　　。（ｌ^ａｈｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇ:ｙ，Ｆａｃｕtりｏｆ Ａｇｒicｕltｕｒｅ）

　The novel extraction of invertase from commercial baker's yeast have been studied.. It have been

found that suspension of intact baker's yeast cells in 0.001 M Na-acetate, pH 5.０ containing 0. 5 M

β-mercaptoethanol and yeast cell lytic enzyme preparation results in the extraction of 70 ％of the

cell-bound invertase.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　論

　従来，酵母からのインベルターゼを抽出する方法は主として自己消化法が採用されているが，自

己消化法は長時間を要すると共に不純蛋白質の混入が多く以後の精製操作が複雑となる欠点があっ

た。そこで我々は簡単なインベルターゼ抽出法を見出す目的で種々研究を行なった。＼

　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　fｒagili＾Logphase菌体をβ－メルカプトエタノールで処理するとインベルター

ゼが遊離してくることはDavis and Elvin" により認められて･いた。またNagasakv　ｅt aZ＾'によ

り, Ｓ. ｃｅｒｅ･ｖiｓｉａｅのLogphase菌体にPR-factorを作用させるとインベルターゼが遊離するこ

とか報告された。　長崎，山本3）により，β-1.3-グルカナーゼとホスホマンナーゼの協奏作用によ

り酵母細胞壁が溶解されこの際，インベルターゼの遊離が認められている。

　しかし，酵母インベルターゼの詳細な抽出条件の検討については，いまだ報告がない。そこで本

報ではβ－メルカプトエタノールなどの還元性試薬および，微生物細胞壁溶解酵素などによる酵母

インベルターゼの抽出条ｲ牛について報告する。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　酵母はシュークロース１％，ペプトン0.5％，酵母エキス0.196,麦芽エキス0.3％，ｐＨ ６.8で

30°C 40時間培養した。市販パン酵母は大日本製糖製のニットーイースト，および鐘渕化学製のカ

ネカイーストブルーを使用した。酵素剤はBacillｕｓ ciｒｃｕl・ISの培養濾液を70％エタノールで沈澱

乾燥させた粗酵素，Ｆｌａｖｏｂａｃtｅｒiｔロｎ ｄｏｒmitａtｏｒｖａｔglｕｃａｎｏｌｙtｉｃａｅFA5-6の培養濾液，ある

いはそのBio-Gel Ｐ－10 部分精製酵素を使用した。

　　　　　　　　　　　　　　実験結果および考察

　１．β－メルカプトエタノール濃度：市販パン酵母（ニットーイースト）懸濁液1 ml, PR緩衝液3）

＊　Amano Pharmaceutical Co., Ltd.
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1.5 m1， β－メルカプトエタノールを加えて全量３ｍ１とし，40°C 2時間抽出後3000 r. p.m 10分

間遠心分離した。上前をpH 5.0, 0.01 Ｍ Ｎａ･acetate緩衝液に対して16時間透析後インベルター

ゼ活性を測定した(Fig. n。β－メルカプトエタノールが0.3 Mまではインベルターゼは急速に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●抽出されるか, 0.3 M以上ではわずかしか増加

l

l°2

　　　　　　　β-MERCAPTOETHANOL ， Ｍ

Fig. 1. Effect of β-Mercaptoethanol　Con-

　centration on the Extraction of Invertase

　from Baker's Yeast.
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　　Functionof Incubation Time.
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Fig. 3. Effect of KCl on β-Mercaptoet】iianol

　Extraction of Invertase

しなかった。なお生菌よりの抽出率はβ－メル

カプトエタノール0.5 Mで８％程度であった。

　２．抽出時間：　ニットーイースト懸濁液１

ml, PR緩衝液1.5 m1， β－メルカプトエタノ

ール0.5 ml (終濃度0.5 m)で40°Ｃ，経時的

に抽出されたインベルターゼを前述のように透

析後，活性を測定した。

　Fig. 2に示すように４時間までは急激な増加

がみられるが以後わずかしか増加しなかった。

最終的な抽出率は12％程度であった。

　ろ･。抽出液の組成とｐＨ：従来，酵母インベ

ルターゼの基本抽出液組成として酵母懸濁液１

ml, PR緩衝液1.5 ml, β－メルカプトエタノ

ール0.5 ml全量３ｍｌという組成で行なってい

たがI目的酵素をできるだけ純粋に得ると共に精

製操作を容易にするためには抽出液の成分の単

純なことが望ましい。　そこで緩衝液中のKCl

濃度をＯから2. 4 M, pHを4, 5, 6, (Na･

acetate緩衝液）および6,7,8, (K･phos-

phate緩衝液）についてニットーイーストを用

いインベルターゼの抽出を行なった。

　Fig. 3および４のごとくＫＣ１濃度について

は, KClが存在しない場合が最も良く，また
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りf Invertase from Baker's Yeast.
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Ｎａ･Acetate十KCl
Ｋ･Phosphate

Ｋ･Phosphate十KCl

Fig. 4. Effect of PH on β-Mercaptoethanol

　Extractionりf Invertase from Baker's Yeast.

　　○－Ｏ　Ｎａ･Acetate

　　△－△　Ｎａ･Acetate十KCl
　　＠－Ｏ　Ｋ･Phosphate

　　Ａ－▲　Ｋ･Phosphate十KCl
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pHについてはＮａ･acetate緩衝液でpH ５が最適であった。　そこでＰＲ緩衝液の代りに，Ｎａ･

acetete緩衝液および，Ｋ･phosphate緩衝液について抽出最適ｐＨを求めたところやはりpH5

Ｎａ･acetate緩衝液であった。　そこでpH ５ Ｎａ･acetate緩衝液について緩衝液濃度を検討した

結果. Fig. 5のように緩衝液濃度による影響は著しい差は認められなかった。

　４．酵母濃度と細胞壁溶解酵素の効果：各濃

度の酵母懸濁液1 ml, pH ５ Ｎａ･acetate緩衝

液（0.001 m) 1 ml,β－メルカプトエタノール

0.5 ml (3 m),水または，１％酵母細胞壁溶解

酵素0.5 mlの全量３ｍ１について40°Ｃ，4時

間抽出を行ない, pH 5, 0.01 Ｍ Ｎａ･acetate

緩衝液に対して透析を行なった。 Table Ｉ に

示すようにβ－メルカプトエタノール単独では，

酵母濃度に関係なくほぽ抽出率は一定で抽出率

は約20％であるがβ－メルカプトエタノールと酵

素剤の併用ではβ－メルカプトエタノール単独の

場合の３倍以上の抽出牢が得られた。しかし，

酵母濃度が　.ｍｇ/m1以上になると抽出率が

低下してい

コ

．ｚり

Table

Yeast

Concentration

－
Ｉ
Ｉ
Ｉ

０
０
１

17

80

67

8. 00

16. 67

mg/ml

　　　　　　　　　　　NO'ACETATE (pH i.<:l;ｅ耐;:　'

Fig. 5. Relation of Invertase Ｅχtraction by

　β-Mercaptoethanol　to　Ｎａ･Acetate　Buffer

　Concentration.

Eｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｅａｓt　Ｃｏｎｃｅｎtｒａtｉｏｎ　ｏｎ tｈｅ Ｅエtｒａｃtｉｏｎ　of ｈｒｖｅｒｔａｓｅ

Invertase

　　　●●　●Activity in

Yeast

0.2

1.1

2.1

10.8

20.1

units/ml*

Extraction Ratio

withβ-MET**　　　　　゛nthβ-ＭＥＴ十
　　　　　　　　　　　Ｂ. 　ciｒｃｕｌａｎｓＥｎｚyｍｅ＊＊＊

12.4％

15.8

19.4

19.0

20.5

　＊＊

＊＊＊

β-Mercaptoethanol

Precipitate (70 % ethyl alcohol) from ｊ. ciｒｃｕｌａｎｓculture filtrate

　（ＰＲ－Ｆａｃtｏｒactivits': 0. 22 units/ml)

65.8％

69.8

67.8

40.6

28.8

　5. Saccharomyces属酵母のインベルターゼ抽出率：Ｓ. ｆｒａｓｒiliｓをβ－メルカプトエタノール

で処理するとインベルターゼが65％～100％抽出されることがDavisら1’によって報告されてい

る。また長崎ら4）は5. cerevisia・LK2G12にPR-factorを作用させることによりインベルタ

ーゼが50％抽出されることを報告している。まず第一に種々の酵母を，シュークロース１％，ペプ

トン0,5％，酵母エキス0.3％，麦芽エキス0.3％，pH 6,8で30°C, 40時間振扱培養を行ないイン

ベルターゼをβ－メルカプトエタノール抽出法で抽出した。その結果Table ｎ に示すようにＳ．

ａ７？でjisiae LK2 G12,Ｂａｋｅｒ　ｓ ■ｙｅａｓt，Ｓ.fｒａＫtiiｓ． Ｓ. lｕｄｗigiｔ． Ｓ, 　ｃｅ�ｓbeｒｇｅｎｓiｓ. ｆｃよび

Ｔｒｉｇｏｎｏかｓiｓｖａｒiabiliｓよりのみインベルターゼが抽出された。そこでＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　Ｐｊの酵母

についてβ－メルカプトエタノールおよび，β－メルカプトエタノールと酵素剤の併用による抽出率の

比較を行なった。

　Ｓ. 　ｃｅｒｅｖiｓｉａｅLK2G12・Ｂａｋｅｒ ｓ ｙｅａｓＵ Ｓ. ｆｒagilii， Ｓ. ｃａｒlｓbeｒｇｅｎｓiｓは前述の方法で培
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Table Ｉ１. Diｓtｒibｕtｉｏｎ　ｏｆ ｌ,lりｅｒtａｓｅ Ａｃtiｖiりｉｎ ６-Ｍｅｒｃ ａμｏｅtｈａｎｏｌ Ｅエ叶ａｃt ｏｆ Ｙｅａｓtｓ

　　　　　　Strain

Ｃａｎｄｉｄａ ｕtiliｓ

　　　　　　ｕtiKｓ

　　　　　　pｓｅｕｄｏtｒｏｐｉｃａｌｉｓ

Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ、ｓｕhgloboｓｕｓ

　　　　　　　　　ｉａｐｏｎｉｃｕｓ

Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓiｓ　ｖａｒiabiliｓ

Ｔｏｒｕｌｏｐｓiｓ ｆａｎｉａtａ

Ｔｒｉｃｏｓｐｏ･ｒｎｎｃｕtａｎｅｕｍ

Ｐｉｃｈｉａ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ

Ｈａｎｓｅｎｉｉｌａ Ｃａかｓiilatａ

Ｎｅｍａtｏｓｐｏｒ‘ａ ｃｏｒｙli

Invertase Activity

　　　　　o units/ml*

0
0
0
0

0.37

0
0
0
0
0

Strain

SaccﾔKZ7ぼ7y乙こ15ｔ,むiαε

Invertase Activity

　　　3.71 units/ml

　　　　　　　　　　ｆｒagiliｓ

　　　　　　　　　　lｕｄｗiｓii

　　　　　　　　　　caｒlｓbeｒｇｅｎｓiｓ

　　　　　　　　　　ｆtｆｉｒｅｔJtｓｉａｅ

　　　　(LK2G12)

Ｓ chｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ ｏｃｃｉｄｅｎtaliｓ

Ｒｈｏｄｏtｂｒｕla glｕtiniｓ

　　　　　　　　　　ｇｈｉtiiiiｓ

　　　　　　　　　　ｒ libｒａ.

　　　　　　　　　　tｃｘｃｎｓiｓ

＊　Reaction mixture contained 5.０ mg cellsof yeast

16.43

　1.12

　6.89

　9.28

0
0
0
0
0

養した菌体を使用した。また市販パン酵母は，ニットーイースト，カネカイーストブルーを使用し

た。全て酵母は精製水で二回洗浄後１ｍｌ当り10 mg 乾物重になるように調製し酵母懸濁液とし

た。抽出方法は酵母懸濁液1ml，pH 5， 0.001 M Na･acetate 緩衝液１ ml, β－メルカプトエタ

ノール0.5 ml, 水または酵素剤0.5 ml全量３ｍｌについて40°C, 4時間抽出を行ない前述同様に

透析を行なった。 Table ｍ　に示すごとく各菌株間に著しい抽出率の差か認められた。特に，Ｓ｡

　　　　　　　　　　　Taele in. EエtｒａｃtｉｏｎｏｆＩｎｖｅｒはｓｅｆｒｏｍＹｅａｓtｓ

Strain
Invertase

　　　●●　丿Activity in

Yeast

Extraction Ratio

　withβ-MET十

B. circulans Enzyme**

Baker's yeast

S. fraが甜

Ｓ. ｃａｒlｓbeｒｇｅｎｉｓ

S. cere蛍石ae LK2 Ｇ１２

KANEKA Blue yeast

NITTO yeast

4.1

6.8

6.8

11.1

70.5

　5.1

withβ-MET*

-　　％

　25.5

　58.5

　15.0

　33.7

　7.2

　23.8

　＊:　β-Mercaptoethanol

＊＊:Precipitate (70 % ethyl alcohol) fromＢ. ｃtｒｃｕｌａｎｓ　ｔこulturefiltrate.

40.5

61.0

50.0

49.0

45.6

48.3

介昭山ｓはβ－メルカプトエタノール単独でも高い抽出率を示しすこifii 　Ｓ.　ｃａｒｌＡｅｒｇｅ･iｓｔｓあるいは

市販パン酵母は低い結果を示した。　しかしβづルカプトエタノールと酵素剤を併用するどいずれ

の菌株も抽出牢が上昇し全てが40～60％の高い値を示C.　P－メルカプトエタノールと酵素剤の著し

い相乗効果が認められた。

　６．各種酵素剤によるインベルターゼの抽出効果：インベルターゼ抽出にβ－メルカプトエタノ

ールと酵素剤の併用が著しい効果を示したので，各種の酵素剤について同様の方法で酵素剤単独，

あるいはβ－メルカプトエタノールと酵素剤の併用によるインベルターゼ抽出率の比較を行なった。

ＴＡＢＬＥⅢ　のごとく，いづれの酵素剤もインベルターゼ抽出効果を示し，また，β－メルカプトエ

タノールとの併用で著しい抽出率の向上を示した。特にPR-factor活性の高い酵素剤Ｄについて

は，酵素剤単独で高い抽出I率を示していることなどからインベルターゼ抽出率とPR-factor活性

の相関関係か推定される。
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None

β-ＭＥＴ＊

Enzyme　Ａ＊＊

か
　
が
　
ひ

1
3
　
Ｃ
Ｄ

β-ＭＥＴ十Enzyme
々
　
μ
　
が

　＊

＊＊

が
　
μ
　
が

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

0.4 units/ml

5.2

4.1

14.1

　2.0

33.4

25.7

37.8

19.8

37.0

β-Mercaptoethanol (final concentration 0.5 m).

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PR-Factor

Enzyme

　　/Ｚ

　　”

　　//

Ａ* Ｂ. 　ciｒｃｕｌａｎｓ

B: Ｆｌａり. 　ｄｏｒmitａtｏｒ χ

Ｃ : Ｆｕｎｇｉ Ｉｍｐｅｒｆｅｃt

Ｄ". Ｆｌａｖ. 　ｄｏｒmitａtｏｒ 11

0.55 units/ml

5.38

1.08

9.25

0.8％

9.2

6.9

25.0

　3.6

59.5

45.6

67.0

35.5

73.0

β~1)3~Glucanase

　　13.2 units/ml

　　68.4

　　11.5

　　55.6

　従来> Davis･ら1いＩ Ｓ. fｒaeiliｓをβ－メルカプトエタノールで処理することにより65％以上の

インベルターゼが抽出されることを報告している。　ところが, TableⅢのごとく市販パン酵母

では非常に抽出されにくい。しかし，ホスホマンナナーゼ(PR-factor)を組合せると50％程度の

抽出率が得られ，これらの相乗作用が認められた。

　β－メルカプトエタノールによるインベルターゼの抽出原理については, Nickerson^'　やDavis

ら1りこよる蛋白部分のＳ－Ｓ結合の解裂に基くという説以外に考えられないが，β－メルカプ｀トエタ

ノールにより　Ｍａｎｓｅｎｕｌａｈｎｒｓtiiのホスホマンナンの粘度低下が起るという著者ら,の観察（近く

発表の予定）を重視すれば糖部分の解裂があるかも知れないという推論もできる。しかし，もしそ

のように仮定すればホスホマンナナーゼの作用点と類似の部分に作用することになるので両者の相

乗効果を説明しにくい。この点に関してはさらに検討を続けるつもりである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約

　市販パン酵母を材料として従来の自|己消化法によらない純度の高いインベルターゼを抽出する方

法を検討した。その結果pH ５，β－メルカプトエタノール0. 5 M,酵母細胞壁溶解活性をもつ酵

素添加の条件で酵母菌体表層中のインベルターゼの約70％を抽出することができた。
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