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米糠の酸性リボヌクレアーゼについて(その1)

精製および一般的性質

川　崎　良　文･阿久根　　　了*

An Acid Ribonuclease from Rice Bran

Part 1. Puri丘cation and General Properties

Yoshifumi Kawasaki and Satoru Akune

Ⅰ.　緒 F=l

高等植物には種々のヌクレアーゼが存在し,それらのいくつかは精製されてその一般的性質およ

び基質特異性が明らかにされている｡

米糠のヌクレア-ゼについて, ContardiとRavazzoni^は米糠の水抽出液中に至適pH4のポ

1)ヌクレオチダーゼが存在することを報告している.また,向井2)は至適pH 5.3のデオキシ1)ボ

ヌクレアーゼを精製している.一方, Jon03　は種々の植物に含まれる1)ボヌクレア-ゼ(RNase)

活性を調べているが,これによると米に含まれるRNase含量は比較的多い｡そこで,著者は材料

として比較的入手し易い米糠を使用し,これに含まれるRNaseを精製して酵素の一般的性質およ

び基質特異性についての研究を行なった｡その結果,米糠には至適pH,基質特異性などの異なる数

種類のRNaseが存在し,その中の1つはグアニン塩基に特異性をもつアルカリ性RNaseである

ことを兄いだした4)｡本報では,米糠RNaseの主成分である酸性RNaseの精製および一般的性

質について報告する｡

ⅠⅠ.実験材料および方法

1.材　　　　　料

試料として収穫後1年以内の米(品種･朝風)から新しく抱いて得られる米糠を使用した｡酵素

活性測定用の基質として, Nutritional and Biochemicals Corporation製またはSigma社製の

RNAをSevagらの方法5'にて除蛋白後,使用した　DEAE-cellulose (0.88meq/g)はBrown

社製, Sephadex G-75 (40-120/A)およびCM-Sephadex (C-50, 4.5±0.5meq/g)はPhar-

macia社製　Amberlite IRC-50 (XE-64, 10meq/g)はRohm and Haas Company製のも

のを使用した｡

2. RNase活性の測定法

酵素液0.20ml, 0.2M酢酸緩衝液(pH5/3)または0.2Mト1)ス**-塩酸緩衝液(PH 7.7)
＼

*九州大学農学部農芸化学科
** tns (hydroxymethyl) aminomethane
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0.25ml,蒸溜水0.30mlおよび1.20/o RNA溶液0.25mlを含む溶液を37oCで15分間保った後,

ウラニウム試薬(0.75%酢酸ウラニウムを含む25%過塩素酸) 0.20mlを加えて反応を停止させ

る｡室温に30分間放置後,遠心分離(2,500rpm, 10分間)し,上清0.20mlに水4.8mlを加え

て260mjuにおける吸光度C^-26｡)を測定する｡酸性RNaseの場合　A2　が1.5以下では酵素量

とA26｡値は比例関係にあった｡上記の測定条件下で,反応液lmlのA2　を1.0増加させる酵素

量を1単位と定義する｡此活性は蛋白量　　　当たりの酵素単位で示される｡蛋白量は,粗抽出液

についてのみ牛血清アルブミンを標準として,ビウレット法6)によって定量した｡その他は-^蝣28｡ *�"

のとき, lmg/mlの蛋白濃度と仮定して表示した｡

III.実　験　　結　　果

1.酵素の精製

以下に述べる精製操作はすべて3-5-Cの低温で行なった｡

(1)抽　出

米糠400gに0.2M食塩水21を加えウォ-1)ンダブレンダ-にて5分間磨砕後,二重ガ-ゼを

用いて残漆を除き,遠心分離(9,000rpm, 10分間)して得られる上清を粗抽出液とした｡以上の

操作を4回操返して,粗抽出液6.56gを得た｡

(2)硫安分画

Fig. 1. Chromatography of the ammonium
sulfate fraction on DEAE-cellulose column

(3.8×50cm). Linear gradient elution was
carried out from 1.5J of 0.005M sodium phos-

phate, pH 7.1 to 1.5J ofO.4M NaCl inO.1M
sodium phosphate, pH 5.0. Flow rate, 60ml/

hr ; 25.7ml/tube.　, absorbancy at 280m/*

(left-hand scale) and molarity of NaCl (righト

hand inner scale); -○-, RNase activity at
pH　7.7; -･●-, RNase activity at pH 5.3.
Peaks A, B, and C were called RNase A,

RNase B, and RNase C, respectively.
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粗抽出液に硫安を加えて0.4飽和とし,こ

れを遠心分離(12,000rpm, 10分間)して

得られる不透明な上清はさらにセライト層を

通して波過後,溶液に硫安を加えて0.6飽和

とした｡生じた沈でんを遠心分離(9,000

rpm, 10分間)にて集め,水にけん濁して

0.005Mリン酸緩衝液(pH7.1)に対して3

日間透析した｡透折内液の遠心分離(12,000

rpm, 15分間)上清には脂肪様の物質が少量

混入していたので,ガラスフィルター(G-1)

にて液過した｡このようにして得られる淡褐

色透明な波液を硫安(0.4-0.6飽和)画分と

し, -20-Cに保存して適宜使用したが,煤

存中の活性の低下は少なかった｡

(3) DEAE-celluloseによるカラムクロ

マトグラフィー

硫安画分135ml (蛋白量7.53g)をDEAE-celluloseカラム(3.8×50cm)に吸着させて･
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溶出は食塩濃度を直線的に上げ,同時にpHを下げながら行なった(第1図)0

なお,食塩濃度はMohr法7)により塩素を滴定して求めた　RNase活性は大きく3つ(A,B,

C)に分離され,溶出順にそれぞれRNaseA, RNaseBおよびRNase Cと称する　RNase A

およびRNase Bの至適pHは7.5-8.0, RNaseCのそれは5.3であった｡したがって,表題の

酸性リボヌクレア-ゼを以下RNase Cと称する｡一方, RNase Aの前に溶出された小さな活性

のピークはホスホジエステテーゼによるもので, RNAを基質としたときの至適pHは6.5-7.0で

あった｡

(4) Sephadex G-75によるゲル波過

DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィーによって得られたRNase C画分(試験管番号85-

96)に硫安を加えて0.9飽和とし,生ずる沈でんを遠心分離(12,000rpm, 15分間)にて集め,水

を加えて15mlとしたものを試料とした｡ゲル波過の結果を第2図に示す｡なお,伝導度は試料

に含まれる硫安の溶出位置を示す｡

(5) CM-Sephadex (C-50)によるカラムクロマトグラフィー

SephadexG-75画分(試験管番号35-44)を2つ分(米糠3.2kgからの試料に相当)合わ塘

て硫安0.9飽和とし,生ずる沈でんを水5mlで溶解して, 0.01M酢酸アンモニウム(pH6.8)に

対して透析後, lN酢酸を加えてpH4.8としたものを試料とした｡クロマトグラフィーの結果を第

3図に示す｡

溶出終了後,カラムの高さは初めの57cmから39cmに縮まった｡これは,緩衝液のイオン強

度が増加したことによる｡

(6) Amberlite IRC-50 (XE-64)によるカラムクロマトグラフィー

CM-Sephadex画分(試験管番号81-90)を硫安0.9飽和で沈でんさせ　0.2M9ソ酸緩衝液

20　　　　40　　　　60

Tube number

Fig. 2. Gel丘ItrationoftheDEAE-cellulose

fraction through Sephadex G-75 column (3.8

×55cm). Eluting solution, 0.1M NaCl in

0.01M ammonium acetate, pH　6.8. Flow

rate, 30ml/hr; lOml/tube.　, absorbancy

at 280m〟 ; -●-　RNase activity:一�"一�"

conductivity.

Fig. 3. Chromatography of the Sephadex
fraction on CM-Sephadex (C-50) column (1. 9

×57cm). Linear gradient elution was per-
formed from　500ml of 0.05M ammonium

acetate, pH4.8 to 500ml of 0.3M ammonium
acetate, pH6.8. Flow rate, 30ml/hr; 10ml

/tube.　, absorbancy at　280mju;　-,

RNase activity; -･-, e用uent pH.
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(pH 5.7)に対して透析したものを試料とした｡第4図にクロマトグラフィーの結果を示す｡

以上(1)から(6)までの精製過程をまとめて第1表に示す｡ただしCM-Sephadex画分および
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Fig. 4. Chromatography of the CM-Seph-
adex fraction on Amberlite IRC-50　column

(1.9×55cm). Eluting solution, 0.2M sodium

phosphate, pH 5.7. Flow rate, 8ml/hr ; 3.8ml

/tube.  , absorbancy at　2801Xl^; -◎'->
RNase activity.

Amberlite画分の数値は,原料1.6kgに換算

したものである　RNase Cは粗抽出液から

2,400倍に精製された｡この段階においてもま

だ蛋白化学的に純粋とはいえないが,デオキシ

1)ボヌクレア-ゼ,ホスホジエステラ-ゼおよ

びホスホモノェステラーゼ活性は37-C, 18時

間のインキュベイションによっても全く検出さ

れなかった｡

2.酵素の一般的性質

Amberlite画分を蒸溜水に対して透析した
I

ものを酵素標品として使用した｡なお,希釈に

Table 1. Pun免cation of RNase C from rice bran*

Fraction

1. Crude extract

2. Ammonium sulfate (0.4-0.6 satn.)
3. DEAE-cellulose

4. Sephadex G-75
b. CM-Sephadex (C-50)
6. Amber】ite IRC-50

Total

protein

(mg)

Total

activity

(units)

Speci丘c

activity

310, 000

127, 000

46, 900

31, 000

17, 400

9, 000
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Sixteen hundred grams of rice bran was used as starting material.

際しては0.1　アルブミン溶液を用い,酵素の

希釈による不活性化を防いだ｡

(1)至適pH

各種pHの緩衝液を用いて,標準の測定法に

より酵素活性を測定した(第5図)0

比較するために硫安画分のpH-活性曲線を

も図示した　RNaseCの至適pHは5.3付近

にあることが認められる｡しかも,本酵素は

pH8以上では全く活性を示さなかった｡これに

反して,硫安画分においてはpH8付近でもか

なりの活性が存在した｡このことから,アルカ

リ性RNaseの存在が推察できる｡実際第1図

2　3　4　5　6　7　8　9 10

pH

Fig. 5. Ph optima of RNase C (一〇一)

and the ammonium sulfate fraction (-○-).
Buffers used: A, acetate-HCl: O acetate;
⑳, phosphate; △　glycine-NaOH.

に示したように, DEAE-celluloseカラムによってこれらは分離された｡

令



米糠の酸性リボヌクレアーゼについて(1)　〔研究紀要　第21巻〕　　73

(2)至適温度

酢酸緩衝液(pH5.3)を用いて,各温度における酵素活性を測定した(第6図)｡至適温度は60oC

付近であった｡

(3)熟安定性

酵素を各種pHの緩衝液中で70-C, 10分間

の熱処理を行なった後,活性を測定した(琴7

図)｡本酵素はpH3および9付近の2個所にお

いて,熱処理に対して安定であった｡さらに,

100oCで5分間の熱処理を以下のように行なっ

た｡すなわち,酵素液0.05ml(60単位)に0.2

M緩衝液0.10ml, ¥o/oアルブミン溶液0.04ml

および水0.21mlを加え100oCで5分間の熱

処理を行なって急冷後　0.196アルブミン溶液

Temperature　-c

Fig. 6. Effectof temperature on theactiv-

ity of RNase C.

3.6mlを加えて希釈し,その0.2mlの活性を

測定した｡その結果pH2.7, 5.4および9.1における残存活性はそれぞれ92, 8および71%であ

った　pH2.7で92%の活性を保持したことから,本酵素は耐熱性の酵素であることが判明した｡

(4)各種試薬の影響

反応液に各試薬を終濃度0.001モルになるように加えて,酵素活性を測定した(第2表)｡その結

果,実験に用いたいずれの試薬によっても本酵素の賦活はみられず　Fe3+, Hg2+, Cu2+, Zn2　およ

びSn2　で強く阻害されたOまた,モノヨード酢酸, PCMBによって活性はほとんど低下しなかっ

たので,本酵素はSH酵素ではないと考えられる｡
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Fig. 7. Thermostabilityof RNase C as a
function of pH. Samples of theenzyme,0.3

ml (30units) and 0.1M buffer (0.1ml), were
held at 70-C for 10 minutes. After 2.5-fold

dilution with 0.1 % albumin, 0.2ml samples
were assayed by the standard method. Buff-

ers used were the same as describedin Fig. 5.

Table 2. Effect of reagents on the activity
of RNase C

Substance

(10-3M)

ii耳て石打声mJ

Relative

activity

(%)

None
EDTA*
KCI

BaCl2
CaCl2
MgCl2
Mn(CH3COO)2
CoCl2
NiSO4
FeSO4

Substance Relative

(10-3M)　activity
(潔)

ZnCl2
SnCl2

AgNO3　　　　　　55
NaIiSO3　　　　102
NaF　　　　　　　　　98
NaCN 100

Sodium phosphate 91
Thiourea 101

Mercaptoethanol　99
Cvsteme　　　　　　94
1y

CHJCOOH　　　　97
PCMB**　　　　　　85

* Ethylenediammetetraacetate

糾p-Chloromereunbenzoate
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(5)ゲル液適法による分子量の推定

Whitakerの方法8)に準じて, RNaseCの分子量を推定した｡使用したカラムはSephadexG-75

Table 3. Elution volume and molecular

weight of proteins

Protein

Blue dextran*

Bovine serum albumin

α-Chymotrypsin
●

●

Trypsin
RNase 1

Ammonium sulfate*
RNase C
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These were used as markers.

Molecular

weight

2, 000, 000

70, 000

24, 000

20, 000

13, 600

132

24, 000

(3.8×55cm)である｡分子量既知の蛋白質と

して, Nutritional and Biochemicals Cor-

poration製のト1)プシソ　RNase 1, α-キモ

トリプシンおよび牛血清アルブミンを使用し

た　Voidvolume (Vo)はbluedextran2000

(Pharmacia社製)を使用して求めた｡低分子

物質の目印として硫安を使用した｡第3表に分

子量既知物質のelution volume (Ve)をガラ

ムのVo (-185ml)で割った値およびこの値を分子量の対数値に対しプロットして直線を引き,この

直線から推定されるRNaseCの分子量の既略値を示す　RNaseCの分子量は24,000と推定れた｡

ⅠⅤ.考　　　　　　　　察

米糠には少なくとも3種類のRNaseが存在することがDEAE-celluloseカラムクロマトグラフ

ィーによって判明した｡これらの中で酸性RNase (RNase C)が主成分を占めている｡そこで,

この酸性RNaseを硫安分画, DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー, Sephadexゲル波

過, CM-Sephadex　カラムクロマトグラフィーおよび　Amberliteカラムクロマトグラフィーに

より　2,400倍に精製した｡

本酵素の至適pHは5.3で,他の植物起源のRNaseと同様酸性側にあった｡すなわち,エソド

ゥの菓9),タバコの葉10)1ダイズの芽はえ　　ryegrassの芽はえ12)ホウレンソウの菓13)サ　コムギ

の芽はえ　}, mungbeanの芽はえ15)16)緑豆発芽体17)　ソテツ種子18)およびイチョウ種子19)の

RNaseの至適pHはいずれも4.5-6にある｡また本酵素は熟に対して安定で,タバコ10)ダイズ11)

ryegrassl　およびホウレンソウ13)などの酵素に似ている｡

一方,ゲル波適法によって本酵素の分子量は約24,000　と推定された｡この値はトウモロコシの

RNaseの分子量23,00020)と類似している｡

Ⅴ.要　　　　　　　　約

米糠に含まれる酸性RNaseを硫安分画, DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー, Sepha-

dex G-75ゲル液過, CM-Sephadex (C-50)カラムクロマトグラフィーおよびAmberlite IRC-

50カラムクロマトグラフィーにより　2,400倍に精製した｡

本酵素は至適pH 5.3,至適温度60-Cの耐熱性の酵素である｡金属イオンその他の試薬によって

酵素は賦活されずFe3+, Sn2+, Zn2+, Cu2+およびHg2　で強く阻害される｡精製酵素標品にはデオ

キシ1)ボヌクレア-ゼ,ホスホジェステラ-ゼおよびホスホモノエステラーゼ活性は存在しないO
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分子量は,ゲル波適法によると,約24,000である｡
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Summary

An acid ribonuclease, called RNase C, was purified 2, 400-fold from rice bran

by fractionation with ammonium sulfate, chromatography on DEAE-cellulose, gel

filtration through Sephadex G-75, chromatography on CM-Sephadex (C-50), and

chromatography on Amberlite IRC-50.

The enzyme has a pH optimum at 5.3 and a temperature optimum at 60-C, and

is heat stable. The enzyme is inhibited by Fe3+, Sn2+, Zn2+, Cu2+, and Hg2+. The

pun且ed enzyme is free of deoxyribonuclease, phosphodiesterase, and phosph0-

monoesterase activities. A molecular weight of about 24,000 is estimated for the

enzyme by gel丘Itration.


