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前報1)2)3)において,米糠に含まれる酸性およびアルカ1)性RNaseの精製ならびに一般的性質,

とくに基質特異性について報告してきた｡本報では前報3'とは異なった種類のアルカリ性RNase

(RNase B)を部分精製し,その一般的性質について研究した結果について報告する｡

ⅠⅠ･琴験材料および方法

実験材料, RNase　とその他の酵素活性の測定法,蛋白質の定量法およびペ-メ-クロマトグラ

フィーは前報1)2)3)に準じた｡

III.実　験　結　果

1.酵素の精製

(1)抽　出

米糠400gに0.2M塩化ナト1)ウム溶液21を加えウォー1)ングブレンダーにて5分間磨砕後,

二重ガーゼを用いて残漆を除き遠心分離(9,OOOrpm, 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3回繰返して,粗抽出液4.72gを得た｡

(2)硫酸アンモニウムおよびアセトンによる分別沈でん

粗抽出液に固体硫酸アンモニウムを加えて0.4から0.6飽和で沈でんする画分を集め, 0.005M

リン酸緩衝液(pH7.3)に対して透析した｡この溶液(81ml)を氷冷し, 95;アセトン(-20oC)

59mlを摸拝しながら10分間にわたって徐々に加え(終濃度4096),さらに5分間接拝後,遠心分

離(12,000rpm, 10分間　-10oC)により沈でんを得た｡アセトンを除去してから沈でんに上記

リン酸緩衝液10mlを加えて遠心分離(12,OOOrpm, 10分間)し上滑を得た｡沈でんをもう一度5

mlの同緩衝液にて溶解し,遠心上清を前者と混合して全量を20mlとした｡
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DEAE-cellulose　によるカラムクロマトグラフイ-

アセトン画分の辛量(10ml)をDEAE-celluloseカラム(1.7×80cm)に吸着させて, 0.005

M 1)ン酸緩衝液(pH 7.3) 400mlから0.4M塩化ナト1)ウムを含む0.01M 5ソ酸緩衝液(pH

5.0) 400ml-の直線的濃度勾配法により溶出した(第1図)｡

(4) Sephadex G-75によるゲル漉過

DEAE-cellulose画分(試験管番号41-58)に硫酸アンモニウムを加えて0.9飽和とし,生ずる

rig. 1. Chromatography of the acetonefraction

on DEAE-cellulose column　(1.7×80
cm). Linear gradient was carried out

from 400ml of 0. 005M sodium phosphate,
pH7.3,to400mlof 0.4MNaClinO.1 M

sodium phosphate, pH 5.0. Flow rate,

40 ml/hr; ll ml/tube. -, absorbancy

at 280mJ上; -0-, RNase activity at pH

7.7; -●･-, RNase activity at pH 5.3.

Peaks A, B, and C were named rice

bran RNase A, RNase B, and RNase

C, respectively.

10　　　　20

Tube number

30

Fig. 2. Gel　丘Itration of the DEAE-cellulose

fraction through Sephadex G-75 column

(1.7×80cm). Eluting solution, 0.1 M

NaCl in 0.01 M ammonium acetate, pH

6.8. Flow rate, lOml/hr; 5ml/tube.

, absorbancy at　280.m/∫; -0-,

RNase activity ;な材　ammonium sulfate

detected with barium chloride. Peaks

Bi and B2 were named rice bran RNase

Bx and RNase B2, respectively.

沈でんを遠心分離(12,OOOrpm, 10分間)にて集め,少量の水に溶解してSephadexG-75カラム

(1.7×80cm)にかけた(第2図)｡その結果RNase Bはゲル波過により2成分(RNaseBiおよ

びRNase B2)に分離された｡以上の精製過程をまとめて第1表に示す｡なお, DEAE-cellulose

とSephadexによる精製はアセトン画分の半量を使用して行なったので, 2倍した数値を示してあ

Table 1. Summary of puri丘cation procedure

Fraction
V olum e
(m l)

T otal
A 280
T otal activity
(unit√s)

Speci丘C

activity

Y ield
(% )

1. Crude extract 4,720 24,100 60,300 2●5 100
2. Am m onium sulfate
(0.4- 0.6satn.)
3. Acetone(0- 40̂ )

89 5,820 35,100 6●0 58

20 1,650 18,700 ll 31
4. DEA E-cellulose 9●6 278 6,150 22 10
5. Sephadex G-75(gl 131

39
3,270
2,560

25
66

2}9

Twelve hundred grams of rice bran was used as starting material.
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る｡ RNase B,は粗抽出液から10倍, RNase B2ほ26倍に部分精製された｡ RNase Bl? B2両画

分には強いホスホモノエステラ-ゼ(PMase)活性が混在していたため,他のクロマトグラフィー

による分離を2, 3試みたが,満足すべき結果は得られなかった｡それ故に,本酵素の精製操作は

この段階で一応打切り　RNase Bu B2両酵素の一般的性質を調べて,混在するPMaseを特異的に

除去する方法を検索した｡

2.酵素の一般的性質

(1)耐熱性

RNase B,およびRNase B2両酵素標品をそれぞれ0.05M塩化ナトリウムを含む0.01M酢酸

緩衝液(pH4.7)またはト1)ス-塩酸緩衝液(pH7.3)中で100oC 5分間加熱処理後　RNase

Table 2. Effect of heating* on activity

て ＼⊥

Sam ple ＼

Re血aining A ctivity i

RNase PM ase

pH 4.7 pH 7.3 pH 4.7 pH 7.3

Control
RNase Bi
RNase B2

100､ 100 100 100
0 14 ′0 0
73 66

と　PMaseの残在活性を測定した(第2表)｡

RNase B2はかなり耐熱性であり,両pHで約

70%の活性を保持した｡これに反してRNase

Blは熱処理によってほとんど失活した｡ RN-

ase B2　に混在する　PMaseは熱処理により完

全に失活するので,基質特異性を調べることが

可能である｡なお, RNase BxおよびRNase
100oC, 5min.

B2両酵素榛品中には37-C, 24時間のインキュ

ベイションによっても,デオキシリボヌクレアーゼおよびホスホジエステラーゼ活性は全く検出さ

れなかった｡

(2)至適pHおよび至適温度

RNase B,の至適pHは7.5-8.0に(第3図),至適温度は50oC付近にあった(第4図)｡

なおRNase Bxの至適pHも7.5-8.0にあった｡

>
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pH 10

Fig. 3. PH optimum of RNase B2. Buffers

used: ▲, acetate: ○, phosphate:
>, Tris-HCl ; △, glycine-NaOH.

(3)各種試薬の酵素活性に及ぼす影響

熱処理RNase B2を酵素標品として用い,

20 40　　　60　　　80

Temperature Oc

Fig. 4. Effect of temperature onthe activity

of RNase B2

本酵素に対する各種試薬の影響を調べた｡各試薬を
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終濃度0.001モルになるように反応液に加えて

実験した結果を第3表に示す｡本酵素はZn2

により約90%阻害され, Fe3+,Ni2+,Cu2　によ

っても30-40%阻害された｡しかし,金属キレ

ート剤のEDTAによって17%貝武活された｡

モノヨ-ド酢酸およびPCMBで阻害されなか

ったので,本酵素はいわゆる　SH酵素ではな

いと思われる｡一方,別の実験よりRNase B,

ほ0.02モルの無機リン酸によって74%阻害さ

れたが, RNase B2は全く阻害されなかった｡

Table 3. Effect of substances on the activity

of RNase B2

SubstanceRelative
(10-3M)activity(^)SubstanceRelative
(10-3M)activity(#)
None
EDTA
KCI

CaCl?

MgCl2
Mn(CH3COO)2
BaCl2
SnCl2
CoCl2
NiSO4
CuSO4

ZnCl2

FeSO4

FeCl3
NaHSO3
NaCN

NaF

Sodium phosphate
Thiourea

Cysteme
Mercaptoethanol
CHJCOOH
PCMB
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(4)ゲル漉過法による分子量の推定

前報1)に準じてSephadex G-75を使用してRNase BlおよびRNase B2の分子量を推定し
A

た｡ RNase B,およびRNase B2　ゐve/V｡ほそれぞれ2.52, 1.65で,分子量約46,000,

19,000　と推定された｡

3.塩基特異性　　　　　　　　　　　'

(1) RNAの酵素分解

酵母高分子　RNA 51.7mgに0.2 Mトリスー塩酸緩衝液(pH7.7) 0.25ml,熱処理RNase

B2 2.0ml (235単位)トルエン3滴を加えて37oCで24時間反応させた｡これに等容のフェノールを

加えて除蛋白し,残存するフェノールはエーテルにて抽出除去した4)｡

(2) 7M尿素-DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー

分解液1. 0ml(296A26｡units)にl N過塩素

酸0.11mlを加えて37oCに2時間保ち,酵素分

解によって生じたかもしれない環状ヌクレオチ

ドを開裂させた｡ lN水酸化カリウムにて中和

後遠心し,上清に尿素0.4g, 7M尿素7 mlを

加えてDEAE-celluloseカラム(1.0×38cm)

に吸着させた｡溶出は7M尿素存在下で0. 02M

酢酸ナトリウム(pH7.5) 250mlから0.4M酢

酸ナトリウム　CpH7.5) 250ml-の直線的濃度

勾配法により行なっ.た(第5図)｡各ピ-クを

溶出順にピークⅠ,ピ⊥クⅠ,ピークⅢと称す

る｡

(3)各ピークの同定

(イ)ピークⅠの同定

CI
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Fig. 5. Chromatography of rice bran RNase

B2　digests of RNA on DEAE-cellulose

column (1. 0×38cm). Linear gradient
was carried out from　250ml of 0.02M

sodium acetate in 7 M urea, pH 7.5,
to 250ml of 0.4 M sodium acetate in　7

M urea, pH 7.5.Flow rate, lOml/hr;

5. 4ml/tube.--., absorbancy at 260m/*:

--　molanty of sodium acetate.
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ピ-クⅠを水で5倍に希釈してpH8.6とした後,RushizkyとSoberの方法5)に準じてDEAE-

celluloseカラム(2.3×20cm)を用いて脱塩した｡供試液約5A26｡Unitsを波紙につけ二次元のペ

ーパークロマトグラフィーを行なった｡一次元にイソ酪酸-0.5Nアンモニア(pH3.6)6¥　二次元

に飽和硫酸アンモニウム: lM酢酸ナト1)ウム:イソプロパノ-ル(80:20:2)7　あるいは95%エ

チルアルコール: lM酢酸アンモニウム緩衝嘩(pH7.5) (75 : 30)8)の溶媒を用いていずれも下降法

で展開した(第6図)｡ 3'- (または2'-)のグアユル酸,アデ-ル酸,シチジル酸,ウルジル酸の4種

類のモノヌクレオチド全部が検出された｡別に分解物を酸処理せずにそのままペ-メ-クロマトグ

ラフィーにかけたところ2し異性体は検出できなかったので,ここで検出された2し異性体は分解物

中に含まれる2′, 3し環状ヌクレオチドを酸処理した際に生じたものと考えられる｡なお,各モノヌ

Fig. 6. Paper chromatogphy of peak I. Authentic mononucleotides were used as

markers, (a) :丘rst dimension, isobutyric acid-0.5 M ammonium hydroxide,

pH　3.6; second dimension, 95^　ethanol-lM ammonium acetate, pH　7.5,

(75: 30). (b) :丘rst dimension, isobutyric acid-0.5M ammonium hydroxide,

pH　3.6; second dimension, satd. ammonium sulfate-lM sodium acetate-

isopropanoL(80: 20: 2). Spots 1 to 10 were identi丘ed as Gp, Up, Cp, Ap,

3/-Gp, 2/-Gp, Up, Cp, 3/-Ap, and 2/-Ap, respectively.

I

Table 4. Amount of mononucleotides found in RNase B2 digest of yeast RNA.

Com pound
A 26o units at pH 7 M ononucleotide

liberated (M ole # *)M ononucleotide W hole nuclotide

A denylic acid 6●0 108 6
G uanylic acid 19.0 83 23
Cytidylic acid 0●4 39 1
U n dylic acid 5●3 66 8
T otal 30.7 296** 10

Represented in moles per hundred moles of indivisual nucleotides.

** Initial amount of RNase B2 digest.
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クレオチドのpH2　と12における　-A-250/-A-26｡>　-A-28｡/ォA-26｡>　-A.29｡/A26｡の値は文献値9)と一致した｡

つぎに各モノヌクレオチドを抽出･定量して,遊離された全モノヌクレオチド量(30.7A26｡units)

にそれぞれ換算した｡そして, RNA中の各ヌクレオチドのうち,モノヌクレオチドとして遊離さ

れたもののモル%を算出した(第4表)｡この分解条件下で10%がモノヌクレオチドとして遊離さ

れ,各モノヌクレオチドの量比はグアユル酸:ウ1)ジル酸:アデ-ル酸:シチジル酸-23:8:6:1

であった｡すなわち, RNase B2はRNAに作用してグアユル酸を優先的に遊離させた｡

(ロ)ピークⅡの分離

ピークⅠをDEAE-celluloseカラム(1.7×10cm)で脱塩後, 2M炭酸アンモニウム緩衝液

(pH8.4)にて溶出し,これを減圧濃縮した｡こ

の8.5A26｡unitsを波紙につけ,一次元に,容器
I

を漬アンモニアで飽和したイソプロパノ-ル:

水(70:30)10¥　二次元に飽和硫酸アンモニウ

A:lM酢酸ナトリウム:イソプロパノール

(80 : 20 : 2)7　の溶媒を用いていずれも下降法

で展開した(第7図)｡各スポットの同定は行な

わなかったが,ピークⅡは7M尿素-DEAE-

celluloseカラムの溶出位置からジヌクレオチ

ドに相当し,この中に少なくとも7個のジヌ

クレオチドが検出できたことから,本酵素は

RNAに含まれる4個の塩基のうち2個以上の

塩基に作用したことがわかる｡

ⅠⅤ.考

⊥

03
′酎
O o % -
<a O

ヰ→ 2nd

■■0 0.2 0A R f 0.6 0.8 ID

○ ○ ■ C 〉
3f-A p Z-A p C p

⊂〉 ⊂) C 〉

3 -G p 2-G p U p

Fig. 7. Paper chromatography of peak II.

Solvents :丘rst dimension, isopropanoト

water (70: 30), ammonia in vapor

phase; second dimension, satd. am-

monium sulfate-lM sodium acetate-iso-

propanol (80: 20: 2).

秦

米糠に含まれる諸種RNaseはDEAE-celluloseカラムクロマトグラフィーによって少くとも

3種類に分離できる1'｡それらの中で酸性RNase (RNase C)が主成分であり,至適pHをはじ

めその他の性質とくに基質特異性は他の植物起源の酵素と類似し, RNAを分解してプリンおよび

ビワミジンの2′, 3′-環状モノヌクレオチドを生成する2)｡米糠にはこの酸性RNaseの他にアル

カリ性RNaseが2, 3存在し,その1つ(RNase A)は現在までに報告されている他の植物起源

の酵素とは全く異なり, RNA中のグアユル酸の3′- 1)ン酸基と隣りのヌクレオチドの5し水酸基の

間の結合を加水分解する　RNase Ti型の基質特異性の高い酵素である3)0

本報で部分精製したRNaseは2種類あり,いずれも至適pH7.5-8.0である｡ RNase Bxは

熱処理により失活し,また無機リン酸によりかなり阻害されたが, RNase B2は熱処理によっても

かなりの活性を保持し,また無機リン酸によって阻害されなかった｡一方,ゲル渡適法より推定さ
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れる分子量は　RNaseB:が大きく,またRNaseB2の整数倍になっていないのでRNase B:は

RNase B2　の会合体とは考えられない｡以上のことから両酵素は異なった酵素と考えられる｡

RNase B2の基質特異性は,至適pHがアルカリ側にあるにもかかわらず, RNase Aとは異なり

他の植物起源の酵素のそれと類似していた｡このように同一植物体に至適pHや基質特異性の異な

る数種類のRNaseが存在することが知られているにもかかわらず,それらの生理的意義について

は不明な点が多い｡

Ⅴ.要 約

米糠に含まれる2種類のアルカリ性RNase (RNase ByおよびRNase B2)を硫安分画,アセ

トン分画, DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィーおよびSephadex G-75ゲル波過により部

分精製し,その一般的性質を調べた｡

両酵素の至適pHは7.5-8.0である｡ RNase BxおよびRNaseB2の分子量は,ゲル波適法
＼

によると,それぞれ46,000, 19,000位である｡ RNase B,は熱処理によって失活するが, RNase

B2ほ耐熱性である｡両酵素標品にはデオキシリボヌクレアーゼおよびホスホジエステラーゼ活性は

存在しない｡混在するホスホモノエステラーゼは熱処理により除去できる｡ RNase B2はZn2-トによ

って強く阻害されFe3+, Ni2+,Cu2　によってもかなり阻害されるが, EDTAによって若干賦活さ

れる｡

RNase B2ほRNAを分解してプリンおよびピりミジンの2′, 3し環状モノヌクレオチドを生成

する｡またモノヌクレオチドのうちグアユル酸を優先的に遊離させる｡
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Summary

Two alkaline ribonucleases named RNase Bx and RNase B2 were partially

pun且ed from rice bran by fractionation with ammonium sulfate and with acetone,

chromatography on DEAE-cellulose, and gel丘Itration through Sephadex G-75.
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Both of the enzymes have a pH optimum at 7.5 to 8.0. Molecular weights ヽ

about 46,000 and 19,000 are estimated by gel丘Itration for RNase Bi and RNase

B2, respectively. RNase Bi is heat labile; however, RNase B2 is heat stable. Both

of the enzymes are free of deoxyribonuclease and phosphodiesterase activities.

The contaminating phosphomonoesterase can be eliminated by heating at lOOoC

and pH　4.7 for 5 minutes. RNase B2 is inhibited by Zn2+, Fe3+, Ni2+, and Cu24

however, the enzyme is slightly activated by EDTA.

RNase B2 hydrolyzes ribonucleic acid to both purine and pyrimidme nucleoside
●

2′, 3Lcyclic phosphates and has much more preference for guanosme 3Lphosphate

linkages.


