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Abstract

Thelevelsofinvertaseactivltylnjuice,must,andwinewereexamineddurlng

vinificationandaglngprOCeSSeS･TheremainlngaCtivltylevelsinwhitewineswere

slgnificantlyhigherthanthoseinredwines･Inredwines,alowerlngOfthelevelinthe､▼
enzymeactivltyWasmainlyobserveddurlngtheprocessesofthefermentationandaglng.

InvertaseactivltyWasalsodetectedinmanycommercialimportedwhitewines.Onthe

otherhand,invertasesfromSemillon,Sylvaner,Chardonnay,andRieslingwineswere

purifiedtohomogeneltyOnpOlyacrylamidslabgelelectrophoresis.Theinvertasesfrom

thefoursourcesshowedsimilarenzymaticproperties.Ⅰnaddition,theseinvertaseshad

verysimilarmolecularweightsandaminoacidcomposition.

インベルターゼは,微生物,植物,動物等広 く自

然界に分布 し,古 くから極めてよく調べ られている

酵素の 1つである｡ 果実のインベルターゼについて

ち,これまで, ミカン,ナツメヤシ,キウイフルー

ツ,バナナ,カキなどについて報告がなされている

が ~6),ブ ドウのインベルターゼに関する研究は,比

較的少なく7,8),その酵素化学的性質などについては

あまり明らかにされていない｡ さきに我々は,当研

究施設育種試験地で栽培されている14品種の醸造用

ブドウのインベルターゼについて調べ,その活性は

品桂によりかなり異なるものの,酵素的性質は何れ

もよく類似 し,特に耐熱性に優れ,また安定性の高

い酵素であることを既に報告 した9)｡また,このイン

ベルターゼの一部はワインに移行 し,特に白ワイン

ではかなりの活性が熟成後のワイン中に検出される

ことも明らかにした9,10)｡

一般にワイン醸造において,ブ ドウ果汁中に存在

する多くの酵素 (蛋白貰)は,果実の圧搾 ･搾汁時,

あるいは発酵や熟成中に,果実中に存在するフェノー

ル化合物 (タンニン)などと不溶性の複合体を形成

し,沈殿したり,あるいはS02の添加などにより失活

する場合が多く11,12),インベルターゼのように熟成後

のワインにも活性が残存する例は,ブ ドウ果実中の

他の酵素では,あまり知 られていない｡ それ故,酵

素化学的あるいはブ ドウの生理学的観点から,ブ ド

ウインベルターゼの諸性質を明らかにすることは興

味あるものと考えられる｡ また,ブ ドウインベルター

ゼが熟成後のワインにも残存するという事実は,ワ

イン醸造プロセス中のブ ドウ蛋白質の挙動を知るう

えで重要であると思われ,また,それらの検討にあ

たり本酵素が 1つのマーカー蛋白質として利用する

ことができれば,さらに興味深いものと考えられる｡
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そこで本報では,当研究施設で製造された数桂の

ワインを対象に,ワイン醸造中におけるインベルター

ゼの活性推移 を調べるとともに, 4桂の白ワインよ

りインベルターゼを分離 ･精製 し,それらの諸性質

について も比較検討 した｡また, 日本産および外国

産市敗ワイン中のインベルターゼ活性についても調

べたので合わせて報告する｡

実験方法

供試ブ ドウおよびワイン

1988年 9-10月に当研究施設付属育種試験地にお

いて収穫 されたシルバーナ,シャル ドネ,甲州,マ

スカ､バー･ベ リーA,カベルネフラン,およびカベル

ネ･ソービ二ヨン種ブ ドウを用いた｡ ワインは,当研

究施設付属試験工場において通常の方法により製造

されたものを用いた｡ また,ワインからのインベル

ターゼの精製にあたっては,1986年に当研究施設で

製造され,ビン熟成 2年 を経過 したセ ミヨン,シル

バーナ,シャル ドネ,および リースリングワインを

用いた｡ 市販ワインは, 1本 (720mE)が,1,000-

2,500円の価格で購入されたもので,それらより無作

為に外国産ワイン30種 (白 ;18桂,赤 ;12桂)と日

本産ワイン28種 (白 ;18桂,赤 ;11桂)を選択 し,

用いた｡

酵素液の調製

果汁及びマス トは遠心分離(15,000rpm,30min)倭,

その上清液 を,I4℃の水中で充分に透析 し,その透

析内液を机酵素液 として用いた｡ ワインの場合は,

同様に透析後,その内液を机酵素液 とした｡

酵素活性測定法

前報に従って測 定 したり)｡すなわちシュー クロ-ス

を基質 とした反応系において増加する還元糖 をソモ

ギ法により定量 した｡ なお,酵素活性は酵素 1m七が

1分間に 1〝Mのグルコースに相当する還元糖 を生成

する力価 を1unitと表示 した｡

酵素精製法

上記のセ ミヨン, シルバーナ,シャル ドネ,およ

び リースリングワイン,各々4750mE,3300mE,5100mE,

および5100m七を分画分子量50,000の膜(UK-50)を用

いて,N2ガス,2- 3kg/cmL'(ゲイジ圧)の条件下で,

限外漉遇 (ADVANTECHP-150)を行なった｡ ワイ

ンの初発の液完の1/8-1/10程度まで濃縮された時点

で,初発の液量 と同量 となるよう蒸留水を加え,再

び同条件下で限外鳩遇を行ない,最終的にセ ミヨン

450mE,シルバーナ600mE,シャル ドネ168mE,および

リースリング258mEの濃縮液 を得た｡これらをさらに

40oC以下で減圧濃縮 を行ない,各々100mEとした後,

硫酸アンモニウムを80%飽和 となるよう添加 し, 4

℃で1夜放置した｡生じた沈殿物を遠心分離(15,000rpm,

30min)により集め, 7rnEの0.1M酢酸緩衝液 (pH

5.0)に溶解 した｡ これを上記 と同様の緩衝液で平衡

化 したSephadexG-100のカラム(2.6Ⅹ90cm)につけ,

15mE/hの流速でゲル櫨過 を行なった｡

蛋 白質の定量法

BioIRad社の蛋白質測 定用キットを用い,牛血清ア

ルブ ミンをスタンダー ドとして定量 した｡

電気泳動法

ポリアクリルア ミドおよびSDSポリア クリルア ミ

ドスラブゲル電気泳動は,既報13)に準 じて行なった｡

なお,蛋白質の検出にはクマシーブ リ))アン トブルー

R-250を用い,糖の染色は,過 ヨウ素酸-フクシン染

色法14)を用いた｡ また,分子量の測定にあたっては,

標準蛋白質 としてチ トクロームC(M.W 12500),キ

モ トリプシノーゲン(25000),卵白アルブ ミン(45000),

および牛血清アルブ ミン (68000)を用いた｡

ア ミノ酸分析

蛮白質として0.5mg相当の精製酵素を試験管に探 り

エバポレー ターにより蒸発乾固した後,6NHCllmE

を加え,脱気封管 し,110℃,24時間加水分解 した｡

得 られた分解物中のア ミノ酸組成はア ミノ酸 自動分

析機 (協和精密KTC-104)により求めた｡

結果および考察

ワイン醸造中におけるインベルターゼ活性の推移

ブ ドウ果汁中の本酵素の活性は,ブ ドウ品種によ

り異なっているが,白ワイン用ブ ドウと赤ワイン用

ブ ドウとの差は明確ではない｡ しか し,それらブ ド

ウより製造されたワイン中に残存する活性は, 白ワ

インにおいては比較的高い値 を示 し,赤ワインでは

かなり低い値 を示すことなどが既に明かにされてい

る9,1｡)｡ そこで,ここでは,当研究施設で常法により

製造された4桂の白ワイン (セ ミヨン,シルバーナ,

シャル ドネ,および甲州)と3桂の赤ワイン (マス

カット･ベ リーA,カベルネ ･フラン,およびカベ

ルネ ･ソービニヨン)を対象に,その製造経過中に

おけるインベルターゼ活性の推移 を調べた｡酵素活

性の測 定は,果汁,か もし発酵後のマス ト (赤ワイ

ン),発酵終了時,および鳩過 ･ビン詰め後 1年経過

したワインについて行なった｡その結果をTablelに

示す｡なお,果汁中の活性は,セ ミヨン,シルバー

ナ,シャル ドネ,および甲州椎ブ ドウの場合には,

各々50kg,56kg,122kg,および100kgを除梗 ･破砕

後,バスランタイプの圧搾機で搾汁した果汁の活性

を示す (搾汁率 ;セ ミヨン63%,シルバーナ54%,

シャル ドネ59%,および甲州58%)｡また,マスカッ

トベ リーA,カベルネフラン,およびカベルネソー
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ビニヨンの場合には,各々208kg,130kg,および130kg

を除梗 ･破砕後 (か もし発酵前)の果汁中の活性を

示す｡また,かもし発酵は8日間行なわれた｡ なお,

Tablelに示されるセ ミヨンにおける結果は,1986年

に収穫され,同様の方法により製造された時のもの

である｡

ワイン中の残存活性 (ワイン中の酵素活性/果汁

中の酵素活性×100%)は,白ワインでは30-70%の

範囲にあったが,赤ワインでは,何れも5%以下で

あった｡ 特に,赤ワインでは,発酵中および熟成中

にその活性の低下が顕著であることがわかった｡ こ

の原因としては,赤ワインでは,白ワインに比べ,

不溶性のタンニン-インベルターゼ複合体が形成さ

れ易いか,あるいはその他成分による酵素の失活が

著しいことなどが考えられるが,今後詳しい検討が

必要と思われる｡ なお,各製造過程における活性や

残存活性のブ ドウ品種間における比較は,使用ブ ド

ウ量,搾汁率等が異なっているので厳密には難しい

が,本酵素の活性推移の傾向を知るには十分 と考え

られる｡

一万,ワイン中のインベルターゼの残存活性 と蛋

白質量との関係を調べたところ,Fig.1に示すように,

蛋自賛含量が高いワインほど,インベルターゼの残

存活性が高い傾向にあることが推察された｡ この結

果はブ ドウ蛋白質のワイン-の移行などを調べるに

あたっては,興味あるものと思われる｡ しか し,こ

の両者の関連性については,今回試験 したサンプル

が少ないことから,今後さらに多くのサンプルにつ

いて検討する必要があると考えられる｡

市販ワイン中のインベルターゼ活性

ブ ドウ品種,生産国,製造年などを全 く考慮する

ことなく選択 した種々の市販ワイン中の本酵素活性

を調べた｡ その結果,試験した外国産白ワインでは

18サンプル中,9サンプルに0.2-3.1units/mEwine

の活性が検出された｡ しかし, 日本産ワインでは17

サンプル中,1サンプルに0.3units/mEwineの活性が

検出されたのみであった｡ この結果は,外国産 と日
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Fig.1.RelationshipbetweenremainlnglnVertaSe

activity(activityinwine/activityinjuicex

lOO%)andproteinconcentrationinwine.

Winenumbers(vintage):1,MuscatBaileyA

(1988);2,CabernetSauvignon(1988);3,Cabernet

franc(1988);4,Chardonnay(1988);5,Riesling

(1986);6,Sylvaner(1988);6,Semillon(1986).

Table1. ChangesininvertaseactivityinjuicesandwinesdurlngWinemaking.

Invertaseactivity(units/mE)

Grapevarietiesl) Juice Fermentation Finishedwine Agedwine2)
onskins

Semillon

Sylvaner

Chardonnay

Koshu

MuscatBaielyA

CabernetFranc

CabernetSauvlgnOn

16.0(100)3)

14.1(100)

4.3(100)

2.5(100)

4.5(100)

9.5(100)

5.1(100)

3.6(80)

8.0(84)

4.2(82)

13.3(83)

12.6(89)

2.3(53)

1.0(40)

1.1(24)

3.8(40)

1.0(20)

10.8(68)

9.6(68)

1.9(44)

0.8(32)

0.2(4)

0.3(3)

0.1(2)

1)Semillongrapesandothergrapeswereharvestedatourlnstitute'svineyardin1986and1988,

respectively.Wineswereproducedbyconventionalvinificationproceduresatourlnstitute'swinery.

2)Thebottledwineswereagedat15℃for1year.

3)Relativeactivity.
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本産ワインにおける,原料ブ ドウの種類や品質ある

いは製造法の相違に起因する可能性 もあるが,今後

興味ある検討課題 と思われる｡ なお,赤ワインでは,

外国産12サンプル,日本産11サンプルのいずれもが,

0.1units/mEwine以下の活性であった｡

インベルターゼ活性に及ぼすベントナイ ト処理およ

び熱処理の影響

これまでの検討からインベルターゼの活性は市販

ワインに比べ,当研究施設で製造されたワインの方

が比較的高い値を示す傾向にある｡ 一般に市販ワイ

ンでは,通常ベン トナイ ト処理が行なわれ,また場

合によっては熱処理などが行なわれている｡また,

流通過程における保存状態は必ずしも適当でない場

合がある｡ 一方,当研究施設の場合には,上述の何

れの処理 も行なわず,また一定の温度で保有されて

いる｡ そこで,ここでは当研究施設で1987年および

1989年に製造されたセ ミヨンおよびシルバーナワイ

ンを用いて,本酵素活性に及ぼすベントナイト処理

と熱処理の影響について調べた｡ ベン トナイト処理

にあたっては,上記ワイン100m現二各々0-300mgの
ベントナイ トを加え,室温でスターラーにより30分

間撹拝した｡ついて約3時間静置後,遠心分離(15,000rpm,

30min)し,その上清液を4℃の水中で充分に透析し,

(tLLJJS一号
一)h
!̂
!)翁
のSe一b
>uH
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Bcntor鵬e(mg′nl)
Fig.2.Effectofbentonitetreatmentoninvertase

activltyandproteinconcentrationinwine.

SemillonandSylvanerwineswhichwere

producedatourlnstitute'swineryln1987and1988

wereused,Thewinesweredialyzedat4℃ after

bentonitetreatment,andtheninvertaseactivlty

andproteinconcentrationinthedialyzedwines

weremeasured.

●,Semillonwine. 0,Sylvanerwine.

,Invertaseactivlty.

---一一,Proteinconcentration.

その透析内液中の酵素活性 と蛋白質量を測定 した｡

その結果をFig.2に示す｡ワイン中に残存する酵素活

性および蛋白質量はベントナイ トの添加量の増加に

ともなって減少し,いずれも類似した減少曲線を示

した｡ しか し低濃度のベン トナイトにおいては蛋白

質量に比べ酵素活性の方が残存率が高いことから,

インベルターゼ蛋白質は,ワイン中に存在する他の

蛋白質に比べ若干ベントナイトへの吸着性が弱い傾

向にあるものと推察される｡ 熱処理にあたっては,

上記ワイン10mEを試験管に探 り,各温度で30分間保

持 した後,氷水中で急冷 し,次いで上記と同様の方

法で透析 し,その透析内液の酵素活性 を測定 した｡

その結果をFig.3に示す｡2つのワインともよく類似

した傾向を示 し,60℃までは失活は認められなかっ

たが,70℃では残存活性は20%以下であった｡

これらの結果および上述の市販ワインでの分析結

果等から,インベルターゼ活性が検出されるワイン

は,少なくても,高温 ･長時間の熱処理は行なわれ

ていないこと,過度の (高濃度)ベントナイ ト処理

が行なわれていないこと,あるいはワイン製造にあ

たり濃縮果汁ではなく生果汁が使用されている可能

性が高いこと等が予想される｡ それ故,ワイン中(特

に白ワイン)のインベルターゼ活性の測定は,原料

Ⅷ
釦

餌

仙

2｡

(%
)̂
lP!l翁
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ー○>u!○̂
ftefO∝

50 60 70 80
Temp.(OC)

Fig.3.Effectofheattreatmenton invertase

activlty.
Thewinewasmaintainedfor30minatthe

indicatedtemperatures.Thewinewasdialyzedat

4℃aftercoolingrapidlycooledinice-coldwater,

andresidualactivltylnthedialyzedwinewas

measured.

●,Semillonwine. 0,Sylvanerwine.
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ブ ドウ (果汁)の品質,ベン トナイ ト処理条件,め

るいはワインの熱処理の有無などを判定するための

1つの指標 として役立つ可能性が考えられ,今後の

興味ある検討課題 と考えられる｡

ヮインからのインベルターゼの精製 と性質

先に我々は,セ ミヨン種ブ ドウの果汁とワインよ

り同様の方法によりインベルターゼを精製し,それ

らの諸性質を比較することにより,果汁中のインベ

ルターゼは,ワイン醸造中および熟成中において,

その性質が大きく変わることなく,ワイン中に残存

していることを示 した10'〇一万,果汁からワインに

移行する活性の割合 (残存活性)は,上述のように

ブ ドウ品種によりかなり異なっている｡ それ故,異

なったワインよりインベルターゼを精製し,それら

の諸性質を比較することは興味あるものと思われる｡

そこでここでは,比較的残存活性の高いセ ミヨン,

シルバーナ,シャル ドネ,および リースリングワイ

ンより本酵素の簡便な精製を試みた｡ 一般にワイン

中の蛋白質量はブ ドウ果汁のそれと比較するとかな

り少なく,またその蛋白質のほとんどは分子量30,000

以下であることが,横塚 ら15)ぉよび他の研究者によ

り報告されている16~18)｡そこでこれらの事実を考慮

し,まず分画分子量50,000の膜を用いて,ワインを

限外痛過法により濃縮 し,次いで実験方法の記載に

従って精製 した｡ その結果をTable2に示す｡限外櫨

過により,初発の総活性の15-34%が膜を通過 し,

活性回収率は,66-86%であった｡ また,この操作

により比活性は約3倍増加 した｡Fig.4に硫安塩析後

のサンプルをゲル癒過 した時の本酵素の溶出経過を

示す｡ 試験 した4種のワインとも,酵素の溶出経過

はよく類似 し,また活性 と蛋白質のピークはよく一

致 していた｡ そこで,セ ミヨンワインでは,フラク

ション番号43-53,シルバーナでは,42-50,シャ

ル ドネでは,38-46, リースリングでは,42-50を

Table2. Summaryofpurificationofinvertasesfromvariouswines.

Step Volume Totalactivlty Totalprotein Specificactivity Yield

(mE) (units) (mg) (units/mg) (%)

Semillonwine

Ultrafiltrationl)

Amrpo.niufnSulfate
precIPltatlOn2)

SephadexG-100 21461

Chardonnaywine

Ultrafiltration

AmIPC!niufnSulfate
preclpltatlOn

SephadexG-100 3010

Sylvanerwine

U ltrafiltration

AmIP0.niupsulfate
preclpltatlOn

SephadexG-100 14252

Rieslingwine

Ultrafiltration

AmりQniufnSulfate
preClpltatlOn

SephadexG-loo 5816

1)ModelUHP1150(ADVANTEC)wasusedfortheultrafiltration.Themembrane(UK-50),Withapassing

molecularweightbelow50,000,wasused.

2)80%saturation
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4種のインベルターゼの酵素的性質

4つの精製されたインベルターゼの至適温度,至

適pH,熱安定性,およびpH安定性 を調べた｡ それら

の結果をFig.5に示す｡いずれの酵素 ともよく類似 し,

特に酸性pH域で安定で,かつ耐熱性に優れた酵素で

あった｡ また,本酵素は,10~2MのHgC12,SDS,N-

プロモコ- ク酸イ ミド,および10~4Mのp-クロル安息

香酸第二水銀により,その活性のほとんどが阻害あ

るいは不活性化された｡ また,10~2MのCdC12,CuC1

2,およびFeC12による阻害は50-80%であ り,4つの

インベルターゼにおける顕著な差はなかった｡ これ

らの結果は,先にセ ミヨン果汁か ら精製されたイン

ベルターゼ9)の場合 と同様であった｡

4種のインベルターゼの分子量 とア ミノ酸組成

4つの精製されたインベルターゼの分子量を,SDS

ポリアクリルア ミドスラブゲル電気泳動により調べ

た結果をFig.6に示す｡い ずれの酵素 ともその分子量

(%
盲
)!̂
!)3
e
O
>

!tt2P
tJ

は約65,000と推定された｡ ワイン中の蛋白質の分子

量は,上述のようにそのほとんどが20,000-30,000

であることを考えれば,本インベルターゼはワイン

中に存在する蛋白質のなかでは比較的高分子の部類

に属 していると言える｡ 4つの精製されたインベル

ターゼのア ミノ酸組成について調べた結果 をTable

3に示す｡いずれのインベルターゼ ともアスパラギン

酸, グリシン,ロイシンの順に多く含まれ,またそ

の他の各ア ミノ酸の含量 も極めてよく類似 していた｡

アスパラギン酸や グリシンなどが多く含まれている

点は,ワイン中に存在する他の低分子の蛋白質のア

ミノ酸組成 と類似 していた15)｡今回精製 した上記 4

種のワインは,いずれも分類学上, ヨーロッパ系白

ブ ドウ品種(Vl'tisuimfera)に属するものであるので,
これらの品種 と異なるブ ドウ品種より製造されたワ

イン中のインベルターゼについて精製 し,その諸性

質を比較することは興味あるものと思われる｡

2 4 ･6 8 10 40 50 60 70 80 90

pH Temp･(･OC)

Fig･5･Enzymaticpropertiesofpurifiedinvertasesfromwines.

OptimumpH:thebuffersusedwere0.1MHCトglycinebuffer(pH2-3),Mcllvainebuffer(pH3-8),and

O･1Mammoniawater-ammoniumchloridebuffer(pH8-9.5).Optimumtemp.:theenzymeactivitywas

measuredatthetemperatureindicatedandoptimumpH.pHstability:theenzymesolutionwasmaintained

atvariouspHsat30℃for30minandtheresidualactivltyWasmeasuredattheoptimumpH.Thermal

Stability:theenzymesolutionwasmaintainedatvarioustemperaturesfor30min,followedbyrapid

coolinglnice-coldwater,afterwhichtheresidualactivltyWasmeasured.

●,Semillonwine. 0,Sylvanerwine. O,Chardonnaywine. ①,Rieslingwine.
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Fig.6.Estimation of molecular weight of

invertasebysodiumdodecylsulfateslabgel

electrophoresis.

MarkerproteinsusedwerecytochromeC(A),

chymotrypsinogenA (B),eggalbumin(C),and

bovineserumalbumin(D).

●,purifiedinvertasesfromSemillon,Sylvaner,

Chardonnay,andRieslingwines.

要 約

ワイン製造過程におけるブ ドウインベルターゼの

活性推移,市販ワイン中のインベルターゼ活性,お

よびワイン中のインベルターゼの精製 と性質等につ

いて検討 し,以下の結果を得た｡

1.白ワインではビン熟成 1年後のワインにおいて

も圧搾果汁中の活性の32-⊥68%の活性が残存 し

ていたが,赤ワインにおける活性は,いずれも

5%以下であった｡ また,赤ワインにおける活性
の低下は,発酵中および熟成中で顕著であった｡

2.市販の外国産白ワインにおいては,試験 した18

サンプル中, 9サンプルにインベルターゼ活性

が検出されたが, 日本産白ワインでは17サンプ

ル中,わずか 1サンプルに弱い活性が認められ

たのみであった｡ 赤ワインにおいては,外国産,

日本産 とも活性は極めて微弱であった｡

3.ワイン中のインベルターゼ活性の測定は,原料

ブ ドウの品質やワインの製造法を推察するため

の 1つの指標 として,役立つ可能性のあること

が示唆された｡

4.セ ミヨン,シルバーナ,シャル ドネ,および リー

スリングワインよりインベルターゼを精製 し,

Table3. Aminoacidcompositionsofinvertasespurifiedfromfourwines.

Mole(%)

Aminoacids
Semillon Chardonnay Sylvaner Riesling

Asp

Thr

Ser

Glu

Pro

Gly

Ala

Cys-Cys

Val

Met

lle

Leu

Try

Phe

s

s

g

Ly

Hi

Ar

3

3

3

7

5

9

eCar川u川
7

6

7

2

14.1

0

8

3

8

7

7

1

2

5

9

eCar川川じ
6

5

6

8

2

4

Fivehundredpgofthepurifiedenzymewasusedforaminoacidanalysュs.
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それらの分子量,ア ミノ酸組成,および若干の

酵素的性質について調べた結果,いずれ も極め

てよく類似 していることがわかった｡

終わ りに,本実験に協力いただいた宮地哲雄君に

感謝致します｡
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