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Abstract

AnlnVertaSeWaspurlfledfromaJulCepreCIPltateOfMuscatBaileyAgrapes

bysuccessivecolumnchromatographleSOnDEAESepharoseFastFlowand

SephadexG-100,ThepHandtemperatureoptlmaOftheenzymewere3.5and80

℃,respectlVely.TheKmandVvaluesoFtheenzymeforsucroseatpH4.0were4,3

mMand95.0FLmOIGIc･mlnー1･mgprotein~1,respectively,Thekineticcharacte-

ristics,electrophoretlCmObllltyandmolecularwelghtoftheinvertasefrom the

JulCepreClpltateWerethesameasthoseorthelnVertaSefromthedefecatedjuice.

ThetwoenzymeswerethereforethoughttobeldentlCal.

緒 ロ

インベルターゼはスクロースをグルコースとフル

クトースに加水分解する反応を触媒する酵素で､植

物および動物組織そして微生物に広く存在してい

る｡スクロースは多くの植物において師管内を移動

する転流糖であることから､その加水分解を触媒す

るインベルターゼは､特に植物糖代謝の研究におい

て分布や発現が注目されてきた｡一般的に植物イン

ベルターゼは同一の組織中に2種類存在することが

知られている｡すなわち､細胞質や液胞内に溶解し

た状態で存在する可溶性インベルターゼと細胞壁に

結合し､高塩濃度の抽出溶媒を用いることによって

はじめて抽出される不溶性インベルターゼであ

る 卜̀ 3'｡
既に我々は､成熟後期のマスカット･ベリーAブ
ドウ果実から可溶性インベルターゼを精製し､性質

を検討した結果､この酵素が反応最適pH3.5の酸性

インベルターゼであることを明らかにしてい

るり 5)｡本研究では､可溶性インベルターゼを精

製する過程で得られるブドウ果汁沈殿中にも強いイ

ンベルターゼ活性が存在することに着目した｡果汁

沈殿のインベルターゼはpH3.0の酒石酸溶液中では

可溶化してこないのに対して､0.2Mホウ酸緩衝液

によって可溶化される｡この特徴は他の植物インベ

ルターゼで報告されている不溶性インベルターゼの

特徴と一致しており､果汁沈殿より得られるインベ

ルターゼと可溶性インベルターゼが同一のものであ

るか密かに興味が持たれた｡そこで､本研究ではこ

の果汁沈殿よりインベルターゼを精製してその反応

特性や電気泳動的特徴を明らかにし､それらの性質

を可溶性インベルターゼと比較することを目的とし

た｡

実験材料および方法

1.果汁沈殿の調製

ブドウ果実は､山梨大学工学部附属発酵化学研究

施設付設育種試験地において1994年 9月26日に収

穫されたマスカット･ベリーAブドウ果実 (19.3
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oBrlX)を使用したoこのマスカット･ベリーA果

実を水洗後､除梗 ･破砕し､バスラン型圧搾機で圧

搾して得た果汁にメタ重亜硫酸カリウムを50ppm

(果汁中の濃度)になるように加え､15℃で一夜静

置 した｡ この果汁を遠心分離 (12,0009､20分

間)し､果汁沈殿を得た｡

2.果汁沈殿からのインベルターゼの精製

果汁沈殿509を0.2%酒石酸水溶液 (pH3,0)150

mlに懸濁後､遠心分離 (24,0009､loヵ)により

沈殿を分離した｡この操作を7回繰り返して得られ

た沈殿を0.2Mホウ酸緩衝液 (pH8.5)150mlに溶

解後､蒸留水600mlを加えた｡この試料液を50mM

リン酸かノウム緩衝液 (pH7.5)で平衡化したDEAE

SepharoseFastFlowカラム (20x160mm)に添

加した｡50mMリン酸かノウム緩衝液 (pH7.5)で

カラムを洗浄後､塩化ナ トリウムの直線濃度勾配

(0か ら0.5M)をかけ､タンパク質を溶出させ

た｡インベルターゼ活性の強い画分を集め､限外液

過膜 (モルカットⅡ､ ミリポア)により濃縮後､

02M塩化ナ トリウムを含む20mMリン酸カリウム

緩衝液 (pH6.0)で平衡化したSephadexG-100カ

ラム (30Ⅹ650mm)にアプライし､平衡化した同

一の緩衝液によりタンパク質を分離した｡インベル

ターゼ活性の強いフラクションを集め､果汁沈殿由

来の精製インベルターゼ (以後､沈殿インベルター

ゼと呼ぶ)として以後の実験に使用した｡遠心分離

により清澄化された果汁由来のインベルターゼ (以

後､上清インベルターゼと呼ぶ)は既報仰 の方法

に従って精製した｡

精製酵素のタンパク質量は280nmの吸光度から

吸光係数EllcEg-13.4を用いて計算した(1,｡ポリ
アクリルアミド電気泳動(PAGE)とSDS-PAGE

はLaemmliの方法 6̀'に従って行い､電気泳動後

のゲルはクーマシーーブリリアントブルーR-250によ

り染色した｡タンパク質バンドを電気的にニ トロセ

ルロース膜へ転写 し 7̀'､レクチンにより染色し

た｡即ち､転写膜をConA ペルオキシダーゼコン

ジュゲート溶液に浸し､糖鎖とCollA ペルオキシ

ダーゼコンジュゲー トを結合させた後に4-クロロー

トナフトールと過酸化水素を用いて発色させた｡

3.酵素活性の測定

50mM酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH4.0)100pl､

02Mスクロース水溶液50pl､酵素液50pPからなる

反応液を30ccで10分間反応させ､1mlの1Mトリス

塩酸緩衝液 (pH7.5)を加えて反応を停止した｡

生成したグルコースはムタロクーゼーグルコースオ

キシダーゼ法 8̀'により測定した｡この反応条件下

で 1分間に1JJmOlのグルコースを生成する酵素量

を1ユニットと定めた｡

KmおよびVの測定は次のように行ったQ各濃度
(13.3180mM)のスクロース水溶液50pl､50mM

酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH4.0)100人∠1､酵素液50

〃1からなる反応液を30℃で10分間反応させ､Imユ

の1M卜リス 塩酸緩衝液 (pIi7.5)を加えて反応

を停止した｡以下はユニットの決定と同様の方法

により反応速度L,(FLmOIGIc･mlnL･mgproLei

n~l)を測定し､LlneWeaVer-Burkプロットにより

KmおよびVを決定した｡

4.pHおよび温度の影響

(1)反応最適pH:各pllの0.2M MacIIvalne緩衝

液 (pli2.5-7.5)100FLl､0.2Mスクロース水溶液50

〃1､酵素液50〟1からなる反応液を30℃で10分間反

応させ､1mlの1M トリスー塩酸緩衝液 (pl17.5)

を加えて反応を停止 した｡以下はユニットの決定

と同様の方法により反応速度Uを測定した｡(2)pH

安定性 二名pllの02M MacHvalne緩衝液 (pH

2.5-7.5)25pIに酵素液を加えて､50℃で30分間保

温した後に0.2M酢酸ナ トリウム緩衝液 (p714.0)

100pl､0.2Mスクロース水溶液50plを加え30℃で

10分間反応させ､]mlの1M トリス--塩酸緩衝液

(pH7.5)を加えて反応を停止 した｡以下はユ

ニットの決定と同様の方法により反応速度Uを測定

した｡(3)反応最適温度 :50mM酢酸ナ トリウム緩

衝液 (pH4.0)100pl､0.2Mスクロース水溶液50

pl､酵素液50FLlからなる反応液を30､40､50､

60､70､80､90､100oCの各温度で10/))問反応さ

せ､1mlの川日､リス 塩酸緩衝液 (plT75)を加

えて反応を停止 した｡以下はユニットの決定と同
様の方法により反応速度L'を決定した｡(4)温度安

定性 :20mMリン酸ナ トリウム緩衝液 (pl160)

に溶解 した酵素液を30､40､50､60､70､80､

90､100oCの各温度で30分間保温した後に水浴中に

急冷した｡処理後の酵素液の残存活性はユニット

の決定と同様の方法により測定した｡

実 験 結 果

1.果汁沈殿からのインベルターゼの精製

マスカット･ベリーA果実50kgから得た果汁34g

から果汁沈殿490g(湿潤重量)を得た｡この沈殿中

には総量152､400ユニットのインベルターゼ活性が

見られ､同時に得られた果汁上清 (3以)の2,100ユ

ニットの72倍にもおよび､果実を圧搾して得られた

果汁中でインベルターゼは主に沈殿として存在する

ことが示された｡

0.2%酒石酸水溶液 (pH3.0)で洗浄後の沈殿を

DEAESepharOseFastFloWカラムクロマ トブラ
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F フイ-により分離 した際の溶出パターンをFlg11に
示した｡溶出液の280nmの吸光値は二つのピーク

(PeakIとPeakⅡ)を示 し､Peak lにのみイ

ンベルターゼ活性が検出された｡このPeakJ画分

をさらにSephadexG-100カラムクロマ トグラ

フィーにより分離したところ､溶出液280nmの吸

光l酎ま~っ のピーク (PeakT-aとPeakT-b)を示

し､】)eakトbにインベルターゼ活性が見られた

〔ド1g.2〕｡この】)cakT-blg分を集め､PAGEによ

り/))析したところ､甲 -のタンパク質染色バンドが

小された 〔f･lig.3〕｡このⅠ)cakT-b画分を果汁中の
沈殿Ill来の沈殿インベルターゼとして以後の実験に

川いた｡

2.沈殿インベルターゼと上清インベルターゼの比

較

沈殿インベルターゼと 卜清インベルターゼを

SephadxG-100カラムクロマ トグラフィーにより

'))離したところ､吊 -の硫出位闘 こIH刷 のピ-クが

見られた 〔ド1g.1〕｡さらに､SI)SllJAGJll 〔ド1g.

3･においても沈殿およひ 卜情インベルターゼのバ

ンドの位置は 一致し､ 両インベルターゼはrLrJ･の'))
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子量を有 していた｡PAGEにおけるバンドの位置

も一致 し 〔Flg.3〕､ニ トロセルロース膜に転写後

のConAによる染色においても両者ともに強く染色

され､糖タンパク質であることが示された

沈殿インベルターゼのスクロースに対する加水分

解作用の特性を検討した結果､反応最適pHは3.5､

pH安定領域は55-7.0､反応最適温度は80℃､80℃

(10分聞)処frBにおいて80%の残存活性を示した｡

これらの椿はすべて 仁清インベルターゼの値と ･致

し､両インベルターゼのpll-和対活帖 Hl線 〔ド1g.

5〕､plト残存i.TT-性曲線 〔ド1g.6｣､lL1度-相対活仙 川
線 〔ド1g.7工 混度一残招 ,Ti1/川 戯 〔ド1g8〕はいず
れt)ほぼ .致 した｡KmおよびVは沈殿インベル
ク-ゼが43mMと917pmoIGIc･mlnl･mgpro一

Lcln l､そ して 上沼インベルク-ゼが4.1mMと

950/JmOIGIc･mlnl･mgprotcln lであり､はは
IJJJ･の佃であった｡

以 卜のすへての紺黒は沈殿インベルク-ゼとI.(rL】

インベルク-ゼがIllJ一の酵素であることを文持 し

た｡
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FIg 1.DEAESepharoseFastFlow columnchromatographyoftheprecIPLtateObtalnedfrom

MuscatBalleyA grapeJuLCeTheprecIPItateSOlublLIZedwlth02M boratebuffer(pH85)

wasdHuted51foldwlthwaterandthenapplIedontoacolumnofDEAESepharoseFast

Flow(20x160mm),whIChhadbeenequlIIbratedwlth50mM potasslum phosphatebuffer

(pH75)ThelnVe｢taSeWaselutedwlthallneargradlentOf0-05M sodum Chlorldem

thesamebuHerSymbols● ′abso｢banceat280nm′○ ′mVertaSeaCtlVlty(unltS/ml)
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Flg.2 SephadexG-100columnchromatograPhyofPeak二.ThePeak-Ifract10nelutedfrom the

DEAESepharoseFastFlow columnwasapplledontoaSephadexG-100column(30x650

mm).whlChhadbeenequlllbratedwlth20mM potasslum Phosphatebuffer(pH6.0)con-

talnlngO2M sodMm ChlorldeandthenelutedVvlththesamebufferSymbols.●′absor-
banceat280nm,'0,lnVertaSeaCtIVlty(unltS/ml).
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一■-Front
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SDS-PAGE PAGE

FIg3 PAGEandSDSIPAGEofthelnVertaSeSfrom defecatedJulCeandtheJulCePreCIPItate.

ThefollowmgmOlecula｢＼〃elghtmarkerp｢OtelnSWereelectrophresedlnlanel･phosphory-

laseb′94.OkDa′albumln′670kDa′Ovalbumln,43.OkDa.carbonlCanhydrase,300kDa,

tryps)nlnhJbltOr,201kDaLanes2and4arethelnvertasefrom defecatedJulCe,andlanes

3and5thatfrom theJUICePreCIPltate.
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Flg4 SephadexG-100columnchromatographleSOfPeakTandthesaltlng一〇utPreCIPltatefrom

theJulCeThesaltlng10utPreCIPltateWasObtalnedfrom MuscatBalleyA grapeJuICe

bytheadd[tl0nOfammonlum Sulfate(80%saturat10n).ThechromatographleSWereCarrl-

edoutaccord川gtOtheprocedurelnFlg2Symbols●′Peaklfract10n(PrOtelnfractl0n

from theJulCePreCIPltate),○′Saltlng10utPreCIPltate(protelnfractJOnfrom defecatedJulCe)
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Flg.5.EffectofpHontheactlVltleSOfthelnVertaSeSfrom defecatedJulCeandthe｣uICePre-

clPltate･TheenzymeactlVltleSatVa｢10uSPHsweremeasuredat30ocus=1g02M Mcll-

valnebuffer(pH2.5-7.5)Symbols●● ′mVertaSefrom the川ICePreCIPltate;0.1nVertaSe
f｢om defecated川1Ce.
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Flg6 EffectofpHonthestabJlltleSOfthelnVertaSeSfrom defecatedjulCeandtheJUICe

precIPltate,Theenzymesolut10nSWeremIXedwlth02M McIIvalnebuffer(pH257.5)

andpre-Incubatedat50ocfor30mln.TheresldualactIVltreSOfthetreatedenzymes

we｢eassayedunderthestandardcondlt10nS.Symbols:● ′lnVertaSefrom theJulCe

precIPltate′0.川Ve｢taSefrom defecatedJuICe
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FIg7 EffectoftemperatureontheactlVltleSOfthelnVertaSeSfrom defecatedJulCeandthe

JUICePreCIPltateTheenzymeactlVltleSatVarl0uStemPeratueS(30150℃)weremeasured

atpH40Symbols+,lnVertaSefrom theJurCePreCIPltate,.0,lnVertaSefrom defecated
JuICe.
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Flg8 EffectoftemperatureonthestabllltleSOfthelnVertaSeSfrom defecatedjuICeandthe

JulCePreCIPltate.TheenzymesolutIOnSatVarl0uS(pH4.0)werepre-Incubatedatvar10uS

temperatures(30-50oc)for30mlnandthencooledatOoc TheresldualactlVltleSOfthe

treatedenzymeSWereassayedunderthe

theJuICePreCIPltate,'0,lnvertasefrom

考 察

植物インベルターゼの発現や精製実験において同

-の植物組織中に2種類のインベルターゼが存在す

ることが報告されている｡すなわち､植物組織中に

溶解している可溶性インベルターゼと高塩濃度の溶

媒ではじめて抽出される不溶性インベルターゼであ

る｡この不溶性インベルターゼは細胞壁に結合した

インベルターゼとして組織化学的染色法によりその

細胞レベルでの分布が明らかになっている(1 9㌦

同一組織中の可溶性および不溶性インベルターゼを

比較した結果は植物の種類によりかなり異なってい

る｡たとえば､小麦種子インベルターゼでは可溶性

および不溶性インベルターゼの加水分解特性そのも

のが異なること`L'こダイコンの実生インベルター

ゼでは両インベルターゼタンパク質に結合した糖鎖

の遠いにより､両インベルターゼの電荷の状態が異

なる 2̀'ことなかが報告されている｡一方､Hawker

は 1̀0)ブドウ果実インベルターゼは細胞質や液胞

に存在する可溶性インベルターゼがすべてで､不溶

性インベルターゼは抽出の際にタンニンと複合体を

形成してできる二次的産物であると報告している｡

我々はブドウ果汁中に溶解している可溶性インベ

standardcondlt10nS.Symbols:●.mVertaSefrom

defecated川ice.

ルターゼを精製する際に得られる果汁沈殿中 (pH

3.0では可溶化しない沈殿)にも強いインベルター

ゼ活性を見出した｡このインベルターゼ活性は0.2

Mホウ酸緩衝液 (pH8.5)によって可溶化され､果

汁に溶解しているインベルターゼに較べて量的には

圧倒的に多かった｡果汁沈殿中のインベルターゼは

電気泳動による分析およびスクロース加水分解特性

において果汁に溶解している可溶性インベルターゼ

と同一であることが示された｡果汁沈殿の成分とし

てはタンパク質11.3%､中性糖17.9%､酸性糖

40.2%､フェノール1.7%であり､タンパク質以外

の成分が多く存在した｡これらの結果は､不溶性イ

ンベルターゼは果実を破砕した時に二次的に生ずる

酵素タンパク質とタンニンの複合体であるという

Hawkerの提案 ‖ o)と一致している｡しかし､組織

化学的染色法によるマスカット･ベリーAブドウ果
実成熟中の不溶性インベルターゼの検出実験では､

不溶性インベルターゼが必ずしも二次的な産物では

ないことが示されている(川 ｡すわなち､成熟途

中のブ ドウ果実のディスク状切片の活性染色実験

は､ベレーゾン直後のブドウ果実組織に水洗処理で

は除けない強いインベルターゼ活性が存在すること
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を示し､さらにその活性の上昇は可溶性インベル

ターゼ活性の上昇時期よりも早かった｡もし､活性

染色により検出される不溶性インベルターゼが100

%二次的産物であるならば､その活性の上昇時期は

可溶性インベルターゼの上昇時期と一致するはずで

ある｡したがって､ブドウ果実中の不溶性インベル

ターゼには､生体内で組織に結合しているものと果

汁を取る際に可溶性インベルターゼが不溶化してで

きる二次的なものかあると考えるのが妥当であろ

う｡しかし､ブドウ果実のインベルターゼが本質的

に1種類しか存在しないのかという疑問に対して答

えを出すためには､成熟レベルの異なった果実から

様々な抽出方法によりインベルターゼを抽出し､ア

イソザイムの有無を確認する必要がある｡
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