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Purification　and 　Some 　Properties　of　the　Nucleases　Separated
from 　Wheat，　Barley　and 　Millet　Sprouts
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C ・ude 　en ・ymes ・x・・a・t・d　f・・ m 　 whea ・，　 bar1・y ・・ d 皿 il1・t ・p・・ ut ・ w ・re 　p 。，i壬i。d　by

・eve ・a1　P・・曲 ・e・ and ・epar ・t・d　i… f・a・ti・n・ ・f　fi・・ n ・ ・1・ases （PD 厂 PD ，），　tw 。　ph 。、ph 、．

tas・・ （PM ，
−PM ・） ・・ d ・ n ・ p。ly・ud ・・tid・ phQ ・ph・・yl・・e　 by　the 　c。1… ・h，。m 。t。9，aphy

on 　DEAE −cellulose ．　 Then 　they 　 were 　purified　 by　approximately 　l，000　folds　of　the　nucle ・

ases ，500　folds　of　the　phosphatases　and 　400　folds　of 　the 　PNPase 　with 　a 胎orbancy 　at 　280　m μ ．

　　1）　Three　out 　of　the　five　nucleases （PD1，　PD2　PD ，）and 　the　two 　phosphatases （PM1 ，　PM2 ）
were

　the　same 　as　thosc　of 　the　three　nucleases 　and 　two 　phosphatases　separated 　from　mung

bean　sprouts ； PD ，　was 　tlle　endonuclease 　with 　the 　optimum 　pH 　at　 4．5．　PD2　and 　PD ，
　were

exonuclease 　with 　the　 optimum 　pH 　values 　at　5．O　and 　8．0．　 In　PMI 　and 　PM2　the　 optimum

pH 　was 　5，0　and 　7．5　respectively ．

　　2）　The 　optimum 　pH 　of 　PD3　and 　PD5　were 　5．5　and 　8，0，　and 　the 　temperature 　optimum

was 　60℃ for　both．　They　were 　considerably 　heat　labiie　（60％ of　their　act1vities　 vanished

in　30　mln 　at　60℃）．　 They 　are 　stable 　a亡 pH 　values 　from　4．5　to　7．0．　 Their　activities　were

inhibited　by　metal 　ions　and 　a （rtivated　by　a　few　dユelating 　agents ．

　3）　PD3　and 　PD5　showed 　the 　activities　on 　RNA ，　DNA 　and 　bis（か nitrophenyl ）phosphate，

but　on 　RNAcore　and 　thymidine −5ノーp −・nitrophenyl 　phospha 亡e　they 　did　not 　show 　any 　activities．
In　their 　hydroIysates　of　RNA ，　no 　5！−mononucleotides 　were 　detected　and 　more 　3ノーpyrimidine
mononucleetides 　were 　found　than　3t−purine　mononucleotides ．　 From 　these　results

，
　PD ，

　and

PDF　 may 　be　classi 丘ed 　 as 　endonuclease 　specific　to　bases　 and 　 substrates ．

　4）　The 　opti 皿 um 　pH 　and 　temperature 　of　PNPase　were 　5，5　and 　50 ℃．　 It　is　considerably

heat　 stable （  niy 　20幻　Qf　the　a （：ivity　vanished 　in　30　min 　at　60℃）and 　it　was 　also 　stable

at　pH 　5．〔FZG ．　 It　 was 　activated 　 remarkably 　by　Mg ＋Te
　 Ca“ ＋

，
　 Co ＋ T

，　 Mn ＋〒
a皿d　POE，

’
．　 It

strongly 　rea （ned 　on 　5’−ADP 　but　weaklv 　on 　5’−CDP ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヅ
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緒 貫

．
筆者 らは，前報 L）

に お い て ，小麦， ア ワ 発芽体およ

び麦芽根から抽出した酵素液の酵素的性質とRNA 分

解生成物な どに つ い て ， 二 ， 三 の 知見を報告した．

　本報 で は，さらに こ れら抽出酵素液を精製分別した

とこ ろ， 5 種の nuclease と 2種 の phrosPhataseおよ

び 1種 の PNPase が含まれ て い る ζ とが判明 した．

そ こ で，これ らの
一

般的性質な らび に特異性などを検

討 した結果 ， 5種 の nuclease の うち ， 3種 の nuCl ・

ease は， 緑豆 に含まれる 5’・endo お よ び exonuclease

と同一酵素で あり． 他の 2種の naclease は，基質お

よ び塩基特異性の強い 3’・endanucleese で ある こ ど

また ， PNPase は， 基質特異性の 少 な い 金属要求酵素

で ある こ となどが明 らかとな っ た の で報告す る，

契 験 方 　法

　酵索 の 精製方法，酵素活性と精製度の測定お よ び分

解生成物の 同定などは ， すぺ て既報2−0 と同様に して

行な っ た．

結 果

　1． 酵素の 精製　　小麦， ア ワ発芽体お よ び麦芽根

な どの 抽出酵素液を，熱処 理．硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 分画，

リン 酸カ ル シ ウ ム ゲ ル 処 理，Sephadex 処理 ，エ タ ノ

ール 分 画 お よ び DEAE 一セ ル n 一ス カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラ フ ィ な ど の方法 に よ り精製分別 し， そ の結果を それ

ぞ れ Table　1 お よ び Fig．1 ｛a｝〜｛c ）に示 した．す な

わ ち，nuclease 　は 5 種 （PD ：
’vPDs ）に，　 phesphatase

は 2種 （PM ！
〜PMt ）に，　 PNPase は 1種 に それ ぞ れ

分別 された．こ の結果 ， 280　m μ における吸光度当り，

nualease は約1，000倍 に ，
　 phosphatase は 約 500 倍 に、

PNPase は約400倍 に精製された．

　以下 ， これ らの各画分を0〜4℃の 冷水 に24時間透析

して供試 した．

　2．　精製酵素 の踏性質

A ．nuclease の
一

般的性質　　RNA 基質で 検討 した

結果を Fig．2 （a ）〜（d｝に示 した。す な わ ち 各 精 製

nuclease の 至適 pH は，
　 PD ユ は pH 　4．5，

　 PD2 は

pH 　5．0．　PDs は pH 　5．　5
，　PD ‘ お よ び PD5 は pH

8．0 に あ り，至適温度は い ずれも 60℃ に ある，PD ・，

PD ， お よ び PD ， は ， い ずれ も耐熱性は 強 く， pH 　5．5．
60℃，

30分間 の 処理 で 10％ の 失活に 止まる の に対 し，

PDs お よ び PD5 は ， いずれ も耐熱性 は弱く， 60％ が

矢活す る，また，PDI，　PDa お よ び PD ‘ は ，
　 pH 　5．0

〜 7．5で ，
PD ， お よ び PDs は ，

　 pH 　4．5〜7，0で 安定

で あっ た．
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Fig．1，　 Colum 　dπ omatography 　of　wheat ，　m 且・

　　　　正et　 and 　 barley　 sμ ou 熔 enzy ：鵬 s　 on

　 　 　 　 DEAE −oellUlose ．

　The　enzymes 　we 爬 isoleted　 into　five缶a就 ion5

0f 　nuClease （PD ，鮨s），　two 　fractiOns　of　phosphatase

（PM1  の aロd　one 　fraction　of 　PNPase．　 The 　acti −

▼it至es　of 　n ロcleases　we 祀 measu ：ed 　on 　 RNA 　 a彑d

DNPP ，　phosphatases　on 　PNPP 　 and 　 PNPase　 on

5’−ADP 　 respectively2 ・s）．　 The 　 ch ：omatog 【aph 丘c

conditions 　are　as　follOWS．

　Column ； 2x30 　cm
，
　bufferiZed　with 　O．OOsM 　Na・

　　　　　phosph 駐te　buffer　solution 　（pH 　7，0）．

　Flow 　rate ： 10．5　ml ／60　min

　Fractien　sire： 6．（〕9
0 − o 　RNase　a ｛詫ivity血 easu ：ed 　on 　RNA

x −一一x

口 7777 口

●一。一●

●一 ●

（0．D ．　at　ao 　mp ）
PDase　activity 　measured 　on 　DNPP

（0．D．　at　420　m μ）
PMase 　activity 皿 巳asured 　on 　PNPP

（Q ．D．　at　420　m μ）
PNPa8e　aetivity　 measured 　on 　5’−APP
（0 ．D ．ヒt　260　m 芦）
Pratein　cc　noer ！tration（0 ．　D ．　at　280 皿 μ）

　金属 イ オ ン などの 影響は ， 各1（ド M 終濃度に お け る

RNase 活性を 測定 して，そ の 結果を Fig．3 に示 し

た．すなわち，mt は Mg ”

，　Zn
◆

な どに ょり，　 PD ，

は わずか な が ら ca軸，
　 C♂ ，

　Mn ”
，
　Zn” な どに より，

また ，
PD ， は著しく Ca ’＋

，
　C♂

“
，
　Mn 軒

，
　Zn” などに

よ り賦活され ， いずれ も一部の キ レ ート剤 お よ び還元

剤で 阻 害 され た．一方 PD3，お よび PDs は い ずれ も

金属 イオ ン に より阻害さ柘 EDTA ，クエ ン 酸などで

賦活された．
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　F量g．2．　Properties　of　the　purified　nucleases ．

Opt．　pH ，　opt ，　temp．，　pH 　 stability 　and 　heat　stabi・
llty　of 　the 　pur三fled　nucleases 　on 　 RNA 　 subst 職 e

were 　shown まn （a ），（b），（c ） and 　（d）．　 Tlte　in−
cubations 　of （b），（c ）and （d） were 　 earried 　 out

at 　pH 　4．5 （PD1 ）， 5，0 （PD2），55 （PDs）and 　 8．0
（PD4，5） respectively ．

　（a ）・ Reacti・n 　mi 跏 ・e　was 　 incubated　at　37℃
　 　 　 for　30鋤 n ．

　（b）・ Reacti。π mixture 　was 洫 c 噸 ted　f・r　30面 n ．

　（c ）： After　the　enzyme 　solutio ロ 　was 　heated　at
　　　pH 　5，5　for　301nin，　the　：ernaiロing　a（：ivity
　 　 　 was 　zneasured ．

　（d）：After　the　enzyme 　sbl 巴tion　was ．kept　at 　20

　　　℃ f≒r24hr ，　the 　re 田 a孟hing　activity　was

　 　 　 measa 皿 ed ．　　 ．　　　　　　　　 ，

BuffeT　used ： pH 　3−6，0．1　M 　acetate 　beffer　501uti・

　　　　　　o ロ
， pH 　7−9， 0．1　M 　triS　 bUffetr　solu・

　 　 　 　 　 　 tlo皿．

　●一 ●　 PD11　　　 A − ▲ 　PD ，

　Q …　 O 　PD2　　　　 △
一一一

△ 　PD5
　 x −一一x 　 PD3

．B ．　 Phosphataseの f 般的性質　　PNPP 基質 で検

討 した結果を Fig．4fa）N 〔d｝it示 した，すな わち，至

適 pH は，　 PM ， は pH 　5．　Oに ．
　 PM ， は pH 　7．5に あ

わ， 至 適温度 は い ず れ も37℃に あ つ た．耐熟性 は い ず

れ も弱 く， 60℃， 15分間 の処理 で 7e％が失活 し，ま

た，pH 　5．0〜7．0で 安定 で あ らた．金属 イオ ン に よ る

秘
200一

「
一一一〜

r
一一

「 ，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 PD 」

・・

警
ll：：
羞

200lOD

200IOD

　　　　婁聽 籠 茎寓量嵳慧 籌慧詈
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lj　 a

　　　　　　　　　　　　　　 £
b
羹奮

Fig．3．　 Effect　of　metal 　ions　or 祀 agents 　on 　the

　　　　aCtivities 　of 　purified　　nualeases ，

The　act 三v 三ties　of　PD ユ辱5　were 　measured 　on 　RNA
at　O ．　D ．260　m μ，

　after 　incubating　with 　10−3M 　of

metal 　ians　or 　reagents 　at　pH 　4．5 （PD 且），
5ρ （PD2），

5．5 （PD3）and 　8．0 （PD ‘，5 ），37℃ for　30　min 　res・

pect三veiy．

　　 匸 ：コ　 wheat

　　 簗 Zコ　 MiUet

　　 ■ 隙 Barley　r・。t

影響は Fig．5 に示 す よ うに，　 PM ・ は金属 イオ ン に

よ っ て 阻害され ， PM2 はほ とん ど影響ざれず，いず

れも CNロ
， シ ス テ ィ ン ，　 EDTA な ど に よ っ て賦活さ

れ た．

C ．PNPase の一般的性質　　5
’−ADP を基質として

検討 した結果を Fig．6 ｛a ）〜〔d｝に 示 した．．すなわち ，

小麦，ア ワ，麦芽根ともに ， 至適 pH ．は ．pH 　5。5に あ

、り， 至適温度は 50℃で あ っ た． 耐熱性 はや や 韜 く，
60℃，30分間の 熱処理 で 約20％の 失活に：止富 げv ま

’
た，

PH 丘0〜7・0で 安定で あら
’
た：1金 属 イオ ン 淫 滅 D影響

は，Fig．7 に示す よ うに Mg ▼▼
，　 Ca〒r

，　 Co ’＋ M ♂．
POi

一
などに よ り20〜30％賦活され るが ，

一
部の キ レ

ー ト剤，還元 剤な どに よ る影響は み られなか っ た．
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Fig. 4. Properties oftfhe-purifieci  lihosphatases.

OpL/ pH, opt. ternp., 
'PH

 stability and  heat stabi-
lity of the purified. IihtisPhataseS' on  PNPr` sube-

trate wete  ･shc,vrn in (a), (b), (c) and.(d).  The
incubations of  (b), (c> and  (d) were  carried  out

at  pH  5.0 (PMt) and  75 (PMi) respectively.

  
'(a):

 Reaction mixture  was  incubate(l at 37℃
     for 15 min.

  (b): Reaetion rnixture  was  lncubated for 15
     min.

  (c): After each  enzyme  solution  was  heatecl at

     pH  5.5 for 15min, the remaining  activity

     wns  measured.

  (d):After each  enxyrne  salution  was  kept at

     20℃ for 24hr, the  remaining  activity  wus

     measuled.

Bnffer used:  See Fig, 2.
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Fig, 5. Effect of  rnetal  ions or  reagents  on  the

      activitles of the purified pho$rihatases.
Phosphatase activities of  PMi-2 were  measure(l

at O. D. 4ee rnp-  on  PNPP, after  incubating with
10-'M  of  metaL  ions or  reagents  at pH  5.0 (PMi)
and  7.5 (PMt), 37℃  for 15min  respectively.
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 Fig. 6. Properties of the purified ?NPase.

Opt. pH,  opt. ternp., pH  stability and  heat stabili-

ty of  the purified PNPase on  5'-ADP  substrate

Sfirere showu  in (a), (b), (c) and  (d). The
ineubatians of  (b), (c) and  (d) were  carried

out  at  pH  5.5.

  (a): Reaction mixture  was  incuhated at  37℃
     for 60min.
  (b) : Reac tion mixture  was  ineubated for 60 min.
  (c): After the enzyme  solution  was  kept at co

     ℃ for 24hr, the rernaining  activity  was

     measured.

  (d):After the enzyme  solution  was  heated at

     pH  5,5 for 30min, the remaining  activity

     was  meesured.

  e  e  Wheat
  o----o  Millet
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Fig7　7，　　Effect　o五　me 団 　　ions　or　r瓰 9  徳 on 　血e

　　　　acti ・ity　6董the 　p・Ptied　PNP ，鯲 ．
PNPase　actiVity 　 was 　 meas ロ red 　a しO ．　D ．260　mp
  5’−ADP

，
　after　

’
incuhating　With　

’1（トtM
　of 　metal

io轟s　or　reag 弓塒 8　at　pH 　5．5
，
37℃ for　60面 ロ．

　　 匚：：1　 Wheat

　 　 面 　 　MiUet

　　 ■ 　　Balley　r◎ot ・

型
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讐
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雪
O

開一
8Q

飼一
零
U

・

蔓萋

　
　

　

ほ

　3．．碁質ならび に塩基特異性　 各精製酵素を ，
nu ・

dease は DNPP 基質 で 400単位／皿 1 に，　 phoshatase

は PNPP 基質で 250単位／ml に，また PNPase は 5t・・

ADP 基質で 250単位／m　1に そ れ ぞ れ調整 して ． 各種

の 基質に作用 させ た結果を Fig．8〜10に 示 した．

A ．nuclease 　PD ， は RNA ，　 DNA ， 5’一一NρT な

どの基質 に対して は ，
PD ， お よび PD ， の 約 2倍の

活性を示すが ，
RNAcore に 対して は ，

　 PD， お よび

PD4 に比ぺ 活性 は著 し く弱い ．　 ζ れ ic対 し，
　 PDs お

Nuclaose　　RNA DNA 　　RNAbore　 5L　N尸了

　 21，　3
．
　r　cyじiic

−

CMP 　　　AMP

Fig．8，．Specificity　of　the　pu頃Iied　nucleases 　for
　 　 　 　．va工io霞ユs　substrates ．

Eacihp旦ri｛ied　nuclease 　PD鼻噂5　was 　adjusted 　to　400
units ／血I　on 　DNPP 　and 仕Len 廓as　u廳 d．　 The 　in・

cubations 　were 　caロ ied　out 　at．　pH 　45 （PD 二），
5．0

（PD3），
．5．5 、（PD8）and ＆0　（PD 頓 ） respecdvely ．

The
．
皿 eas ロ rernents 　 of 　the　 acti マies　on 　vadeus

．
su。

bstrates　a 祀 shown 　in　the 　previous　paper3，8》，

　 　 　【＝ コ　 Whe ロt

　　　四 　　Millet

　　　■ ■　 Barley　root

よ び PD5 は ，　 RNIY 　DNA に は 作用するが ，　 RNA

◎ ore お よ び 5’−NPT に は全 く作用を示さ な い ．また ，

2t
、
3’「己ydic　mononudeotide 　IcSUして は ，　PD 二 は環

状結合を開裂 しな い が，PD ， お よ び PD ． は い ずれ も

2「

，3’

cydic 　AMP の 環状結合を開裂 して 3’−AMP を

生成した．一方， PD3 および PD ， は， 2’

， 3’−cyClic

CMP の 環状結合を開裂 して 3’−CMP を生成 した．

Table　2．Degradation　of　RNA 　by　the　pロr迂ied　nucleases （PD3　and 　PD δ）
from　 whea ち barley　and 　millet　Sprouts ．

Isolated　menonuCleotide5
Itern NudeaseCMP

AMP UMP GMPDegradation
　of 　RNA （％）

Mo   r　 ratio ｛
　 PDs

　 PD ，

伽   ・ … 儒：

黯
翫 h’ff’s

｛；B：

1．9− 2．1

1．6− 2．1

purplepu

叩 1e

1．01

．opurplepurple

〃

〃

1．6− L8 　　0．3− 0．5

1．5−−1ρ8　　0．6−−0．7

〃

〃

puxplepurple

〃

〃

　　　 「
34− 5931

− 42

　5mg 　yeast 　RNA 　was 　hydroly2ed　with 　L5 　ml 　of 　each 　purified　nuclease 　PD3，5 （400　u ロit5／ml 　 on

DNPP ） aや H 　55 （PDg）and 　8．e （PD5），6D℃ 正or　6　hr　resp   tively，　a ロd　then 　the 　hyd切 卿 tes

were 　analyzed

馳
埓 the

．1anio
見 exithaロgeτ colurnn 　chrcnnatography

’》．　 The　degradation　of、　RNA
』
（％）

圭5 山 e ・td協 f独 。。 nts ・6f：
”
itt・ ・。im 　mm 。 nud 。。tide・・t。　th ・ 。ffe・ed　quantiry 。f　RNA ．
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な お，PDs お よ び PDs の RNA 分解生成物 は，

Table　2 に 示 したよ 参た， い ずれも 3’−monontiCleo −

tide で あり， そ の 生成 モ ル 比 は，
　 pyrimidine 系が

prurine系の 約 2倍ずつ 生成され ， また ， 分解率は31

〜59％ の 低率で あ っ た．

B ．phosphatase　 PM ， お よび PM2 は，いずれも，

5’

お よび 3t−AMP ， β
・gly  釦 phosphate，　PNPP な ど

の 基質 に 対して 作用を示す が ， PM ・ は 5’”AMP に，

PM ， は 3’−AMP ・に や や強く作用す る傾向が み られ

た．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 S翻DS 士ru身a5

一

　
ρ脚 ゜把 PNPP 　 5

’一覦 　 　3
’−AMP 　ffgl醐 。卜、

ab

Fig．9．　Sp  ificity　of 　the 　purified　phosphat ＆ ses

　 　 　 　for　various 　substrates ．

E8 〔血 pu甜 ed 　phosphatase　PM 重軸2　was 　adlusted 　to

250units／ml 　on 　PNPP 　and 　then 　was 　used ．　 The
incubatl  s　were 　carried 　 out 　 at　 pH 　5，0 （PM 二）

and 　7．5 （PM2）respectively ．　 The 　
’
measurementS

of　the　activities　on 　various 　sub6trates 　are 　shovm

血 the 　previous　papeτfrt）．

　 　 ：：コ　 Wheat

　　 囮 　　MiUet

　　 ■■1囁　　　Barley　root

C ．PNPase 　　 各 5’−ADP
， 5t−CDP ， 5’−UDP お よ

び 5’−GDP などの 基質 に はt い ずれ も作用を示すが，

ADP に 対す る活性が最も強 く， また ，
　 CDP に対 し

て 最も弱 い 傾向が み られ た．

OD ［260ffP）E　　O ト　 02 　　　01 　　02

一

　 　 　 　 　 　 Substrate［
−

−
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OI　 O2 　　　0 亅　 O．2

Fig．10．　Specificity　of　the　pur冠ied　PNPase　for
　 　 　 　 職 iOUS　sudStrates ，

The　puri偸∋d　PNPase 　was 　 adjusted 　to　250　units

／ml   5’−ADP 　and 　then 　 was 　 used ．　 The 洫 cu ・

bation　was 　carried 　out 　at　pH 　5石．　 The 血 easure ・

ments 　of　the 　activities　on 　each 　nuc   ide−5’−d孟・

ph。8phate 訂 e　sh 。wn 　in　the　preVious　paperl）．

　　 ＝ コ　
『
W，　 hegt

　　 陣 　 Millet
　　 ■■曝　　　Balleyτoot

考 寮

　小麦，ア ワ発芽体お よ び麦芽根よ り精製分別 され た

5 稀 の nuclease （PDi ’vpDs ） と 2 種 の phoshatase

（PMl ，　 PM2 ）およ び 1 種の
「PNPase などの 性質を

Table　3 に要約して 比較した．す な わち ， 5種の nu ・

clease の うち 3 種の nuclease （PD ，，．PD ，，　PD ，）お よ

び 2種 の phosphatase は ， そ の 酵素的性質に お い て ，

緑豆か ら分別 さ れ た nuclease およ び phosphatase に

そ れぞ れ相当す る 同一酵素で ある ζ とは明 らか で ある．

　 これ に 対し， 緑豆 で は認 め られ なか っ た 2 種の nu −

clease （PDs，　PDs） は，前記 3種 の nuclease とは著

しく姓質を異に し，基質お よ び塩基特異性の 強い 金属

非要求酵素で あ り， ま た ， purine系 2’

、 ．3
’−cyclic

mononuClebtide 　 lζ は 全 く作用を 示 さない endonucl ・

ease で あるこ とより，

．
い ずれ もす い 臓型 の RNase お

よ び中桐 ら
5》

が報告して い る麦芽根の RNase 皿 に 類

似 した酵 素 とみ られ る．

　 また ， 1 種分別され た PNPase は ，
　 Kesselerらfi）

が 小麦発芽体 の microsomeに 認 め た PNPase と基質

特異性お よび耐熱性などの 点 で類 似 す る こ とか ら， ほ

ぽ 同
一

な PNPase で あ る と考えられ る．

　以上 の ように ， 小麦，ア ワ 発芽体およ び麦芽根 に 含

まれる 5 種 の nucleEse は，相互 に か なりの 点で 性質

を異 に し， き わ め て 複雑多様で ある．した が っ て ， 植

物種子発 芽体拍出酵素 に よ り核酸を分解す る場合， 酸

性 で分解す る場合は ， 前記の PD ，，
　PD ，，　PDs な どに

当 る endo お よ び exonuelease が主として 作用 し，

また，ア ル カ リ性 で分解す る場合 に は ，
PD ‘，　PDs な

どに 当る endo およ び exonuclease が 作用 し， い ず れ

あ場合で も 5’

体と 3’

体の monenucleotide が併成

さ れ るの である．た だ し， 分解 に際して ， 抽出酵素は

phosphatase の 作用を阻止す る た め に予熱処理 す る こ

とが一
般で あ る こ とより， 耐熱性に 劣る 3，−nuclease

（PDq　PDs）は かなり失活し， その 結塁至二噬

ー に対して 3’

体の 生成量が僅少に 止 まる もの と思わ

れ る．

　ま た ， 植物種子発芽体の 精製酵素に よ り核酸を分解

す る場合，生成 mononucleotide は，従来 5’

体，3’

体ある い は 5’

体 と 3t 体な ど と種 々 論議 は あ るが ，

こ れらの 各精製 nuclease は，精製方法の 差異 に よ っ

て，筆者らの分別 した いずれ か の nuclease に該当 し，

そ れ ぞ れ の
一面 的 な 結果 の み を 主 張 した もの で あ ろ う

と
．
思わ れ る．

　以上の ように，禾本科植物 の 種 子発芽体 nuclease

が ダ 緑耳の それ に比べ て 著 し く性質を異 に し，複雑な
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酵素系を有す るこ とは ， 種子 そ の もの の 物質組 成に起

因す る発芽代謝機構 が異な るた めとも思われ るが，き

わ め て 興 味深 い 問題 で ある．

要 約

　 小 麦，ア ワ 発芽 体 お よ び 麦芽 根 に 含 ま れ る nuclease

の 精製を行ない ，各精製酵素 の
一

般的性質およ び 特異

性な ど に つ い て 検討 した．

くユ〕 抽 出液 を熱処 理 ，硫 酸 ア ン モ ＝ ウ ム 分 画，リン 酸

カ ル シ ウ ム ゲ ル 処 理，Sephadex 処理，エ タ ノール 分

画 お よび DEAE 一
セ ル ロ

ー
ス カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

な どの 方法 に よ っ て ，　 5 種 の nuc ］ease （PD 、
〜PDs ）

と 2 種の phesphatase（PM ，
〜PM2 ） および 1種 の

PNPase を 精製分別 した、

  　前 記 5 種 の nuclease の うち，　 PD1 は 　 endo ・

nuclease ，　PD2，　PD4 は exonuclease で あり， い ず れ

も RNA を分解 して 5’−
mononucleotide の み を生成

す る耐熱性 の 強い 金属要求酵素 で あ る．

（3〕 こ れ に対 し， PD3 と PD5 は ， 至適 pH をそ れ

ぞ れ pH 　5．5と8．0に ， ま た ， 至適温度を60℃ に有す

る耐熱性 の 弱 い 金 属非要求酵素で あ り，RNA を 分解

して 3’−mononuc1 θotide の み を 生成す る pur三midine

塩基特異性 の強 い endonuclease で あ る．

｛4｝ PM ・ と　PM ， は，至適 pH 　を それぞれ pH

5，0と7，5に
， ま た ， 至 適 温 度を37℃ に 有す る耐熱性 の

弱 い 酵素で あり，い ずれ も緑豆 に含まれ る 2種の ph ・

esphatase と同一酵素 で あ る．

（5） PNPase は，至 適 pH を pH 　 5．5に ，至適温度

を50℃ に 有 し， 耐熱性 はや や 強 く， pH 　5．0〜7．0で 安

定で あ る． ま た，大 部 分 の 金属 イ オ ン お よ び PO ，
s一

な ど に よ り著 し く賦活 され ， 特 に基質特異性 はみ られ

な い．

　 終 りに の ぞ み，本 研 究 に 際 し，御校 閲を 賜 わ っ た北 海道

　大学水 産学 部斎藤 恒行教授，な らび に 本 報告 の 発 衷を 許 可

　 され た 当社竹井俊 郎社長 に深甚 な窩 意 を表 します．なお，
　本 研 究 の 概 要 は，昭 和 42年 4 月 4 日，東 洋 大 学 で 開 催 され

　た 日本 農芸化学 会大 会 に お い て ，講演発 表 した．
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