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TISELIUSの電気泳動旗は酵素の精英，分離並びに席屯壁の判是に応用されて著しい成成をあげている∩ しかし，こ  

の方旗の泳動には要素溶液として約2％の蛋白濃度の溶液を数ml必要とする著名は用薗のペクチノ分解磐素に．  

ついて研究を行ってせたが（ト6），更級った酵素は精選されたときほ，やや不責窯となり，濃縮溶液を相当盈得るこ  

と．ほ困難であったここにおいて，少盈の試料を使用して電気泳動を実施する計画をたて，濾紙竃豪泳動法および  

2；One electrophoresis法によってペグチ・ソ分解酵素の泳動を待った一，なかでも，ZOne eiectrophoresisによって  

pectinesterase，】iquefyingpolygalacturonase並びにmacera†ing en2＝ymeの分離を行うことができたので  

においてその結果を報質する．  

実 験 お よ び 結 果  

A．濾紙電気泳動法によるmaceぞa七ingenZymeの泳動   

諦祇電気泳動旗によるmacerati耶enZyme（Mモミ）の電気泳動つ結果については既に第4報（6）において簡単に報  

告したCJ／邑JS£〝ヲ〟∽Vat、S夏鳥0七之α〝捉偶のMEほpH7・4の財／5つ憐竣緩衝液を使桐して泳動せしめたと．き除転倒へ・  

泳動することが分った泳動後，盾ちに蘭紙を120QCにおいで30分間加熱して酵素蛋白を・固堰した後，bromphenol  

blueまたはAmido3ChwaIZlOBk．よって染色し，洗ミ條液および水中において墨僅部以外の色素を除去したこのと．  

きまでほ泳動した蛋白部の墨色帯は極めて鮮明で巾も狭く，純度の判定も簡嘩に行うことができた・しかし，濾紙を  

洗碓液から取出して乾燥するとき，量望部ほ．次卿こ拡散して巾が広くなったい従って，イオ・ソ交換樹脂のカラムを使  

用してMEを嘩難した後，その純壁の判定を行うには便利であるが，濾紙電気泳動攻を使悶して二種類以上のペクチ  

ソ分解翠素の分離を行うことは困難であると判断した′ 

B．zoIle elec七rop‡10reSisによるペクチン分解酵素の分離   

2：One electrophoresis法はKuNKELおよびSLATER（7）によって発表されて以来，簡単な装冒を使増して著しい効  

果をあげている蛋白を泳動した研究載嘗ほ多数み．られるが，酵素蛋白の泳動結果についてもpho＄phatase，（8）  

ceilul旦Se（9），iso3Lmylase（10）等について発表されている‖泳動装置についてもSMITI王IES（11）は詳細に換討を行い，  

supportingmedium についても戯粉を使欄するものから，（711）セルロースの粉末を■処喫したもの，（1213）澱粉，ア  

ミロ－ス，HyflosupeT・celの混合体を債増するもの（14）等が提案されている．著者等は最も鹿単に行い得る方法と  

して澱粉をsupportingmediumとするzoneelectrOphoresisをベタチy分解酵素に適用してその分離を行った…  

1．泳 動 装 置   

trayの大きさは，決さ（内寸）1。4c二恥巾3cm，長さ25c：Ⅵのものと，傑さ1cm，巾5cm，長さ45．2cmのものと  

二種類を償崩した両極は白金坂を億増し，各極には2偶発のele＝tごOde comp2rtmeヱIlを使用して，各々に〃／50  

燐酸緩衝液（pH74）を入れた12偶のCOmpar・tmentの間には油紙をつめて綬髄液を■浸硫したU字管のブリッジ  

を4個宛使用した‖ COmpartmentの間にはl偶のtrayをおき，trayには下記のように・して澱粉を充嘱し，その  

両端にはtrayと大体同じ巾の濾紙を4枚又は5披露ねてcompartment内の緩衝液と連絡したlこれ等の装置は  

泳動持の棺に収め，硝子板で蓋をして，低塩で泳動を行う必要があるときは全装置を氷室に入れて実験を遂行した．．  

＊現在の動我先は徳島農業高等学穣  

＊＊現在の勤務先は神戸屋パン株式会社   
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氷室の温度ほ5JCであった，   

2．竜ray申へ＝驚粉を充填する方法   

⊥記の小型のtrayを使稲す・るとき，次のように澱粉を充填した‖局方愚鈴署澱粉100gを250mlの蒸溜水中に投入  

し，撰弾・して30分間放置し，⊥＿澄液を除去するいこの操作を5匝仮優して水洗を完了する」・次に・A〟50燐酸緩衝液  

（pH7い4）を使用して同様の操作で3匝悦服する劇夜同じ燐酸緩衝液に浸潰して放置した後，級蘭液を除去し，で  

きる限り少藍の緩衝液を加えて澱粉割としてtrayに流し込むト 3時間放置して緩衝液が流出し，澱粉の表面の過剰  

の液も濾紙で除去した後，泳動に使周した，   

3‖ S硯ppO‡・七ing medillmに酵素液を導入すrる方法   

supporthlgmediumの澱粉ブロックに試料を導入する前に30分間電流を通したl   

Cl”jusineumvarいSikokianu椚のMEおよびpolygalacturonase（PG．）は陰極側へ泳動することほ，濾紙電気  

泳動旗によって明らかになっていた一また，A弼」承り粕釣棚川場および見張れ漬加ゎj誹物路即はのべクチノ分解酵素  

は何れも陰極側へ泳執することも分った．従って，也ayの陽極側の端から約一色の個肝を選定して，小型tTayのとき  

ほ澱粉・ブロックを巾1cmの大きさに．切りとり，大型l㍑yのときは巾2c‡Ⅵに切りとって，これをピーカー研こ入れ  

て各酵素液を加えてよく横枠し，再びもとの個所へ充嘱した．この際気泡が入らないように潜志した・各酵素液は予  

めノ佑／50燐酸緩衝液を外液と．して24｛′48時間透析したい   

4．電気泳動中の電圧および電流並びに泳動時間   

電圧を250－－280V，電流をS．0 5．．2TnAに調節して泳動を行った・泳動時l抑£24時間を標準としたい   

5．電気泳動後の酵素の溶出法   

試料を導入した個所から両側へ1crnの巾に順次に澱粉プロヅクを切りとって，陽極例のものを十1，2・3‥・陰  

極側へ切りとったものを－1，2，3と．fTaCtio亨1の番号を附した大型のt㍑yを使用したときは2cm巾に切り  

とった．各々のfractioIlの澱粉ブロックを試験管に入れ，蒸溜水30Inlを加えてよく横枠した後2，000‡pTnでS分間  

遠心沈澱して上澄液を使用して酵素作用を測定したい   

6．酵素作用力の表示法  

（1）PGの作財力ほペクチン酸溶液の粘度低下および還元力の増加を以て表示したいその詳細匿ついては既に記載  

した‖（＝）またPGの尊位ほ和紙原料の発酵精練法の第14報（8）に記載の方法に従った・還元力の増加ほ作用液1Inl当  

りの0102Ⅳ沃度溶液の所要ml数に換算して記述した・  

（2）PEの作脚力ほRERIESZの方法の改良法（15）に従い，1％cjtruspectin溶液20mlに・酵素液と水を配合して  

30mlとし，300Cにおいて作用せしめ，一層時間後に几グ／10NaOH溶液を滴下して所定のpH偶になる迄の所要ml数を  

求め，RERTJESZのPEのカ価表示珠に．よって酵素液1ml当りのPMUmlを以て表現し，または1％ベタチソ溶液10ml  

当りに換算した∧ソ10NaOH溶液の所要m】，数を似てPEの力価を表現した  

（3）mace工ationの作問ほ馬鈴薯，三種または雁皮の切片に酵素作用を敦ぼし，3フOCに・おいて17時間後にその関  

繊状況を判定した．作問液の配合割合は，酵素液と水が1」5ml，MChvAINEの燐酸緩衝液0・5Tnl，植物の切片1個，  

トルオ・－ル3滴であり，馬鈴薯の場合は殖径1cm，厚さ1mmの小さい円坂とし，三相またほ雁皮の場合ほ1×1cm  

の皮1を切りとって使悶した   

7＝ Cg．柁Jさ言柁e〟m Yar．β沌0庵gα花〟肌のmaeeratingenZymeおよびpolygalaetuでOnaSeの電気泳動   

著者ほこの細菌のベタチソ分解酵素の精妙こついて研究を遂行してその成果を発表し，（3）続いてMEと．液化型PG  

とを分離し，し45）前者ほ植物組織のmacerationを強く出現させる新しいペクチン分解酵素であり，後者即ち液化  

型PGもmaceration作用を示すが，同好累はベタチソ醗に対する作卿こおいて大きい相異を示すことを指摘し  

た（6）∴MEおよぴPGの分離にほ専ら緩腐「ヒしたイオン交換樹脂を使用したが，この結果から判断すれば，当然電  

気泳動溝によっても両酵素は分離されるものと考えられたい ここにおいて著者等は，CJ．ノ≧g・鯨瞑類椚VaT∴Sgゑβカ云α〝〝∽  

の増養液よりペクチン分解酵素を既哉の力法（31に準じて粍饗し，この酵素液を俵田してzoneelect工Opbo工eSisによ  

るPG，MEの分離を行った，  

（1）酵素液の調製洪およびその酵素作用カ   

CJ一．／とJS吉〃ク〟∽VaIS≠カ0鬼才α柁〟研の培養は和紙原料の発酵精練渾の第13報（16）に報質したように・行ったい72時間嘩  

着後，発酵液を遠心沈澱し，色素および不純物を除去するためにDuolite A－7を通過せしめた．次に，通過液を酸   
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性化したAmbeIliteIRC・50，50mlを含むカラム上に油■下してPGおよぴMEを馴Eに扱者せしめた後，カラム  

を水洗し，琴io入7アシモエア溶液50mlを加えて酵素を溶出した・・この溶出液は酵素濃度が煩いので，淑任下25 

300Cにおいて約痛容藍迄濃縮し，拡縮液ほ財／50燐酸緩衝液（pH｝4）を外液として透析にかけ，氷室で24時間透析  

後，この内液1mlを使用して2；OneelectIOPhores5sを行った巾この透析液にほME，PGを含有し，粘度低下法に  

ょって測定したPGの嘩位数を窒素】mgに換算すれば7042．2単位となった・酵素液調製過程中のPGの作用力は笥1  

襲に示す通りであった．  

鶴1表 精製過程申のPOlygalacturonaseの作用カ  

液由N  
mg／10Jml  

PG unit  

画二二二［二重  
精  製  過  程   

遠  沈  液   

Duolite A・7通 過 液  

AmbeT1iteIRC－50吸潜，溶出液   

濃 縮，透 析 液  7042．3  

（2）電気泳動によるPqおよびMEの分離   

zone electrophoresisには上記のtrayの中大きいものを使用した・陽極から約！iの距離において澱粉ブロック  

を2cmの巾に切りとり，前記の精製酵素液を添加した・・使用した酵素蛋白の意は0い67mgであった・280Vの電圧で  

5，．0InAの電流を・流し，50Cに．おいて27時間泳動を行ったり泳動後酵素を導入したブロックから両側へ2cmの巾に澱  

粉を切りと．り，上記の方法によってPGおよびMEを溶出して酵素作用カを測窯した・MEの作用は馬鈴薯の切片の  

maceI融ioユ1で表現した．作用液の配合割合  

ぼ前記の通りとし，酵素液の使用慮ほ．0．2ml  

とした．別の2；One electrophoresisにおい  

て，ME区分の酵素溶出液によって雁皮の  

mace工如ioIlが明らかに出現することを確認  

した．泳動結果を鶉1因に示す 

この結果に示されるように，液化型PGは  

－6の飯actionに最大の作用力が認められ，  

macerationの徴発はこのfractionにも小さ  

い作財力が出現するがmace工atiollの最大の  

効果は－9の出actionに認められた…即ち，  

MEは－9に最も多く泳動t．たことが分っ  

た．．下記に示すように，Sclaseの結果と異  

る現象であり，Cgノ旨J・Sgの♂α∽VaT銘融通ね一  

刀〝研が特異的に∴MEを生産する公算が大き  

い．またこの和暦のMlミ，PGをイオソ交換樹  

第1図 CJノあJSg〝♂鋸研Var．．紘ね朗の偶研の  

PG，MEのZOne electrophoresis  
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12  10  
脂のクロマトグラフィによって分離した研究 陸棲←  

成果を既に発表したが，（45）その結巣と凍載  

に．おける泳動結果とはよく－・致することも確  
（備考）図「ll上部に各fractionのmacerationの作用度を示した．  

認できた．   

8u Sclaseのpectinesteraseおよびpolygalact11rOnaSeの電気泳動   

Sclaseは5JcJ♂′β物言αエま∂β㌢f査〃〃αFucxElのペクチン分解酵素製剤である‖（17）この薗のベタチソ分解酵素の作用  

については里村（1819）がその研究成選を発表している 

著者等はSclaseの抽出液を試料として，これを部分的に精袋した酵素混合体をzone electrophoresisにかけ  

て，PEとPGと．を分礫した．   
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（1）粗酵素液の調製沫およびその酵素作風力   

SclaselOgに蒸溜水50mlを加えて氷室申で1夜酵素の抽出を行い，ガーゼで濾過した後，淡液を遠心沈澱して上  

澄液を得た・この粗酵素液に硫安を飽和して，酵素蛋白の墟析を行い，吸引溶過して得た粗酵素をできる限り少盈の  

蒸溜水に溶解し，オ仇／50燐酸緩衝液（pH7．4）を外液として24－48時間透析を行い，この酵素試料を電気泳動に使用し  

たい この酵素液の作財力は，液化  
鶴2図 Scle701iniaLibeylianaのPG，PEの2；One electrophoresis  

型PGのカ価が173：3unまt／mlで，  

PEのカ価は6…8PMUmgであっ  

て，馬鈴薯のmaceration作用も  

有していたい この酵素液の蛋白含  

畠は100rnl中594∫．9mgであった 

像）電気泳動によるPGおよび  

PEの分離   

上記の酵素液1mlを電気泳動  

に使用したい泳動後の各血aCtio工l  

の酵素液を3倍に稀釈してその酵  

素作月弓カを決定した．．その結果を  

第2図に示す小 この図において  

示されるよう に， 5cねれ離勿ね  

エ玄∂βγf査α刀αのPG，PEをpH7．4で  

泳動させるときはともに陰極例へ  

動き，泳動踵聯ほPEよりもPGが  

大きく，両者の分離が可能であっ  

た．即ち，PGの作用カのピー・ク  

は－8のfractionにあり，PEの  

ときは－1に認められた．．－・力，  

馬鈴薯の切片のmaceration作周  

は－8の出aCtionにピー・クが存在  

（
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ー・一陽短  

（備考）1＝ う墓元カの増加は作用液1mlについて消費された0。．02〃Ⅰ2溶  

液のml数を・臥て表現した．  

2．図FFl上部に各fractionのmacerationの作用度を示した 

し，この作用はPGによって出現したものと判断された．  

（3）電気泳動によって分離したPGの作用についての検討   

ヒ記の‘力演に・よって分離されたPGは粘度低下度が大きいので一応液化塾PGと考え．られる．次にこの酵素のpoly－  

methylgalacturonase（20）との比較を行うために・．基質としてペクチソ酸およびcitruspectinの両者を頗用して酵  

筑3国 電気泳動に・よって分離された  

SclaseのPGの作用型式  

（工 粘度低下度）  

筍4因 ノ密売泳動によって分・離された  
SclaseのPGの作用型式  

（Ⅱ 還元力増加）  

（
誉
可
重
た
芸
道
 
 

作用時㈹  

（備考）還元力の増加は作用液1mlについて消費さ  
れた002∧7Ⅰ2溶液のml数を以て表現した   
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粟作用を稔討した．citrus pectinほExchaI唱e工．emon Pェ・Oducts CompanyのSlow setNo451，ユ50gradeを・  

70％・ユタノ・－・ルとともに煮沸して精巣したものであり，ペクチソ酸についてほ既に．その調製洪を記載した如く，（1）ア  

ルカVによる調製法によった．メトオ・キシル基の舎監ほZEISEL没によって窯盈したところ，Citrus pectinにおい  

て10．36％，ベタチノ酸，0．66％（何れも絶乾体％）であった… この両者に対する泳動によって得たPGの加水分解  

の作周を鶴L3囲および第4因に点すい泳動後のPGの作用力が最高のたactionをとりこれを3倍に稀釈して常沫透  

り配合して粘度低下虔および還元力増加を測定したい この結果が示すように，CitTuSpeCtinよりもベタチソ酸の加  

水分解が急速に進行した・従って，ここに得られた鞭ほ通常のPGであって，POlymethylgalacturonaseの如き  

塾の酵素ではないものと．判断される．  

考  察  

以上の契験結果に示された通り，Cg．八浜抽恨炒椚VaT．．紘如劇物肋御仁および5紬紬戒砺厄ム徹両袖祝の生産するベタ  

チソ分解酵素は何れもpH7…4において除塵側へ泳動することが分った∴前者の場合にほpGとMEとの分離が行われ，  

後者の場合に．はぎGとPEと．の分難が行われた‖   

植物組織のmacerationは，PGの区分にHl現したが，Cl．j白Isineumva王．Sikohianum（D場合にほME区分におい  

ても強いmaceration効果が出現した．これ等の轟突から判断するときは，液化塾PG嘩独の作用によってmaceration  

の作用は進められることおよびME単独の作用に．よってもこの現象が出現することが明白になった．然して，著者等  

の既報の研究成果に．よれば，maCerationの効果は液イヒ塾PG嘩独の作周によるときよりME嘩独の作用によるときの  

方が強く出現する．叫腰に，液化型PGほ多種の微生物によって生産されることが分っているが，MEについてその  

分離を行いその存在を指摘したのは著者の既報の成果があるのみであるい（4－‘；）   

αが抽励励弗属の徴封鰍利こほ，CLノ易扇勿紬憫，（21）CJ．．．／♭g・鯨机㍑刑Var扉加商の∽刑（22），CJ郎蝕勅叶殉物価，（25）  

CJぬ車両加卿（23－25）の如く発酵精練に肩用なる細菌が多いことが報告されている付 これ等の細蘭ヰ特に．maceration  

の効尭を強く示すものは，Ml‡の生産に富むためであると考えられ，一Lカ液化型PGをも同時によく生産するので両  

酵素のペクチソ分解の作用が相協力してmacerationの作用が強く出現するものであると考．え．られる…   

著者等はCg．／由7－Sf乃β〟∽VaTS査局∂点去脚㈲購および敦gβγ∂助産αエ伽／fオα刀αのペクチソ分解酵素の外に，P♂〃0方αg豆c〝∽  

var卯臓物則胸憫の酵素製剤のClarinase（26）および‘pβ乃Cゐγツ．SOgβ乃α∽のペクチソ分解酵素についても zone  

electrophoIeSisを行った．その結果，これ等のかびの場合もPGの作用によってmacerationが起ること．が明らか  

であった．   

これ等の事実から判断すると．きほ，5cJタグ0助言αエ伽′f2α〝仏ア♂乃，Cカ7ツS♂gク宛び∽，アβ邦〃ガαJgc〟∽VaI夕♂C抽粕川川湖  

の如き微生物によってmaceTationが遂行されるのほ，液イヒ塑PGの作用がゆ心であり，PEがこれに協力することも  

考えられる．更に．，AS♪戒g♂タの如き篠酸を召三座する薗（2728，においてはこれが液化塾pGの作用を強力に．促進し，  

maceration効果が完遂されるものと．判断される．再度に渡・つて報告したように，lL29420）0Ⅹalateは嘩独でもmac－  

erationの効果を現わすが，与毛00【‡iooo月オの如き，それ白身でほmacer′aそわnを示さない程度の濃度にあっても，  

液化塾PGが存在するときほ’maCe工ationの効果を強く促進すること．が嘩勒されたPGを使開して確認されている．   

御懇儒なる御指導を賜わった京都大学数段片桐英郎博士に深く感謝いたします。．   

（東研死の要旨は昭和34年4月8日，日本農芸化学会大会講演会において発表した＝）  
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S u m m a r y  

Separation of pectic enzymes has been performedbythe method of zone electrophoresisMacera七ing  

er！Zyme（ME），1iquefying polygalacturonase（PG〕and pectinesterase（PE）were obtained from the medium  

o董Cljdsineum var”Sikohi（mum and the extract of ScleYOlinia L・ibeyliana  

Corn starchⅥaS ernplOyed for the supporting mediumar・dits pH value was adjusted to74byusing  

裾／50 phosphate bt】ffer solution，rrhe same buffer solution was takeninto electrode compartments  

containing platir）um electrodesBoth ends of the tray were cormected through four or five sheets of  

filter paper stripsto the electrode compartments」Two kinds of trays were used まor electrophoresis，  

and the size of one was25×3cm base，14cm high，and the other was45・2×5cm base，1cm high Elec－  

trophoresis was conducted at potentialgradients of250V，givir）g a Current Of 52mA The apparatus  

placedinanice chamber at5OC，and elec†rophoreticmigration was carriedoutlo工24hrs 

Culturemedium of Cl．．．f邑Jsineumvar．Sikokianumwas centrifuged andthe centrifu【gedsolutionpassed  

through a colurnn of Duolite Aq7，and then the solution a壬teT paSSing was chaIged on the top of a  

c〇1umn containing H－fo工m O王 Aml〕erliteIRC－50PG and MEin the culture medium were adsorbed on  

the resin column，and the c〇1umn was washedwith v沌ter，end then3r10NEQmmOniasoluti〇nWaS added  

to the colunmin oTder to elute tho3e enZymeSThe eluate was condensed to one－fi壬th volumein vacuo，  

at250to300C．，This soluticln WaS dialyzed agaiて〕S七M’50phosphate buffer sつ1ut；on at pH フ”4，and the  

dialy2：ed soIution was emp】oyed as en2；ym子c solutionin zone electTOphoretic experiTnentS．A〕×3cm slot  

was cut off from the starch block，and the slot was filledwithlmlof enzym3c solution，and then zone  

electrophoresisof pectic enzymes was carried onA銃er electrophoresis，StarCh block ofsupportingmed－  

ium was cut transverselyintoIcm sectionsin case of a sma11er tray and cutinto2cm sectionsin case  

of alarger tray．Three mlof water was added t・O e2Ch sec翫n，and the mixtures were stirTed，Centriful・  

ged，and transparent solutionⅥ7aS employed for determination of enzymic activities 

Aswerereportedinthepreviouspapers，CljあJSineum var“Sikohianum produ占edleast amount of  

PE．PG and ME which were produced by the organisms werelound to migrate toward the cathode。A  

maximum act王on ofliquefying PG was detectedin the eluate obtained from fraction six，While  

maximummacerating actionappearedinthefractionnine・The pecticenzymes werealsoextractedSclase，  

COmmerCialpectinase preparation of ScIcrotinia LibeytianaThe pectic enzymes were salted outby  

theadditionof ammonium sulfate，andthe preparation of enzymes was dissoIvedin water，dialyzed  

againstMj50phosphatebuffersolution・atpH7ADialy2＝edsolu七三on wasemployed for zoneelectroph－  

OreSis and the procedu工e WaSthe saTne aS electrophoresis of the enzymesproduced by Clり．feJsineumvar 

SihohianumlIn caseof SclasePE and PG migrated toward the cathode，and maximum activity of  

liquefying PG was detectedin the eluate of fraction eight，While activity of PE was maximumin  

fractionone‖Themacerationofplanttissues、柑Sfoundtobemostactivebytheeluateoffractioneight 
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TheIefore，ME wa＄nOt eXis†edin the eluate of each section，and the Tr］aCeration of plant tissues was  

found to be caused by the actic）n Ofliquefying PG 

As was described above，it wasl＝our）d that ME was produced by Cl‖．f由lsineum vaTパSikohianum but  

not by5t：lerotinia Liberiianah the former，maCeration of plarlt tissues seems to be caused by en2；ymic  

actions o董ME and PG，Whilein thelatter case PG was only the enzyme which acted on the pectic  

Substances to cause maceration action of plant tissues．   
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