
Title 水稲 Debranching 酵素に関する研究

Author(s) 山田, 次良; YAMADA, Jiro

Citation 北海道大学農学部邦文紀要, 13(1), 1-51

Issue Date 1981-09-01

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/11962

Type departmental bulletin paper

File Information 13(1)_p1-51.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



水稲 Debranching酵素に関する研究

山田次良

(北海道大学農学部農芸化学科食品栄養学講座)

(昭和 56年 2月 19日受理)

Studies on Rice Debranching-enzyme 

Jiro YAMADA 

(Laboratory of Food and Nutrition， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo， 060， Japan) 

目 次

序 論 Debranching酵素に関する既往の研究

および本研究の目的-….. . . . . . . . .・ H ・.....・H ・ l 

1. Debranching酵素発見の歴史ー…・-…・ I 

IL Debranching酵素の分類 …・・・・.....・H ・..， 3 

JIT 高等植物の Debranching酵素…・・・・・・・ 4 

lV. 本研究の目的………-・…・・・・・・...・H ・…・ 5 

第 1章水稲 Debranching酵素の精製および二，

三の性質 ・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・ 6 

第 1節 実験材料および方法・・...・H ・..……・…・・ 6 

第 2節 実験結果および考察・・・・・…...・H ・..……ー 8 

1. Debranching酵素の活性測定法…...・H ・.. 8 

]I 酵素の精製・-…-…一....・H ・..……………・・ 8 

IIT. 酵素蛋白質の性質・・… ・・・・・・・…・・・・・・ 10

lV. 酵素反応の特性…-…・・・…......…・ ・・・ 12

第 3節要 約…..'・H ・...……-…・…・・・・…・・ 17

第 2章水稲 Debranching酵素の作用様式……..18 

第 1節実験材料および方法...…...・H ・............18 

第2節 実験結果および考察-……………・-…...19 

I フ。ノレランに対する作用…・・ ・・・…...・H ・....19 

]I. フツレラン分解生成オリゴ糖に対する作用 .. 21 

1II.滞米澱粉およびその P限界デキストリン

に対する作用……-………・・・…・・・・・・・・ 22

IV. 水稲 Debranching酵素の作用様式につい

てのー仮説 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・一................24 

第 3良ii 要 約-…...・H ・・………・………・・・.26 

第 3章 不活性型 Debranching酵素……・・・・・ .. 26 

第 1節 実験材料および方法-……・・…・-…・・・ 27

第 2節 実験結果および考察 ・・・・・・…・-……・ 28

l 

1.不活性型酵素の存在とその定量…………・・ 28

TI. 登熟時および発芽時の酵素活性変化...・H ・.31 

J1I.乳熟期種子中での酵素の生成………...・H ・33

lV.不活性型酵素の活性化・…・…………・・f・… 35

第3節要 約・田・・......…・..................… 38

第4章総合論議・…..，・H ・'"…一一…...・H ・..… 38

工 酵素の精製について…....…………………・ 38

11. 酵素の作用について ・…・・・…・・・・…・・…・ 40 

JIT.酵素の生成と変化について………………… 42

lV. その他の二，三の問題.........・H ・..……・・・・ 44

摘要・…-………-……...............・H ・....…-・ 45

引用文献…....・………………・・・ ………...・H ・-…・ 46

Summary ..... ・・・・・・・田・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・ ・・ー・・ ・・・・・・ 51 

序論 Debranching酵素に関する既往の研究

および本研究の目的

1. Debranching酵素発見の歴史

Debranching酵素(校切り酵素)とは澱粉様多糖の

山一(1→6)0ーグルコシド結合を加水分解する酵素の総称

である。

この種の酵素の研究としては西村町 (1930年)がビー

ノレ酵母の浸出液に見出した“Amylosynthease"と命名

した酵素が最初である。彼はこの酵素が儒米澱粉に作用

してヨード呈色を赤色から青色に変え，またグリコーゲ

ンに作用してヨード呈色を徴褐色から赤紫色に変えるこ

とを認め，この酵素が澱粉合成酵素であると考えて

“Amylosynthease"と命名した。皆川/71)(1932年)も酵

母の酵素の存在を確認しさらに“Amylosynthease"

が馬鈴薯72)，綬米72)，嬬米73)，莱74)，および玉局黍74)中

にも存在することを認めた。一方三宅ら75)(1936年)も
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綬米から同じ作用を示す酵素を得たが，次の理由から澱

粉合成作用に疑問を提示した。 (1)この酵素は嬬米澱粉

のヨード呈色を赤から青紫に変えるが背までは変えない

こと， (2):生成物の粘度がもとの澱粉のそれよりも低い

こと。しかし彼らはこの酵素の真の作用が分解反応であ

るという結論を得るまでには到らなかった。

その後，丸尾および小林 (1949年)はビーノレ酵母の

“Amylosynthease"の詳しい再検討を行なった。すな

わち酵素作用により橋米澱粉から生成した“新澱粉"

(ヨード皇色青)と，もとの嬬米澱粉の粘度等を比較する

ことにより真の酵素作用は合成ではなく分解であろう

と推定した64)。さらに，渉透圧法による分子量測定，

s限界デキストリンに対する作用等からその作用が澱

粉の構造中の分校点〔日べ1~6)D グノレコシド結合〕の分

解であると考えた65)。またヨードによる電圧滴定から

“新澱粉"はアミロース型の多糖であることを示した66)。

彼等は“新澱粉"が梼米澱粉の分解で、生じた低分子糖に

phosphorylaseが作用して生成したのではないこと，

および αー(1→ 6)結合を作る Q酵素の逆反応による生成

物でないことを確かめ，この酵素が澱粉様多糖の αー

(1→ 6)結合の加水分解を行なう酵素であるという結論

を得て，新たに“isoamylase"なる名称を与えた(7)。

不破ら21)も“Amylos yn thease"による生成物のX線

回折の研究からこの酵素の日一(1→ 6)結合の加水分解説

を支持した。

CORIらlO)(1951年)は兎の筋肉中に phosphorylase

と共同してグリコーゲンの完全分解を行なう一つの酵素

の存在を認めた。この酵素は phosphorylase限界デキ

ストリンに作用し D グルコースを遊離することから

“amylo-1，6-g1ucosidase"と呼ばれた。 しかしその後の

WALKERら101) (1960年)の研究によりこの酵素は

phosphorylase限界デキストリンのもつマルトテトラ

オシル側鎖からマルトトリオース鎖を切断，転移すると

共に，その結果この多糖の枝分れとして残った D-グル

コシル基を多糖から切り離す作用をも同時に行なうこ

とがわかり，“amylo-1，6・glucosidase/oligo-1，4→ 1，4-

gl ucantransferase"と呼ばれるようになった。この種

の作用を行なう酵素はパン酵母からも見出された48)。

麦芽汁の醗酵の際に Aψergillus属などのかびの抽

出液を加えると澱粉利用率が高くなることが知られてお

り，これは澱粉の日ーおよび，S-amylaseによる分解時に

生成する限界デキストリンがさらに分解されることによ

ることが確かめられた。 この作用を行なう酵素は limit

dextrinaseと呼ばれた。 UNDERKOFLERら98)は As-

tergillω (J1yzaeの limitdextrinaseを結晶状に精

製したが，その後彼自身が「以前から“limitdetrinase" 

と呼んで来た酵素は amyloglucosi仁¥aseによるものであ

ろう」と述べている11)。限界デキストリンに作用するこ

の種の酵素はその他の微生物からも得られている。北原

ら42)は Aψergillus11 igelーから 1種の糖化型 amylase

を得て，この酵素はその低い maltase活性にもかかわ

らず澱粉から Dーグルコースを遊離することを観祭し，

s-amylaseとは異なる酵素であるとしてこれを“r-

amy¥ase"と命名した。 RhizOlうusdelemarから得た

gluc-amylaseもアミロペクチン，グリコーゲン，s限界

デキストリンなどに作用してその 90%以上に相当する

Dーグルコースを生成した田)。このように糸状菌の糖化型

amylaseは澱粉を分解して D グルコースを生ずるので

“amyloglucosidase"あるいは“gluc-amylase"などと

呼ばれる。 Amyloglucosidaseは澱粉の非還元末端から

町(1→4)結合を切って Dーグノレコースを遊離するが， さ

らに α(1→ 6)結合にも作用して分解を進行させる41)。

ClostridillJll acetobllりlicllJll のいわゆる“maltase"は

澱粉に作用して D グルコースを生ずる19)。以上述べ

て来た amy¥oglucosidase，gluc-amylase， r-amylase， 

maltase等と呼ばれる酵素は澱粉あるいは澱粉分解物の

町ぺ1→6)結合を加水分解するが，日 (1→4)結合に対する

作用がより強力であることから，通常 debranching酵

素ではなく amylaseの1種として分類される。

一方かびの抽出液を加えずに，煮沸しない麦芽汁を大

量の酵母で醗酵させると，煮沸した場合よりも澱粉の分

解率が高くなる。 この作用を行なう酵素も“limitdex-

trinase"と呼ばれた。麦芽汁の“limitdextrinase"作

用は HOPI王INSら35)(1955年)によって研究され，この

酵素が限界デキストリンの α(1→6)結合を分解して D

グノレコースを遊離しその時生成する枝分れをもたない
‘.a 

デキストリンは町一および f'-amylaseによってさらに

分解されることを示した。

HOBSONら34) (1951年)は馬鈴薯およびそら豆から

“R酵素"を得た。 R酵素はアミロベクチンおよびs-限
界デキストリンに作用して粘度を低下させ， jS町amylase

による分解を助長し，ヨード呈色を増大させる34)。また

アミロベクチンおよびグリコーゲンから調製した日限

界テ、キストリンlO5)，およびグリコーゲンの α-amylase

による部分分解物にも作用するが，グリコーゲンそのも

のには作用しない問。

Pullularia Pllllulallsは菌体外に1種のグルカンで

あるプルランを生成する4)。プノレランは主として多数の
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マノレトトリオース単位がその河端の D グルコース残基

においてそれぞれ相互に αー(1→6)結合して出来た多

糖である103)0 BI:':NDERら5)(1961年)は Aerobacter

acrogenesからプルランを分解する酵素を得てその作用

がフ。ルランの日一(1→6)結合の加水分解であることを示

した。この酵素は可溶性澱粉およびアミロベクチンに作

用しそのヨード呈色を強め青変させる等，高等植物の

“R酵素"と類似する性質を示した。一方“Rー酵素"が

フ。ルランに作用することも示された13)。

澱粉様多糖の α(1→6)結合を加水分解する酵素につ

いてこれまでに報告されている諸酵素とその発見の歴史

について列挙したが，これらの酵素の作用にはそれぞれ

特徴があり，基質特異性にも差異があるので，次に

clebranching酵素の分類について概観し，それぞれの酵

素の作用について述べる。

1I. Debranchnig酵素の分類

IUPAC-IUBの酵素分類表(1972年)によると澱粉様

多糖の a-(l→ 6)結合を加水分解する酵素として次の 5

種が挙げられてL、る。

EC 3.2.1. 10 Oligo・1，6-glucosiclase(Dextrin ふ

日-glucanohyclrolase)

EC 3.2.1. 33 Amylo-1，6-glucosiclase (Dextrin 6-

日-glucosiclase) 

EC 3.2.1. 41 Pullulanase (Pullulan 6-glucano-

hydrolase) 

EC 3.2.1. 68 Isoamylase (Glycogen 6-glucano-

hyclrolase) 

EC 3.2.1. 69 Amylopectin 6-glucanohyclrolase 

(Amylopectin 6-glucanohyclrolase) 

このほかに α(1~6) 結合を切るが αー(1→4) 結合により

速やかに作用する exo-1，4-α-glucosiclase(EC 3.2.1. 3) 

があるが，これは clebranching酵素ではなく amylase

の1種とみなすことは前述した通りである。

Oligo-1， 6-g1 ucosiclaseは小腸粘膜から得られ，町一限

界デキストリンを完全分解するが46，47)，この酵素が α

(1→4)結合に作用するか否かは明らかでなし、。 Amylo-

pectin 6-glucanohyclrolaseはpullulanaseと基質特異

性の異る酵素として区別するには酵素の精製が不十分

で61)，検討の余地があると思われる。したがって cle-

branching酵素をその作用から大別すると (1)amylo司1，

6-glucosiclase， (2) pullulanase， (3) isoamylaseの3種

となる。

Amylo-1，6-glucosiclaseは 4-a-glucanotransferase 

(EC 2.4. 1. 25)と共同して作用し phosphorylase限界

デキストリンの αー(1→6)結合を加水分解する。 CORI

ら10)はこの酵素の作用によってグルコースが遊離する

ことから，この酵素を amylo-1，6-g1ucosiclase.と呼び，

phosphorylase限界デキストリンてーは澱粉様多糖の A

鎖が D クゃルコシノレ基にまで分解され αー(1→6)結合して

いるものと考えた。その後 phosphorylase限界デキス

トリンの A鎖はマルトテトラオシノレ基て、あることがわ

かり 101)，そのため phosphorylase限界デキストリンか

ら Dーグノレコースが遊離する機作として， A鎖からマノレ

トトリオシル基が切断され，他の非還元末端に α(1→4)

結合を作って転移し，次に残った αー(1→6)結合した D

グノレコシル基が切断されると考えられるようになり，

酵素の名称も amylo-1，6-g1ucosiclase/oligo-1， 4→ 1，4・

glucantransferaseと改められた。

忠弘一→側axx1v.→側mムー
Scheme 1. Action of amylo・1，6-g1ucosiclase/oligo-

1，4→1，4-g1ucantransferase 

0: D-glucosyl residue， (C!J: D-glucosyl resiclue 
of sicle chain of phosphorylase limit clextrin， 

~ :α(1-->6)ーD-glucosicliclinkage. 

BROWNら6)は卜分精製した amylo・1，6-g1ucosiclase

がマノレトトリオ、ンル基あるいはマルトシル基を他の非還

元末端に転移させ口 (1→4) 結合で結合させる oli~o・1 ，

4→ 1， 4-g1 ucantransferase活性をもつことを示した。

さらに彼ら7)は精製の各段階で glucosiclase活性に対す

る oligo-1，4→1，4引ucantransferase活性の比が一定

であることから，両活性は相伴って存在するか，精製操

作中同じような挙動をとるものであろうと結論した。こ

の酵素はグリコーゲンにも直接作用する1，6)ことから，

amylo-1，6-g1ucosiclase/4-日-glucanotransfe raseとも呼

ばれる。

Amylo-1，6-g1ucosiclase/oligo-1，4→ 1，4-g1ucantrans-

feraseは動物組織のほかパン酵母 Saccharolllyc目

白 re'visiaeにも見出されたが48)，超遠心的に均一なまで

に精製された場合でも glucosiclase活性と transferase

活性とを示すので，同一酵素蛋白質が二つの活性をもつ

ものと考えられている問。

この種の酵素は高等植物からは見出されていなし、。以

下に述べる pullulanaseおよび isoamylaseとは Dーグ

ノレコースを遊離する点で明らかに区別される。

Pullulanaseとisoamylaseは基質特異性について対

照的である。 Pullulanaseはフ。ノレランによく作用するほ

かアミロベクチンおよびグリコーゲンの α および s-
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限界デキストリンに作用する。アミロベクチンに対する

作用は酵素の起源により呉なるが一般に弱く，グリコー

ゲンにはほとんど作用しなし、。 Isoamylaseはグリコー

ゲンの日 (1→6)結合を完全に分解し，アミロベクチンに

も作用するo s限界デキストリンには作用するが，日限

界デキストリンおよびプノレランには作用しなし、。

Pull ulanase vt BENDERら5)iこよって !lerohacter

aerogenesから見出され，その後 Escherichiainter-

media97)， StreptocoCCUS mitis102)，および Strepto川.yces

flavochroll1ogenes110)などの微生物から見出されている。

高等植物の debranching酵素の多くはフ。ルランに作

用しグリコーゲンにほとんどあるいは全く作用しない点

で pullulanaseに属する酵素として分類できるが，基

質特異性の兵なる酵素の報告もあり，種々の名称が用い

られているので後述することにする。

1soamylaseははじめ西村83)によってビール酵母から

見出され，丸尾および小林ら64-67)によりその作用が詳

しく研究された結果， isoamylaseの名称が与えられた

ものである。 GUNJAら25)はビール酵母 Saccharomyces

cere'Visiaeの isoamylaseの性質を調べ，この酵素がグ

リコーゲンおよびアミロベクチンの町 (1→6)結合を直

接加水分解することから動物の debranching酵素，

amylo-1，6-g1ucosidaseとも高等植物の debranching 

酵素， Rー酵素とも異なる酵素であると結論した。 1so-

amylaseと称する酵素は酵母のほか PseudOll/onas27)や

Cyω'phαga26)からも見出された。

1soamylaseは一般にイソマルトースやパノースには

作用せず，臼一(1→6)結合した Dーグノレコ、ンル側鎖を切断

しないとされている。しかし SAKANOら田)は酵母の

isoamylaseはイソマルトースやパノースのような二糖

あるいは三糖からは D グルコースを遊離しないが，日，

s-限界デキストリンには作用してマノレトースのみならず
D グルコースも遊離することを見出した。 したがって

isoamylaseの基質特異性については今後研究すべき点

が残されている。

高等植物の debranching酵素にも isoamylaseと呼

ばれたものがあるが45，57)酵素の精製が十分とは言えず

基質特異性についての再検討が必要であろう。

llI. 高等植物の Debranching酵素

高等植物の debranching酵素に対してこれまでに用

いられた名称を列挙すると IAmylosynthease，j IRー酵

素j，Ilimit dextrinasej， I pullulanasej，および liso-

amylaseJがある。

I AmylosyntheaseJはこの酵素を澱粉合成酵素と誤解

して付けた名称で，同じ名称で呼ばれていたビーノレ酵母

の酵素が澱粉分解酵素であることがわかりlisoamylaseJ

と改称されたので，この名1司は用いられなくなった。

IR-酵素」は HOBSONら34)により馬鈴薯およびそら

豆の酵素について命名され， アミロベクチン，s限界デ

キストリン，および a-amylaseによる部分分解物の町一

(1→6)結合を加水分解すると報告された。一方 Ilimit

dextrinaseJは日および s-amylaseの作用で生成し

た限界デキストリンの，，-(1→6)結合を切断する酵素に

対して命名され， HOPKINSら35)は麦芽汁中にこの酵素

が存在することを報告した。

MACWILLIAMら53)はアルミナカラムを用い麦芽お

よびそら豆からそれぞれ2種の debranching酵素を分

離しその一つはアミロベクチンに作用してその青価を

増大させるが四限界デキストリンには作用せず (R酵

素)，他の一つは日一限界デキストリンを容易に分解する

がアミロベクチンには見るべき作用を示さない(limit

dextrinase)ことを報告した。 MANNERSら55)も連続

電気泳動法により麦芽から α 限界デキストリンおよび

フ。ノレランに作用しない酵素 (R酵素)と， これらに作用

する酵素 (limitdextrinase)とを分離した。

TAYLORら95)はスイートコーンからプノレランに作用

する酵素を見出し Ipullt山naseJと呼んだが，その基質

特異性からこの酵素は IR酵素」と類似の酵素であろ

うと考えた。 MANNERSら56)もスイートコーンの de-

branching酵素を分離しアミロベクチンに作用しグワ

コーゲンに作用しない IR酵素Jと両者に作用する de-

branching酵素(後に lisoamylaseJと呼んだ57))とを

得，両酵素共町一限界デキストリンおよびフ。ノレランに作

用しないにもかかわらず，スイートコーン抽出液中には

日一限界デキストリンおよびフ。ノレランを分解する酵素活

性が存在することから，第3の debranching酵素とし

て TAYLORら95)の報告した IpullulanaseJが存在す

ると結論した57)。

このように高等植物の debranching酵素の名称は基

質特異性を具にするそれぞれの酵素を区別するために用

いられてきた。しかしこれまでの研究では酵素の精製が

十分でなく，その基質特異性についても再検討が必要で

あると思われる。

MANNERSらは麦芽62)，未発芽燕麦15)，未発芽稲15)，そ

ら豆22)，および発芽ソルガム却)の debranching酵素を

研究し，いずれの酵素も日一限界デキストリン，マルト

シノレまたはマノレ卜トリオ、ンル基を枝にもつオリゴ糖， プ

ルラン， およびアミロベクチンの月一限界デキストリン
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に速かに作用し， グリコーゲンの F限界デキストリン

およびアミロベクチンに対する作用は弱く，またグリコ

ーゲンにはほとんど作用しないことを報告した。彼らは

これらの酵素を llimitdextrinasejと呼んだ14)0 Limit 

dextrinaseは高濃度ではアミロペクチンに作用した14)。

一方 R-酵素はプルランに作用することが示されてい

る13)0 LEEら49)はスイートコーンの pullulanaseを精

製しこの酵素がフツレランのほか αー限界テキストリン，

アミロペクチン，およびそのP限界および phosphoryl-
ase限界デキストリンに作用することを報告した。した

がって IR酵素j，Ilimit dextrinasej，および IPulIu-

lanasejは同ーの基質特異性をもっ酵素であると結論さ

れる。

高等植物の debranching酵素について一方では基質

特異性を異にする数種の酵素の存在が報告され，また他

方ではそれらの酵素の基質特異性の類似が示されている

ことは，これらの酵素の精製が十分でなく，そのために

基質特異性についての明確な結論が得られていないため

と考えられる。高等植物の【lebranching酵素は組織中

で、は澱粉様多糖あるいはその amylase分解物中の昨

(1→ 6)結合を加水分解するものと考えられ， したがって

澱粉の分解が盛んな組織に存在することが多い。このよ

うな組織では amylase活性が高いので酵素の精製が不

一1-'分な場合には amylaseの混入が予想され， それが澱

粉様多糖に作用するために debranching酵素の基質特

異性の研究に誤った結果をもたらす可能性がある。

最近馬鈴薯中に7'ノレランに作用せずグリコーゲンを分

解する debranching酵素， isoamylaseの存在が示され

たがお)， isoamylaseを除くと高等植物の debranching

酵素は種々の名称で呼ばれながら類似した基質特異性を

示している。それぞれの名称には歴史的意味もあり，い

ずれに統一すべきかは簡単に決定し得ないので，本研究

においては一般的名称とも言うべき Idebranching酵

素」を用いることにする。

IV. 本研究の目的

動物の debranching酵素は amylo-1，6-g1ucosidasej

oligo-1，4→ 1，4-g1ucantransferase 1種のみである。

Oligo-1， 4-g1ucosidaseと呼ばれる酵素があるが46，47)，

この酵素が町一(1→4)結合に作用するか否か明らかでな

い。微生物の debranching酵素は基質特異性が明らかに

され， 3種に大別されている。高等植物の debranching

酵素は多くの場合，微生物の pullulanaseに近い基質

特異性が報告されながら，基質特異性の異なる酵素の存

在も報告されている。このような混乱は酵素の精製が不

十分なためと思われる。

したがって本研究では高等植物の debranching酵素

の基質特異性を明確にすることを第1の目的としその

ために酵素の精製，特に澱粉様多糖に作用する酵素の除

去に意を用いた。高度精製酵素を得るためには酵素のよ

い給源を求める必要があるが，水稲乳熟期種子は高い

debranching酵素活性を含み amylase活性が低いので，

正にこの目的に適っていた。また水稲完熟種子はそれ自

体は低い debranching酵素活性しか含まないが，不活

性型酵素を含みその活性化の方法が見出されたので119)， 

完熟種子も debranching酵素の良い給源である。

第2の目的は水稲発芽種子と乳熟期種子との聞の

debranching酵素の比較を目指したものである。水稲

種子て、は発芽に際して高し、 debranching酵素の活性と

amylase活性とが共同して澱粉の完全分解を行なって

いるものと考えられる。一方澱粉合成の盛んな乳熟期種

子の debranching酵素の果す役割については全く不明

で，この点を解明すると同時に，発芽および乳熟期種子

中の debranching酵素について両者の異同を明らかに

しようとした。

第3の目的は水稲種子での debranching酵素の生成

とその変化を明らかにすることである。一般に種子発芽

時には急激な成分の変化，特に貯蔵成分の分解が起り，同

時に各種の酵素活性が急速に増加することが知られてい

るoある酵素は deno-vo合成され，あるものは zymogen

型から活性型に変化する。予備実験によると水稲完熟種

子中には不活性型の debranching酵素が存在すること

がわかったので，本実験では debranching酵素が登熟

過程におし、て生成し不活性型で蓄積し，発芽期に再び

活性化されて川町叩で作用する過程を明らかにしよ

うとし7こ。

本研究を遂行するにあたり北海道大学伊沢正夫名誉教

授の，また研究の初期には恩師故中村幸彦先生ならびに

北海道大学下村得治名誉教授の御指導を仰し、だ。ここに

感謝の意を表します。

本論文を作成するにあたり北海道大学農学部農芸化学

科生物化学講座千葉誠哉教授，農産物利用学講座坂村貞

雄教授，作物栄養学講座田中明教授にそれぞれ適切な御

指導と細部にわたる御校闘を賜わった。さらに千葉教授

には貴重なパノースおよびイソマノレトースを頂いた。こ

こに深甚の謝意を表します。

研究を行なうにあたり終始水稲試料を提供下さった農

林水産省北海道農業試験場土壌肥料第二部，関矢信一郎

氏，自らの研究試料の一部を提供下さった北海道大学農
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学部農芸化学科作物栄養学講座大崎満氏，麦類種子を挺

供下さった北海道大学農学部付属農場の喜多街美治教授

ならびに北海道立十勝および北見農業試験場に感謝致し

ます。

さらに水稲 debranching酵素の兎抗血清を調製下さ

った科研薬化工株式会社滋賀工場神林義憲博士，アミノ

酸分析をお引受け下さった同工場木村新一氏，研究の遂

行に御協力下さった北海道大学農学部農芸化学科食品栄

養学講座の諸氏に謝意を表します。

第1章水稲 Debranching酵素の精製

およびニ，三の性質

高等植物の debranching酵素の性質，特に基質特異

性を明らかにするために，水稲種子から高度に精製した

debranching酵素を得ょうとした。

Debranching酵素は澱粉分解酵素の一種であるから，

種子中で澱粉の分解が起る発芽期にその活性が高くなる

ことが予想される。水稲種子においても発芽期に de-

branching酵素活性の増大が認められた120)0BAUNらめ

は水稲登熟時の種子中における澱粉の合成あるいは分解

に関係すると思われる酵素の活性変化を研究し， de-

branching酵素 (R酵素)は加水分解酵素であるにもか

かわらす':)1L熟期に高い活性を示すことを報告した。

DUNNら15)は未発芽稲が他の穀類に比し高い de-

branching酵素 (limitdextrinase)活性をもち，酵素の

良い給源であると述べている。著者119)的)は後述(第3章)

するように水稲完熟種子中に不活性型の d由ebra叩nchi凶n

酵素が存在しし， これがある種の還元剤の作用により活性性-
化され可溶性酵素となることを見出した。

本章では水稲の乳熟期種子，発芽種子，および完熟種

子から debranching酵素を精製しそれらの性質につ

いて述べる。また，乳熟期種子，完熟種子，および発芽

種子の debranching酵素が同ーの酵素であるか，それ

ともそれぞれ異った性質をもっ酵素であるか明らかにす

るために各酵素の性質の比較を行なった。

第1節実験材料および方法

(1) 実験材料

実験材料には梗種水稲(栽培品種[ユーカラJ)を用い，

栽塙は農林水産省北海道農業試験場(札幌市羊ケ丘)土

壌肥料第二部に依頼した。乳熟期種子は開花後23日目

に採取し， -20
0C以下で凍結貯蔵し使用した。完熟種

子は籾を4
0
Ciこ貯蔵し，使用時に籾殻を除きJ島精した。

種子の発芽は260C，暗所で行なった。 40Cに貯蔵した籾

を一夜流水に浸潰した後，大型パットに一層に敷きつめ，

ほぼ冠水するように脱取水を力11えた。水は毎日交換し，

試料の一部を採って pullulanase活性を測定し，最大活

性が得られた発芽 8~1O日目の試料を集め，十分水洗し

た後， -200Cで凍結貯蔵した。

(2) 測定法

還元糖は SOMOGYI-NELSON法82.93)により測定

した。

蛋白質は LOWRYら52)の方法により牛血清アノレブミ

ンを標準として測定した。カラムクロマトグラフィーの

溶出液の蛋白質の定量は，目立分光光電光度計 (139型)

でlOmmセノレを用い測定し， 280nmにおける吸光度で

表示した。

(3) 基質

フ。ルランは市販品(林原生化学研究所製)を使用した。

綬米澱粉および嬬米澱粉はそれぞれ梗米(栽培品種「ほ

うりゅうJ)および儒米(栽培品種「かむいもちJ)の完

熟種子から調製した。植物グリコーゲン印刷はスイー

トコーン(栽培品種「ゴールデンクロスパンタムJ)の乳

熟期種子から水抽出し，クロロホルムで除蛋白して調製

した。可溶性澱粉は市販品 (Merck社製)を用いた。梗

米澱粉からのアミロベクチンの調製は SCHOCHのプタ

ノーノレ法の改良法108)によった。馬鈴薯澱粉からのアミロ

ースの調製も同じ方法108)で行なった。 Phosphorylase

限界デキストリンは梗米澱粉から調製したアミロベクチ

ン，嬬米澱粉，および植物グリコーゲンに市販の phos-

phorylase a (Boehringer Mannheim社製)を繰返し

作用させた後透析し，アノレコールにより沈澱させて得たo

19-限界デキストリンは梗米澱粉から調製したアミロベ

クチン，嬬米澱粉，および植物グリコーゲンにs-amylase

(和光純薬製)を繰返し作用させた後透析しアルコール

により沈澱させて得た。 Phosphorylase限界-s一限界デ
キストリンは橘米澱粉の phosphorylase限界デキスト

リンに s-amylaseを作用させることによって調製した。

a-Amylase分解生成物は市販可溶性澱粉に対して r

amylase (伴臓 Boehringer Mannheim社製)を作用

させることにより調製した。 日-Amylaseを十分作用さ

せて得た生成物を活性炭セライト (1:1)カラムに吸着さ

せ，水，および5%-，10%-， 15%一，および20%ーアルコ

ーノレで‘順次溶出し，最後の 20%アルコールて‘溶出され

る区分を集め，日-amylase分解生成物として使用した。

パノースおよびイソマルトースは北海道大学農学部千葉

誠哉博士から恵与されたものを用いた。
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(4) 試薬

酵素の精製には DEAEーセルロース (0.92meq/g ; 

Brown社製)， CMセルロース [0.65meq(g ;東北パル

プ(株)製J，Sephadex G-100，および DEAE-Sephadex

A-50 (3.5土0.5meq/百)(Pharmacia Fine Chemical社

製)の市販品を購入して用いた。

分子量測定にはマーカーとして市販標準蛋白質 (Mann

Research Laboratories社製)を，焦点電気泳動におけ

る plマーカーとしてはオリエンタル酵母工業(株)の

plマーカーキットを，蛋白質定量の標準には牛血清ア

ルブミン(分子量67，000;Boehringer Mannheim社

製)を使用した。

焦点電気泳動には LKBアンホラインを用いた。免疫

反応のプレートには同仁薬化学研究所製のアガロース I

(ゲル強度800g/cm2以上)を用いた。電気泳動および

免疫反応後の蛋白質の染色にはアミドブラック lOB，

Coomasie brilliant blue，および Bio-Rad Protein 

Assay Kitの染色液を用いた。兎抗血清は水稲乳熟期

種子から得た精製 debranching酵素を抗原として科研

薬化工(株)神林義憲博士に調製を依頼した。

阻害剤は市販の試薬をそのまま使用した。基質の平均

鎮長祖IJ定のための α一(1→6)結合の分解には市販の ISO-

amylase (Pseudo川 onas;林原生化学研究所製)を使用

した。

(5) 電気泳動

酵素蛋白質の均一性を調べるためにポリアクリルアミ

ドを支持体としたディスク電気泳動を行なった80)。ゲノレ

濃度は7.5%とし，泳動は pH9.4で行ない，ケツレ 1本当

り(径5mm)2 mAで1時間泳動させた。蛋白質の染色

はアミドブラック 10Bで，脱染色は7%酢酸で行なっ

た。同時に同一条件て、泳動を行なった別のディスクを2

mm幅に切断しそれぞれ2meの MclLVAINE緩衝液

(pH 5.6)中に入れ，冷蔵庫中で一夜抽出を行なった後，

抽出液を用いて pullulanase活性を測定し，酵素活性の

泳動位置を調べた。

酵素蛋白質の分子量を測定するために SDSーポリアグ

リルアミドによる電気泳動32)を行なった。ゲ、ル濃度は

7.5%とし， ゲル1本当り(径5mm)8mAで5時間泳

動させた。蛋白質の染色には Coomasiebrilliant blue 

を用いた。

酵素蛋白質の等電点を求めるために焦点電気泳

動2，76，109)を行なった。 7.5%ポリアクリルアミドゲ、ノレを

支持体と G，アンホライン濃度は2%とした。 pH3.5~ 

10.0での泳動では上槽(陽極)液を0.02Mりん酸，下槽

(陰極)液を 1M水酸化ナトリウムとした。 pH2.5~4.0 

の場合は pH3.5~1O.0 のアンホラインを 20% 含むよう

にし，上槽(陽極)液はO.lMりん酸，下槽(陰極)液は

0.1M水酸化ナトリウムとした。泳動は200Vの定電圧

で3時間，氷冷しながら行なった。泳動後の蛋白質は5%

トリクロル酢酸で20倍に希釈した Bio-RadProtein 

Assay Kitの染色液中にゲ‘ルを浸して染色した。 pH勾

配の決定は市販 pl-マーカー蛋白質およびブロムフェノ

ーノレフツレーペーパーを用いて行なった。

(6) 免疫反応

UUCHTERLONYの二重拡散法を行なった回)0 1%ナ

トリウムアザイドを含む0.06Mベロナール緩衝液 (pH

8.6)中で1.5%アガロースを固化し， その上で試料およ

び兎抗血清を370Cで24時間拡散させた。生理食塩水で

3日間洗浄後，蛋白質をアミドブラックlOBで染色した。

(7) 超遠心分離

酵素蛋白質の均一性の確認と分子量の測定のために北

海道大学医学部超遠心分離機室に依頼し超遠心分離を行

なった31，40)。溶媒は0.1M りん酸ナトリウム緩衝液 (pH

7三)とし， 56，100 rpmで沈降させ 4点から濃度Oの外

挿を行ない沈降定数を求めた。拡散定数の測定には同じ

溶媒で、合成界面セノレを用いる低速回転法(12，600rpm)を

行なった。

(8) 酵素活性の測定

De branching酵素の活性はフ。ノレランを基質として測

定した。酵素液0.2meにMclLVAINE緩衝液 (pH5.6) 

0.3 meを加え， 250Cに保った後，同温度の 0.2%プノレラ

ン液O目5meを加え 250Cで反応させ，生成する還元糖量

を測定した。プルランを基質として測定した debranch司

ing酵素の活性を pullulanase活性と呼び，その 1単位

は上記条件下で 1分間に 1μmolのマノレトトリオースに

相当する還元力の増加を起させる酵素の量とした113)。

Q-酵素活性の測定81)は0.2meの酵素液に McIL-

VAINE緩衝液 (pH7.2) 0.3 meを加え， 250Cに保ち，こ

れに同温度に保った0.2%アミロース溶液0.5meを加え

反応させた。反応は25
0Cで行ない6%酢酸 1meを加

え反応を止めた後， 0.2%ヨードー2%ヨードカリの溶液

1 msと水を加えて 50meとした。対照として，反応液

を含まない同様に処理した溶液を用い日立光電光度計

(FPW-IV型)， 10mmセル， No.66フィルター (660nm)

により比色した。反応、前後のアミロースーヨード複合体

の吸光度を比較した。 Q-酵素の 1単位は上記条件下で

アミロースヨード複合体の 660nmにおける吸光度を

1分間に 1%減少させる酵素量とした。
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発芽種子中には amylase活性が存在するので澱粉糖

化力および澱粉液化力を測定した。 fiii者は pul1ulanase

活性測定と同ーの条件下で，基質をフ。ルランの代りに可

捺性澱粉(反応液中0.5%)とし，その 1単位は上記条件

下で1分間に 1pmolの還元糖を生ずる醇素量とした。

後者は反応液の pHを5.6とした以外は Q-酵素活性測

定と全く同様に測定を行ない，その 1単位はこの条件下

すなわちアミロース 1mg Vこ対し， アミロースーヨード

複合体の 660nmの吸光度を 1分間に 1%減少させる酵

素量とした。

第2節実験結果および考察

1. Debranching酵素の活性測定法

水稲乳熟期種子から得た精製 clebranching酵素を用

い，反応液中の酵素濃度と生成還元糖量の関係を調べた

(Fig. 1)。

MANNERSら59)は穀類種子の発芽時における cle-

branching酵素活性測定に基質としてフ。ルランを用い，

LEEら49)はプルランが amylase作用を受けないことか

ら clebranching酵素活性の測定の基質として適するこ

とを指摘した。高等植物の clebranching酵素が澱粉を

含む組織中に存在し，そこには多くの場合 amylase活

1.S 
，.旬、
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υコ
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江
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Fig. 1. Relation between pul1ulanase concentra-

tion ancl reclucing power proclucecl 

An incubation mixture (1 m&) of clebranching en-

zyme (cli任erentconcentrations， 0.2 m&)， a Mcll-
vaine bu丘町 (pH5.6， 0.3 m&) ancl pullulan (0.2;>'0， 

0.5 mf) was incubatecl at 25DC for 10 min， and 

then reducing power proclucecl was cletermined 

by the Somogyi-Nelson methocl. 

性が認められることから，ブ。ルランは確かに高等植物の

clebranching酵素活性を測定する際の基質として適し

ている。しかしながら Fig.1に示したように反応によ

って生成する還元力は反応液中の醇素濃度と比例しなか

った。すなわち反応の初期には還元力の生成速度が遅し

後速かとなった。これは高分子のフ。ルランよりもその分

解によって生ずる中間生成物の酵素による分解が速かな

ためと考えられる。 したがって低分子量のブ。ノレラン分解

物あるいはマノレトトリオシルマルトトリオースを調製

し，基質として用いれば生成還元力と酵素濃度の聞に比

例関係が得られるものと恩われる。しかしそのような基

質を多量に調製することは困難である。

反応液中の酵素濃度および反応時聞を変え，その時に

生成する還元力を測定した結果，生成還元力は(酵素濃

度)x(反応時間)によって決定されることがわかった。

Fig. 1の酵素単位は定義にしたがって 1分間に 1μmol

のマルトトリオースに相当する還元力を生ずる酵素量を

1 U (10分間で1μmolの時0.1U)として目盛ってある。

以下の実験では Fig.1を用いて生成還元力から反応液

中の酵素活性を求めたが， 出来得る限り生成還元力が

0.3~ 1.5 !lmol/反応液1m&の範囲に入るように酵素濃

度を調整し， Fig. 1の直線部分を用いるようにした。

II. 酵素の精製

水稲乳熟期種子，発芽種子，および完熟種子から de-

branching酵素を抽出し，精製した。以下には主として

設も容易に且つ高度に精製された完熟種子力、らの精製法

について述べる122)。

完熟種子中の clebranchi時酵素は庇乳中に存在した

ので116)揖精率 12%の精白米(梗種，栽培品種「ユーカ

ラJ)を用い， 1mmの筒をつけた'vViley粉砕機で粉砕

し試料とした。

実験は全て 0~50C で行なった。 5 kgの試料にlOmM

亜二チオン酸ナトリウム水溶液25&を加え，約1時間膨

潤させた後乳鉢で磨砕しそのまま 24時間保った。上澄

を静かに傾潟し吸引ろ過した。沈澱を布で‘搾って搾汁を

得，遠心分離 (10，000x g， 10分)した上澄を先のろ液と

合した(粗抽出液， 22 f)o 0.01 M りん酸ナトリウム緩衝

液 (pH6.2)で緩衝化した DEAE-セルロース 100gを

加え時々撹伴しながら数時間保った後吸引ろ過した。得

られた DEAE-セノレロースを0.01M りん酸ナトリウム

緩衝液 (pH6.2)で洗浄した後， 0.lMりん酸ナトリウム

緩衝液 (pH6.2) 1&ずつで溶出を行ない， 8回までの溶

出液を合した (DEAEセノレロース溶出液， 8.52 &)。結晶

硫安1.4kgを1)日え生ずる沈澱を除き，上澄に1.2kgの結
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晶lVrEし安を追加した。抱析物を遠心分離 (10，000x g， 10分) 質)94，117)も比較的高度に精製された。他の研究者の報告

して集め， 0.1M りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)に溶 では MAEDAら54)の麦芽の酵素の1O.0Ujmg蛋白質と

解した(硫安塩析物溶液，117ms)oO.OlMりん酸ナトリ LEEら49)のスイートコーンの酵素の 6.45Ujmg蛋白質

ウム緩衝液 (pH7.2)に対して外液が SOiーの反応を示 がやや高い比活性を示したが，他は全て 1Ufmg蛋白質

さなくなるまで透析した(透析内液， 125 ms)o PM-30 あるいはそれ以下である。なおこれらの研究者は活性を

限外ろ過膜をつけた Amicon限外ろ過器を用いて濃縮 30
0

Cで測定しており，250Cでは活性のイ直は約80%位に

し，溶媒を0.25M食塩を含む0.01M りん酸ナトリウム なる。

緩衝液 (pH7.2)に交換した(濃縮液，26.6ms)。これを 精白米からの酵素の精製は抽出液の大部分を傾潟に

同じ緩衝液で緩衝化した SephadexG-100カラム (2.6x よって集めることが出来るため，一度に大量処理するこ

96cm)によりゲルろ過した。溶出液(流速12ms/hr)は とが可能である。また抽出液の塩濃度を低くすることに

4 mßずつ集め，活性の高いフラクション 69~87 番を集 よって，抽出液から直接 DEAEーセルロースに酵素を

め， Amicon限外ろ過器で濃縮した (SephadexG-100 吸着させることが出来るので，比較的容易に大量の抽出

溶出濃縮液，25ms)。濃縮液を0.01M酢酸ナトリウム液 液を小容量の酵素液として，以後の操作を容易にして

(200 msx5回)に対して透析し次いで0.01M酢酸ナト いる。

リウム緩衝液 (pH5.0) (200 ms x 3回)に対して透析し 水稲乳熟期種子からの酵素の抽出では抽出液を傾潟に

た。これを同じ緩衝液で緩衝化した CMセルロースカ よって集めることは出来ないので少量ずつに分けて処理

ラム (2.0x5cm)に通した。 100msの同じ緩衝液で吸着 した。 O.lMりん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)で抽出し

されない蛋白質を洗浄した後， 0.1M 酢酸緩衝液 (pH た酵素蛋白質を硫安分別沈澱させ，この段階で貯蔵し，

5.0)で酵素を溶出した。溶出液は5msずつ集め，フラ 数回分を合して次の操作に進んだ。以下の操作は精白米

クション 8~11番に活性が認められたのでこの部分を集 からの酵素と同様に DEAEーセルロース処理， CMーセル

め等量のO.lM酢酸ナトリウムを加え中和した (CMーセ ロースカラムクロマトグラフィーおよび SephadexGー

ノレロース溶出液， 40 m&)o Amicon限外ろ過器およびイ 100によるゲノレろ過である。精製酵素の比活性は 16.5Uj 

マーシフツレ限外ろ過器を用い濃縮し，数回水を加えて濃 mg蛋白質113)であったが，蛋白質定量の標準に乳製カゼ

縮を続け，約2msとした後凍結乾燥した。 インを用いたので，これを精白米の酵素に用いた牛血清

酵素の精製の結果を Table1に示した。精製酵素の アノレブミン標準に直すと約20Ujmg蛋白質となる。粗

比活性は粗抽出液に対して 26倍上ったに過ぎないが，粗 抽出液に対する酵素活性の回収率は1.75%であった。

抽出液の比活性が高いので，これまでに得られている高 乳熟期種子には高い Q 酵素活性があったが， Q酵素は

等植物の debranching酵素としては最高の29.8puト debranching酵素に比し酸に不安定で， CMーセルロ-

lulanase Ujmg蛋白質となった。後述するように水稲 ス処理の段階で完全に除くことができた。すなわち粗拍

乳熟期種子の debranching酵素(比活性16.5U/mg蛋 出液における pullulanasefQ-酵素の活性比 (UjU)は

白質)111，113)および水稲発芽種子の酵素 (10.0Ufmg蛋白 0.002であったが精製酵素では727となった。

Table 1. Purification process of debranching enzyme 

activated by sodium dithionite 

Preparation Volume Total activity Recovery 

(ms) (U) (70) 

Crude extract* 22，000 26，000 100 

DEAE-cellulose eluate 8，520 11，100 42.7 

Ammonium sulfate ppt. solution 117 10，100 38.8 

Dialyzed solution 125 10，400 40.0 

Concentrate 26.6 9，470 36.4 

Sephadex G-100 eluate 25.0 4，470 17.2 

CM-cellulose eluate 40.0 1，205 4.63 

* Polished-rice flour (5 kg) was used. 

Specific activity 

(Ujmg protein) 

1.15 

5.20 

15.0 

22.2 

23.0 

21.4 

29.8 
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水稲発芽種子には他の穀類発芽種子と同様に高い した。

amylase活性が存在する。 発芽種子からの debranch- 水稲種子から得られた3種の debranching酵素はゲ

ing酵素精製も完熟種子および乳熟期種子からの酵素の ノレろ過による溶出位置も一致したc したがってこれらの

精製とほぼ同様に行なった。しかしながら高い amy!ase 酵素蛋白質は分子量，荷電，および免疫学的性質が同一

活性を除くために DEAEーセルロースを用いたパッチ法 であるかあるいは極めて類似した蛋白質であることがわ

の代りに DEAE-SephadexA-50によるカラムクロマ かった。

トグラフィーを行なった。すなわち0.1M りん酸ナトリ 完熟種子から得た酵素を用い焦点電気泳動によって等

ウム緩衝液 (pH7.2)により抽出した酵素蛋白質を硫安 電点を測定Lた。この酵素蛋白質の等電点は著しく酸性

分別沈澱し， DEAE-Sephadex A-50カラムクロマトク

ラフィーおよび SephadexG-200カラムによるゲルろ

過を行って精製酵素を得た117)。

発芽種子からの精製酵素の比活性は 10.OUjmg蛋白

質で，完熟種子および乳熟期種子からの精製酵素に比し

やや低かった。しかし粗抽出液に対する pulh山nase活

性の回収率5.61%を澱粉液化力の回収率0.0014%およ

び澱粉糖化力の回収率り.092%と比較すると，精製酵素

は amylase活性をほとんど含まないまでに精製された

ことがわかる。実際 pul1ulanase活性をiJ!IJ定する酵素

濃度では長時間の反応でも 7 ミロースからの還元力の生

成は認められず， debranching酵素の基質特異性の研

究には何ら支障なく使用出来る精製酵素を得ることがで

きた。

IlI. 酵素蛋白質の性質

水稲完熟種子から得た精製酵素を 7.5%ポリアクリノレ

アミドを支持体とし， pH 9.4で， 1本当り 2mA， 60分

間のディスク電気泳動を行なった結果単一蛋白質バンド

を示した (Fig.2 (B)J。また蛋白質バンド位置と酵素活

性位置は一致した。乳熟期種子113) (Fig. 2 (A)Jおよび

発芽種子117) (Fig. 2 (C)Jからの精製酵素もディスク電

気泳動でほぼ単一蛋白質パンドを示しそれぞれの醇素

蛋白質の移動距離はほぼ一致した。

三つの酵素蛋白質の同一性を確かめるために免疫反応

を行なった。乳熟期種子の精製酵素を抗原として作った

兎抗血清を用い，二重鉱散法を行なった結果，完熟種子か

ら亜二チオン酸ナトリウムにより活性化して得た酵素と

乳熟期種子の酵素の沈降線は完全に融合し，両蛋白質の

免疫学的同一性を示した [Fig.3 (左)Jぅ発芽種子の酵素

も手L熟期種子の酵素と沈降線が融合し [Fi耳 3(右)J，そ

れぞれの酵素蛋白質は免疫学的に一致することがわかっ

た。完熟種子からジチオスレイトーノレで、活性化した酵素

も免疫学的な一致を示した [Fig.3 (右1bJ。また市販の

微生物起源の2種の debranching酵素についても調べ

たが，これらは水稲 debranching酵素に対する抗血清

とは反応せず，免疫学的に異なる蛋白質であることを示

Fig. 2. Disc-electrophoresis of rice debranching-

enzy町les.

Thirty !'g of proteins per gel were disc-electro-

phoretical1y run for 60 min at pH 9.4 and 2 mA  
per tube. The proteins were located visual1y 
with Amido Black 10 B. 

A: Immature-seed enzyme， B: mature-seed en-
zyme， C: germinated-seed enzyme. 

Left Right 

Fig. 3. Ouchterlony double diffusion analysis of 

rice debranching-enzymes 

A: Antiserum against the puri五edimmature-seed 

enzyme， a: immature-seed enzyme， b: mature-

seed enzyme after sodium-dithionite (left) or di-

thiothreitol (rightl activation， c: germinated-seed 
enzyme， d: Aerohacler pul1ulanase， e: Pseudo・

川 onasisoamvlase. 
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側にあり，市販 pIマーカー蛋白質との比較では測定出

来なかった (Fig.4 (A)Jo pI-I 2.5~4.0 の pH 勾配で電

気泳動を行なったケ司ルの pHをブロムフェノーノレ7>ルー

ペーパーで直接測定した結果から，酵素蛋白質の plとし

て3.4が得られた (Fig.4 (B)J。

酵素蛋白質の分子量は乳熟期種子から得た精製酵素を

用いて測定した。 SDSーポリアタリノレアミドゲノレディス

ク電気泳動による測定結果を Fig.5に示した。 メノレカ

プトエタノールの添加の有無によって泳動距離に差が生

じないことから，この酵素蛋白質は 1本のポリベプチ l、

鎖、から成るものと思われる。分子量は標準蛋白質の泳動

距離との比較から 90，000と算出された。

蜘達金

時 12

市 3.6

(8) 

制令静

(A) 

水稲 Debranching酔素に関する研究山田:

Fig. 4. Disc isoelectric focusing of rice debranch-
mg-enzyme. 

Thirtyμg of proteins per gel was used. Constant 
voltage of 200 V was maintained for 3 hr in an 
ice box 

(A) pH 3.5-10.0: marker proteins， (a) acetylated 
cytochrome c (horse)， (bl cytochrome c' (Rhodo-
Jψirillum ruburum)， (c) cytochrome c (R: rubU/百川)，
(d) myoglobin thorse)， (el cytochrome c (horse). 
(Bl pH 2.5-4.0: pH gradient of the gel was direct-
ly tested with bromphenol-blue paper (BPB). 

Sephadex分子は D グルコースが町一(1→ 6)結合した

デキストランの架橋により{乍られた分子である。 De-

酵素蛋白質の分子量はまた SephadexG-lOOカラム

によるケ、ノレろ過の溶出位置からも計算した。 Fig.6に示

すように，同じカラムで測定した標準蛋白質の溶出位置

との比較から debranching酵素の分子量は約69，000

と推定された。前述したようにゲノレろ過の溶出位置は完

熟種子および発芽種子の酵素も乳熟期種子の酵素と同様

に牛血清アルブミンより僅かに早く，これら 3種の酵素

蛋白質のゲノレろ過的分子量は一致した。

Sephadexによるゲノレろ過法で、得た分子量と SDSポ

リアクリノレアミド、電気泳動法による値との聞にはやや大

きな差があった。 Debranching酵素は α(1→6)結合に

よる校分れをもった日 (1→4)グノレカンの分校点〔πべ1→
6)結合〕に作用する酵素である。一方ケソレろ渦に用いた

rice d巴branchingenzyme 
5，0 

bovine serum a1bumin (67，000) 

~valbumin (45，000) 

仏8

chymotrypsinogen A (25，000) 

(

圃

H
3
.
-
o
E
)
0
0」

4，6 

h
叶
h
叶

4.2 I・

~ytochrome c (12，400) 

0，4 0.6 

Rf 

Fig. 5. SDS-Polyacrylamicle gel disc-electrophoresis of rice debranching-enzyme 

Electrophoresis was performed at 8 mA per tube for 5 hr on 7.5% polyacry!amide gel. Proteins 
were locatecl visuallv with Coomasie brilliant blue. 

1.0 0，8 
4，0 
O 0.2 
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0.6 

;= ~t凶肘0，" c (12，400) 
|。¥叫l1YOglobin(17 ，8∞) 

O 0.4ト 『三日
":'¥、o5hymotryps;nogenA (25..000) 
'"、、、三、、、

11 0.2↓ 、ぜlbumi川山口)
22|¥¥bovine  serum albumin 

。l
'-'¥(67，000) 

rice debranching enzyme 

4.0 4.2 仏 4.6 4.8 5.0 
Log(rnol.wt. ) 

Fig. 6. Estimation of molecular weight of rice 
debranching-enzyme by Sephadex G-100 
gel五ltration.

Ve: elution volume， Vo: void volume， Vi: inner 
volume， 

branching酵素の基質と Sephadex分子の構造に類似

点が存在することは，酵素が Sephadex分子と微弱な親

和性をもっ可能性を暗示し，そのために Sephadexカラ

ムからの酵素の溶出が遅れ，見掛け上分子量が低く算出

される可能性がある。そこで debranching酵素の基質

と分子の構造上の類似性のないポリアグリルアミドのゲ

ル (Bio-gelP-150)を用い水稲乳熟期種子から得た酵素

のゲルろ過を行なった。その結果ポリアクリルアミドゲ

ルカラムによっても酵素の溶出位置は牛血清アルブミン

(分子量67，000)より僅かに早く， Sephadexカラムから

の溶出の場合と同様であることがわかった。

ゲルろ過法による分子量と SDSポリアグリルアミド

電気泳動法による分子量とが異なるので，第三の方法と

して超遠心分離法による分子量の測定を行なった。 O.lM

りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)中で測定した結果か

ら算出した沈降係数品加は7.81x 10一三合成界面セルを

用いた低速度の回転から算出した拡散定数D は5.69x 

10ー?となり，偏比容を 0.74と仮定すると分子量は 134，000

と算出された。この値は他の測定法によって得た値に

比し著しく高いので，蛋白質の会合が起っている可能性

が考えられる。そこで溶媒中に食塩を加えて沈降を行な

ったが結果に変りはなく沈降パターンからも会合を示唆

する結果は得られなかった。

このように三つの異なる分子量測定法によって三つの

異なる値が得られるという結果になったが，この相違の

原因としては蛋白質分子の形などが考えられるが現在の

ところ不明であり今後の検討に待たざるを得ない。

IV. 酵素反応の特性

水稲完熟種子，乳熟期種子および発芽種子から得た精

製 debranching酵素が蛋白質的に極めて類似している

ことがわかったので，次に酵素反応の特性の異同につい

て検討した。特に天然に活性型で存在する乳熟期種子の

酵素と発芽種子の酵素が同ーの作用をする酵素であるか

否かは興味深いことである。

Table 2には乳熟期種子および発芽種子の酵素の基質

特異性を比較した。両酵素ともアミロースには作用せ

ず amylaseを含まないことがわかる。 フ。ルランによく

作用し植物グリコーゲンに作用せず，微生物の pullu-

lanase (EC 3.2. 1. 41Jと類似した基質特異性をもっ酵

Table 2. Substrate speci五cityof rice debranching-enzyme 

Substrate 

Amylose (potato) 

Amylopectin (rice) 

Glutinous rice starch 

Phytoglycogen (corn) 

Phytoglycogen s-dextrin 

Amylopectin s-dextrin 

Glutinous rice starch s-dextrin 

Pullulan 

日-Amylolysisproduct (0.9 mg/ms) 

Panose (0.5 mg/ms) 

Isomaltose (0.5 mg/ms) 

Milky stage seed enzyme Germinated seed enzyme 
Reducing power (as μmol D司glucose/ms)
increased after incubatio-n* for 

lOmin 

0.150 

0.188 

0.541 

0.365 

1 hr 

O 

O‘026 

0.101 

0 

0.031 

0.420 

0.471 

O 

O 

10min 

0.171 

0.209 

0.997 

0.405 

0.006 

O 

1 hr 

O 

0.036 

0.069 

0 

0.056 

0.391 

0.440 

0.006 

O 

* Substrate concentration， 1 mg/ms of reaction mixture unless otherwise noted; pH 5.6; 250C. 



思われる。しかしながら MACWILLIAMら53) および

MANNERSら55)は麦芽からアミロペクチンに作用しト

限界デキストリンおよびフ。ルランに作用しない R酵素

と町一限界デキストリンおよびプルランを容易に分解す

るがアミロベクチンに対しては見るべき作用を示さない

limit dextrinaseを分離している。そこで水稲乳熟期

種子の酵素を用いて，一つの酵素がフツレランにも精米澱

粉の F限界デキストリンにも作用することを示すため

に，両基質に対する作用の pHおよび温度安定性を比較

した。

Fig.7(A)にはどCに60分保った時の残存活性を示

した。フツレランおよび嬬米澱粉点限界デキストリンに

対する作用は共に pH5~8 で安定であった。この酵素

は pH3.5では失活したが，両基質に対する作用の失活

の速度はよく一致した (Fig.7 (B)Jo Fig. 8には pH5.6

における酵素の熱安定性を示した。乳熟期種子の酵素は

300Cでは安定で， 400Cではやや失活し， 450Cでは急速

に失活し， 5:fCでは5分間でほぼ完全に失活した。失活

の速度はプノレランに対する作用と嬬米澱粉の P限界デ

キストリンに対する作用の聞でよく一致した [Fig.8

(A)J。

発芽種子の酵素の熱安定性は Fig.8(B)に示した。

40
0
Cではほとんど失活せず，乳熟期種子の酵素に比しゃ

13 

素である。日-Amylaseによる分解生成物すなわち枝分

れをもったオリコa糖によく作用する点でいわゆる limit

dextrinase53，55)作用をもっ一方，アミロベクチンに作

用しR-酵素34)としての作用をもっ。アミロベクチンの

か限界デキストリンにもよく作用した。これらの基質特

異性は MANNERSらの調べた未発芽燕麦15)，未発芽

稲15)，そら豆22)，および発芽ソノレガム四)の limitdex-

trinaseの基質特異性と類似し，この種の debranching

酵素は高等植物中に広く分布するものと思われる。

水稲乳熟期種子の酵素と発芽種子の酵素は嬬米澱粉の

月一限界デキストリンに対する作用がほぼ同一になるよ

うに酵素濃度を調整して各種基質に作用させた時，発芽

種子酵素のフ。ルランに対する作用が乳熟期種子酵素に比

しやや速かであったが，その他の基質に対する反応速度

は雨酵素の間でよく類似した。

両酵素の反応の最適 pHは5.6であった。

今回得られた酵素はディスク電気泳動的に単一であ

り1113，117)一つの酵素がフ。ノレランにもアミロペクチンお

よびその(3-限界デキストリンにも作用しているものと
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Fig. 7. pH Stability of rice debranching-

enzyme. 

The enzyme in McIlvaine bu妊er(1.75 U， different 
pH's， 0.2 mC) was allowed to stand at 40C. The 

solution was diluted with water to 5 mC and its 

0.2 mC-portion was incubated with 0.270 pullulan 

(0.5 mC， -0ー)or 0.470 glutinous rice starch 13-
limit dextrin (0.5 mC， ・ー)and McIlvaine bu妊er
(pH 5.6， 0.3 mC). Residual enzyme activity: (A) 

after the treatment at 40C for 60 min; (B) after 

theJtreatment at 4
0

C and pH 3.5 for various pe-

riods. 
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Fig. 8. Thermal stability of rice debranching-

enzyme. 

The enzyme solutions were allowed to stand at 

pH 5.6 and scheduled temperatures for various 

periods， respectively， and their residual enzyme 
activities (pullulan， -0ー glutinousrice starch 

s-limit dextrin，・)were determined. (A) 

lmmature-seed enzyme， 0.113 U/mC; (B) germi-

nated-seed enzyme， 0.073 U/mC. 

日
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や安定であったが，その差は大きくはなかった。発芽種 以上の結果は乳熟期種子酵素と発芽種子酵素とが極め

子酵素は300CでpH5~8 で安定で117)，これも乳熟期種 て類似した性質をもっ酵素であることを示し，恐らくは

子酵素と一致した。 珂者は同ーの酵素であろうと考えられる。

酵素活性に対する金属甑の影響を乳熟期種子酵素と発 基質の枝分れの程度および非還元末端の構造と de-

芽種子酵素の間で比較した(Table3)。両酵素とも Hg2十 branching酵素の作用との関係を明らかにするために

により強く阻害され， 10-5 M でほぼ完全に阻害された。 動力学的研究を行なった。 Fig.9にはフ句ルランの濃度

Cu2+では1O-3M で90%以上の阻害を受けた。 Hg2+ と水稲乳熟期種子 debranching酵素の作用の関係を示

と Cu2+による阻害は基質としてフ。ルランを用いた時 した。フ。ルランは反応液中0.5mg/ms以上の濃度では酵

と橘米澱粉の F限界デキストリンを用いた時で、阻害率 素反応を阻害し， 2 mg/ms以上では阻害が著しかった。

がほぼ一致し，これらの金属イオンの阻害が非拾抗的て、 また Fig.1に示したようにフ。ノレランの分解は初速度と

あることを示すものと思われる。 Pb2ヘCd2+， Zn2+ぉ 分解が進んだ段階の速度とが異なるので分解率の低い段

よび Mn2+は酵素のフ。ルランに対する作用と橋米澱粉 階で初速度を求める必要がある。そのためには反応液中

のか限界デキストリンに対する作用では阻害率を異に の酵素活性を低くする必要があった。 LINEWEAVERー

した。このような関係は乳熟期種子酵素でも発芽種子酵 BURKプロットから求めた K川値は 0.22mg/msであ

素でも認められた。なお乳熟期種子酵素を用いて調べた った。

これらの金属イオンの阻害型式は不拾抗的に近い関係 Figs. 10および 11には各種の澱粉様多糖について

を示した43)。 ノミラクロロマーキュリベンゼン (p一CMB) の水稲乳熟期種子 debranching酵素の作用における

は10-4M で両酵素を阻害せず， したがってこの酵素の LINEWEAVER-BuRKプロットを示した。植物グリコ

活性中心には SH基は存在しないものと思われる。 ーゲンの限界デキストリン，精米澱粉，および綬米アミ

Table 3. Inhibition of debranching-enzyme activity by metal ions 

Relative activity (%) 

乱ifetalion Concentration Milky stage seed enzyme Germinated seed enzyme 

(M) Pullulan* s-Dextrin* Pullulan* s-Dextrin* 

None 100 100 100 100 

HgCh 10-5 2.31 4.75 3.42 10.6 

10-6 32.4 50.0 88.6 83.9 

10-7 108 109 104 103 

CUS04 10-3 6.34 10.8 8.71 6.38 

10-4 38.9 20.9 32.3 36.1 

10-5 95.2 86目5 48.2 99.4 

Pb(N03)2 10-2 19.4 5.37 17.0 O 

10-3 43.8 17.5 48.0 9.22 

10-4 95.4 90.6 83.1 73.0 

CdS04 10-2 。 O 38.1 12.8 

10-3 52.1 21.8 69.2 38.3 

10-4 90.1 55.5 91.0 92.9 

ZnS04 10-2 23.9 1.64 20.1 O 

10-3 61.7 4.71 66.2 2.84 

10-4 95.2 33.3 97.2 60.8 

MnS04 10-2 29.5 。 57.2 24.1 

10-3 63.6 35.6 79.9 70.2 

10-4 99.8 91.6 

水 Substrates:pullulan and glutinous rice starch s-limit dextrin 



ロベクチンは他の基質に比し酵素の反応が遅いので反応

液中の酵素濃度を高くした (Fig.11)。同図の横軸には

基質濃度の逆数 (mC/mg)をとったが， これらの基質の

もつ日一(1→6)結合の含量はそれぞれ異なっている。

Debranching酵素が日ベ1→ 6)結合に作用する酵素であ

ることを考慮して，各基質を Pseudo川 onasisoamylase 

で分解した後の還元力から各基質の平均鎖長を求め，反

応液中の町一(1→6)結合の濃度を算出した。 Table4に

は Fig.10および Fig.11から求めた Km値を mg/

mCおよび町一(1→ 6)結合の濃度 (mM)で表示した値を

示した。 Km値を mg/mCで示すとフ。ノレランは最も低い

がその他の基質では儒米澱粉の phosphorylase限界一

』一限界デキストリン (3.1)，綬米アミロペクチンの』限

界デキストリン (3.1)，嬬米澱粉の点限界デキストリン

(3.3)が低く，嬬米澱粉および梗米アミロベクチンの

phosphory lase限界デキストリン (3.9および4.0)がこ

れに次ぎ，嬬米波粉および綬米アミロベクチン(共に5.0)

がやや高く，基質の A鎖の長さと相関しているように見

える。しかしA鎖がマノレトースおよびマノレ卜トリオース

であっても縞物グリコーゲンの3一限界デキストリン(17)
は他の月限界デキストリンに比し著しく心n値が高く，

15 
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Table 4. Kinetic data of rice debranching-enzyme 
prepared from Figs. 10 and 11 

Km  
Substrate Chain length* mg/m/3 mM ofαー.(1→6)-linkage料 Vre1 

Glutinous rice 

starch 19.5 5.0 1.6 11 

3・dextrin 9.0 3.3 2.3 100 。-dextrin 10.3 3.9 2.3 53 

ゆ-s-dextrin 8.6 3.1 2.2 98 

Non-glutinous rice 

amylopectin 24.1 5.0 1.3 7.0 

s-dextrin 12.3 3.1 1.6 82 

ゆ-dextrin 14.1 4.0 1.8 52 

Phytoglycogen 

s-dextrin 9.4 17 11 8.2 

O-dextrin 10.8 21 12 2.9 

Pullulan (3) 0.22 0.45 127 

Conditions of the incubation were given in Figs. 10 and 11. 

* Chain length was calculated from the reducing power obtained after incubation with 

Pseudomonas isoamylase (2 U124)/ms of reaction mixture) at 300C and pH 4.0. Chain 

length of puJ1ulan was not determined. 
mg polysaccharide/ms 

料 mM of日一-(1→6)ー11nkage= chaH1length ×162 X103 

植物グリコーゲンの phosphorylase限界デキストリン

(21)も他の phoshorylase限界デキストリンに比し著し

く高かった。このことは Km値がA鎖の長さ， したが

って基質の非還元末端構造と直接関係づけられないこと

を示している。 Km{I直を基質の日ベ1→6)結合の濃度で

表わすと儒米澱粉の各限界デキストリンが 2.2~2目 3，綬

米澱粉およびその限界デキストリンが1.3~1.8，植物グ

リコーゲンの限界デキストリンが 11~12 とそれぞれよ

く一致した値を示した。 これらの関係は K川値が基質

の非還元末端構造よりは基質全体の枝分れの程度に関係

することを暗示している。 Kmを日ベ1→ 6)結合の濃度

で示した場合にもプノレランは最も低い値を示した。フツレ

ランはマルトトリオースの両端の Dーグルコース基で α

(1→ 6)結合を作って長く速なった直鎖分子とみなされ

る。;使米アミロペクチンは精米澱粉に比し枝分れが少な

い。植物グリコーゲンはこれらの基質のうちで最も枝分

れが多し、。このような見方からすると debranching酵

素の基質との親和力は基質分子の全体の構造と密接に関

係し，枝分れの少ない分子ほど酵素との親和力が大きい

ものと考えられる。

水稲発芽種子の debranching酵素の K川値117)は乳

熟期種子酵素の Km{I直と大きな差はなかった。完熟種

子の酵素の Km値もフ。ルランが0.20mg/ms;精米澱粉

の s-限界デキストリン， 2.5; phosphorylase限界デキ
ストリン， 3.0;梗米アミロベクチンの s-限界デキスト
リン， 3.5・phosphorylase限界デキストリン， 4.3と乳

熟期種子酵素の値と類似した。

酵素反応の最大速度 Vは MrCHAELIs-MENTENの

式において酵素一基質錯合体から生成物の生ずる反応の

見掛けの一次反応定数を 1<，酵素の総濃度を [Eolとす

ると

V = k[Eol 

で、表わされるから，通常各基質の V値は [Eolを一定と

して測定し，相対値 Vl'elで表わす。酵素による反応性

の著しく異なる基質では [Eolを一定として各基質につ

いての反応初速度を測定することは困難なので，基質に

よって酵素量を変えざるを得なし、。 Debranching酵素

の各基質についての反応速度を比較する場合，これまで

の報告ではブツレランに対する反応速度を規準として相対

値が求められている 15，29)。しかしア。ルランは酵素濃度を

高くすると短時間で分解率が高くなり，測定値が真の初

速度を示さないことになる (Fig.1)0 Debranching酵素

による儒米澱粉のか限界テキストリンの分解では比較

的広い範囲で還元糖の生成量が反応時間に比例した。さ
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らに酵素濃度を変えて測定した V値は酵素濃度に比例 澱粉および梗米アミロベクチンの phosphorylase限界

した (Fig.12)0 Table 4には各基質についての Vの相 デキストリンの46および42は乳熟期種子酵素のそれら

対値を示したが，各基質の V値は同じ酵素濃度での反応 の Vre1値と類似した。

で測定した嬬米澱粉の s-限界デキストリンについての
V 値との相対値で示した。

第3節要 約

Table 4から V値は遊離される側鎖の長さに関係す 1. プルランを基質として debranching酵素活性を

るように思われる。すなわちマルトシノレおよびマルトト 測定する方法について検討した。

リオシル基を遊離するものはプルランを含めて Vre1値 2 水稲完熟種子から亜二チオン酸ナトリウムによる

が 82~127 と高く，マノレトテトラオ、ンノレ基を遊離する 処理， DEAEセルロース吸着，硫安担析， Sephadex G-

phosphorylase限界デキストリンは52および53，さら 100カラムによるゲルろ過，および CM-セルロースカラ

に長い側鎖をもっ嬬米澱粉と綬米アミロベクチンは 11 ムクロマトグラフィーにより高度に精製した debranch-

および7であった。植物グリコーゲンの限界デキストリ mg酵素を得た。

ンは短い側鎖をもつにもかかわらず Vre1値が8.2およ 3. 精製酵素の比活性は29.8pullulanase U/mg蛋

び2.9と著しく低いのは極端に高に Km値をもつため 白質でこれまでに得られている高等植物の精製 deー

であろう。 branching酵素に比し著しく高くディスク電気泳動で

二，三の基質についての発芽種子酵素の Vre1値117)は 単一バンドを示した。

乳熟期種子酵素のそれとよく類似した。また完熟種子の 4. 乳熟期種子および発芽種子の dehranching酵素

酵素の Vrel値もプノレランが 180と高い値を示したが， を完熟種子からの酵素と類似した方法で精製しそれぞ

綬米アミロベクチンのか限界デキストリンの 90，儒米 れディスク電気泳動で単一パンドを示し，他の酵素活性

をほとんど含まない酵素を得た。

0，4， :;0 5. 完熟種子，乳熟期種子，および発芽種子から得た

0，3 

{ ~ 
Eこ

ミミ 0，2 
戸= 、、
ー
O ミ

> 0，1 

O 
O 0，1 0，2 0，3 

Enzyme (U/m1) 

Fig. 12. V Values for s-limit dextrin of glutinous-

rice starch at different concentrations of 

debranching enzyme. 

Enzyme (different concentrations) was incubated 

with various concentrations of s-limit dextrin 

of glutinous-rice starch at pH 5.6 and 30oC. F 

Value at each enzyme concentration was esti-

mated by Lineweaver-Burk plots. 

dcbranching酵素はディスク電気泳動の移動距離，ゲノレ

ろ過による分子量，および免疫学的性質が互に一致した。

6. 乳熟期種子の酵素を用いて測定した分子量は

Sephadex G-100カラムによるゲノレろ過では69，000，

SDSーポリアグリルアミドゲル電気泳動では90，000，超

遠心分離法による測定では 134，000となった。 この相違

は酵素分子の形によるものであろうが，原因を明らかに

することは出来なかった。

7 完熟種子酵素を用いた焦点電気泳動の結果，この

酵素の等電点は著しく酸性で pIは3.4であった。

8. 酵素の基質特異性を調べた結果，プルラン，澱粉

の α-amylase分解物，嬬米澱粉の戸限界デキストリ

ン，および綬米アミロベクチンの戸限界テボキストリンに

速かに作用し，橋米波粉，梗米アミロベクチン，および

槌物グリコーゲンのか限界デキストリンには作用が遅

く，植物グリコーゲン，ノミノース，およびイソマルトー

スには作用しなかった。

9. 酵素反応の厳適 pHは5ム pH5~8 で安定であ

った。 pH5目6における熱安定性は30"Cで安定， 40DCで

やや失活， 45
D
Cでは急速に失活， 50oCでは直ちに失活

しko

10. Hg2+は反応を強く阻害し， Cu2+も阻害を示し

これらの金属塩の阻害はフ。ノレランを基質とした時と橘米
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澱粉の戸限界デキストリンを基質とした時の阻害率が

ほぼ一致した。 Pb2+， Cd2+， Zn2十および Mn2+も反応

を阻害したがフ。ルランに対する反応と精米澱粉のか限

界デキストリンに対する反応て、は阻害率を異にした。

パラクロロマーキュリベンゼンは反応、を阻害しなかっ

た。

11. 種々の基質についての K川および Vrelを測定し

た。 Kmは基質分子の全体の構造に関係し，直鎖分子で

あるフ"ルランが最も低く，枝分れの少ない綬米アミロベ

クチンおよびその限界デキストリンがこれに次ぎ，やや

枝分れの多い橋米澱粉およびその限界デキストリンは校

米アミロベグチンおよびその限界デキストリンよりやや

高く枝分れの多い植物グリコーゲンの限界デキストリン

は著しく高かった。

Vrelは遊離される側鎖の長さに関係し，マノレトシノレお

よびマルトトリオシル基が速かに遊離され，マルトテト

ラオシルおよびアミロベクチンの側鎖はそれぞれ前者の

1/2強および約 1/10の Vrel値を示した。

12 完熟種子，乳熟期種子，および発芽種子の de-

branching酵素の蛋白質的性質および酵素的性質は互

によく類似し恐らく同一酵素であろうと考えられた。

第2章水稲 Debranching酵素の作用様式

MANNERSら58)は穀類の limitdextrinaseによる

フ。ルランの分解物のペーパークロマトグラフィーの結果

から，ヘキサオース，ノナオース，およびそれより大きい

オリゴ糖が生成されることを認め，ランダム加水分解が

起ると報告している。 HARDIEとMANNERS28)は麦芽

の limitdextrinaseをフaノレランに作用させた時の相対

粘度の変化が反応時間と直線関係を示すことから，分解

がランダムに行なわれると結論している。しかし分解物

中のオリゴ糖のそれぞれを定量してはおらず，分解が真

にランダムに行なわれているかどうかは明らかではなし、。

水稲 debranching酵素は微生物の pullulanaseと類

似の基質特異性を示した (Table2)。微生物，l1erobacter 

aCJ・ogenesのpullulanaseのブ。ノレラン分解の作用様式に

ついては二つの異なった結果が報告されている。 WAL-

LENFELSら104)は exo型の分解であるとし，一方

DRUMMONDら12)は生成するマノレトトリオースの量が

ランダム (endo型)分解を仮定した場合の分解率から計

算されるマルトトリオース量に近い値となると報告して

L 、る。

本章では水稲乳熟期種子から得た精製 debranching

酵素を用いフツレランについての分解様式を調べ，さらに

これまで寸こ報告のない澱粉様多糖の分解についての作用

様式についても調べる114，118)。

第1節実験材料および方法

(1) 水稲 debranching酵素

第1主主で述べた水稲乳熟期種子から得た精製品-

branching酵素を用いた。

(2) 基質

ブツレランは市販品(林原生化学研究所製，分子量

64，000)を，精米澱粉，そのか限界および phosphorylase

限界デキストリンは精米(栽培品種「かむいもちJ)から

調製し当教室に保存の試料(第 1章)を用いた。

フ。ルラン分解物はフ。ルラン(10g)に Aenヌbαctcraenο『

genesの pullulanase(Boehringer Mannheim 社製)

14.7Uを作用させて調製した。 分解物にアルコールを

加え 70%アルコール濃度で、沈澱するものを除き (5.14g)， 

上澄を減圧濃縮して得た糖3.95gを活性炭ーセライトカ

ラム (1: 1， 4 x 21.5 cm)で分別した。水，および2%，5%，

7.5%， 10%， 15%， 20%のアルコールで、順次溶出した。

溶出物の薄層クロマトグラフィーによる検出で， 10%ア

ルコーノレ溶出液 (35O)は主にヘキサオース (6LOα マ

ノレトトリオシノレマノレトトリオース)を含んで、いたのでこ

れを濃縮し， Bio-gel P-2カラムグロマトグラフィーに

より薄層クロマトグラフィーで単一スポットのヘキサオ

ース区分(乾燥量 150mg)を得た。 15%アルコール溶出

では初期浴出液 (20O)には主としてノナオースを含んで

L 、fこので， Bio-gel P-2カラムクロマトグラフィーによ

り薄層クロマトグラフィーでほぼ単一のノナオース区分

(乾燥量140mg)を得た。またマノレトトリオース (1g)は

水抽出区分 (50めから得た。

(3) 糖の定量

総糖量はアンスロン法96)，還元力は SOMOGYI

NELSON法回，93)によって測定し，糖量を Dーグルコース

として算出した。

プルラン分解の分解率は還元力をマル卜トリオースと

して算出した。基質溶液および反応液の多糖濃度は 1N

硫酸中 100
0C，2.5時間の加水分解の後の還元糖量から算

出した。

(4) 薄層クロマトグラフィー

反応生成物の検出には KieselgelG Type 60 (Merck) 

(層厚0.25mm)による薄膚クロマトグラフィーを行なっ

た。展開溶媒としてイソプロピールアルコーノレ;エチル

アセテート.水=60:20: 20 (v/v)9)，発色剤として 50%

硫酸(噴霧後加熱)を用いた。
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(5) 生成物の分離

フツレランからの分解生成物の分析は Bio-gelP-2 

(Bio司RadLaboratories製)カラムクロマトグラフィー

(1.6 x 150 cm) によった。試料1O~15 mgを用い，約20

mg/hrの流速で水溶出し，溶出液を 3mgずつ分取し，ア

ンスロン法で・糖量を測定した。高分子量のオリゴ糖を多

量に含む試料では予め Bio-gelP-6カラム (2.5x23cm) 

を用い，流速 40~50 mgjhr で水溶出し，溶出液量 0~60

mg と 60~140 mgの2区分に分けそれぞれを定量した

後，後者を濃縮して Bio-gelP-2 カラムによる分析に

供した。

精米澱粉およびその J限界デキストリンからの分解
生成物は SeamlessCel¥ulose Tubing (Visking Co. 

製)を用い冷蔵庫内で水に対して透析した。外液に新た

に糖が透析されなくなるまで10回以上外液を交換し，透

析された糖(外液)を集め減圧下に濃縮した後糖量および

還元力を測定した。嬬米澱粉のか限界デキストリンか

場静

Fを

010  3050 80 90 

らの生成物の透析外液については一部を用い Bio司gel Hydrolysis (% of maltotriose) 

P-2カラム(1.6x 150 cm)によるヶツLろ過分析(溶媒は o 5 10 15 25 30 
水)を行なった。 Incubationperiod (min) 

Fig. 13. Thin-layer chromatogram of debranching 

第2節実験結果および考察 products from pullulan by rice debranch‘ 

1. プルランに対する作用

フ。ルラン(反応液中 1mg/mg)に水稲乳熟期種子 de-

branching酵素(反応液中 0.07U/mg)を加え pH5.6， 

250Cで反応させ，経時的に反応液の一部をとり，沸騰水

中で5分間加熱して反応を止めた。この液の一部を用い

還元力を測定し，還元力をマノレトトリオースとした時の

分解率を算出した。残りの液から 1mgをとり減圧下に

濃縮乾潤した後20μdの水に溶解し，その 10μdを用い

薄層グロマトグラフィーを行なった。

Fig. 13に示したように分解の初期 (10%分解)から

既にヘキサオース，ノナオース，およびより高次のオリ

ゴ糠が検出されるので，フツレランの分解は endo型であ

ることがわかる。しかし分解の全段階を通じてマルトト

リオースのスポットがヘキサオース，ノナオース等のス

ポットより大きいことから，反応は全ての a-(1→6)結合

のランダムな分解によって進行しているのではないこと

が示唆された。

Debranching酵素の作用様式の詳細を調べるために，

フりしランからの反応生成物の Bio司gelP-2カラムクロマ

トグラフィーによる定量分析を行なった112，114)。 フ。ノレラ

ン(反応液中 1mg/mg)および酵素(反応液中0.05Ujmg) 

を pH5.6， 250Cで反応させ，それぞれ No.1 (反応時間，

mg-enzyme. 

Pullulan (1 mg/mg) was hydrolyzed at 250C and 

pH 5.6 by the debranching enzyme (0.07 U/mg) 

and chromatographed. Solvent， isopropyl alco-
hol-ethyl acetate-water (60: 20 : 20， v/v); spray re司
agent， 50% sulfuric acid. R， reference saccha-
rides: maltotriose， hexaose (6LO一昨maltotriosyl-

maltotriose) and nonaose (63-O-a-maltotriosyト

6LO-a-maltot riosy Imal totriose). 

3分)100 mg， No. 2 (6分)50 mgおよび No.3~6 (12， 

15， 18および21分)各25mgを沸騰水中で10分加熱

して反応を止めた。各反応液の一部を用い総務量および

還元力(マルトトリオースとして算出)を測定し分解率

を算出した。残りの液を減圧下に濃縮し， Bio陶酔1P-2 

によるカラムタロマトグラフィーを行なった。但し試料

No. 1~3 は高分子量の糖を多く含むので，予かじめ Bio­

gel P-6によるカラムクロマトグラフィーを行ない，高

分子部分を除いた後，低分子部分について Bio-gelP-2 

による分析を行なった。各試料の低分子部分の収率はそ

れぞれ No.1， 20.4%; No. 2， 36.4%;および No.3，

67.7%であった。

Bio-gel P-2カラムクロマトグラフィーの溶出パター

ンを Fig.14および Fig.15に示した。縦軸には1フ
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に Table5に示した。

突測値は理論収量に比し反応の初期から後期にいたる

までマルトトリオースの生成量が多く， endo型の分解

にもかかわらずマノレトトリオースが生成し易いことを示

している。ヘキサオースは反応の極く初期 (5.14%分解)

では理論量とほぼ等しい量で生じたが， 以後 (8.99%分

第 13巻北海道大学農学部邦文紀要

ラクション (3ms)当りの糖の収率を示した。 トリオー

ス(図中の'1')，ヘキサオース (H)，およびノナオース (N)

はよく分離されたので，それぞれ別々に収量を求め，そ

れ以上高分子の糖は一括して収量を算出し，ランダム分

解に対する KUHNの式44)から算出される理論収量と共

satnple incubation hydrolys;s 
No. (min) (%) 
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Fig. 15. Gel五ltration of debranching products 
from pullulan (2) 

Methods are the same as shown in Fig. 14 ex-
cept for ommission of the pre-treatmt:nt with 
Bio-gel P-6目

Peaks: T， ma!totriose; H， hexaose; N， nonaose 
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Fig. 14. Gel五!trationof debranching products 
from pullulan (1). 

An incubation mixture of the debranching en-

zyme (0.05 U(ms) and pullulan (1 mg(ms) was in 

cubated at 250C and pH 5.6 for scheduled pe-

riods. After pre-treatment with a Bio-gel P-6 

column (2.5X23 cm)， the digests were applied to 

a Bio-gel P-2 column (1.6X 150 cm) and eluted 

with water at a flow rate of 20 msjhr. Fractions 

of 3 ms were collected目 Saccharidesin the frac-

tions were determined by the anthrone reagent 

and their recoveries were expressed in % of 

hexose based on pullulan used. 

Peaks: '1'， ma!totriose; H， hexaose; N， nonaose. 
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解から)は理論量より少なく，反応が進むにしたがって理

論量に対する比が減少した。ノナオースも初期 (5.14%

および8目99%分解)には理論量より多かったが，後理論

量を下まわった。

フ。ルラン分子をマノレトトリオースがその両端で、日ー(1→

6)結合して出来た直鎖分子と考えると，上述の結果はこ

の酵素がプルランを endo型に分解〔内部の日一(1→6)

結合を加水分解〕するが，ブロルランの全日 (1→6)結合に

対して同確率で作用する，いわゆるランダム分解ではな

く，分子の末端に近い結合に作用し易いことを示してい

る。すなわち反応の極く初期にすでに多量のマノレトトリ

オースを生ずるが，この時ヘキサオースおよびノナオー

スも理論収量より多いことから，フ。ルラン分子の末端ば

かりではなく， 末端に近い αー(1→6)結合も全体からみ

ると相対的に作用を受け易いことがわかる。反応の進行

に伴ってヘキサオースおよびノナオースの量が理論収量

を下まわるのはこれらのオリゴ糖が酵素によって速かな

分解を受けることによるものと思われる。

1I. プルラン分解生成オリゴ糖に対する作用

フ。ルランおよびその部分分解生成物に対する水稲 de-

branching酵素の反応性を比較するために酵素の K川

値および V値を比較した。プノレラン分解物としてはプ

ノレランに Aerobacteraerogenesの pullulanaseを作用

させ，分解率が 39.3%(還元力をマルトトリオースとし

て算出)になった時の生成物から， 70%アノレコールで沈

澱する区分，ノナオース (63ー0-α-maltotriosyト6LO-a-

mal totrios y l mal tot ri ose)，およびヘキサオース (6LO

日-maltotriosy Imal totriose)を用いた。

反応は反応液中酵素濃度0.023U/ms， pH 5.6， 250Cで

行ない，種々の基質濃度における反応液の生成還元力か

ら反応速度 v(μmol maltotriose(msfmin)を求めた。

LrNEWEA VER-BuRKプロット (Fig.16)から求めた

Km値および V値を Table6に示した。

基質濃度を酵素が作用する α一(1→6)結合の濃度とし

pullul口円 70%口lcoholppt. 

γ 60 50 50 

40 。|ラ
30 

c / 10 イ
E 

E 。 1 2 3 o 2 3 

三日onaose hex口ose

/ 
50 

=¥40  40 

30 

o 4 6 o 4 6 

1/5 {[)Jmol n-(l→6)-1 ink日日er'・ml)

Fig. 16. Lineweaver-Burk plots of hydrolyses of 

pullulan and its related oligosaccharides 

by rice debranching-enzyme. 

Enzyme (0.023 U(mli) was incubated with one of 

the substrates (various concentrations) at 250C 

and pH 5.6 for 10 min. Then， reducing power 
produced was determined. For the preparation 

of hydrolysis products of pullulan， see text. 

て表わした場合，これら 4基質についてのK川値は一致

した。一方プルランについての V値を 100とした時の

各基質についての相対的な V値 (Vrel)は低分子の基質

ほど大きく，この酵素は低分子のフ。ノレラン分解物ほど速

かに分解することが示された。ヘキサオースはフツレラン

に比し3倍の速度で分解されるから，フツレランの分解中

に生成したヘキサオースは急速に分解され，反応液中で

の蓄積がランダム分解で期待される理論量よりはるかに

少ないという Table5の結果をよく説明している。 ノ

ナオースはヘキサオースよりは分解速度が遅し、から反応

Table 6. K川 andVre1 for pullulan and its related 

。ligosaccharidesprepared from Fig. 16 
Km 

Substrate (DP) 
μmol 日一~1→6)-linkage/mli mg/ms Vrel 

Pullulan (ca. 400) 0.36 0.17 100 

7011%1111alcohol rpoplyt.z from 
pullulan hydrolyzate 

(17.2) 0.36 0.21 122 

Nonaose (9) 0.36 0.26 174 

Hexaose (6) 0.36 0.35 300 
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限界デキストリン(反応液中 2.00mgjmめに水稲乳熟期

種子 debranching酵素(反応液中0.039U/m&)を作用

させ，反応生成物を経時的に薄層クロマトグラフィーに

より分析した結果を示した。か限界デキストリンから

の初期反応生成物はマルトースおよびマルトトリオース

であり， phosphorylase限界デキストリンからはマルト

テトラオースが生じ反応が進んだ後もこれらのオリゴ糖

が主要な生成物であった。すなわち限界デキストリンの

初期の速かな分解は非還元末端の短いA鎖、の遊離 (exo

型分解)によるものであることがわかった。

同ーの酵素がプ。ルランに対しては endo型に，橋米澱

粉のか限界デキストリンには exo型に作用するとは考

え難いので， i儒米澱粉の J限界デキストリンからの反

応生成物を精査した。嬬米澱粉のか限界テ、キストリン

(反応液中2.00mg/m&)と水稲乳熟期種子 debranching

酵素(反応液中0.039Ujm&)を pH5ふ 300Cで反応さ

せ， 10分， 30分，および45分反応後にそれぞれ 50m&

の反応液をとり，沸騰水中で 10分間加熱して反応を止め

た。反応液の一部をとり還元力を測定し，基質の a-(l→

6)結合の分解率を測定した結果，それぞれ 19.4， 37ムお

よび46.3%であった。

各反応液を水に対して透析し，透析外液を減圧濃縮し

糖の回収率および平均重合度を求めた結果を Table7 

第 13巻北海道大学農学部邦文紀要

液中の蓄積量は分解率8.99%までは理論量より多いが，

ブツレランに比し1.7倍の速度で分解されるから， 分解が

進み反応液中のノナオース濃度が高くなるにしたがっ

て，フ。ノレラン中の町一(1→ 6)結合と同じ速度での分解を

期待したランダム分解の理論量に比し反応液中の蓄積量

が下まわり，分解率31.3%以後は生成量を分解量が上ま

わって反応液中の濃度が減少したとして Table5の結

果を説明することが出来る。

精米澱粉およびその β 限界デキストリンに対

する作用

橋米j殿粉およびその限界デキストリンに対し水稲乳熟

期種子 debranching酵素を作用させた時の還元力の生

成の経時変化を Fig.17に示した。反応液中の基質濃

度は2.00mg/m&，酵素濃度は0.039U/m&とし， pH5ふ

300Cで反応させ，分解率は還元糖生成量から求めた基質

中の a-(l→ 6)結合の分解の割合(%)で示した。

，3-限界および phosphorylase限界デキストリンの分

解は半分以上の日一(1→6)結合が分解されるまで速かに

進行しその後ゆっくり反応が続いた。橋米澱粉では極

く初期に速かな分解を示したが，反応過程の大部分はゆ

っくりした分解であった。これらの基質の構造の差は非

還元末端にあるので反応速度の相違も非還元末端構造の

差に由来するものと考えられる。

Fig.18には橋米澱粉のJ限界および phosphorylase

22 

IlI. 

Fig. 18. Thin-layer chromatogram of debranch-

ing products from s-limit and phospho-

rylase limit dextrins of glutinous-rice 

starch by rice debranching-enzyme 

Substrate (2 mg/m&) was hydrolyzed at 300C and 
pH 5.6 by the debranching enzyme (0.039 Ujm&) 

and chromatographed. Solvent， isopropyl alcohol-
ethyl acetate-water (60: 20: 20， v/v); spray rea-
gent， 50% sulfuric acid. 

12 
lncuc口tlOIl(11r ¥ 

Fig. 17. l-Iydrolyses of glutinous-rice starch and 
its limit-dextrins by the debranching 

enzyme. 

Enzyme (0.039 U/m&) was incubated with one of 

the substrates (2.00 mgjm&) at 300C and pH 5.6. 

Reducing power was determined by the Somogyi-

Nelson method. 
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23 水稲 Debranching酵素に関する研究IjJ E8 : 

Dialyzate of debranching products from s-limit 

dextrin of glutinous-rice starch 

Tahle 7. 

Dialyzate 

Degree of 
polymerization 

6.7 

5.9 

6.5 

Recovery 

(%) 

14目4

23.6 

32.6 

Hydrolysis of 
町 (1→6)-linkage

(%) 

Reaction period 
Sample No. 

19.4 

37.5 

46.3 

n
 
m
 ハU
A

U

F

O

-

3

4

 

I

E

E

 

Enzyme (0.039 Ujmt') was incubated with s-limit dextrin of glutinous rice starch (2.00 mgjmO) 

at 300C and pH 5.6. 

トリンの A鎖の速かな遊離を示しているが，同時に反応

の初期から高分子の透析性の糖が存在することも示され

ている。

各試料のゲルろ過のフラクションを 41~50 番， 51~70 

番，および 71~90 番の三つに分けて集め濃縮した。各濃

縮液の糖濃度をアンスロン法で測定し，濃縮液に水稲乳

熟期種子の debranching酵素(反応液中0.04Ujmt')を

加え pH5.6， 300Cで反応させ，反応の前後の還元カを

SOMOGYI-NELSON法で測定して，濃縮液中の糖の平均

重合度および1分子当りの α(1→6)結合数を算出した

(Table 8)0 41~50 番フラクションの糖は初期反応生成

物で1分子当り 2個の町一(1→6)結合を含み，反応の進

んだ段階では約 1 個の枝分れを含んでいた。 71~90 番フ

ラグションの糖には枝分れの存在はなく，中間の分子量

をもっ 51~70番フラクションでは反応初期のもののみ

に若干の分校糖が含まれることが示された。

に示した。各反応、液共平均重合度が3より大で，透析外

液中にか限界デキストリンの A鎖由来のマノレトースお

よびマルトトリオース以外の，重合度の大きい糖が存在

することがわかった。各透析外液の糖を Bio-gelP-2カ

ラムを用いて分析した結果を Fig.19に示した。約 10

mgの糖を含む試料液を用い，流速約20mt'jhrで水溶出

し，3mt'ずつの溶出液を集め，各フラクションの糖含量

をアンスロン法で測定した。反応初期から 80番プラク

ション以降に溶出される低分子糖が多く，戸限界デキス

Analyses of fractions obtained 

by gel五ltration

Tahle 8. 

日一.(1~6)ーlinkage
per molecule材

1.9 

0.3 

Fraction Degree of 
ム'10.ネ pOlymenzatlOn

33.0 

10.5 

3.62 

41-50 

51-70 

Sample 
No.* 

工

samp1e incubation hydro1ysis 
No. (min) 見)
10 19.4 

11 30 39.5 
III 45 46.3 

20 
Q) 
(f) 

D 
X 
Q) 
i二

口

B 
~ 
C 

....， 

号1
αユ

E 、、
Q) 

8 
X 
Q) 
エ二

ユ

と
Q) 
〉
O 

出
Cζ O 

0.7 

0.1 

0 

** 

0.9 

。
See Table 7 and Fig. 19. 

Reducing power after debranching 
Reducing power before de伝記函函E i 

。

40.1 

11.0 

4.00 

42.7 

11.2 

4.00 

71-90 

51-70 

71-90 

41-50 

51-70 

71-90 

41-50 H 

班

* 

90 60 70 
Fraction No， 

Fig. 19. Gel 五ltration of debranching products 

from beta-limit dextrin of glutinous-rice 

starch 

Debranching products shown in Table 7 were 

applied to a Bio-gel P-2 column (1.6X150cm) and 

eluted with water at a flow rate of 20 mt'jhr 

Fractions of 3 me were collected. Saccharides 

in the fractions were determined by the anthrone 

reagent and their recoveries were expressed in 

70 of hexose based on the s-limit dextrin used. 

80 50 
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嬬米澱粉のF限界デキストリンに水稲乳熟期種子de-

branching 酵素を作用させた時，反応、生成物中に枝分れ

をもった糖が生成したことはこの酵素が P一限界デキス
トリンの内部の町一(1→ 6)結合を切断したことを示して

いる。特に興味深いことは反応初期に透析性ではあるが

Bio-gel P-2ゲノレろ過で‘ボイドボリュームの位置に溶出

される高分子糖が多いこと，それが a-(l→6)結合をも

っており，その a-(l→ 6)結合は水稲 debranching酵素

によって分解され得ることである。反応の進行に伴って

この高分子糖の量が減りそれよりやや分子量の低い糖が

増加した。これらの結果は F限界デキストリンの最外

部の a-(1→6)結合よりも先に切断される内部の。 (1→

6)結合が存在すること，すなわち水稲 debranching酵

素がか限界デキストリンを endo型に分解することを

示す。

嬬米澱粉に対しても水稲乳熟期種子 debranching醇

素は endo型の分解を行なった。嬬米澱粉(反応、液中

2.00 mg/ml3)と水稲乳熟期種子 debranching酵素(反

応液中0.039U/ml3)を pH5.6， 300C で反応させ， 2.5 

時間および7時間反応後の試料各約 80m13ずつをとり，

沸騰水浴中 10分間加熱して反応を止めた。反応液の一

部を用い還元力を測定した結果，それぞれの分解率は

26.9および37.0%であった。両試料をi威圧濃縮し約30

11113とした後水に対して透析し，透析外液を減圧濃縮し

た後，糖の回収率，平均重合度， s-amy!aseによる分解限

度，および1分子当りの Psudomonasisoamylaseによ

って分解される日ベ1→6)結合の数を測定した(Table9)。

戸-Amylaseによる分解が 100%に達しないことおよび

isoamylaseによって分解される結合が存在することか

ら橋米澱粉の分解物中に枝分れをもつ透析性の糖が存

在することが明らかにされた。 1分子当りの日ー(1→6)

Table 9. Dialyzate of debranching 

products obtained from 

glutinous-rice starch 

Sample No.キ 工 E

Recovery of dialyzab!e saccharides (%) 16.8 26.7 

Degree of polymerization 12.1 14.2 

s-Amylolysis Iimit (%) 70.4 91.1 

日 (1-->6)-Linkageper molecule 0.2 0.4 

* Enzyme (0.039 U/ml3) was incubated with g¥uti-
nous-rice starch (2.00 mg/ms) at 30oC， pH 5.6， 
for 2.5 hr (samp¥e 1; 26.99'0 hydro¥ysis) and for 
7 hr (samp¥e Il; 37.09'0)目

結合の数が1に満たないことから透析性生成物の大部分

は直鎖分子であり， s-amylaseによる分解限度からも直

鎖、分子が多いことがわかる。したがって精米澱粉に対す

る作用はその 3限界デキストリンに対する作用と同様

に非還元末端に近い，分子の外~{Ijの αー(1→6) 結合の分

解が多いものと考えられるが，同時に内部の αー(1→6)結

合も分解 (endo型分解)されていることがわかった。

IV. 水稲 debranchin冨酵素の作用様式についての

一仮説

水稲 debranching酵素のフ。ルランに対する分解作用

は endo型であり，嬬米澱粉およびその F限界デキス

トリンに対しても endo型の分解を行ない得ることが

わかった。しかしプノレランに対する作用では反応の初期

から多量のマルトトリオースを生じ儒米澱粉のか限界

デキストリンに対する作用でもマノレトースおよびマルト

トリオースの遊離が顕著であり，酵素が基質分子の末端

に近い αー(1→6)結合によく作用することがわかった。

一方儒米澱粉およびそれから調製した種々の限界デキス

トリンおよび梗米アミロペクチンとその限界デキストリ

ンに対する分解速度を比較すると (Table4)， A鎖がマ

ノレトシノLおよびマノレトトリオ、ンノレ基で、ある基質に対する

反応速度が最も大で，マノレトテトラオシル基のものに対

する反応速度はその約 1/2，さらに長鎖長の多糖では前

者の約 1/10であった。

水稲 debranching酵素の反応速度が酵素の作用によ

って遊離されるオリゴ糖の鎖長によって決まると考える

と二，三の結果と矛盾する。嬬米澱粉の戸一限界デキスト

リンの初期分解物中に比較的多量の高分子糖が見出され

る一方で，反応の後期にも新たなマノレ卜ースおよびマノレ

トトリオースの生成が認められる。すなわちか限界デ

キストリン中には遊離され易い A鎖、のほかに反応の後

期まで遊離されずに残る A鎖があり，一方では反応初期

に遊離される長鎖の枝が存在する。

フ。ルランの分解では反応の初期から高分子の分解生成

物を生ずるが，反応速度は嬬米澱粉の F限界デキスト

リンに対する反応速度より大で，遊離されるオリゴ糖の

鎖長が短いほど反応速度が大きいという結果にはならな

い。もっともフ。ルランの分解で生ずる高分子生成物はマ

ルトトリオースの非還元末端 Dーグルコースの6番炭素

に大きな置換基がついたものであり，このものは置換基

のつかないマノレト卜リオ・ンル基に近い速度で分解すると

して説明することは可能である。

また短鎖長のA鎖をもっ植物グリコーゲンのか限界

デキストリンおよび phosphory¥ase限界デキストリン
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が著しく分解され難いことも遊離されるオリゴ糖の鎖長

が短くても必ずしも速かに分解されるわけではないこと

を示している。この場合は植物グリコーゲンの限界デキ

ストリンに関する酵素の Km値が著しく大きいために

反応速度が遅くなるものと考えられる。これらのことか

ら反応速度は必ずしも遊離される糖の鎖長と関連づけら

れない。

そこで精米澱粉の s-限界デキストリン分子中に酵素

の作用を受け易いA鎖と受け難いA鎖が存在し，また

内部の日一(1→ 6)結合にも反応を受け易いものが若干存

在するという考え方をもとにして水稲 debranching酵

素の作用と基質の構造との関係について考察することに

する。この仮定では反応速度を遊離されるオリゴ糖の構

造と関連づけるわけにはいかないので，日ーイ(1→6)結合の

ついている側のグノレカンの構造に原因を求めなければな

らない。低分子基質に対する Klebり・ellaのpullulanase

の作用39)においては反応速度は町一-(1→ 6)結合の切断に

よって遊離されるオリゴ糖 (A鎖)の大きさばかりでは

なしそれを結合しているオリゴ糖 (C鎖)の大きさも関

係した。すなわちが O--a-maltotriosylmaltotriose(相

対速度 162;フ。ルランの分解速度を 100として)はよく

分解されるが， 6LO日ーmaltotriosylmaltose (相対速度

。)は町 (1→ 6)結合で結合したオリゴ糖がマノレトトリオ

ースであるにもかかわらず，全く分解されず，また 63

O α-maltosylmaltotetraose (相対速度43)と 6LO-a-

maltosylmaltopentaose (相対速度98)を比較すると両

者共遊離されるオリゴ糖がマルトースであるが，結合し

ているオリゴ糖がテトラオースかベンタオースかで反応

速度に2倍以上の差がみられた。

水稲 debranching酵素の作用について，フ。ルランの

各結合が速かに分解されることも考慮して，戸一限界デキ

ストリン中の α(1→6)結合に分解され易いものとされ

難いものが存在するという仮定のもとに，日一(1→6)結合

の周囲の構造と分解速度との関係を説明する一つの可能

な仮説を次に提出する (Scheme2)112)。

「酵素の反応速度は主鎖の外側の (D-グルコースの)数

によって決定し，その数が少なし、ほど速かである」。

この場合， ["主鎖U(main chain;図中 M)とは分校

点 (6番炭素が置換された D-グルコース，図中(Qi)の両

側に αー(1斗)結合して出来る鎖を呼び主鎖に町一-(1→ 6)

結合で結合した鎖を側鎖 (sidechain;図中 S)と呼ぶこ

とにする。 また「外側の (Dーク。ノレコースの)数」とは分

校点から非還元末端までの D グルコースの数(分校点

Dーグルコースを含まなし、)を言う。

A 

B 

A side chain 

Bet口ー1imi t dextrin 
ん

V
O
一
ー
川
町
今
、
↓
〆
D

o

 

b
。

今

Pullul口n

Scheme 2. Hypothesis on action of debranch-

mg  enzyme. 

For details， see text 

この仮説に従うと，フ。ノレランの全ての結合は「外側の

数」がOであって最も速かな分解を受け，且つ全ての結

合が対等であるので結果的にランダムに近い endo型の

分解となる。 P限界デキストリンでは Scheme2に示

したように側鎖が A鎖である分校点でも主鎖、の外側の

D グルコースの数が 1または2で速かに分解される町一

(1→ 6)結合と，より長い外側の D-グルコース鎖のため

反応を受け難い日 (1→ 6)結合とが存在する。一方 B鎖

を側鎖とする分校点、の中にも外側の D グルコースの数

が1または2のものが存在しこの場合はB鎖で、あって

も速かに分解される。 Phosphorylase限界デキストリ

ンで、は外側の Dークールコースの数は4となり反応速度は

低下する。嬬米澱粉および綬米アミロベクチンでは一般

に外倶~の数はさらに大となり，したがって反応速度は著

しく小となる。

この仮説は水稲 debranching酵素の反応速度と各基

質の構造との関係についての実験結果をよく説明してい

る。しかしこの他にも可能な仮説はあり得るであろう。

またフ.ノレランおよびフ。ノレランの部分分解物に対する酵素

の反応速度の比較では， これらの基質の外側の Dーグル

コースの数が同一であるにもかかわらず低分子の基質ほ

ど速かに分解され，植物グリコーゲンの介限界および

phosphorylase限界デキストリンは嬬米澱粉および梗

米アミロベクチンから調製した相当するデキストリンと

同ーの外側の Dークソレコースの数をもつが著しく反応速

度が遅かった。このことは基質の全体の構造を考えなけ
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れば説明出来ず，分解されるべき αべ1必)結合と酵素の
接近に対する基質自身の立体的障害が関与するものと考

えられる。

真の酵素の反応機作の解明およびこの仮説の検討には

主鎖の外側の Dーグノレコシノレ基の数と側鎖の Dーグノレコシ

ノレ基の数の異なる種々の基質の調製とそれに対する酵素

作用を研究する必要がある。

本章で用いてきた exo型分解とは基質分子のA鎖の

遊離を意味し， endo型分解とは作用を受ける時点で B

鎖であるような側鎖、の遊離を意味した。しかし Scheme

2における作用を受け易い B鎖の uベ1→ 6)結合を内部

の結合と言うべきか否かについては用語の定義の検討が

必要で、あろう。フツレランをマルトトリオースから成る直

.鎖分子と考えた時，水稲 debranching酵素は明らかに

endo型の分解を行なれ しかしもしも分解を受ける結

合の主鎖の非還元末端が反応に直接関係しているならば

分解される α(1→6)結合は分子の最も外側に位置する

ことになるから endo型分解と呼ぶことはできない。

Debranching酵素の作用様式についてはさらに詳細な

研究が必要であり，その結果にしたがって分解様式の名

称についても考える必要があろう。

第3節要 約

1. 水稲乳熟期種子 d由ebran町ch叩i

ン分解物の薄層ク口マトグラフイ一の結果，ヘキサオー

ス，ノナオース，およびそれより高分子の糖が存在した

ことから，分解は endo型で進むことがわかった。

2. 分解生成物のゲルろ過による定量分析の結果，ラ

ンダム分解の理論量に比しマノレトトリオースが著しく多

く， endo型ではあるが全ての日ベ1→6)結合がランダム

に分解されるわけではないことがわかった。

3. 反応の初期にはマルトトリオースのほかヘキサオ

ースおよびノナオースもランダム分解の理論量より多

く，酵素によるフ。ルランの分解で末端に近い日一(1→ 6)結

合が分解され易いものと推定された。

4. 反応の全段階を通じ著量のマノレトトリオースが存

在し，反応、が進むとヘキサオースおよびノナオースの量

がランダム分解の理論量を下まわることから，フ。ノレラン

に比し低分子の中間生成物が酵素による分解を受け易い

ものと推定された。

5. 7
0

ルランおよびその分解生成物について酵素の作

用を調べた結果，Km値はし、ずれの基質についても同じ

値となったが V値は低分子基質ほど大となり，フツレラン

に対する V値を 100とした時，ヘキサオース 300，ノナ

オース 174，平均重合度 17.2の中間生成物 122であった。

このことによってフ。ノレラン分解物中にマノレトトリオース

が多量に生成する理由が説明された。

6. 水稲乳熟期種子 debranching酵素による儒米澱

粉およびその限界デキストリンの分解速度を調べた結

果，限界デキストリンではその日ベ1→6)結合の半分以上

が速かに分解され，その後緩徐な分解が続き，精米澱粉

では極く初期に速かな分解があるが，全体を通して緩徐

に分解が進んだ。

7. 縞米澱粉の J限界および phosphorylase限界

デキストリンの分解物を薄層クロマトグラフィーによっ

て調べた結果，反応初期から前者からはマノレ卜ースとマ

ノレトトリオースが，後者からはマノレトテトラオースが著

量に生成し，限界デキストリンの速かな分解は A鎖の遊

離であることがわかった。

8. 嬬米澱粉の戸限界デキストリンの分解生成物中

の透析性の糖をケソレろ過分析した結果，反応初期に高分

子糖が多く，この糖は白 (1→6)結合を含んでいた。し

たがって水稲乳熟期種子 debranching酵素は嬬米澱粉

のか限界デキストリンの内部の白一(1→ 6)結合の分解

(endo型分解)を行ない得ることがわかった。

9. 嬬米澱粉の分解生成物中の透析性の糖の s-amy-

laseによる分解限度および isoamylaseによる分解の結

果，この糖が α(1→ 6)結合をもつことが明らかにされ

た。したがって水稲乳熟期種子 debranching酵素は儒

米澱粉も endo型に分解し得ることがわかった。

10. 嬬米澱粉の戸限界デキストリンに対する水稲de-

branching酵素の作用様式について一つの仮説を提出

した。酵素の反応速度は分解される四一(1→6)結合の主

鎖の非還元性末端までの長さが短いものほど大であると

仮定した。その結果戸限界テキストリンのA鎖に遊離

され易いものとされ難いものが存在すること， B鎖にも

遊離され易いものがあること，フ。ルランの全ての日一(1→

6)結合が分解され易く，その結果ランダム分解に近い

endo型分解が起ること， phosphorylase限界デキスト

リンがか限界デキストリンより分解され難く，嬬米澱

粉および梗米アミロベクチンは phosphorylase限界デ

キストリンよりさらに分解され難いことがよく説明さ

れた。

第3章不活性型 Debranchin冨酵素

大麦種子中にはかamylaseが zymogenとして存在

し発芽の際に活性化されることが知られている79，91)。

Debranching酵素については碗豆で不活性型酵素が
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存在し proteaseによって活性化されることが報告され

ている90)。一方水稲84)および大麦60，63)の発芽時の de-

branching酵素の活性増加がジベレリンによって促進

されることが報告されているが， ジベレリンは麦芽 α-

amylaseの denovo合成を促進することが明らかにさ

れているので30，払100)，水稲および大麦の結果は発芽の際

に debranching酵素が denovo合成されることを示

唆するものと思われる。

水稲の乳熟期種子および発芽種子中にはそれぞれ高い

debranching酵素活性が存在する。一方完熟種子中に

は低い debranching酵素活性しか認められないが，あ

る種の還元弗lあるいは proteaseの作用により酵素活性

が発現することがわかった115，119)。 このことは完熟種子

中に不活性型 debranching酵素が存在しそれが還元

剤あるいは proteaseの作用で活性化されることを意味

していると考えられ，さらに不活性型酵素と乳熟期種子

および発芽種子中の活性型酵素の直接的な関連を予想、さ

せる結果である。

本章では完熟種子の不活性型 debranchi時酵素につ

いて，乳熟期種子および発芽種子中の活性型酵素との関

係を考慮、しながら，その存在の意味等について検討する。

第1節実験材料および方法

(1) 実験材料

実験に用いた水稲(綬種，栽培品種「ユーカラJ)の栽

培は農林水産省北海道農業試験場(札幌市羊ケ丘)土壌肥

料第二部に依頼した。また放射性アミノ酸取込み実験に

は，北海道大学農学部農芸化学科作物栄養学講座に依頼

し，同大学附属農場(札幌市北区)で栽培した綬種水稲

(栽培品種「イシカリ J)を使用した。

登熱中の種子の採取日は開花の開始日をO日として数

えた。午前 10 時~1l時に各株の主得および第 1 分げつ

の穏のみを採取し，直ちにポリエチレン袋に入れドライ

アイス アセトン混液中で凍結させ実験室に持ち帰り，

-200C以下で貯蔵した。酵素活性の測定には各穏の上

半分の籾から不稔粒を除いて供試材料とした。

発芽にはどCで貯蔵した完熟種子を用いた。水稲種子

(籾)を一夜流水中に浸潰したものを発芽0日目としたっ

腰高シャーレー(径lOcmx高 10cm)にろ紙を敷き，そ

の上にO日目の籾を互に接触しないように並べ，籾がほ

ぼ冠水するように脱塩水を加え， 260C，暗所で発芽さ

せた。

完熟種子の酵素活性の測定に際しては籾殻を除き，ま

た必要に応じて精白した米を用いた。玄米および精白米

の粉砕は 1mmの箭をつけた Wiley粉砕機を用いたが，

粉砕の程度が酵素の抽出に影響したので，磁製手L鉢を用

いて十分細粉としてから使用した。

(2) 試薬

酵素活性測定の基質に用いたフツレラン(分子量64，000)

は林原生化学研究所製のものを購入した。

Papain (Sigma Chemical社製， 25 mg protein/ms; 

30 U/mg protein)，町-chymotrypsin(Sigma Chemical 

社製，牛醇臓 TypeII; 40 U/mg protein)， trypsin 

(Merck社製;0.2 Anson U/g)，グルタチオン (Sigma

Chemical社製)，ジチオスレイトール(和光純薬製)，お

よび 1-(4-Chloromercuriphenylazo)ー2-naphthol(マー

キュリオレンシ;東京化成工業(株)製〕はそれぞれ市販

品を購入した。システインおよびアスコルビン酸は市販

特級試薬を使用した。

高比放射能L-[U-14C]アミノ酸混液(57mCi/mAtom 

carbon; the Radiochemical Centre Ltd.， Amersham， 

Eng.)は日本アイソトープ協会から購入した。

Debranching酵素に対する兎抗血清は抗原として梗

種水稲(栽培品種「ユーカラJ)乳熟期種子の精製酵素を

用い調製した(第1章)。

(3) 酵素活性の測定法

Debranching酵素の活性はプノレランを基質とし25
0

C

で反応させた時の還元糖の生成量を測定し，第1章 I

Fig.1を用いて求め， pullulanase活性として表わした。

水稲種子中の酵素活性量を測定するためには，試料50

粒を 5msの0.1M りん酸ナトリウム緩衝液(pH7，2)と

共に磁製乳鉢中で磨砕し， 10，000 x gで15分遠心分離し

て上澄を得た。ここで得た上澄の pulh山nase活性は，

不活性型酵素の量と区別するために「実在活性」と呼

んだ。

不活性型酵素の量を測定するためには，活性化剤とし

てジチオスレイトーノレを用いた。 試料50粒を 5mMジ

チオスレイトールを含むO.lMりん酸ナトリウム緩衝液

(pH 7.2) 5 msと共に磨砕し，4
0

Cにm時間保った後遠
心分離した。この上澄の pullulanase活性を「総活性」

と呼んだ。総活性と実在活性の差を「潜在活性」と名付

け，これは不活性型酵素の量に相当するものとみなした。

(4) 放射能の測定

放射能は試料液 1msと， Triton X-100と0.4%2，5・

diphenyloxazole (OPO) および O目03%1，4同bis-[2ー(5-

phenyloxazolyl)]-benzene (POPOP)を含むトノレエンの

1・3(v/v)混合液 10me'を混合した後，アロカ社製液体

シンチレーションカウンター LSC-502型により測定し
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た。カウントは外部標準法により dpmに換算した。

(5) アミノ酸分析

精製酵素蛋白質のアミノ酸アナライザーによる分析は

科研薬化工(株)滋賀工場の木村新一氏に依頼した。

酵素を十分脱塩水に対して透析し，この際不溶性とな

り沈澱を生ずるが，そのまま凍結乾燥した。加水分解は

6N塩酸中 1100Cで行なった。 24時間， 48時間， 72時間

および96時間加水分解した後の試料の分析値からそれ

ぞれのアミノ酸の最大値あるいはO時間に対する外挿値

を求めた。

システイン シスチンは過蟻酸酸化の後、ンステイン酸

として分析した77)。

トリプトファンはグアニジン溶液中で、の紫外部吸収値

から算出した16)。

アマイド態窒素は試料に濃塩酸を加え， 37
0Cに14日間

保った後106)，水を加えて減圧蒸溜することによって塩酸

を除き， CONWAY装置によるアンモニアの拡散を行な

った8)。アンモニアの定量はニンヒドリン法によった38)。

全窒素量はミクロケルダール法で測定した。

(6) システインの定量

蛋白質中のシステイン量はマーキュリオレンジを用い

て定量した87)。

試料溶液 1mii(蛋白質 1~2mg) に 9mii の塩酸アセ

トン(純アセトン 10mtに濃塩酸2滴加える)を加え蛋

白質を沈澱させた。 これにりん酸緩衝液 (pH7.0)中で

マーキュリオレンジを加え蛋白質と結合させた。吸着さ

れない色素を純アセトンで除いた後，蛋白質と結合した

色素を塩酸酸性アセトン 5miiで溶出させた。 470nmの

吸光度を測定し次式によって SHの量を求めた。

SH(μmol) = OD470 X 0.272 

色素を溶出させた後に残った沈澱を 0.1N水酸化ナト

リウムに溶解させ， LOWRYらの方法52)で蛋白質量を測

定し，蛋白質 1mg当りの SH(μmol)を算出した。

(7) 免疫電気泳動107)

電極液にベロナール緩衝液 (pH8.6，μ=0.05)を用い，

スライドグラス上で 1/2稀釈した電極液中で固化させた

1.5%アガロース(同仁薬化学研究所製.アガロース 1，

ゲル強度800g/cm2以上)ゲルを用L、， スライドグラス

1枚当り 6mAで1時間電気泳動させた。泳動後抗血清

を添加し， 37
0Cで24時間拡散させた。沈澱しない蛋白

質を生理食塩水中で3日間洗って除いた後，アミドブラ

ック 10Bで蛋白質を染色した。

(8) L-[U_14C]アミノ酸の取込み

1979年 8月4日に先端付近が丁度開花している穏に印

をつけ 16日後および23日後 (8月20日および27日)

に穏を採取した。先端から 10粒つけて穂、を切り取り，

L-[U-14C]アミノ酸混液20μii(0‘05 mCijmめを入れた

小試験管 (4x20 mm)に挿した。約2時間で完全に吸収

するので，穏を 5miiの滅菌水を入れた小三角フラスコ

に移し，直射日光の当らない明所に置いた。 L-[U_14C]

アミノ酸混液を吸収し終った直後 (0日目)， 1日目， 3日

目，および7日自に穂、から種子(各 10粒)を取り，籾殻

を除去した後，1mtのO.lMりん酸ナトリウム緩衝液

(pH 7勾と共にメノウ乳鉢中で磨砕し， 10，000 x g， 10分

遠心分離した。この上澄を活性型酵素液と呼んだ。沈澱

に同じ緩衝液 1miiを加え遠心分離して残存する活性型

酵素を除いた。この操作を4回繰返した後， 1:t澱に最初

に得られた活性型酵素液とl可じ容量の 10mMシチオス

レイトールを含む 0.1M りん酸ナトリウム緩衝液 (pH

7.2)を加えた。 4
0Cに24時間保った後遠心分離して得た

上澄を不活性型酵素液と呼んだ。

活性型酵素液および不活性型酵素液はそれぞれ一部を

用い pullulanase活性を測定し，残りを 50mtの0.06M 

ベ口ナーノレ緩衝液 (pH8.6)に対して40Cで20時間透析

した。透析内液を4000rpm， 10分間遠心分離し，上澄

0.2meを小試験管にとり，0.1mtの兎抗血清を加えた。

対照として抗血清の代りに水0.1meを加えたものを用

いた。混合液を4
0

Ciこ20時聞置いた後， 4000 rpm， 10 

分間遠心分離した。上澄の酵素活性を測定し，試料と対

照の酵素活性の差を抗血清によって沈澱した酵素活性と

した。沈澱は 0.2miiの生理食塩水で5回遠心分離によ

る洗浄を行なった。残った沈澱を 0.2meの水に懸渇さ

せ，液体シンチレーションカウンターの測定容器に移し

た。小試験管はさらに 0.2miiずつの水で、4回洗い，沈澱

を完全に測定容器に移した。試料と対照、の放射能の差を

抗血清により沈澱した放射能とした。

L-[U_14C]アミノ酸を直接怪乳中に入れるためには採

取した乳熟期種子の籾殻を除き注射器を用い 10粒当り

20 f1iiのL-[U_14C]アミノ酸混液 (0.05mCijme)を注入

した。種子は湿ったろ紙上に並べ，所定の日数を経過し

た後，アミノ酸混液を穂、に吸収さぜた場合と同様に処理

しT手。

第2節実験結果および考察

1. 不活性型酵素の存在とその定量

水稲種子粉末 19に種々の濃度の protease(papain， 

0.001 ~ 0.125 mg/mii; a-chymotrypsin， 0.0052 ~0.65 

mg/ mii; trypsin， 0.1 ~ 12目5mg/mii)を含む 0.1Mりん
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酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2) 5 ml!を加え， 300Cに15

時間保った後，上澄の pulh山nase活性を測定したとこ

ろ， papamでは 0.025mgjml!， 日-chymotrypsinでは

0.13 mgjml!， trypsin では 2.5mg/ml!の時に pullu-

lanase活性が最大となった。 この濃度における各 pro-

teaseによる活性化を経時的に調べ Fig.20に示した。

Proteaseを含まない緩衝液 (0.1M， pH 7.2)を用いた場

合に比し，いずれの proteaseとのインキュベーション

の結果も明らかに高い debranching酵素活性の生成を

示した。

Debranching酵素活性はまた水稲種子粉末をジチオ

スレイトールを含む 0.1M りん酸ナトリウム緩衝液(pH

7.2)中でインキュベーションした場合にも発現した。

De branching酵素の最大活性を得るのに必要な反応時

間と還元剤濃度を調べ Fig.21に示した。 40Cのインキ

ュベーションでは24時間以上，還元剤濃度 6mM以上
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Fi冨.20. Activation of debranching enzyme by 

protease. 

Hulled rice flour (1 g) was added to 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 7.2， 5 ml!) or the same buffer 

containing one of the proteases (papain， 0.025 mgj 

ml!;日-chymotrypsin，0.13 mgjml!; trypsin， 2.5 mg/ 

ml!) and incubated at 30
oC. After centrifugation， 

the resultant supernatant was assayed for pullu-

lanase activity. 

を要することがわかった。

水稲種子粉末中の debranching酵素が proteaseに

よって活性化され， また proteaseとは全く作用の異な

る試薬，還元剤によっても活性化されたことから，同ー

の不活性型酵素が両試薬によって活性化されるのか，あ

るいはそれぞれの試薬によって活性化される異なった酵

素が存在するのかについて調べた。活性化剤としては

proteaseは papain(0.025 mgjml!)を用い，還元剤は亜

二チオン酸ナトリウム(10mM)を用いた。それぞれO.lM

りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)に溶解し， papamに

よる活性化は300Cで，亜二チオン酸ナトリウムでは40C

でインキュペーションした。
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Fig. 21. Activation of debranching enzyme by 

dithiothreitol. 

Hulled rice flour (1 g) was added to 0.1 M sodium 

phosphate bu任ercontaining dithiothreitol (pH 

7.2， 5 ml!) and incubated at 40C. After centrifu-

gation， the resultant supernatant was assayed for 

pullulanase activity. 

(a) Activation by 5 mM dithiothreitol 

(b) Activation by dithiothreitol of various con-

centrations in 24-hr incubation 
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水稲種子粉末 19にそれぞれの活性化剤溶液を加え

5mh'に定容した。所定の時間 (Table10)保った後遠心

分離し，上澄の酵素活性を測定した。この値は厳密には

それぞれの活性化剤によって活性化された酵素活性と試

料中に初めから存在する活性型酵素の活性との和である

が，後者は Fig.20に示した0時間の緩衝液による抽出

時の酵素活性 (0.2U/g lIour)からみて無視出来る量で

ある。沈澱に残存する活性化剤溶液およびそれに溶解し

ている活性型酵素を除くために O.lMりん酸ナトリウム

緩衝液 (pH7.2) 5 mh'ずつで6回洗浄した。得られた沈

澱に， papainを先に用いた場合は亜二チオン酸ナトリウ

ム(亜二チオン酸ナトリウムの場合には papain)をO.lM

りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)に溶解した液を加え

5mliに定容し， 40Cに24時間 (papainの場合は300C，

15時間)保った後遠心分離し上澄の活性を測定した。

第二回目の活性化は水稲種子粉末中の debrariching酵

素に対するそれぞれの試薬による最大活性化条件なの

で，得られた値は第一回の活性化の後に沈澱中に残存す

る不活性型酵素の総量を示す。

Table 10から次の結論が得られる。 (1)Papainある

いは亜二チオン酸ナトリウムで卜分活性化した(前者で

15時間，後者で24時間)後の沈澱には不活性型酵素の残

存はほとんどなし、。 (2)しかし不卜分な活性化時間の後

の沈澱には不活性型酵素が残存し， (3)その残存量と先の

活性化で得られた酵素活性量との和はほぼ一定である。

(4)さらに不卜分な活性化によって不活性型酵素が残存

する沈澱に対して，活性化剤を含まない緩衝液を加えた

時は，上澄に僅かの活性が示されるのみで，酵素の活性

化が使用した活性化剤の作用によって起っていることが

示された。

Table 10の実験とは別にlOmMの亜二チオン酸ナト

リウムと 0.025mg/mh'の papainを同時に含む緩衝液で

30
0

C， 15時間の活性化を行なった結果は 9.34U/g丑our

の活性が得られ， 10mMのTIE二チオン酸ナトリウムのみ

Table 10. Activation of debranching enzyme by 

papain and dithionite 

First activation 

lncubation Pullulanase activity 

(hr) (U/mh') 

Papain (0.025 mg/mli) at 300C 

0.5 0.64 

1 0.84 

15 1.59 

0.5 0.64 

1 0.91 

15 1.62 

Dithionite (lOmM) at 40C 

1 1.10 

3 1.28 

24 1.94 

1 1.10 

3 1.26 

24 1.94 

Second activatiori Total 

lncubation Pullu¥anase activity Pullu¥anase activity 

(hr) (U/mli) 

Dithionite (10 mM) at 40C 

24 0.94 

24 0.74 

24 0.25 

Bu任erat 40C 

24 0.34 

24 0.19 

24 0.10 

Papain (0.025 mg/mli) at 300C 

15 0.89 

15 0.87 

15 0.31 

Bu妊erat 300C 

15 0.34 

15 0.32 

15 0.22 

(U) 

1.58 

1.58 

1.84 

0.98 

1.10 

1.72 

1.99 

2.15 

2.25 

1.44 

1.58 

2.16 

After incubation of a mixture of hulled-rice flour(l g) and 0.1 M 50dium phosphate bu任er

containing the五rstactivator (pH 7.2) (tota¥ vol.， 5 mli)， the mixture was centrifuged and the 
resultant supernatant solution assayed for pullulanase activity. The precipitate was washed 

six times with 0.1 M sodium phosphate bu任er(pH 7.2， 5 mli each)， and the second activator， 

dissolved in the same bu任er，was added to the precipitate until the total vo¥ume reached 
5 mli. After incubation， the mixture was centrifuged and the resultant supernatant solution 
assayed for pullulanase activity 
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の場合の 9.12U/g fiourと大差がなかった。

これらのことから papamおよび亜二チオン酸ナトリ

ウムによる debranching酵素の活性化は問ーの不活性

型酵素に対する作用であると結論される。

Fig.20で debranching酵素の活性化が O.lMりん

酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)のみとのインキュベーシ

ョンによっても起ったことから，水稲種子粉末中には

debranching酵素を活性化させる内在的な系が存在す

ることがわかる。 Fig.22には精白米粉末を O.lMりん

酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)， 10 mM亜二チオン酸ナト

リウムを含む同じ緩衝液， および 0.025mg/mC papain 

を含む同じ緩衝液とそれぞれ40Cおよび300Cでインキ

ューベーションした時の debranching酵素活性の生成

を示した。亜二チオン酸ナトリウムによる活性化は初期

には30
0
Cの方が4

0
Cの時よりも速かであるが， 24時間

のインキュベーショョンでは両者の差はほとんどなかっ

た。一方 papainによる活性化の速度は300Cの時に比

し40Cでは著しく低く 24時間後の値は50%にも満た

なかった。種子に内在する系による活性化，すなわち緩
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Fig. 22. Effect of temperature on activation of 

debranching enzyme. 

A mixture of hulled rice fiour (1 g) and 0.1 M 

sodium phosphate buffer (pH 7.2， 5 mC) or the 
same bu任ercontaining sodium dithionite (10 mM) 

or papain (0.025 mg/mC) was incubated at 40C or 

at 30oC. After centrifugation， the resultant 

supernatant was assayed for pullulanase activity. 

衝液のみを用いたインキュベーションでは亜二チオン酸

ナトリウムおよび papamによる活性化に比べて著しく

低い値を示したが， 30
0
Cに対する 40Cの活性化速度の比

較は papainの場合と類似し， 40Cでは著しく低かった。

このことは種子に内在する debranching酵素活性化系

に酵素反応が関与している可能性を強く示唆している。

亜二チオン酸ナトリウムによる debranching酵素の

活性化が4
0

Cでも十分に進行することは，還元剤が種子

中に内在する活性化系に作用して間接的にdebranching

酵素の活性化を行なうとし、う可能性を否定する結果であ

ると考えられる。しかしこの点を明確にするために水稲

種子粉末 5gに10mM亜二チオン酸ナトリウムを含む

O.lMりん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2) 25 mCを加え

40Cに24時間インキュベーションして得た上澄 (20mC)

を0.1M りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)に対して透

析した (200mC，5回)。透析内液 5mCを新たにとった水

稲種子粉末 19に加え 300Cに15時間保った。このイン

キュベーションの後の上澄の debranching酵素活性は

透析内液それ自身のもつ debranching酵素活性と水稲

種子粉末を 0.1M りん酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)と

インキュベーション (300C，15時間)した後の酵素活性

との和より低かった。したがって亜二チオン酸ナトリウ

ムが種子中の内在酵素を活性化し，それがおbra町 hing

酵素を活性化するとしづ可能性は少なく，還元剤は直接

de branching酵素の活性化を行なうものと考えられる。

水稲種子粉末 (1g)を McILVAINE緩衝液 (pH5ム

5mC)中で0.1%フ。ルランと 250Cで振とうしながら 10

分間反応させ，上澄の還元力を測定したところ0.15μmol

の還元糖に相当する還元力を生じた。この値は0.75U/g 

fiourに相当し，活性化剤による活性化後の活性，約 10

U/g flourに比し無視できるものである。また Table10 

からもわかるように不活性型酵素は沈澱中に残存するか

ら水稲種子粉末中には不活性で不務性の debranching

酵素が存在しこれが endo-peptidaseあるいはある種

の還元剤の作用によって可溶性の活性型酵素に変るもの

と結論される。

II. 登熟時および発葬時の酵素活性変化

水稲完熟種子中には不活性型 debranching酵素が存

在し， endo-peptidaseあるいはある種の還元剤の作用に

よりそれが活性化され可溶化されることがわかった。両

試薬は同ーの不活性型酵素に作用するので，種子中に存

在する不活性型酵素の量(潜在的 debranching酵素活

性)を測定するにはどちらか一方の試薬により活性化を

行なえばよい。 Proteaseによる活性化は 30oC，15時間
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Fi冨.24. Pullulanase activity in rice seeds during 

ripening (non-glutinous， cult. var “Yu-
kara"). 

For the expression of the activities， see Fig. 23 

12 

存在し，発芽に伴って活性型酵素に変化することを示唆

している。

Fig.24には水稲種子の登熟時の debranching酵素

の活性を示した。登熟時の種子中の pullulanase活性

(実在活性)は開花後20日目まで増加し以後減少した。

しかし総活性は20日目以後も増加し続け，潜在活性は

開花後20日目から急速に出現した。 したがって登熟中

の水稲種子中では開花後20日目頃から不活性型の de-

branching酵素の蓄積が始まり，実在活性の減少と潜在

活性の増加の時期が一致することから，活性型酵素が不

活性型酵素に変化して蓄積されるものと推論される。

水稲種子の debranching酵素は種子の登熟中iこ活性

型酵素として合成され，登熟が進むにつれて不活性型の

酵素に変化して蓄積される。発芽の際には不活性型酵素

が再び活性型酵素に変化する。このような仮説を図示す

ると次のようになる。

Fig. 23. Pullu¥anase activity in rice seeds during 

germination (non-g¥utinous， cult. var 
“Yukara"). 

Tota¥ activity: Germinating rice seeds (50 grains) 

were homogenized with 0.1 M sodium phosphate 

buffer containing 5 mM dithiothreitol (pH 7.2， 5 

me') and incubated at 40C for 24 hr. After 

centrifugation， the resultant supernatant was 

assayed for pullulanase activity 

Actua¥ activity: Germinating rice seeds (50 grains) 

were homogenized with 0.1 M sodium phosphate 

bu任er(pH 7.2， 5 me'). After centrifugation， the 
resultant supernatant was assayed for pullulanase 

act1 vlty. 

Latent activity: Difference between total and 

actua¥ activity. 

3 69  
Germination (day) 

(Ri peni ng) (Dormancy) (Germination) 
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Scheme 3. Conversion of debranching enzyme 

between active and inactive)orms. 

のインキュベーションがよい結果を与え，還元剤による

活性化は300Cでも 40Cでも可能で、あった3 インキュベ

ーション中に他の反応が起る可能性を最小限にするため

に，以下の実験ではジチオスレイトーノレを活性化剤とし

て用¥，，4
Q

C，24時間のインキュベーションを行なうこと

にした。

Fig.23には水稲種子の発芽の際の debranching酵

素の活性を示した。この発芽条件での pullulanaseの

最大活性(実在活性)は発芽 6~9 日目に得られた。一方

総活性と実在活性の差として定義される潜在活性は6日

目までに急速に減少した。この結果は潜在活性として示

される不活性型の debranching酵素が未発芽種子中に
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→時

1::1) 

Fig. 25. Immuno-electrophoretic analysis of rice 

debranching-enzymes. 

Enzyme proteins were electrophoretically run 

for 60 min at 6 mA  per an agarose plate (veronal 

bu妊巴r，pH 8.6，μ=0.05). After immunodiffusion 
at 300C for 24 hr， the proteins were located 

visually with Amido Black 10 B. 

(a) Immature-seed enzyme， (b) mature-seed enzyme 

after dithiothreitol activation， (c) germinated-
seed enzyme. p: Spotting position of the puri-

五edenzyme， c: that of the crude extract. 

この仮説が正しいとすれば3種の活性型酵素蛋白質は互

に同一で、あるか，少なくとも非常によく類似したものに

なることが予想される。第1章で述べたように乳熟期種

子，発芽種子，および完熟種子から得た精製 debranch-

ing酵素は蛋白質的性質がよく一致した。特に免疫学的

同一性はこれらの蛋白質の起源が同じであることを示す

ものと思われる。 Fig.25には3種の精製 debranching

酵素とそれぞれの粗抽出液をアガロースゲノレ上で電気泳

動させた後，抗血清との沈澱反応を起させた結果を示し

た。いずれの粗抽出液中にも抗血清と反応する蛋白質は

1種のみ見出され， それは精製酵素と移動距離が一致し

た。また3種の酵素の聞に差は認められなかった。完熟

種子から還元剤処理によって抽出された粗抽出液中に抗

血清と反応する蛋白質が1種のみ見出されたことは，こ

の蛋白質が乳熟期種子の活性型酵素から生成した蛋白質

であり，この蛋白質が発芽種子の活性型酵素に変化する

可能性を強く支持する結果である。

III. 乳熟期種子中での酵素の生成

乳熟期種子中での活性型 debranching酵素から不活

性型酵素への変化を直接明らかにする目的で，L-[U_14C] 

アミノ酸混液を種子中に吸収させ，両酵素への放射能の

取込みを調べた。

L-[U_14C]アミノ酸を取込んだ酵素蛋白質を特異的に

分離するために精製酵素を抗原として調製した兎の抗血

清を用いる沈澱反応を利用した。抗血清の必要量を決め

るために種々の量の酵素を含む精製 debranching酵素

溶液 0.1msと0.06Mベロナーノレ緩衝液 (pH8.6) 0.1 ms 

から成る混合液に種々の量の抗血清と水を加えて合計

0.3msとした。この混合液を 40Cに20時間保った後

4000 rpmで10分間遠心分離し上澄の残存酵素活性を

浪IJった結果， 0.280 Uの酵素は 0.06msの抗血清で完全

に沈澱し， 0.1 mß の抗血清を用いると 0.056~0.56Uの

酵素がほぼ完全に沈澱した (Table11)。したがって以下

の実験には debranching酵素を沈澱させるために 0.1

msの抗血清を用いた。

試料には活性型酵素の合成の盛んな開花後16日目の

もの，および活性型酵素が減少し不活性型酵素が増加し

ている 23日目のものを用いた。種子10粒中の抗血清で

沈澱した放射能量(R)は次式により算出した。

R = r-ro x F. =一一一一...:-Xl"!. 
eo-e 

ここで r，roはそれぞれ抗血清を加えた場合および加え

ない場合の沈澱中の放射能量を示ししたがって (r-ro)

は抗血清によって沈澱した蛋白質中の放射能量である。

Eは抽出液の一部を用いて測定した debranching酵素

活性から算出した種子10粒当りの酵素活性，eo， eはそ

れぞれ抗血清を加えない場合および加えた場合の上澄の

Table 11. Precipitation of debranching 

enzyme with antiserum 

Debranching 
Antiserum Residual enzym巴enzyme actJvJty 

(U) (mO) (%) 

0.28 0.02 68.0 

0.28 0.04 10.6 

0.28 0.06 3.0 

0.56 0.1 3.1 

0.28 0.1 2.0 

0.168 0.1 2.9 

0.112 0.1 2.9 

0.056 0.1 1.8 

The puri五eddebranching-enzyme obtained from 

immature-seeds was allowed to precipitate im-

munologically with antiserum at pH 8.6. After 

standing at 40C for 20 hr， residual enzyme司activity

in the supernatant was assayed 
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debranching酵素活性を示し， したがって (eo-e)は抗

血清によって沈澱した酵素活性を表わす。 (r-ro)/(eo-e)

は抗血清によって沈澱した酵素活性 (U)当りの抗血清に

よって沈澱した放射能量 (dpm)となるので，この値に種

子 10粒中の酵素活性 Eを乗ずることにより，種子 10粒

中に含まれる debranching酵素中の放射能量が算出さ

れる。

Table 12の結果は L-[U_14C]アミノ酸の吸収後速か

に(1日目)放射能が活性型酵素蛋白質中に取込まれたこ

とを示している。開花後16日目の種子では活性型酵素

への放射能の取込みは3S日まで直線的に進み 3日目

で2143dpmとなり，その後減少して7日目で1312dpm

となった。 Fig.24からわかるように開花後16日目の種

子では活性型酵素が急速に増加し 3日後 (19日目)ま

での活性の増加はほぼ直線的であって，放射能の取込み

が直線的に進むのとよく一致する。この時期には不活性

型酵素はほとんで存在せず，放射能の取込みも 1日後に

は認められないが，その後は不活性型酵素の蓄積が始ま

り，放射能も徐々に不活性型酵素中へ取込まれた。活性

型酵素中の放射能がi成少した3日後から 7日後の聞にも

不活性型酵素への取込みは続き， L-[U_14C]アミノ酸の

取込みが活性型酵素で先に起り，後不活性型酵素で起る

ことが示された。

開花後23日目の種子ではさらに興味ある結果が得ら

れた。この時期の種子では活性型酵素の量が減少してい

るにもかかわらず (Fig.24)，活性型酵素への放射能の取

込みは急激で， 1日後に3816dpmと16日目の種子の5

倍以上の速度であった。同時期の水稲種子中のアミノ酸

プーノレの大きさに相違があり 14Cーアミノ酸の稀釈が異

なるであろうから直接の比較はできないが， 23日目の種

子で活性型酵素の合成が感んに行なわれていることは明

らかである。一方この時期には不活性型酵素の蓄積が盛

んであり，不活性型酵素への放射能の取込みも 16日目

の種子に比し速かに起り， 1日後から取込みが見られた。

しかしこの場合にも放射能の取込みは活性型酵素への取

込みが先行し，その後不活性型酵素への取込みが行なわ

れた。

不活性型酵素への放射能の取込みは，開花後16日目

の種子においても 23日目の種子においても誘導期が

存在するように見える。したがって不活性型酵素への

L-[U_14C]アミノ酸の耳立込みは直接的に行なわれるので

はなく， L-[U_14C]を含む中間生成物が生じ，それが不

活性型酵素へ変化するものと考えられる。中間生成物は

恐らく 1種の蛋白質であろうが，それが活性型酵素であ

ると考えるのが最も確からしいように思われる。すなわ

ち L-[U_14C]アミノ酸取込み実験では不活性型酵素へ

の放射能の取込みに先立ち活性型酵素への取込みが認め

られた。活性型酵素中の放射能の減少と不活性型酵素中

での増加の時期はほぼ一致した。開花後23日目の種子

では総活性は増加しているが，これは不活性型酵素の増

Table 12. Incorporation of radioactivity into debranching enzymes 

Days after Active enzyme Inactive enzyme 
absor1p4tCiol n 。f[14C] Enzyme activity Radio-activity Enzyme activity Radio-activity 
amino acids 

(U) (dpm) (U) (dpm) 

The 16-day-old seeds 。 1.46 183 0.12 30 

1 0.92 703 0.37 O 

3 0.60 2143 0.39 327 

7 0.37 1312 0.43 717 

The 23-day唱 ldseeds 

O 1.15 145 0.48 23 

1 0.71 3816 0.62 148 

3 0.43 1453 0.71 914 

7 0.39 617 0.75 2476 

Twenty μP of L-[U_14C] amino acicl mixture (0.05 mCi/mP) was al¥owecl to absorb inlo an ear 
bearing 10 rice司seedson the 16th ancl 23rcl c1ays after flowering and to stand in the light 

for 0 to 7 days. Methods for the other experiments are given in Materials and Methods. 

Average values of duplicate experiments are given except for 0 day after th巴 treatment.
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Table 13. Incorporation of radioactive amino acids into debranching 

enzymes after injection into rice endosperm 

Days after Active enzyme Inactive enzyme 
Inj{ e c tlon 。[14C] Enzyme activity Radio-activity Enzyme activity Radio-activity 
amino acids 

(U) (dpm) (U) (dpm) 

O 1.11 370 0.46 62 

l 0.59 2427 0.52 296 

3 0.46 4583 0.72 823 

7 0.42 2609 0.66 976 

Tw巴ntyμCof Lー[U_14C]amino acid mixture (0.05 mCi/mC) was injected into endosperm of 
10 rice-seeds on the 23rd day after fiowering. 

Details for the experiments， see Materials and Methods. Average values of duplicate experi-
ments are glven 

加によるもので活性型酵素は減少している。不活性型酵

素がアミノ酸から直接合成されるならば，この時期には

活性型酵素の合成は必要ではないように思われる。しか

し16日目の種子よりも速かな活性型酵素の合成が認め

られた。

これらの結果と乳熟期種子の dehranching酵素と完

熟種子の酵素とが蛋白質的に類似し，免疫的にも雨蛋白

質が一致することから，水稲種子中では debranching酵

素は活性型酵素として合成され，乳熟後期以後不活性型

酵素に変化して完熟種子に蓄積されるものと結論した。

完熟種子中の不活性型 debranching酵素は主に匪乳

中に存在する(後述， Table 16)。活性型酵素はIlf乳中て、

合成されそのまま不活性型となって蓄積するのか，ある

いは糊粉層などの怪乳以外の組織で合成された後旺乳中

に分泌され，そこで不活性型に変るのかを明らかにナる

ために，開花後23日白の乳熟期種子の怪乳中にL-[U_14C]

アミノ酸混液を注入し，活性型および不活性型debranch-

mg酵素への放射能の取込みを調べた (Table13)。そ

の結果穂から吸収させた場合 (Table12)に比べて活性

型酵素への放射能の取込みが速かで，酵素の合成が脹乳

中で行なわれることがわかった。

IV. 不活性型酵素の活性化

大麦では s-amylaseが zymogenとして存在し pa-

painおよびメルカプトエタノーノレにより活性化される

と報告されている79，91)。水稲種子の s-amylaseについ

ても同様の報告がある69，92)。

Dehranching酵素については papam処理により

“Amylosynthease"の活性が増加するという古い報

告74，75)と，碗豆種子中の不活性型酵素が proteaseで活

性化されるとL、う報告90)があるが詳細な研究はなされ

なかった。

前述したように水稲完熟種子中には不活性で不溶性の

debranching酵素が存在し，これは papain，αーchymo-

trypsm，および trypsmによって活性化された。 Fig.20

に示したようにこれらの endo-peptidaseによる活性化

に誘導期が認められないことから，これらの endo-pep-

tidaseは不活性型 debranching酵素蛍白質に直接作用

して，可熔性の活性型酵素を遊離するものと思われる。

水稲完熟種子中の不活性型 debranching酵素はまた

ジチオスレイトールによっても活性化され，可溶性酵素

として遊離された。ジチオスレイトールはスルフヒドリ

ノレ基をもった試薬で‘あり，その作用はジスルフィド結合

の切断である。 Table14にはジスルフィド結合を切断

する試薬とその他の二，三の還元剤による水稲種子粉末

中の不活性型 debranching酵素の活性化を示した。

システイン，ジチオスレイトール，メルカプトエタノー

ル，およびグルタチオンはスノレフヒドリル基をもち，い

ずれも不活性型酵素の活性化を行なった。亜二チオン酸

ナトリウムにも活性化能があり，この試薬もジスルフィ

ド結合の切断を行なう。水素化棚素ナトリウムはpH7.2

では不安定なので水溶液 (pH>lO)として用いて活性化

を行ない，遠心分離の直前に 5mCの0.1M りん酸ナト

リウム緩衝液 (pH7.2)を加えた。活性化の時の pHは

酵素の安定性には不適当であるにもかかわらず，他の活

性化剤の場合より程度は低かったが，水素化棚素ナトリ

ウムによっても活性化された。亜硝酸ナトリウムとアス

コルビン酸には活性化能はなかった。

亜二チオン酸ナトリウムの活性化能が高かったので，

種々の硫黄酸化物のナトリウム塩の活性化能を比較した
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Table 14. Activation of debranching enzyme by reductants 

Reductant 
PuJl ulanase acti vi ty 

Reductant PuJlulanase activity 

(Ujg flour) (Ujg flour) 

Control (0.1 M bu任er) 1.76 Sodium sul五te 9.42 

L-Cysteine 9.85 Sodium dithionite 9.77 

1，4・Dithiothreitol 9.55 Sodium borohydride* 5.91 

Z-Mercaptoethanol 9.16 Sodium nitrite 0.17 

Glutathione 7.39 Ascorbic acid 。
HuJled-rice flour (1 g) was added to 0.1 M sodium phosphate buffer containing 10 mM reductant 

(pH 7.2， 5 ms)， and incubated at 40C for 24 hr. After centrifugation， the resultant supernatant 

solution was assayed for puJlulanase activity. 

* Sodium phosphate buffer (0.1 M， pH 7.2) was added after activation with an aqueous solution 
of sodium borohydride. 

Table 15. Activation of debranching enzyme 

by several sulfur compounds 

Reagent 

Na2S203 

Na2S204 

Na2S205 

Na2S03 

Pullulanase activity 

巴坐flour)

4.19 

9.75 

9.63 

9.42 

Na2S04 1.03 

Control (bu任eronly) 1.50 

One of the reagents (10 mM) in sodium phosphate 

bu妊er(0.1 M， pH 7目2，5 me) was added to rice 
flour (1 g) and allowed to stand at 40C for 24 hr. 

After centrifugation， the resultant supernatant 
was assayed for pullulanase activity. 

(Table 15)。不活性型酵素は主として脹乳中に存在した

(Table 16)ので Table15では精白米を用いた。還元

性のない硫酸ナトリウムを除く全ての試薬が精白米中の

debranching酵素を活性化したが，チオ硫酸ナトリウ

ムの活性化能はやや低かった。

不活性型酵素がスルブヒトリル基をもっ化合物，亜硫

酸塩とその関連化合物，および水素化棚素ナトリウムに

よって活性化されることは，活性化の機構にジスルフィ

ド結合の切断が関与していることを示している。そこで

完熟種子から亜二チオン酸ナトリウムによって活性化し

た後得た精製 debranching酵素(第1章)を用い，酵素

蛋白質のアミノ酸組成およびシステイン含量を調べた。

十分脱坂水に対して透析した試料を凍結乾燥して分析

に供した。凍結乾燥試料の水分合量は 12.21%であった。

ミクロケルダール法による分析の結果乾物重量当り窒素

Table 16. Distribution of debranching 

enzyme m nce grams 

Polishing Pullulanase activity 

(%)* 
Ujg flour pLrJo/tmelg n** Ujgrain 

。*本* 9.1 0.55 0.20 

10.46 9.6 0.79 0.19 

15.32 8.7 1.15 0.16 

PuJlulanase activity was measured after the 

incubation of rice flour (1 g) with 0.1 M sodium 

phosphate bu任ercontaining 10 mM sodium dithio-

nite (pH 7.2， 5 mt) at 40C for 24 hr. 

r Weight of polished 1 
1， rice (100 grainsl 

* Polishing (%) = 11- ，;;~，~_~:~~jtS~"'::OJ， 
O \/~J-IL Weight of hulled 
L rice (100 grains) J 
x100. 

** Protien in supernatant obtained after the 

incubation. 

*** H ulled rice grains 

17.27%であった。 LOWRYらの方法52)による呈色を酵

素の精製段階で標準蛋白質として使用した牛血清アルブ

ミンの呈色と比較すると，同じ呈色値を示す牛血清アル

ブミンの重量 100に対して精製 debranching酵素の重

量は108.7となった。

精製酵素のアミノ酸分析の結果を Table17に示し

た。酸性の強いアスパラギン酸の含量が高いことがこの

酵素蛋白質の等電点を著しく酸性 (pI=3.4;第l章)に

していると恩われる。過蟻酸酸化の後の分析で，ハーブ

シスチン含量は酵素 1mol (分子量79，000として)当り

6.5molとなった。

マーキュリオレンジを用いて測定したスルフヒトリル
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Table 17. Amino acid composition of 

rice debranching-enzyme 

Amino acid m mol/g N mol/mol* 

Asp 7.15 86.4 

Thr 2.49 29.9 

Ser 4.63 56.0 

Glu 4.48 54.2 

Ala 3.89 47.0 

Cys acidネネ 0.54 6.5 

Val 4.05 49.0 

Met 0.75 9.1 

lle 2.84 34.3 

Leu 4.51 54.5 

Tyr 2.45 29.6 

Phe 2.87 34.7 

Trp*** 0.75 9.1 

Lys 2.42 29.3 

His 1.54 18.6 

Arg 3.03 36.6 

Pro 2.77 33.5 

Amide N**** 4.00 48.4 

* Calculated from the estimated molecular 

weight (70，000) 
料 Analyzedafter performic acid oxidation.77) 

材木 Ca¥culated from the UV-absorbances.16) 
**** Ammonia-N liberated by 12 N hydrochloric 

acid at 370C for 14 days.l06) 

基の含量を Table18に示した。この方法の信頼性を

確かめるために市販品の入手が容易でこれまでに測定値

の報告の多い牛血清アルフミンのスルフヒドリノレ基含量

も測定した。その結果 0.67mol SH/mol蛋白質(分子量

67，000として)としづ値が得られたが， この値はこの方

法について検討した SAKAIB7)の牛血清アルブミンに対

する値 0.70~0.72 mol/molに近かった。 マーキュリオ

レンシを用いる方法以外の方法によって測定した牛血清

アルブミンのスルフヒドリノレ基含量についての文献値

(mol/mol)と使用した試薬を挙げると， 0.4351) (N-ethyl-

maleimide)， 0.62~0.6937) (p-chloromercuribenzoate)， 

0.6524) (6，6にdithiodinicotinicacid)， 0.67223) (2，2にdi-

thiodipyridine)， 0.68723) (4，4' -dithiodipyridine) とな

り，今回のマーキュリオレンジによる測定値とよく一致

している。

亜二チオン酸ナトリウムによる活性化後に得た水稲の

精製 debranchi昭酵素および乳熟期種子の精製 de句

Table 18. SH Contents of rice 

debranching-enzyme 

Protein 

Dithionite-activated enzyme 

Immature-seed enzyme 

Bovine serum albumin 

μmol/mg 
protem 

0.0459 

0.0454 

0.0100 

Average of duplicate experiment 

mol/mol 
protem 

3.21* 

3.18ネ

0.67ネ*

* and 料 Calculatedfrom the molecular weight 

70，000 and 67，000， respectively. 

branching酵素のスルフヒドリル基含量は共に約 3.2

mol/mol (分子量 70，000として)であった。

亜硫酸塩によるジスノレフィド結合の切断は

RSSR+SO~-<=二三 RS一+RSSO:i 

のように示される70)。亜二チオン酸ナトリウムも同様で

あろう。不活性型酵素が亜二チオン酸ナトリウムによっ

て活性化される時，不活性型酵素蛋白質の分子内ジスル

フィト結合の切断が起ると仮定すると，生成したシステ

イン残基の半分は SH化合物となり残りの半分は SS03

誘導体となるo 一方天然の酵素，すなわち乳熟期種子か

ら得た酵素は通常SSO正のような型はとらないものと思

われる。両者のスノレフヒドリノレ基含量が共に約3.2mol/ 

molであったことは上記の仮定，すなわち亜二チオン

酸ナトリウムによる活性化が分子内ジスルフィド結合の

切断によるとL、う仮定が正しくないことを示している

[Scheme 4 (a)J。

2分子の debranching酵素の間でジスルフィド結合

を作って不活性型となっていたとしても結果は同じこと

である [Scheme4 (b)]。したがって完熟種子中の不活性

型酵素は酵素以外の蛋白質とジスノレブィド結合して不溶

性になっているものと思われる [Scheme4 (c)J。この場

合の亜硫酸塩による反応は

RSSR' + SO~-== RS -+ R'SSO:i 
で示されるが， RSS03とR'SS03の一方の生成に優先

性がなければ，やはり生成した酵素蛋白質のシステイン

残基の半分は SH化合物となり残り半分は SS03誘導

体となる。 しかし非対称性の 15種の RSSR'化合物を

用いたジスルフィド結合開裂実験の結果は 12種まで優

先的に一方の側のSに置換が起った99)。したがって酵素

の活性化の際に非酵素側蛋白質に優先的に置換が起るこ

とはあり得ることであり，そのように考えると実験結果

と一致する。

水稲完熟種子中の不活性型 debranching酵素は不溶
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Scheme 4. Activation of debranching 

enzyme by sulfite 

し不活性型酵素は20日目以後増加し，両者の和は20

日目以後も増加し続けることから，活性型酵素が不活性

型酵素に変化するものと推定した。

5. 乳熟期水稲種子中での活性型酵素から不活性型酵

素への変化を L-[U_14C]アミノ酸取込み実験により直

接調べた。放射能ははじめ活性型酵素に耳元込まれ，活性

型酵素の放射能の減少に伴って不活性型酵素中の放射能

が増加した。種子中の活性型酵素量が減少している開花

23日目の種子で，活性型酵素への放射能の取込みが速か

であった。

これらの結果から乳熟期種子中で debranching酵素

は活性型酵素として合成され，不活性型に変化して完熟

種子中に蓄積されると結論した。

6. 還元剤による不活性型酵素の活性化を調べた結

果，スルフヒドリル基をもっ化合物，亜硫酸塩とその関

連化合物，および水素化棚素ナトリウムが活性化能を示

した。これらの試薬の作用の共通性から，活性化にはジ

スルフィド結合の関裂が関与することがわかった。

7 精白米から亜二チオン酸ナトリウムで活性化した

後得られた精製 debranching酵素のアミノ酸分析を行

なったところ，アスパラギン酸が多かった。過蟻酸酸化

性の型で存在し，還元剤によるジスノレフィド結合の開裂 l 法によるハーフシスチン含量は 6.5mol/mol (分子量

あるいは endo-peptidaseによるペプチド結合の開裂に 70，000として)であった。

よって容易に可溶性の活性型酵素となる。 Endo・pepti- 8. <'ーキュリオレンジを用いる方法でスルフヒドリ

daseによる活性化はジスルフィド結合の切断とは考え ル基含量を調べた。亜二チオン酸ナトリウムで活性化し

られないので，酵素以外の蛋白質とジスルフィド結合し て得た酵素，乳熟期種子から得た天然の debranching

て不活性，不溶性の酵素として存在する不活性型酵素蛋 酵素共に約3.2mol SH/mol (分子量70，000として)であ

白質分子のペプチド結合の一つ一一恐らくはジスルフィ った。

ド結合の近くの一一ーが切断されることによって可溶性の この結果から不活性型酵素は酵素以外の蛋白質とジス

活性型酵素を生ずるものであろう。 ルブィド結合して不溶性，不活性の型で存在しているも

のと推定した。
第3節要 約

1. 水稲種子粉末に endo-peptidaseあるいはジチオ

スレイトールを作用させた時， debranching酵素活性の

発現が認められ，不活性型酵素の存在が明らかにされた。

2. Endo-peptidaseおよび還元剤は同ーの不活性型

酵素に作用した。種子中の不活性型酵素の定量法として

ジチオスレイトールを用い， 40C， 24時間のインキュベー

ションが適当で、あると結論した。

3. 水稲発芽種子中の活性型および不活性型 de司

branching酵素を定量し，発芽の際に不活性型酵素が

活性型酵素に変ることを推定した。

4. 水稲登熟時の種子中の debranching酵素活性を

調べ，活性型酵素は開花後20日目まで増加し以後減少

第4章総合論議

1. 酵素の精製について

高等植物の debranching酵素はこれまでに十分に精

製された例が少ない。その名称も研究者によって種々異

なる名称が用いられているばかりではなく，異なる名称

で呼ばれる酵素が酵素の分類上同じ種類の酵素に属する

のか，異なる酵素として分類されるのかさえ明らかでな

い。 Table19には基質特異性が示されている高等椴物

の debranching酵素についての報告を列挙した。 Iso-

amylaseと呼ばれる酵素はグリコーゲンに作用しフ・ルラン

に作用しない点で明らかに他の酵素とは基質特異性を異

にする。 MACWILLIAMら53)および MANNERSら55，62)



Table 19. Substrate speci五citiesof higher plant debranching-enzymes 

Amylo-- S -z P -2 
Amylo- pectin Gly- 自;，p号cmc runn-
pectin s- coふ Pulluland剖 rin actlv 
dextrinIJμng)  (fold) 

potato + 
72) MINAGAWA (1932) 

Amylosynthease rice + 

rice 十 75) MIYAKE et al. (1936) 

potato + + -* l 34) HOBSON et al. (1951) 
broad bean + +ー* f 85) and *PEAT et al. (1954) 

壬
malt + + 53) MAC羽TILLIAMet al. (1959) 田

R-Enzyme malt + 55) MANNERS et al. ，(1966) 

sweet corn + 57) MANNERS et al. (1969) 喜
potato + ++13)DRUMOND  et al.(1970) E r σ ロ
malt + + 10.0 1000 54) MAEDA et al. (1978) 

malt + 53) MACWILLIAM et al. (1959) 

malt + + 62) MANNERS et al. (1971) 間ロ

oats 十 + + + 0.8 400 耳車
15) DUNN et al. (1975) 測

Limit dextrinase rice + + + + 0.6 15 J -. ---.. --_.. '--'-. 7i 
~ 

broad bean 土+ + + 1.04 800 22) GORDON et al. (1975) 斗

malted sorghum ::!: + + + 1.08 37 捌 HARDIEet al件976) 言
peas + + + + 1.082700123)YELLOWLEES (1980) 浦

Pullulanase sweet corn + + + + 6.45 3800 49) LEE et al-(1971) 

sweet corn + + 57) MANNERS et al. (1969) 
Isoamylase 

potato + + + 36)ISHIZAKI et al.(1978) 

rice (immature) + + + + 20 ‘100 113) YAMADA et al. (1979) 

Debranchi昭 rice(germinated) + + + + 13 79 117) YAMADA et al. (1980) 

enzyme rice (dithionite-activated) + + + + 29.8 26 122) YAMADA (1981) 

oats (dithionite-activated) + + + + 16.8 420 121) YAMADA (1981) 

に。D3 
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は麦芽からアミロベクチンには作用するが町一限界デキ デキストリンにも作用するが，植物グリコーゲンおよび

ストリンやフ。ノレランには作用しない R酵素とアミロペ その phosphorylase限界デキストリンには全くあるい

クチンには作用せず日限界デキストリンやフ。ルランに はほとんど作用しなし、。このような基質特異性は他の多

作用する limitdextrinaseを得ており， MANNERSら57) くの高等植物の debranching酵素の基質特異性と一致

はスイートコーンからもアミロベクチンに作用し白限 し(Table19)，微生物の pullulanase(EC 3目2.l. 41)と

界デキストリンとフ。ルランに作用しない R一酵素を得て よく類似する。したがって今後微生物の pulh巾 naseと

いる。しかしながら MAEDAら54)が麦芽から得た高度 高等植物の debranchi昭酵素の基質特異性の間に決定

に精製した R一酵素はアミロペクチンにもフ。ルランにも 的な相違が見出されない限り，この種の高等植物の de-

作用し， LEEら49)がスイートコーンから得た pullulan- branching酵素は pullulanase(EC 3.2. l. 41)として

aseもアミロベグチンとフ。ノレランの両者に作用した。 分類すべきであろう。

したがってアミロベクチンに作用してフ。ノレランに作用し 水稲 debranching酵素が澱粉様多糖の a-(1→ 6)結

ない debranching酵素，およびその逆の基質特異性を 合を加水分解することは基質のヨート複合体の吸収極大

もつ酵素の存在については再検討の必要があろう。 の変化および基質の s-amylase分解限度の増大によっ

Debranching酵素に関する初期の研究では酵素活性 て示される。 Fig.26には乳熟期種子から得た酵素を儒

はアミロベクチンのヨード塁色の増加によって測定し 米澱粉および梗米アミロペクチン張びにそれらのか限

た。そのため基質および測定条件の相違により，異なる 界デキストリンに作用させた時の多糖ーヨード複合体の

研究者の得た酵素の精製の程度を比較することができ 吸収スベクトノレの変化を示した113)。いずれの基質に対し

ず，また精製酵素の比活性の表示のない場合が多L、。高 ても反応が進むにつれて多糖ーヨード複合体の吸光度が

等植物の debranching酵素がフ"ルランを分解すること 増大し，校切りが行なわれていることが示されている。

がわかってから酵素活性測定の基質としてフソレランが用 Table 20には乳熟期種子から得た酵素を作用させた後

いられるようになり 49，59)，異なった材料から得た酵素の の澱粉様多糖の s-amylase分解限度を示した113)o De-

比活性の比較が可能となった。 branching酵素反応前の多糖に比し反応後の多糖のか

Table 19に示したようにー，二の例外を除いて精製 amylase分解限度が明らかに増大し，a-(1→ 6)結合の

酵素の比活性は約 1pullulanase Ujmg蛋白質であり， 切断が示されている。

これを今回得られた水稲種子の酵素の比活性と比較する 水稲 debranching酵素はフ。ルランを endo型に分解

と，これまでの報告にある精製酵素の多くのものは精製 した。 Fig.13に示したようにフケレランに対する作用で、

が不十分であったと考えられる。しかし各精製酵素の比 は反応の初期からマルトトリオースのほかにヘキサオー

活性を粗抽出液の比活性と比較すると一，二の例外を除 ス，ノナオ一人およびそれより高分子の糖の生成が認

いて精製の程度は 400~3，800 倍と非常に高し、。白米から められた。しかしながら FRENCHら20)は A.erohacter

亜二チオン酸ナトリウムによる活性化後に得られた精製 aerog問自の pullulanaseがマルトースから 61ーおよび

酵素の比活性は 29.8pullulanase Ujmg蛋白質で， こ 62-0-a-マノレトシルマノレトースを， そしてマルトトリオ

れまでに報告されている高等植物の debranching酵素 ースから 6L，62-，および 63ーO-nーマノレトトリオシル?

のうちでは最も高い値となったが，精製酵素は粗抽出液 ノレトトリオースを生成することを報告した。そこで上記

に対してわずか26倍の精製に過ぎなかった。これは白 のヘキサオース，ノナオース，およびそれより高分子の

米からの粗抽出液が他の研究者の得た精製酵素よりも高 糖の生成がプノレランの endo型分解によって直接生成し

い比活性， 1.15 U/mg蛋白質をもっためで，水稲特に白 たものか，それともフ。ルランの exo型分解によって生

米が酵素の非常に良い給源であることを示している。 成したマノレトトリオースの転移作用によって合成された

II. 酵素の作用について ものであるかを確かめる必要がある。

Table 2に示したように水稲種子の debranching酵 基質としてマノレトトリオースおよび6LO-a-
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-Fig. 26.' Changes of iodine-staining of polysaccharides during reactions catalyzed by 

rice debranching-enzyme. 

lncubation: Substrate， 1 mg/ms; debranching enzyme， 0.1 U/ms; pH 5.6; 250C， 

for 0， 1， 4， and 24 hr; (a) glutinous rice starch， (b) glutinous rice starch s-limit 

dextrin， (c) non-glutinous rice amylopectin， (d) non-glutinous rice amylopectin 
s-limit dextrin. 

Iodine-staining: Polysaccharide， 10 mg% ; iodine， 4 mg%; potassium iodide， 40 

mg%; acetic acid， 120 mg% 

Table 20. Beta-amylolysis limit of polysaccharides after debranching 

Polysaccharide De b ranching* s-Amylolysis Iimit 
?も ofD-glucose % of maltose 

Amylopectin (rice) 3.77 90.2 (59.2)料

Amylopectin s-dextrin 10.57 81.5 (0 ) 

Soluble starch (Merck) 2.64 72.6 (57.0) 

Glutinous rice starch 4.11 84.3 (50.0) 

Glutinous rice starch s-dextrin 12.72 81.1 (0 ) 

Glutinous rice soluble starch 5.32 83.8 (49.2) 

* Substrate (1 mg/mC) was incubated with the debranching enzyme (0.1 U/mt') at 250C and 

pH 5.6 for 24 hr and reducing power increased was determined 

料 Valuesin parentheses show those before debranching reactions. 
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生成した。したがって今回の実験条件で、はフ。ルランから branching酵素の作用が endo型に進むという言葉の

の生成物中に見出されたオリゴ糖はフ。ルランの加水分解 意味が理解できる。しかしプノレランのいわゆる末端以外

によって直接生成したことになる。 のa-(l→ 6)結合は6番炭素に置換のある Dーグルコース

フ。ルランはマルトトリオースが両端で、町一(1→6)結合 で，その4番炭素は置換されていないから，澱粉様多糖

してできた直鎖分子と考えることによって，水稲 de- でし、う非還元末端に相当する。したがってフツレランの
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sui:泌を降雪脅 Tric議事e 絞殺滅総務密

Fi冨.27. Thin-Iayer chromatogram of debranching 

products from maltotriose and 6LO-a-

maltotriosylmaltotriose by rice debranch-

mg-enzyme. 

Oligosaccharides (1 mg!mt) were incubated at 
250C and pH 5.6 with the rice debranching-
enzyme (0.02 Ujmt) and chromatographed. Sol-

vent， isopropyl alcohol-ethyl acetate-water (60: 20: 

20， vjv)， spray reagent， 50% sulfuric acid. Sub-

strates， triose (maltotriose) and hexaose (63ーO-a-
maltotriosylmaltotriose). 

内部の αベ1→6)結合の分解は考え方によっては exo型
の分解といえる。

アミロベクチンあるいはその(5-限界デキストリンの

枝切りでは endo型分解とし、う意味はさらに不明確であ

る。(3-限界デキストリンを例にとると，その町べ1→6)結

合の分解によってA鎖が遊離する反応は巴xo裂の分解

と考えられるであろう。 A鎖を結合したままの B鎖、の

遊離は endo型であるかと言えばそうとも限らなL、。そ

の白一(1→6)結合が B鎖の非還元末端に近い時にはむし

ろ eXQ型の分解と言うべきかもしれなし、。

一つの酵素が2種以上の異なった基質に作用する時に

その作用の機作は統一的に説明される必要があろう。そ

のための一つの仮説を提出しその概要を Scheme2に

示した。この仮説によれば酵素の作用は切断される日

(1→6)結合で結合した側鎖ではなく，主鎖の非還元末端

側の鎖長に関係する。主鎖の非還元末端側の鎖、長が短い

ことは酵素が町一(1→6)結合に接近する時に立体障害を

起さず，そのため速かな反応が起るのではなし、かと考え

られる。一方 isoamylaseは主鎖や側鎖、の短いもの(プ

ルラン)には作用せず，長いもの(グリコーゲンやアミロ

ベクチン)に良く作用するので，これら 2種の debranch司

ing酵素の作用機作の比較は今後の問題として興味深

L 、。

IIl. 酵素の生成と変化について

Debranching酵素は澱粉様多糖の日 (1→6)結合を加

水分解する酵素であり，in t'i'voでの作用は amylas巴と

共同して澱粉を完全に分解することにあると恩われる。

実際多くの種子中で発芽時に酵素活性が増加することが

調べられており 63)，水稲でも発芽の際に種子中の酵素活

性が増加した (Fig23)。

水稲では発芽種子ばかりでなく乳熟期種子にも高い

debranching酵素活性が示された (Fig.24)。乳熟期種

子では澱粉が盛んに合成されており分解酵素である de司

branching酵素が乳熟期種子中でどのような役割を果

しているかという一つの問題が提起された。

ERLANDERI7，18)は澱粉の合成機作として，はじめグ

リコーゲンが合成され，それが一種の debranching酵

素で分解されアミロベクチンになるという仮説を提出し

た。この仮説によれば澱粉合成の一段階に debranching

酵素の関与する反応が存在する。しかし水稲乳熟期種子

の debranching酵素は植物グリコーゲンに作用せず

(Table 2)， したがってこの酵素の zn 1-'1"VOでの役割が

ERLANDERI7)の提起した澱粉合成の一段階に関与する

ものでないことは明らかである。

乳熟期種子の debranching酵素の lnt'lVOでの役割

が発芽種子の酵素と異なれば，酵素の性質にも何らかの

相違があるものと期待される。しかしながら両酵素は蛋

白質としての性質においても酵素作用の上からも見るべ

き差異がなく，免疫学的にも両者の同一性が示された

(Fig.3)。

水稲完熟種子中には debranching酵素活性は低いが，

不活性型酵素が多量に存在することがわかった。不活性

型酵素はある種の還元剤によって活性化し定量すること

ができたので，登熟過程および発芽過程における不活性

型酵素の量を調べ，活性型酵素量の変化との関係につい

て考察した結果，水稲種子中では登熟時に活性型 de-

branching酵素が合成され，手L熱後期以後不活性型酵素
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Debranching enzyme activity of ungerminated cereals 

after treatment with sodium dithionite or papain 

Table 21. 

Pullulanase activity (U/50 grains)* 

「
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四

日
間

w
a
h
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Papain 

0.120 

0.040 

0.180 

0.075 

0.045 

0.355 

0.042 

11.09 

Dithionite 

(100mM) 

( 10mM) 

(100 mM) 

( 20mM) 

( 10mM) 

Buffer 

0.021 

0.021 

0.067 

0.007 

1.70 

0.020 

9.36 

Cereal fiour from 50 grains (barley， 2.520 g; wheat， 1.785 g; oats， 1.301 g; rye， 2.075 g; rice， 

1.135 g) was incubated at 40C for 24 hr with 0.1 M sodium phosphate buffer or the same 
bu妊ercontaining sodium dithionite (5 mf!). The similar incubation was conducted at 300C 
for 15 hr with the same bu任ercontaining 25μg papain per mf!. After centrifugation， the 

resultant supernatant was assayed for pullulanase activity. 
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Germination period ねay)

Fi軍・ 28. Enzyme activity of barley and wheat 

during germination. 

Germinating cereals (at 260C， in the dark; 50 

grains) were homogenized with 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 7.2， 5 mf!) and centrifuged. 
Resultant supernatant was dialyzed against 

water， and assayed for pullulanas~ activity 
(ー0ー)and starch liquefying activity (…o.一).

口一:Coleoptile length (M土σ).

O 
O 

O 

に変化して蓄積され，発芽時には再び活性化されて波粉

分解を行なうものと考えられた (Scheme3)。登熟過程

での活性型酵素から不活性型酵素への変化は放射性アミ

ノ酸の取込み実験によって確かめられた (Table12)。

完熟種子から亜二チオン酸ナトリウムによって活性化

した後得られた酵素も乳熟期種子および発芽種子から得

られた酵素と蛍白質的および酵素作用上の性質がよく類

似し免疫学的にも同一性を示した。したがってこれら

三つの酵素は同一あるいはほとんど同ーの蛋白質である

と考えられ，乳熟期種子中の活性型 debranching酵素

は発芽時に酵素としての役割を果すためにあらかじめ不

活性型酵素を合成しておく一段階としてその存在の意味

が理解される。

Debranching酵素が種子中で不活性型で蓄積される

ことは水稲の特殊な例なのかそれとも穀類種子一般に共

通することであるかは興味深い問題で、ある。数種の麦類

を用い完熟種子粉末に亜二チオン酸ナトリウムまたは

papainを作用させて debranching酵素を活性化した

時の酵素活性を測定した (Table21)。直二チオン酸ナト

リウムは10，20および 100mMで活性化を行ない最大活

性を示した場合を表に示した。亜二チオン酸ナトリウム

によっても papainによっても， 0.1 M りん酸ナトリウ

ム緩衝液 (pH7.2)による抽出に比べて明らかに高い活

性を示し，麦類の完熟種子中に不活性型 debranching

酵素が存在することがわかった。しかしながらその活性

を水稲種子の場合と比較すると著しく低い値に過ぎなか

った。そこでこれら麦類の発芽時の pallulanase活性

を測定した。

Figs.28および 29には発芽時の pullulanase活性，



の分解によって生成したマルトトリオースが完全に分解

されると還元力が3倍になることから，発芽種子中に見

出される pullulanase活性の大部分は完熟種子中に不

活性型で存在すると考えられる。

すなわち ~ebranching 酵素が完熟種子中に不活性型

で存在することは水稲の特殊な例で‘はなく，多くの麦類

でも認められる一般的な現象であると言える121)。

IV. その他のニ，三の問題

水稲には梗嬬の2種が存在し両者の大きな相違点は澱

粉の構造にある。すなわち橋種にはアミロースが存在せ

ず，アミロベクチンも梗種に比し町一(1→6)結合の存在

率が高い。 Debranching酵素が gーイ1→6)結合を切る酵

素であることから，この酵素の梗橋雨水稲の問での異同

に興味がもたれる。

橘種水稲(栽矯品種「かむいもちJ)の乳熟期種子から

梗種の場合と全く同様に精製酵素を調製した。精製酵素

の比活性は 13.4U/mg蛋白質となり amylase，maltase， 

および Q酵素活性を含まず，ディスク電気泳動および

ゲルろ過においでほぼ均ーとなった。この酵素の性質を

調べた結果は最適 pH5.6，各種澱粉様多糖に対する基質

特異性は綬種の酵素と同様であり，ディスク電気泳動お

よびゲノレろ過でも梗種酵素との差は認められなかった。

さらに乳熟期の水稲種子中の pullulanase活性にも両

種間で有意の差はなかった。

種子が発芽すると多くの酵素の活性が増大する。ある

酵素は denovo合成され， ある酵素は不活性型酵素が

活性化される。不活性型酵素の蓄積は種子の休眠前に起

る筈であり ，de novo合成される酵素の素材となるアミ

ノ酸も休眠種子中では蛋白質として貯蔵される場合が多

いと考えられるので，種子の登熟，休眠，発芽を分子レ

ベノレで理解するために種子中の蛋白質の生合成と貯蔵を

研究することは重要である。

種子中で一つの酵素が活性型で合成され，不活性型で

蓄積され，再び活性化されて作用するという一連の変化

が明らかにされたのは水稲 debranching酵素が初めて

であろう。現在のところ休眠種子中で、の不活性型酵素の

貯蔵形態および不活性化の機構は明らかにされなかっ

たが，本研究により種子中で、の蛋白質の蓄積，貯蔵を研

究する一つの手掛りが得られた。ある種の酵素ははじめ

から不活性型で合成されるかもしれないが，そのような

場合も含めて発芽時に必要な酵素蛋白質の種子中で、の合

成と蓄積過程の解明は種子の休眠の機作を明らかにする

手段となるであろう。

水稲種子中では乳熟期に debranching酵素の生成が

第 1号第 13巻北海道大学農学部邦文紀要

(
E
U
)
ζ
v
m
C
2
2
z
a
0
2
0
υ
 

5

0

侶

叩

勺'』

10 

5 

'0 
2 4 6 8 10 12 

Germination period (day) 

15 

。目051

10 

1
4
I
1
6
1
1
l
l
 

h
 

ハハハ

'
n
u
 

門

U

8 6 4 2 

Oats 

Rye 

2 

~ 1，... 
咽 l凶

d. I.!; 
g1t~Q5 

コ IQぜ，-'
01ご
X 1;;::'" 

':"'OL三O
::::と O
>と

u 
iii I咽
Oll!l! 
C: 1 ::: 
=帽
>-1 C: 
ã; 2f~0.1 
コ lコ
CTI:: 
二コ
10.. .I:. I 
u 

福1
I/J 

O 

1.0 

44 

Fig. 29. Enzyme activity of oats and rye during 

germmatlOn. 

Methods are the same as shown in Fig. 28. 

Table 22. Maximum values of pullulanase 

and starch liquefying activity 

in germinating cereals prepared 

from Figs. 28 and 29 

Starch liquefying 
acuvity 

(U/50 grains) 

Pullulanase 
actJvity 

(U/50 grainsl 

154.000 

57，000 

24，500 

19，500 

7，750 

0.340 

0.100 

0.965 

0.111 

4.75 
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澱粉液化酵素活性および芽の長さを示した。発芽は260C

暗所で行なった。酵素の抽出および酵素活性の測定は第

一章と同様に行なった。 4種の麦の酵素活性は著しく相

違した。 Table22には各麦類および水稲の発芽時の

pullulanaseおよび澱粉液化酵素の最大活性を示した。

Pullulanase活性を Table21に示した亜二チオン酸ナ

トリウムあるいは papainによる活性化後の活性と比較

すると 2.6~2.8 倍であった。しかし発芽種子の抽出液に

はマノレトトリオースに対する分解活性があり，プルラン
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Table 23. Debranching-enzyrne activity of rice seeds in different rnaturity 

Maturity* 

Small greenish seed 

Large greenish seed 

Mature seed 

ネ Details，see text. 

Moisture 

(%) 

9.90 

10.26 

7.14 

見られ，乳熟後期以後酵素の不活性化が起る。したがっ

て活性型および不活性型酵素を定量することによって種

子の登熟の程度を決めることが可能ではなし、かと思われ

る。乳熟後期以後の登熟度を細かく規定することは例え

ば米の食味と登熟度の聞に関係があるか否かを調べる場

合などに必要なことである。

刈入後の綬米(栽培品種「ユーカラJ;農林水産省北海

道農業試験場， 1979年産)を用い，小型の青米，大きさ

は正常でやや青味を帯びた米，および完熟した米の3種

に分け，それぞれの水分，蛋白質 (Nx6.25として)，活

性型および不活性型 debranching酵素量を測定した

(Table 23)。その結果，未熟米では明らかに不活性型

debranching酵素活性が低く，活性型のまま酵素が種子

中に残っていることがわかった。今回は刈入後の乾燥に

おける種子中での酵素の変化を調べてし、ないが， Table 

23の結果は水稲種子の登熟度を debranching酵素の活

性と関連づけることができる可能性を示しているo

水稲 debranching酵素の性質について二， 三の未解

決の問題が残った。その一つは酵素の分子量で、ある。ゲ

ルろ過による分子量， SDSポリアクリノレアミドケ、ル電

気泳動による値，および超遠心分離の結果からの計算値

が全て異なった。これは恐らく酵素蛋白質のコンホメー

ションの問題であろうが，今後その理由を明らかにし，

真の分子量を求めなければならない。

他の一つは不活性型酵素蛋白質の調製である。表面活

性剤!など種々の蛋白質可溶化剤を用いたが，不活性のま

までの可溶化は出来なかった。種子中での酵素の不活性

化および活性化の機構を明らかにするためには不活性型

醇素蛋白質の単離が望まれるが，これは今後の問題で

ある。

摘 要

Debranching enzyrne activity 
Protein 

Active forrn Inactive form 

(5もofdry rnatter，l (Ujg seeds) (Ujg seeds) 

8.09 3.53 4.77 

7.98 2.38 6.55 

7.69 0.92 8.19 

はない。 Debranching酵素の基質は澱粉様多糖であり，

それは αー(1→6)結合よりも α(1→4)結合を多く含むの

で，微量の arnylaseの混入は実験結果に大きな影響を

与える。高等植物の debranching酵素の invivoでの

役割は澱粉の分解にあると考えられ， debranching酵素

の給源となる組織は amylase活性も高いことが多い。

したがって酵素の基質特異性を明確にするためには酵素

の十分な精製が重要な課題である。

酵素の精製にはその良い給源の選択が必要で、ある。水

稲種子は debranching酵素の良い給源であることがわ

かった。乳熟期の水稲種子は amylase活性が低く de-

branching酵素活性が高かった。完熟種子中には低い

debranching酵素活性しか存在しなかったが， 多量の

不活性型酵素が存在しそれが巴ndo-peptidaseあるい

はある種の還元剤で活性化，可溶化されることがわかっ

た。そこで乳熟期種子および完熟種子から高度に精製し

た酵素を調製した。水稲発芽種子は他の穀類発芽種子と

同様高い amylase活性を含み， debranching酵素の給

源としては適さないが，比較のために発芽種子からも酵

素を精製し，事実上 amylase活性を含まないdebranch-

mg酵素を得た。

精製酵素の比活性は完熟種子からの酵素が最も高く，

29.8 pullulanase Ujmg蛋白質に達した。これらの酵素

はディスク電気泳動，ゲルろ過で、単一性を示し 3種の

酵素の聞に差異はなかった。基質特異性，反応、の最適

pH 5.6，熱および pH安定性，金属イオンによる阻害，

免疫反応においても類似した性質を示しこれらの酵素

が同一あるいは極めて類似した蛋白質であることがわか

った。したがって澱粉合成の盛んな乳熟期種子の酵素

が，澱粉分解を行なう発芽種子の酵素と異なる作用をも

っ酵素で、ある可能性は否定された。

酵素の基質特異性および種々の基質の Kmおよび V

高等植物の debranching酵素はこれまでに十分精製 の測定を行なった。水稲 debranching酵素はプノレラン，

された例が少なく，その基質特異性は必ずしも明らかで 澱粉の日-arnylase分解物，儒米澱粉および綬米アミロ
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ベクチンの F限界デキストリンに速かに作用し， 儒米

澱粉，綬米アミロペクチン，および植物グリコーゲンの

F限界デキストリンには作用が遅く，植物グリコーゲン，

パノース，およびイソマルトースには作用しなかった。

このような基質特異性は微生物の pullu¥anase(EC 3. 2. 

1. 41)の基質特異性と一致する。

高等植物の debranching酵素のフ。ルランに対する分

解様式は endo-型のランダム分解であるという報告があ

る。しかし水稲 debranching酵素によるフ。ルラン分解

物中には著量のマルトトリオースが見出されたので，分

解様式を精査した。その結果フ。ルランは endo-型に分解

されるがランダム分解ではなく末端に近い結合がより速

かに分解され，また反応の中間生成物がフ。ノレランよりも

速かに分解され，そのために反応の初期から多量のマノレ

トトリオースを生ずることがわかった。

この酵素は嬬米澱粉およびそのP限界デキストリン

の内部の四一-(1→6)結合を分解したが，この場合にも外側

の結合の分解がより速かであった。

種々の基質に対する酵素の作用を統一的に説明するた

めに一つの仮説を提出した。すなわち「水稲 debranch-

ing酵素は作用する αベ1→6)結合の主鎖の非還元末端
までの長さが短いものほど速かに分解する。」と仮定し

た。それによるとフ。ルランは全ての結合の主鎖の非還元

末端までの長さが0で最も速かに且つ全ての結合がほぼ

同様に分解される。か限界デキストリンではこの長さが

1または2で速かに分解され，遊離されるのは主として

A鎖であるが，一部速かに分解される B鎖も存在する。

Phosphorylase限界デキストリンはこの長さが4で，か

限界デキストリンより反応が遅く，もとの澱粉およびア

ミロベクチンはさらに長いので反応を受け難くなる。こ

の仮説によって実験結果がよく説明された。

水稲完熟種子中に不活性型 debranching酵素が存在

することを示し，不活性型酵素を活性化して定量する方

法を確立した。登熱中および発芽時の水稲種子中の活性

型および不活性型酵素を定量した。活性型酵素は開花後

12日目頃から検出され， 20日目に最大となり以後減少

した。不活性型酵素は20日目頃から生成し，完熟種子

では大部分が不活性型であった。発芽時には再び活性型

酵素が生成し，不活性型酵素は減少した。

乳熟期種子に放射性アミノ酸を吸収させたところ，放

射能ははじめ活性型酵素に取込まれ，次いで活性型酵素

中の放射能が減少して不活性型酵素中の放射能が増加し

た。これらの結果から水稲種子中の debranching酵素

は登熟中に活性型酵素として合成され，不活性型に変化

して完熟種子中に蓄積され，発芽時に再び活性化される

と結論した。したがって水稲乳熟期種子中の debranch司

mg酵素は乳熟期に特有な作用一一例えば澱粉合成の一

段階ーーを行なうのではなく，発芽時に必要な酵素の前

駆体として合成されるものと思われる。

不活性型酵素の活性化は endo-peptidaseの作用ある

いはジスノレフィド結合の切断によって起った。完熟種子

から亜二チオン酸ナトリウムで活性化して得た精製酵素

中のスルフヒドリル基の含量が乳熟期種子からの精製酵

素のスルフヒドリル基含量と一致したことから，不活性

型酵素は活性型酵素が不溶性蛋白質とジスルフィド結合

によって結合して生成するものと推定した。

種子中で一つの酵素蛋白質の生成，蓄積，再活性化が

明らかにされ，種子の登熱，休眠，発芽の分子レベルで

の研究の手掛りが得られた。
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Summary 

1. Highly puri五eddebranching-enzymes which 

were homogeneous in disc-electrophoresis and in 

ce1-五ltrationwere prepared from mature， immature， 
and germinated rice seeds， respectively. The 

highest speci五c activity， 29.8 pullulanase Ujmg 

protein， was observed in the case of the enzyme 

preparation obtained from mature seeds after di・

thionite activation. 

The characteristics of these enzyme proteins 

were similar to one another in disc吃lectrophoresis，
geトfiltration，substrate speci五cities，optimum pH 

(5.6)， thermal and pH stabilities， inhibition by 

metal ions， and immunological reaction. 
2. Km and V of the enzyme for several sub-

strates were determined. The rice debranching-

enzymes rapidly hydrolyzed pu¥lula九日-amylolysis

products of starch， and s-limit dextrins of gluti-
nous rice starch and non-glutinous rice amylo-

pectin， slowly hydrolyzed glutinous rice starch， 

non-glutinous rice amylopectin， and s-limit dextrin 

of phytoglycogen， and scarcely hydrolyzed phy‘ 

toglycogen， panose， and isomaltose目

These substrate speci五citiesare similar to those 

of microbial pullulanase (EC 3.2目1.41)

3. The enzyme hydrolyzed pullulan in an endo-

fashion but not in the random degradation. Oli-

gosaccharides intermediately produced were more 

rapidly degraded than pullulan， and maltotriose 

accumulated extraordinarily even at early stages 

of the hydrolysis 

The enzyme has been studied to determine its 

action on amylaceous polysaccharides. An endo-

fashion degradation was demonstrated that pro-

duced branched saccharides. 

A hypothesis on action mode of debranching 

enzyme， in which the above mentioned results 
have been taken into account， was proposed. 

4. The occurrence of an inactive debranching-

enzyme in mature rice seeds and its activation in 

vitro was demonstrated. The inactive enzyme 

could be activated and solubilized by the reagents 

capable of cleaving disul五de-bondand by endo-

peptidases. 

5. Debranching-enzyme activity in rice seeds 

increased during the early stage of ripening and 

then decreased; maximum activity appeared on the 

20th day after flowering， and the inactive enzyme 

accumulated rapidly in the seeds since then. The 

activity increased again during germination. 

Radioactive amino acids were readily incorpo-

rated into the active debranching-enzyme after 

their absorption into the immature rice seeds. 

Subsequently， the radioactivity increased in the 

inactive enzyme， accompanying its decrease in the 

act1Ve enzyme. 

These 五ndings suggest that the debranching 

enzyme in rice seeds is synthesized during ripen-

ing in an active form and that it accumulates in 

an inactive form， which can be reactivated during 

germmatlOn. 

6. Contents of sulfhydryl groups in the mature-

seed enzyme obtained after dithionite activation 

was identical with that in the immature-seed en-

zyme目 Therefore，it was supposed that the active 

debranching-enzyme was linked by a disul五de-bond

to an insoluble protein and accumulated in the 

seeds as an inactive and insoluble enzyme. 
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p. 18 右下から 5行 (3)式 日=0.193 t-1.533 a = 0.166 t-1.318 
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p. 19 Table 3中
8 12 8 12 
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