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Tadato OGA羽TA1953 Effects of Low Temperature on Yeast Catalas巴.Part 

3. Effects of Low T巴mperatureon Purified Yeast Catalase. Low Tell1Perature 

Science， 10. (With English r品目um品p.195) 

酵母のカタラ{ゼに及ぼ、ナ低湿の影響

第3報精製酵母カタラーゼに及ぼす低温の影響特

小川忠人

(低溜

(昭和百年 9月受理)

緒 -E F司
岐に前報1)で、報脅したように，酵母の菌体浮遊i夜を凍結融解すると菌体カクラ{ゼが如何な

る(影響をうけるかについて検討した結果，凍結の方法，菌休の性itん浮遊液のメデ、ウムの種類

等，いろいろの4条件によってカタラ{ゼの活性度がそれぞれ異るのをと認めた。しかもやすれの場

合でも常にます照の無庭理の菌液よりもカクラーゼJ丹性皮が増加Lているととを知り，それが凍

結融解により菌体から遊離したカグラ{ゼの量の士宮力11と，菌休内に残存するカダラーゼの反際

性の増強、とに基くものであろうと推定した。

しかし菌体内に令有されるカグラ{ゼ、が，活性皮は鑓らないにも折jらや菌体内の椛也控化の

結果，過酸化水素と反感し易いj状態になったのであるか，或はまた凍結融併という外的4条件に

よってカクラ{ゼ自身の活性度が増強されたものであるかはi切らかでない。更にまた，菌体よ

り遊離したと考えられるカグラ{ゼは凍結融解によって如何なる影響を蒙るかについても，菌

休とは別1rli¥に遊離カグラ{ゼ、についての検索を行う必要がある。

かかる意味に於て，第 2報日〉に~べたような万訟で酵母より分離した精製カタラーゼを用い，

各種保件の凍結融鮮がカグラーゼに如何なる影響聞を及ぼすかについて追及した。

震験方法

ilj\;~，キとしては別報ο〉の如き方法によって酪搾酵母をと由理して得たカグラ{ゼの結F日，或は硫

安庭珪¥¥迄を行って得たカグラーゼ沈i践をこ犬kJKにi制砕したものをこf¥:lいた。

之噌等;のカタラ{ゼ

E度主を2訊測!羽IJ)定iζミし2な乙がらJ冷令却し7たζo その低i.fulf;是正日lの方法は前慨1)の菌液の場合と金く向ーにして行っ

た。ただ融W(時は氷の消失を日標として温度を +20C_+3CC以上に上げない様に住意じた。

脅北14f近大準低詰ii.科塁手研究所:業航 第 15H虎.
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また"i，Ui'li究l三位協底よIllJ;J，外は OOCのノ1'-1谷1.[1に保ってj斤I:t度の{正下しないようにつとめた。

もlitt度の iJl1[主には過マンカ、、ン隈カリ (N/I00 液)による川ii'~~訟を íll い ， 1叉!忠系には次のおlき

i見江主をf史IiJし7こ。

ZO 

N/lOO過酸化水素液

M/15憐限緩衝液 (pH6.8) 

酔議 i夜
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解説i夜には1JJ;j部.底正III しプζ共料をと!JIに 5 倍に除~~~しその 1

cc をJIjいた。従ってJ;J、下の寅l~f~ に:於ける止のfì(lはとの δ

怯液1cc常り， 従って凍結(rCJljいたカタラーゼ液の 0.2

cc常りの kf!!'Lでるる。但し活性皮の比般には，同時にiJ!lJ

1し，tdnr;庭王111.の釣J出液の kfl!'lに到する百分率良[Jち，

relative k= --'泣主I-i真空kflLt x 100 
主f¥¥樹立の k他

をJijいた。

費験成績主主びに考察

1) 台北JIlIj *Jit 

-20'C， -350Cのプライン及び波休空会えで絞悦主主び

にお:控凍結を行った場合のカグラーゼ淡のi且皮漣化をそ

れぞれ IlfJ ~Jjtで、夫わすとお 1 [品'i¥VC示す諮りである。

~) {M[~~llifi~皮及び(AL~~"l\、速度をこ越えたI場合のカグラーゼに

及ぼす影響

;iA~;千な -15CC 及び -30CC まで;/~:速に或は援院に凍結

させた場合のf斤t上!立の礎化は出1去の泊りである。

即ち温度一定なる時は凍結謹皮の絞やかな祝日tt皮は低

下し，凍結速度-~なる時は温度の低い程前性皮の低下

は等しいという傾向を示している。しかし極端な場合の例とLて行った波休空抵で急激に冷却

したものは，温度誌が大きいにも拘らやitif上皮のほ下は僅かで、あった。

とのととは寅験1'1.1に認、められた火の棋な事賞， 日[Jち， 1容是正に M/100燐酸殺簡波 (pH6ぢ)を

lJjいたものl土木溶液の場合よりも活性皮の{11;会下は乃%前後少ないこと， f話料度の大きい溶液で、

l土 il~%Lf/液よりも低下の詐IJ合が大きいこと， また続出(~t~ii仰JJJfTでー刊行C 附近でー・時的のìI;iU支

J二外を示したHiIJで・は然らざるものより，行-10 5'6{11;下Lltがえきいこと， rt;の ~jii ~と;行え fìíこせると，

活性!立の位 F~:t凍結時の:ìj(!íllil'rr' 1の J\予 !J.X; Jj}~態 Vc.}，I; くもので、はないかと ιlわれる。

3) 融W(，時の{像N二とカグラ{ゼ打"jJj
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第 1表凍結速度及び凍結211皮を経えた場合の活性皮の謎化作'e1.kf!庇)

凍 結法度
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1受験例 -15"cまで -30
0

Cまで I -180
0

C まで

側凍結|制凍結;絞間給|制凍結 i制附

No. 1 

No. 2 

No. 3 

No. 4 

No. 5 

No. 6 

No. 7 

87.7 

90.5 

85.8 

85.7 

85.8 

92.3 

87.3 

平均値 87.9士川1

90.9 

91.6 

92.7 

88.3 

92.0 

91.7 

92.2 

“一一
91.3士O..-t¥可

80.4 

79.8 

77.9 

87.7 

79.7 

77.1 

75.3 

79.7士O点。

80.1 

82.0 

82.9 

82.4 

83.3 

80.0 

83.3 

96.7 

95.1 

95.7 

97.5 

95.5 

95.5 

96.4 

制士叩 96.1士0叩

氷のが山i'lは温度の11l下する場合のみならや，低泊から漸二欠損度が上昇して行く過程に於ても

舵々形を縫えて行く。 従ってもし味結による前性皮の低下が氷結117iの形成に関係あるものとす

れば，副!僻謹度の絞J21:によっても低下の科!立に売を生やるだろうととは設然考えられる。

そとで -30"Cまでのプラインによるな法及び‘絞↑出来結社ぴ、に液体主主試によるな控凍結を行

った3弁をそれぞれ +20"Cの木町q，(:.};注倒1Mのi;;a合)又は京市.(十2()GC)(蛇l曳融鮮の場合)

で融角r，せしめ，そのi斤í'主度を比較してみた。その結果は訂~2;去に示すように殺|吏凍結を行った

ものでは融解渡度による活性皮の売は少ないが，急速に凍結したものではf羽曳に副11砕したもの

はな謹融僻のものに比べて著しい低下を示して沿札絞って絞恒融解したものはrr.¥t結保件の如

何に拘らやいやれもほぼ等しい活性皮を示している。

第2表高II月手法I支を磁えた場合の活性皮の経化 (rel.Jc fi[J 

1由主 t;;!守 干条 1'1・
| 綬憾凍結 (-300Cまで) 念法凍結 (-30

0

Cまで)
笈験例一一 一一一 「 …一一一一一一一一一

緩慢融解 l念、制li1{(' I 緩慢敵月平 l念法問l解 l
念法凍結(ー180

0

Cまでj

性州解 iM融解
No.l 77.1 76.9 81.4 85.0 83.2 97.7 

No.2 76.4 78.6 84.8 88目3 79.8 95.1 

No.3 76.6 77.6 82.8 86.6 80.6 96.5 

.I1'--J;!;J1i在 76.7 ~'''.3r. 77.7 ム o.~.U 83.0 士O.S~~ 86.6士ρ0，15 81.2士。 96.4士O.Gl

以上の結果から，カタラ{ゼの低i毘底刊による活性皮の{正下は，球主l:怯jéþのみならや高;~1角r(，(ì)

保件によっても左右されるととがしられた。

4) J文誼凍結融Wfとカグラ{ゼ作iIl

とれまでの質験では，ただ1田の凍結l激Wfによる影響ーをみたので、あるが，向一線1'10のJリi結酎!

併を繰返した場合活性皮のf足下はEうなってゆくかというととをみるために，-30
oCまでの念

謹凍結(主主剤ブライン)及び +200Cの水浴中に於けるな謹融解を数回繰返してみた。その結果

は第3哀の如く』段和の凍結融併でかなりf間毛皮は低下するが，第2回以後は湖北その穂度を
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減じ，第3回，第4囲では殆んどその聞に許性度の差は認められなくなる。

活性皮

k. 1O~/巴巴

rel. k仮

第 3表凍結激f絡を繰返した場合の活性皮の縫化 (rel.k値l
(-30

0

Cまで念法凍結~念法融市事を繰返したもの 5191Jの乎均)

凍 敵同級

謝!lfj 1 [(1] 2 [n] 3 rn] 

9.111 

100.1 

7.296 

80.1 

6.769 

74.3 

考察

6.456 

70.9 

4 [nj 

6.353 

69.8 

カグラ{ゼ'1容i夜古と凍結融解するとその活性j立が1Jl下するととは，i耳iR~.古の4条件を縫えると低下

の程度が異るととからもわかるように，主として凍結に伴う溶液内氷結晶生成に起因するもの

と考えられる。

一般に水または溶液を念蓮に冷却すると小さな氷結晶が一時に多数生やるが，徐々に冷却し

た場合は一部に出来た氷結品が潮戎成長してゆくので比較的大きな氷結品が僅かで、きるにすぎ

ないというととが分っている。従って冷却蓮度によって訴性度の低下の度合が異るのは恐らく

それぞれの保件で形成される氷結晶の性欣が異るととによるものであろうと考える。結局カク

ラ{ゼ、の不活性化は氷結晶形成によってカグラ{ゼ分子の活性基に何等かの鑓化を予l~すためと

想像される。

Stoland & Walli時 3) (1912) は血液カグラ{ゼを-1O~ー 140C に 20分沿いたi易合，カグラ{

ゼは一宮ß破壊されて 30~50% の許i生度の低下をみると報告しているが， その作用機l陣はn月ら

かでないO

E誌にに前報でも述べたように，酵母菌液を凍結融解すれば菌液のカグラ{ゼ作用は増すのに，

今回のカグラ{ゼi容液では活性度は低下するという全く lE反封の事賓が認められた。菌休カグ

ラ{ゼの凍結融解による活性度の増強については前にも述べたように，メヂウム中に遊離した

カクラ{ゼによると共に，吏に}笥体内に残存するカグラ{ゼの反!l!¥{ttが増すととによるもので

あろうと推定される。従って同一酵素で、あってもそれが生細胞内にるる場合と，他に共存物質

のない全く純粋なi容液として千子在ずる場合とでは，凍結という外的僚件によって受ける影響に

も沿のづから器具があろうと考えられる。

また酵母菌i夜では冷却謹度が大きくなる程カグラ{ゼ活性度が士宮す，即ち菌休への障害が大

きくなると~・えられるのに，カグラ{ゼ、i容液で、は反tlHに冷却謹度の大きくなる程カクラ{ゼに

封ずる陣容が少なくなるという全く逆の所見からみても，試料金休が均一な溶液の如き欣態の

ものと，菌液のようにメヂウム中に納胞の浮遊した欣態のもとでは，液のì~i結の仕);は濯うで

あろうし，或はまたほぼ同様で、あったとしても府民と前日胞とでは}束中古によって受ける影響は賞
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然差異があろうというととは想像される。

摘要

昨何:から分離精製したf品\l'1'1~主カグラ{ゼのi容液を凍結融解すると，その吊性度は低下する。

然もその活性度の低下は凍結融併の保件によって異り，酵母菌休の場合とは逆に液体空気によ

る念主主凍結で、は障害が少ない。また凍結融併を繰返せば漸次活性皮を低下する。

要するに，酵母:jI;1休の浮遊液を凍結融解した場合は，菌i夜のカグラーゼ作mは増加したが結
晶カクラ{ゼ溶液では必歩、活性度は低下する。
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Resume 

As described in the preliminary report (Part 1.)， it was recogniz巴dthat th巴catalas巴 activity

in yeast cell suspension was raised by freezing and thawing. 1n this experiment， on the con-
trary， the crystalline catalase in solution purified from yeast cells decreased its activity under 
similar conditions of freezing，乱ndparticu1ar1y， the more rapid the rat巴 ofcooling， the less was 
th巴 activitydiminished. 


