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精製西洋ナシポリフェノールオキシダーゼの  

括性化に対する処理圧力と時間の影響  
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野菜や果実に高圧処理を施すと畝料は処理後大気中に放置Lている間に急速に褐変してい〈卜6L  

この原因を明らかにするためにポリ7ユノールオキシデーゼ（1，2－B即認n由i0l：○野師nOXi血－  

f由ud瞞ECl．1仇3．1）に対する高圧処理の影響を検討した轄果，西洋ナシではこの酵素が不活性  

型で存在L．高圧処理により活性化することを抽出液および部分特製酵乗で明らかにした1‾11．また，  

試料を酸素バリヤー性の高い容器に稟．空包裳することでこの褐変現農を防止できることも併せて  

報告Lた乱調．Lかし．食品は未空包裳以外に多くの形態で包装きれている．このため，褐変を防  

止するためにポリフェノールオキンダーゼの性質を詳細に調べることが必葉不可欠となって〈る．   

今周．著者らは西洋ナシ（師亡抑l爪肌血）のポリフェノールオキシダーゼを不活性型で精製  

L，この酵素の活性化に対する高圧処理の影響を検討Lた．  

●京都大学農学部農芸化学数量．〒606－01京都市左京区北白川追分町．  

往 事脊丈は白h肛i鮒亡■．且ねt∝h間l喝y．き鵬且io血叫，1486－1489に掲載予定．   
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兼 ♯ 方 法  

1．ポリフェノールオキシダーゼの抽出方法   

試料として長野県塵の西洋ナシ（ラ・フランス種）を購入し 制度L．芯を取り除いたものを  

用いた．粗抽出液（BuqerTeXtraCt〕は西洋ナシ〔500g）に250mlの100mMリン醸捉衛錬（pH7．0〕  

を加え，ホモジナイズ後．遠心舟牡（10．000二ぺg，20爪in，5℃）し，上澄液を書らL布で濾Lて  

得た．沈澱物は同級衝液で3回抽出．遠心分離L，上澄液を岨抽出液とLた．沈澱物は同緩衝液  

に1，5％Triton X－100を添加Lた溶輯を用い1時間手由出Lた．遠心分離して得た上澄液を界面活  

性剤抽出液（Triton X－1抑鴫Ⅹ加血）とLた．  

王．ポリフェノールオキシダーせの♯♯方法   

ポリフェノールオキシダーゼの精製闇東野らの方法占】に準じた．即ち．粗抽出液を硫安分画  

（0－gO％飽和），陰イオン交換タロ・・7トダラ7イー（DEAE－SephadexA，25とDEAE－ToyopeaL1  

650M）．ゲル透過クロマトグラフィー（TロyOpe虹1HW－55昂〕の順に行った．  

‡．ポリフェノール書手シダーゼの活性化処理  

1）ポリフェノールオキンダーゼの高圧処理 酵素溶液を0．25m】容低密度ポリエチレンボトル容   

器に充填L，高圧試験装置MFP－7000型（三菱重工菓）を用い，温度罰℃で10ロー700MP孔の圧   

力で処理したl‾封．  

2）ポリフェノールオキシターセ1のSDS処理 氷温で酵素溶液に1／10寄主の1％SDS（聞di吐m   

血d斑yl写l此舶）溶億虐添加混合Lた．  

l．ポリプ工′－ルオキシダーゼ活性巾測東方法   

酵素反応は20mMリン酸親柵敵（pH6．5）に静静Lた25mMピロカテコールを基質とL，30℃  

で行った．活性削定は分光光度計〔島津製作所）を用い．410n血の吸光度変化を測定Lた．酵素  

括性は410nmの吸光度を1分間に1，0増加きせるJtを1．OunitとLたl．封．  

与．ポリ丁エ′－ルオキシダーゼの骨子t測定方籠   

ポリフェノールオキシデーゼの分子量は，ゲル透過クロマトグラフィー法T】により測定Lた．  

即ち，高速液体クロマトグラフィー装置」島津製作所）にA占止ip止GF－510HQカラム（旭化成）  

を設置L，200rtlMl）ン醸緩衝液（pH7．0）を移動相とLて絶遠0．5ml／miJlで流L，280n皿の吸  

光度で検出Lた。  

轟．ポリフェノール書手シダーゼのt兄妹勤tll方法  

1）アイスタ電気泳動実験方法 ディスク電気泳働法は．7％ポリ7クリルアミドゲルを用い，   

D且Visの方法別に従って行った．タンパク質バンドの検出はクマシープリリアントナルー染色に   

より行った．ポリフェノールオキシターゼ活性バンドの検出は．ゲルをビロカテコール溶液（基   

質液）に浸Lて酵素反応きせることにより行った．不活性型酵素の括性バンドは∴泳動ゲルを   

20℃．6（旧MP且で2時間高圧処理Lた僅に検出Lた．  

2）SDSポリ7クリルアミドゲル電気泳動実験方法 SDSポリアクリルアミドゲル竜気泳働億は．  

10％ポ1）7タr）ル7ミドゲルを用い，L乱emmliQ）方法9）に従って行った．分析前に試料は2％   

SDS．5％β－メルカナトエタノール存在下で100℃，3分間加熱Lて変性きせた．タンパグ賀   

バンドの検出はクマシープリリアントナルー染色により行った．  

T．タンパク十の麓t方法   

タンパク質の定土は．2釦nmの吸光嵐 B柑曲rd法叫にて行った．   
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結果および考♯  

1．西洋ナシ果実串巾ポリフェノールオキシダーゼ分布   

一靂削こ植物細胞中のポリフェノールオキンダーゼは．オルガネラ膜に結合Lた状態（界面活性  

剤を添加Lて抽出〕または細胞質に溶解Lた状態で存在Lているl】】．そこで，粗抽出液と界面活性  

剤抽出液のポリプユノールオキシデーゼ活性を測定Lた〔T8ble＝．   

ポリフェノールオキシデーゼ活性は粗抽出液に全体の95％以上認められ その約5％のみが活  

性型であり．残りの酵素は不活性型で存在L．高圧処理またはSDS処理により活性化きれた．一  

方，界面活性剤抽出軌こは全体の約3％とわずかLか認められないが．この酵素は高圧処理では  

活性化きれたもののSDS処理．では括性化きれなかった．   

このことから．西洋ナシの果肉ではポリフェノールオキンダーゼはほとんどが不活性型で細胞  

質に溶解した状態で存在Lているものと思われる．  

空．ポリフェノールオキシダーゼの♯製   

大部分の活性が認められた粗抽出液の画分のポリフェノールオキシターゼを精製Lた．   

岨抽出液に硫鹿アンモニウムを90究；飽和まで添加し 得られた沈澱物を10％グリセロールを含  

む10mMリン醸緩衝液（pH7．0）に懸濁L，同線衝液で透析後遺心分離L，得た上澄液を硫安画  

舟とLた．こC）画分を10％グリセロHルを含む50mMリン酸捉砺液（pH7．0）で平衡化LたDEAE－  

Seph已dexA－25カラムタロマトダラ7イHにより骨画Lた．ポリ7LノールオキシF－ゼはこの  

樹脂に吸着きれずに溶出Lたので．この画分を10％グリセロールを含む10mMリン酸楳衝披（pH  

7．0）で平衡化Lた1］EAE－Toyopear1650Mカラムグロマトダラ7イ一によ．）分画Lた．その溶出  

パターンをRg．1に示す．ポリフェノールオキシダーゼは3画分に分かれた．画分1とヱは不活  

性型で高圧処理もLくはS工）S処理により活性型となった．一方．画舟3は活性型の酵素であった  

が．その活性はわずかLか認められなかった．大部分の活性が認められた画分1を主要なポリフ  

ェノールオキi／デーゼ画分とLて．ToyopearlHW－55sを用いたゲル透過タロマトダラ7イ一に  

よりきらに精華Lた．   

なお．精製過程においてポリフェノールオキシデーゼは凍結貯蔵中に不括性型から活性型に変  

化Lた．こq）活性化は緩衝液に安定剤とLて10％Fリセロールを添加することで防止Lた（D且t且  

not shown）．  

T－bZ0l・Polyphenoloxi血弓einBuEepIXtrACt肌dTtitonX－100QXtrACIDfp舐rfruit．  

血融和（皿旭／gfle血weight）  

巳Ⅹtr瑚t  A亡づⅤ山王on tr即．tment  

No  帥OMP血，10min  O．1％s口S  

Bl曲ー（1st－3rd）  1．62  22．胡  Z7．尉  

8uffer（ヰ山  0  0．19  q．ヰO  

Triton文一100  0．07  0．gO  O．0ヰ  
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丁胱d  l．朗  23．49  2月．且a  

En印加氏朝8yW舶pe血medin3・Omlof20血Mpho坤h虹色bu鮎r．pH6・与，∞nt血i帽  
25rnMpyTOC＆teCholat30℃．OneunitoftheaJ：tivityw舶d虞inedAB且Ch叫騨inoTn  
由orb鮎帖色p即min山410nm．   
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各情製段順におけるポリ7ユノールオキンダーゼの精製度と回収率をTible2に示した．ポリ  

7モノールオキンダーゼは粗抽出液と比較して，高圧処理億性で射乱SDS処理括性で22借に精  

製きれていた．  
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Pm血w出・．血鹿ⅠⅦ血由byBr鮎肌汀d，畠m成hod．Polyp山肌ol血i血潔紺加軸W85堪8町由血pr鰯リー母  
t拙bn飢t出600舶P乱旭丘20℃forlOm如（），也e丘Ⅲyme■嘘vi吋血t門出m即tW寺山q．1戸右■盲D乱  
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このポリフェノールオキシターゼ画分をディスク電気泳動法にて分析した（Rg．ヱ）．その結果．  

タンパク常バンドはⅢ0．43．活性バンドはⅢ0．42にそ九ぞれ1本のバンドを示した．このこと  

から電気泳動的に単一なポリフェノールオキンダーゼが不活性型で得られたと判断し．以後の試  

験に供Lた．  

】．♯製ポリフェノールオキシダーゼナンパタ宇の性＃   

精製Lたポリプユノールオキシデーゼの分子サイズはゲル透過クロマトグラフィー〔Fi島3）  

で約70，ODO，SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法（Fig．ヰ）で駒65，000と推定された．この  

ことから．ポリフェノールオキシデーゼは助70，皿0の単量体と思われる．   

この酵素の紫外部暖収スペクトルは．272nmに吸収砿大を示Lた．  

Fig・2．Poly乱Cryt8m曲射密IdEscelectrophor巳由ofthepurifiedpolyphenotDXi血se・  

Electmphoresi写W乱SCa，rriedouton7．0％poEy払亡ryhmidegel且比Ordi鴨  
toD且V由り．A．gelwasstain色dfofprOteh．B．geIwassminedfor  
en町me且出ivity．C．gd w貼Pr朗古山雄d帥d与旭inedforen乙yme  
乱亡t行jty．   
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Fig．4．MDlecul已rWeightestim且tionofthepuriEiedpolyphenロ1ロ臆idasebySDS－POI  
ge】el卓出r（】phoresi乱  

Ele亡trOphoresiswas＝仁arriedouton10．0％polyaE；ryl已mide由taccordingtoLa．em血1i‖．  
A，占tan血rdprot由川btainedfromOrientalYeastC0．ASmarkerproteirtft）rSDS，  
POlyacryl已midegdelectrロphoTeSis．B，thepurifieden打me．  

ヰ．♯製ポリフェノールオキシダーゼの活性化に射す与圧力および時間悼H脚■   

精製酵素では凍結貯蔵中に起こる活性化を防止するために安定剤とLて10％グリセロールが添  

加されている．そこで．高圧処理による括性化に対するグリセロールの影響を検討Lた結果．グ  

リセロールの添加はデリセロール無添加より活性を約2惜に増加させ．高圧処理による酵素の活  

性化を促進きせた（Tab旭3）．   

精製Lたポリフェノールオキシデーゼの高圧処理による活性化に及ばす処理圧力と処理時間の  

影響を10％グリセロールを含む20mMリン敵組衝推〔pH7LO）中で検討Lた（F；g．5）．   
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酵素の席性化に対する処理圧力の影響をみると，400－600MP乱の圧力範囲では処理圧力の増  

大に伴って括性化の速度も増大Lたが，700MP且の圧力ではそれ以上の増大は辞められなかった．  

一方．3仰山P且の圧力では6時間高圧処理Lたが括性化は認められなかった（D血且nOt血own）．   

一方，酵素の括性化に対する処理時間の影響をみると．借性は400と500MP且の圧力では処理1  

ないし2時尚で急故に増加L，その律直線的に増加Lた．600MP且の圧力では処理時間の増加に  

ともない括性も増加L．処理6時間で食掛こ達Lた．   

高圧処理によ古ポリフェノールオキシターゼの活性化は，粗抽出敵中では200MP島以上の圧力  

で起こり，亜OMP已の圧力では処理時間5分間で既にせ高に達する1‾封．しかL．精製Lた＃煮で  

は，より大きな圧力と時間が活性化に必辛となった．   

不活性型ポリフェノールオキシダーゼはソテマメ，サトウダイコン，バナナ．ホウレンソウ，  

アボガド，マシュルーム，Tドゥ及び甲殻類で存在が認められており．酸またはアルかJ処軋  

界面活性剤．プロテアーゼ．尿素，脂肪酸などの地熱こより活性化きれる11I・拗．このことから．租．  

抽出液では内在プロテアーービの作用．pH変化や内在の界碩活性剤作用を持つ成分などが，高圧処  

理によるポリフェノールオキシデーゼの活性化に関与している可能性がある．  

手  釣   

西洋ナシではポリフェノールオキシターゼはほとんどが不活性型で細胞質に溶解Lた状態で存  

在していた．この酵素を硫安舟画．陰イオン糞換クロマトグラフィー．ゲル透過クロマトグラフ  

ィーにより不活性型で精製Lた．精製酵素はt気泳劇的に単一な酵素であった．精製した辞素は  

分子量約70，000の単主体と推定きれた．   

精製＃貴の高圧処理による活性化に対する処理圧力と処理時間の影響を検討Lた結果，酵素の  

活性化は400MP且以上の圧力で活性化草れ 活性は処理する圧力と時間の増加に伴って増大Lた．  
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