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高圧処理による果実ポリフェノールオキシダーゼ活性の変化
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OhangeinFruitPolyphenoloxidaseActiviyCaused
byHigh-pressureTreatment

MasashiAsaka，RitsukoNakanishi，ＫｅｉｋｏＭｕｒａｉａｎｄＹｏｓｈｉｏＡｏｙａｍａ

PolyphenoloxidaseactivityinbufferextractandTritonextractwasdeterminedIora

varietyofIruits，Ｔｈｅｒｅsultssuggestthattheenzymempear，Japanesepear，loquat，

cherry，peach，apricot，andJapaneseapricotmainlyexistsmthesolublefractionof

cytoplasm（bufferextract)，whileｔｈｅｅｎｚｙｍｅｉｎｓｔｍｗｂｅｒｒｙｅｘｉｓｔｓａｓａｍembrane-bound

polyphenoloxidase（Tritonextract)．

EHectofhighpressurctreatmentonthepolyphenoloxidasewasstudied，Theactivity

ofsolublepolyphenoloxidasefromcherlywasmcreasedbypressurizationat300MPa

orhigher，ｂｅｉｎｇｈｉｇｈｅｓｔａｔ５００ＭＰａ・Whiletheactivityofsolublepolyphenoloxidase

fromapricotwasdecreasedbypressurizationａｔ４００ＭＰａｏｒｈｉｇｈｅｒ，Theactivityof

polyphenoloxidasefrompearIJapanesepear，Ioquat，andcherrywasincreasedby

pressurization、Ｏｎｔｈｅｏｔｈｃｒｈａｎｄ，thGactivityofpolyphenoloxidasefrompeach，

apricot，andJapaneseapricotwasdecreasedbypressurization・Ｔｈｅmembrane-bound

polyphenoloxidaseactivityofstrawberrywasdecreasedbypressurization，Thechange

inpolyphenoloxidaseactivitybypressurizationwasindepｅｎｄｅｎｔｏｆｔｈｅｔｙｐｅｏｆｓｏｌｕｂｌｅ

ｏｒｍｅｍｂrane-boundenzyme・

Theapricotpolyphenoloxidaseinunpressurizedandpressurizedextrａｃｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅ

ｓａｍｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨ・Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，ｔｈｅcherrypolyphenoloxidaseinunpressurized

extractshowedoptimumpHａｔ４．５andaslightactivityatneutralconditions（ｐＨ

5.5-7.5)．Bypressurlzationoftheextraｃｔａｔ５００ＭＰａ，theenzymeactivitywas

increased，andthepH-activitycurveshowednoｐｅａｋ・

Theresultonnative-polyacrylamideslabgelelectrophoresisforthebuffCrextractof

cherryshowedthaｔ２ａｃｔｉｖｅｆｏｒｍｓａｎｄ４１ａｔｅｎｔｆｏｒｍsofpolyphenoloxidaseexistedin

[heunpressurizGdextractandlatentenzymeswereactivatedbypressurization・Itwas

suggestedthatthecherrypolyphenoloxidasewasactivatedbyalimitedconformational

chanReoftｈｅｅｎｚｙｍｅ．

Keywords：hiRhpressure，fruit，polyphenoloxidase，membrane-boundenzyme，soluble

注本論文は越商圧生物科学と商圧技術”，鈴木牧士・林力九編（さんえい出版，京都)，pp93-10C

（1997）褐jljf論文を－部i1iiFし，伝iIifしたものである．
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enzyme，activation，ｌａｔｅｎｔｅｎｚｙｍｅ，ｏｐｔｉｍｕｍｐＨ，polyacrylamideslabge］
electrophoresis．

西洋ナシポリフェノールオキシダーゼ（１，２－Benzendioroxygenoxidoreductase，ＥＣ1.

10.3.1）は果実に不活性型で存在し，高圧処理により活性化する1-`)．高圧処理を施した野菜や

果実を大気中に放侭すると急速に褐変していく`．s)が，西洋ナシでも見られるこの現象は高圧処理

によるポリフェノールオキシダーゼの活性化が原因の一つであると考えてきた!~3)．また，不活
性型西洋ナシポリフェノールオキシダーゼは，分子サイズがゲル透過クロマトグラフィーで
70,000,ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動で65,000を示す単量体と推定された`.？)．このこ

とから，西洋ナシポリフェノールオキシダーゼの高圧処理による活性化は酵素クソパク質の３次
構造の変化によるものと推察した`)．

今回，その他の果実に含まれるポリフェノールオキシダーゼの存在形態と高圧処理による活性

変化の有無，最適ｐＨに対する高圧処理の影響，高圧活性化の機樅を調ぺ，高圧活性化が西洋ナ
シポリフェノールオキシダーゼに独特のものかどうかを検討した．

実験方法

１．実験材料

西洋ナシ（ラ・フラソスハ桜桃（佐藤錦，北光)，和ナシ（幸水)，ビワ，アソズ，白桃（水
蜜桃)，イチゴ（壁の香，女峰ハリソゴ（陸奥，ふじ，サンふじ，サソつがる，王林，ジョナゴー
ルド，スターキソグ）は市場より艇入し，ウメ（紅梅）は当研究所の農場で収種した．

２．ポリフェノールオキシダーゼの抽出方法

ポリフェノールオキシダーゼは前報6.7）と同様の方法で抽出した．桜桃とイチゴを除く果実は

剥皮，除芯後細かくきざんだ．試料に同鼓の１００，Ｍリソ酸緩衝液（ｐＨ7.0）を加えホモジナ

イズしさらし布で減した後，獅液を遠心分離（10,OOOxg）した．上澄液を緩衝液抽出両分
(bufferextract）とした．沈澱は同緩衝液で３回抽出，遠心分離した．その後，沈澱を1.5％
TritonX-100を含む１００，Ｍリソ酸緩衝液（ｐＨ7.0）仁懸濁して１時間擬件した後，遠心分離
した・得られた上澄液をトリトソ抽出画分（Tritonextract）とした．なお，抽出操作は０－５
℃で行った．

３．高圧処理方法

抽出液を0.7ｍl客ガラス容器に充填しテフロソ蓋で密封した．この試料を高圧試験装置MFP
-7000型（三菱重工業）を用い，温度20℃でl00-700MPaの圧力で10分間処理した．

４．ポリフェノールオキシダーゼ活性の測定方法

酵素反応は，２０，Ｍリソ酸緩衝液（ｐＨ6.5）に溶解した２５，Ｍピロカテコールを基質とし
て30℃で行った．活性測定は分光光度計（島津製作所）を用い，波長410ｎｍの吸光度変化をiHll

定した．酵素活性は１分間に吸光度を1.0増加させる量を１unitとした．なお，最適ｐＨの測定
は２０，Ｍリン酸緩衝液または酢酸緩衝液中で測定した．

5．Native-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法

ポリフェノールオキシダーゼのNative-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法による分析は
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Davisの方法に準じて行ったs)．すなわち，7.5％ポリアクリルアミドスラプゲル（パジェル

NPU-7.5L，アトー製）に試料0.025ｍlを充填し，５℃でゲル１枚当たり20ｍＡの定電流で泳
動した．

ポリフェノールオキシダーゼは，泳動したゲルを２５，Ｍピロカテコールを含む２０，Ｍリソ酸

緩衝液（ｐＨ6.5）に10分間没没して活性染色した．クソパク質はクマシープリリアソトプルー

染色により検出した．

結果

１．ポリフェノールオキシダーゼの果実での存在形態

果実ポリフェノールオキシダーゼの存在形態をＴａｂｌｅｌに示した．表中の＋＋は強い活性，＋

は弱い活性，±はトレース，－は無活性を表している．西洋ナシ，和ナシ，ビワ，桜桃，アソズ’

ウメ，白桃は主に緩衝液jlll出画分に存在し，イチゴはトリトソ抽出両分に存在していた・リソゴ
は，品種により存在形態が異なり一定しなかった．

Table１．Plantpolyphenoloxirl罰QcactivilvinbuffcrextractsandTritonextwlct且

Plant variety BIIf化ｒｃｘｌｍ征Ｉ ＴｒｉｔｏｎＤｘｔｒＡｃＩ

Pear

JapanesePear

Cherry

Loquat

Japaneseapricol

Apricot

Peach

Strawberry

ADDle

LaFrance

Kosui

Sato-nishiki

十
十
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
十
十
十
＋
＋

土
十
一
十
一
十
一
十

Ｋｏｈｎｉ

Suimituto

Toyonoka，Nyoho

Mutsu，Fuji，San-IUji，

San-tsugaru,Ohrin，

Jonagold

Starkin底

＋

＋＋

＋-}.

十十 十

十十：strongactivity，＋：weakactivity，±：trace，－：noactivity

２．ポリフェノールオキシダーゼ活性に対する高圧処理の影響

１）緩衝液抽出両分ポリフェノールオキシダーゼに対する高圧処理の影響

高圧処理による桜桃ポリフェノールオキシダーゼの活性変化をＦｉｇ．１，アソズポリフェノー

ルオキシダーゼの活性変化をFig.２に示した．桜桃の活性は300MPa以上の圧力で処理するこ

とによりiiZiｶﾛし，500MPaで肢大となった．一方，アソズの活性は圧力処理で増大せず400ＭＰａ

以上の圧力で処理すると低下し，700MPaの処理では20％に低下した．

他の果実ポリフェノールオキシダーゼの高圧処理による活性変化をＴａｂＩｅ２にまとめた．高圧

処埋により活性が増加した酵素は上向き矢印，活性が低下した酵素は下向き矢印により示した．

西洋ナシ，桜桃，和ナシ，ビワの酵素は，商圧処理によりいずれも活性が増加したが，その活性

増加の程度は試料により異なった．西洋ナシでは，200MPa以上の圧力で活性化し，500MPaの
圧力処理で10倍以上になり，これが最大であった．活性化が最も小さかったのは和ナシで，５００
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Ｒ９．１ ChangeofchelTypolyphenoloxidase
activityinbuHerextract
bypressurization，

Ｔｈｅｅｘｔｍｃｔｗａｓｔねatedwithvarious
pressuresat20℃ｌｂｒｌＯｍｉｎ、Ｔｈｅ
ｅｎｚｙｍｅａｓｓａｙｗａｓｄｏｎｅｉｎ３・Ｏｍｌ
ｏｆ２０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕＩｆｅｒ，ｐＨ
6.5,containing25mMpyrocatechoL
at30℃・Oneunitofactivitywas
definedasachangeinone
absoｒｂａｎｃｅｕｎｉｌｐｅｒｍｉｎａｔ４１０
ｎｍ－

FT９．２． Changeofapricotpolyphenoloxidase
activityinbuffbrextract
bypressurization．

SeeＦｉｇ．１ｆｂｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅ

ｃｎｚｙｍｅａｓＳａｙ．

Table２．Ｃｈａｎｇｅｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂufferextractfrom
variousori直insbyprcoourization．

Enzymeoriginchangeofactivity＊Treatedpressure(MPa)*＊Activationfbld

Pear

Japanesepear

Cherry

Loquat

Apricot

Japanescapricot

Peach

〈
１
１
小
１
１
．
小
１
０
▲
０
０
８
０
▼
０
０
●
▼
０
０
寺

０
０
０
０
０
０
０

０
０
０
０
０
０
０

５
６
５
５
６
７
５

５

７
７
９
５
２
４
４

●
■
●
●
Ｐ
■
■

０
１
４
４
０
０
０

１

＊Ｕｐｗａｒｄａｒｒｏｗｓｒｃｐｒｅｓｅｎｔｔｈａｔｔｈｅｃｎzymeactivitywasincreasedbypressurization、

DownwardarrowsmpresentthaL1heenzymeactivityw誼decreascdbyprGssurization．
*＊TreatedpressuremeanspressurevaluewhichgavGthehighestor］owestactivity．

MPa以上の圧刀処理で活性が増加し，600MPaの処理で未処理の妓大1.7倍であった．

逆に，アソズ，ウメ，白桃の酵素は高圧処理により低下した．アンズは400MPa以上の処理で

低下し，700MPaの処理で20％になった．白桃は500MPa以上の圧力処理で活性が低下し，それ
以上の圧力処理でもほとんど同じ活性を示した．
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２）トリトソ抽出画分ポリフェノールオキシダーゼに対する問圧処理の影響

高圧処理によるイチゴポリフェノールオキシダーゼの活性変化をFig.３に示した．活性は，

400MPa以上の圧力処理で低下し，600MPaで10％になった．リソゴの酵素の高圧処11Kによる禰

性変化は品種により異なった．ほとんどの品種が活性化したが，一部は活性化を示さず失活し，

高圧処理による班化は一定しなかった（datanotshown)．

３．高圧処理で失活したポリフェノールオキシダーゼ

高圧処理で活性が低下したアソズについて，500MPaで処理した試料と未処理の試料のポリフェ

ノールオキシダーゼの妓適ｐＨを比較した結果をFig.４に示した．アソズの酵素は雌適ｐＨ６．５

を示し，高圧処理してもほとんど変化せず，活性が全体的に低下していた．
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Fig.３．ChangeofstmwbclTy
polyphenoloxidascacUvityinTriton
extractbypressurimtion．

○，Toyonoka；●，Nyoho･
ＳｅｅＦｉｇ．１「ｏｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｍｅ
ｅｎｚｙｍｅａｓｓａｙ．

Fig.４．pH-acljvitycurveofapricot
polyphcnoloxidaseinbuHbrcxLracL

○，pressurizedat500MPaand
２０℃［ｂｒｌＯｍｉｎ；③，unprUssurized
SecFig、１ｒｏｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｈｅ
ｅｎｚｙｍｅａｓｓａｙ．

４．高圧処理で活性化するポリフェノールオキシダーゼ

l）ポリフェノールオキシグーゼの最適ＰＨ

－〃，「闘圧処理で活|'k化した桜桃ポリフェノールオキシダーゼについて，酵素の岐適ｐＨを比

較した結果をFig.５に示した．未処埋の酵素の妓適I)Ｈは4.5を示し，中性付近ではほとんど活

性を示さなかった．これに対し，irlnLI旨処理するとｐＨ4.5付近の活性も増加するが，’１１１'1{付近の

活性はそれ以上に墹加し，はっきりとしたピークを示さなくなった．

2）Native-ポリアクリルアミドゲル地気泳動法による分析

桜桃の緩衝液抽出画分をNative-ポリアクリルアミドゲルfIZ気泳動法で分析した結果をFig.６ｆ

に示す．ゲルに充斌した群衆11tは，未処理の試料が0.2units（ただし高圧処理で０．８unitsに増

加)，500MPaで高圧処理した試料が0.8unitsである．なお，活性型と不活性型の両酵索を同条

件で分析するために，未処理と高圧処理した試料は各々２カ所に充填して泳動した．泳jn後ゲル

を中央で切断し，一方はそのまま活性染色し，他力はゲルをiWi1I=処理した後活性染色した．ゲル

の商圧処理は．ゲルを純水とともにナイロソラミネート袋に街封し，２０℃，５００MPaで10分'１１１
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した．

タソパク質染色をみると，未処理と高圧処埋した試料の両方にＲｆＯ７のバソドが染られ，そ
れよりやや遅い位侭には未処理の試料にのみバソドが認められた．

考察

一般に，緩衝液抽出画分は溶解型酵素，トリトソ抽出両分は膜結合型酵素といわれている9)の

で，西洋ナシ，和ナシ，桜桃，アソズ，ウメ，白桃のポリフェノールオキシダーゼは主に溶解型，

イチゴは主に膜結合型といえる．商圧処理によるポリフェノールオキシダービ活性の変化をみる

と，活性化するのは西洋ナシ，和ナシ，桜桃，ビワの溶解型酵素であった．したがって，高圧処

理による活性化と酵素の存在形態との間に関係は認められない．なお，リソゴはほとんどの品種

で酵素が主に膜結合型で存在し商圧処理で活性化したが，一部の品煎では異なった．この違いが

品種によるか栽培条件の迷いかは明らかでない．リソゴのポリフェノールオキシダーゼは加熱で

活性化するが，品種により活性化を示さないものもある'０)．加熱処理と高圧処理の違いがあるが，

同じことに起因しているのかもしれない．

高圧処理による活性化前後の桜桃ポリフェノールオキシダーゼの最適ｐＨの変化を西洋ナシ１－３１

の場合と比較してみる．西洋ナシでは，未処理の抽出液のポリフェノールオキシダーゼの最適

ｐＨは4.0を示し，中性付近で活性がほとんどないが，活性化処理するとｐＨ4.0付近の活性は変

わらずｐＨ6.5に股適ｐＨを示すようになった1-ｺ)．桜桃の場合，高圧処理による活性化により酸性

側の活性も増加した点と岐適ｐＨのピークがはっきりとしなくなった点に特徴がある．

桜桃ポリフェノールオキシダーゼのNative-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法による分析で，

ＣゲルーＣに２種類の活性バンドが認められ，ＰゲルーＣではさらに４種類の活性バソドが出現

した．このことは，桜桃では少なくとも２種類の活性型酵素と商圧処理で活性化する少なくとも

４種類の不活性型酵素が存在することを示している．タソパク質のＲｆ0.7のバソドが活性型酵

素，それより移動度のやや遅い位置に未処理の試料ＩこのZL認められるバンドが不活性型酵素の一

つと思われる．一方，高圧処理した抽出液は，移動度の遅い２種類の広くブロードしたバソドが

出現した（ＣゲルーＰ)．新たに出現したプロードなバソドが高圧処理で活性化した酵素と考えら

れる．魑気泳動分析で酵素の移動度が変化する原因として表面電荷，大きさ，形の変化が考えら

れる．しかし，活性化した酵素がプロードなパソドを示すことからみて，ペプチドの解離会合で

はなく，３次榊造の変化による形または表面電荷の変化が原因と思われる．

以上のことから，ポリフェノールオキシダーゼが不活性型で存在し，高圧処理で活性化すると

いう現象は西洋ナシに独特のものではなく，広く果実に共通する現象といえる．

まとめ

ポリフェノールオキシダーゼは，西洋ナシ，和ナシ，桜桃，アソズ，ウメ，白桃では主に溶解

型，イチゴでは主に膜結合型で存在していた．商圧処理で活性化したのは，西洋ナシ，和ナシ，

桜桃，ビワの酵素であった．酵素の存在形態と高圧処理による活性変化の間に関係は認められな

かった．

桜桃ポリフェノールオキシダーゼの肢適ｐＨは活性化により変化したが，アソズではほとんど

変化せず全体に活性が低下した．

桜桃ポリフェノールオキシダーゼのNative-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法による分析の

結果，活性型の酵素が少なくとも２種類，不活性型の酵素が少なくとも４種類認められた．これ

ら不活性型酵素の高圧処理による活性化は，タンパク質の３次構造変化によると思われる．
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ポリフェノールオキシダーゼが不活性型で存在し，商圧処理で活性化するという現象は西洋ナ
シに限らず，広く果実に認められた．
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