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In order to compare the characteristics Of Koshu with MuscutBaileyAgrape,

anelectrophoreticstudyonthepolyphenoloxidasewasperformedbyusingpoly-

acrylamide gelelectrophoresis.

In both varieties,the crude enzyJne preparation from unripe grapes showed

a higher speciflC activity than thatfrom ripe ones.

Isozyme patterns ofboth varietieswereessentiallysimilarwithunripegrapes,

butdifferentwith ripe grapes.

PatternofthelSOZymebandsdifferedbetweenbothvarietieswheno-diphenolor

p-cresolwasusedasasubstrate,thoughabandatRL0.3wasdetectedwithboth

varletleS.Only the enzymefrom rlpe Koshu grapeacted on pyrogallol.

AcetlC aCldtreatmentofthe gelafterelectrophoresisresultedlntheIncrease

in the enzyme activity,and in the number ofbands.The effectwas especially

markedinrlpeKoshugrape,thlSClearlyshowingthecharacteristicdifferencebe-

tween both varietleS.

果実の酸化褐変反応に関与する酵素であるポリフェ

ノールオキシダーゼについて,多くの研究l)-4)がなさ

れている.ブ ドウのポ])フェノールオキシダーゼにつ

いても,ブ ドウ果実破砕時の褐変現象2),ワイン騒造

工程における褐変3),酵素の性罰4)などに関する数多

くの研究報告が欧州系ブ ドウを用いてなされている.

また,近年,電気泳動技術の発展に伴い,ポリ7ェノ

*日本産ブ ドウのポリフェノールオキシターゼに関す

る研究 ･第 2報 (甲州性ブ ドウ果汁の酸素消費速度

とその制御 二酵工,52,92(1979)を第 1報とする)
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ールオキシダーゼの電気泳動パターンから品塩の判別51

ブ ドウ採取時期 とアイソザイムの関係6),薬剤の影響7)

を検討することが行われている.

我国においても.甲州種を含む数種の在来種ブ ドウ

からワインを生産することが行われているが,本邦産

ブ ドウのポリフェノールオキシダーゼに関する研究は

見当らない.

我々は,前報8)において甲州種'7'ドゥの果鯵がきわ

めて高いポリフェノールオキシダーゼ活性を有するこ

とを報告した.本研究では,甲州種ブ ドウから粗辞素

溶液を抽出して電気泳動を行い,ブ ドウの成熟度,令
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種ポリフェノールおよび酸による活性化がポリフェノ

ールオキシダーゼの電気泳動パターンにおよぼす影響

を検討した.また,同時にMuscatBaileyA 種につ

いても同様の検討を行い甲州種7oドゥの特徴を明らか

にしたので報告する.

供試料および実験方法

供試ブドウ 山梨県内で1980年に収穫した次の 2

品種のブ ドウを試料とした.甲州種ブドウ (白ワイン

用品種)および MuscatBaileyA種ブ ドウ (赤ワイン

用品種)の未成熟7サドゥとして開花日より60日後 (7

月収穫)のもの,成熟ブ ドウとして開花日より 130日

徳 (10月収穫)のものを用いた.

粗酵素溶液調製法 甲州種,MuscatBaileyA種ブ

ドウとも,収穣直後の果粒を用いた.粗酵素溶液の調

製法は Kidron ら3)の方法に準じて行った.すなわち,

100gの果粒に対して,0.4Mショ糖 と10mM,L-ア

スコルビン酸ナ トリウムを含んだ 0.1Mリン酸緩循液

(pH7.0)100mEを加え,ミキサーで14,000rpm,30秒

間ホモジナイズした.得られたホモジネ- トを二層に

重ねたナイロン布 (100メッシュ)で搾汁し, その搾

汁液を 3,000rpm,5分軌 0℃で遠心分牡した.

遠心分赦して得られた上澄にはポリフェノールオキシ

ダーゼ活性が殆どなく,活性の大部分は沈澱物の区分

に残存していることが確認された.そこで,この沈澱

物をポリフェノールオキシダーゼ活性画分として,こ

れに 0･4Mショ糖を含んだ 0･005Mリン酸疑衝液(pH

7.0) を加え,懸濁して凍結保有し,試料とした.

酵素の可溶化は次のようにして行った.沈澱物に1.

0%の トリトンⅩ- 100を含んだ 0.005Mリン酸緩衝

液 (pH 7.0)100mEを加え,4℃で30分間祝辞抽出

し,この懸濁液を 15,000rpm で30分間, 0℃で遠心

分離して上澄を回収した.沈澱には再び同緩衝液を加

えて抽出し遠心分維した.この操作を3-4回くり返

した.そして,酵素の比活性が高い抽出液を集めて粗

酵素溶液とした.

スラブ型ポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動

電気泳動の操作は,永井9),鈴木10)の方法に準じて

行った.

泳動終了後,酵素活性バンドの染色は Benjaminら11)

の方法に従って行った.染色されたゲルプレー トは,

乾燥してフイルム状アクリルアミド滞膜にして保有し

た.

活性バンドの表示は Rf値を用いた.すなわち,陰

極からのバンドの移動距柾を,trackingdyeの移動距

鮭で割った値で示した.

酵素活性測定法 酵素溶液 0.5m2,20mMカテコ

ール溶液 2,Omt, 0.1Mクエン酸- 0,2Mリン酸二ナ

トリウム緩衝液 (pH 6.0)1.5mEを加え,全量を4.

ombにした.25℃,10分間反応させた後, 420nm に

おける吸光度を測定した.吸光度を1分間当りに,

0.001増加させる酵素量を1単位 と定義した.

蛋白質量測定法 ミクロ ･ケルダール法12)によっ

て測定し,粗蛋白量として表した.

実験結果および考察

ブドウ成熟度によるポリフェノールオキシダーゼ活

性の相違 甲州種および MuscatBaileyA種の未

成熟と成熟ブドウ果実から, トリトンⅩ-100を含ん

だ緩衝液を用いて抽出した粗酵素溶液の比活性を,両

品種の成熟度に対して Fig.1に示した.酵素の比活性

は,甲州種, MuscatBaileyA 種ともに未成熟果実

のほうが成熟果実よりも高い値を示した,
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Fig.
1
.
PolyphenoloxidaseactivityofKoshu

grapeandMuscatBaileyAgrape.
(a)UnripeberriesfromKoshugrape;(b)Ripe
berriesfromKoshugrape;(C)Unripeberries
fromMuscatBaileyAgrape;(a)Ripeberries
fromMuscatBaileyAgrape.
Theenzymesolutionusedwastheextract

withl%TritonX-1000ftheprecipitateaf-
tercentrifugationofcrudehomogeTlateSOf

grapesat3.
000rpm･
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Kidronら3)は,ブ ドウのポリフェノールオキシダ

ーゼの季節的変化をSemillonとClairette(白ワイン

用品種),Carignane (赤ワイン用品穫)について追

跡レ どの品種でも未成熟期は酵素活性が高 く･成熟

す声と糖度は上昇するが酵素活性, 0-ジフェノール

歪は減少すると報告している.甲州種,MuscatBailey

A種についての結果も,Kidron ら3)の報告と同様の

傾向を示した.

ブドウの品種および成熟度の相違と電気泳動パター

ン 甲州種とMuseatBaileyA 種ブ ドウの未成熟

および成熟果実を試料とし,その酵素抽出液をスラブ

ディスク怒気泳動にかけた.ブ ドウの成熟度および品

種の違いによる酵素活性バンドのパターンの変化を比

較検討した.

カテコールを基質としたときの泳動パタ-ンをFig.

2に示した.成熟期のブ ドウでは,甲州種の場合,2

b c a

Fig.2.EffectofmaturitiesofKoshugrapeand

MuseatBaileyA grapeonthepolyacrylamide

gelelectrophoreticpatternsofpolyphenol

oxidase. (a)Unripeberriesfrom Koshu

grape; (b)Ripeberriesfrom Koshugrape;

(C)Unripeberriesfrom 姐 scatBaileyA

grape; (a)Ripeberriesfrom MuscatBailey

A grape.Thegelwasstainedwithcatechol

asthesubstrate.TheactivityofbaTldonthe

gelwasindicated;E2223, Low;団 ,

Medium;- ,High.
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本のバンドが現れたのに対し,MuscatBaileyA種で

は 1本で,品種による違いが認められた.未成熟期で

は,甲州種とMuscAtBaileyA種ともに Rf=0･3付

近の活性バンドのみが現われて両品種の間で泳動パタ

ーンに差は見られなかった.

wolfe5)は,各品種の成熟ブ ドウについてデンプン

ゲル電気泳動を行い,ポリフェノールオキシダーゼお

よび他の酵素の屯気泳動パターンを利用して,共通し

たRf値をもつ活性バンドの有無でブ ドウの品種を系

統分類している.甲州種ブ ドウについてもブ ドウの起

源を知る上でポリフェノールオキシダーゼをはじめと

する他の酵紫の電気泳動パターンの比較研究は有効で

あろうと考えられる.

次に成熟度との関係では甲州種では,未成熟および

成熟ブ ドウの双方に Rf-0･3の共通なバンドが現れ

た･未成熟ブ ドウでは Rf-0･3とそれに隣接したバ

ンドのみであったが,成熟ブ ドウでは Ri-0･8に活

性を示すバンドが現れた･ Rf=0･3のバンドが10分

以内に呈色したのに対し, Rf-0･8のバンドは15分

以降25分以内で呈色した･この Rf-0･8のバンドは

MuscatBaileyA種では検出されず,成熟した甲州ブ

ドウに特徴的なバンドであった.このように活性の発

現に要する時間的な差に関して,RedJlaVen PeaCh6)

の電気泳動パターンにおいて5分以内に現れるバンドと2

時間ほど経過してから現れるものがあるとの報告がなされ

ている.また,Concord種6)では Rf値の大きいバン

ドの酵素活性は,成熟したブ ドウの方が未成熟ブ ドウ

より大きいことが示されている.

一方,MuscatBaileyA種ブ ドウの活性バンドは,

未成熟および成熟の両方とも,Rf-0･3付近のバンド

しか検出されず,成熟期による相違が認められなかっ

た.

基質の相違による電気泳動バターン カテコール,

クロロゲン酸等のフェノール基質に対する括僅バンド

の検出を行った.

成熟甲州種ブ ドウの泳動パターンをFig.3に示した.

主なバンドはRf 値が 0･3と0･8のバンドであった･

カテコール,コーヒー酸,D-カテキン,L-ドーパの

活性バントは慕溜水で洗浄しても呈色が消えなかった

が,クロロゲン酸を基質とした場合,1-2時間でバ

ンドは消失した.このような退色現象についてPaulson

ら7)は,クロロゲン酸のバンドは非常に水に溶解しや

す く速かにゲルの網目から拡散 しやすいと報告してい

る.よって本研究てはクロロゲン酸の活性バンドを処
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理する時は基質に殺した後,アスコルビン酸に2分間

浸し,直ちにグリセリン溶液に浸してからゲルの乾燥

を行った.同様の現象がp-クレゾールの場合にも生

じた.また,L- ドーパとピロガロールの場合,他の

フェノールには見られない Rf-0･25の活性バンドが

検出された.ビロガールの場合,活性バンドが呈色す

るのに要する時間はカテコールに比べて長かった.L

-チロシンに対しては反応が全 く検出されなかった.

Fig.3.Polyacrylamidegelelectrophoreticpat-

ternsofpolyphenoloxidasefrom rlpeKoshu

grape･
substrates :(1)Catechol;(2)Chlorogenic

acid;(3)Caffeicacid;(4)D-Catechin;(5)L-

DOPA ;(6)p-Cresol;(7)L-Tyrosine;

(8)Pyrogallo1.

-ち, Fig.4に成熟 MuscatBaileyA種 ブ ドウの

泳動パターンを示したが,各フェノール基質に対して

R1-03のバンド1本しか見られなかった.ピロガロ

ール,L-チロシンを基質とした場合,活性バンドが

認められなかった,

各種フェノール類に対する甲州種の成熟と未成熟ブ

ドウとを比較すると,未成熟ではどのフェノールでも

RE-03のバンドしか現れず,またピロガロールとL

-チロシンとに反応がなく,成熟ブ ドウとは異なって

いた.一方,MuscatBaileyA轍では成熟ブ ドウの結

-̂E'l;と未成熟17'ドゥの結果は全く同じであった.

以上の結果より,(1)甲州種7 ドゥとMuscatBailey

A種ブ ドウの泳動パターンは,カテコールやクロロゲ

ン酸等の 0-ジフェノールに対して反応が鋭敏で類似

したバンドを示すこと.(2)モノフェノールではp-ク

Figl4･Polyacrylamidegelelectrophoreticpat-

ternsofpolyphenoloxidasefrom ripeMuscat

BaileyA grape.Thenumbersarethesame

asthoseusedinFig.3.

レゾールには反応を示すがL-チロシンに対しては反

応しないこと.(3)ピロガロールに対して甲州種には反

応があるが MuscatBaileyA種には存在しないことが

明らかになった.

ポリフェノールオキシダーゼの多くは1),D-カテ

キン,コーヒー酸,カテコール等の0-ジフェノール

をよく酸化する.しかし,モノ7エールおよびピロガ

ロールに対する酸化反応は各々のポリフェノールオキ

シダーゼの間で異なる場合が多い. 0-ジフェノラー

ゼであるベルベ ットビーンの酵素の場合13), 0- ジフ

ェノール頬を基質とした時の泳動パターンは同じ位置

に各基質の活性が検出されるが,L-チロシンには反

応しない.Harelら14)はブ ドウのポリフェノールオキ

シダーゼが O-ジフェノール類の他にp-クレゾール

を酸化すると報告している.本研究においても,成熟

した甲州種ブ ドウのポリフェノールオキシダーゼは p

-クレゾールに対しRf値の異なる2個のバンドをも

ち,ピロガロールにも活性を示すことが特徴であった.

また,MuscatBaileyA種の場合,ピロガロールに対

しては活性バンドが検出されず. p-クレゾールにの

みバンドが現れた.この結果はブ ドウの品種によって

も基質特異性が異なることを示している.

酢酸による電気泳動バターンの変化 酢酸による

ポリフェノールオキシダーゼの泳動パターンの変化を,

Flurkeyら15)の方法に準 じて検討 した.

各種フェノールを基質とした時の泳動パターンが,
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acidshock(酸刺激)によって変化するか否かを,成

熟した甲州種とMuscatBalleyA種ブ ドウについて検

討した (Fig･5,Fig･6).

Fig･5･Effectofacidshockonthepolyacrylamide

gelelectrophoretlCpatternsOfpolyphenol

oxldasefrom rlPeKoshugrape.

Afterthegelwasstainedwitheachsubstrate,

thegelwasimmersedin 7%aceticacid･The

numbersarethesameasthoseusedin

Fig.3.

Fig.6.Effectofacidshockonthepolyacryト

amidegelelectrophoreticpatternsofpoly-

Phenoloxidasefrom ripeMuscatBaileyA

grape･

Afterthegelwasstainedwitheachsubst-

rate,thegelwasimmersedin 7% aceticacid･
Thenumbersarethesameasthoseusedin

Fig.3.

成熟甲州憶の場合 (Fig.5),カテコールが丑質の

時,Fig.3のパターンと比較して活性バンドの呈色度

が強くなった.また酢酸処矧 こよって新たにRf-0･47

のバンドが現れた.一方,Rf-0･8のバンドは括性が

弱 くなった.クロロゲン酸の場合はカテコールの場合

よりも更にバンド数が増加し,新たに Rf-025,0･37,

0.41,0.45の位置にもバンドが現れ,酢酸処矧 こよっ

て活性化されるバンドが存在することがわかった.ま

た,L- ドーパもクロロゲン酸と同様のパターンを示

した.しかし･ R1-0･79のバンドはカテコールの場

合 と同様に呈色が弱 くなった.コーヒー酸,D-カテ

キン, p-クレゾールの場合はカテコールと同様の結

果であったが,Rf-0･8のバンドは消失した･L-チ

ロシンは,Fig.3の場合は全 くバンドが認められなか

ったが,acidshock により発色の弱いバンドが現れ

た.また,ピロガロールの活性バンドはFig.3の場合

よりも更に明瞭になった.このように成熟甲州種では

多くの基質に対し酢酸処理によって電気泳動パターン

の変化することが明らかとなった.

未成熟甲州種では,酢酸処理による活性バンド数の

増加は認められなかった.バンドの位置も酸処理以前

と同じで呈色度が増しただけであった.L-チロシン

とピロガロールの場合,酸処理前にはバンドが存在し

なかったが新たに1本現れた.

成熟 MuscatBaileyA種ブ ドウの場合 (Fig.6).

成熟甲州種ブ ドウのように酢酸処理によって活性バン

ド数の増加は認められず,同じRf値のバンドの呈色

が強くなった.この結果は,未成熟甲州種における酢

酸処理後の泳動パターンにおいて,バンド数の増加は

ないが処理前に活性バンドが存在しなかったし-チロ

シンとピロガロールの場合にのみ新たにバンドが現れ

た,という結果と同様であった.また,未成熟Muscat

BaileyA種における結果も成熟 MuscatBaileyA性ブ

ドウの結果と同様であった.

以上のように全ての基質の泳動パターンが酢酸処理

により形轡をうけ活性バンドが変化した.桃15)のポリ

フェノールオキシダーゼの電気泳動パターンでは2本

のバンドが,酢酸処理により5本に増加 したと報告さ

れており,この現象は酢酸処理によって緩やかな酸刺

激が施され酵紫蛋白に変化が生じたためであろうと述

べられている.また,Lerner ら16)は酵素を酸性 pH

や尿素中に短時間置くと,数分後に4-10倍活性が増

加すると報告 しており,酸性 pHや尿素が酵素蛋白の

活性部位付近を刺激し構造を変化させて,酵素の活性
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化を導 くと考察している.また,活性化は酵素と阻害

物質の複合体から阻害物質の除去に帰因しているとも

いわれ17),酵素のdissociationや aggregationよりも

むしろ 1imitedconformationalchangeによるものと

考えられている18).

本研究でも上に述べたような理由に原因すると考え

られる活性バンドの変化が検出された.このような実

験により,甲州種 とMuscatBaileyA種ブ ドウの電気

泳動パターンの違いが更に明確になり,この 2種のブ

ドウを容易に区別することが可能となった.

要 約

甲州種7oドゥからポリフェノールオキシダーゼを抽

出し,電気泳動を行い,甲州種ブ ドウの特徴をMuscat

BaileyA種と比較検討 し次の結果を得た.

粗酵素の比活性は甲州種,MuscatBaileyA種 とも

に未成熟ブ ドウ果実の方が高かった.成熟度の違いに

よる電気泳動パターンでは,甲州種ブ ドウは成熟ブ ド

ウと未成熟ブ ドウとで違いが認められた｡品種の違い

による電気泳動パターンでは,甲州種ブ ドウとMuscat

BaileyA種ブ ドウとでは,未成熟期では差は認められ

ず,成熟期では差が認められた. 0-ジフェノール頬

に対する反応では共通的に活性を有するバンドと基質

特有のバンドが現れた.モノフェノール類に対する反

応では,p-クレゾールには反応があったかL-チロ

シンにはなかった.ピロガロールに対しては成熟甲州

種のみ活性が認められた.

酢酸を用いたacidshockにより,処理以前に比べ

て活性が増加 し全ての基質に対し反応した.特に甲州

種成熟ブ ドウにはバンド数の増加が認められ,Muscat

BaileyA柾との差が更に明確になった.

本研究の経'L与の一部は責苦奨学会研究助成金 (昭和

55年度)によった.
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