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緒 言

現在,日 本に輸入されている果実類の多 くは外国から搬出する前に害虫や病原菌の駆除あるい

は輸送の際の腐敗防止のため,ポ ス トハーベス トとして知 られる農薬処理や熱処理などを行い、

植物防疫 をしている。パパイヤ果実 も例外ではな く、炭そ病や地中海ミバエによる被害が甚大で

あった。パパイヤはハワイ産が大部分で防疫対策 に当初は くん蒸剤のEDB(エ チ レンブロマイ

ド)を 使 っていたが、発癌の疑いがあ り,熱 処理法に切替 えられた。この方法は蒸熱処理 と言っ

て、47.2℃ 、7時 間処理する方法である。この方法では若干のパパイヤにヒー トショックによる

生理障害果が生 じた。パパイヤ果実の果肉が硬 く軟化が進まな くな り,成 分のうち追熟軟化 に関

与する酵素などの変動がみ られた(i-a)。生理障害がみ られない正常な果実では,特 に追熟軟化に

関与する酵素 としてはポリガラクツロナーゼ(PG-1、PG』,PG一 皿)が 高い活性 を示 した。今

回はその中でも主要な活性を示す と推察されるアイソザイムのPG-1に 着 目し、その性質など

を検討 した結果,若 干の知見を得たので報告する。

実験方法

1.PG-1の 精製

試料のパパイヤは追熟が進行 し外皮が完全 に緑色から黄色 に変わった時にPG-1活 性は最大を

示す。その時期のパパイヤ果実(ハ ワイ産ソロ種)を 用いて精製 した。なお、試料 は抽出に用い

るまで常温で保存 した。

パパイヤの果皮や種子 を除いた果肉2KgをTris-HCI緩 衝液(0.2MTris-HCIpH9.0+5%NaCl)
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で ホモ ゲナ イズ した後 、遠 心 分離(7000rpm、20min)を し得 られ た上 清 を粗酵 素 液 と した。

Butyl-Toyopearl、SP-Toyopear1、ConASepharose、SephadexG-200の カ ラム クロマ トグラ フイー

に よ り順 次精 製 し、 さ らにPAGEゲ ル か らの抽 出、次 いでゲル ろ過 法(SmartSystemSuperose12)

に よ りPAGE電 気 泳動 上単一 なバ ン ドになる まで精製 を行 った。PG-1はOD280nmの 測 定 お よ

び 活 性 測 定 に よ り検 出 しPAGEで は 活 性 染 色 に よ り確 認 した 。 な お,PG活 性 の 測 定 は

Polygalacturonicacidを 基 質 と し、反応 は37℃ で30分 間 行 った。 また、酵 素活性 は この条件 で1

分 間に1μmolのGalacturonicacidを 精 製す る酵素量 を1unitと して求 めた。

Native-PAGE;Resiefieldら の方 法 に準 じて行 っ た。分 離用 ゲル には10%ポ リア ク リル ア ミ ド

を、電 極用 緩衝液(pH4.5)を 用 いて電気 泳動 を行 った。泳 動 は4℃ におい て濃縮 ゲ ル中 は10

mA,分 離 ゲ ル中は20mAの 定 電 流で行 った。 泳動後 のゲル上 の タ ンパ ク質 のバ ン ド検 出 は銀 染

色(銀 染 色Hキ ッ トワコー)ま た はCBB染 色 を用 い て行 った。 また、 活性染 色 はZainonら の 方

法 に準 じて行 った。

実験結果および考察

パ パ イヤの果 肉 よ り抽 出 し、 カラム クロマ トグラ フィーな どで精 製 したPG-1を さ らにPAGE

か らの抽出法 な どを用 いる こ とに よ り、単一 な タンパ ク質 として精製す る ことが で きた。(Fig .1)

CBB staining Activity staining

E-PG-1

Fig.1 PAGE of PG- I

Table.1PurificationofPG-IfromPapaya

Protein(mg) Totalunits Yield(%) Specificactivity Fold

Tris-HCL 5413.0 一 一 一 一

(NH)SO4'24 1852.4 冖 一 一 一

Butyl 675 654 100 0.97 1

SP 73.7 395 60.4 5.36 5.53

ConA 10.8 235 35.9 21.76 21.20

G-200 5.4 92 14.1 17.07 17.61

RecoveryofPG-1 1.19 50 7.73 26.77 27.62

Smart o.ig 47 7.26 266.1 276.7
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さらに本 酵素 は最 終的 に比活性 が266Unit!mgProteinと な り、精 製倍率 が約277倍 の 精 製酵素

となった。(Table.1)

一 方
、PG-1の 諸 性 質 につい て も検討 した。至適pHと 至 適温 度 を求 め た。 その結果 、至適pH

は4.6、 至 適 温度 は46℃ で ある ことが分 った。(Fig.2)

精 製 したPG-1を 用 い、 ゲル ろ過(SmartSystemSuperose12)を 用 いて分子 量測定 を行 った。

分子 量マ ーカー と してcytochromC(125kDa)、Albumin(45kDa、68kDa)、Aldolase(158kDa)

を使 用 した。 その結果、PG-1の 分 子量 は200kDaで あ る ことが判 明 した。(Fig.3)

また,精 製 したPG-1を 用 い、12%ア ク リル ア ミ ドゲル濃度 のSDS電 気 泳動 を行い、 さ らに泳

動後 は銀染色 を し、バ ン ドの検 出を行 った。 その結果,約50kDaの タ ンパ ク質で1種 類 のみが確

認 された。(Fig.4)

精 製 したPG-1を 用 いて行 ったゲル ろ過 による分子量測 定 とSDS-PAGEの 結 果 よ り考察 す る と

Fig.2 pH Dependent of PG- I and Temperature Dependent of PG- I
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Fig.3 Molecular Weight Determination by Gel Filtration
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Fig.4 SDS-PAGE of PG- I

  200 kDa 

 PG-1 of Papaya

   125  kDa 

 PG-1 of Tomato

PG-1は50kDaの サ ブユ ニ ッ トか らな る4量 体 と して機 能 してい る もの と考 え られ.た。既 に諸 性

質が明 らか に され てい る トマ トのPGに はPG-1(125kDa)、PG-2A(45kDa)、PG-2B(42kDa)

の3個 の タイプが存在 し、最 も分子量 が大 きいPG-1はPG-2A、PG-2B、 β一subunit(38kDa)と

呼 ばれる タ ンパ ク質の3量 体 で ある こ とが 明 らか にされ てい る。 この ことよ り、パパ イヤのPG-

1の サ ブユ ニ ッ トは トマ トのPG-1と は異 な るサ ブユニ ッ ト構 造 であ る可 能性が示唆 され た。 ま

た、パパ イ ヤにはPG-1の 他 にアイ ソザ イムPG-H、nが 存在 す るが、 トマ トと同様PG-1の

サ ブユ ニ ッ トであ るか否 かは不 明で ある。今後 この ことを含 め検 討 してい きたい。
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