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《解 説 》

ポリフェノールオキシダーゼと食品の酵素的褐変

木原 智子
中部大学応用生物学部

はじめに

食品の品質を評価する上で，重要な項目の一っ 

に色がある.食事を楽しむことは味や香りだけで 

なく，色を味わうことであり，また，色は鮮度を 

判別する指標としても重要である.食品の原材料 

となる動す直物の色素は不安定な牧Jが多く，加工や 

貯蔵の閩に掲色に変化したり，元来の色の明度が 

下がり濃くなったりする.このような現象を掲変 

という.

食品の掲変には酵素が関与しなL 素的掲変 

と，酵素が関与する酵素的掲変とがある.非酵素 

的掲変の代表的なものはアミノ-カルボニル反応 

で，この反応、の発見者であるフランス人Louis C. 

Maillardにちなみマイヤール反応（メイラード反 

応）ともまう. この反応はその名が表すように， 

還元糖などのカルボニル基とアミノ酸やタンパク 

質側鎖のアミノ基が反応して起こる.ほとんどの 

食品がこれらの反応基質を含んでいるので，食品 

の加工貯蔵中にアミノ-カルボニル反応が起こり 

やすい. この反応、により最終的にメラノイジンと 

呼ばれる高分子掲色色素や香気成分が形成され 

る. 醫油や味嗜の茶色，パンやクッキーの焼き色 

と香ばしい香りなどはアミノ-カルボニル反応に 

よってもたらされるのである，

一方，酵素的掲変は紅茶のように製造過程でそ 

の反応を積極的に利用する食品もあるが，一般に 

は果実や生野菜の色調の劣化とオフフレーパーを 

引き起こし，食品加工において望ましくない現象， 

つまり商品価値を下げるものとして認識されてい 

る.この酵素的掲変の原因酵素として知られるの 

がポリフエノールオキシダーゼ（P P O )である. 

PPOは活性中心に銅をち，フエノール類をその 

対応するキノン体に酸化する酵素である.生成し 

たキノン体は反応性が高く，それ自身や他のプュ

ノール類と重合したり，アミノ酸やタンパク質と 

反応して榻変すると考えられている. PPOによる 

酵素的掲変はほとんどの植物で起こるため，その 

制御はネ直物性食品の加工貯蔵上重要なテーマの一 

つであり，多くの食品学的研究がなされている. 

また，PPOは植物ばかりでなく微生物や動物にも 

広く存在する酵素で，その存在は古くから知られ 

ており，生化学的，分子生物学的研究も多くなさ 

れている.

本稿ではPPOの生理学的意義，活性化機構，榻 

変制御法などの今後期待されるテーマを中心に解 

説したい.

PPOの分類

PPOは広義には0-ジフエノールを0-キノンに酸 

化する酵素を指すが，その他の基質に対する特異 

性の違いから力チコールオキシダーゼ（ジフエノ 

一ルオキシダーゼ，り-ジブエノラーゼ，力テコラ 

ーゼ，EC1.1 0 .3 .1 ) ,ラッカーゼ（ウルシオール 

才キシダーゼ，EC1.10 .3 .2 ),チロシナーゼ（モ 

ノプエノー ルオキシダーゼ，クレゾラーゼ， 

EC1.14.18.1)に分類される（第 1表）.ラッカー 

ゼはモノプエノ一ルを酸化しないことで区別され 

るが，力テコ一ルオキシダーゼがチロシナ一ゼ様 

のモノプエノ一ルモノオキシダ— 活性をポすこ 

とがあるので，力チコールオキシダーゼとチロシ 

ナーゼを合わせてPPOと呼ぶことが多い.本稿で 

もそれに做った. PPOのプエノー ル類の酸化経路 

を第1 図に7Kした. まずPPOはモノフエノ一 ルの 

オルソ位を水酸化しり-ジブエノールとする（モノ 

フエノールオキシダーゼ活性）. 次に0-ジフエノ 

一ルはキノンに酸化される（ジフエノールオキシ 

ダーゼ活性）.

キーワード：ポリフェノールオキシダーゼ， 酵素的褐変 

受 理 曰 ：2005年3月16日受理
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第 1表. PPOの分類

酵素名 力テコールオキシダーゼ ラッカーゼ チロシナーゼ

ジフエノー ルオキシダーゼ ウルシオールオキシダーゼ モノフエノールオキシダーゼ

0-ジフエノラーゼ . クレゾラーゼ

力テコラーゼ

酵素番号 1.10.3.1 1.10.3.2 1.14.8.1

基質 0-ジフエノール 0-ジフエノー ル 0-ジフエノ一 ル

ク-ジフエノー ル モノフエノール

モノフエノール 0■ジフエノール キノン

OH 1/2 O2 OH 1/2 O2  

.OH (

H2O

高分子 

揭色色素

0 ) (2)

第 1国. PPOによるフエノ一 ル類の酸化経路
(1)モノフエノ一 .ルオキシダーゼ活性， （2)ジフエノ一ルオキシダーゼ活性

PPOの局在性と生理学的意義

PPOはホ直物細胞中において，光合成組織では葉 

緑体に，非光合成組織ではプラスチドに局在して 

いると考えられている（Vaughn and Duke,1984). 

一方，基質であるポリフエノール類は液胞に存在 

しており，通常の生理的条件ではPPOによる反応、 

は起こらない. しかし，植物が成熟してその細胞 

の構造が壊れるか，または，外からの物理的傷害 

を受けると，この局在性は失われ，PPOと基質が 

接触することになる. 紅茶の製造では「揉搶」と 

呼ばれる工程によって茶葉の組織や細胞が破壊さ 

れ，それまで茶葉中で別々に存在していたPPOと 

基質となる力テキン類が混合される.揉搶とそれ 

に続いて高湿度の発酵室に数Hき間放置することに 

よって，力チキン類が酸化重合して桓赤色のチア 

フラビンとそれがさらに重合した赤掲色のチアル 

ビジンが形成される.

PPOの生理学的意參はpf乳動物ではメラニン色 

素の生成に関与し，節足動物ではクチクラの硬化 

や病原体や寄生虫からの生体防御機構にPPOが重 

要な役割を果たすことが知られている. 一方，植 

物におけるPPOの正?Iな生理学的意義は未解明で 

あるが，やはり生体防御機構との関連が古くから 

言われている.ジャガイモの葉ま面のトリコーム 

(毛状突起）にはPPOとポリフエノ一 ル類が高度

に濃® して存在しており，虫によって破壊される 

とPPOによる掲変反応が起こる.形成された重合 

物が虫のロを覆うことで摂食阻害が起こることが 

確認され，実際に対昆虫防御システムとして機能 

することが示された（Kowalski and Steffens, 

1 9 9 2 ) .さらに，PPOが傷害のシグナル物質であ 

るジャスモン酸メチルによって誘導されたこと 

や，病傷害誘導性ぺプチドホルモンであるシスチ 

ミンを強制発現させたトマトでプロチインインヒ 

ビターと同時にPPOの発現が誘導され，その葉を 

粉碎すると強く掲変したこと (Constabelet al., 

1995)が報告されている.

また，PPOが葉糸录体のチラコイド膜に普遍的に 

存在することから光合成との関連も指摘されてい 

る （Vaughn and Duke, 1984; Vaughn et al., 1988). 

最近になって，花色の発現にPPOが関与すること 

も示された.キンギョソウ花弁の黄色素の主成分 

オーレウシジンや，マツパボタンに近縫^のポーチ 

ュラ力花弁の赤色素の主成分べタシアニンの生合 

成経路に P P O が含まれると推定されている 

(Nakayama et al., 2000; Yamamoto et al., 2002).

植物PPO遺伝子のクローニンクと構造

植物PPOは1950-1970年代には30 kDaのサプユ 

ニットからなる四量体であると考えられていた. 

1980年代前半には45 kDaのサプユニットからなる
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in VIVO または in \dtroで 

切断されやすい部位

N末端
活性中心 

(銅結合部位） C末端

卜フンンツ

ぺプチド CuA
ilfi'
CuB CuC

His-nch His-nch His-rich
第 2 図. 植物PPOのドメイン構造

活性中心の銅結合部位はCuA, CuBと呼ばれており，保存配列である. 3 つ目のヒスチジンリッチな配列 

CuCは種によっては存在しないこともある. 矢印で示した筒所が切断されC末端部位が除かれても活性を保 

持している.

四量体であると考えられていた. 1980年代後半か 

ら1990年代前半にはPPOの前駆体に関する知見が 

増え，クローニングも進んだこともあって，PPO 

は68-73 kDaの前駆体タンパク質として発現し， 

58-68 kDaの成熟タンパク質となり，時にはさら 

に限定分解を受け40-45 kDaの酵素活性を保持し 

たタンパク質となることがわかっている（van 

Gelder et al,1997).

植物P POはN 末端領域のトランジットぺプチ 

ド，銅結合部位のある中心ドメイン，C末端領域 

の 3 つのドメインに分けられるといわれている 

(van Gelder et al., 1997)(第 2 図）.

核D N Aにコードされた他のプラスチド酵素と 

同様にPPOもプラスチドへのトランジットぺプチ 

ドをっている . PPOは前駆体の形で合成され， 

葉緑体もしくはプラスチドのチラコイド膜に輸送 

され，プロチアーゼの作用により成熟体になる， 

トランジットぺプチドはN末端から80-100個のア 

ミノ酸で構成されており，このペプチドのC末端 

である「Ala-x-Ala」配列がチラコイドのプロセシ 

ングぺプチダ一ゼに認識されていると考えられて 

I、る （Robinson and Mant, 1997).

中心ドメインには2 つの銅結合部位CuA, CuB 

があり，PPOの活性中心と考えられている.これ 

らは保存領域であり著しI>相同性が認められてい 

る. CuA, CuBともにそれぞれ3 つのヒスチジン 

残基をI#ち，ヒスチジン残基3 つにつき銅イオン 

1 つが配位結合し，P P O 1 分子につき2 分子の銅 

イオンを活性中心に含有する2 核銅錯体を形成し 

ていると考えられている（Steffens et al., 1994; 

van Gelder et al., 1997; Klabunde et al, 1998).

また，全配列では特に相同性は高くはないが， 

銅結合部位に限ってはへモシアニンと相同性が高 

いことがわかっている（Steffens et al., 1994;

Klabunde et al., 1998) . へモシアニンは銅を含む 

タンパク質で酸素を運搬する役割をI#っており， 

種々の軟体動物や節足動物の血リンパ中に含まれ 

ている. PPOもへモシアニンもタイプ3 銅タンパ 

ク質に分類される.

活性中心の他の特徴にシスチインとヒスチジン 

のチオエスチル結合がある（Klabunde et al., 

1998; Eicken et al., 1999). CuAに保存されて I、る 

シスチイン残基はCuAの銅に配位している2 番̂目 

のヒスチジン残基とチオエスチル結合しているこ 

とがわかっているが，その機能はいまだ不明であ 

る.

植物PPOの中にはC末端ドメインに第三のヒス 

チジンリッチな領域が存在するものもあり，この 

領 域 は "C u C "とも呼ばれているが，その機能は 

明らかではない（Steffens et al, 1994).

植物PPOの活性化

多くの植物PPOの成熟体が不活性型として認め 

られており，トリプシン（King and flurkey, 1987; 

Gauillaerd and Richard-Forget, 1997),エタノール 

(Gauillaerd and Richard-Forget, 1997; Onsa et al., 

2 0 0 0 ),脂 肪 酸 （Golbeck and Cammarata, 1981; 

Gauillaerd and Richard-Forget, 1997; Onsa et al.,

2 0 0 0 ),界面活性剤（Sanchez-Ferrer et al., 1989; 

Moore and Flurkey, 1990; Gauillaerd and Richard- 

Forget, 1997; Onsa et al., 2000),変 性 剤 （Robb et 

al., 1964),酸やアル力リ（Kenten, 1957) によつ 

てin か0で活性化すると報告されている.

実際の生体内での活性化の機構は不明である 

が，PPOのC末端ドメインの切断が活性化に関与 

すると予想されている.へモシアニンには力チコ 

一ル活性がほとんど認められないが，それは，こ 

のC末端ドメインが活性中心を基質から遮蔽して



応用生物学部紀要第4 号 （2005)

いることによると言われており，PPOでもC末端 

ドメインが同様の機能を持つと考えられている. 

C末端ドメインを含むPPOの結晶解析はなされて 

.いないが，Gerdemannら （2002) はミズダコの 

へモシアニン（o d g H C )とC末端ドメインを欠く 

サツマイモPPO (ibCO) の結晶構造解析をもと 

にibCOのC末端ドメインの立体構造を予測し，比 

較した. その報告によるとodgHCのC未端領域に 

存在するロイシン残基（Leu2830) が活性中心の 

遮蔽に機能しており，ibCOのC末端ドメインにも 

o d g H CのLeu2830に相当するロイシン残基 

(Leu439)があった. C末端ドメインが切断され 

除かれるか，切断されないまでも立体構造の変化 

によって活性中心があらわになれぱ活性化が起こ 

ると推察している. "zYraでの様々な試薬による 

活性化もこのようにして起こると考えられる.

Rathjen と Robinson (1992)はSultana という品 

種のプドウとSultanaの突然変異種でPPO活性の 

低いBruceS Sportを比較し，PPO活性の高い 

Sultanaでは40 kDaのPPOを多く含むが，PPO活 

性の低いBmceS Sportでは60 kDaのPPOを多く含 

むことを示した. また，この60 kDaのPPOをトリ 

プシンまたはサーモリシンで分解すると，40 kDa 

と20 kDaのペプチドが検出されたが，PPO活性の 

増加は認められなかったことから，PPOの活性化 

には正確な部位でのC末端の切断が必要であると 

考え，Bruce® SportではPPOの活性化に必要な特 

異的なプロテアーゼが欠損しているので60 kDaの 

不活性なPPOが蓄積するのではないかと推察して 

ぃる.

また，桑 原 （1997)はPPOにはg 己分解を起こ 

しうる構造が内在し，プロテアーゼ活性を有する 

ためにC末端の切断が起こると述べている.桑原 

はホウレンソウの60 kDa PPOを比較的ネイチイ 

プな状態で精製し，Ser-384とLeu-385の間で特異 

的に分解することを明らかにした. このPPOの予 

測される二次構造には2 つのモジュ一ル構造が存 

在するが，切断部位はちょうどそれらを結ぶとこ 

ろにあり，60 kDa PPOの分解がPPO活性の活性 

化を伴うことから，N末端側の40 kDa部分は銅結 

合部位を持つ触媒モジュールであり，C末端側の 

20 kDa部分は活性を抑制する役割を果たす調節モ 

ジュールであると推察している.これらの報告は 

他の研究者による検証が待たれるところである.

一方，Golbeck と Cammarata (1981) はリノ レ

ン酸がホウレンソウのPPOを活性化すると報告し 

ている. 正常な状態ではPPOは不活性な形でチラ 

コイド膜に結合しており，一方，基質となるフエ 

ノ一ル類は液胞に閉じこめられている.ストレス 

条件下ではリパーゼの活性化により膜の脂質が加 

水分解して遊離脂肪酸が放出され，次にこの遊離 

脂肪酸によってPPOは活性化され，一方で膜の完 

全性が壊れたことで酵素と基質が接触するという 

機構が提案されている.

以上のようにW におけるPPOの活性化機構 

の仮説がいくつか立てられているが，いずれも直 

接的な証明はされておらず，PPOの生理学的意參 

や活性の制御を考える上で重要なテーマとなるで 

あろぅ.

掲変制御とPPO
食品の酵素的掲変に関与する要因は活性なPPO 

の濃度，基質ポリフエノ一ルの種類と濃度，温度， 

p H ,酸素，阻害剤の種類と濃度などが考えられ 

る （村田と本間，1998). PPO活性やポリフエノー 

ル含量は品種によって大きな差があることが矢ロら 

れており，PPO活性が低いか，ポリフエノール含 

量が少ない品種を使用したり育 成̂する. PPOは 

60-7CTC程度で失活するが，食品の性質上加熱が 

望ましくない場合や，加熱中に反応が進行してし 

まう場合もある.果汁やスライスした果実や野菜 

をクエン酸，リンゴ酸などでp H 4以下にすると 

PPO活性は減少し，榻変が抑えられる.酸素がな 

いとPPOによる酸化反応は進行しないので，機械 

的損傷を防止する，液体につける，果汁充填に望 

素置換をするなど酸素との接触を避けることも掲 

変防止に重要である. 阻害剤には遺元剤，キノン 

カップラー，銅キレート剤，基質アナログなどの 

タイプがある.還元剤として広く用いられている 

のはアスコルビン酸やその異性体のエリソルピン 

酸である.アスコルビン酸は生成したキノンを還 

元するが，アスコルビン酸が酸化され尽くすと掲 

変が復活してしまう.アスコルビン酸エスチルは 

安定性を増すための誘導体で，徐々に分解され， 

アスコルビン酸になる. L-シスチインも掲変防止 

に有効である. そのSH基は還元作用もある力';, 

SH基の水素は金属と置換され，チオラート（メ 

ルカプチド）を形成することから，PPO活性中心 

の銅と結合し，PPOが不活性化すると考えられて 

いる. また，L-システインはキノンと付加物をつ
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くり掲変を阻害する. しかし，レシステインを添 

加した食品を長期間保存すると硫化水素を発生す 

るなどの問題もある.リンゴを切ってすぐに食塩 

水に清けると榻変が抑制されるが，これは酸素が 

遮断されるとともに，ハロゲン化イオン（この場 

合はNaCl力、ら生ずるC1イオン）が活性中心の銅 

と複合体を形成するために阻害されると考えられ 

ている . 基質アナログタイプの阻害剤としては， 

桂皮酸やフェルラ酸がある .
新たな掲変制御法として遺伝子工学を利用し 

PPO遺伝子の発現を抑制する方法が期待されてい 

る.特定の遺伝子発現を抑制する技術としてアン 

チセンス技術やコサプレッションがある力5,これ  

らの技術を食品分野で利用した例としては，ポリ 

ガラクチュロナ一ゼの発現を抑制し，ぺクチンの 

分解による軟化を抑制することで貯蔵性を向上さ 

せたトマトがある.アンチセンス技術によってポ 

リガラクチュロナーゼの発現を抑制したトマト 

「フ レ ー パ ー . セイパー」 は世界で初めて発売さ 

れた遺伝子組換え作物として有名である. PPOに 

つ い て は ，アンチセンスD N A を組み込んだジャ 

ガイモが作られた（Bachem et al., 1994) . そのジ 

ャガイモではPPO活性が下がり実際に榻変が抑制 

されていた. トマトPPOをジャガイモにセンス方 

向に組み込み，ジャガイモ塊墓のPPO活性が減少 

し，掲変も抑制された例もある（Coetzer et al.,

2 0 0 1 ) .オース トラリアではPPOの発現を抑制し 

たプドウ，サトウキビ，ジャガイモ，パイナップ 

ルの画場試験が始まっている. しかし，PPOの発 

現を抑制したトマトで，斑葉細菌病菌である 

Pseudomonas .syringaeにせして感受性が高まった 

という報告（Thipyapog et al., 2 004 )もある.ト 

マ ト （Newman et al., 1 9 9 3 ) ,ジャガイモ（Hunt 

et al., 1993; Thygesen et al., 1995) , ソラマメ 

(Cary et al., 1 9 9 2 ) ,リンゴ （Boss et al., 1995) な 

どではPPOは多重遺伝子ファミリーを形成してお 

り， トマトでは7 つ ，ジャガイモでは6 つのPPO 

がクローニングされている . 食品として利用する 

部位で発現しているPPOアイソザイムのみが抑制 

された作物ができれば，耐病性を大きく落とすこ 

となく，加工,貯蔵性の良い食品ができると考えら 

れる .
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