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咽・CPr2 茶 葉 の ア ス コ ル ビ ン 酸 ベ ル オ キ シ ダ ーゼ の 構 製 と 性 質

　 　　　　　　 　　　　　　 　 陳 功 祥
b

浅 田 浩 二 　（京 大 食 研 ＞

　 Ascorbate （AsA ） を 特 異 的 な 電 子 供 与 体 と す る peroxidase は 葉緑 体 の H2e2 　消去 に 聞 与 し て い

る 。さ ら に こ の 葉 緑 体 AsA 　 peroxidase は 従 来 殖 物 か ら 単 離 さ れ て き た peroxidase と は 種 々 の 性 質

が 異 な る が 、葉
．
で は む し ろ ：peroxidage 活 性 の 大 部 分 を 占 め い て い る 。 我 々 は AsA 　 peroxidase が ホ

ウ レ ン ソ ウ に 比 べ 豊 冨 に 含 ま れ て い る 茶 の 藥 を 用 い て 精 製 を 試 み 、部 分 精 製 さ れ た 酵 棄 に つ い て そ

の 性 質 を 明 ら か に し た 。 ま た 、A＄A　peroxidase の 活 性 染 色 1去を 開 発 し た の で 、 こ こ で 報 告 す る 。

　 （方 法 ）　 茶 葉 （1kg ） を 1rnM 　AsA 、　20 ％ sorbitol ・　1mM 　EDTA 、　〔〕・S 　mM 　phenylmethylsul −

fonylfluoride 、 2％ （w ／v ） polyvlnylpy ・rrolldone を 含 む 5り mM 　 phosphate 　 buffer 　 CpH 　 7 ．6 ） で

homegenize し、硫 安 分 画 の あ と 、Table に 示 す ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 精 製 し た 。

　 AsA 　peroxidase の 活 性 染 色 は 次 の よ う に し て 行 っ た 。 試 抖 を ボ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 勤

後 ・ ゲ ル を 4mM 　A ・ A と 4mM 　R202 で 15 分 間 incuba ヒ・ い ゲ ル を オq 先後 … 　 IX　K3Fe ・CN ）
ボ

O ・1％ 　 FeC ヨ3 　に 浸 し ・　 AsA 　に よ っ て 生 ず る Prussian 　Blue 　の 発 色 が ．見 ら れ な い band 　を AsA

peroxida ＄e と し た o

　 　（結 果 ） 部 分 精 製 さ れ た AsA　 peroxidase の puU
’itY は 8暁 て 、A 、B 、C 三 種 の Lsozyme の 内 の

Ctype で あ っ た 。 　こ の 醇 繁 の 電 子 供 与 体 に つ い て 調 べ た と こ ろ 、　 py 」
・
oCatechol ．　 glutathione 、

guaiaeol に 対 し s ほ と ん ど活 性 を示 さ な か っ た 。 ま た 、こ の 酵蓁 は AsA が 存 往 し な い と 速 や か に 失

活 す る 。以 上 の 諸 性 質 か ら こ こ で 部分 精製 した酵 素 は AsA を 特 異 的 な 電 子 供 与 体 と す る peroxidase

で あ る 。

　 　 こ の AsA 　 peroxidase は dtthtothrettol （DTT ） に 対 し、　 oxidas ．e 活性 を 示 し た 。 　DTT 　は AsA

peroxidase の AsA の peroxidase 反応 に competitive な 阻 害 を 示 し ．こ の 酵 寨 は DTT も 電 子 供 与 体

とす る こ と が 明 ら か と 」な っ た 。 ま た 、 ASA が 存 在 し な い と き の AsA 　 peroxidase の 失 活 は DTT に よ っ

て 防 ぐ こ と が で き る ， 　glutathione （lso ＝16．7　 mM ） 、 cys
・teine （150e2 ．s　 ml ｛） は 高 濃 度 で の み AsA

perexidase を 阻 害 し 、AsA が 存 在 し な い と き の peroxidase の 失 活 を も 防 ぐ 。 以 上 の よ う に こ の 酵

紊 は チ オ ール を も 電 子 供 与 体 と す る こ と が 明 ら か と な っ た e

　 こ の 他 ・02
冒

に よ る AsA　 peroxidase の 宍 活 ・AsA 　 peroxidase の AsA 灘 度 低下 に よ る 失 活 の 機 構

に つ い て 報 告 す る 。

　 　　　　　　 　　　 Suumlary　o £　purificat ！on 　〔｝f　ascorbate 　peroxidase 　from　tea　leaves　（1　kg）
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