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研究成果の概要（和文）：本研究では、ブドウ果実中の二次代謝産物の環境応答機構の解明を目指し、はじめに
ブドウ果実中のフェノール化合物，テルペン類やノルイソプレノイド類の網羅的解析法を開発し，各種環境下で
の変動について解析を行った結果，品種や光照射等の環境条件の違いによる二次代謝成分の変動を微細に検出で
きることがわかった。次に，ジーンチップ解析により，異なる光環境下でのフェノール化合物やテルペン類等の
変動と同調した発現を示すbZIP型転写因子をスクリーニングした，さらに，その機能について解析を行った結
果，フェノール化合物の代謝系を制御していると示唆された。その作用の発現には他共役因子との相互作用が必
要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate　the　mechanisms　of　environmental regulation　of　the　
secondary　metabolism　in　grape　berries, first, we set up the analytical method to analyze 
comprehensively the phenolics and the volatile compounds, both free and bound forms. By the method, 
we could detect the significant modulation of the composition of the secondary metabolites among the
 varieties as well as under different environmental conditions, such as light environment around the
 bunches. Genechip analysis screened a candidate bZIP transcription factor whose gene expression 
profile was coordinate to those of the phenolics and terpenoids ubder different environment and 
developmental stages. The functional analysis of this bZIP transcription factor revealed the 
regulation of the phenolic metabolism. For the regulation of the secondary metabolism by this 
factor, co-factor was considered to be necessary. 

研究分野： 園芸科学

キーワード： 二次代謝　環境応答　フェノール化合物　香気成分前駆体　遺伝子発現解析　ブドウ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した二次代謝成分の網羅的解析法（香気成分の前駆体の解析を含む）は，栽培法や気象の影響解析などの
様々な課題に適用することによって，醸造用ブドウの品質評価が可能であり，実用的な面にも今後貢献できると
期待される。また，ブドウにおける二次代謝成分の制御機構に関する知見は限られており，学術的にも新規性は
高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
ブドウ果実ではフェノール化合物群及びイソプレノイドであるモノテルペン、セスキテルペ

ン、ノルイソプレノイドなど非常に多様な二次代謝産物を蓄積する。これらの化合物組成は、
種々のストレス環境下において変動することから、植物にとって、生物的及び環境ストレスに対
する防御化合物としての役割をもっていることが示唆されている。また、芳香、色、呈味性をも
ち、醸造用及び生食用ブドウ果実の品質にとって重要な因子でもある。テルペン化合物やノルイ
ソプレノイドは主には配糖体として存在しているが網羅的な解析例は少なく，ストレス環境下
における変動については不明な点が多い。 
ブドウは、2007 年に欧州系ブドウのピノノアール種を用いた全ゲノム配列の解読が終了し、

これらフェニルプロパノイド・フラボノイド生合成系及びイソプレノイド生合成系構造遺伝子
の多くは、同定されている（文献①）。しかし、多様な最終代謝産物に至る経路が完全に明らか
にされているとはいえず未同定遺伝子も多く存在すると考えられる。更に、その代謝経路の制御
機構については、その重要性にも関わらず、不明な点が多い。 
著者らは、これまでの研究から、フェノール化合物生合成系の環境制御に関して、発現部位、

時期、及び環境応答性の異なる複数の MYB 型転写因子群によって協調的になされている様が明
らかとしてきた（文献②）が、光など環境シグナルが同定された MYB 型制御因子群の転写誘導、
ひいては、生合成系構造遺伝子群の発現誘導へ至るシグナル経路（制御機構）はこれまでに明ら
かとなっていない。近年、ブドウ及び他植物において、光や ABA のシグナル伝達に関与する
bZIP 型転写因子がフラボノイドの制御に関与しており、構造遺伝子及び MYB 型転写因子の発
現を転写レベルで制御しているとの報告（文献③）があるが、ブドウにおける bZIP 型転写因子
群によるその制御については不明な点が多い。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、ブドウ果実における二次代謝産物の環境応答機構の解明を目指して、各種環境下

のブドウ果実におけるフェノール化合物，テルペン化合物やノルイソプレノイド類の変動につ
いて解析する。選抜したサンプルにおいて遺伝子発現のプロファイリングを行い，二次代謝産物
の変動及び既知の生合成系構造遺伝子と同調した発現プロファイルをもつ未知制御因子を抽出
し，その機能を明らかとする。 
 
３． 研究の方法 

 
 実証圃場のブドウ樹を用い果房への遮光（日照条件が異なる）や植調剤散布などの栽培処理を
行い、その果実を幼果期～収穫期にかけて経時的に採取した。また，各品種の収穫期における果
実を得，フェノール化合物組成について詳細に解析した。テルペン類などの揮発性物質について
はブドウ果実中で遊離型、結合型として存在するため、両者について分析を行った。Ibarz らの
方法（文献④）を改変し、果粒抽出液を固層抽出カラムにて分画後、結合型揮発性成分について
は熱分解して遊離型とした後、SBSE-GCMS 法により網羅的な解析を行った。 
二次代謝組成に違いのみられた果実サンプルより RNA を抽出し，Genechip を用い，網羅的な

遺伝子発現解析を行った。発現プロファイルの比較は Genespring を用いた。また，各ブドウ器
官，発達時期の果実組織における得られた候補遺伝子の発現について定量 PCR を行った。 
35S プロモーターに VvbZIP10 を連結したエフェクターコンストラクト（pBI221）を作成し，

ブドウ培養細胞を用いパーティクルガンにて一過的に発現させた。さらに，アントシアニン及び
プロアントシアニジン生合成系遺伝子群のプロモーター領域を luciferase 遺伝子に連結したレ
ポータープラスミド pluc を作成し，共発現させた後，レポーター活性を Dual-luciferase 
reporter assay system (Promega)にて測定を行った。  
  
 
４． 研究成果 

 
 ブドウ果実における機能性成分であるフェノール化合物，テルペン，ノルイソプレノイド等の
揮発性成分（香気成分）を網羅的に解析できるようにするため，分析系の設定・妥当性の確認を
はじめに行った。これらのうち，揮発性成分についてはブドウ中で結合型として存在している割
合が高いため，酵素処理等（βグルコシダーゼ）によって分解したのち，揮発した成分を SBSE-
GCMS 法により解析を行った。２品種のブドウ果房への遮光処理，植物ホルモン（アブシジン酸，
プロヒドロジャスモン酸）散布を行い，成熟期の果実を設定した分析法で解析したところ，フェ
ノール化合物及び香気成分（結合型及び遊離型）約 100 成分を仮同定することができた。品種や
栽培処理によって有意に変動する成分を抽出することができた。特に光照射によりフェノール
化合物，ノルイソプレノイド類，テルペン化合物が顕著に変動することがわかった（図 1）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 異なる栽培処理条件下（対照区，青；遮光区，緑；ABA 処理区，赤）における成熟期のブ

ドウ果実中の香気成分（遊離型，結合型）及びフェノール化合物組成の違い 
 
 赤ワイン用品種 16品種のポリフェノール組成（ポリマー成分を含む）48成分について測定比
較を行ったところ，各品種及びヨーロッパ系品種，アメリカ系交配種，山ブドウ系交配種の特徴
的な成分（プロアントシアニジン組成，アントシアニン，フラボノール）を抽出することができ
た。 
 次に，上記の検討において，二次代謝組成に違いのみられた果実サンプルを用いて RNA を抽出
し，Genechip 解析を行った。果房周囲の光条件を完全遮光処理によって変更することによって、
果実中では、フェノール化合物やテルペノイドの大幅な減少がみられたが、これらの成分は発達
時期によっても変動した。光環境の変化に応じた変動を示す遺伝子群に着目し、その抽出を行っ
た。近年、ブドウを含む植物において、bZIP 型の転写制御因子がフェノール化合物の生合成系
構造遺伝子及びその制御因子（MYB 遺伝子）を制御しているという報告があることから着目して
調べたところ、他植物で光応答に関連すると考えられる遺伝子のブドウのホモログ VvbZIP10 が
フェノール化合物等の生合成系構造遺伝子の変動と同調した変動を示していた。そこで、定量
PCR にてブドウ組織での発現をみたところ、この遺伝子は、花、幼葉、幼茎、まきひげなどで発
現が高く、果実中では果皮、種子で発現が高かったが、特にベレゾン期周辺で発現が極大となる
ことがわかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 bZIP 型制御因子の遺伝子発現プロファイル 
 
また、果皮中で遮光、遮光解除処理に応答して発現量の変動がみられることが確認された。さ

らに，ブドウ細胞に一過的にこの bZIP 型制御因子を強制発現させ，ジーンチップ解析を行った
ところ，特にフェノール化合物代謝に関連する遺伝子群の変動がみられることがわかった（図
3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 bZIP 型制御因子の強制発現による二次代謝への影響(MapMan3.6.0) 

 
しかし，レポーターアッセイでは，アントシアニン，プロアントシアニジン経路の構造遺伝子

のプロモーターを活性化しなかったことから，この bZIP 型転写制御因子による作用の発現には
他因子との相互作用が必要であると考えられた。そこで，相互作用する因子の探索を酵母ツーハ
イブリッド法により行ったところ，ユビキチンリガーゼ等と相互作用がみられることが明らか
となった。 
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