
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 5 月 20 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：日本タイプのカキの甘渋性発現に関与する遺伝子の遺伝子座を調査し、

近縁二倍体種であるマメガキのゲノムライブラリーから構築したコンティグの端から、さらに

100kb はなれたところに存在する可能性が明らかとなった。また、この遺伝子が単一で甘渋性

を制御し、六倍体のカキゲノム中に 6 アリル存在していること、タンニン生合成を総括的に制

御する転写因子 DkMyb4 が甘渋性発現を制御している可能性を示した。さらに、この遺伝子に連

鎖する領域から、日本タイプの完全甘ガキを簡便に選別できる分子マーカーを構築した。なお、

中国タイプの完全甘ガキ形質に連鎖する AFLP マーカーを得ることにも成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：The gene conferring the trait of astringency-loss in Japanese-type 

PCNA is shown to be located at 100kb away of fosmid contig constructed from Diospyros 

lotus, a close relative of D. kaki.  This single gene controls the astringency trait in 

persimmon fruit and 6 alleles are responsible for the appearance of this trait.  The 

DkMyb4, a regulatory gene, is also found to control tannin biosynthesis in the fruit and 

is indicated to determine whether an individual is PCNA or non-PCNA due to its strength 

of expression. Using the DNA sequences linked to this gene, we could construct a primer 

pair for PCR analysis for selecting PCNA offspring of Japanese-type.  In addition, we 

also found an AFLP marker to distinguish Chinese-type PCNA among breeding population. 
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１．研究開始当初の背景 

 カキはその果実の脱渋性が種子の有無

によって左右される pollination variant

タイプと種子の有無によって左右されな

い pollination constantタイプとに分類さ

れ、それぞれのタイプに甘ガキと渋ガキが

存在するため、pollination variant の甘ガ

キ・渋ガキ、pollination constant の甘ガ

キ・渋ガキという４つの品種群に分類され

る。しかしながら、遺伝形質としてこれら

の脱渋性を考察したとき、これまでの交雑

試験から constant の甘ガキ（完全甘ガ

キ；PCNA）品種群とそれ以外の３タイプ

の品種群（非完全甘ガキ；non-PCNA）と

の間には明瞭な質的差異が存在しており、

完全甘ガキ/非完全甘ガキの形質発現は単

一遺伝子座によって制御され、関与する対

立遺伝子すべてが劣性となって初めて完

全甘ガキ形質（PCNA 形質）が発現する

ことがわかっている。 

 従来、PCNA 品種群は日本においての

み出現したとされ、17 世紀の文献に記載

されている、奈良で出現した‘御所’が最

初の完全甘ガキ品種であるとされてきた。

研究代表者らは日本での PCNA の出現は、

タンニン蓄積を促進する調節遺伝子の欠

損（突然変異）によって生じたと考えてお

り、これまでの実験結果からもこのことが

裏付けられている。 

 一方、日本でのみ存在すると考えられて

いた完全甘ガキ（PCNA）の中国での存在

が報告され、これまでの研究代表者らの調

査から、中国の PCNA 品種は日本の

PCNA 品種とは全く別の機構でタンニン

蓄積を制御していることが明らかとなっ

てきた。すなわち、中国の完全甘ガキ形質

（PCNA 形質）は優性であり、日本の完

全甘ガキの PCNA 形質が劣性であること

と大きく異なっていることを明らかにし

てきた。 

 

２．研究の目的 

（１）日本および中国の完全甘ガキにおい

て果実でのタンニン蓄積を制御する、2 つ

の異なる遺伝子を探索すること。このため

に、日本および中国の完全甘ガキ形質に強

く連鎖する分子マーカーを構築し、これら

のマーカーを用いて、目的遺伝子の遺伝子

座を特定する。 

（２）カキのゲノム構成を解明すること。

カキは六倍体という高次倍数体であるが、

そのゲノム構成に関しては同質倍数体で

あるのか異質倍数体であるのかさえ明ら

かにされていない。そこで、本研究で構築

する分子マーカーの多様性を利用して、カ

キのゲノム構成を推定する。 

（３）分子マーカーを利用して、新たな日

本タイプの完全甘ガキ品種を育種するこ

と。この目的に関してはすでに数年前より、

果樹研究所カキ・ブドウ研究チーム（安芸

津）との共同研究として実施しており、現

在、安芸津には多くの育種集団実生が育成

されている。本研究では、完全甘ガキ実生

の選抜効率を向上させるため、簡便かつ確

実な甘渋性判別マーカーを構築する。 

 

３．研究の方法 

（１）日本および中国のカキ果実での甘渋

性形質の発現に関与する遺伝子の探索 

 日本のカキの甘渋性発現に関与する遺

伝子の探索のため、二倍体の近縁野生種で

あるマメガキ（D. lotus）のゲノムライブ

ラリーを用いて、研究代表者らがこれまで



に構築した甘渋性発現に関連する AFLP

マーカーを利用してシードクローンを単

離し、コンティグを構築後、これを詳細に

解析することでカキのタンニン蓄積を促

進する遺伝子の遺伝子座を探索する。さら

に、この遺伝子が作用していると考えられ

るプロアントシアニジン生合成系に関与

する転写因子の解析を実施する。 

 また、中国のカキの甘渋性発現に関与す

る遺伝子の探索のため、中国の完全甘ガキ

‘羅田甜柿’と日本のカキ品種‘晩御所’、

‘四溝’および‘岩瀬戸’の交雑実生で甘

渋性が分離した雑種第一代の集団を用い、

AFLP 分析により甘渋性に連鎖する分子

マーカーを探索する。 

（２）定量 PCR によるカキのゲノム構成の

解析 

 日本のカキの完全甘ガキ形質に連鎖す

る領域および非完全甘ガキ形質に連鎖す

る領域それぞれをターゲット遺伝子、その

周辺領域で完全甘ガキおよび非完全甘ガ

キ双方が共通して持つ領域をリファレン

ス遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）とみ

なし、その両者の遺伝子の存在比を調査す

ることで、その遺伝子のアリル数を推定し、

カキのゲノム構成を解析する。 

（３）甘渋性判別マーカーの構築と実生個

体の識別 

 現在まで日本タイプの完全甘ガキを得

るための BC1 実生集団が安芸津で存在し

ているため、これらから完全甘ガキ個体を

簡便かつ確実に選別するための PCR マー

カーをマメガキとカキのゲノミッククロ

ーンの塩基配列を利用して構築する。 

 
４．研究成果 

（１）日本および中国のカキ果実での甘渋

性形質の発現に関与する遺伝子の探索 

①日本のカキ果実での甘渋性決定遺伝子

（AST 遺伝子）の遺伝子座の推定 

 マメガキのコンティグ内の塩基配列から

3 つのマーカーを作成し(第 1 図)、それら

のマーカーとカキ育種集団の甘渋性形質と

の連鎖関係を調査して、（２）のカキのゲノ

ム解析の実験結果でカキが同質六倍体であ

る可能性が高いとの結果を得たことから、

カキが同質六倍体であると仮定して組換え

価を算出したところ、目的遺伝子は構築し

たコンティグから約 100kp はなれたところ

に存在する可能性が示唆された(第 2図)。 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

②日本タイプのカキのタンニン生成を総括

的に制御する転写因子の同定 

 日本タイプのカキで果実のタンニン蓄積

を包括的に制御する転写因子として DkMyb4

を同定した。この転写因子は完全甘ガキにお
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第１図 マメガキのコンティグと分子マ 

  ーカーの作出部位 

1.96cM 2.75cM 2.32cM

M1 M2 M3 ASTAST

約100kb 約200kb

約100kb

第２図 AST 遺伝子座領域のマッピング 

（計算上はあと 100kb 付近に AST 遺伝子がある） 

第３図 交雑集団で分離した完全甘ガキと非完 

 全甘ガキの果実中の DkMyb4 の経時的変化 

A-type：完全甘ガキ個体、B-type：非完全甘ガ

キ個体 



いて、タンニン蓄積が停止する直前に完全甘

ガキ個体で発現を停止し（第 3 図）、さらに

完全甘ガキ品種でのみ発現がみられなくな

ることが明らかになり(第 4図)、形質転換実

験からもこの転写因子のカキ果実でのタン

ニン蓄積への重要な役割が確認できた。 

 

③中国のカキの甘渋性関与遺伝子 

 中国のカキの甘渋性形質が分離した交雑

集団を用いて、BSA 法による AFLP 分析によっ

てマーカーを探索し、中国タイプの甘渋性に

連鎖するAFLP マーカーを単離した(第 5図)。 

 
 

 
 
 
 
（２）定量 PCRによるカキのゲノム構成の解
析 

 完全甘ガキ‘次郎’の形質転換体を用い、

導入した S6PDH 遺伝子をリファレンス遺伝

子、完全甘ガキ形質発現に関与する遺伝子

に連鎖するマーカー領域をターゲット遺伝

子として real-time PCR によりその存在比

を計算することで、カキが甘渋性に関与す

る遺伝子を 6 アリル持っていることを明ら

かにし、カキが同質 6 倍体である可能性が

高いことを明らかにすることができた(第

１表)。また、完全甘ガキ形質に連鎖する領

域と非完全甘ガキ形質に連鎖する領域の存

在比を real-time PCR で測定することによ

り、その遺伝子型を推定することができる

ことも示した(第２表)。 

 
 
 
 
 

 

（３）甘渋性判別マーカーの構築と実生個

体の識別 

 

 マメガキのゲノミッククローンの塩基

配列とそれに対応する領域のカキのゲノ

ミッククローンの塩基配列から、非完全甘

ガキ形質に密接に関与しているマーカー

領域を特定し、そのマーカーの有無により

完全甘ガキ個体を PCR分析で確実に識別

できる DNA マーカーを構築した（第６図

A）。また、完全甘ガキ形質に連鎖する領

域をポジティブコントロールとして利用

することで、より確実に PCR 分析を実施

できることを示した（第６図 B）。 

 

 

第４図 完全甘ガキ品種と非完全甘ガキ品種で 

  の DkMyb4 の発現 

NA-type：完全甘ガキ品種、A-type：非完全甘

ガキ品種 

第５図 中国タイプの完全甘ガキ形質に連鎖す

る AFLP マーカー(矢印) 
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