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研究成果の概要（和文）：ブドウには，アントシアン，タンニン，レスベラトロールなどの二次代謝産物が蓄積する．
本研究では，トランスクリプトミクス，プロテオミクス，メタボロミクスを融合した「統合オミクス解析」により，ブ
ドウにおける異なる二次代謝産物の誘導をプロファイルすることに成功した．すなわち，ブドウ果皮では紫外線照射に
よるレスベラトロール合成系の誘導と，果実成熟にともなうアントシアニン合成系の誘導を，培養細胞では光照射によ
るアントシアニンの合成系の誘導と，エリシター＋ジャスモン酸処理によるレスベラトロール合成系の誘導を確認した
．また，膜画分のプロテオミクスによりこれら二次代謝産物の輸送体の候補を見出すことにも成功した．

研究成果の概要（英文）：Grape accumulates several secondary metabolites, such as catechin, resveratrol 
and anthocyanin. In this study we profiled inductions of different secondary metabolite accumulations by 
different stimuli in grape berry skins or in grape culture cells using multi-omics, i.e. combination of 
transcriptomics, proteomics and metabolomics. This study revealed clear inductions of anthocyanin 
synthetic pathway in grape skin during berry ripening and in grape cells by light irradiation, and 
resveratrol synthetic pathway in grape skins by ultra violet irradiation and in grape cells by 
elicitor+jasmonic acid treatment.

研究分野：園芸生理・生化学

キーワード： ブドウ　二次代謝　アントシアニン　レスベラトロール　トランスクリプトミクス　プロテオミクス　
メタボロミクス　代謝マップ

  １版



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年の健康志向の高まりにより，果実や野
菜の二次代謝産物の機能性が一般の消費者
にも認知され，機能性成分を高含有な果実や
野菜の生産が，高付加価値で高価格な農産物
の生産戦略として重要視されている．ブドウ
には，カテキン，アントシアニン，レスベラ
トロールといったポリフェノール類が多く
含まれ，赤ワインの効能を中心とした健康増
進効果が一般にも広く知られている．特にレ
スベラトロールはフレンチパラドクスの原
因物質として知られ，心臓病予防，動脈硬化
予防，抗ガン作用，寿命延長効果，アルツハ
イマー病予防などの効果が報告され，特に注
目を集めている． 
ブドウの二次代謝産物の合成は，果実の成
熟や，病原菌感染，紫外線などの‘刺激’によ
り誘導される．その重要性からブドウの二次
代謝に関する研究は古くから行われてきた
が，それらは一部の物質，一部の合成反応に
限定されている．また，二次代謝産物の蓄積
には合成酵素だけでなくそれを適切な場所
に輸送するための‘輸送体‘の機能が重要であ
るが，ブドウの二次代謝産物の輸送体に関す
る報告はほとんどない．  

2007年にブドウの全ゲノムが解読され，ブ
ドウではマイクロアレイ解析やプロテオミ
クスなど，オミクスの手法を用いた研究がさ
かんに行われつつある．しかしながら，実際
にどのような代謝産物‘メタボローム’が蓄積
しているの，その合成・蓄積に関わる遺伝子
発現‘トランスクリプトーム’，そして酵素や
輸送体などのタンパク質の発現‘プロテオー
ム’を統合した「統合オミクス研究」について
は，これからの段階である． 
ブドウの二次代謝産物の合成・蓄積メカニ
ズムの全貌を明らかにするには，「統合オミ
クス解析」の実施が最も合理的かつ近道であ
る．統合オミクス解析により，レスベラトロ
ールなどの既知の機能性物質の合成・蓄積シ
ステムの全容が明確にできるだけでなく，機
能性を持つ新奇な二次代謝産物とその合
成・輸送系の発見にもつながり，本研究で実
施する統合オミクス解析の結果から，新たな
研究シーズや産業シーズを発掘できる可能
性が高い． 
研究代表者はこれまでに，トマトをモデル
とした二次代謝産物の輸送システムの解析
や，ブドウのレスベラトロール輸送体に関す
る研究を行ってきた．一方で，シロイヌナズ
ナの液胞膜のプロテオミクスを実施し，さら
にセイヨウナシの大果変異機構の解明に向
けた「統合オミクス解析」を実施中である． 
本研究においては，オミクス解析に必要な
ゲノムリソースが充実している‘ブドウ’をモ
デルとし，二次代謝産物の合成・蓄積機構の
プロファイルを目標とし，さらに，その応用
として，ブドウの培養細胞に二次代謝産物を
合成させることを目標に研究を行った． 
 

２．研究の目的 
 ブドウに蓄積するアントシアン，タンニン，
レスベラトロールなどの二次代謝産物は，果
実やワインの色や味を決定するとともに機
能性成分としても重要である．また，それら
の二次代謝産物は，植物のストレス耐性や病
害抵抗性にも大きく関わっている．本研究で
はブドウの果皮および異なる二次代謝産物
を蓄積するブドウの培養細胞（VR，ＶＷ）を
研究材料に，果樹分野では先駆的研究となる
トランスクリプトミクス，プロテオミクス，
メタボロミクスを融合した「統合オミクス解
析」を実施する． 
統合オミクス解析により，光，紫外線，エ
リシター，植物ホルモンなどの異なる外部刺
激や果実の成熟によって誘導されるブドウ
の二次代謝産物の合成・蓄積システムを明ら
かにし，二次代謝産物合成の鍵遺伝子と未同
定の二次代謝産物輸送体の候補を探索する．
特に，紫外線照射時のブドウ果皮における二
次代謝産物の蓄積，果実成熟時の果皮におけ
る二次代謝産物の蓄積，そしてブドウ培養細
胞（VR，ＶＷ）に，光照射またはエリシター
＋ジャスモン酸（JA）処理した時の二次代謝
産物の代謝のスイッチングに着目する．また，
異なる二次代謝産物を蓄積する時の膜画分
の疎水性タンパク質のプロテオミクスを行
うことにより，新奇な二次代謝産物の輸送体
の探索にも取り組む．それら遺伝子をブドウ
の培養細胞へ形質転換することにより，候補
遺伝子の機能を証明したり，その遺伝子を過
剰発現させたりすることで二次代謝産物を
高蓄積するブドウ培養細胞を作出すること
も目標とする． 
 
 
３．研究の方法 
（１）ブドウへの二次代謝産物の誘導処理 
①ブドウ未熟果への紫外線照射 
ベレーゾン期（ブドウの果実成熟の転換
点）の直前のブドウ果実に UV-Cランプ１時
間照射した．トランスクリプトミクスには照
射 1時間後の果皮を，メタボロミクスには照
射 1 時間後に 23 時間暗所・室温で静置した
果実の果皮を回収して使用した． 
②果実成熟時の果皮の二次代謝産物の誘導 

2010年 7月 23日（ベレーゾン直前）およ
び 9月 16日（収穫直前）の果皮を用いた． 
③ブドウ培養細胞への光照射 
遮光下で１週間培養した培養細胞（VR お
よび VW, RIKEN BRCより分譲）に蛍光灯光
を射下し，3日後の細胞を用いた． 
④ブドウ培養細胞へのエリシター＋JA処理 
遮光下で１週間培養した培養細胞の培地
に，10 mM 2,6-di-O-methyl-β-cyclodextrin, 20 
µM methyl jasmonate，0.4% ethanol（いずれも
終濃度）を加え，遮光下で 3日閒培養をした
細胞を用いた． 



（２）オミクス解析 
①トランスクリプトミクス 
試料からRNAを hot borate法で抽出したの
ち，RNeasy Mini Kit（QIAGEN）で精製し，
Nimblegen microarray 090818 Vitis exp HX12
（Roche, NibleGen Inc）を用いたマイクロア
レイ解析を行った．データの解析は Subio 
platform（Subio）を使用した． 
②プロテオミクス 
試料を緩衝液中で摩砕し，1,000xg の沈殿
と，上清を 10,000xgで遠心分離した上清（可
溶性画分）と沈殿（粗膜画分）の 3画分に分
け，プロテオミクスに供試した．粗膜画分は
膜表在性タンパク質を除去するために，界面
活性剤と塩による洗浄を行った．プロテオミ
クスは，LTQ-Orbitrap 質量分析計（Thermo 
Fisher Scientific）を用い，ブドウゲノム 12X 
version 1（v1）（CRIBI）データベースに対し
て，MASCOT（Matrix Science）を行いて同定
した． 
③メタボロミクス 
試料から代謝産物を 0.1%ギ酸を含む 80%
メタノールで抽出し，LC-QTOF-MS（Waters）
で分析した． 
③統合オミクス（代謝マップの作成） 
トランスクリプトームデータ，プロテオー
ムデータ，メタボロームデータを，代謝マッ
プ 投 影 ツ ー ル KaPPA-View 4 KEGG
（http://kpv2. kazusa.or.jp/kpv4-kegg/）を用い
て統合した．その際，KaPPA-View 4 KEGGお
よび KEGG の情報が古いままであったため，
最新のゲノム情報 v1への更新作業を行った． 
 
（３）ブドウ培養細胞への形質転換 
ブドウの培養細胞への形質転換系を確立す
るために，懸濁培養細胞およびカルスへの形
質転換を試みた．CaMV 35S pro::GUSを含む
pBI121 ベクターおよびアグロバクテリウム
GV3101株を用いた． 
 
 
４．研究成果 
（１）紫外線照射時のブドウ果皮における二
次代謝産物の蓄積 
紫外線を照射したブドウ果皮を用いてト
ランスクリプトミクスとメタボロミクスを
実施した．全ゲノムを対象としたマイクロア
レイを用いたトランスクリプトミクスでは，
遺伝子の機能分類である Gene Ontology（GO）
によるエンリッチメント解析を行い，紫外線
照射特異的に誘導される GO タームを
biological process で 2 種，molecular function
で 11 種得た．その中にはレスベラトロール
合成の鍵酵素であるスチルベン合性酵素
（ STS）を示すターム trihydroxystilbene 
synthase activity が含まれていた．一方，
LC-QTOF-MS によるメタボロミクスの結果，
ブドウ果皮に 2,012 種の代謝産物ピークを見
出し，主成分分析（PCA）の結果から，紫外
線照射により特異的に蓄積する代謝産物と

してレスベラトロールを同定した．ブドウゲ
ノム v1情報をKaPPA-View 4 KEGGでも解析
できるようにシステムを更新したのち，トラ
ンスクリプトームデータとメタボロームデ
ータを１枚の代謝マップに統合した（図１）．
その結果，ブドウ果皮に紫外線を照射すると
レスベラトロール代謝系が際立って誘導さ
れることが示された． 

 

図１，紫外線照射時のブドウ果皮の代謝マップ 
 
（２）果実成熟時の果皮における二次代謝産
物の蓄積 
果実成熟時においてブドウの果皮に蓄積
する代謝産物をプロファイルするために，収
穫直前のブドウ果皮とベレーゾン直前の果
皮から代謝産物を抽出し，LC-QTOF-MSによ
るメタボロミクスを実施した．その結果，未
同定ピークを含む 1,197 代謝物ピークが検出
され，そのうち 12 種の代謝産物について標
品を用いて同定・定量した．その結果，果実
の成熟時にはカテキンを除くフェノール性
化合物のほとんどが増加しており，特にブド
ウの主要なアントシアニンであるマルビジ
ン 3グルコシドの蓄積量が最も多かった．一
方，カテキンの蓄積量は成熟時に減少した．
また，PCAにより，成熟に関わる代謝産物 7
種を見出した．7 種の代謝産物のうちの特徴
的な未同定代謝産物について MS/MS フラグ
メント情報をデータベース照合したところ，
成熟後に特徴的な代謝産物としてアルギニ
ンが見出され，成熟前に特徴的な代謝産物と
してグルタミン酸またはグルタミンと推定
される化合物が見出された．本研究において，
ブドウの果実成熟過程で既知の二次代謝産
物の蓄積傾向を確認するとともに，果実の成
熟や品質に深く関わるアミノ酸を見出すこ
とができた． 
 
（３）ブドウ培養細胞に光照射またはエリシ
ター＋JA処理した時の二次代謝産物の蓄積 
 RIKEN BRC から，ブドウの葯壁由来のひ
とつのカルスから分離された，VRと VWの
2 種類の培養細胞が提供されている．これら
2 種類の細胞系統における二次代謝産物合成
の誘導を，プロテオミクスとメタボロミクス
により明らかにした．その結果，VR では光
照射によるアントシアニンの蓄積が，VWで
はエリシター＋JA 処理によるレスベラトロ



ールの蓄積が誘導された． 
それぞれの誘導条件下でプロテオミクス
とメタボロミクスを行ったところ，前者では
合計 1,680 種類のタンパク質が，後者では合
計 793 種類の代謝産物ピークが見出された．
また，メタボロミクスにおける標品を用いた
一点定量から 10 種類のフェノール性化合物
を同定・定量した．GO によるエンリッチメ
ント解析から，光照射を行った VRでのみ同
定されたタンパク質には flavonoid metabolic 
processと flavonoid biosynthetic processのター
ムを持つタンパク質がエンリッチされてお
り，chalcone synthase，flavonoid 3'-hydroxylase，
leucoanthocyanidin dioxygenase，anthocyanidin 
3-O-glucosyltrans ferase1 などのアントシアニ
ンの合成酵素が特異的に同定された．また，
メタボロミクスにより，この時の細胞には
cyanindin 3-glucoside と peonindin 3-glucoside
が高濃度で蓄積していることが確認された． 
一方，エリシター＋JA処理を行った VWに
おいてのみ，レスベラトロール合成の鍵酵素
であるスチルベン合性酵素（STS）が複数種
類プロテオミクスにおいて同定され，同時に
レスベラトロールの顕著な蓄積がメタボロ
ミクスにより確認された． 
上記のプロテオームデータとメタボロー
ムデータを，KaPPA-View 4 KEGGにより代謝
マップに統合したところ，VRと VW の 2種
類のブドウ培養における異なる二次代謝誘
導が明確に示された（図 2，3）． 

図２，VRに光照射した時の代謝マップ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３，VWにエリシター＋JA処理した時の代謝マップ 
 

（４）ブドウ培養細胞を用いた新奇二次代謝
産物輸送体の探索 
 上記（３）の研究において，新奇アントシ
アニン輸送体とレスベラトロール輸送体の
探索を目指し，アントシアニンやレスベラト
ロールを誘導した時のVRと VWの膜タンパ
ク質のプロテオミクスを行った．その結果，
合計 1,437 種類のタンパク質が同定され，
MAPMAN オントロジーの“transport”のアノ
テーションを持つものが，121種類存在した．
これらの中に，複数の既知のアントシアニン
輸送体が同定されていたことから（図４），
プロテオミクスによる二次代謝産物輸送体
探索の有効性が示された．一方で，輸送体は
誘導処理よりむしろ二種類の細胞系統特異
的に同定されており，細胞系統固有に恒常的
に発現していることが示唆された．機能未同
定の ABC輸送体と MATEは，既知の輸送体
との分子系統解析によって，未知タンパク質
については膜貫通領域の数の推定から輸送
体である可能性を判断し，複数のアントシア
ニン輸送体とレスベラトロール輸送体の候
補を見出した． 

図４，プロテオミクスで同定された ABC輸送体 
 
（３）ブドウ培養細胞への形質転換 
ブドウの培養細胞への形質転換系の確立を
目指し，様々な試行錯誤を行ったが，残念な
がら実験系を確立することができなかった． 
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