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研究成果の概要（和文）： 脱渋処理したカキ果実では、エチレン生成誘導後、細胞膜の脂質を過酸化するリポキシゲ
ナーゼ遺伝子の発現が増加することで、細胞膜が劣化し、果肉硬度の低下と電解質漏出量の増加、還元型アスコルビン
酸含量の減少が認められた。アクアポリン遺伝子発現は樹上軟化と関連が深かった。エチレン生成誘導要因はこれらの
因子以外であると思われた。
 樹上で軟化した果実からｃDNAライブラリーを作成し、EST遺伝子情報を獲得した。1５の細胞壁分解酵素遺伝子を発現
解析すると、５種のペクチン分解酵素と３種のキシログルカン分解酵素の遺伝子が急速な果実軟化に関与していること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Ethylene synthesis triggered and induced the deterioration of cell membrane via 
increase of lipoxygenase gene expression, ion leakage, decrease of flesh firmness and ascorbic acid in 
persimmon fruit treated by removal of astringency. Aquaporin gene expression was related to the on-tree 
fruit softening. The induction factor of ethylene synthesis is thought to be another one except for above 
mentioned.
 To prolong shelf-life of persimmon, cDNA was constructed from softened pulp of immature fruit and 
sequenced ESTs. Obtained 4701 EST information contained pectin and xyloglucan degrading enzyme genes. 
Fifteen isogenes expression were analyzed by real-time PCR. On-tree senescenced fruit rapidly softened 
and produced ethylene, mRNA of five pectin and three xyloglucan degrading enzyme genes increased 
concomitant with softening degree.
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１． 研究開始当初の背景 
 
果実軟化機構については多くの研究がな

され、申請者らも、平成 17～19 年度科学研
究費基盤研究 B、平成 21～23 年度農水省実用
化技術開発事業で知見を積み上げてきた。し
かしながら、軟化の主原因であるエチレンに
ついては、その生成系とシグナル伝達が詳細
に解明されたものの、エチレン生成系そのも
のがどのようにして誘導されるのか殆どわ
かっていなかった。 
そこで、本研究においては、果実の中でも

特に貯蔵性が低く、国内需要や輸出拡大商材
として注目されているカキを対象として、プ
レ-エチレン-イベントを解明することとし、
申請者らが確立したカキの網羅的遺伝子情
報：EST（Expressed Sequence Tag）を用い
たDNAアレイ解析を駆使して研究を進めるこ
ととした。 

 
２．研究の目的 
 
エチレン生成によって誘導されるクライ

マクテリック型果実の軟化を抑制し、大幅に
貯蔵性を高める技術を開発するために、急速
に軟化するカキ果実をモデルとして、軟化の
引き金となるエチレンがどのように誘導さ
れるのか、いわゆるプレエチレンイベントの
メカニズムを解明する。すなわち、果実への
水や同化産物の取り込み時の水チャンネル
（アクアポリン）の開閉やトランスポーター
のシグナル、ならびに、脱渋ストレスなどに
よって生じた細胞壁の構造変化・断片化シグ
ナル、活性酸素やリポキシゲナーゼによる細
胞膜の劣化、改変シグナルと消去系であるア
スコルビン酸-グルタチオンサイクルが、エ
チレン生成のスイッチのオン・オフに関わっ
ているという観点から研究を行った。同時に
エチレン生成に誘導される細胞壁分解酵素
発現の挙動も解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１） プレエチレンイベント 
カキ‘西条’果実を用いて、網羅的遺伝子

発現解析としての、DNA マイクロアレイ解析
結果を参考にして、アクアポリン遺伝子
DkAQP1と DkAQP2発現解析を行った。 
‘西条’ ドライアイス脱渋処理果を用いて、
還元型アスコルビン酸の減少および細胞膜
の脂質過酸化や電解質の漏出量を指標とし
た細胞膜の劣化と、カキ果実のエチレン生成
誘導との関連を調査した。さらに、リポキシ
ゲナーゼ（9-LOX）およびアクアポリン（PIP1、
PIP2）の発現解析を行った。 
 また、カキ‘守屋’果実を用いて、ESR 解
析を行った。 
 

（２） ポストエチレンイベント 

－細胞壁分解酵素遺伝子の発現－ 

 10 月上旬に ‘西条’果実を４つの異なる
軟化度で収穫し、すべての軟化度の果実を用
いてcDNAライブラリーを作成した。このcDNA
ライブラリーの塩基配列決定し、得られた
EST 情報を Blast プログラムにより既知の遺
伝子情報と比較した。そのうち、細胞壁分解
酵素に関連する遺伝子に関して、発現解析を
行った。 
発現解析の材料は老化により樹上軟化し

たもしくはエチレン生成を誘導するため樹
上で傷害処理した‘平核無’果実を用いた。
果実の軟化度およびエチレン生成を測定し
た後、RNA を抽出し、逆転写を行い、遺伝子
特異的プライマーを用いてリアルタイム PCR
による発現解析を行った。 

 
 
４．研究成果 
 

（１）プレエチレンイベント 

[平成 24 年度] 
アクアポリン遺伝子DkAQP1と DkAQP2の発

現解析の結果、DkAQP1が‘西条’の樹上軟化
と関連が深いことが明らかとなった。また、
マイクロアレイ解析の結果アスコルビン酸
の 代 謝 系 の 最 終 段 階 の 酵 素 で あ る
L-galactonolactone dehydrogenase の発現
量が樹上軟化しやすい系統で低いことより、
アスコルビン酸の軟化に関与する可能性が
示唆された。さらに、‘守屋’幼果を用いた
ESR 測定の結果より、軟化に伴って果肉中
に・OH ラジカルの発生が認められた。 
 
[平成 25 年度] 
DNA マイクロアレイを用いた網羅的解析に

より、カキ‘西条’のエチレン生成を誘導し
やすい系統では、脂質の過酸化に関与するリ
ポキシゲナーゼの発現量が多いことを見出
している。そこで、ドライアイス脱渋処理果
を用いて、還元型アスコルビン酸の減少およ
び細胞膜の脂質過酸化や電解質の漏出量を
指標とした細胞膜の劣化と、カキ果実のエチ
レン生成誘導との関連を調査した。その結果、
エチレン生成誘導に伴い、還元型アスコルビ
ン酸の急速な減少と、脂質の過酸化、電解質
の漏出量の増加が起こった。これらのことか
ら、ドライアイス脱渋処理によるストレスに
よって、抗酸化物質であるアスコルビン酸含
量の減少とともに、細胞膜の酸化が起こり、
膜の機能が低下することと、エチレン生成と
のあいだに密接な関連があると思われた。 
さらに、昨年度解析したカキ‘西条’2 系

統を用いてアクアポリン遺伝子を反復解析
した結果、DkAQP1がエチレン生成誘導量の大
きい系統で高く発現していることを再確認
した。 

 

 [平成 26 年度] 



細胞膜の劣化がカキ果実のエチレン生成
の誘導要因になっているのかを調査した。カ
キ‘西条’成熟果のドライアイス脱渋を行う
と、エチレン生成誘導後、果肉硬度の低下と
電解質漏出量の増加、還元型アスコルビン酸
含量の減少が認められた。細胞膜の脂質を過
酸化するリポキシゲナーゼ（9-LOX）はエチ
レン生成に応答して増加した（第 1図）。ア
クアポリン（PIP1）は処理後発現量が減少し、 
PIP2の発現量に変化はなかった。1-MCP 処理
による実験も加味した結果、細胞膜の劣化は
エチレン生成後に誘導されることが示唆さ
れた。 
 
 

 

第１図 ドライアイス処理後のリポキシゲナーゼ

（9-LOX）の発現量 

アルファベット異符号間に有意差あり（ P >0.05） 
 
 

（２） ポストエチレンイベント 

－細胞壁分解酵素遺伝子の発現－ 

細胞壁分解酵素遺伝子の発現樹上軟化し
た‘西条’カキ果実から cDNA ライブラリー
を作成し、4701 の EST 情報を得ることができ
た。そのうち、ペクチンおよびキシログルカ
ンの分解に関与する酵素遺伝子は主にポリ
ガラクチュロナーゼ（PG）・ペクチンメチル
エステラーゼ（PME）・β-Dガラクトシダーゼ
（Gal）・α-Lアラビノフラノシダーゼ（Arf）
およびエンド型キシログルカン加水分解・転
移酵素（XTH）であった。樹上軟化した‘平
核無’果実においてこれらの遺伝子発現解析
したところ、樹上で老化した‘平核無’の果
実軟化において、DkPG1、DkPG2、DkGal1、 
DkArf1、DkXTH1、DkXTH2および DkXTH5の発
現が関与していると思われた。これらの遺伝
子は傷害処理によりエチレン生成を誘導し
た果実の軟化においても、軟化度の進行と一
致する発現パターンを示した。 
 
（３） まとめ 
カキ果実の軟化にはエチレン生成が必須

なことはもとより、エチレン生成を誘導する
要因として、アクアポリンを介した水ストレ
スと、アスコルビン酸による還元能の低
下、・OH ラジカルの発生などが関与すること

が示唆された。 
 そこで、細胞膜の劣化がエチレン生成誘導
のシグナルとなっているのではないかとい
う観点から、調査を行った。エチレン作用阻
害剤の 1-MCP を用いた実験により、エチレン
生成によって、リポキシゲナーゼ（9-LOX）
を介した細胞膜の脂質過酸化が起こってい
ることがわかった。このことより、細胞膜の
劣化はエチレン生成誘導後に起こっている
ことが証明された。さらに、還元型アスコル
ビン酸の減少もエチレン生成誘導後に起こ
っていた。 
したがって、カキ果実におけるエチレン生

成誘導の真のシグナルまたは要因は、
MADS-BOX 遺伝子や、申請者らの DNA マイクロ
アレイによる網羅的解析結果から得られた
Vegetative storage protein や Myb-related 
transcription factor などの遺伝子の解析、
次世代シークエンサーを用いた解析などに
より、さらに検討していく必要があると考え
られる。 
 ポストエチレンイベントとしての細胞壁
分解酵素遺伝子の動きについては、エチレン
によって誘導された DkPG1、DkPG2、DkGal1、 
DkArf1、DkXTH1、DkXTH2および DkXTH5が果
実軟化に重要な役割を果たしていることが
明らかになった。 
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