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研究成果の概要（和文）：プロアントシアニジン(PA)蓄積に関与すると考えられるカキDkDHD/SDHとDkSCPL2の機
能解析のため、アグロバクテリウム法を用いたカキおよびタバコの形質転換を行った。カキカルスにおける
DkSCPL2の過剰発現体ではPAの全体的な増加が見られるがガレートの割合に変化がなかった。またカキ果実で発
現する3つのDkDHD/SDHsにはシキミ酸経路における機能が確認されたものの、没食子酸の生成活性は見られず、
没食子酸の生成には異なる酵素が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to characterize DkDHD/SDH and DkSCPL2, which is supposed to be 
involved in proanthocyanidin(PA) accumulation in persimmon fruit, we tried transformation of 
persimmon and tabacco with these genes using Agrobacterium tumefaciens. The PAs in persimmon callus 
overexpressed DkSCPL2 showed higher amount, however, the ratio of  flavan 3-ols-gallates were not 
altered. The DkDHD/SDHs showed activity in shikimic acid pathway to produce final product of 
phenylalanine as the precursor for flavonoid biosynthetic pathway. The activity as gallic acid 
biosynthesis, however, was not detected in our assay. Therefore, the other enzyme, but not DHD/SDH, 
for dehydroshikimate dehydrogenase should be involved in gallic acid biosynthesis.

研究分野： 果樹園芸学

キーワード： プロアントシアニジン　カキ　没食子酸
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
プロアントシアニジン（縮合型タンニン）

はフラボノイドの一種であり、フラバン 3－
オール（カテキン類）を構成単位としたポリ
マーで、強酸条件下でアントシアニジンを生
ずるものとして定義されている。フラボノイ
ドは一般的に植物の防御に関わる二次代謝
産物であると考えられており、防虫・防菌効
果や UV 防止効果を持つとともに、アントシ
アニンやフラボノールなど色を呈するもの
は、花や果実に昆虫や鳥などの動物を魅きよ
せることで、種子の形成や散布に寄与してい
る。また、我々人間にとっても、特にチャに
多く含まれるカテキン類やブドウのレスベ
ラトロールなどについて、血中コレステロー
ル調節作用、抗酸化作用、老化抑制作用、抗
癌、抗菌、抗アレルギー作用等種々の機能性
が注目されており、薬学、食品工学等の分野
で研究が進められている。 
フラボノイド生合成（第１図参照）は、植

物において早い時期から盛んに研究が進ん
できた分野のうちの一つである。アントシア
ニン、フラボノールといったさまざまなプロ
ダクトをもつフラボノイド生合成系におい
て、ロイコアントシアニジンおよびアントシ
ア ニ ジ ン か ら 、 LAR(leucoanthocyanidin 
reductase)および ANR(anthocyanidin reductase)
の触媒によりフラバン 3－オール類が生成さ
れることによって、プロアントシアニジンの
生成に特異な経路が分岐する。近年、シロイ
ヌナズナの突然変異体を用いて急速に研究
が進み、プロアントシアニジン生成に関わる
多くの酵素や輸送体、転写因子が単離され、
機能解析が進んでいる。しかしながら、生合
成経路の後半のステップ、特に液胞への輸送
やポリマーの形成に関しては未解明な部分
が多い。また植物細胞では、フラボノイドは
小胞体の細胞質側に面した膜上で酵素複合
体によって生成され、その後液胞へと輸送さ
れると仮定されているが、この酵素複合体形 

第１図 プロアントシアニジンの生合成経路 

成や輸送形態についても解明すべき部分が
多く残されている。 
カキ果実において甘渋性、すなわち脱渋性

は最も重要な形質のうちの一つである。樹上
で安定して自然に脱渋がおこる完全甘ガキ
は収穫後の脱渋処理が必要でないため、現在、
品質の優れた完全甘ガキを得ることが育種
の第一の目標となっている。通常、カキは果
実発達の初期に渋み物質であるプロアント
シアニジンを果肉中のタンニン細胞に多量
に蓄積する。完全甘ガキはこの蓄積が果実発
達の初期で停止するため、渋ガキから発生し
たプロアントシアニジンの蓄積異常を示す
変異体と捉らえている。プロアントシアニジ
ンは、これまで分子量が不均一であり非常に
高分子であること、フェノール性水酸基を多
く含んでいるという性質から分析が困難で、
研究対象として敬遠されてきた。先述のよう
に、近年、シロイヌナズナ種皮のプロアント
シアニジン蓄積に異常を示す突然変異体を
用いた研究により、生合成に関わる酵素や輸
送体、6 つの転写因子が単離され、機能解析
が行われている。しかしながら、カキを始め
としてチャやブドウのプロアントシアニジ
ンは、構成単位であるフラバン 3-オールその
ものの構造やそれらの構成、縮合度などが異
なっている。すなわち、シロイヌナズナのプ
ロアントシアニジンは(-)-エピカテキンのみ
で構成されたおよそ 5 量体であるのに対し、
ブドウやカキでは(+)-カテキン、(+)-ガロカテ
キン、(-)-エピカテキン、(-)-エピガロカテキ
ンとそれらに没食子酸が転移したガレート
類により構成された 20～40 量体であり、シ
ロイヌナズナと比較して複雑な構造を持っ
ている。したがって、これらの栽培作物はよ
り進化した生合成系を持つと考え、生合成系
を明らかにし、耕種的あるいは育種的に応用
することを考えた場合、シロイヌナズナを用
いた研究からの知識のみでは事足りない。例
えば、これらの作物には機能性成分としても
注目度が高い(-)-エピガロカテキンガレート
などが多く含まれているが、ガレートの生成
などに関する知見はその成分を生成する能
力を持たないシロイヌナズナを用いた研究
からは得ることが出来ない。 
申請者らはこれまでに、カキ果実において

プロアントシアニジンの蓄積異常を示す 2 種
類の変異体、すなわち、その蓄積異常が優性
形質である中国起源の完全甘ガキ、劣性形質
である日本起源の完全甘ガキ、およびエタノ
ールを用いた樹上での脱渋処理、計 3 種類を
材料としてサブトラクション法によりカキ
果実におけるプロアントシアニジン蓄積に
関連すると考えられる遺伝子群を単離し、こ
れらの遺伝子発現がプロアントシアニジン
蓄積の季節的な変動や、変異体における蓄積
パターンと一致して変化することを確かめ
ている。また、カキは非常に高分子のプロア
ントシアニジンを多量に蓄積するが、その成
分のほとんどは(-)-エピガロカテキンガレー



トで構成されていることを明らかにしてい
る。プロアントシアニジンの生成に必要な酵
素としては、現在のところ LAR, ANR, 
SCPL(serine carboxipeptidase-like protein), PE 
(polymerization enzyme)の 4つが想定されてい
るが、LAR はカキ果実におけるプロアントシ
アニジンの多量な蓄積には深く関わってい
ないことが明らかであり、また PE について
は酵素の存在さえ未解明である。 

 
２．研究の目的 
カキは渋み成分である高分子の縮合型タ

ンニン（プロアントシアニジン）を幼果期に
タンニン細胞（タンニンを特異的に蓄積する
液胞をもつ異型細胞）に蓄積する。本研究は、
カキの脱渋に関連する諸問題の解決や完全
甘ガキの育種に向けた知見を得るため、カキ
果実におけるタンニンの蓄積に関わる重要
なステップであるガレート形成について明
らかにする。同時に、シロイヌイナズナなど
のモデル植物にはないブドウやカキの果実
に特異な高分子のプロアントシアニジンの
生合成や蓄積メカニズムに関する基礎的な
知見を得ることを目的とする。 
本研究で得られる成果は、カキの品質を左

右する脱渋特性や甘渋性の制御法の開発に
結びつけることができる。また、蓄積を抑制
することを目的とした園芸学的な応用だけ
でなく、むしろタンニンの蓄積を促進しそれ
を機能性物質として利用する可能性も考え
られる。 

 
３．研究の方法 
生合成酵素（SCPL および没食子酸の生成

を 触 媒 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
DHD/SDH(dehydroquinate dehydratase- 
shikimate dehydrogenase）について解析を行っ
た。なお、それぞれの酵素については、第 2
図のような機能を予測し解析を進めた。 

 
第 2 図 それぞれの酵素の推定される機能 

 
SCPL(DkSCPL2)については 35S プロモー

ター連結下のセンス、アンチセンス両コンス
トラクト（pGWB2）を作成し、アグロバクテ
リウム法を用いてカキに形質転換をし、形質
転換カルスにおけるプロアントシアニジン

の量と組成の分析を行なった。 
DkDHD/SDH については、以前の研究から

これまでにカキ果実のDkDHD/SDH01につい
て、E.coli BL21(DE3)に⊿AroE::KanRを相同組
換えにより導入した BL21⊿aroE::KanR (DE3)
を用いて、pET3a-DkDHDSDH (no-tag）による
相補実験を行ったところ、シキミ酸生成活性
は確認したものの、セルフリーでの in vitro 
assay では没食子酸生成活性が認められなか
ったため、データベース上の‘西条’果実 EST
のアイソフォームの配列を用いて、‘倉光’幼
果より2つのDkDHD/SDHs（DkDHD/SDH02、
DkDHD/SDH03）を新たに単離した。これら
の遺伝子発現を渋ガキである‘倉光’、中国の
完全甘ガキ‘羅田甜柿’および‘天宝蓋’、日本の
甘ガキ‘駿河’について、経時的な発現解析を
行った。また、SCPL と同様に 35S プロモー
ター連結下のセンス、アンチセンス両コンス
トラクト(pBI121)を作成し、アグロバクテリ
ウム法を用いてカキに形質転換をし、形質転
換カルスにおけるプロアントシアニジンの
量と組成の分析を行なうとともに、同コンス
トラクトによるタバコの形質転換体を作成
し、幼葉のタンパク質粗抽出液（CelLytic P, 
Merk）によりシキミ酸およびデヒドロシキミ
酸を基質とした酵素活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 SCPL(DkSCPL2)については、アンチセンス
に対してセンス個体における PA 含量は増加
しているものの、ガレートの割合に有意差は
認められなかったため、ガレートの形成より
はむしろ PA の蓄積に関わっている可能性が
考えられたが、得られた系統数が少ないため
再度試験を行う必要があると考えられた。 
 DkDHD/SDH については、新たに単離した
2 つのアイソフォーム DkDHD/SDH02、
DkDHD/SDH03 と DkDHD/SDH01 は他科植物
間での系統解析により、DkDHD/SDH01 が属
すクラスターと DkDHD/SDH02、DkDHD/ 
SDH03 とが分かれた（第 3、4 図）。また、渋
ガキである‘倉光’、中国の完全甘ガキ‘羅田甜
柿’および‘天宝蓋’、日本の完全甘ガキ‘駿河’
の果実発達における経時的な発現解析（第 5
図）や‘倉光’における器官別の発現解析を行
ったところ、果実においては、どの遺伝子も
幼果実で発現が高い傾向が見られたが、プロ
アントシアニジンの蓄積量に対応した変化
が見られたのは DkDHD/SDH01 のみであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 3 図 DkDHD/SDHs の相同性 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 4 図 DHD/SDHs の系統樹 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 5 図 果実発達における経時的な発現解析 

 
 器官別の発現解析では、DkDHD/SDH01 が
幼葉や幼果で相対的な発現が高いのに対し、 
DkDHD/SDH02 では花蕾、種子、果実での発
現が茎葉よりも高く、DkDHD/SDH03 は果実
よりも茎葉で発現が高くなっていた（データ
略）。 
 次に、タバコの形質転換体の粗抽出タンパ
ク質を用いシキミ酸やデヒドロシキミ酸を
もちいた酵素アッセイを行ったところ、
DkDHD/SDH01、DkDHD/SDH02 については
過剰発現体においてシキミ酸からデヒドロ
シキミ酸の正逆反応が増加する傾向が見ら
れた（第 6 図）が、没食子酸の生成活性はど
の酵素についても見られなかった（データ
略）。 
 以上の結果から、カキ果実で発現する
DkDHDSDH には、没食子酸の生成活性は見
られないと考えられた。DkDHD/SDH01 の発
現の増加により、シキミ酸経路におけるオリ
ジナルの活性が高まることで、フェニルプロ
パノイド生合成の最初の基質となるフェニ
ルアラニンの生成が増加し、それがプロアン
トシアニンの蓄積増加に関与すると考えら
れた。今後は、大腸菌で融合タンパク質を生
産し in vitro assay によりその機能を確認する
とともに、カキ果実から没食子酸生成活性を
示す新たな酵素の単離実験を進める。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 6 図 タバコ形質転換体の粗抽出タンパク質を
用いた酵素アッセイ 
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