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研究成果の概要（和文）：プロアントシアニジン蓄積に関与すると考えられるカキDkDHD/SDH、DkSCPL1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の形質転換とDkDHD/SDHではBL21⊿aroE::KanR (DE3)を用いた相補
実験を行った。DkSCPLについては結果が得られなかったが、DkDHD/SDHはシキミ酸経路における機能が確認された。
次に、赤色系ブドウ品種にABAおよびIAA処理を行い果皮のアントシアニン蓄積に関する影響を調査したところ、ABAは
赤色よりも青・紫色系のアントシアニンの蓄積を転写因子MybAを介して誘導すること、IAAはこれらの生成を抑制する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to characterize DkDHD/SDH, DkSCPL1 and DkSCPL2, which is supposed to be i
nvolved in proanthocyanidin accumulation in persimmon fruit, we tried transformation of persimmon leaf wit
h these genes using Agrobacterium tumefaciens, and also production of DkDHD/SDH with Escherichia coli BL21
(DE3) for complementation assay. We could not obtain clear results for DkSCPLs. As for DkDHD/SDH, transfor
mation by antisense DkDHD/SDH reduce the production of proanthocyanidin, and complementation of BL21 delta
 aroE::KanR (DE3) with pET3a-DkDHDSDH shows this protein works as SDH in shikimic pathway.
Secondly, we applied ABA and IAA to red grape cultivars around varaison to clear the effect of these plant
 hormones at anthocyanin accumulation of berry skin. The results indicated that the ABA treatment induces 
the accumulation of blue-purple anthocyanins via MybA transcription factor, while the IAA treatment reduce
s it.
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１．研究開始当初の背景 
フラボノイドは植物の防御に関わる二次
代謝産物であり、防虫・防菌効果や UV防止
効果を持つ。また、アントシアニンなどの色
を呈するものは、花や果実の色を鮮やかに魅
力的にし、植物の生殖や種子の散布などに貢
献する重要な要素である。一方、我々人間に
とっても、抗酸化、抗ガン、抗アレルギー、
抗炎症、血中コレステロール低下、抗菌・抗
ウイルス作用など様々な機能性を持ってお
り、薬理学的も注目され研究されている。 
フラボノイド生合成については近年、モデ
ル植物を用いて急速に研究が進み、多くの酵
素や転写因子が単離・特性化されているもの
の、生合成経路の下流のステップ、特に液胞
への輸送に関してはまだ未解明な部分が多
い。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こと
が仮定されているが、この酵素複合形成につ
いても解明すべき部分が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 渋み物質である高分子の縮合型タンニ
ンを果肉中に蓄積するカキ、(2) 果実成熟期
に急激に果皮に色素であるアントシアニン
を蓄積するブドウを材料として用い、果実に
おける二次代謝産物であるフラボノイドの
蓄積メカニズムを解明し、これらの知見を栽
培生理に活かし果樹産業へ貢献することを
大きな目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) カキ これまでにプロアントシアニジン

(PA)生合成と関与が示されていない遺伝子群、
すなわち、2種類の serine carboxypeptidase-like 
protein (DkSCPL1, DkSCPL2)、3-dehydroquinate 
dehydratase-shikimate:NADP oxidoreductase 
(DkDHD/SDH)をベクターpGWB2 に組み込み
35S プロモーターに連結したセンス、アンチ
センスの両コンストラクトを作製した。これ
をアグロバクテリウム法（EHA101 株）によ
り、カルスにプロアントシアニジンを多く蓄
積するカキ、蓄積しないキウイフルーツに形
質導入をした。 
 なお、DkSCPL1, DkSCPL2については大腸
菌での融合タンパク質の発現をいくつかの
宿主で試みたが、いずれにおいても可溶性の
タンパク質は発現しなかった。次に Hisタグ
を付加したコンストラクトを作製してウイ
ルスベクターを用いたタバコ BY2 培養細胞
の形質転換により、タンパク質を過剰発現さ
せ、この培養細胞の粗抽出液と、β-glucogallin
および(-)epigallicatechinを基質として in vitro
アッセイを試みたが成功しなかった。 
 また DkDHD/SDH については Escherichia 
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。 

次に、形質転換カルスの PAを抽出し、Folin 
Ciocalteu 法により可溶性フェノール含量
Acid Butanol法により PA量を測定した。をま
た、PAの構成ユニットについて、フロログル
シノールを用いた酸によるPAの開裂を行い、
これを HPLCを用いることで分析した。 
なお、SCPL はこれまでにアシル基転移酵
素として機能するという報告があり、他植物
における形質転換体の発現解析においても
PAの転写因子である Mybにより制御されて
いると考えられるため、カキ果実におけるプ
ロアントシアニジンのガレートの生成に関
連しているのではないかと仮定している。ま
た、DHD/SDH はシキミ酸生合成系の 3 番目
と 4番目のステップを触媒する酵素であるが、
ガレートの構成要素である没食子酸を 3デヒ
ドロシキミ酸からの直接の生成を触媒する
という報告があるため(図１)、DkDHD/SDH
がこの反応を触媒するかを調査する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 シキミ酸経路 

 
(2) ブドウ 石川県立大学附属農場に植栽
されている赤色系品種である‘安芸クイーン’、
‘ハニーレッド’、‘デラウェア’の各果房に
ABA(ミヨビ、終濃度 400ppm, 200ppm)、ある
いは ABA400ppmにオーキシンを加えた処理
(+IAA250ppm、‘ハニーレッド’には+CPA5ppm、
+CPA50ppm、+CPA250ppm)を浸漬処理した。
2009年における各処理条件を表 1から表 3に
示す。 
 
表 1 ‘安芸クイーン’果房に対するホルモン処理(2009) 

処理時期 45DAF 54DAF 61DAF 

ABA400ppm 8房 8 8 
ABA200ppm 8 8 8 
ABA400+IAA250ppm 8 8 - 

 
表 2 ‘ハニーレッド’果房に対するホルモン処理(2009) 

処理時期 45DAF 54DAF 61DAF 

ABA400ppm 8房 8 8 
ABA200ppm 8 8 8 
ABA400+IAA250ppm 8 8 - 
ABA400+CPA5ppm 8 8 - 
ABA400+CPA50ppm 8 8 - 
ABA400+CPA250ppm 8 8 - 

 



表 3 ‘デラウェア’果房に対するホルモン処理(2009) 

処理時期 43DAF 49DAF 58DAF 

ABA400ppm 8房 8 8 
ABA200ppm 8 8 8 

 
また、2010年にも ‘安芸クイーン’、‘ハニー
レッド’および‘デラウェア’に、ベレゾーン期
のみに、‘デラウェア’では 50ppm、100ppm、
200ppmの IAAを、‘安芸クイーン’および‘ハ
ニーレッド’では 200ppmと 400ppmの ABA、
400ppmの ABA に 50ppm・100ppm・200ppm
の IAAを混合したもの、200ppm の IAAを各
8 房ずつ処理した。さらに、石川県農業総合
研究センター砂丘地試験場に植栽されてい
る赤色系品種‘ルビーロマン’について、ベレ
ゾーン期に 800ppmの ABA、800ppmの ABA
に200ppmの IAAを混合したもの、200ppm の
IAAを各 4房ずつ処理した。 
 これらの果実について、果実肥大、糖度お
よび酸度を経時的に調査すると共に、果皮を
凍結、保存して後にアントシアニン含量、
HPLCによるアントシアニン組成、‘安芸クイ
ーン’については量的リアルタイム PCR 法に
よりフラボノイド生合成経路の構造遺伝子
（PAL, CHS, DFR, F3’H, F3’5’H, ANS, UFGT, 
ANR、FLS）と下流の輸送に関わるもの(GST, 
MATE)、メチル化酵素(OMT)とアシル化酵素
(CaOMT)と転写因子(MybA, MybPA1, MybPA2, 
Myb5a, Myb5b)について q real-time-PCRによ
り調査した (図 1)。実験に使用したプライマ
ーセットはそれぞれ‘安芸クイーン’配列を確
認し設計し、解析は比較 CT（⊿⊿CT）法によ
り定量実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 アントシアニン生合成経路 
 
４．研究成果 
(1) カキ 

DkSCPLおよび DkDHD/SDHの形質転換カ
ルスについて分析を行ったところ、それぞれ、
DkSCPL1はキウイの組換え体センス 1個体、
SCPL2はカキの組換え体センス 1個体、アン
チセンス 4 個体、キウイセンス 1 個体、
DHDSDH はカキアンチセンス 4 個体しか得
られなかった。これらの組換え体について
Folin Ciocalteu 法により可溶性フェノール含
量(図 3)、Acid Butanol 法により PA 量(図 4)

を測定したところ、可溶性フェノール含量に
ついては差が見られなかったものの、PA量に
つては DHD/SDHアンチセンス個体で低下し
ており、SCPL2 センス個体で増加していた。
ただし、SCPL2については 1個体しか得られ
ていないため、さらなる形質転換体の獲得が
必要である。次に、それぞれの PA 構成につ
いて調査したところ、SCPL2はセンス、アン
チセンスともに、大きな差が認められなかっ
たが(図 5)、DHD/SDHアンチセンス個体にお
いては、得られた 4つの形質転換体すべてに
おいて PA量と共に extension unitの減少が見
られており、DkDHD/SDH の PA 生合成への
関与が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 形質転換カルスの可溶性フェノール含量 
それぞれの棒グラフは形質転換体、ベクターコントロ

ール、あるいはカキ‘'藤原御所’キウイ‘ヘイワード’
野生型（非組換えカルス）を示している。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 形質転換カルスの PA含量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 DkSCPL2形質転換カルスの PA組成(それぞれ 1個
体のみの PA組成を示した) 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6  DkDHD/SDH形質転換カルスの PA組成(それぞれ
1個体のみの PA組成を示した) 
 次に、DkDHDSDH の BL21⊿aroE::KanR 
(DE3)の pET3a-DkDHDSDH による相補実験
を行った（図 7）。DkDHDSDHの N末端領域
の長さにより活性の強さが左右されたもの
の、このタンパク質にシキミ酸経路(図１)に
おける本来の SDH活性が確認された。通常、
DHD/SDHは N末端領域に葉緑体移行シグナ
ルを有しているが、DkDHD/SDHはこれを有
しているか否かがはっきりしておらず、今後
全長をクローニングした上で、in vitroでの機
能を明らかにする必要があると考えられた。
また、全長を明らかにした上で、いくつかの
N末端領域をもつ組換え体を作製し、詳細な
SDH活性を調査する予定である。 
 
 
 
 

 
図 7 BL21⊿aroE::KanR (DE3)の pET3a-DkDHDSDHによ
る相補 
 
(2) ブドウ 
 ABA およびオーキシン処理用いた果実は
通常の果実肥大、糖の増加と酸度の減少を示
した。それぞれの処理を施したところ、2009
年、2010年ともに‘安芸クイーン’と‘ハニーレ
ッド’では ABAにより着色促進、オーキシン
により着色抑制が起こった（図 8‘安芸クイー
ン’のみ）。また、‘ルビーロマン’では ABAに
よる着色促進がおこったものの、IAA200ppm
処理では抑制が起こらなかった。なお、デラ
ウェアについてはいずれも処理効果が認め
られなかった。次に、アントシアニン含量を
調査したところ、ABAによりアントシアニン
量が増加し、オーキシンにより減少がみられ
た(図 9)。また、ABA 処理では濃度が高くな
ると果皮の深色化がみられ、HPLC によりア
ントシアニン組成を調査すると、濃度依存的
に青や紫を呈するアントシアニンの B環が 3
つヒドロキシル化された delphinidin、あるい
はそれらがメチル化された malvidin 、
petunidin を骨格とするものの割合が増加し

ていた（データ省略）。 
 

 
（ 45DAF 処 理 ）          
（54DAF処理） 
 
 
 
 
 
 

 
 
（61DAF処理） 
図 8. ‘安芸クイーン’のABAおよびオーキシン処理を行っ
た果実の収穫時の写真 （2009） 
1:control、2:ABA200ppm、3:ABA400ppm、4:ABA400ppm
＋IAA250ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9.  収穫果果皮の totalアントシアニン （2009） 
（1:control、2:ABA200ppm、3:ABA400ppm、4:ABA400ppm
＋IAA250ppm）※範囲は標準偏差を表す （n=3） 
*:0.01<P<0.05  **:P<0.01 
 
 
次に、2009 年の‘安芸クイーン’に、

45DAFに 400ppmの ABAを処理した果実
の果皮について、量的 real-time PCRによる
アントシアニン生合成系遺伝子群の発現解



析を行った。測定した遺伝子群うち、アント
シアニン生合成に関わる転写因子である
VlMybA1、生合成キー酵素をコードする
VlUFGT、アントシアニンの輸送に関わる
VlGST、液胞への取り込みを行う VlAM3、フ
ラボノイドの B 環のヒドロキシル化に関わる
VlF3’5’H と VlF3’H、メチル化に関わる
VlOMTの発現量が ABA処理により有意に
増加していた。これに対し、アントシアニジ
ンを基質として競合し、プロアントシアニジン
の生合成のキー酵素をコードするVlANRや
プロアントシアニジン生合成の転写因子で
ある VlMybPA1、VlMybPA2、アントシアニン
とプロアントシアニジン両生合成経路の転
写因子である VlMyb5a、VlMyb5b、プロアン
トシアニジン、アントシアニジン両生合成経
路で共通して働く VlDFR については ABA
処理、非処理果間における発現の有意差
は見られなかった。このことから、ABA 処理
は MybA を介してアントシアニン生合成経
路下流の UFGT、液胞への輸送と B 環のヒ
ドロキシル化およびメチル化を誘導し、より
高い濃度で果皮の深色化を誘導する可能
性が示唆された。なお、遺伝子の発現解析
については 1 年度の実験しか遂行していな
いため、年次反復を行っての確認が必要で
あると考えている。 
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