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研究成果の概要：本研究は，ブドウ果実の成熟過程に起こる急速な軟化現象を細胞壁構造と細

胞壁分解酵素遺伝子の発現から明らかにしようと試みたものである．その結果，ブドウ果実の

内部の組織の違いにより軟化過程の速度もしくは構造変化が異なること，ベレゾーン期の急速

な軟化は細胞壁のヘミセルロース，特にキシログルカンの低分子化によって起こるであること

が明らかとなった．今後組換えタンパクなどを用いて詳細に調査する必要がある． 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・園芸学・造園学 
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１．研究開始当初の背景 
 果実の軟化に関する研究報告は数多い

ため，ブドウ果実についてまとめると，S

ilacci and Morri son(1990)は，ベレゾ

ーン後の果実の軟化はペクチン質の可溶

化に関係していると報告し，成熟果実 

の細胞壁成分の中でセルロースとペクチ

ンの割合が30～40％を占めていることも

明らかにされた（N unanら，1997）．さ

らにNunanら（1998）は，成熟果実の軟化

において，タイプIのアラビノガラクタ 

ンが顕著な変化を示したことを報告して

いる．その後，Yakushijiら（2001）がブ

ドウ‘巨峰’果実 を用いて，ベレゾー

ン期の果実軟化はヘミセルロース画分中

のキシログルカンの低分子化によるもの

 であることを明らかにした．そして，I

shimaru and Kobayashi（2002）は，ベレ

ゾーン期に特異的に 発現する遺伝子群

をサブトラクション法によりライブラリ

ー化し，その中で7種の細胞壁分解関連 

 酵素タンパクの発現を調査したところ，

キシログルカン・エンドトランスグリコ

シラーゼ（XET）が ベレゾーン期に急激

に発現することを明らかにし，Yakushiji

ら（2001）の報告を遺伝子発現レベル で



裏付けした形となった．これらの結果か

らブドウ‘巨峰’果実のベレゾーン期に

起こる果実軟化は ヘミセルロース画分

中のキシログルカンが低分子化または構

造の変化に起因すると考えられ，これま

でペクチンの分解によると考えられてい

たベレゾーン期の軟化とは異なる独創的

で特色ある結果を 出している．ここで，

Ishimaru and Kobayashi(2002)が単離し

たXETは近年，キシログルカンハイド ロ

ラーゼとも考えられているが，明確な結

論は出ていない．Saladie et al. (2006)

 はトマト果実か らXET遺伝子を単離し，

組換えタンパクを産生する事に成功して

いるが，果実軟化に深く関与してい る

ものではなく，XETのなかでも加水分解酵

素活性を有するものもあることを明らか

にしたにすぎな い． 

 

 また，石丸らは果実内部組織の違いによ
り硬度低下の程度が異なることを見出して
おり， ブドウ果実のベレゾーン期の軟化
が果実中のどの部分から始まり，どのよう
に果実全体に広がっていくかということを
明らかにする基礎的知見となりうる． 
 
 
２．研究の目的 
 ブドウ果実の生長は，核果類やカキなどと
同様に 2 重 S 字曲線を描き（中川，1965），
果実の肥大期 は 3 期に分かれる．まず，開
花期以降の急速に果実肥大が見られる時期
を第 1 期，途中の肥大停滞期を 第 2 期，再
び肥大して成熟するまでの期間を第 3期と呼
ぶ．第 2 期から第 3 期の境界を「ベレゾーン」
と 呼び，果実の軟化，減酸・増糖および着
色が短期間に始まり成熟へと向かうブドウ
果実特有の成熟の 転換点の時期である．こ
の時期の果実軟化は「水まわり」とも呼ばれ，
硬い果肉から急激に水分がまわりはじめ，可
食可能な状態となる．ベレゾーンは環境要因
や植物ホルモンの作用によって制御されて
いると考えられているが，未解明な点が多い．
このベレゾーンがどのようにして始まるの
かを解明 することにより，人為的にベレゾ
ーンを制御しブドウ果実の熟期調節が可能
になると考えられる． 
 
３．研究の方法 
 
（１）成熟過程における果実内部位別細胞壁
構成成分の構造変化 
 ブドウ果実は，その内部構造が果皮，外壁
（果皮から周辺維管束），内壁（維管束から
胎座まで），胎座組織からなっている．これ

までのブドウ果実の成熟に関する報告は一
果粒の果実全体を捉えたものばかりであり，
果実内部を部位別に調査し，一果粒内の成熟
進行過程を調査した報告はない． また，伴
ら（2006）は，ベレゾーン期の果実の MRI
による画像から，果実の内部構造が，まず維
管束環から外壁の部分にかけて変化するこ
とを確認した（発表予定）．また，石丸ら（未
発表）はベレゾーン期の軟化過程で内壁と外
壁で硬度低下の程度が異なることを確認し
た．そこで，19 年度はブドウ果実を外壁，内
壁，胎座の 3 部位に分けて成熟段階ごとの細
胞壁構成多糖類の構成変化を調査する． 
 
 
（２）細胞壁分解関連酵素遺伝子の発現解析
および組換え酵素タンパクの産生 
 ブドウ‘巨峰’果実においてすでにベレゾ
ーン期に特異的に発現する 7種の細胞壁分解
関連酵素遺伝子を単離しており，上述の項目
と同様に果実を 3 部位に分け，これら 7 種の
遺伝子について RT-PCR 法などにより発現
解析を行う． 
 
（３）ベレゾーン期の果実内組織の構造変化
を可視化する  
 上述の１．果実内部位別細胞壁構成多糖類
の構造変化で述べたように，ベレゾーン期の
果実を MRI により画像化したところ，維管
束環から外壁の部分にかけて組織構造が変
化し始めることを明らかにしている（伴ら，
発表予定）．そこで，ここでは組織の構造変
化をさらに解析するため，経時的に外観およ
び内部の写真撮影，in situ ハイブリダイゼー
ション法や，tissue print immunoblot 法のた
めの遺伝子，酵素タンパクの準備をはじめる． 
 
 
４．研究成果 
 
（１）成熟過程における果実内部位別細胞壁
構成成分の構造変化 
  
 ブドウ‘巨峰’果実は，第 1図のように内
壁，外壁，果皮に構造がわかえており，それ
ぞれの部位で硬度，糖含量が異なっていた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 1 図 ブドウ‘巨峰’果実内の構造 
 



第 1表‘巨峰’cDNA ライブラリーから単離し
たエクスパンシン遺伝子のデータ  

 

 

内壁・外壁における可溶性固形物の含量は，
ベレゾーン期において 9.9，11.0 とわずかに
外壁のほうが多かったが，成熟果実において
はどちらも 25.5 前後となり，内壁・外壁の
差は見られなかった． 
 次に硬度を見てみると，未熟果実において
は，内壁は外壁に比べ硬度が高く，約 1.5 倍
程度の硬度差があった．ベレゾーン期には急
激に減少し，成熟期になると逆に内壁より外
壁のほうが硬度が高くなった． 

第 1表のように 3種のエクスパンシン遺伝子
（Vlexp-1, Vlexp-2, Vlexp-3）を単離した．
アミノ酸配列から系統樹を作成したところ，
エクスパンシンは 4つのグループに分けるこ
とができた．Vlexp-2 と Vlexp-3 はグループ
B で，成熟果実から単離された遺伝子群のグ
ループに属していた．また Vlexp-1 はグルー
プ Cで，未熟果実，花，芽から単離された遺
伝子群のグループに属していた． 

 内壁と外壁の糖成分の変化をフルクトー
ス，グルコース．スクロースの量を測定し統
計処理を行った．その結果，いずれの糖にお
いても内壁より外壁の糖含量が高いという
ことが明らかとなった． 
 
 硬度と糖含量の変化から果実内部の水分
動態が内壁と外壁においては異なっている
と考えられたため，MRI(Magnetic resonance 
imaging)をもちいて画像により判断を行っ
た（第 2図）． 

 次に発現解析をおこなった． 

第 2図 巨峰果実の MRI 画像 
左より 開花後 28 日，42 日（ベレゾーン）， 
63 日，77 日（成熟） 
 

MRI の画像によると内壁より外壁のほうが
早くに水分が回り始め，成熟果実においては
維管束帯より外側の構造部分でより多くの
水分が存在することが明らかとなった．これ
は内壁と外壁の糖含量の相違と一致してい
たが，細胞壁構造から考えると外壁のほうが
硬度が高く，細胞壁構成糖の分解による糖含
量の差ではないと思われた． 

第 3図 エクスパンシン遺伝子の‘巨峰’果
実の発育過程における遺伝子発現パターン 
 
 第 3 図のように，Vlexp-1 と Vlexp-3 がベ
レゾーン期から急激に発現が強くなってい
ることが明らかとなった．また，組織別の発
現についても調査したところ，Vlexp-1 は葉，
巻きひげ，花で発現しており，Vlexp-2 は葉，
巻きひげ，根，花，種子のすべてにおいて発
現が確認された．Vlexp-3 は果実のみで発現
しており，果実特異的エクスパンシン遺伝子
であることが明らかとなった．つまり，ブド
ウ‘巨峰’果実のベレゾーン期の軟化には
Vlexp-3 が深く関与していると考えられる． 

 
 以上の結果から果実内部の部位によって
も硬度，糖含量が異なり，さらに糖含量と硬
度には関係がなく，細胞壁の構造を詳細に検
討する必要がある． 
 
 
（２）細胞壁分解関連酵素遺伝子の発現解析
および組換え酵素タンパクの産生 
 
 サブトラクトライブラリーから得られた 7
種類の細胞壁分解酵素遺伝子の発現を解析
したところ，ベレゾーン期に急激な発現パタ
ーンを示したエクスパンシンホモログにつ
いて cDNA ライブラリーからスクリーニング
を行った． 

 
 次に，既に単離した VXET1 について組換え
タンパクを産生するため発現系の構築を行
った．その結果，大腸菌系（pET 15b, pET 23b）
を用い，さらに宿主大腸菌系統を数種類変え
て発現を試みたが，組換えタンパクの産生は
確認できなかった． 
 さらに，酵母系(Picchia）において発現を

  
 



試みたが，産生は確認できなかった．そこで，
無細胞系を用いて産生を試みた．その結果，
アミノ酸配列から推定される 53kDa付近にタ
ンパク質のバンドが確認され，組換えタンパ
クの産生に成功した．しかし得られた組換え
タンパクは酵素活性を有しておらず，次の抗
体作成に供試できるものではなかった． 
 さらに，大腸菌系で近年分子シャペロンと
の共発現により可溶画分に酵素活性を有す
るタンパクが産生可能であるという報告が
ある．そこで，VXET1 についても同様にシャ
ペロンとの共発現を試みた．しかし，活性を
有する組換えタンパクの産生は確認できな
かった． 
 植物細胞壁分解酵素の組換えタンパクの
産生はこれまでに数例しか報告がなく，いず
れも酵母系において成功している．そこで，
今後さらに検討する必要がある． 
 
（３）ベレゾーン期の果実内組織の構造変化
を可視化する 
 
 in situ ハイブリダイゼーション法や，
tissue print immunoblot 法のため，単離し
た遺伝子や組換えタンパクの産生をめざし
たが，上述したように種々の組換えタンパク
発現系を試みても産生はできなかった． 
 in situ ハイブリダイゼーション法につい
ては，現在進行中であり，結果が得られる予
定． 
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