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研究成果の概要（和文）：ノビレチンはポリメトキシフラボノイドの一種であり，カンキツ果実のごく一部の品
種に多く含まれる。本研究では，ノビレチンを多く蓄積するカンキツ果実とほとんど蓄積しない果実を用いて，
マイクロアレイ解析を行うことにより，ノビレチン生合成遺伝子および関連する転写因子を単離し，機能解析を
行った。その結果，CitOMT1はタンゲレチンからノビレチンへの生合成に関与し，CitOMT2はシネンセチンからノ
ビレチンへの生合成に関与することが明らかにした。さらに，7個の転写因子の発現パターンは，品種間におけ
るノビレチン含量の違いとよく一致しており，ノビレチン生合成の調節に関与する可能性があることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Nobiletin is a polymethoxylated flavonoid specifically accumulated in citrus
 fruit. In this study, to elucidate the accumulation of nobiletin in citrus fruit, the key genes 
involved in nobiletin biosynthesis were identified by microarray analysis, and their roles in the 
regulation of nobiletin accumulation were investigated in different citrus varieties. The results 
showed that CitOMT1 and CitOMT2, which were highly expressed in nobiletin abundant varieties of 
Ponkan mandarin and Nou 6, catalyzed the biosynthesis of nobiletin from tangeretin and sinensetin, 
respectively. In addition, we screened and isolated 7 transcriptional factors by microarray 
analysis, the changes in the expression of these transcriptional factors were well consistent with 
the accumulation of nobiletin in different citrus varieties during the ripening process. In this 
study, the novel nobiletin biosynthetic pathway was proposed, and its regulatory mechanisms were 
deeply discussed in citrus fruit.

研究分野：収穫後生理学

キーワード： ノビレチン　フラボノイド　フラボン　PMF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では，ノビレチンに着目して研究を行った。ノビレチンは，アルツハイマー病の予防，発がん抑制な
どの効能が期待される機能性成分である。本研究では，カンキツ果実におけるノビレチン生合成経路および生合
成の調節機構を分子レベルから解明することにより，機能性成分のノビレチンを豊富に含むカンキツ果実の栽培
技術および新品種の育成に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ノビレチンはポリメトキシフラボノイドの一種であり，静岡の特産である‘太田ポンカン’や沖
縄のシークヮーサーのごく一部の品種に多く含まれる。これまでノビレチンの機能性について
多くの研究が行われており，ノビレチンはアルツハイマー病の予防，発がん抑制等が期待される
機能性成分である。しかし，ノビレチンは一部のカンキツ果実の果皮にしか蓄積しないため，そ
の蓄積メカニズムや含量を調節するメカニズムを解明する研究は，ノビレチンを高含有するカ
ンキツ品種の栽培技術や新しい品種の育成にとって非常に重要である。 
ノビレチンはフラボンを基本骨格として，その化学構造の側鎖の 6箇所にメトキシ基（-OCH3）
を有する。カンキツのフラボノイド生合成では，複数の
フラボノイドヒドロキシラーゼ（FH）およびフラボノイ
ド O-メチルトランスフェラーゼ（OMT）が作用すること
により，ノビレチンが生合成されると考えられる（図１）。
これまで研究代表者のグループはカンキツから 4 種類の
FH遺伝子（CitF3H，CitF3'H，CitF6Hおよび CitF8H）お
よび 3 種類の OMT 遺伝子（CitOMT1，CitOMT2 および
CitOMT3）の単離および発現解析を行ってきた。遺伝子発
現解析の結果から，ノビレチンを多く蓄積する‘太田ポン
カン’のフラベドでは，ノビレチン生合成に関わる酵素遺
伝子（CitCHS2，CitCHI，CitFNS，CitF3’H，CitF6H，CitOMT1
および CitOMT2）の発現は非常に高かった。一方，ノビ
レチンをほとんど蓄積しないウンシュウミカンの‘宮川
早生’ではこれらの遺伝子の発現は著しく低いレベルを
示した。以上の結果から，カンキツ果実のノビレチンの
蓄積は，これらの遺伝子が特異的に発現することにより
起きると考えられる。 
  近年，R2R3-MYB型転写因子，bHLH型転写因子，お
よびWD40（WD40 repeat）タンパク質などによる転写
制御は，フラボノイド生合成構成遺伝子の特異的な発現
において重要な役割を担っていることが示唆された。しかし，これまでカンキツ果実に特異的に
蓄積するノビレチンの生合成に関わる転写因子は未知であり，ノビレチン生合成に関する遺伝
子の特異的な転写調節メカニズムは未解明である。 
 
２．研究の目的 
 これまで研究代表者のグループでは，カンキツ果実におけるノビレチン含量の品種間差が，ノ
ビレチン生合成に関わる一部の酵素遺伝子の発現によることを明らかにした。本研究では，カン
キツ果実におけるノビレチン生合成およびその制御機構を解明するため，ノビレチンを多く蓄
積するカンキツ果実とほとんど蓄積しない果実の果皮を用いてマイクロアレイ解析を行うこと
により，ノビレチン生合成遺伝子および生合成を調節する転写因子を単離する。単離した遺伝子
の機能解析を行うことにより，カンキツ果実におけるノビレチン生合成に関わる遺伝子の発現
調節機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ノビレチンを多く蓄積する‘太田ポンカン’および‘カンキツ中間母本 6 号’とほとんど蓄積しな
いウンシュウミカン‘宮川早生’および‘スダチ’を用いて，カンキツ果実におけるノビレチン生合
成およびその制御メカニズムを明らかにするために，次の実験を行った。 
 
（１）カンキツ果実におけるフラボノイド含量・組成の季節変化の調査 
 ‘宮川早生’および‘太田ポンカン’のフラベド（果皮）におけるフラボノイド含量および組成を
HPLCによって測定した。本研究では，3種類のフラバノン（ナリルチン，ヘスペリジン，ポン
シリン），3種類のフラボン（ロイフォリン，イソロイフォリン，ジオスミン），4種類のポリメ
トキシフラボン（シネンセチン，タンゲレチン，ノビレチン，ヘプタメトキシフラボン）の計 10



種類のフラボノイドが検出された。 
 
（２）カンキツ果実におけるフラボノイド生合成遺伝子発現の季節変化の調査 
 ‘宮川早生’および‘太田ポンカン’のフラベド（果皮）におけるフラボノイド生合成遺伝子の発
現をリアルタイム PCRによって測定した。フラベドのサンプルから RNAを抽出し，カラムによ
る精製，DNase処理後，一本鎖 cDNAを鋳型に，TaqManプローブおよびプライマーを用いたリ
アルタイム PCRによりフラボノイド生合成遺伝子の発現を測定した。 
 
（３）マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析 
 ノビレチンを多く蓄積するグリーンステージの果実の果皮から，RNA を抽出し，農研機構果
樹茶業研が設計した 8×60K カスタムマイクロアレイ（Agilent Technologies 社製）を用いてマイ
クロアレイ解析を行った。 このマイクロアレイには，‘クレメンティン’の全ゲノム配列から予
想された 33,929遺伝子のうち，プローブ設計が可能な 30,826遺伝子に由来するプローブが搭載
されている。 遺伝子発現データの解析には Subioソフトを用いた。 
 
（４）フラボノイド O-メチルトランスフェラーゼ（OMT）酵素遺伝子の単離および機能解析 
 CitOMT遺伝子の翻訳領域を p-GEX-6P-1発現ベクターにライゲートし，大腸菌に導入してGST
融合タンパク質として組換え体の CitOMTを発現させ，精製した。得られたリコンビナントタン
パク質を用いて，フラボノイド O-メチルトランスフェラーゼの機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）カンキツ 2品種のフラボノイド含量の季節変動 
 ウンシュウミカンの‘宮川早生’および
‘太田ポンカン’のフラベドにおけるフラ
ボノイド含量の変動を調査した。 
 両品種のフラベドにおいて，総フラボ
ノイド含量は果実が未成熟な 7 月に最
も多く，12月にかけて成熟に伴い減少し
た。総ポリメトキシフラボン（PMF），タ
ンゲレチン，シネンセチンおよびノビレ
チンの含量は，‘宮川早生’と比べ，‘太田
ポンカン’の含量は非常に高い値を示し
た（図 2）。 
 
（２） カンキツ 2品種のフラボノイド生合成遺伝子発現の季節変動 
 ウンシュウミカンの‘宮川早生’および‘太田ポン
カン’のフラベドにおけるフラボノイド生合成遺伝
子発現の季節変動を調査したところ，上流の
CitCHS1，CitCHS2 および CitCHI は果実成熟に伴
い発現が増大する傾向を示した。両品種いずれも
フラボン生成に関わる CitFNSは成熟に伴い遺伝子
の発現が増大した。また，どの成熟ステージにおい
ても‘太田ポンカン’における CitFNS の遺伝子発現
は‘宮川早生’より高いレベルを示した。さらに，
CitF3H および CitF6H の遺伝子発現は成熟に伴い
増大する傾向を示し，そのレベルは CitFNSと同様
に‘太田ポンカン’で高く，明確な品種間差が認めら
れた（図 3）。 
 
（３） フラボノイド O-メチルトランスフェラーゼ
（OMT）酵素遺伝子の単離および機能解析  
 本研究では，ノビレチンを多く蓄積する‘太田ポ
ンカン’， ‘カンキツ中間母本 6 号’およびほとんど蓄積しない‘宮川早生’の果皮を比較してマイ
クロアレイ解析を行った。その結果，グリーンステージのカンキツ 3品種のフラベドには，106
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個の OMT遺伝子が検出された（図 4）。
そのうち，‘宮川早生’と比較して，‘太田
ポンカン’では 5 個の OMT 遺伝子の発
現が 2 倍以上上昇し，‘カンキツ中間母
本 6 号’では 6 個の OMT 遺伝子の発現
レベルが 2 倍以上に上昇していた。‘太
田ポンカン’と‘カンキツ中間母本 6号’2
品種で共通して 2 倍以上に上昇した遺
伝子が 4個あった。さらに，リアルタイ
ムPCRにより調査したところ，CitOMT1
および CitOMT2 の遺伝子発現は，果実
成熟後期において，‘太田ポンカン’で高
いレベルを示した（図 5）。これらの遺
伝子の発現パターンは品種間における
ノビレチン含量の違いとよく一致して
おり，ノビレチンの生合成に関与する可
能性があることが示唆された。 
 CitOMT1および CitOMT2の機能を調
査するため，遺伝子の全長を単離し，大
腸菌を用いてリコンビナントタンパク
質を発現させ，in vitro の機能解析を行った。本研究
は，4 種類のフラバノン，5 種類のフラボンおよび 1
種類のイソフラボンを基質そして酵素の反応を調査
した。 
 CitOMT1と 3’,4’-ジヒドロキシフラボンを反応させ
たところ，新規生成物が検出された。一方，CitOMT1
と 4-ヒドロキシフラボンを反応させたところ，新規
生成物は検出されなかった。また，高解像度質量分析
の結果から，新規生成物はモノメトキシ化合物である
ことが示唆された。以上のことから，CitOMT1はカン
キツにおいてフラボンの 3’位の水酸基をメチル化する酵素であることが示唆された（図 6）。 
 CitOMT2と 7,8-ジヒドロキシフラボンを反応させたところ，新規生成物が検出された。一方，
CitOMT2と,7-ヒドロキシフラボンを反応させたところ，新規生成物は検出されなかった。また，
MS の結果から，新規生成物はモノメトキシ化合物であることが示唆された。以上のことから，
CitOMT2 はカンキツにおいてフラボンの 8 位の水酸基をメチル化する酵素であることが示唆さ
れた（図 7）。 

 

 このことから，カンキツ果実においてノビレチンは CitOMT1（3’OMT）によりタンゲレチン
から生合成される経路と，CitOMT2（8OMT）によりシネンセチンから生合成される経路が考え

5 10 15 20 25

0

50

100

150

200

250

A
bs

or
ba

nc
e 

at
 2

70
 n

m
 (m

A
U

)

Retention time (min)

5 10 15 20 25

0

50

100

150

200

250

 

 

Control

CitOMT2

H

H O

O

O

O

7,8-dihydroxyflavone

O

O

OH
OCH3

7-hydroxy-8-methoxyflavone

図7 CitOMT2のin vitroにおける機能解析

10 15 20 25
0

50

100

150

200

A
bs

or
ba

nc
e 

at
 2

70
 n

m
 (m

A
U

)

Retention time (min)

10 15 20 25
0

50

100

150

200
 

Control

CitOMT1

3’,4’-dihydroxyflavone

3’-methoxy-4’-hydroxyflavone

図6 CitOMT1のin vitroにおける機能解析

O

O

OH

OH

O

O

OH

OCH3

C
ic

le
v1

00
20

87
3m

Ciclev10020377m

57

図４ ‘宮川早生’， ‘太田ポンカン’のフラベドにおけるノビレチン生合成
に関わるOMT遺伝子の系統樹分析

-0.5

0.5

1.5

2.5

3.5

4.5

5.5

6.5

0

15

30

45

60

J O N

CitOMT1

*

*

**

Jul Oct     Dec

図5 ‘宮川早生’， ‘太田ポンカン’のフラベドにおける
ノビレチン生合成に関わるOMT遺伝子発現の季節変化

**

Jul Oct     Dec

**

**

CitOMT2
m

R
N

A
ab

un
da

nc
e 

(a
rb

itr
ar

y 
un

its
)

宮川早生 太田ポンカン



られた（図 8）。 
 

 

 

（4）マイクロアレイ解析によるカンキツ果実のノビレチン生合成を制御する転写因子の単離 
本研究では，グリーンステージ
のカンキツ 4品種を用いてノビレ
チンの含量を比較した。その結
果，ノビレチンの含量は品種によ
って大きな差を示した。‘太田ポン
カン’および‘カンキツ中間母本農
6 号’におけるノビレチン含量は
高い値を示し，その含量は 47.8 mg 
gDW-1と 38.2 mg gDW-1だった。
一方，ウンシュウミカン‘宮川早
生’および‘スダチ’におけるノビ
レチン含量は極めて低い値を示
した（図 9A）。  
 マイクロアレイ解析によって，
ノビレチンを多く蓄積する品種
とほとんど蓄積しない品種のフ
ラベド間で，2 倍以上アップレギ
ュレートされた転写因子は 46 個
であった（図 9B）。この 46個の転
写因子のうち，7個の遺伝子（C21952，C24246，C08963，C23996，C13742，C25190および C21300）
はノビレチンがほとんど蓄積
しない品種（ウンシュウミカ
ン‘宮川早生’と‘スダチ’）と比
較して，ノビレチンを多く蓄
積する品種（‘太田ポンカン’と
‘カンキツ中間母本農 6号’）で
は，5倍以上上昇した（図 9C；
第１表）。 
 以上の結果より，これらの
転写因子の発現パターンは，
品種間におけるノビレチン含量の違いとよく一致しており，ノビレチン生合成の調節に関与す
る可能性があることが示唆された。 
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ID JGI _Symbol JGI _Name
ポンカン/
スダチ

ポンカン/
宮川

農６/
宮川

農６/
スダチ

C13742 CBF4 C-repeat-binding factor 4 11.0 6.7 5.0 8.2

C21952 ATERF13 ethylene-responsive element
binding factor 13 8.7 59.9 43.3 6.3

C24246 ATERF13 ethylene-responsive element
binding factor 13 21.0 22.9 14.8 13.6

C25190 ATHAM4 GRAS family transcription factor 6.0 5.3 5.0 5.8

C21300 DF1 Duplicated homeodomain-like 
superfamily protein 5.2 5.1 17.2 17.5

C23996 C2H2-type zinc finger family protein 10.2 7.4 6 8.3
C08963 CGA1 cytokinin-responsive gata factor1 11.6 7.8 5.3 8.0

第1表 5倍以上アップレギュレートされた転写遺伝子の情報
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図9 マイクロアレイ解析によるカンキツ果実のノビレチン生合成に関わる転写因子の探索

A：4品種のカンキツ果実果皮のノビレチン含量の比較
B：2倍以上アップレギュレートされた遺伝子
C：:遺伝子発現のヒートマップ
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