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研究成果の概要（和文）：ブドウ果実における香り成分の蓄積機構を解明する第一段階として、

ブドウ果実の遊離の香り成分とその配糖体の種類と量を分析し、さらに香り成分の配糖化反応

を触媒する酵素を探索した。ブドウ果実の香り成分を分析した結果、遊離の成分としてアルデ

ヒド類とアルコール類、配糖体としてベンジルアルコール配糖体が量的に多く検出された。香

り成分の配糖化酵素を探索した結果、マスカット・ベリーA ブドウの葉にフラネオールに対す

る配糖化活性を見出した。ブドウの葉からフラネオール配糖化酵素を抽出し、陰イオン交換ク

ロマトグラフィーにより分離した結果、複数のアイソザイムの存在が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism of accumulation of aroma constituents 
in grape berries, we analyzed free and glycosidically bound volatile compounds and 
searched for the glycosylation enzyme in grapes. The major volatile compounds detected 
in grape berries were aldehydes and alcohols (free volatile compounds) and benzyl alcohol 
glycoside (bound volatile compounds). Glycosylation activity for furaneol was found in 
Muscat Bailey A leaves. The elution pattern obtained by anion-exchange chromatography 
of the enzyme extract of the leaves suggested the presence of several isozymes. 
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１．研究開始当初の背景 

果実の香りのもととなる物質の多くは揮
発性の代謝産物であり、その化学構造は多岐
にわたっている。これら揮発性香り化合物は、

自然界の他生物との相互作用、すなわち昆虫
や微生物の攻撃に対する防御や動物の誘因
などに関与し、植物の生存に重要な役割を持
つと考えられている。 
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 これら揮発性香り化合物の生合成と蓄積
は、果実の成熟現象の中でも多様で未解明の
分野である。特に、ブドウに代表される果樹
に関しての情報は乏しい。ブドウの揮発性香
り化合物は、糖などの親水性化合物と複合体
を形成することにより、安定して果実に蓄積
すると推測されている。 

本研究では、ブドウの香り成分、すなわち
揮発性香り化合物とその配糖体に着目した。
ブドウの香り成分蓄積機構を解明する第一
段階として、ブドウの各部位（果実や葉）に
蓄積する遊離の香り成分（揮発性香り化合
物）とその配糖体（香り成分とグルコースが
結合した配糖体）を分析した。次に、香り成
分の配糖化反応を触媒する糖転移酵素（配糖
化酵素）を探索した。香り成分の配糖化は、
果実組織における香り成分の安定した蓄積
と密接に関連していると推測される。この配
糖化反応を触媒する酵素を見出し、その性質
を明らかにすることは、ブドウ果実における
香り成分蓄積メカニズムの解明に大きく寄
与すると期待される。 

さらに、ブドウ果実の香りは、果実の品質
やブドウ品種の特徴を決定する重要な要素
であり、得られた基礎的情報を、高品質なブ
ドウ果実を生産するための栽培実践に活か
すことが期待される。 

 

 

２．研究の目的 

ブドウに蓄積する遊離の香り成分とその
配糖体を、ブドウの各部位（果皮、果汁、葉）
において、果実の成熟前期と後期に測定し、
各部位に蓄積する香り成分の種類と量を明
らかにする。次に、香り成分の配糖化酵素を、
ブドウ組織において探索し、その抽出と分離
を行う。さらに、配糖化酵素遺伝子をクロー
ニング後、大腸菌により酵素を生産し、その
性質を解析する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）ブドウの果皮・果汁・葉の香り成分の
分析 
赤ワイン用ブドウ５品種（マスカット・ベ

リーA、ピノ・ノワール、メルロー、シラー、
カベルネ・ソービニヨン）を使用し、ブドウ
の各部位（葉、果皮、果汁）における遊離の
香り成分とその配糖体の種類と量をブドウ
果実の成熟前期（開花後約３ヵ月）および後
期（開花後約４ヵ月）に測定した。各部位の
抽出液から、疎水性カラムを用いた固相抽出
法により、遊離の香り成分およびその配糖体
を分離した。分離した遊離の香り成分を（配
糖体はβ‐グルコシダーゼ処理後に）GC-FID
および GC-MSにより分析した。 
 

（２）配糖化酵素の抽出と活性測定 
ブドウ葉試料を液体窒素で凍結後、粉末化

した。この粉末を緩衝液(500 mM Tris-HCl (pH 
8.0)、10 mM 亜硫酸、1% PVPP、10% Glycerol)
により洗浄した。洗浄後の粉末から、界面活
性剤 Triton X-100 を含む緩衝液を用いて配
糖化酵素を抽出した。酵素活性測定は、糖供
与体として UDP-グルコース、香り成分として
フラネオールを用い、酵素反応後の生成物を、
ODSカラムを装備した HPLC により分析した。 
 
（３）配糖化酵素遺伝子のクローニングと大
腸菌による生産 

ブドウの遺伝子データベースから、配糖化
酵素の候補遺伝子 11種類を選択し、プライ
マーセットを作成した。マスカット・ベリー
A およびピノ・ノワールの葉から RNAを抽出
し、cDNA を作成した。この cDNA と作成した
11種類のプライマーセットを用いて PCRを行
った。増幅した DNAを pTAC ベクターに挿入
し、大腸菌に形質転換した。目的の遺伝子が
挿入されたことを確認後、この遺伝子を
pCold I DNA に挿入し、大腸菌に形質転換し
た。形質転換体を IPTG添加培地で培養し、
酵素タンパク質を生産した。生産された酵素
タンパク質は、His-Tagアフィニティークロ
マトグラフィーにより精製し、SDS-PAGE によ
り確認した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ブドウの果皮・果汁・葉の香り成分の
分析 

ブドウの各部位（葉、果皮、果汁）におけ
る遊離の香り成分およびその配糖体の種類
と量を測定した。今回用いた方法では、葉、
果皮、果汁のいずれにおいても、遊離の香り
成分としてアルデヒド類およびアルコール
類、配糖体としてベンジルアルコール配糖体
が量的に多く検出された。これら主な香り成
分の組織あたりの量を、各部位の間で比較す
ると、葉と果皮において多く、果汁において
少ない傾向を示した。 

マスカット・ベリーA 果実の場合、 果皮に
おいて量的に多く検出された遊離の香り成
分は 2-ヘキセナールやヘキサナールなどの
草の香りを持つ化合物であった。一方、配糖
体で最も多かったのは、ベンジルアルコール
配糖体であった。マスカット・ベリーA の果
汁においては、遊離の香り成分として 3-ヘキ
セン-1-オールや 2-ヘキセナールなどの草の
香りを持つ化合物、配糖体としてベンジルア
ルコール配糖体が量的に多く検出された。収
穫時期で比較すると、ベンジルアルコール配
糖体は、成熟前期に比べ、後期において増加
する傾向を示した。フラネオール（イチゴの
香り）は、マスカット・ベリーA の成熟後期



 

 

の果実に検出された。 
今回の研究で分析したブドウ５品種の間

で香り成分を比較すると、各品種において検
出される遊離の香り成分および配糖体の種
類は相互に類似していた。 
 
（２）配糖化酵素の抽出と分離 
ブドウ果実の香り成分の配糖化を触媒す

る酵素を探索した。マスカット・ベリーAブ
ドウの葉の凍結粉末から得た酵素抽出液の
糖転移活性を、UDP-グルコースとフラネオー
ルを基質として測定したところ、フラネオー
ル配糖体のピークが検出された。フラネオー
ル配糖体を含むフラクションをβ‐グルコ
シダーゼで処理し、フラネオール配糖体のピ
ークが消失することを確認した（図１、２）。 
酵素抽出液を陰イオン交換クロマトグラ

フィー（HiTrap Q HP）にかけ、配糖化酵素
を分離した。陰イオン交換体に吸着したタン
パク質を直線的な塩濃度勾配により溶出し
たところ、糖転移活性が、広い範囲のフラク
ションで認められ、複数のアイソザイムの存
在が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．フラネオールの配糖化反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．酵素反応液の HPLC パターン（A）。矢
印はフラネオール配糖体のピーク位置を示
している。β-グルコシダーゼ処理後の HPLC
パターン（B） 
 
（３）配糖化酵素遺伝子のクローニングと大
腸菌による生産 

ブドウの配糖化酵素遺伝子をクローニン
グし、それを大腸菌で発現させ、酵素タンパ
ク質を生産した。ブドウゲノムの塩基配列よ
り、候補となる 11 種類のプライマーセット
を設計した。マスカット・ベリーA およびピ
ノ・ノワールブドウの葉から RNA を分離し、
cDNAを合成した。この cDNA と 11種類のプラ
イマーセットを用いて PCRを行った。増幅が
確認された DNAの電気泳動バンドの塩基配列
を解析したところ、幾つかのバンドが既知の
配糖化酵素の配列と高い相同性を示した。 

マスカット・ベリーA ブドウの葉から得ら
れた配糖化酵素の候補遺伝子（Mba2、Mba4、
Mba5、Mba6）を pCold Iベクターに挿入した
後に大腸菌へ形質転換し、酵素タンパク質を
生産した。生産された Mba2、Mba4、Mba5、Mba6
の酵素タンパク質をアフィニィーカラムに
より精製した。得られたフラクションが酵素
タンパク質を含むことを SDS-PAGE により確
認した。 

得られた酵素タンパク質に対して、UDP-グ
ルコース（糖供与体）とブドウの香り化合物
（フラネオール、2-フェニルエタノール、ベ
ンジルアルコール）およびポリフェノール化
合物（カテキン、ケルセチン）を基質として
糖転移活性を測定したが、配糖化生成物を確
認できなかった。本研究において、候補遺伝
子由来の酵素タンパク質を大腸菌で生産し、
その配糖化活性を測定する段階まで研究を
進めることができた。今回の研究結果をもと
に、さらに研究を進め、活性を持つ配糖化酵
素を得ることができれば、ブドウの香り成分
の配糖化機構に関する重要な知見が得られ
ると期待される。 
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