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カキ‘富有’の成熟に伴うカロテノイドの蓄積特性
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Abstract

To investigate characteristics of carotenoid biosynthesis in the Japanese persimmon ‘Fuyu’ fruit during maturation, caro-

tenoids and gene expression for phytoene synthase (DK-PSY), phytoene desaturase (DK-PDS), ζ-carotene desaturase

(DK-ZDS), lycopene β-cyclase (DK-LCYb), β-ring hydroxylase (DK-HYb), zeaxanthin epoxidase (DK-ZDS) and lycopene

ε-cyclase (DK-LCYe) were analyzed. In the skin, lutein was the main carotenoid at the green stage. The level of gene

expression of DK-LCYe was constant throughout the experimental period. In contrast, the level of carotenoid-bio-

synthetic enzymes with the exception of DK-LCYe was lower in the green stage than in the coloring stage. These

findings suggested that during the green stage, DK-LCYe played an important role in carotenoid biosynthesis and

was responsible for massive accumulation of lutein. In the coloring stage after October, β-cryptoxanthin (β-CRY)

and zeaxanthin were mainly accumulated. At this stage, simultaneous increase of the gene expression for caro-

tenoid-biosynthetic enzymes with the exception of DK-LCYe was observed. It was thought that the change in expression

profile of the genes accelerated the accumulation of β-CRY and zeaxanthin in this stage. In the flesh, β-CRY and zeaxan-

thin were mainly accumulated in October. Lycopene was mainly accumulated in November. The lycopene accumulation

was accompanied by a massive increase in expression of genes at the later stages of lycopene biosynthesis (DK-PSY, DK-PDS

and DK-ZDS). This finding suggested that lycopene accumulation was caused by massive increase in the expression of genes at

the later stages of lycopene biosynthesis.
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緒　　言

カロテノイドは，高等植物では果実や花に蓄積すること

によって黄色・オレンジ・赤色等を呈する色素である．カ

ロテノイドは，抗酸化作用を持つことに加え，いくつかの

種類ではプロビタミン A活性を持つ機能性成分であり，近

年発ガン抑制効果（Nishinoら，2000）を始めとして多くの

生体調節機能に関して研究が進められている．

植物中のカロテノイド生合成系では，まず pyhtoene syn-

thase（PSY）により無色のフィトエンが合成される．次に

phytoene desaturase（PDS）と ζ-carotene desaturase（ZDS）に

よりリコペンが合成される．その後合成経路は 2つに分岐

し，一方では lycopene ε-cyclase（LCYe）により α型カロテ

ノイドである α-カロテンやルテインが合成される．もう一

方では，lycopene β-cyclase（LCYb）により γ-カロテンを経

て β-カロテンが合成され，β-ring hydroxylase（HYb）によ

り β-クリプトキサンチン（CRY），ゼアキサンチンを順次

合成し，Zeaxanthin epoxidase（ZEP）によりビオラキサン

チンが合成される（第 1図）．ビオラキサンチンからさらに

代謝が進むと植物ホルモンの一種であるアブシジン酸が合

成される．

植物種によってカロテノイド組成は異なり，アセロラで

はフィトエンが，トマトではリコペンが多くの比率で含ま

れており，β-CRYはミカンやカキ等の限られた果実に多く，
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供給源が限定される（Yanoら，2005）．トマトにおけるリ

コペンの集積は，PSYの遺伝子発現が上昇するのに対して，

LCYeや LCYbの遺伝子発現が上昇しないことから起こる

（Giulianoら，1993; Ronenら，1999）．カンキツでは，PSY

以下一連の遺伝子群の発現上昇が一斉に起こり，β-CRYや

ビオラキサンチン等のキサントフィル類が多く蓄積する

（Katoら，2004）．

カキでは，リコペン含量が多くなると果皮の赤色が強くな

り，蓄積には秋季の気温と光が関与することが明らかとなっ

ている（中條，1982）．また，大部分の品種で果肉に蓄積す

るプロビタミン A活性を有するカロテノイドは，その 60％

以上が β-CRYであるとされている（田中ら，2002）．近年カ

キの生産現場では，着色が遅れたり黄色のまま収穫期を迎え

る現象が多く認められ，産地ではその対応に苦慮している．

この現象は，気候温暖化の影響を受けているものと推察され

るが，不明な点が多い．またカキには β-CRYが多く含まれ

ていることから，果肉中での含有量を高めることが可能とな

れば，嗜好品から健康増進のための果実というイメージの転

換により，新たな需要の喚起が期待できる．本研究では，こ

れらの問題を解決するための基礎的知見を得るため，カキ

‘富有’を材料とし，成熟に伴うカキのカロテノイド蓄積と

生合成に関与する遺伝子発現の特徴について明らかにした

ので報告する．

材料および方法

平成 15年に岐阜県農業技術センター植栽の 45年生‘富

有’の果実を供試した．果実は，8月 1日から収穫最盛期

の 11月 15日までの期間で毎月 1日と 15日に経時的に各 3

果ずつ採取した．よく水洗した後，ヘタと種子を取り除き，

果皮と果肉に分け，果皮色ならびに果肉色を測定した後，

それぞれを実験に用いるまで −80°Cの超低温冷凍庫に保存

した．なお，果皮と果肉は，ピーラーで剥いた厚さの組織

を果皮とし，それ以外を果肉として分類した．果皮色なら

びに果肉色の測定は，色彩色差計（CR-200：ミノルタ）を

用い，色相角度（H°）を測定した後，富有用カラーチャー

ト値に変換した．カロテノイドの定量は，Katoら（2004）

の方法に準じて，アセトン :メタノール（7 : 3）で抽出し

Table 1  TaqMan probes used for the mRNA detection and primers used for the amplification of cDNAs by Real-Time PCR.

Name
Accession 

number
TaqMan probe sequence Primer sequencez

Identity on the level of 

Nucleotide Sequence with 

Satsuma mandarin 

(Accession No.)

DK-PSY AB258435 TGCACCAGAATCACAGGCAACAACAGAG
CTGTTGGATTGATGAGTGTTCCA

85.3% (AB114648)
GCCAAGGCAGCATTGTAGACA

DK-PDS AB258434 TGGCCCAAATCCCATTTAATGGTGC CTCAGGCCAAGTAAGCATTTCATTA 86.2% (AB114649)
GCCGATTTGACTTTGCTGAAG

DK-ZDS AB258433 ACCTTGCACTCGCATCCCCAGAAG ATGCAGATTCTCGTGTTTTGCA  84.3% (AB072343)
AGCAATGAACCTTGTCCCTCA

DK-LCYb AB258436 TTATGCCCAGGTGCCGTAATCGAGC TCCTGGAGTACCTGTGGAAGATATT 82.9% (AB114652)
TCATCCTCTTCAATGCTCTTCACT

DK-HYb AB258438 TGGACGAACATGTAGGCCATCCCA AGCCGGTCTTGGCATAACAG 88.0% (AB114653)
CTGCAGCGACTCTCCTGAAGT

DK-ZEP AB258454 CGGTGATGCAGCCAACCTGCATAA CATGGCTGCTTTGGAAGCTAT 81.9% (AB114654)
GAAACACCGTCCACCAATCC

DK-LCYe AB258437 CCTGCATGGGACAACAACATCAGTTCC CTCCCGAAGCAACAGTAGCAA 89.4% (AB114655)
AACTACGAATGGGCAGAGTCTCAT

z Sense Primers (Upper) and Antisense Primers (Lower).

Fig. 1  Carotenoid biosynthetic pathway in plant. Seven cDNAs,

DK-PSY, DK-PDS, DK-ZDS, DK-LCYb, DK-HYb, DK-

ZEP, and DK-LCYe were cloned from Japanese persimmon

‘Fuyu’ and used for TaqMan probes for Real-Time PCR in

this study.
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20％KOH/MeOHでケン化処理した後，C30カラム（Carotenoid

S-5 4.6 × 250 mm：YMC）を装着した HPLC-DAD（MD-910：

Jasco）で行った．フィトエンおよびシスービオラキサンチ

ンについては，ミカンの未熟果から抽出・精製したものを

標品として使用した．

第１図に示したカロテノイド生合成に関与する酵素の

内，phytoene synthase（DK-PSY），phytoene desaturase（DK-

PDS），ζ-carotene desaturase（DK-ZDS），lycopene β-cyclase

（DK-LCYb），β-ring hydroxylase（DK-HYb），zeaxanthin epoxi-

dase（DK-ZEP），lycopene ε-cyclase（DK-LCYe）の cDNA断

片を‘富有’果実から Ready-To-Go First strand kit（アマシャ

ムバイオサイエンス）を用いて合成した後，TA Cloning Kit

（インビトロジェン）を用いてクローニングし，シーケン

サー（ABI Prism Model 310：アプライドバイオシステム）

で塩基配列を決定した．cDNA産物は，ウンシュウミカン

‘宮川早生’由来の cDNA 産物との相同性を確認した後，

Primer express（アプライドバイオシステム）を用いて Taq-

Manプローブとプライマーを設計・合成した（第 1表）．カ

キの果皮及び果肉からの全 RNAは，Hot Borate法（Wan・

Wilkins, 1994）に準じて行い，ランダムヘキサマーを用い

た逆転写反応により cDNAを合成し，リアルタイム PCR

（ABI Prism 7000：アプライドバイオシステム）によりmRNA

の発現量を求めた．なお，mRNA の発現量は，ribosomal

RNAを内在性コントロールとして用い，初期テンプレート

の濃度を補正して相対値として示した．

結　　果

成熟に伴う果色の推移

第 2図にカキのカラーチャート値の推移を示した．果皮

色は，10月 1日まではカラーチャート値 1程度を示し，緑

色が強い未熟な時期であった．カラーチャート値は 10月

15日以降急速に高くなり，11月 15日には 5.0を越えて収

穫適期となった．果肉色は，果皮色ほど顕著ではなかった

が，10月 15日以降カラーチャート値が上昇した．

Fig. 2  Seasonal changes in the skin color on the equator

portion and flesh color on the equator a cross section of

Japanese persimmon ‘Fuyu’. Vertical bars indicate SE

(n = 5).

Fig. 3 Carotenoid concentration in the skin of Japanese

persimmon ‘Fuyu’ during fruit maturation.

Phytoene was not detected. The value for total carotenoids

was the sum of identified carotenoids (lycopene, β-carotene,

β-CRY, zeaxanthin, trans-violaxanthin, cis-violaxanthin, α-

carotene and lutein). A sample of three fruits was crushed in

a food processor, then stirred, and extracted using 5 g.
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果皮におけるカロテノイド蓄積とmRNAレベルの推移

果皮では，10月 1日以前の緑色期では，α型カロテノイド

であるルテインが蓄積しており，全カロテノイド（フィトエ

ン，ζ-カロテン，リコペン，β-カロテン，β-CRY，ゼアキ

サンチン，ビオラキサンチン，α-カロテン，ルテイン）の

内，50％以上を占めていた．10月 15日以降，β-CRYとゼ

アキサンチン等の β型カロテノイドの蓄積が始まり，さら

に 11月以降リコペンが蓄積するにつれて，全カロテノイド

中のルテインの比率は低下した．11月 15日時点でのカロ

テノイド組成は，ルテイン 9.7％（12.28 µg・g−1），β-CRY

49.0％（62.23 µg・g−1），ゼアキサンチン 17.6％（22.33 µg・

g−1），リコペン 6.1％（7.73 µg・g−1）であった（第 3図）．

カロテノイド生合成に関与する酵素遺伝子のmRNAレベル

は，DK-LCYeでは全期間を通じてほぼ一定に推移してい

た．その他のカロテノイド生合成系遺伝子については，10

月以前は低い発現であったが，10月 15日以降は急激に増

加した（第 5図）．

このように，DK-LCYeの発現レベルに明確な季節変化は

認められないが，他の遺伝子の発現が 10月以前には最低レ

ベルにあったという生理的状態から考えると，10月以前に

は着色期に比べ相対的に DK-LCYeの役割が大きく，その

結果として LCYeを経由して合成されるルテインの組成比

が高くなったと考えられた．一方，カロテノイドの活発な

蓄積が起こる 10月 15日には，DK-LCYe以外の遺伝子の

mRNAレベルの急激な上昇により，これらの酵素を経由し

て合成される β-CRYやゼアキサンチンといったキサント

フィル類が蓄積されたものと考えられた．

果肉におけるカロテノイド蓄積とmRNAレベルの推移

果肉では，果皮色が緑色を示す 10月 1日以前には，ほと

んどカロテノイドの蓄積が認められず，果皮の着色が始ま

る 10月 15日以降に急激に蓄積が始まった．まず β-CRYと

ゼアキサンチンの蓄積が始まり，半月後の 11月 1日からは

リコペンが蓄積した．リコペンは 11月 15日では全カロテ

ノイドの内 54％（8.6 µg・g−1）を占め，最も高い比率で

あった．β-CRYとゼアキサンチンの含有量は，11月 1日以

降ほとんど増加せず，このため 11月以降のカロテノイド量

Fig. 4  Carotenoid concentration in the flesh of Japanese

persimmon ‘Fuyu’ during fruit maturation.

Phytoene, cis-violaxanthin, α-carotene and lutein were

not detected. The value for total carotenoids was the

sum of identified carotenoids (lycopene, β-carotene, β-

CRY, zeaxanthin and trans-violaxanthin). A sample of

three fruits was crushed in a food processor, then

stirred, and extracted using 5 g.

Fig. 5  Changes in mRNA levels for carotenoid biosynthetic genes in the skin and flesh of Japanese persimmon ‘Fuyu’ during fruit

maturation. The levels of gene expression were normalized by the results of 18S ribosomal RNA. Vertical bars indicate SE (n = 3).
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の増加は，ほとんどがリコペンによるものであった（第 4

図）．果肉のカロテノイド生合成系遺伝子の mRNAレベル

をみると，DK-LCYeと DK-ZEPは全期間を通じて，ほぼ一

定のレベルで推移したのに対して，その他のカロテノイド

生合成系遺伝子は，成熟に伴って上昇する傾向を示した．

特に，11月以降はリコペンの上部に位置する DK-PSY，DK-

PDS，DK-ZDSの mRNAレベルは急激に上昇したが，果皮

の場合とは異なりリコペンより下部に位置する各酵素遺伝

子の mRNAレベルは漸増傾向にとどまった（第 5図）．こ

れらのことから，10月以降の mRNAレベルの上昇によっ

て，キサントフィル類の蓄積が起こるが，11月以降には，

リコペン生合成より上部に位置する酵素遺伝子のmRNAレ

ベルの急激な上昇が，リコペンを特異的に蓄積させている

ものと考えられた．

考　　察

中條・葦澤（1973）は‘富有’の果皮の朱色ならびにリ

コペンの発現に及ぼす温度の影響について採取果を用いて

調査したところ，その好適温度は 10月中下旬には 25°C，

11月上中旬では 15°Cと果実の成熟に伴い適温は低くなる

こと，カロテン，クリプトキサンチン，ゼアキサンチン含

量は25°Cで最も増加したことを報告している．また，Ebert・

Gross（1984）は，‘Triumph’では，リコペンは完熟直前に

急激に増加すると報告している．今回の‘富有’のカロテ

ノイドの蓄積パターンでも，平均気温の高い 10月に β-CRY

とゼアキサンチンが蓄積し，成熟が進み気温の低下した 11

月にリコペンが蓄積しており，それらとほぼ一致した結果

が得られた．一方，カキの果皮中のルテインは，‘四ッ溝’

において未熟期から完熟期の間常に存在しており，特に未

熟期にその比率が高い（近・榛葉，1987）．今回‘富有’で

も同様な結果が得られたことから，ルテインはカロテノイ

ドの中で最初に蓄積し，生育期間を通して常に一定量で保

持されているものと考えられた．しかもその量は 10 µg・g−1

を上回っており，カキの果皮を利用する際には，今後ルテ

インの挙動について注目する必要がある．一方，ルテイン

の蓄積にかわって，β-CRYとゼアキサンチンが蓄積を始め

る変換点が 10月 15日前後であったが，ウンシュウミカン

やトマトでも緑熟期から成熟期にかわる際に同様の変化が

認められる．ウンシュウミカンでは LCYbの発現量が増大

しかつ，LCYeの発現の低下が認められ（Katoら，2004），

トマトでは LCYbと LCYeの両方の発現低下が認められて

いる（Ronenら，1999）．カキでは，DK-LCYbの発現量の

増大は認められたものの，DK-LCYeの発現はほぼ一定で低

下していなかった．果実の種類によりこのような差が認め

られる要因は不明であるが，各酵素の発現のバランスに

よって蓄積するカロテノイドの種類が制御されているとい

う点は同じであった．なお，カキの果皮中にルテインが多

く蓄積しているのは，DK-LCYeの発現量が低下しないこと

が要因となっている可能性も考えられた．

果肉では，果皮と比べて 11月以降のリコペンの蓄積が特

異的に起こった．これはリコペン上流の酵素遺伝子の

mRNAレベルの急激な上昇によりリコペンの蓄積に適した

発現パターンに変化したことに起因していると考えられ

た．このように，果皮でキサントフィル類の蓄積が増大し

ている時期に果肉ではリコペンが増加するということは，

果皮に比べて果肉の方が熟度が進んでいる可能性が考えら

れる．現地では果皮の着色が遅れ，果肉のみが成熟するい

わゆる「果肉先熟」現象が認められていることから，今回

供試した果実にも同様の現象が起こっているのではないか

と推察された．

カキはウンシュウミカンと並んでβ-CRYの貴重な供給源

である．カンキツでは，オレンジのように HYbの発現が高

くビオラキサンチンが集積するものと，ウンシュウミカン

のようにHYbの発現が低くビオラキサンチンまで代謝が進

まないため β-CRYを集積するものとがあり，そのためウン

シュウミカンで β-CRYが蓄積される要因は，HYb遺伝子

の発現の低下によるものである（Katoら，2004）．しかし，

カキの果皮では，DK-LCYeを除く遺伝子群の一斉上昇に

伴って β-CRYと同時にビオラキサンチンも増加していく

が，収穫直前になると DK-ZEPの発現が低下し，ビオラキ

サンチンの蓄積も停止した．また，果肉では成熟に伴って

DK-HYbが増加するのに対し DK-ZEPは増加せず，β-CRY

とゼアキサンチンが蓄積するもののビオラキサンチンの蓄

積は認められない．このように DK-HYbの発現が上昇して

もビオラキサンチンの蓄積は起こらず，β-CRYが蓄積する

ことは，オレンジやウンシュウミカンと異なっている．こ

れは，カキは DK-ZEPの発現が低調で，ビオラキサンチン

を蓄積しにくいタイプの果実であることが要因ではないか

と考えられる．

近年増加傾向にある秋季の高温年では，果皮の着色遅延

や黄色のまま収穫期を迎えるという現象を引き起こしてい

る．今回の研究からこのような現象は，高温によってキサ

ントフィル類を蓄積しやすい条件が長く続き，リコペンを

蓄積する条件に移行しないことから引き起こされているも

のと考えられる．今後 β-CRY等の機能性成分含量を高めた

果実生産を目指す場合には，当地における 10月の気象条件

である 20°C程度の平均気温を長く維持するような栽培技

術確立に応用できるものと考えられる．

著者らは，今回の‘富有’に加えて成熟期の異なる‘刀

根早生’ならびに‘早秋’においても同様な研究を行い，

それぞれのカロテノイド蓄積パターンに加え，通常の果実

では検出されないフィトエンは，軟化が始まった完熟状態

の果実だけで蓄積が認められることから，カキのカロテノ

イドは生合成系の下流から順に蓄積するものと推察した

（新川ら，2005）．加えて両品種の比較においては，‘刀根早

生’の方が相対的なカロテノイド生合成系酵素遺伝子の

mRNAレベルが高いもののカロテノイドの蓄積量は少な

く，‘刀根早生’がカロテノイドを分解しやすい品種ではな
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いかとも推察した（新川ら，2005）．Katoら（2006）は，カ

ンキツ果実のカロテノイド含量・組成の品種間差を決定す

る要因にカロテノイド分解に関わる CitNCED（citrus 9-cis-

epoxycarotenoid dioxygenase）が関与していることを示唆し

ており，カキにおいてもカロテノイド生合成のさらに下流

のカロテノイド分解酵素の変動とその生成物由来のアブシ

ジン酸の蓄積特性を明らかにすることで，カロテノイドを蓄

積する要因や品種間差の解明が可能となるものと思われた．

摘　　要

カキ‘富有’を用いて，成熟に伴うカロテノイド蓄積と

生合成に関与する phytoene synthase（DK-PSY），phytoene

desaturase（DK-PDS），ζ-carotene desaturase（DK-ZDS），lyco-

pene β-cyclase（DK-LCYb），β-ring hydroxylase（DK-HYb），

zeaxanthin epoxidase（DK-ZEP），lycopene ε-cyclase（DK-

LCYe）の発現の特徴について明らかにした．果皮では，緑

色期の主要なカロテノイドはルテインであった．これは

DK-LCYeの遺伝子発現が全期間ほぼ一定に推移したのに

対して，他の遺伝子は緑色期では最も低い発現レベルで

あったため，緑色期の LCYeの役割が着色期に比べて相対

的に大きくなり緑色期のルテインの蓄積に関与したためと

考えられた．着色が始まる 10月以降には，β-CRYならび

にゼアキサンチンが蓄積した．これは DK-LCYe以外の遺

伝子発現の一斉上昇により，キサントフィル類が蓄積しや

すい遺伝子発現パターンに変化したためと考えられた．果

肉では，10月に β-CRYならびにゼアキサンチンが蓄積し，

11月にはリコペンが蓄積した．11月のリコペンの蓄積は，

リコペン生合成より上流に位置する DK-PSY，DK-PDS，

DK-ZDSの急激な発現上昇によるものと考えられた．
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