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ｋａｋＩ Ｔｈｕｎｂ．）ｆｒｕｉｔ

（カキ果実におけるエチレン生成に関する生化学および分

子生物学的研究）

学位論文審査委員　（主査）　　板村裕之

（副査）
中　務　明

田遺賢二

樹志直高内木山細

学位論　文　の　内　容　の　要　旨

Ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ（ＤｉｏｗｆＹ）ＳｋａｋｉＴｈｕｎｂ．）ｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔ舟ｕｉｔｃｒｏｐｓａｎｄｈａｓｌｏｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｈｉｓｔｏｒｙ

ｉｎＪＡｐａｎ．Ｓｊｎｃｅ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｐｌａｙｓ ａｎｉｍｐｏｒｔａｍｔｒｏｌｅｉｎ ｐｅｒｓｉＴｎｍＯｎｆｒｕｉｔ ｓｏｆｔｅｎｉｎ島1ｔｉｓ ｖａｌｕａｂｌｅｔｏ ｓｔｕｄｙ

ｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ叶ｐｅｒｓｉｌｎｍＯｎ・Ｉｔｈａｓ

ｂｅｅｎｅｓｔａｂ）ｉｓｈｅｄｔｈａｔｅｔｈｙｌｅｎｅｉｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄＢ・ＯｍｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｖｉａＳ－ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ（ＡｄｏＭｅｔ）ａｎｄ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｙｏｕｎｇｌｎｔａＣｔＰｅｒＳｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ，ａｎｄｐｒｏｌｏｎｇｅｄ’Ｓａｄｏ，ｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔｓｈｅｌｆ－1ｉｆｅｔｈｒｏｕｇｈＮｉ2＋
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ｊｎｄｕｃｉｎｇ ＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄＤ闘ＣＳＬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｊｓｍ ｏｆｗｏｕｎｄ－ｉｎｄｕｃｅ

9ｔｈｙｌｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ．

（1）Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ＡＣＣ ｏｘｉｄａＢｅｆｒｏｍ ｗｏｕｎｄｅｄ

ＰｅｒＳｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ

ＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄＡＣＣｏｘｉｄａｓｅｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄ舟ｏｍｗｏｕｎｄｅｄｔｉｓｓｕｅｏｆｍａｔｕｒｅ‘Ｓａｉｊｏ’ｐｅｒｓｈｌｌｍＯｎ舟ｕｉｔ

ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｅｒｏｌ（ＰＥＧ）ａｃｅｔｏｎｅ ｍｅｔｌｌＯｄ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔもｒｉｚｅｄ．Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐＨ，

ＣＯｎＣｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｉｄｏｘａｌ－5－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＬＰ）ｆｂｒｌＴｌａＸｉｌＴｌｕｍＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｈｅＫＬ，ｆｂｒＡｄｏＭｅｔ；

ａｎｄｔｈｅｈａｌト1ｉｆｂｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＡｄｏＭｅｔｆｂｒｐｅｒｓｊｌｎｍＯｎＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅｗｅｒｅ8．5，5ｐＭ，10ｐＭ，ａｎｄ21
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ｍ）ｎ，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌｙ；Ｗｈｅｒｅａｓ，ｔｈｅｏｐｔ）ｍｕｍＰＨｆｏｒＡＣＣｏｘｉｄａｓｅｗａｓ7．2，ｔｈｅａｐｐａｒｅｎｔＫＬ，Ｓｆｂｒｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ＡＣＣａｎｄｃｏｆａｃｔｏｒＦｅ2＋ｗｅｒｅｌ14ＬＩＭ′ａｎｄ4ｐＭ，ｒｅＳｐｅＣｔｉｖｅｌｙ・ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｆａｃｔｏｒＨＣＯ3－ｆｏｒ

ｌｌｌａＸｉＩｎｕｒｎａＣｔｉｖｉｔｙｗａｓ．ａｐｐｒｏｘｊｍａｔｅｌｙ40ｍＭ．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ ａｎｏか1ｉｎｅａｒ

ｍａｒｌｎｅｒｄｕｒｉｎｇｌｎＶｉｔｒｏｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，ｗｉｔｌｌａｈａｌトＩｉｆｂｏｆａｂｏｕｔ9ｍｉｎ；ｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｖａｒｉｏｕｓ

ｄｉｖａｌｅｎｔｃａｔｉｏｎｓ，ＳｕＣｈａｓＮｉ2＋，Ｚｎ2＋，Ｃｕ2＋，Ｍｎ2＋，ａｎｄＭｇ2＋・

（2）ＥｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄＡＣＣｏｘｉｄａｓｅ叶ｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｎｉｔ

ＢａｓｅｄｏｎｓｕｃｃｅｅｄｉｎｇｌｎｅＸｂ・ａＣｔｊｏｎａｎｄａｓｓａｙｏｆＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄＡＣＣｏｘｊｄａｓｅ，Ｗｅａｎａｌｙｚｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｙｏｕｎｇｌｎｔａＣｔａｎｄｍａｔｕｒｅｗｏｕｎｄｅｄ‘Ｈｉｒａｔａｎｅｎａｓｈｉ’ｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ．ＩｎｙｏｕｎｇｌｎｔａＣｔｆｒｕｉｔ，

ｅｔｈｙｌｅｎｅｐｒｏ血ｃｔ盲ｏｎｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ2ｄａｙｓａ鮎ｒｈａｒｖｅＳｔ ａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ4ｄａｙｓ．Ｌｉｔｔｌｅ ＡＣＣ ｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔｌ ｄａｙ；ｒａＰｉｄｌｙ］ｎＣｒｅａＳｌｎｇ4ｄａｙｓ ａ魚ｅｒｈａｒｖｅＳｔ ａｎｄｐｅａｋｉｎｇ ａｔ7ｄａｙｓ．ＤＫ－ＡＣＳ2ｓｔｒｏｎｇｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｕｒｉｎｇａｌｍｏｓｔａ］ｌｐｅｒｉｏｄｓａ魚ｅｒｉｔｃｏｍｍｅｎｃｅｄａｔ3ｄａｙｓ，ｆｂｌｌｏｗｅｄｂｙａｒａｐｉｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＡＣＣ

Ｓｙｎｔｈａｓｅａｃｔｉｖｌｔｙａｔ4ｄａｙｓａｎｄａｐｅａｋａｔ5ｄａｙｓ．ＤＫ－ＡＣＯｌｍＲＮＡａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｅｄａｔｈａｒＶｅＳｔｔｉｍｅ，

ｄｒａｍａｔｉｃａ71ｙｌ】1ＣｒｅａＳｅｄａｔ2ｄａｙｓ；ａＳａｒｅＳｕｌｔ，ｈｉｇｈＡＣＣｏｘｉｄａｓｅａｃｔｌＶｌｔｙＷａＳｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｔｈｅｂｅｇｉｎｎｌｒｉｇｏｆ

ｈａｒＶｅＳｔ，ａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ3ｄａｙｓ．ＤＲｕＣＯｌｍＲＮＡａｃｃｕｌｍ！ａｔｉｏｎ ｃｏ鱒ｉｎｕｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｄａｙｓ，

ｕｉｈｅｒｅａｓＡＣＣｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏａ］ｏｗｌｅｖｅ）・

ＷｂｕｎｄｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｊｎｄｕｃｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄＡＣＣ ａｃｃ11ｍｕｌａｔｊｏｎ．ＴｌｌｅＳｔｒＯｎｇｅＳｔＤＲＭＣＳ2

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓｉｎｄｕｃ6ｄｌ ｄａｙ？ｆｔｅｒｗｏｕｎｄｉｎｇ，ｆｂ］］ｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｈｉｃｈ

ｐａｒａ】ｌｅｌ占ｄＡＣＣａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ．ＡｂｕｎｄａｎｔＤＫＡＣＯｌｍＲＮＡａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈＡＣＣｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ＷｅｒｅＯｂｓｅｒｖｅｄａｔｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｊｏｎｏｆｗｏｕｎｄｉｎｇａｎｄｒｅｍａｉｎｅｄａｔｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄａｙｓｔｈａｔｆｂ］ｌｏｗｅｄ．

（3）Ｅｆｆｂｃｔｏｆｌ－ＭＣＰｏｎｗｏｕｎｄ－ｉｎｄｌｌＣｅｄｅｔｌｌｙｌｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ’Ｓａｉｊｏ，ｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ

ＭｅｃｈａｎｉｃａｌｉｎＪｕｒｙｌＳ Ｏｎｅ Ｏｆｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｖｅｒ ｓｔｒｅｓｓｆｏｒｆｒｕｉｔｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．Ｗｔ ａｌｒｅａｄｙ ａｎａｌｙｚｅｄ

ＷＯｕｎｄｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄ

ＡＣＣｏｘｉｄａｓｅａｂｏｖｅ；ｌａｔｅｒ，Ｗｅｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅｃｌａｒｉｆｉｅｄｔｈｅｆｂｅｄｂａｃｋｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｗｏｕｎかｉｈｄｕｃｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｂｉｏｓｙｍｔｈｅｓｉｓｉｎ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ舟ｕｉｔ．Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆトｍｅ仇ｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐｅｎｅ－（1－ＭＣＰ），ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ

ｅｔｈｙｌｅｎｅａｃｔｉｏｎ，1ｎＣｒｅａＳｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｔ48ｈａｆｔｅｒｗｏｕｎｄｉｎ＆ａｎｄｃａｕｓｅｄａｍａｘｉｍｕｍｌ．8－ｆｏ1ｄ

ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎ ｅｔｈｙ）ｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｊｏｎ，Ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｗｏｕｎかｈｌｄｕｃｅｄｅｔｈｙｌｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗａｓｕｎｄｅｒａ

ｎｅｇａｔｉｖｅ氏ｅｄｂａｃｋ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｔｈｙｌｅｎｅ．Ｗｂｕｎｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＣＣ ｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ ａｌｓｏ ｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｌ－ＭＣＰ

ＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔＣａｕＳｅｄｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＤＲｕＣＳＬ ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｊｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔ

ＤＫＡＣＳＬ、ｇｅｎｅ ｅＸｐｒｅＳＳｉｏｎ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ ｅｔｈｙｌｅｎｅｉｎｗｏｕｎｄｅｄｍａｔｕｒｅｐｅｒｓｉｍｍｏｎｆｒｕｉｔ．

1－ＭＣＰｐｒｅｈ・ｅａｔｍｅｎｔｈａｄｎｏｅｆｆｂｃｔｏｎｗｏｕｌｌかｊｎｄｕｃｅｄＤＲＩＡＣＯＪｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｗｈｅｒｅａｓ，ＡＣＣｏｘｉｄａｓｅ
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論文審　査　め　結　果　の　要　旨

エチレンはカキの．軟化に重要な役割を果たすため，エチレン生成とその関連酵素の性質を研究

することは重雫であり価値のあることである。傷害処理カキ‘西条’果実よりポリエチレングリ

コール（ＰＥＧ）アセトン法を用いてトアミノシクロプロパンートカルポン酸（ＡＣＣ）合成酵素とＡＣＣ

酸化酵素を抽出し，これらの性質を調査した。カキのＡＣＣ合成酵素活性における最適ｐＨは8．5，

ＡＣＣ合成酵素活性が最大となるビリドキサールリン酸（ＰＬＰ）浪度およびＳ－アデノシルメチオニン

（ＡｄｏＭｅｔ）に対するＫｍ値はそれぞれ5劇および10　仇　ＡｄｏＭｅｔ存在下でのＡＣＣ合成酵素活性の

半減期は21分であった。一方，ＡＣＣ酸化酵素の最適ｐＨは7．2であり，基質ＡＣＣと補因子Ｆｅ2＋に

対する‰値はそれぞれ114ｉｎおよび4劇であった。ＡＣＣ酸化酵素活性が最大となる補因子ＨＣＯ3－

浪度は40ｍＭであった。さらにＡＣＣ酸化酵素活性の半減期は約9分であり，ｉｎ ｖｉｔ（0でインキュ

ベート中に非直線的に減少した。またＡＣＣ酸化酵素活性はＮｉ2＋，Ｚｎ2＋，Ｃｕ2＋，Ｍｎ2＋，Ｍｇ2＋など

の二価の陽イオンによっ．7：抑制された。カキにおけるＡＣＣ合成酵素とＡＣＣ酸化酵素の抽出と測

定法を確立したため、つづいてカキ‘平核無’の無傷の幼果と傷害処理を行った成熟果でエチレ

ン生合成を分析した。無傷の幼果では，エチレン生成が採取後2日に始まり4日でピークに達し
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た。ＡＣＣは採取後1日にわずかに合成され，4日後非常に速やかに増加した後，7日でピークに

達した。血訂Ａα諺遺伝子は採取後3日に発現した後，ほとんど全期間強く発現した。一方，ＡＣＣ

合成酵素活性は採取後4日に急速に増加した後，5日でピークに達した。月好ｄＣりＪ　皿ＲＮＡの

蓄積は採取時に始まり，2日に急速に増加した。それに伴って，ＡＣＣ酸化酵素活性は採取時に検

出された後，3日でピークに達した。動ＣＯｌｍＲＮＡの蓄積は数日間続いたが，ＡＣＣ酸化酵

素の活性は低いレベルまで減少した。一方，傷害処理ではエチレン生成とＡＣＣの蓄積が誘導さ

れた。月計Ａα諺遺伝子の最も強い発現は傷害処理後2日に誘導された。同時にＡＣＣ合成酵素の

活性が高くなり，ＡＣＣが蓄積した。傷害処理初期では，豊富なＤＫＡＣＶｌｍＲＮＡの蓄積と高い

ＡＣＣ酸化酵素の活性が検出され，その後，高いレベルを維持した。

自然環境下で機械的傷害は最も顕著なストレスの一つである。そこ、でカキ‘西条’果実の傷害

処理によって誘導されるエチレン生成，ＡＣＣ合成酵素とＡＣＣ酸化酵素活性およびそれらの遺伝

子発現を分析した。さらに，カキ果実の傷害処理によって誘導されるエチレン生合成のフィード

バック機構を明らかにした。傷害処理後48時間に，エチレン作用阻害剤の1－ＭＣＩ）前処理によ

りエチレン生成が最大1．8倍に増加したが，これは傷害処理誘導エチレンの生成は，エチレンに

よってネガティブフィードバック制御されていることを示唆した。1－ＭＣＰ前処理によって傷害

果のＡＣＣ合成酵素活性と刀」訂ｄａＳＬ遺伝子の発現が促進されるためＡＣＣ含量が高くなった。こ

のことから傷害処理成熟果ではＡＣＣ合成酵素の活性と－乱酔Ａα日通伝子の発現は，ネガティブフ

ィードバックに制御されることが示された。1十ＭＣＰ前処理は捌Ｃり∫遺伝子の発現に影響を

及ぼさないが，傷害処理後48時間の果実で，ＡＣＣ酸化酵素の活性が，60時間後の対照より1．5

倍高くなった。このことから，カキ成熟果実において傷害処理で誘導される動ＣＯＪ遺伝子の

発現はエチレン非依存ではあるが，エチレンがぶ許Ａα刀遺伝子の翻訳後の過程を制御している

ことが示唆された。

カキ‘西条’は日本の主要な渋柿品種である。しかし，成熟期の樹上軟化や脱渋後の急速な軟

（　化のため・西条柿産業の発展と消費拡大が妨げられている0カキ果実の日持ちの延長のため樹上
でへた部に0．1％ＮｉＣ12を噴霧し，採取果のエチレン生成，果肉硬度，ＡＣＣ含量，ＡＣＣ合成酵素

とＡＣＣ酸化酵素活性およびそれらの遺伝子発現におけるＮｉ2＋の効果を検討した。対照では，ド

ライアイス脱渋後エチレン生成とＡＣＣ含量が急増し，急速な果実軟化を伴った。ＡＣＣ合成酵素

と劇軋化鱒の遺伝子発現もまた5日後に急速にピークに達した。また，ＡＣＣ酸化酵素活性セ

ガ釘Ａα刀の遺伝子発現は恒常的であった。一方，Ｎｉ2＋処理果では，エチレン生成が対照より2

日遅れたため，2日間の貯蔵性延長が認められた。その間ＡＣＣ含量が対照より明らかに減少し，

ＡＣＣ合成酵素活性とβ朋Ｃｎの遺伝子発現は対照より1日遅れた。・しかし，Ｎｉ2＋処理果，対照

とも，ａ許Ａα㍑の遺伝子発現は弱く変化はなかった。Ｎｉ2＋処理によって肌ＣＯＪの遺伝子発

現が強く促進されたにもかかわらず，ＡＣＣ酸化酵素活性には変化が認められた。

このように、本研究はカキ果実におけるエチレン生成の動態を、ＡＣＣ合成酵素およびＡＣＣ酸

化酵素のカイネテイクスの観点から、生化学的にその性質を明らかにし、さらに、カキ果実の軟

化過程におけるそれらの活性変化と、遺伝子発現を解明した。両酵素の生化学的性質は他の一般
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的な果樹類と大差がないことが判明したが、カキでは初めて明らかにされた点が高く評価される。
＼

また、それらを解明する中で、急速な軟化が問題となるカキ‘西条’の貯蔵性延長のための基礎

理論を確立した点も合わせて高く評価される。これらのことから、学位論文として充分な価値を

有するものと判定した。
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