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研究成果の概要（和文）：本研究では，カンキツ果実におけるキサントフィルのエステル化機構を解明するため
に，果実におけるキサントフィルエステルの含量の季節変動を調査した。その結果，果実の成熟に伴いキサント
フィルエステルの含量が増大し，成熟した果実には85％以上がエステル体として存在していた。また，マイクロ
アレイ解析を用いて，キサントフィルのエステル化に関わる遺伝子を探索した。CitXES1，CitXES6，CitXES7，
CitXES8およびCitXES9の発現レベルはエステル体含量の季節変動と似たような発現を示した。よって，これらの
遺伝子はカンキツ果実においてキサントフィルのエステル化に関わる遺伝子であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, to elucidate the mechanism of the xanthophyll esterification 
in citrus fruit, the changes in the contents of xanthophyll esters were investigated in the flavedo 
and juice sacs of different citrus varieties during the ripening process. The results showed that 
the contents of xanthophyll esters increased gradually in citrus fruit during the ripening process, 
and more than 85% of xanthophylls were present in esterified forms in the mature fruit. In addition,
 we screed the genes involved in xanthophyll esterification by microarray analysis. The results 
showed that the expression of CitXES1, CitXES6, CitXES7, CitXES8, and CitXES9 increased rapidly in 
the citrus fruit during the ripening process. The changes in the expression of CitXESs were well 
consistent with the accumulation of xanthophyll esters during the ripening process, which indicated 
that CitXESs might be the key genes responsible for xanthophyll esterification in citrus fruit.
 

研究分野： 収穫後生理学

キーワード： β－クリプトキサンチン　キサントフィル　エステル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請課題で取り組むβ-クリプトキサンチンの脂肪酸とのエステル化は，β-クリプトキサンチンの高蓄積メカ
ニズムに大きく関わっていることが予想される。本研究では，カンキツ果実における新たなβ-クリプトキサン
チンの高蓄積機構を解明し，研究成果は機能性成分であるβ-クリプトキサンチンの高含有化栽培技術，貯蔵技
術，高含有新品種の育種へ繋がる。

※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 

 カンキツ果実は，総カロテノイドのうち 90％以上をキサントフィルが占めており，キサント

フィルの中でも β-クリプトキサンチンおよびビオラキサンチンを主要なカロテノイドとして蓄

積する。特に，β-クリプトキサンチンはウンシュウミカンに多く蓄積するキサントフィルであ

り，ヒト体内においてビタミン A の前駆体または抗酸化物質として作用する。また，最近の疫

学研究から β-クリプトキサンチンは，肺がん，骨粗鬆症，2 型糖尿病等の生活習慣病の予防が

期待される機能性成分であることが報告されている。 

これまで研究代表者のグループは，ウンシュウミカン果実の成熟に伴い，β-クリプトキサン

チンのエステル体の含量が増

大し，成熟したカンキツ果実

に含まれる β-クリプトキサン

チンの 90%以上がエステル体

として存在することを明らか

にした。また，β-クリプトキ

サンチンは，脂肪酸のラウリ

ン酸，ミリスチン酸，パルミ

チン酸とエステル化している

ことを明らかにした（図

１）。さらに，図１のように，エステル化していないフリー体の β-クリプトキサンチンは，カロ

テノイド酸化開裂酵素（CCD1および CCD4）により分解されたが，３種類の β-クリプトキサン

チンエステルは CCD1 または CCD4 によって分解されなかった。これらの結果から，脂肪酸に

よる β-クリプトキサンチンのエステル化は，β-クリプトキサンチンがカンキツ果実中に安定し

て高蓄積するために必要なメカニズムであると考えられた。 

近年，キサントフィルをエステル化する酵素として，アシルトランスフェラーゼ（DGAT，

LPAT）またはGDSLエステラーゼ/リパーゼ遺伝子が単離されている。トマトでは，シロイヌナ

ズナのフィチル脂肪酸エステル合成酵素（Phytyl fatty acid ester synthase: PES）のホモログである

PYP1が DGAT活性を有し，雌ずいや花弁のキサントフィルのエステル化に関与することが報告

された（Ariizumi et al., 2014）。一方，コムギにおいて，GDSL エステラーゼ/リパーゼ遺伝子で

ある XES（Xanthophyll esterase）が単離された（Watkins et al., 2019）。XES は TAG を最適な基質

として，キサントフィルであるルテイン，ゼアキサンチンおよび β-クリプトキサンチンのエス

テル化に関わる重要な遺伝子であると報告された。 

 

２．研究の目的 

これまで，他の植物種においてキサントフィルのエステル化に関わる酵素について研究され

ているが，カンキツ果実における β-クリプトキサンチンのエステル化に関わる研究はこれまで

行われていない。また，β-クリプトキサンチンをエステル化する酵素遺伝子は単離されていな

い。本研究では，カンキツ果実における β-クリプトキサンチンのエステル化に関与する酵素遺

伝子の単離，発現解析，機能解析を行うことにより，カンキツ果実における β-クリプトキサン

チンのエステル化メカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 



３．研究の方法 

 本研究では，キサントフィルを多く蓄積するウンシュウミカンの‘宮川早生’（Citrus unshiu 

Marcow.）およびバレンシアオレンジ（Citrus sinensis Osbeck）を用いて，カンキツ果実におけ

る β-クリプトキサンチンのエステル化メカニズムを明らかにするために，次の実験を行った。 

 

（１）マイクロアレイを用いた CitXESs の単離および発現解析 

 ウンシュウミカン‘宮川早生’の 9 月，10 月および 12 月の果皮から，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。 

 

（２）カンキツ果実におけるフリー体およびエステル体キサントフィル含量の季節変動の調査 

 ウンシュウミカンおよびバレンシアオレンジの 9 月，10 月，11 月，12 月における果皮および

果肉について，2 通りの方法でキサントフィル含量を定量した。抽出溶媒を用いてキサントフ

ィルを抽出後，一方は KOHでけん化して全てフリー体として HPLCにより定量し，もう一方は

けん化せずに HPLC により定量して，その含量の差をエステル体含量として算出した。 

 

（３）カンキツ果実におけるサントフィルのエステル化に関わる遺伝子（CitXESs）発現の季節

変動の調査 

 ウンシュウミカンおよびバレンシアオレンジの 9 月，10 月，11 月，12 月におけるサントフィ

ルのエステル化に関わる遺伝子 CitXESs の発現をリアルタイム PCR によって測定した。果皮お
よび果肉のサンプルから 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 により遺伝子の発現を測

定した。 

 

（４）キサントフィルのエステル化に関わる遺伝子（CitXESs）の単離および機能解析 

 CitXES遺伝子の翻訳領域を p-Cold-GST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 CitXES 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，キサントフィルのエステル化に関わる遺伝子（CitXESs）の機能解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）マイクロアレイを用いた CitXESs の単離 

 マイクロアレイ解析ソフト Subio（Subio 社）を用いて diacylglycerol acyltransferase（DGAT）

にアノテーションされた 19 遺伝子，lysophosphatidyl acyltransferase（LPAT）にアノテーション

された 7 遺伝子，GDSL エステラーゼ/リパーゼ（GDSL）にアノテーションされた 86 遺伝子の

計112遺伝子を抽出した。その中には，クロロプラストに局在すると予想された遺伝子はDGAT

で 6 個，LPAT で 1 個，GDSLで 18 個確認された。その中から，成熟に伴い発現レベルが上昇す

る遺伝子をDGATから3つ，LPATから１つ，GDSLから5つ選抜し，それらをCitXES1，CitXES2，

CitXES3，CitXES4，CitXES5，CitXES6，CitXES7，CitXES8 および CitXES9 とした。 

 

（２） CitXESs の系統学的分析  



 オンラインツール Phylogeny fr（http://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cgi）を使用し，推定

される CitXESs のアミノ酸配列およ

びトマト XES とそのホモログ（トウ

ガラシ，シロイヌナズナ），コムギ

XES とそのホモログ（トマト，シロ

イヌナズナ，トウモロコシ）から系

統樹を作成した（図 2）。系統樹分析

の結果，2 つの大きなクラスターが

確認された。1 つはアシルトランス

フェラーゼで，CitXES1，CitXES6，

CitXES7 および CitXES8 が分類され

た。もう一方は GDSL（SGNH）エ

ステラーゼ/リパーゼで，CitXES2，

CitXES3，CitXES4，CitXES5 および

CitXES9 が分類された。 

 さらに，NCBI を使用して推定さ

れる CitXESs のアミノ酸配列から，

予想されるタンパク質の保存ドメイ

ンを検索した。CitXES1，CitXES6，CitXES7 および CitXES8 は，アシルトランスフェラーゼであ

る LPAT ドメインが保存されていた。CitXES2，CitXES3，CitXES4，CitXES5 および CitXES9 は，

GDSL（SGNH）エステラーゼ/リパーゼドメインが保存されていた。トマト XES も同様にタン

パク質の保存ドメインを検索したところ，アシルトランスフェラーゼである LPAT ドメインが

保存されていた。コムギ XES には，GDSL（SGNH）エステラーゼ/リパーゼドメインが保存さ

れていた。 

 

（３）ウンシュウミカンとバレンシアオレンジのフリー体およびエステル体キサントフィル含

量の季節変動 

 本研究では，キサントフィル

として All-trans-ビオラキサンチ

ン，9-cis-ビオラキサンチン，β‐

クリプトキサンチンおよびルテ

インが検出された。キサントフ

ィルについて，フリー体のキサ

ントフィルとエステル体のキサ

ントフィルで区別して考える

と，両品種の果皮において，9 月

の時点ではフリー体が主に蓄積

しており，12 月では主にエステ

ル体が蓄積していた（図 3）。成熟に伴いフリー体のキサントフィル含量は減少し，エステル体

のキサントフィル含量は増大した。一方，果肉では両品種とも 9 月の時点でエステル体が蓄積

しており，その含量は成熟に伴い増大した（図 3）。 

 β‐クリプトキサンチンについて，両品種の果皮および果肉において，成熟に伴いフリー体お
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よびエステル体の β‐クリプトキサ

ンチン含量は増大した（図4）。特

に，エステル体の含量は 11 月か

ら成熟に伴い急激に増大した。ウ

ンシュウミカンの果肉においては

9 月の時点でもエステル体の蓄積

が認められた（図4）。また，バレ

ンシアオレンジと比較してウンシ

ュウミカンでは果皮および果肉に

おいて，多量の β‐クリプトキサン

チンが蓄積していた。 

 

（４）リアルタイム PCR によるカンキツ 2 品種における CitXESs 発現の季節変動 

 CitXESs の発現解析を行ったところ，CitXES1，CitXES6，CitXES7，CitXES8 および CitXES9 の

発現レベルは，

両品種の果皮と

果肉において成

熟 に 伴 い 上 昇

し，エステル体

含量の季節変動

と似たような発

現パターンを示

した（図 5）。

これらのことか

ら ， CitXES1 ，

CitXES6，CitXES7，CitXES8 および CitXES9 は，カンキツの果皮および果肉において，キサント

フィルのエステル化に関わる遺伝子であると考えられた。 

 

（５）CitXESの機能解析 

 本研究では，pCold-GST ベクターを用いて CitXES1 のリコンビナントタンパク質を得て，in 

vitro における機能解析をしようと試みた。SDS-PAGE 分析の結果，目的遺伝子の推定分子量と

一致するシングルバンドが確認された。しかし，精製した CitXES1 のリコンビナントタンパク

質と基質をインキュベートし，HPLC 分析したところ，新たなエステル体のピークは検出され

なかった。今後は最適な基質や反応系の再検討が課題である。また，CitXES1以外のCitXESsの

機能解析も行っていきたい。 
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