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ブドウ‘ピオーネ'果皮中の AVI を構成する膜成分の定性
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Histochemical studies we 陀 conducted to determine membrane constituents of an 白ocyanic vacuolar inclusions (AVls) 

developed in vacuoles of skin cells of Pione grape berries at the full ripe s旬ge. 官le marginal portion of the A Vl s in cross 

sections of skin tissues ， prepared by a paraffin section technique ， was positively stained by Coomassie brilliant blue (CBB) 

and Sudan blac k， but not by alcian blue. 官官 results indicat 巴:d that the A Vl s have membrane involving protein and lipid ， not 

polysaccharide. SDS-PAGE of a protein fraction extracted 企om AVIs also revealed that the AVI membrane is composed of 

several protein molecules with the molecular mass between 50 kDa and 150 kDa 
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緒言

成熟期のブドウの果皮中では、アントシアニンの多 材料と方法

くが液胞中で、円形または楕円形の小胞 (Anth ∞yanic 1. 植物材料

vacuolar inclusion ， AVl ; Anthocyanoplas t， ACP と同義語)

内に濃縮された状態で存在する (4、5，9)。しかし、

アントシアニンは極性を持つため、水に溶けやすい。

したがって、アントシアニン分子だ、けで、は液胞中で、小

胞状の構造を維持することは考えにくく、何らかの化

合物が膜を構成している可能性が考えられる。ブドウ

以外の植物では、 AVI を構成する化合物についていく

つかの報告がなされている (10 、11)。しかし、ブドウ

の AVlに関する報告は少なく、中村 (6) が顕微鏡観

察によって膜の存在の可能性を示しているだけである。

本研究では、ブドウの AVI を固定・染色し、 AVlを構

成する膜の存在とその化合物の化学的性質を推定する

とともに、 SDS-PAGE 電気泳動法によって AVI に含ま

れるタンパク分子のサイズを解析した。

2006 年 7月 27 日受理

AVI の染色実験には、 2004 年 5月に岡山市内の経済

栽培園で収穫された加温耕音のピオーネ果実 5果房を

用いた。収穫果実の果汁の可溶性固形物含量 (TSS)

は約 17 度で、農林水産省果樹試験場基準果実カラーチ

ャート(ブドウ;赤・紫・黒色系)による着色スコア

ーは8'"'"'9で、あった。また、 AVI に含まれるタンパクの

SDS-PAGE 実験には、 2005 年 10 月に無加温の経済栽

培園で収穫されたピオーネ果実 4 果房を用いた。この

果実の果汁の TSS は約 16 度で、着色スコアーは 5'"'"'6

で、あった。

2. パラフィン切片の作成

果粒を中性洗剤で洗い、カミソリを用いて果粒の赤

道部分から直径 2 mm 、厚さ 1 mm の果皮ディスク 30

個を切り出した。このディスクをリン酸クエン酸

Buffer で、 pH を5.0 に調節した 4% ホルムアルデ、ヒド溶

液に浸し、 25 0C で 24 時間、固定した。この固定サンプ
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ルを約 12 時間流水で洗浄した後、エタノール・ブタノ

ールシリーズで脱水した。これを組織用パラフィン(融

点 53 "C)で包埋し、ミクロトームを用いて厚さ 14 阿n

の横断切片を作成した。

3. AVI の染色

スライドガラス上のパラフィンを 30 "Cキシレン中

で溶除した後、キシレン・エタノールシリーズを経由

して溶媒を除き、水中に浸した。スライドガラスを 4

グ、ループ(各グループ 4"-'6 枚)に分け、グループ 1

は無染色、グループ 2 は 5%アルシアンプルー水溶液

で 10 分間、グループ 3 は0.25%クマジー・プリリアン

ト・プノレー (CBB; 25% メタノーノレ+7.5% 酢酸水溶液)

で 10 分間、グループ4 はスーダンプラック B (70% エ

タノール飽和樹夜)で 10 分間、染色した。無染色のプ

レパラートおよびそれぞれの染色液で染色したプレパ

ラートは、エタノール・キシレンシリーズで脱水し、

エンテラン・ニュー(恥但ERCK) を封織剤としてカバ

ーガラスで封入した。

4. AVI の単離と精製

パラフィン切片作成に用いたと同様の果皮ディス

クを切り出し、1.5%セルラーゼ(Cellulase “ONOZUKA"

R・10 、Y北ult) 、1%マセロチーム (Macerozyme R・10 、

Ya1叩It)、 0.4%PEG-6000 、5 mM KCI 、2 mM CaCh 、0.7

M マンニトール、リン酸クエン酸 Bu 自己r (pH 5.0) を

混合した酵素液 10 mLに浸し、 30 0C のインキュベータ

ー内で 24 時聞置いた。その後、 10 秒間超音波処理し、

AVI を酵素液中にi顕在させた。これを Miracloth

(Ca1 biωhem) でろ過し、 2，000Xg で 10 分間遠心分離

して得られた沈殿にリン酸クエン酸 Bu 民r (pH 3.0) 

を3・5 mL加え、ボルテックスで揖持した。この操作を

3度繰り返してから冷蔵庫内で 3分間放置し、 AVI を

沈殿させた。これに 12%PEG 胆 6000 を含むリン酸クエ

ン酸 Bu 民 r (pH 3.0) を静かに加え、 AVI 沈殿と小さな

残誼が適鏑Eしている溶液部分を分離した。以上の手)1慎

で、得られた沈殿をパスツールヒ。ベットで取り出し、上

記のリン酸クエン酸 Buffer に再懸濁した後、 2，000Xg

で 10 分間遠心分離して、その沈殿を AVI のサンプル

とした。

5. SDS-PAGE 

西方(7)が示した方法によった。すなわち、単離・

精製した AVI サンプルから脂質を取り除くために、ク

ロロホルム・メタノール溶液 (2:1 ; v/v) を加え、ボ
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ルテックスで擾持後、遠心分離してクロロホルム層を

除き、残分を凍結乾燥した。この凍結乾燥サンプルに、

2.5 mLの O.5M Tris-HCl (pH 6.8) 、2.0 札の 10%SOS 、

2.0 mLのグリセロール、 0.1 mLの O.l%BPB 、3.2 mL

の蒸留水を混合した SampleBu 能 rを60μL とTris-HCI

Bu 民r (pH 8.8) 2μL を加えて撹枠した。これを 60 0C

で変性後、メルカプトエタノールを 5%になるように

加えた。 20 ，000Xg で 10 分間遠心分離し、上澄みをタ

ンパク質試料溶液とした。

分離ゲルには、アクリルアミドを 7.5% 含むゲノレと

15% を含むゲルを用いた。 7.5%ゲノレは、 2.25 mL の 30%

アクリルアミド、 2.25 mL の1.5 MTris ・HCIBu 民 r (pH 

8.8) 、100 件の 10%SOS 、35 J.1Lの 10% 過研峨アンモ

ニウム、5J.1Lの TEMEO 、4.5mLの蒸留水を混合した。

また、 15% ゲノレは、 4.5mLの 30% アクリルアミド、 2.25

mLの 1.5M Tris-HCl Bu 能 r(pH 8.8) 、100 J.1Lの 10%SOS 、

35 J.1Lの 10% 過硫酸アンモニウム、 5μL の TEMEO 、

2.25 mLの蒸留水を混合した。それぞれをガラスプレ

ートに流し込み、ゲル l枚あたり 200 mLの蒸留水を

重層した。ゲルが固まってからろ紙で、水分を取り除き、

濃縮ゲル (0.9 mL 30% アクリルアミド、1.5 mL 0.5 M 

Tris-HCI Buffer (pH 6.8) 、60 件 10% SDS 、18μL 10% 

過硫酸アンモニウム、 10μL TEMED 、3.6 mL蒸留水)

を流し込んだ。

完成したゲ、ルにタンパク質試料協夜 20μL を流し込

み、 30 mA・ 150V でゲルの下端から約 1cm の高さま

で泳動した。泳動 Buffer として、 0.025 MTris 、0.192 M 

グリシン、 0.1% SOS 溶液を用いた。 SOS ゲルの銀染

色には、 Protein Silver Staining Kit (Bexel Biotechnology) 

を用いた。

結果

1. AVI の染色反応

果皮組織を固定・脱水してからパラフィン包埋して

も、 AVI の形状や色調は保たれていた (Fig. トA)。し

かし、大型の AVI では裂開したものも見られた (Fig.

1・B)。

切片をアルシアンプルーで染色すると、果皮組織の

細胞壁は青色に染色されたが、 AVI の表面は赤色のま

まであり、青色に染色された形跡はなかった (Fig.2 ・A)。

しかし、 CBB で染色すると、 AVI の表面や周辺部には

濃青色の染色反応が認められ、 AVI 表面が染色された
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75 kD 

B 

50 kD 

37 kD 

Fig . 1 AVl s obse lV ed in paraffin sections of dehydrated skin tissues in 

円one grape be 出es. Most AVls re ta.in吋 spherical 加dy (A)， while 

抑制 large AVl s have 同 ncrack 出但).Bars indicate 20 問・
扇面=ーーー ーー画面ーーー=

Fig.3 sm トPAGE elec 甘ophoresis of A vl protein 

E油百d 吋 from Pione grape berry skin. Se paration 

ge l containing 15% acry lamid e w ぉ ωed.

Stainin g tl 巴山 of A Vl s in cross sections of 

Pione be 町I skin. No obvious s包ining wぉ

obse lV ed when 出e sect lOns were tr 四 t吋 with

Al cian blue (A)， but dark staining wぉ found after 

staining with CBB (B) and Sudan Black B (c) 
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ことが推定された (Fig.2 ・B)。また、スーダンブラッ

クで染色すると、 AVl 全体が黒く変色した (Fig.2-< ご)。

2. SDS-PAGE 

AVI 中のタンパク質を抽出して、 SDS-PAGE を行っ

た結果、タンパク質のバンドが検出された。アクリル

アミド 7.5%ゲノレを用いた場合、ゲ、ルの下端部分に濃い

染色が見られ、バンド、の確認が困難で、あった。一方、

15% ゲ、ルを用いた場合は、 150 kDaから 50kDa の範囲

に濃く染色されたバンドがし、くつか認められた (Fig.

3)。

考察

アルシアンブルーはベクチン質などの酸性多糖類

を青色に染色し (2、3)、CBB はタンパク質を青色に

染色 (3) する。一方、スーダンプラックはポリフェノ

ールをオレンジ色に、脂質を暗青色・黒色に染色する

(1)。本実験では、 AVI はアルシアンプソレーで、染色さ

れなかったことから、ブドウの AVI には多糖類が含ま

れていないか、少量しか前生しないと推察される。特

に、 AVI の周囲に青色の染色反応が認められなかった

ことから、 AVI の1期勿質として多糖類の存在はほぼな

し吃思われる。一方、スーダンブラックと CBB によ

る明らかな染色反応が認められたことから、ブドウ

‘ピオーネ'の AVI は脂質とタンパク質を持っと考え

られる。

Yasuda (10) および Yasuda and Shinoda (11) は、パ

ラ‘チャールズ・マーリン'とハツカダイコン‘コハ

ク'について同様の実験を行い、パラの AVI はベクチ

ンとタンニン性物質を含むが、タンパク質を含まない

こと、ハッカダPイコンの AVI には還元糖、多糖類、脂

質、ペクチンが含まれていないことを報告している。

一方、中村 (6)は、顕微鏡観察の結果から、ブドウの

AVI は1期蕎造を有するとしているが、その成分につい

ては明らかにしていない。われわれの染色反応実験の

結果から、ブドウ‘ピオーネ'果皮に含まれる AVI に

は脂質とタンパク質が存在すると推察され、特にタン

パク染色反応は AVI の周囲に強く現れたことから、

AVI は液胞膜や細胞膜と同じように、膜タンパク質で、

構成される膜に包まれている可能性が示唆された。

なお、本研究の予備実験において、脱脂処理を行わ

ないまま SDS-PAGE を行った結果、マーカーが直線的

に流れず、サンプル側に引き寄せられる現象が観察さ
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れた(データ省略)。そこで、クロロホルムで脂質を取

り除く処理を行ってから SDS-PAGE を行った結果、マ

ーカーは直線的に流れた。このことは、スーダンブラ

ックによる染色反応と同様に、ピオーネの AVI には脂

質が存在していることを裏付けるものと思われる。

SDS-PAGE の結果、 150 kDaから 50 kDaの聞に濃い

バンドが何本か見られ、多種のタンパク質が存在する

ことが示された。 Nozue (8) は、サツマイモの AVI 中

にはVP2 4 と呼ばれる 24 kDaのタンパク質が存在する

事を報告している。しかし、今回の実験では、 24 kDa 

付近にはバンドが認められず、ブドウ‘ピオーネ'の

AVI (こはサツマイモとは別のタンパク質が含まれてい

ると考えられる。

要約

ブドウ‘ピオーネ'の果皮中に含まれる AVI は膜が

あるか、また、どのような物質で構成されているかを

知るために、成熟期の果皮組織をパラフィン切片とし

て、アルシアンブルー、 CBB スーダンブラックによ

る染色反応を観察した。その結果、アルシアンプルー

では染色反応が認められなかったが、 CBB とスーダン

プラックでは AVI 表面が強く染色され、 AVI はタンパ

ク質と脂質で構成される目新著造を持つことが推察され

た。 AVI からタンパク質を抽出して SDS ・PAGE で分析

すると、分子量 50 kDaから 150 kDaの数種類のタンパ

ク質が含まれていた。
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