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第一章  緒言 

 

「良いワインは良いブドウから」と言われるように、上質なワインを造るにはブドウの

品質向上は欠かせない。ワインは多種多様な化合物の集合体であるため、ワイン品質の向

上に貢献する化合物を如何にブドウに賦与できるかがブドウ栽培における課題と言える。

ローマ時代に Pinot ワインの色が言及されていたように（Hocquigny et al. 2004）、赤ワイン

においてワイン・カラーは非常に重要な意味を持つ。赤ワインの色を決定づける要素のひ

とつはブドウ果皮色に含まれる色素である。ブドウは一般的に白ブドウと呼ばれる黄緑色

品種と、赤ブドウと呼ばれる赤色および黒色品種に大別できる。植物の色素はその化合物

の違いにより様々な合成系からなるが、ブドウ果皮に蓄積する赤系の色素はアントシアニ

ン類をその主成分とする （Glories 1978）。アントシアニンは植物に、紫外線に対する保護

作用やフリーラジカル除去による抗酸化作用、病原菌に対する拮抗作用をもたらす 

（Chalker-Scott, 1999; Takahama, 2004）。アントシアニンは人体の健康増進にとっても有効

とされ、抗酸化作用や、抗菌・抗ウイルス作用、心疾患や肝障害の予防、抗変異原活性を

持つと報告されている（Bitsch et al., 2004; De Pascual-Teresa and Sanchez-Ballesta, 2008; Jing 

et al., 2008; Koide et al., 1996; Tedesco et al., 2001）。 

アントシアニンはフラボノイド類に分類される化合物で、アグリコンであるアントシア

ニジンに糖が結合した構造をしている（Mazza, 1995）。アントシアニジンはフェニルアラ

ニンからカルコンを経由し、フラボノイド合成経路を経て合成される（図１）。アントシア

ニンはアントシアニジン部位のヒドロキシ基やメトキシル基の数、糖鎖の構成によってい

くつかの種類に分けられる。ブドウ果皮で一般的に合成されるアントシアニジンはシアニ

ジン系およびデルフィニジン系からなり、シアニジン系としてシアニジン、ペオニジン、

デルフィニジン系アントシアニンとしてデルフィニジン、ペチュニジンおよびマルビジン

が合成される（Mazza, 1995; Holton and Cornish, 1995）。シアニジン系アントシアニンとデ

ルフィニジン系アントシアニンの比率は、F3’H と F3’5’H の遺伝子発現比に影響を受ける

（ Bogs et al., 2006; Castellarin et al., 2006 ）。その後、 UDP-glucose: flavonoid 3-O-

glucosyltransferase （UFGT）がアントシアニジンに糖を付加することでアントシアニンが

生成される（図１）。  

赤色および黒色品種のブドウにおいて、アントシアニンの合成はベレゾーンと呼ばれる
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果実成熟開始期に始まる。対して、黄緑色品種ではベレゾーンになっても UFGT 遺伝子の

発現が起こらず、アントシアニンの合成が開始されない。UFGT 遺伝子は Myb 様転写因子

の VvMybA1 によって発現が促進されるが、黄緑色品種のすべての品種において VvmybA1

遺伝子は全く発現していない（Kobayashi et al., 2005）。この分子メカニズムとして、黄緑色

品種が有する 2 本の VvmybA1 対立遺伝子のいずれのプロモーター領域にもレトロトラン

スポゾン Gret-1 が挿入されていることが明らかとなった（Kobayashi et al., 2004）。すなわ

ち、レトロトランスポゾンの挿入に起因する VvmybA1 のプロモーター不全は VvmybA1 の

転写を完全に抑制することにより、UFGT 遺伝子の転写が起きず、結果としてアントシア

ニン合成が抑制されるのである。グリ色（ピンク～薄紫）の果皮を持つ、日本固有の醸造

用品種甲州では、VvmybA1 遺伝子の第 2 イントロンへの挿入配列が VvmybA1 発現量を調

整することが示されている（Shimazaki et al., 2011）。第 2 イントロンへの遺伝子断片の挿入

による VvmybA1 遺伝子発現の抑制メカニズムとしては、遺伝子断片が VvmybA1 プレカー

サーmRNA のスプライシングを阻害することにより VvmybA1 mRNA の分解を促している

可能性が提唱されているが、その明確な答えはまだ得られていない。以上の報告は、ブド

ウにおけるアントシアニン合成は VvmybA1 遺伝子の発現量によって普遍的に決定される

ことを意味する。 

一方、ブドウ果皮におけるアントシアニン合成はブドウの生育環境によって多大な影響

をうける。たとえば、日射量である。日光は適度な量であれば、ブドウのアントシアニン

蓄積を促進するが、日射量が過度になるとブドウ果実は日焼けを起こしアントシアニンの

蓄積量が減少してしまう（Chorti et al., 2010; Jeong et al., 2004）。ブドウ成熟期に土壌水分量

が不足すると、アントシアニン合成が促進され、果皮のアントシアニン蓄積量が増加する

（Lovisolo et al., 2010）。このような栽培特性を有するブドウにおいて中長期的なブドウ栽

培を考慮した場合、地球温暖化がブドウ果皮のアントシアニン合成に及ぼす影響は計り知

れない。世界レベルでの気候変動シミュレーションによると、今後 50 年で平均気温が 2℃

上昇すると推測されている（Jones et al., 2005）。甲府気象台の報告でも 1961 年から山梨県

では年 0.042 ºC ずつ平均気温が上昇し続けており（Saito et al., 2008）、醸造用ブドウの生産

地がより寒冷地へと北上し始めているのは周知の事実である（Tagami 2009）。25℃に比べ

35℃の高温下ではアントシアニン蓄積は阻害され、同時にアントシアニンの分解も引き起

こされるため（Mori et al., 2005; Tarara et al., 2008; Yamane et al., 2006）、気温上昇によるブド

ウの着色不良は地球温暖化に直面する全世界での懸案事項と言える。この状況を鑑み、ブ
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ドウ研究者はブドウ果皮の着色を促進するあるいは維持する技術の開発に余念がない。 

ブドウの着色を改善するために、いくつかの栽培技術が提案され、そのいくつかは実用

化されている。たとえば、除葉（Matus et al., 2009）や摘房（Guidoni et al., 2002）、環状剥皮

（Brar et al., 2008）はブドウ果皮に蓄積するアントシアニン量を向上する栽培技術である。

しかし、これらの手法は、ブドウの生育状況により処理時期や処理レベルを最適化するな

ど、高い技術スキルを作業者に要求し、また作業に費やす時間が長いという欠点がある。

一方、化学物質を散布することによりブドウの着色を改善する試みもなされている。たと

えば、ジャスモン酸メチルを葉面散布することでブドウ果皮に蓄積するアントシアニン量

が増加する（Portu et al., 2016）。化学物質の散布は誰にでも簡易に行える方法であるが、降

雨などに影響を受けるため即効性の効果が出ない限り、その効果は不安定にってしまう。 

上記で記した栽培技術の多くは、ブドウ果実にアブシジン酸（abscisic acid、ABA）を誘

導する。ABA は植物の老化や乾燥ストレス応答に関与する植物ホルモンであり（Bray, 

1997）、ブドウ果実の成熟とともにブドウ果皮におけるアントシアニン合成にも密接に関

わっている（Deluc et al., 2007）。ベレゾーン期を向かえたブドウ果実中の ABA 量は急激に

上昇し（Gagné et al., 2006）、それと同時に果肉の成熟と果皮の着色が始まる（Coombe and 

Hale, 1973）。ブドウへの ABA 散布はブドウ果皮色の改善を促すことが報告されており

（Peppi et al., 2008; Quiroga et al., 2009）、ブドウ培養細胞を用いた in vitro 実験においても

ABA 処理したブドウ細胞中のアントシアニン量が増大したという報告がある（Hiratsuka et 

al., 2001）。ABA を処理したブドウ果実の果皮ではアントシアニン合成を律速する UFGT お

よび VvmybA1 の発現量が増加することも認められている（Jeong eta al., 2004）。したがっ

て、ブドウへの ABA 散布はブドウ果皮の着色改善に対して強力な手法になりうる。しか

し、ABA は人工合成が難しいため非常に高価である。また、ABA はそもそも老化を促進

する植物ホルモンでもあるため、ブドウ樹全体に散布すると早期落葉を誘導する恐れがあ

る。このように、散布時期や散布方法を考慮する等の技術的課題も ABA 散布にはあるた

め、現状では ABA はブドウ栽培にほとんど利用されていない 

本研究では、天然物がブドウ果皮のアントシアニン蓄積に及ぼす影響とその分子機構の

解明を行った。第二章では、先行研究（田中, 2013）によって生理活性ライブラリー（Sigma-

Aldrich）からスクリーニングされた、ブドウの着色を向上する可能性が示唆されたたバニ

リルアセトンを供試し、バニリルアセトンがブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量に及

ぼす効果およびそのメカニズムについて検討した。第三章では、味の素株式会社との共同



- 4 - 

 

研究により、20 種のアミノ酸の中から ABA と相互作用を引き起こし、ABA と相乗的にア

ントシアニン量を向上する可能性の高いイソロイシンおよびフェニルアラニンを供試し、

イソロイシンあるいはフェニルアラニンを ABAと併用することによりABA散布量を大幅

に削減できる可能性を検討した。 
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図 1 ブドウにおけるアントシアニン生合成経路（概略図） 
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第二章 バニリルアセトンがブドウ果実の果皮アントシアニン蓄

積量に及ぼす効果 

 

第一節  序論 

 

天然生理活性物質とは生物に様々な生理活性を示す有機化合物の総称である。20 世紀後

半から天然生理活性物質の研究は急速に発展し、植物をはじめ動物や微生物、昆虫などか

ら多種多様な天然生理活性物質が同定されてきた（秋久ら, 2002）。天然生理活性物質は、

動物に対して抗炎症効果、解熱効果などの生理活性を示すことが報告されている（Ahmed 

et al., 2015）が、農業生産性を向上させる天然生理活性物質も存在している。たとえば、グ

ルタチオンは植物の光合成効率を上げることにより、成長スピードおよび収穫量を向上さ

せる天然生理活性物質であり、2015 年には株式会社カネカにより農業用酸化型グルタチオ

ンとしてライセンスが取得されている（http://www.kaneka-gssg.com/）。植物アルカロイドで

あるホルデニンを処理することにより、難治性病害であるブドウべと病およびイチゴ炭疽

病の防除も試みられている（Ishiai et al., 2016）。 

我々のグループは、市販の生理活性ライブラリー（Sigma-Aldrich）からアントシアニン

合成を促進する天然生理活性物質として、バニリルアセトン、L-カルニチン塩酸塩、18-ß-

グリチルレチン酸およびケルセチン水和物を選抜した（田中, 2013）。いずれの天然生理活

性物質も圃場散布試験によりブドウ果皮の着色を促進する効果が認められたが、水への溶

解度およびこれまでに知られている生理活性効果（ヒトへの生理活性項があるものは実用

化が難しいため）を鑑み、本章ではバニリルアセトンのみに絞って、バニリルアセトンが

ブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量に及ぼす効果およびその分子機構の解明を試みた。 

バニリルアセトン［4-（4-hydroxy-3-methoxyphenyl） butan-2-one）］はショウガの辛味成

分として知られる、植物由来の天然生理活性物質である（図２）。人体に対しては無害とさ

れる。一方で、バニリルアセトンの植物に対する影響はほとんど研究されていない。 

本章の試験に使用するブドウとして、マスカット・ベーリーA （V. labrusca × V. linsecumii 

× V. vinifera cv. Muscat Baily A） を供試した。マスカット・ベーリーA は 1927 年に日本人

の川上善兵衛氏により交配されたブドウである。交配にはアメリカ系ブドウのベーリー

（Bai-ley）とヨーロッパ系ブドウのマスカットハンブルグ（Muscat Hamburgh） が用いら
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れた。2013 年に国際ブドウ・ワイン機構（Office International de la vigne et du vin : OIV）に

醸造用ブドウとして登録され、我が国では甲州に続き 2 番目に醸造量が多いブドウである。

マスカット・ベーリーA の果皮色は紫黒色であるが、ヨーロッパ系赤ワイン用品種に比べ

果皮色は劣るため、マスカット・ベーリーA 果実の着色不良はマスカット・ベーリーA ワ

イン造りにとって致命的となり、着色不良の年は敢えて赤ワインにせず、ロゼワインとし

て醸造するワイナリーも少なくない。これらの状況を鑑み、本章では、日本を代表する赤

ワイン用原料ブドウであるマスカット・ベーリーA の着色促進・維持を目標に、天然生理

活性物質バニリルアセトンの有効性を評価した。 
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第二節  材料および方法 

 

第一項  供試植物 

山梨大学ワイン科学研究センター前圃場に栽培されているブドウ（V. labrusca × V. 

linsecumii × V. vinifera cv. Muscat Baily A）を圃場散布試験に供試した。 

V. vinifea cv. Bailey Alicante A由来の高いアントシアニン蓄積能を持つVR細胞（Yamakawa 

et al. 1983. 理研バイオリソースセンターにより分譲、BRC No. rpc00003）をラボ処理実験

に供試した。VR 細胞は下記の LS 改変培地上で、25℃、暗所で継代培養を行った。 

 

LS 改変培地組成： 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類（和光純薬工業） 1 袋 

スクロース 30 g 

塩酸チアミン 1 mg 

ミオイノシトール 100 mg 

カイネチン 0.2 mg 

2,4-ジクロロフェノキシ酢酸 0.05 mg 

寒天 8 g 

水 1 L 

 （pH 6.1） 

 

 

第二項  果房へのバニリルアセトン処理 

2015 年 8 月 10 日にベレゾーン期に入ったことを確認した。0.1%のアプローチ BI（丸和

バイオケミカル）を添加した 1 mM のバニリルアセトンを調整し、果房へ噴霧した。対照

区として、0.1%アプローチ BI を含んだ蒸留水を噴霧した。各果房への処理量は 5 mL とし

た。処理後 1、5 および 14 日目にサンプリングを行った。各日ごと 1 処理区あたり 5 房の

ブドウをサンプリングし、アントシアニン量および糖酸比を測定した。 
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第三項  VR 細胞へのバニリルアセトン処理 

バニリルアセトン（東京化成工業）、ABA（東京化成工業）またはバニリルアセトンと

ABA の混合液を濃度を変えて調整し、20 μL を LS 改変培地 （20 mL/plate）に塗布した。

対照区として 20 μL の滅菌水を LS 改変培地に塗布した。各培地上に約 0.1 g の VR 細胞を

接種し、25℃、光照射下で 5 日間培養した。培養後所定の時間に VR 細胞をサンプリング

し、アントシアニン量、アントシアニン合成関連遺伝子の発現量、内在性 ABA 量を測定し

た。 

 

第四項  糖酸比の測定 

 果皮をむいた果実を搾汁し、ポケット糖酸度計（PAL-BX|ACID2, ATAGO）を用いて糖酸

比を測定した。 

 

第五項  RNA 抽出 

果実からピンセットで剥いた果皮あるいは VR 細胞を液体窒素にて凍結し、手動式試料

破砕器具 SK ミル（SK-200、トッケン）を用いて粉末になるまで破砕した。その後、Fruit-

mate for RNA Purification （タカラバイオ）と NucleoSpin RNA Plant （タカラバイオ）のプ

ロトコルに従って RNA を抽出した。 

 

第六項  リアルタイム RT-PCR による遺伝子発現解析 

PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser （タカラバイオ）のプロトコルに従って、

RNA から cDNA を合成した。その後、SYBR Premix Ex Taq II （タカラバイオ）のプロト

コルに従い、Thermal Cycler Dice® Real Time System II （タカラバイオ）を用いてリアルタ

イム PCR を行った。cDNA 合成および PCR 条件は以下の通りである。 

 

             cDNA 合成   37 ºC、15 min → 85 ºC、5 s 

             PCR 反応     95 ºC、5 s → 60 ºC、30 s （40 cycles） 

 

リアルタイム RT-PCR で発現定量を行った遺伝子は以下の通りである 



- 10 - 

 

 

MybA1 （VvMybA1, GenBank accession no. AB111101） 

UDP glucose flavonoid 3-O-glucosyl transferase （VvUFGT, GenBank accession no. AB047099） 

chalcone synthase （VvCHS, GenBank accession AB015872）,  

chalcone isomerase primers （VvCHI, GenBank accession X75963） 

flavonoid 3’-hydroxylase （VvF3’H, GenBank accession no. AB213605） 

flavonoid 3’,5’-hydroxylase （VvF3’5’H, GenBank accession no. ABAB213606） 

dihydroflavonol 4-reductase （VvDFR, GenBank accession NM_001281215） 

leucoanthocyanidin dioxygenase （VvLDOX, GenBank accession X75966） 

 

内部標準プライマーとして β-actin プライマー （GenBank accession no. AF369524）を使

用し、Thermal Cycler Dice Real Time System Single Software ver. 5.10A （タカラバイオ）を

用いて各遺伝子の相対発現量を算出した。リアルタイム RT-PCR に用いたプライマー配列

を表１に示した。 

 

第七項  アントシアニン測定 

果皮あるいは VR 細胞を液体窒素にて凍結し、乳鉢と乳棒を用いて粉末になるまで破砕

した。破砕した試料 1 g を 7 mL の 1% アセトン溶液 （アセトン：水＝2:1）に浸漬し、室

温、暗黒下で一晩静置した。4,000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、上清を 0.1 M の塩酸で希

釈した。520 nm における混合液の吸光度を測定し、下記の計算式を用いて、Malvidin-3-O-

glucoside chloride 換算でアントシアニン量を算出した （Bakker et al., 1986）。 

 

アントシアニン量 （g/g-sample weight） = （A520 * MW * 希釈率）／[ε * 試料重量（g）] 

A520:  520 nm の吸光度 

MW:   Malvidin-3-O-glucoside chloride の分子量 （529） 

ε:      Malvidin-3-O-glucoside chloride の分子吸光係数 （28,000） 

 

第八項  内在性 ABA 量の測定 

 Plant Hormone Abscisic Acid, ABA ELISA Kit （CUSABIO） のプロトコルに従って、ABA
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前駆体、ABA 分解産物、ABA 複合体を含む、内在性 ABA 量を測定した。0.1 g の VR 細

胞を 0.9 mL sample extraction buffer （上記 ELISA kit に添付）に浸漬した。4°C、暗黒下で

一晩振盪後、遠心分離を行い、上清を得た。上記 ELISA kit に上清を供試し、450 nm の吸

光度をマイクロプレートリーダーにて測定し、検量線法によって ABA 量を算出した。 

 

第九項  統計分析 

得られたデータに関して、エクセル統計ソフト 2012（社会情報サービス）を用いて、

Student’s t-test あるいは Tukey 法で統計処理を実施した。 
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第三節  結果 

 

第一項 バニリルアセトンがブドウ果皮のアントシアニンおよび

果実の糖酸比へ及ぼす影響 

バニリルアセトン処理を施したマスカット・ベーリーA 果実の様子を図３に示した。バ

ニリルアセトンを処理したブドウ果実は処理後 1 日目から 14 日目までの間、対照区に比

べ果皮におけるアントシアニン蓄積が促進された。併せて、果皮におけるアントシアニン

量もバニリルアセトン処理により優位に高くなった（図４）。バニリルアセトンを処理した

ブドウ果実の糖酸比は、処理後 1 日目から 5 日目まで対照区よりも有意に高い値を示し、

有意差ないものの 14 日目も引き続き高い傾向を示した（図５）。 

 

第二項 バニリルアセトンが VR 細胞の内在性 ABA へ及ぼす影響 

バニリルアセトンを VR 細胞に処理した時に認められる内在性 ABA 量の変化を図６に

示した。バニリルアセトン処理した VR 細胞では、処理後 3 時間に内在性 ABA 量が急激

に増加し、対照区に比べ有意に高い値を示した。 

 

第三項 バニリルアセトンが VR 細胞のアントシアニン合成関連遺

伝子の発現に及ぼす影響 

バニリルアセトン処理した VR 細胞における CHS および CHI 遺伝子発現量は対照区と

比べて有意な差は認められなかった（図７）。また、F3’H および F3’5’H 遺伝子発現につい

てもバニリルアセトンの影響は認められなかった。一方、フラボノイド合成経路の下流遺

伝子である DFR、LDOX、MybA1、UFGT 遺伝子においては、バニリルアセトン処理区で対

照区と比べ、有意に高い相対発現量を示した。 

 

第四項 バニリルアセトンが VR 細胞のアントシアニン蓄積に及ぼ

す影響 

 アントシアニン蓄積に及ぼすバニリルアセトンの濃度依存的な影響を検討した（図８）。
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バニリルアセトンの処理濃度が上がるにしたがって、VR 細胞に蓄積するアントシアニン

量も増加した（図８）。統計解析の結果、バニリルアセトンの処理濃度と細胞内アントシア

ニンには極めて高い正の相関関係（p＝0.0131）があることが示された。 

VR 細胞を用いて、バニリルアセトン（1 mM）および ABA（1 mM）の相加効果を検討

した。バニリルアセトン処理区、ABA 処理区、バニリルアセトンおよび ABA の併用処理

区では、処理 5 日目において VR 細胞に蓄積するアントシアニン量が対照区と比べ有意に

増加した（図９）。しかしながら、バニリルアセトン処理区、ABA 処理区、バニリルアセ

トンおよび ABA の併用処理区の間で有意な差は認められなかったことから、本実験系で

はバニリルアセトンおよび ABA の相加効果はないと判断した。 
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第四節  考察 

 

本章では、バニリルアセトンがブドウのアントシアニン蓄積に及ぼす影響を見出し、ブ

ドウのモデル系である VR 細胞を用いてその分子メカニズムを解明した。ベレゾーン開始

とともにバニリルアセトンを処理したブドウ果実は処理後 1 日目から 5 日目に糖酸比が増

加し、処理後 1 日目から 14 日目にかけて果皮に蓄積するアントシアニン量も増加した。

ブドウはベレゾーン後に糖酸比が急激に上昇し、同時にアントシアニン蓄積が始まる

（Coombe, 1976; Hrazdina et al., 1984）。これらの知見と本章の結果は、バニリルアセトン処

理がブドウ果実の成熟を早め、その結果としてアントシアニン合成も促進されることを示

唆する。 

バニリルアセトンはどのようにアントシアニン合成に関わっているのだろうか。植物ホ

ルモンであるエチレンと ABA は果実成熟の制御物質であるが、ブドウは成熟時期に呼吸

量が増大しない非クリマクテリック果実である（Coombe anda Hale, 1973）。ブドウ果実で

はベレゾーン開始期にエチレンの増加が認められないため、ベレゾーン後の果実成熟にエ

チレンが直接関わっているかは明らかでない（Weaver and Singh, 1978）。一方、ABA はベ

レゾーン開始期にブドウ果実内で増加し、それに伴って果肉内での糖の蓄積および有機酸

の減少、果皮でのアントシアニン蓄積が始まる（Coombe and Hale, 1973; Kataoka et al., 1982; 

Peppo et al., 2008; Wheeler et al., 2009）。ABA は MybA1 および UFGT 遺伝子といったアント

シアニン合成関連遺伝子の発現量を増加することにより、アントシアニン合成を促進する

（Jeong et al., 2004; Koyama et al., 2010; Peppi et al., 2008）。本章では、バニリルアセトンを

果実に処理することにより果皮のアントシアニン蓄積量および果汁の糖酸比が増加するこ

とを示した。加えて、VR 細胞を用いたモデル実験により、アントシアニン蓄積量の増加は

内在性 ABA 量の増加およびアントシアニン合成関連遺伝子（DFR、LDOX、MybA1 および

UFGT）の発現量の増加に起因することを証明した。これらのことから、バニリルアセトン

がアントシアニン合成を促進するメカニズムを図１０のように推定した。すなわち、バニ

リルアセトンは内在性 ABA を誘導することによりアントシアニン合成関連遺伝子の発現

を増大しアントシアニン合成を促進するのである。 

 一方、バニリルアセトンの影響はアントシアニン合成関連遺伝子の中でも DFR、LDOX、

MybA1 および UFGT 遺伝子に限定的であった。フラボノイド合成経路において、DFR はア
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ントシアニジンの前駆体であるロイコアントシアニジンを合成し、続いて LDOX がアント

シアニジンを合成する（図１）。アントシアニン合成経路では、MybA1 によって発現が促

進された UFGT がアントシアニジンに糖を付加し、アントシアニンを合成する（Ford et al., 

1998; Kobayashi et al., 2005）。バニリルアセトンはフラボノイド合成経路の上流遺伝子であ

る CHS および CHI の発現に影響を及ぼさなかった。これらの結果から、バニリルアセト

ンはアントシアニン合成の下流で働く酵素遺伝子の発現を促進することで、ブドウの着色

を向上することが示唆された。また、バニリルアセトンは F3’H と F3’5’H 遺伝子の発現量

にも影響を及ぼさなかった。F3’H および F3’5’H はシアニジン系およびデルフィニジン系

アントシアニンの合成分岐に関わる酵素である（Bogs et al., 2006; Castellarin et al., 2006）。

これらのことから、バニリルアセトンはブドウ果実中のアントシアニン量を増加するが、

その構成比には影響を及ぼさないことが示唆された。 
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表 1 リアルタイム RT-PCR に用いたプライマーの配列 

 

  

  

Accession No. Gene name Sequences

Fw GCAAGCCTCAGGACAGAAGAA

Rv ATCCCAGAAGCCCACATCAA

Fw CTTCTTGAGCACCAGCCAATC

Rv AGGCACACCGTCGGAGATAT

Fw TCTGAGCGAGTATGGGAACATG

Rv CTGTGCTGGCTTTCCCTTCT

Fw GACGGGTCGCCAGTATTCAG

Rv GCTTTGGCTTCTGCGTCA

Fw TATGGGCTGACCCTACAACGA

Rv CCTGGGCAAACAACCTCATT

Fw AGGGTCGGAGTCAAATGAGTTC

Rv CGTGGGCAAACAACCTCATT

Fw CCTCATAACTGCTCTTTCCCCGA

Rv AACGTCCCTCTGCCTTAGGATTC

Fw GCGATATGACCATCTGGCCTAA

Rv ATCCCAACCCAAGCGATAGC

Fw CAAGAGCTGGAAACTGCAAAGA

Rv AATGAGAGATGGCTGGAAGAGG

X75963 VvCHI

AB111101 VvMybA1

AB047099 VvUFGT

AB015872 VvCHS

AB213605 VvF3'H

AB213606 VvF3'5'H

NM_001281215 VvDFR

X75966 VvLDOX

AF369524 VvActin
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図２  バニリルアセトンの構造 
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図３  バニリルアセトン処理したマスカット・ベーリーA 果実 

            

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

           バーは 3 cm を示す 
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図４  バニリルアセトン処理したマスカット・ベーリーA 果実 

の果皮アントシアニン量 

            

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 5） で示した 

             *  P < 0.05 （t-test）    **  P < 0.01 （t-test） 
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図５  バニリルアセトン処理したマスカット・ベーリーA 果実 

の糖酸比 

           

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 5） で示した 

            *  P < 0.05 （t-test）    **  P < 0.01 （t-test） 
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図６  バニリルアセトン処理した VR細胞内の内在性 ABA 濃度 

            

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 8） で示した 

            **  P < 0.01 （t-test） 
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図７  バニリルアセトン処理した VR細胞におけるアントシアニン 

合成関連遺伝子群の発現量変化 

          

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

        データは 平均値± S.E （n = 8） で示した 

          *  P < 0.05 （t-test）    **  P < 0.01 （t-test） 
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図８  バニリルアセトンの濃度依存的アントシアニン蓄積 

               

VA: 1 × 10-9 ～ 1 × 10-3 M バニリルアセトン処理 

            データは 平均値± S.E （n = 30） で示した 
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図９  VR 細胞のアントシアニン蓄積に及ぼすバニリルアセトン 

および ABA 処理の相加効果 

            

Cont.: 対照区（水処理）、VA: 1 mM バニリルアセトン処理区 

ABA: 1 mM ABA 処理区 

VA+ABA: 1 mM バニリルアセトン + 1mM ABA 併用処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 30） で示した 

           a、b：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test） 

グラフ上の図は VR 細胞の様子を示す（Bar = 3 cm） 
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図１０  バニリルアセトンによるアントシアニン合成の促進モデル 

            

バニリルアセトン（VA）は内在性 ABA を誘導することにより、果皮で

はアントシアニン合成関連遺伝子 DFR、LDOX、MybA1、UFGT の発現を

促す。一方、果肉では内在性 ABA により成熟が促進される。 
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第三章  イソロイシンおよびフェニルアラニンがブドウ果実の果

皮アントシアニン蓄積量に及ぼす効果 

  

第一節  序論 

 

アミノ酸はあらゆる生物の構成要素であり、動物および植物の生育や二次代謝に重要な

有機化合物である（Calvo et al., 2014）。細胞内生理に深く関与するアミノ酸を外的にブド

ウに処理することで、ブドウ細胞の生理状態を変えることが可能である。たとえば、ブド

ウにプロリンを処理することにより、ブドウ細胞内の過酸化水素が減少し、酸化ストレス

を回避することができる（Ozden et al., 2008）。フェニルアラニンの葉面散布は、ブドウ果

実内のフェノール類およびアロマ物質の合成に影響を与える（Portu e al., 2015）。また、フ

ェニルアラニンをブドウ果実に処理することにより、細胞内のフェニルアラニン濃度が増

加し、果皮のアントシアニンの蓄積が促進される（Garde-Cerdán et al., 2014; Portu et al., 2017）。

このように、外的に与えたアミノ酸はブドウの代謝経路に影響を与える。 

先に述べたように、ABA はブドウの果実成熟を制御する植物ホルモンである。ABA は

アントシアニン合成関連遺伝子の発現を強く促進し、結果としてアントシアニン量を増加

させる。ブドウ果皮色を促進・維持する散布材として ABA 剤が市販化されている。たとえ

ば、Valent BioSciences 社は合成 ABA を含む ProTone をブドウ用資材として販売している

（https://www.valentbiosciences.com/cropenhancement/products/protone/）。しかしながら、①合

成 ABA は非常に高価である、②ABA は葉の老化を促進する、等の理由により、強力なア

ントシアニン促進効果を有しながら、実際には ABA 剤のブドウ栽培への導入は進んでい

ない。これを受け、本章では、ABA 散布量の低減を目的として、アントシアニン合成促進

効果を有し、低用量の ABA と組み合わせることが可能なアミノ酸を選抜した。 

本章の試験に使用するブドウとして、カベルネ・ソーヴィニョン（V. vinifera cv. Cabernet 

Sauvignon） を供試した。カベルネ・ソーヴィニョンはフランスのボルドー地方原産で、赤

ワイン用原料ブドウの代表的品種であり、栽培面積は世界第１位を誇る。我が国でのカベ

ルネ・ソーヴィニヨンの収穫量は 500 トン前後であり、長野県が最大生産地である（国税

庁、平成 28 年調べ）。カベルネ・ソーヴィニヨンは環境適応力が高い品種であるとされて

きたが、そもそもが着色不良を起こしやすい品種であるため、収穫前に房付近の摘葉を行
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いアントシアニンの蓄積を促すなどの栽培技術が必要である。加えて、地球温暖化の影響

により山梨県で栽培されるカベルネ・ソーヴィニヨンでは着色不良が認められるようにな

った。これらの状況を鑑み、本章では、世界的に栽培されているカベルネ・ソーヴィニョ

ンを研究材料とし、アントシアニン蓄積量に及ぼす低濃度 ABA とアミノ酸の併用散布の

有効性を評価した。 

なお、本章は味の素株式会社との共同研究の成果である。 
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第二節  材料および方法 

 

第一項  試薬 

アミノ酸（20 種、図１１）は味の素株式会社から提供して頂いた。 

 

第二項  供試植物 

山梨大学ワイン科学研究センター前圃場で栽培されているカベルネ・ソーヴィニヨンを

供試した。ブドウ培養細胞‘VR 細胞’は第二章第一項に従い継代培養した。 

 

第三項  VR 細胞へのアミノ酸処理 

各アミノ酸あるいは ABA を添加した LS 改変培地上で VR 細胞を培養した。各アミノ酸

は 0.2 mM、1 mM および 5 mM に、ABA は 100 µM に調整し、1 mL を LS 改変培地（9 cm

シャーレに 20 mL）に塗布した。また、コントロールとして滅菌した Milli-Q 水を塗布し

た。25℃、弱光下（50 µE）で 5 日間 VR 細胞を培養した。 

 

第四項  VR 細胞へのイソロイシンあるいはフェニルアラニンと低

濃度 ABA の併用処理 

後述するように、本章の研究目的に合うアミノ酸としてイソロイシンおよびフェニルア

ラニンを選抜した（図１１）。本項では、低濃度 ABA とイソロイシンあるいはフェニルア

ラニンとの併用処理が VR 細胞のアントシアニン蓄積に如何なる影響を及ぼすかを検討し

た。 

下記に示した処理液を調整した。LS 改変培地（9 cm シャーレに 20 mL）に各処理液 1 mL

塗布し、VR 細胞を播種した。25℃、弱光下（50 µE）で 5 日間 VR 細胞を培養した。 

 

各試験区の処理液および処理濃度 

1. H2O（コントロール） 

2. 100 µM ABA 

3. 10 mM イソロイシン 
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4. 10 mM フェニルアラニン 

5. 10 mM イソロイシン +  100 µM ABA 

6. 10 mM フェニルアラニン +  100 µM ABA 

7. 10 mM イソロイシン +  10 mM フェニルアラニン 

 

第五項  ブドウ果粒へのイソロイシンあるいはフェニルアラニン

と低濃度 ABA の併用処理 

2017 年 8 月 10 日に果粒の軟化が始まった未着色のブドウ果房から果粒を採取した。果

粒を水道水で洗浄し、1% 次亜塩素酸含有 70% エタノールで滅菌処理を行った。メスを用

いて果梗と果粒の接続部を切断し、0.3 M スクロース溶液および下記の試薬 2 mL をしみこ

ませた濾紙に切断面が接するように果粒を静置した。その状態のまま、25℃、弱光下（50 

µE）で 8 日間培養した。 

 

各試験区の処理液および処理濃度 

1. H2O（コントロール） 

2. 100 µM ABA 

3. 10 mM イソロイシン 

4. 10 mM フェニルアラニン 

5. 10 mM イソロイシン +  100 µM ABA 

6. 10 mM フェニルアラニン +  100 µM ABA 

  

第六項  ブドウ果房へのイソロイシンあるいはフェニルアラニン

と低濃度 ABA の併用処理 

2015 年と 2017 年の 2 年に渡り、山梨大学ワイン科学研究センター前圃場のカベルネ・

ソーヴィニヨンに下記の処理を施した。なお、いずれの年も同じ樹に同じ処理を施すため、

連続処理の影響を弱めるために、2016 年は実験を行わず 1 年の中休みを取ることとした。 

ベレゾーン開始期（2015 年 7 月 31 日および 2017 年 8 月 10 日）に、ブドウ果房を下記

で示した処理液に浸漬した。定期的にブドウ果粒 30 粒をサンプリングし、果皮をアントシ
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アニン測定に供試した。 

 

各試験区の処理液および処理濃度 

1. H2O（コントロール） 

2. 380 µM ABA 

3. 10 mM イソロイシン 

4. 10 mM フェニルアラニン 

5. 10 mM イソロイシン +  380 µM ABA 

6. 10 mM フェニルアラニン +  380 µM ABA 

         ＊展着剤として 0.1%アプローチ BI をいずれの処理液にも添加した 

 

第七項  RNA 抽出 

VR 細胞を液体窒素にて凍結し、手動式試料破砕器具 SK ミル（SK-200、トッケン）を用

いて粉末になるまで破砕した。その後、Fruit-mate for RNA Purification （タカラバイオ）と

NucleoSpin RNA Plant （タカラバイオ）のプロトコルに従って RNA を抽出した。 

 

第八項  リアルタイム RT-PCR による遺伝子発現解析 

PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser （タカラバイオ）のプロトコルに従って、

RNA から cDNA を合成した。その後、SYBR Premix Ex Taq II （タカラバイオ）のプロト

コルに従い、Thermal Cycler Dice® Real Time System II （タカラバイオ）を用いてリアルタ

イム PCR を行った。cDNA 合成および PCR 条件は以下の通りである。 

 

             cDNA 合成   37 ºC、15 min → 85 ºC、5 s 

             PCR 反応     95 ºC、5 s → 60 ºC、30 s （40 cycles） 

 

リアルタイム RT-PCR で発現定量を行った遺伝子は以下の通りである 

 

MybA1 （VvMybA1, GenBank accession no. AB111101） 

UDP glucose flavonoid 3-O-glucosyl transferase （VvUFGT, GenBank accession no. AB047099） 
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内部標準プライマーとして β-actin プライマー （GenBank accession no. AF369524）を使

用し、Thermal Cycler Dice Real Time System Single Software ver. 5.10A （タカラバイオ）を

用いて各遺伝子の相対発現量を算出した。リアルタイム RT-PCR に用いたプライマー配列

を表２に示した。 

 

第九項  アントシアニン測定 

果実からピンセットで剥いだ果皮あるいは VR 細胞を液体窒素にて凍結し、乳鉢と乳棒

を用いて粉末になるまで破砕した。破砕した試料 1 g を 10 mL の 1% HCl を含むメタノー

ル溶液に浸漬し、室温、暗黒下で一晩静置した。4,000 rpm で 5 分間遠心分離を行った後、

520 nm における上清の吸光度を測定し、下記の計算式を用いて、Malvidin-3-O-glucoside 

chloride 換算でアントシアニン量を算出した（Bakker et al., 1986）。 

 

アントシアニン量 （g/g-sample weight） = （A520 * MW * 希釈率）／[ε * 試料重量（g）] 

A520:  520 nm の吸光度 

MW:   Malvidin-3-O-glucoside chloride の分子量 （529） 

ε:      Malvidin-3-O-glucoside chloride の分子吸光係数 （28,000） 

 

第十項  統計分析 

得られたデータに関して、エクセル統計ソフト 2012（社会情報サービス）を用いて、Tukey

法で統計処理を実施した。 
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第三節  結果 

 

第一項  アミノ酸が VR 細胞のアントシアニン蓄積へ及ぼす影響 

20 種のアミノ酸をそれぞれ VR 細胞に処理した時に VR 細胞に蓄積されるアントシアニ

ン量を図１１に示した。チロシンは難溶性のため本試験には供試できなかった。いずれの

アミノ酸も ABA と比べ、VR 細胞に蓄積されるアントシアニン量は少なかった。しかし、

1 mM および 5 mM アミノ酸処理において、 イソロイシン、フェニルアラニン、メチオニ

ン、セリン、ロイシンおよびアスパラギンで、他のアミノ酸に比べて高いアントシアニン

蓄積量が認められた。これらの結果をもとに、1 mM および 5 mM 処理で安定して VR 細胞

にアントシアニン蓄積を誘導したイソロイシンおよびフェニルアラニン（図１２）を選抜

し、以降の試験に供試した。 

 

第二項  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の

併用処理が VR 細胞のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

低濃度 ABA（100 µM）、イソロイシン（10 mM）あるいはフェニルアラニン（10 mM）

を VR 細胞に単独で処理した試験区では、対照区と比べ VR 細胞のアントシアニン蓄積量

に有意な差は認められなかった（図１３）。イソロイシンとフェニルアラニンとを同濃度

（10 mM）で併用処理した試験区においても、アントシアニン合成の促進は認められなか

った。対して、イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA を併用して処理し

た試験区では、対照区に加えて低濃度 ABA 処理区と比較しても有意に高いアントシアニ

ン蓄積量を示した。 

イソロイシンおよびフェニルアラニンがアントシアニン合成経路に及ぼす影響を調査

するために、各処理を施した VR 細胞を用いてアントシアニン合成関連遺伝子の発現解析

を行った（図１４）。 

低濃度 ABA、イソロイシンあるいはフェニルアラニンを単独処理した試験区では MybA1

遺伝子の発現変動は認められなかった（図１４Ａ）。また、フェニルアラニンと低濃度 ABA

を併用処理も同様に MybA1 遺伝子の発現量に影響を及ぼさなかった。対して、イソロイシ

ンと低濃度 ABA を併用処理した試験区では、対照区および低濃度 ABA 処理区に比べて有
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意に高い MybA1 発現量を示した。 

MybA1 遺伝子と同様に、低濃度 ABA、イソロイシンあるいはフェニルアラニンを単独処

理した試験区では UFGT 遺伝子の発現変動は認められなかった（図１４Ｂ）。イソロイシ

ンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA を併用処理した試験区において、対照区およ

び低濃度 ABA 処理区に比べて UFGT 遺伝子の発現量が高い傾向がみられたが、統計的な

有意差は認められなかった。 

 

第三項  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の

併用処理が果粒のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

果粒の軟化が始まった未着色のブドウ果房から採取した果粒を供試した。低濃度 ABA、

イソロイシンあるいはフェニルアラニンを果粒に単独で処理した試験区では、対照区と比

べ果粒果皮のアントシアニン蓄積量に有意な差は認められなかった（図１５）。対して、イ

ソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA を併用して処理した試験区では、対

照区に比べ有意に高いアントシアニン蓄積量を示した。 

 

第四項  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の

併用処理が果房のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

ブドウ樹に形成された果房にイソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の

併用処理した時の果皮に蓄積するアントシアニン量の経時的変化を調査した。 

2015 年シーズンにイソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理を

施した果房の様子を図１６に示した。低濃度 ABA 処理区およびイソロイシンあるいはフ

ェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理区において、処理後 10 日目の果房では対照区お

よび各アミノ酸単独処理区の果房に比べ多くの果粒が着色していた。果皮に蓄積するアン

トシアニン量を測定した結果、フェニルアラニンと低濃度 ABA を併用処理した試験区に

おいて、処理後 10 日目に対照区および低濃度 ABA 処理区と比較して有意に高いアントシ

アニン量を示した（図１７）。しかしながら、処理後 31 日目になると、フェニルアラニン

と低濃度 ABA の併用処理効果は対照区とは引き続き有意差が認められたものの、低濃度

ABA 処理区とは有意差は認められなくなった。収穫時期である処理後 66 日目ではすべて
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の処理区で同程度のアントシアニンが果皮に蓄積していた。一方、イソロイシンと低濃度

ABA との併用処理は圃場レベルでは果皮アントシアニン量の蓄積に効果を示さなかった。

以上の結果から、2017年シーズンではフェニルアラニンと低濃度ABAの併用処理に絞り、

併用処理が果房のアントシアニン蓄積に及ぼす影響を検討した。 

2017 年シーズンにフェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理を施した果房の様子を図

１８に示した。低濃度 ABA 処理区およびフェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理区に

おいて、処理後 3 日目および 10 日目の果房では対照区およびフェニルアラニン単独処理

区の果房に比べ多くの果粒が着色した。果皮に蓄積するアントシアニン量を測定した結果、

フェニルアラニンと低濃度 ABA を併用処理した試験区において、処理後 3 日目に対照区

よりも有意に高いアントシアニン蓄積量を示した（図１９）。しかし、収穫時期の処理後 64

日目ではすべての処理区で同程度のアントシアニンが果皮に蓄積していた。 

以上の結果より、フェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理区は処理後数日で果房の

アントシアニン蓄積を促進することが示唆された。 
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第四節  考察 

 

先行研究として、フェニルアラニンをブドウ樹に散布することにより果実のフェノール

化合物およびアロマ化合物の組成が変化することが示されてきたが（Garde-Cerdan et al., 

2014; Portu et al., 2015）、その散布効果は安定しておらず（Portu et al., 2017）、ブドウ栽培で

実用化されるまでには至っていない。本章では、アミノ酸散布の不安定さおよび ABA 散

布量の低減を目指し、アミノ酸を低濃度 ABA と併用することにより果皮のアントシアニ

ン蓄積量が向上するかを評価した。 

VR 細胞を用いたアミノ酸のスクリーニングにより、イソロイシンおよびフェニルアラ

ニンはブドウ細胞のアントシアニン合成を促進すると予想された。しかしながら、脱硫し

た果粒およびブドウ樹の果房にイソロイシンおよびフェニルアラニンを単独処理しても果

皮におけるアントシアニン蓄積誘導効果は認められなかった。一方、イソロイシンあるい

はフェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理は、果皮のアントシアニン蓄積量を有意に

増加させた。したがって、イソロイシンおよびフェニルアラニンは ABA と相互作用し、

ABA によるアントシアニン合成促進効果を補佐する役割を持つと推察された。前述したよ

うに、アントシアニン合成を促進する ABA は非常に高価であるため、実際のブドウ栽培

では普及していない。ABA の一部をイソロイシンあるいはフェニルアラニンに置き換える

ことでABAのアントシアニン合成促進効果を維持しながらも ABAの使用量を大幅に削減

できる可能性を示唆したことは、今後の果皮着色向上技術の開発に貢献できるものと思わ

れる。 

イソロイシンおよびフェニルアラニンはどのようにして ABA を介したアントシアニン

合成誘導に関与しているのだろうか。フェニルアラニンはフェニルプロパノイド経路の初

期物質である（図１、Dixon et al., 2002）。フェニルアラニンをブドウ果実に処理すると細

胞内のフェニルアラニン濃度が増加する（Garde-Cerdán et al., 2014; Portu et al., 2015）。フェ

ニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理は MybA1 遺伝子と UFGT 遺伝子の発現量に影響を

与えなかった。ABA はフェニルアラニンアンモニアリアーゼ（PAL）遺伝子の発現量を増

加させる（Ban et al., 2003）。PAL はフェニルプロパノイド経路の上流でフェニルアラニン

をトランス桂皮酸に合成する反応を触媒している（MacDonald and D’Cunha, 2007）。それゆ

え、フェニルアラニンと ABA の併用処理はアントシアニン合成を直接的に促進したので
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はなく、フェニルプロパノイド経路の上流を協同的に活性化したものと思われる。フェニ

ルアラニンのブドウ樹への散布はワイン醸造に悪影響を与えないという報告もなされてい

るため（González-Arenzana et al., 2017）、醸造用ブドウの栽培現場で実用化が見込まれる天

然生理活性物質と言える。 

イソロイシンと低濃度ABAの併用処理もブドウ果粒のMybA1遺伝子の発現量を増加し、

アントシアニン量も向上させたが、イソロイシン自身が植物のアントシアニン合成に関わ

っているという報告は皆無である。一方、いくつかのイソロイシン派生化合物がアントシ

アニン合成の誘導に関与することが示唆されている。たとえば、インダイノイルイソロイ

シン（Indanoyl isoleucine）はブドウ細胞にアントシアニン蓄積を促進する（Cai et al., 2012）。

インダノイルイソロイシンは植物の食害抵抗シグナルのひとつであり、植物の二次代謝産

物の生産に寄与している（Schuler et al., 2004）。また、ジャスモン酸シグナル伝達経路内で

重要な役割を果たすジャスモノイルイソロイシン（Jasmonoyl-L-isoleucine）は植物の環境応

答、抵抗性発現および着色に関わっている（Rudell et al., 2002; Shan et al., 2009; Turner et al., 

2002）。これらのことから、イソロイシンはブドウ細胞内でイソロイシン派生化合物を代謝

されることによりアントシアニン合成に関与しているのかもしれない。 

昨今、地球温暖化が進む中でのブドウ栽培およびワイン醸造の先行きを懸念する声が多

い（De Orduña, 2010）。高温下ではブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量が低下し、着色

不良を起こしているという報告も枚挙に暇がない（Mori et al., 2007; Spayd et al., 2002; Tarara 

et al., 2008）。着色不良に対して環状剥皮および除葉などの耕種的栽培技術が適用されてい

るが、これらの作業には時間や労力を要し、また効果も十分ではない（Carreño et al., 1997；

Koshita et al., 2011; Tardaguila et al., 2010）。本章で実施したイソロイシンあるいはフェニル

アラニンと低濃度 ABA の併用処理はブドウ細胞にアントシアニン合成を促進させるが、

野外で栽培したブドウ果実の果皮におけるアントシアニン合成促進効果は不安定であるこ

とが 2 年に渡る圃場試験から明らかとなった。フェニルアラニンが圃場散布試験で安定し

たアントシアニン合成促進効果を示さない理由として、個々の圃場あるいは栽培年におけ

るブドウ樹の窒素要求量などの生理的条件の相違が影響するのではないかと推察されてい

る（Portu et al., 2017）。それゆえ、更なる圃場散布により、イソロイシン、フェニルアラニ

ンおよび ABA の最適な処理濃度および処理時期を検討し、イソロイシンあるいはフェニ

ルアラニンと低濃度 ABA の併用処理がアントシアニン合成促進効果を再現性良く発揮す

る処理条件を見極める必要がある。 
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なお、本章の実験結果により以下の特許を取得している。 

 

Agricultural and horticultural materials and plant cultivation method which promote coloring in fruit 

国際出願番号 PCT/JP2016/0724990   

国際公開番号 WO2017/026313 A1   

国際出願日 平成 28 年 8 月 11 日   

国際公開日 平成 29 年 2 月 16 日  

 アメリカ特許番号 US20180168153A1 
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表２ リアルタイム RT-PCR に用いたプライマーの配列 
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図１１ アミノ酸が VR 細胞のアントシアニン蓄積へ及ぼす影響 

 

各アミノ酸は三文字表記で記した 

Contol: 対照区（水処理）、ABA: 0.2 mM ABA 処理区 

データは ABA 処理区で蓄積されたアントシアニン量を 100 と

し、その相対値（%）で示した 

               n.d.: not detrmined 

  

0.2 mM 1 mM 5 mM 0.2 mM 1 mM 5 mM

Pro 7 10 27 Val 12 7 6

Ile 11 26 76 Met 5 8 42

Asp 2 4 11 Ala 9 8 7

Glu 11 14 4 Trp 9 10 4

Ser 12 23 38 Phe 18 30 40

Asn 11 9 38 Cys 3 9 6

Gln 6 19 18 Leu 11 12 30

Gly 19 15 23 Thr 10 15 17

His 16 17 29 Lys 11 13 12

Arg 10 5 9 Tyr n.d. n.d. n.d.

control 12

ABA 100
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 イソロイシン                             フェニルアラニン 

 

 

 

 

 

 

                

 

 

図１２  イソロイシンおよびフェニルアラニンの構造 
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図１３  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併

用処理が VR 細胞のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

           

(A) 処理後 5 日目の VR 細胞   

(B) 処理後 5 日目のアントシアニン蓄積量 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 100 µM ABA 処理区 

Ile: 10 mM イソロイシン処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Ile: 100 µM ABA + 10 mM イソロイシン併用処理区 

ABA + Phe: 100 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

Ile + Phe: 10 mM イソロイシン + 10 mM フェニルアラニン併用 

処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 3） で示した 

           a、b、c：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test）  
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図１４  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併

用処理が VR 細胞のアントシアニン合成関連遺伝子の発現

に及ぼす影響 

 

処理後 5 日目に遺伝子解析を実施した (A) MybA1、(B) UFGT 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 100 µM ABA 処理区 

Ile: 10 mM イソロイシン処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Ile: 100 µM ABA + 10 mM イソロイシン併用処理区 

ABA + Phe: 100 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

Ile + Phe: 10 mM イソロイシン + 10 mM フェニルアラニン併用 

処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 3） で示した 

            a、b：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test） 
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図１５  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併

用処理が果粒のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

 

(A) 処理後 8 日目の果粒   

(B) 処理後 8 日目の 果粒果皮におけるアントシアニン蓄積量 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 100 µM ABA 処理区 

Ile: 10 mM イソロイシン処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Ile: 100 µM ABA + 10 mM イソロイシン併用処理区 

ABA + Phe: 100 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 4） で示した 

            a、b：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test） 
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図１６  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併

用処理を施した果房（2015 年シーズン） 

 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 380 µM ABA 処理区 

Ile: 10 mM イソロイシン処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Ile: 380 µM ABA + 10 mM イソロイシン併用処理区 

ABA + Phe: 380 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 
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図１７  イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併

用処理が果房のアントシアニン蓄積に及ぼす影響 

（2015 年シーズン） 

 

Day 0: 処理開始日 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 380 µM ABA 処理区 

Ile: 10 mM イソロイシン処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Ile: 380 µM ABA + 10 mM イソロイシン併用処理区 

ABA + Phe: 380 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 3） で示した 

           a、b、c：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test） 
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図１８  フェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理を施した果房

（2017 年シーズン） 

 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 380 µM ABA 処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Phe: 380 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

 

 

 

 

  



- 47 - 

 

 

 

 

 

 

 

図１９  フェニルアラニンと低濃度 ABA の併用処理が果房のアント

シアニン蓄積に及ぼす影響（2017 年シーズン） 

 

Day 0: 処理開始日 

Control: 対照区（水処理）、ABA: 380 µM ABA 処理区 

Phe: 10 mM フェニルアラニン処理区 

ABA + Phe: 380 µM ABA + 10 mM フェニルアラニン併用処理区 

          データは 平均値± S.E （n = 3） で示した 

           a、b、c：異なる文字間で有意差あり （P < 0.05、Tukey's test） 
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第四章  総合考察 

 

ワインの色調（外観）は、香り、味、余韻などと共にワインを評価する重要な評価項目

のひとつであり、そのワインの第一印象に強く貢献する。赤ワインの色調はブドウ果皮に

含まれるアントシアニンに多くは委ねられるため、赤ワインの品質はブドウ果皮色に含ま

れるアントシアニン蓄積量によって決定すると言っても過言ではない。しかしながら、全

世界的に認められる近年の気候変動の影響により、特に栽培環境の高温化により、果皮に

蓄積するアントシアニン量が低下する現象が品パスしている (Downy, 2007)。着色不良の

果実から醸造したワインは色調の観点から低品質と判断されるため、ワインの価格は低迷

し、大きな経済的損失を生んでいる。 

前述したように、現在までに様々な方法でブドウ果実の着色不良に対する対応策がなさ

れてきた。現在、我が国で果皮の着色促進を促すために実用的に行われている対応策は、

摘葉（Chorti et al., 2010）および環状剥皮（Brar et al., 2008）であろう。摘葉はフルーツゾ

ーンの葉を除くことにより房に当たる日射量を増やす技術であるが、畑と太陽の位置およ

び品種によって除葉する時期や除葉する葉の枚数などを微調整する必要があり、言うほど

に簡単な技術ではない。環状剥皮は主に生食用ブドウで実用化されている栽培技術である。

環状剥皮では樹皮を形成層の部分まで完全に剥ぎ取ることで師管を除去するが、樹皮を剥

がす時に施術者の経験と腕を必要とする。すなわち、樹皮を深く剥いだ場合は木質部分の

導管を傷つけてしまい、根からの水がブドウ樹に行き渡らなくなり、最悪の場合ブドウ樹

が枯死する。一方、樹皮の剥ぎが浅いと師管を除去できず、環状剥皮の効果は見込めない。

このように、現在の着色促進を促すための栽培技術はブドウ栽培家の負担が非常に大きい。

上記の背景を鑑み、本研究ではブドウ栽培家の誰もが簡易にそして低コストで行えるブド

ウ果皮色促進技術として、天然物によるアントシアニン合成促進効果を評価し、その分子

メカニズムの一端を解明することにより、新規技術としての基盤形成を試みた。 

本研究において、バニリルアセトンは単独処理で、イソロイシンおよびフェニルアラニ

ンは低濃度の ABA と併用処理することにより果皮におけるアントシアニン合成を促進す

ることが示された。これら天然物はいずれも安価で無毒な物質である。したがって、圃場

でこれらの天然物をブドウ樹に処理しても環境への負荷および人体への影響は極めて小さ

いと考えられるため、これら天然物の圃場散布は環境保全型農業に寄与するものであると
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言える。天然物の処理方法としては、本研究で行った散布法に加え、ジベレリン処理で実

施される果房の浸漬法なども適応可能である。これらの処理方法は既に我が国で広く実用

化されている、誰もが行える簡易な方法である。以上のことから、本研究の当初目標であ

った「誰もが簡易にそして低コストで行えるブドウ果皮色促進技術」として、バニリルア

セトン散布およびイソロイシンあるいはフェニルアラニンと低濃度 ABA の併用散布は有

効であると結論付けた。 

しかしながら、これら天然物を圃場散布した場合、年によって天然物の着色促進効果は

変動した。たとえば、2015 年の圃場散布試験ではフェニルアラニンと低濃度 ABA を併用

処理したブドウ樹で低濃度 ABA に対するフェニルアラニンの相加効果が確認されたが、

2017 年では併用処理区と低濃度 ABA 単独処理区では有意な差は認められなかった。この

結果は栽培地域の気象条件により天然物の着色促進効果に差が生じる可能性を示唆する。

フェニルアラニンを単独でブドウ樹に散布した場合、フェニルアラニンによるアントシア

ニン合成促進効果は安定せず、その原因はブドウ樹の窒素要求量などの条件ではないかと

推察された（Portu et al., 2017）。ブドウ樹への窒素施肥は果皮に蓄積するアントシアニン量

を増大するものの、過剰な窒素施肥は果皮のフラボノール蓄積を遅らせるという報告もあ

る（Keller et al., 1998; Delgado et al., 2004）。本研究は山梨県甲府市の一圃場での、一品種を

供試した試験結果であり、栽培環境および品種が異なる場合、本研究で認められた天然物

によるアントシアニン合成促進効果は認められない場合も想定される。したがって、本研

究で選抜した天然物散布をブドウの果皮色を促進する技術として実用化するためには、圃

場の環境条件および土壌条件と天然物の果皮色促進効果との相関関係をモニタリングする

と同時に、果皮色促進効果に最適な天然物の濃度範囲および散布時期、散布回数等を詳細

に調査し、誰もが簡易に実行できる技術マニュアルを作成する必要がある。 

また、本研究では天然物散布によるワイン醸造への影響は調査していない。本研究で選

抜した天然物はフェニルプロパノイド経路を活性化し、アントシアニン合成を促進する。

フェニルプロパノイド経路はアントシアニン合成経路につながる以外にも複数の経路に分

岐する（Kobayashi et al., 2011）。加えて、アントシアニン合成経路からの分岐により quercetin、

(2,3-trans) catechin、(2,3-cis) epicatechin、myricetin などが生産される（後藤, 2004）。本研究

により、バニリルアセトンは細胞内 ABA の合成を活性化させることにより、主にアント

シアニン合成経路下流の遺伝子群を活性化し、果皮にアントシアニン蓄積を促すことが明

らかとなったが、アントシニン合成経路から分岐するカテキン類およびケルセチン類のバ
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ニリルアセトンによる量的変化は検討していない。カテキン類およびケルセチン類ともに、

ワインの呈味に影響するため（Kobayashi et al., 2011）、バニリルアセトンがワインの品質に

影響する可能性は十分考えられる。これは、イソロイシンあるいはフェニルアラニンと低

濃度 ABA の併用処理にも言えることである。したがって、これら天然物を散布したブド

ウ果実を用いてワイン醸造を行い、これら天然物がワイン品質へ負の影響を及ぼさないこ

とを早急に明らかにする必要がある。 

地球温暖化によりブドウ果実の着色は今後さらに悪化することが予想され、ブドウ栽培

家は果皮の着色を良好に維持するための難しい局面を迎えている。本研究の目的は、天然

物をブドウに散布することによりブドウの着色を改善できるかを検討することであった。

天然物をブドウ樹に散布するブドウ果皮色促進・安定技術の開発において、本研究が技術

基盤の礎となることを期待する。 
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摘要 

 

赤ワインの品質を決定づけるブドウ果実品質の中でも、果皮色は最も重要な要素と言え

る。一方、地球温暖化およびそれに伴う豪雨などの異常気象は我が国のブドウ栽培におい

て深刻な問題となっており、特に昨今の気温上昇によるブドウ果実の着色不良は喫緊の課

題となっている。全世界を対象とした気候変動シミュレーションによると、今後 50 年で平

均気温が 2 ºC 上昇すると推測されている。甲府気象台の報告では、1961 年から現在まで、

山梨県では年 0.042 ºC ずつ平均気温が上昇し続けており、我が国では醸造用ブドウの生産

地が北上し始めている。 

ブドウの着色を改善するためにブドウ栽培家によっていくつかの耕種的栽培技術が開

発されている。たとえば、除葉、摘房および環状剥皮は果皮に蓄積するアントシアニン量

を向上することが知られている。しかし、これらの手法は高い技術を必要とし、また作業

にかかる時間が極めて長いという欠点もあり、広く導入が進んでいるとは言えない現状で

ある。このような状況から、ブドウ栽培家は誰もが簡易に行えるブドウ果皮色促進技術を

待ち望んでいる。 

本研究では上記の背景を鑑み、天然物をブドウに散布することによりブドウの着色を改

善する技術の基盤形成を試みることとした。天然物はいずれも自然界に存在する、生物が

産生する物質であり、環境に負荷を与えにくいと考えられるため、天然物の圃場散布は環

境保全型農業に寄与するものである。本研究では、先行研究によってブドウの着色を向上

すると示唆された天然物、バニリルアセトンとイソロイシン、フェニルアラニンに着目し、

ブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量に及ぼすそれらの効果およびその分子機構を調査

した。 

 

１．  バニリルアセトンがブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量に及ぼす効果 

バニリルアセトン［4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) butan-2-one］はショウガの辛味成分と

して知られる、植物由来の天然生理活性物質である。天然生理活性物質とは、自然界に存

在し様々な生理的作用を及ぼす物質の総称である。バニリルアセトンの生理活性効果は動

物においては認められているが、植物における報告は数少ない。 

我が国で育種された赤ワイン用ブドウ品種マスカット・ベーリーA（Vitis labrusca × V. 
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linsecumii × V. vinifera cv. Muscat Baily A）を本試験に供試した。ベレゾーン期を迎えた果房

にバニリルアセトンを処理し、果皮アントシアニン蓄積量および糖酸比の測定を行った。

バニリルアセトンを処理した果房では対照区に比べ果皮に蓄積されるアントシアニン量お

よび糖酸比が有意に高かった。バニリルアセトンによるアントシアニン蓄積量の増加にど

のような分子機構が関与しているか解析するために、アントシアニン蓄積能を維持するブ

ドウ培養細胞 VR 細胞にバニリルアセトン処理を行い、アントシアニン蓄積量およびアン

トシアニン合成関連遺伝子の発現量を測定した。バニリルアセトンの処理濃度が増加する

にしたがって VR 細胞が合成するアントシアニン量が増加した。バニリルアセトン処理し

た VR 細胞では、アントシアニン合成関連遺伝子 DFR、LDOX および UFGT 遺伝子、アン

トシアニン合成関連遺伝子の転写を制御する MybA1 遺伝子の発現量が無処理の VR 細胞

に比べ有意に増加していた。一方、アントシアニン合成経路の上流に位置するアントシア

ニン合成関連遺伝子の発現はバニリルアセトン処理の影響を受けていなかった。バニリル

アセトン処理した VR 細胞内では ABA 合成が活性化されたことから、バニリルアセトン

は細胞内 ABA の合成を活性化させることにより、主にアントシアニン合成経路下流の遺

伝子群を活性化し、果皮にアントシアニン蓄積を促すと推察された。 

 

２．  イソロイシンおよびフェニルアラニンがブドウ果実の果皮アントシアニン蓄積量に

及ぼす効果 

アミノ酸はあらゆる生物の構成要素であり、動植物の生育およびそれらの二次代謝に不

可欠な天然物である。アミノ酸はブドウにおいて生理活性物質としての働きをもつ。たと

えば、プロリンをブドウに処理することにより細胞内に発生する過酸化水素（活性酸素種

のひとつ）が減少する。また、フェニルアラニンの葉面散布はブドウ果実に蓄積されるフ

ェノール化合物およびアロマ化合物のプロファイルに影響を与える。本研究では、ブドウ

果実の果皮アントシアニン蓄積量を増加する活性を有するアミノ酸をスクリーニングし、

2 年に渡る圃場試験でその効果を実証した。 

VR 細胞を用いたアミノ酸のスクリーニング実験において、イソロイシンおよびフェニ

ルアラニンが VR 細胞のアントシアニン合成を促進することを見出した。次に、ヨーロッ

パ系赤ワイン用ブドウ品種カベルネ・ソーヴィニヨンにこれらのアミノ酸を処理したが、

ベレゾーンを迎えた果粒にイソロイシンおよびフェニルアラニンをそれぞれ単独で処理し

ても着色促進効果は認められなかった。低濃度のアブシジン酸をイソロイシンあるいはフ
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ェニルアラニンと併用処理したところ、併用処理した果粒では無処理区に比べ有意に高い

果皮アントシアニン蓄積量を、併用処理した VR 細胞では低濃度 ABA 処理区と比較して

もアントシアニン蓄積量が有意に増加した。イソロイシンと低濃度 ABA を併用処理した

試験区では MybA1 遺伝子の発現量が有意に増大していた。以上の結果から、圃場レベルに

おいてイソロイシンあるいはフェニルアラニンと低用量 ABA を併用処理することにより

果皮の着色が促進される可能性が示された。ABA は植物ホルモンとしてアントシアニン合

成を正に制御するため、ABA をブドウに散布した場合、ブドウ果皮のアントシアニン蓄積

が促進される一方、老化現象も促進される。加えて、ABA は化学合成できるものの製造コ

ストが高いため、ABA 散布は実用化に至っていない。本研究は、イソロイシンあるいはフ

ェニルアラニンを低濃度 ABA と併用することにより、ABA の着色促進効果を損ねずに

ABA の使用量を大幅に削減できる可能性を示唆した点で、今後の果皮着色向上技術の開発

に貢献できるものと思われる。  

 

３．  結論 

  今後さらに進行すると予想される地球温暖化によりブドウ果実の着色はさらに悪化

する恐れがあるため、ブドウ栽培家は果皮の着色を良好に維持するための難しい局面を迎

えており、果皮の着色を維持および向上する栽培技術を求めている。本研究の目的は、天

然物をブドウに散布することによりブドウの着色を改善できるかを検討することであった。

天然物をブドウ樹に散布するブドウ果皮色促進・安定技術の開発において、本研究が技術

基盤の礎となることを期待する。 
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SUMMARY OF DISSERTATION 

 

TITLE  Impact of natural products on the accumulation of anthocyanin in berry skin and the 

elucidation of their molecular mechanisms  

 

Berry skin color is a crucial determinant of red/black grape berry and red wine qualities and 

mainly determined by anthocyanin contents. However, recently, grape berry coloration is influenced 

by global warming. Global warming is accelerating in major wine-producing countries. A simulation 

model has predicted an average temperature increase of 2 ºC in viticulture regions in the next 50 

years. That prediction has suggested that future warming may give rise to the shift of wine-producing 

areas worldwide. Similarly, a meteorological observatory in Japan has announced that the average 

temperature in Yamanashi Prefecture, the major producer of white and red wines in Japan, has been 

rising by 0.042 ºC every year from 1961 to date.  

A number of practical techniques have been developed to maintain and improve grape berry 

skin color. To maintain or improve berry coloration, girdling, leaf removal, and cluster thinning have 

been examined. However, these techniques will involve a labor, time and cost.  

This study determined whether natural products can improve berry skin color. Natural products 

are chemical compounds found in nature and produced by living organisms. Use of natural products 

as one of viticultural practices will contribute to environmentally friendly agriculture. This study 

investigated the effects of vanillylacetone, isoleucine and phenylalanine on the anthocyanin 

accumulation in berry skin and also elucidated the molecular mechanisms related to upregulation of 

anthocyanin accumulation by these natural products. 

 

1. Impact of vanillylacetone on the accumulation of anthocyanin in berry skin 

Vanillylacetone [4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) butan-2-one, VA] is a pungent component in 

ginger and is widely known as a nontoxic and inexpensive bioactive natural product. This study 

investigated the effect of VA on anthocyanin accumulation with aim of improving grape berry 

coloration. Spraying the berries of Muscat Bailey A (Vitis labrusca × V. linsecumii × V. vinifera) with 

VA at veraison increased sugar/acid ratio, an indicator of maturation, and total anthocyanin 
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accumulation. To elucidate the molecular mechanism underlying the effect of VA on anthocyanin 

accumulation, in vitro VA treatment of a grapevine cell culture was carried out. Endogenous abscisic 

acid (ABA) content was higher in the VA-treated cell cultures than in control. Consistent with this, 

the relative expression levels of anthocyanin-synthesis-related genes, including DFR, LDOX, MybA1 

and UFGT, in VA-treated cell cultures were much higher than those in control, and higher total 

anthocyanin accumulation was noted in the VA-treated cell cultures as well. These results suggest 

that VA up-regulates the expression of genes leading to anthocyanin accumulation by inducing 

endogenous ABA. Thus, our findings point to the possibility of adopting VA treatment as a new, 

simple, and inexpensive technique for grape berry coloration. 

 

2. Impact of isoleucine and phenylalanine on the accumulation of anthocyanin in berry skin 

Amino acids are organic compounds and constituent elements of all organisms. Amino acids 

play important roles in plant growth and secondary metabolite production in plants. The application 

of amino acids to grapevine is generally accomplished through the use of fertilizers to increase 

nitrogen-containing substances in grape berry. Foliar treatment with phenylalanine affected phenolic 

content and aroma composition in grapevine. Based on these scientific findings, amino acids have 

been used in viticulture as biostimulants for physiological state or supplements for nitrogen source.  

This study investigated the effects of combination treatment with amino acid and a low 

concentration of ABA on anthocyanin accumulation in grapes. Among the amino acids tested, 

isoleucine and phenylalanine induced anthocyanin biosynthesis in grape cell cultures. The 

combination treatment with isoleucine or phenylalanine and a low concentration of ABA enhanced 

anthocyanin accumulation in grape cell cultures and detached grape berries. The combination 

treatment with isoleucine, but not phenylalanine, and a low concentration of ABA upregulated 

MybA1 expression. Field-grown grapevines received combination treatment with isoleucine or 

phenylalanine, and a low concentration of ABA in two growing seasons. The combination treatment 

with isoleucine or phenylalanine, and a low concentration of ABA accelerated anthocyanin 

accumulation in grape berry skins of field-grown grapevines. The effects on anthocyanin 

accumulation became negligible out at harvest period. ABA is a plant hormone and regulates the 

synthesis of anthocyanin in plants. Exogenous ABA application to grapevine stimulates berry 

ripening and anthocyanin accumulation in grape berry. However, ABA has not been widely applied 
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in viticulture, because synthetic ABA is expensive. This study demonstrated that exogenous 

isoleucine or phenylalanine interacted with ABA-mediated anthocyanin accumulation in grape berry 

skins of field-grown grapevines when the activity of ABA used to treat grapevines is inadequate. The 

combination treatment of isoleucine or phenylalanine, and a low concentration of ABA would be a 

new viticultural practice for maintaining or improving anthocyanin accumulation in grape berry skins. 

 

3. Conclusions 

Because global warming has resulted in loss of anthocyanin content in grape berry skin, 

viticulturists face the tough challenge of maintaining grape berry skin color. The goal of this study 

was to examine whether the application of natural products to grapevines can maintain and improve 

grape berry skin color. Practical techniques to maintain and improve grape berry skin color are 

required by viticulturists. This study proposes that the foliar treatment of inexpensive natural 

products would be a new tool for maintaining and improving anthocyanin accumulation in grape 

berry skins. 
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