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研究成果の概要（和文）：花粉品種の影響が、種子の形質の影響を及ぼすことはキセニアとして知られている
が、メタキセニアは種子以外の果実形質に影響を及ぼすみられる現象である。本研究では、ニホンナシ‘おさゴ
ールド’を材料として、自家受粉および他家受粉シグナルが、どのような影響をもたらすか、その原因究明を分
子レベルで行うことを大きな目的とした。自家受粉および他家受粉のシグナルは、遺伝子発現解析および植物ホ
ルモン分析より、多面的な差をもたらすことが明らかとなった。自家受粉および他家受粉のシグナルは種子と果
肉という異なる組織間でも、遺伝子発現などで協調性がみられ、種子と果肉の情報伝達機構の存在が示唆される
結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of cross talk between seed and flesh, 
the effect of self and cross pollination on fruit characteristics was investigated in Japanese pear 
‘Osa Gold’, a self-compatible mutant of ‘Gold Nijisseiki’. We found that there were large 
differences in fruit diameter, length, weight and seed number between self and cross pollination. We
 also found that there were differences in 16 out of about 200 primary metabolites between self and 
cross pollination at harvest. RNA-seq analysis revealed that changes in the expression of many genes
 associated with plant hormone and transcription regulating factor during fruit growth were observed
 between two combinations. Similar pattern of gene expression between self and cross pollination in 
both seed and flesh indicated cross talk between seed and flesh. This cross talk may be used for 
developing new techniques in pear cultivation. 

研究分野：果樹園芸学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
種子と果肉の情報伝達機構は未解明であった。今回花粉親が果肉に及ぼす影響をトランスクリプトームやメタボ
ロームなどのオーム解析により、網羅的に現象と遺伝子発現機構を明らかにすることができ、学術的な新たな知
見を得ることが出来た。またこの機構を元に花粉親を選ぶという単純な方法により、母親品種の果肉形質を最大
限発揮できる栽培技術方法の開発が可能になるため、今後の果樹栽培の発展に寄与できるものと思われ、さらな
る研究を進めることにより、産業的な発展が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 花粉品種の影響が、種子の形質の影響を及ぼすことはキセニアとして知られているが、
メタキセニアは種子以外の果実形質に影響を及ぼすみられる現象である。この現象の存在
は、クリ、ナツメヤシ、ブルーベリーで報告がされている。クリにおいては、剥皮性の良
いチュウゴクグリにニホングリの花粉を交配した場合に剥皮性が悪くなることや，ナツメ
ヤシでは果実サイズや熟期に影響が認められることが報告がされている。胚珠は精核と卵
核により構成されているため、種子には花粉親の影響がでるのは、ある意味予想される現
象であると考えられる。しかし、種子親由来組織である果肉や果皮は花粉の影響は受けな
いとされている。しかしながら、現実にはこのようにメタキセニア現象の存在は、報告が
されている。この要因として、種子と果肉の情報伝達機構の存在が考えられるが、その機
構は全くもって不明である。 
２．研究の目的 
 種子と果肉の情報伝達機構は未解明である。これまで花粉親が果実形質に及ぼすメタキ
セニア現象については、現象論についてのみの言及しかなされていない。課題責任者のグ
ループでは、ニホンナシ‘豊水’に様々な品種を花粉親に用いた実験を行い、結果、果実
形態およびサイズに差を生じ、ナシにおいてメタキセニアが存在することを見いだした。
これからの結果を元に、種子と果肉の情報伝達機構について、本研究では、ニホンナシ‘お
さゴールド’を材料として、  を大きな目的とした。まず 1.メタボローム解析を行い、
形態のみならずどのような成分が花粉親の影響を受けるのかを明らかにする。2.トランス
クリプトーム解析を行い、花粉親の違いが種子および果肉の遺伝子発現にどのような影響
を及ぼすかを解析する。3. 種子（胚と胚乳）と果肉の情報伝達物質としての可能性のある
植物ホルモンの定量分析を行う。以上のことから、種子と果肉の情報伝達の分子機構解明
を試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）植物材料 
 植物材料は、ニホンナシ‘おさゴールド’を実験に供試した。 
（2）実験方法 
1.異なる花粉親が‘おさゴールド’の果実形質に及ぼす影響 
①異なる花粉親による‘おさゴールド’の果径調査、品質調査 
  ‘おさゴールド’（Self 区）、と 3品種（Cross 区）の開花直前の花を採集後、葯を取り、
室温で一晩静置し、花粉を摘出、ろ紙に包み、湿気を防ぐためにシリカゲルとともに 4℃
で保存した。開花直前の‘おさゴールド’を除雄し、 ‘おさゴールド’、他 3品種の花粉
をそれぞれ 100 果そうずつ人工授粉させ、他品種の受粉を避けるために、袋をかぶせた。 
 開花後経時的に果実のサンプリングを行い、果実重、縦径、横径の調査を行い、L/D 比
を求めた。サンプルは実体顕微鏡下で、種子と果肉組織に分けて、それぞれを分析まで-80
度に保存した。 適熟期に‘おさゴールド’を収穫し、果実重、縦径、横径、L/D 比、色度、
糖度、pH、硬度、種子数の調査を行った。 
②花粉発芽率の測定 
花粉親に使用した‘おさゴールド’他３品種の花粉を採取し、ショ糖 10％濃度、1％寒
天培地に花粉を散布し、室温で 14時間静置後に、実態顕微鏡で視野内にある 100 花粉の発
芽花粉をカウントし、シャーレ内の場所を変え 3回測定を行った。 
③収穫期‘おさゴールド’果実細胞面積の測定 
各品種を受粉させた収穫期‘おさゴールド’果実の断面を 0.1％トルイジンブルーによ
り染色し、マイクロスコープで 1切片につき 2ヶ所視野内に存在する全ての細胞の面積及
び周囲長を測定した。 
④メタボローム解析を用いた 1次代謝産物含量の測定 
収穫期果肉を用いて、メタボローム解析を行い、花粉親品種の違いによる 1次代謝産物
含量の差を調べた。 
⑤果実落果率の測定 
 開花 1ヶ月後までに樹上の全サンプルの落果数を調査し、各品種を受粉させた‘おさゴ
ールド’の落果率を求めた。 
 
2.異なる花粉親が‘おさゴールド’の網羅的遺伝子発現および植物ホルモン含量に及ぼす
影響 
‘おさゴールド’の受粉後 1、2 週目自家受粉区、他家受粉区の種子および果肉を供試し
た。各処理区につき 3反復ずつ解析した。 
① RNA-seq 解析  
 サンプルを液体窒素で十分に粉砕した。液体窒素で冷却した 15ml 遠心チ ューブに粉砕サ
ンプルをいれ、80℃に加熱した XT Buffer{0.2 M 四ホウ酸ナ トリウム十水和物、30 mM EGTA、
1% SDS、1% デオキシリコール酸ナトリ ウム、10 mM DTT、2%ポリビニルピロリドン(PVP)、
1% NP-40}を 0.7 ml いれ、よく撹拌後に 21μl の Proteinase K を加えた。42℃、90分で
振とう後、2 M KCl を終濃度 160 mM になるよう加え、軽く撹拌後氷中で 60分間静置した。



その後，4℃、15,000 rpm で 20 分間遠心分離し、上澄みをミラクロスで 濾過し 10 M LiCl
を 1/4 量加えて 4℃で一晩静置した。一晩静置した後、4℃、15,000 rpm で 20 分間遠心分
離し、上澄みを捨て 2 M LiCl を 1 ml 加えた。15,000 rpm、4℃で 10分間遠心分離し、上
澄みを捨て 2 M LiCl を 1 ml 加えた。この操作を上澄みが着色しなくなるまで行い、200
μl の DEPC 処理水を加えた。15,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離し上澄みを新しい 2 ml
のエッペ ンチューブに移し、1/10 量の 2 M 酢酸カリウムを加え氷中で 15 分静置した。
15,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離し上澄みを新しい 2 ml のエッペンチュー ブに移し、
100%エタノールを 1 ml 加え、-20℃で 1晩または-80℃で 1.5 時間静置した。15,000 rpm、
4℃で 30 分間遠心分離し、上澄みを捨て１ｍlの 70%エタノールを加え、15000 rpm、4℃で
10分間遠心分離した。減圧乾燥させたあと50μlのUDWに溶解し全RNAの濃度を測定した。 
抽出した RNA は、polyA＋mRNA を回収するため、Oligotextm-dT30 <Super> mRNA Purification 
kit (Takara) を用いて精製した。精製した RNA は Bioanalyzer を用いて、純度を検定した. 
検定後のサンプルからライブラリを作成し、Ion PGMtm Sequencer またはイルミナ Mi-seq
または Hi-seq シークエンサーによる RNA-seq 解析をおこなった。 
②ホルモノーム解析 
 受粉後 1、2 週目自家受粉区、他家受粉区、の種子および果肉を用い、80％メタノール
抽出後、カラム精製を行い、LC-ESI-MS/MS による植物ホルモン一斉分析を行った。 
 
４．研究成果 
1.異なる花粉親が‘おさゴールド’の果実形質に及ぼす影響 

①異なる花粉親による果実調査 
 収穫期果実の調査の結果、果実重において、‘おさゴールド’に‘おさゴールド’を受粉
させた処理(Self)区では、他家受粉させた処理区に比べ約 30（g）の果実重の減少効果が
みられた。また、‘おさゴールド’Self 区において果実サイズが小さくなる傾向は、中間
調査の段階で確認された。 
 種子数も Self 区と Cross 区で差が見られた。また、L/D 比（縦径/横径）にも若干の差
がみられた。一方、糖度、pH、硬度、果皮色において差がみられなかった。 以上より、
異なる花粉親品種を‘おさゴールド’に人工受粉させることにより、果実重、果実形質な
どに差がみられ、花粉親の違いによる形態的差異が確認された。 
②花粉発芽率の測定 
 花粉発芽率は、品種間差異は認められなかった 
③細胞面積の測定 
細胞面積は花粉親の違いにより、差が認められ、果肉細胞面積の大きさの違いにより果
実サイズが影響を受けたと考えられた。 
④メタボローム解析を用いた 1次代謝産物含量の測定 
1 次代謝産物の測定では、花粉親の異なる‘おさゴールド’において解析された 189 個
の物質のうち、花粉親の違いによって 16 個の 1次代謝産物含量に差がみられた。これらの
物質の多くはグルタミン、リシン、アルギニンなどアミノ酸であり、以前の‘豊水’にお
ける花粉親を変えた実験において、含量に差がみられた物質がほとんどであった。花粉親
‘おさゴールド’では他の花粉親に比べ、含量が最も高いものや低いものが多く存在して
おり、これは異なる受粉シグナルによる影響が物質の含量にも認められた。 
⑤果実落果率の測定 
 果実落果率は、Self 区で最も高い値を示し、種子親‘おさゴールド’において自家受粉
を行うと果実落果率が高くなることが考えられた。 
 
2.異なる花粉親が‘おさゴールド’の網羅的遺伝子発現および植物ホルモン含量に及ぼす
影響 
 ① RNA-seq 解析 
 受粉後1，2週目の果肉のRNA-seq解析の結果、発現量に差が認められた遺伝子のうち1，
2週目で共通して他家受粉（Cross）区で多い発現量を示した遺伝子は644個、自家受粉（Self
区）区で多い発現量を示した遺伝子は 575 個存在した。他家受粉区で多い発現量を示した
遺伝子にはジベレリン応答や，ジャスモン酸生合成酵素，オーキシン不活性化酵素や
cytochrome P450 などがみられた。一方、自家受粉区で多い発現量を示した遺伝子にはオ
ーキシンの早期応答因子やカルシウムの結合タンパク質、転写因子の Zinc 
finger(C3HC4-type RING finger) family protein などがあった。種子の RNA-seq 解析の
結果，自家受粉区で発現量が多いものは 1174 個，他家受粉区で発現量が多いものは 1857
個存在した．他家受粉区で発現量が多い遺伝子のジャスモン酸生合成酵素，オーキシン不
活性化酵素は果肉の他家受粉区と共通して見られ，自家および他家受粉シグナルとしてオ
ーキシン，ジャスモン酸，ジベレリンなどの植物ホルモンとの関連が示唆された。 
②ホルモノーム解析 
植物ホルモンでは、JA 類、ABA、IAA、GA などの含量が自家受粉シグナルと他家受粉シグナ
ルの差を受けていた。 



 以上の結果、自家受粉および他家受粉のシグナルは、遺伝子発現解析および植物ホルモ
ン分析より、多面的な差をもたらすことが明らかとなった。自家受粉および他家受粉のシ
グナルは種子と果肉という異なる組織間でも、遺伝子発現などで協調性がみられ、種子と
果肉の情報伝達機構の存在が示唆される結果を得た。今後、異なる花粉親の受粉シグナル
を果肉の改変にどのように利用するかさらなる解析が必要となる。 
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