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研究成果の概要（和文）：　果実の成熟制御機構解明は、園芸生理研究の焦点の一つであるとともに、貯蔵・流通技術
の開発・改善の鍵である。トマトDNAアレイを用いて11,520個の遺伝子の発現を網羅的に解析し、418個の成熟関連因子
(224個：成熟に伴い増加，195個：成熟伴い減少)を抽出し，それらの制御の鍵となる8個の転写因子を特定した．GRAS
転写因子のRNAi形質転換体を作成し，機能解析を行ったところ，果実軟化に重要なPG,PL遺伝子の抑制が確認され，同
因子が成熟制御，特に果実軟化過程に重要な役割を持つことが示された。

研究成果の概要（英文）： Understanding of regulatory mechanism in fruit ripening is central hot point in 
horticultural physiology and critical point for technology development of storage and transportation. 
Using a tomato DNA macroarray consisting of 11,520 genes, we identified 419 ripening-associated genes 
(224 upregulated ,195 downregulated) and isolated 8 key transcription factors. GRAS-suppressed RNAi 
transgenic tomato exhibited down-regulation of PG and PL genes, suggesting That GRAS plays a key role for 
regulation of fruit ripening, in particular for softening process.
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１．研究開始当初の背景 
トマト、メロン、リンゴ、バナナなど

の多数の果実は、エチレンを生成し、そ
の信号によって成熟する。エチレン信号
はETR1→CTR1→EIN2→EIN3/EIL系を経た
後、分岐し、多数の成熟関連遺伝子へと
伝達される。筆者らは、以前にEIL遺伝子
が完全に抑制された形質転換体を作成し
たところ、エチレン処理を行っても果実
は全く成熟しなかった。また、メロン果
実の成熟開始後エチレン作用阻害剤
(1-MCP)を処理すると、老化・腐敗が顕著
に抑制され可食期間は顕著に延長された。
成熟不全を示すトマト突然変異体rinお
よびnorが知られており、rinの成熟不全
の原因は、MADS-RINの変異に起因するこ
とが示された。一方、norはNAC遺伝子に
欠陥があり、信号伝達系としてはRINの上
流で作用していることが示唆されている。
このように、エチレンとRINは果実成熟の
主要支配因子であり、その信号伝達経路
の主要部分の解析は進んできた。エチレ
ン阻害剤やRIN変異遺伝子を利用した成
熟抑制技術も開発・実用化されたが、こ
れらの因子の支配・影響範囲は広範なた
め、日持ち期間の延長と引き換えに成熟
現象全体が抑制され食味や風味が損なわ
れる。 
  したがって、食味と風味品質を損なわ
ずに日持ち・貯蔵期間を延長する技術開発
には成熟制御信号伝達系の特に下流部分を
理解し、過熟による品質劣化の主要な要因
である細胞壁分解に関わる遺伝子を特異的
に制御する技術が必要である。その候補と
して Polygalacturonase や Cellulase、
Expansin などの細胞壁分解に直接関わる
遺伝子の抑制組換体が試されたが、いずれ
も果実軟化に顕著な抑制は見られなかった。
すなわち、果実の細胞壁分解には、多数の
細胞壁遺伝子が関与しており、それらを一
度に制御できる転写因子などの制御が必要
なことが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 
 果実の成熟制御機構解明は、貯蔵・流通
技術の開発・改善の鍵であるとともに、園
芸生理研究の焦点の一つである。果実の成
熟は、糖や有機酸、アミノ酸などの食味関
連成分の増減、細胞壁の分解によるテクス
チャーの変化、各種色素の分解と合成によ
る着色の進行、芳香成分の合成など多様な
要素から構成されている。これらの多様な
変化は、遺伝的な生長・発育プログラムに
よって多数の遺伝子が巧妙に制御され、統
一的な調和に基づいて進行する精緻な現象
である。トマトは果実研究のモデル作物と
して位置づけられ、国際ナス科ゲノム計画 
(SOL)により、全ゲノム配列読み取りが終

了し、公開された。国内では、ブラシノス
テロイド合成の変異により矮化したマイク
ロトムトマトを用いて EMS およびガンマ
ー線照射変異体集団を作成されている。こ
のコレクションは、文部科学省ナショナル
バイオリソース事業に選択され、筑波大学
を中心として変異体集団の系統保存とその
種子の供給体制が整った。 
 
３．研究の方法 
トマトにおけるマクロアレイ解析 
 MG，Turning 段階，Pink 段階の‘Ailsa 
Craig’トマト果実から全 RNA を抽出し，
マクロアレイを用いて約 12000 遺伝子の
発現量を比較した．また，Turning 段階の
果実に 5ppm 1-MCP を一夜処理し，２日
間常温下で保持した．MG 段階の発現量に
対し Turning 段階または Pink 段階での発
現量が 3 倍以上に増加または 1/3 以下に減
少した因子を成熟関連遺伝子とした． 
1-MCP 処理に対する反応によって，各遺伝
子のエチレン依存性を評価した． 
 Sl-GRAS-RNAi,PG,PL-RNAi形質転換体の
育成と発現解析 
Sl-GRAS-RNAi 形質転換体を２０系統作成
し、選抜した系統の T1 世代を解析した。
PG,PL-RNAi形質転換体も１６系統作成し、
T0 世代を解析対象とし、現在 T1 世代を育
成中。各果実ごとに開花から着色開始まで
の日数を記録し、着色開始から 2～3 日経過
し た 果 実 を サ ン プ リ ン グ し た 。
Sl-GRAS-RNAi 形質転換体については
Sl-GRAS と多数の成熟関連遺伝子を
PG,PL-RNAi 形質転換体については PG,PL
遺伝子の発現レベルを Real-TimePCR 法を
用いて解析した。 
②各組織（根・茎・成葉・幼葉）における
成熟関連遺伝子の発現解析 
成熟ステージ別の果実において成熟関連遺
伝子の発現解析は行っていたが，果実以外
の組織については発現解析を行っていなか
ったため、果実以外の各組織を解析対象と
した。そして成熟関連遺伝子の発現レベル
をReal-TimePCR法を用いて解析している。 
③成熟関連遺伝子のプロモーター解析 
明治大学に依頼し，成熟関連遺伝子のプロ
モーター配列について，cis-element の配列
を解析し、予測された cis-element 配列から
GCC-box や CArG モチーフの有無を解析し
た。 
  
 
４．研究成果 
 マクロアレイ解析によって成熟に伴い発
現が３倍以上に増加した 224 遺伝子，３分
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の１以下に減少した 195遺伝子を成熟関連
遺伝子とした．成熟に伴って発現が増加す
る遺伝子の内，71%にあたる 159 個，成熟
に伴って減少する遺伝子の内、23%にあた
る 25 個が 1-MCP 処理に強く反応し，顕著
なエチレン依存性を示した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
成熟に伴って発現が変化する遺伝子の中で
炭水化物，脂質およびエネルギー代謝に関
連する遺伝子では，その多くが成熟に伴っ
て発現が増加し，エチレンによる直接的な
制御を受けていた．一方，光合成関連遺伝
子ではほとんどが成熟に伴って発現レベル
が低下するものの，エチレンの直接的な支
配を受けるものと受けないものに分類され
た．細胞壁関連遺伝子では．成熟に伴って
顕著に増加する因子として PG, PL および
mannan endo-1,4-beta-mannosidase が、
逆に低下する因子としては Expansin18, 
endo-1,4-beta-glucanase がスクリーニン
グされた．転写因子としては MADS 遺伝
子群に属する TDR4 および MADS-RIN が
成熟に伴って顕著に増加し，BTB, bZip が
成熟に伴って顕著に低下した．また，信号
伝達関連因子として BNK1, SAHH が成熟
に伴って増加した．また，GA 合成の鍵因
子である GA20 oxidase および G 信号伝達
系の転写因子である GRAS が成熟に伴っ
て増加することが観察されエチレン信号伝
達系と GA 信号伝達系のクロストークが示
唆された．成熟関連遺伝子の機能別の分類
を行い、果実の成熟現象に特徴的な呼吸お
よび志望代謝の増大，エチレンと ABA の
蓄積、細胞壁分解、光合成機能の喪失など
に関与する遺伝子群を特定した。さらに、
それらの制御の鍵となる 8 個の転写因子を
抽出し，GRAS 転写因子については RNAi
コンストラクトを構築し，２０系統以上の
形質転換体の作成に成功した。また、細胞
壁 分 解 遺 伝 子 と し て PG (Poly- 
galacturonase)および PL (Pectate-lyase)
遺伝子に注目し、両遺伝子を同時に抑制す
る形質転換体作成にも成功した。さらに、
トマト果実との比較においてキウイフルー
ツ果実の成熟解析にも着手し，エチレン非
依存性低温誘導成熟現象を見いだした。 
 開花から着色までの日数については、遺
伝子導入による大きな変化は見られなかっ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
た。しかし開花する時期による差は大きか
った。T0 世代の PG,PL-RNAi 個体では、着
果しにくい果実や種子が出来にくい果実が
観察された。原因としては、不稔系統には
葉が厚くなり色が濃くなるなどの特徴が見
られることから培養中の倍数化などが考え
られる。現在育成中の T1 世代についても
WT と比較して成長が著しく遅延している
系統が観察された。Sl-GRAS-RNAi 個体に
ついては Sl-GRASの発現量を大きく抑制す
る事が出来なかった。原因としては、
Sl-GRAS は成熟において重要な遺伝子であ
る為 Sl-GRASの発現を大きく抑制できた個
体は生き残れないのではないかと考えられ
る。また、Sl-GRAS-RNAi 個体については
成熟関連遺伝子の発現量についても調査し
た。 
 
結果としては、PG,PL,ACS2, Cyanoala にお
いて発現の抑制が見られた。これらの遺伝
子については、SL-GRAS が転写因子として
働くターゲットの遺伝子である可能性が考
えられる。各組織における成熟関連遺伝子
の発現解析では、成熟に伴って発現量が上
がる遺伝子においては果実以外の組織の発
現量は低い傾向にあったが、E4 遺伝子での
み比較的高い値を示した。一方、成熟に伴
って発現量が減少する Chloro-binding 遺
伝子は、果実以外の組織において顕著な発
現量を示した。成熟関連遺伝子のプロモー
ター解析については ACC,CER1,PG の上流
3kb 遺伝子において CArG モチーフを特定
した。 
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