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研究成果の概要（和文）：　キウイフルーツとポプラ，ミカンを材料にエチレンによる成熟・老化誘導と低温遭遇によ
る成熟・老化現象について次世代シーケンサーとReal-Time PCR法を用いて比較・解析した。エチレン誘導と低温誘導
の成熟・老化には、末端で共通する関連遺伝子が働く一方で、異なる転写因子によって制御される独立な現象であるこ
とが明確になった。低温誘導機構における新規転写因子，NACおよびERFの特定は，今後の成熟・老化機構研究で大きな
新展開の契機になる。

研究成果の概要（英文）：Fruit ripening and senescence induced by ethylene and low-temperature exposure 
were investigated using next generation sequencer and Real-Time PCR in kiwifruit, popular and Satsuma 
mandarin. The low-temperature induced fruit ripening shared gene and their regulatory mechanism with 
ethylene induced ripening in part, however, there are several distinct differences between the two 
ripening regulation. Identification of transcription factors, NACs and FRFs, responsible for ripening and 
senescence by low-temperature and ethylene will play important role for new global understanding of 
physiology in fruit ripening and senescence.

研究分野：園芸利用学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 園芸作物の成熟・老化制御機構解明は、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
は成熟にエチレンを必須とするトマトやリ
ンゴ，キウイフルーツなどのクライマクテリ
ック型果実と自らはエチレンを生成せずに
成熟するカンキツやブドウ、イチゴなどのノ
ン・クライマクテリック型果実に大別される。
また、葉や花の老化にもエチレンが深く関与
する場合と関与しない場合がある。いずれの
成熟や老化現象でも、最終段階に細胞壁の分
解とクロロフィルやフラボノイド色素の劇
的な変動を伴うので、類似の遺伝子群の活性
化が推定される。高等植物ではエチレン生合
成はACC合成酵素とACC酸化酵素によって
律速され、その信号は ETR1 を受容体とし
CTR1→EIN2→EIN3/EILへと伝達され、そ
の下流で分岐し、多数の成熟・老化関連遺伝
子制御していると推測されている。さらに、
果実成熟にはエチレン信号厳達系とは別経
路の NOR/NAC→MADS-RIN→成熟関連遺
伝子の信号伝達が必須であり、最近、RINは
複合体を形成し各種の成熟・老化関連遺伝子
のプロモーター部に結合することも示され
た。このように成熟・老化機構に関するエチ
レン系と RIN 系および最下流部の理解は分
子レベルで急速に進展している。しかし、成
熟・老化の最初の引き金となる因子やその制
御には、生理学的プログラムが推定され、環
境要因の関与も明らかではあるが、その実態
はほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は低温誘導を焦点として果実の成
熟・落果と葉の紅葉、落葉を老化現象として
一体的に捉え，共通する新規制御機構を解明
しようとする先駆的取り組みである。多くの
果実の成熟や葉の老化はエチレン誘導型制
御系によって制御されていると考えられて
おり、エチレンとは独立した制御系やエチレ
ンの上位の制御系については RIN 制御系を
除いてほとんど解析されていない。その理由
は研究の糸口となる現象や材料が乏しいこ
とにある。筆者らはエチレンによって成熟す
るとされているキウイフルーツ果実の貯蔵
技術研究の中で、「低温遭遇によってエチレ
ンの作用なしに成熟する」という全く予想外
の現象を発見した(Mworia, E. G., and Y. 
Kubo et al. 2011, 2012)。一方、ミカンやカ
キの着色やカエデやイチョウ、ポプラなどの
紅葉は秋の訪れによる低温遭遇によって誘
導・促進される。すなわち、温帯原産の多年
生植物では、「秋に果実成熟と落葉を完了さ
せ冬に備える」必要から果実や葉の成熟・老
化の最初の誘導要因として低温遭遇が想定
できる。近年、種々の植物種において大規模
EST情報が公開され、アレイ技術による網羅
的遺伝子解析可能になってきた。また
LC-MASS/GC-MASSを利用したメタボロー

ム解析も普及段階を迎えた。本研究は、アレ
イ技術とメタボローム解析を活用して、低温
遭遇したキウイフルーツ果実とポプラ葉を
材料に新規の成熟・老化制御系の解明を目指
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 貯蔵中の配置法，温度および殺菌剤処理
がキウイフルーツ果実のエチレン生成開始時
期に及ぼす影響 
 キウイフルーツ果実には貯蔵病害として
「軟腐病」があり，発病率は７０％を超える
場合もある．軟腐病を発病すると，果実は多
量のエチレンを生成し，この病害誘導エチレ
ンが周囲の果実に影響を与える可能性があ
る．したがって，果実の成熟生理を正しく理
解するためには，病害誘導エチレンの影響が
無い条件で解析する必要がある．そこで、‘ヘ
イワード’， ‘レインボーレッド®’， ‘さ
ぬきゴールド’果実を貯蔵温度22℃および
5℃で貯蔵し、果実の配置法，殺菌剤処理，
貯蔵温度および1-MCP処理がキウイフルーツ
果実のエチレン生成および果実軟化に及ぼ
す影響について調査した． 
(2)キウイフルーツにおけるエチレン成熟と
低温誘導成熟の遺伝子発現比較 
 ‘さぬきゴールド'果実を商業的収穫熟度
で収穫した．低温貯蔵区(5°C)と室温貯蔵区
(22℃)を設定し，それぞれに無処理区と
1-MCP 処理区(2μLL-1;12 h, 2 回/週)を設定
した．なお，室温貯蔵区では軟腐病の影響を
避けるために，果実を5cm程度離して配置し，
エチレン生成果は即座に取り除いた．また，
室温で5000ppmプロピレン(50ppmエチレン相
当)処理区も設けた．経時的に果肉硬度，可
溶性固形物含量および滴定酸含量を測定し
た．無処理果実，プロピレン処理果実，20℃
および5℃貯蔵果実(無処理区/1-MCP処理区)
の果肉から RNA を抽出して cDNA を合成した
後，RNA シークエンス解析による網羅的遺伝
子発現解析を行った．また，リアルタイム PCR
法を用いて成熟関連遺伝子の発現量解析を
行った． 
(3)ポプラ葉およびミカン果皮における色変
化の解析 
 ポプラ葉を８月下旬から１１月下旬にか
けて経時的にサンプリングし，色調変化を調
べるとともに RNA 抽出を行った．温州ミカン
を未熟段階の９月上旬に収穫し，5 -25°Cの
温度下で貯蔵した．また、室温下でのプロピ
レン処理も行った．これらのサンプルについ
て，経時的に色調を測定するとともに，RNA
を抽出し，Real Time PCR 法を用いて遺伝子
発現解析を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 軟腐病がキウイフルーツのエチレン生
成と果実成熟に及ぼす影響 
 いずれの品種においても，密集区の同一容
器内の個々の果実は，ほぼ同調してエチレン



生成を開始し，典型的なクライマクテリック
ライズパターンを示した（第１図参照）．こ
れに伴って，果実の成熟・軟化が急速に進行
した．ただし，各容器間ではエチレン生成の
開始時期は大きく異なっており，同一処理区
であっても１週間以上のずれが見られる場
合もあった．また，容器によっては１０個の
果実の内の１個のエチレン生成が他に先だ
って誘導される様相が見られた．殺菌剤処理
は，いずれの品種でも，エチレン生成の開始
時期を遅らせる効果があった．エチレン生成
が誘導されない果実では、果実成熟・軟化の
進行は緩慢であった．したがって，常温貯蔵
した場合の急速なエチレン生成開始と果実
成熟の進行は軟腐病に起因することが示さ
れ，正確な果実成熟機構の理解には軟腐病の
影響を除去した果実で行う必要があること
が明らかになった．ただし，殺菌剤の多数回
投与でも常温下での軟腐病発生を完全に抑
止することは難しく，常温貯蔵は技術的に困
難であると思われる．また，キウイフルーツ
はエチレンによって成熟するものの，低温に
応答してエチレン信号なしに成熟する機構
があることが確認された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第１図 殺菌剤処理と配置法がキウイフル
ーツのエチレン生成に及ぼす影響 
 同じ色の線は同じ容器の果実のエチレン生
成量を示す 
 
(2)エチレン成熟と低温誘導成熟の遺伝子発
現比較 
【低温による成熟誘導】軟腐病罹病果が生成
するエチレンの影響を除いて'さぬきゴール

ド'果実を 5℃で貯蔵すると，貯蔵 4週目で果
肉部硬度が 22℃貯蔵果実と比較して顕著に
低下した．また 22℃貯蔵 1-MCP 処理果実は貯
蔵8週目でも高い酸度を維持していたのに対
し，5℃貯蔵果実は貯蔵 4 週目で急激に酸度
が低下し，10℃，15℃貯蔵果実は貯蔵 8週目
にかけて酸度が低下した．またいずれの温度
区でも糖度の上昇が見られた．このような低
温による成熟の進行は1-MCP処理でも抑制で
きなかったことから，低温誘導型成熟現象が
確認された． 
【成熟関連遺伝子の解析】RNA シークエンス
解析において，プロピレン処理によって発現
が 3倍以上に増加した遺伝子が 2840 個，1/3
以下に減少した遺伝子が 388 個，5℃貯蔵で
発現が 3倍以上に増加した遺伝子が 1194 個，
1/3 以下に減少した遺伝子が 290 個，同定さ
れた（第２図参照）．これらの結果とそのア
ノテーションを基に成熟関連遺伝子の制御
メカニズムを考察した．さらに，Real Time 
PCR による遺伝子の発現解析で，細胞壁関連
酵 素 で あ る Pectate Lyase1(PL1) や
Xyloglucan endotrans glycosylase (XET)
では，プロピレン処理果実でのみ発現量が増
加していた（第３図参照）．また Pectate 
Lyase2(PL2) や Expansin6(EXP6) ， Pectin 
methylesterase inhibitor (PMEi)は 5℃貯蔵
果 実 で の み 発 現 が 増 加 し て お り ，
Polygalacturonase (PG)や Expansin1(EXP1)
はプロピレン処理果実と 5℃貯蔵果実の両方
で発現量が増加していた．また，転写因子で
ある ERF4 と ERF6 はプロピレン処理にのみ，
NAC4 は低温にのみ，NAC8 はエチレンと低温
の両方に応答して発現が増加していた．以上
のことから，遺伝子発現レベルでもエチレン
成熟と低温誘導型成熟の存在が示され，さら
にエチレン成熟と低温誘導型成熟はそれぞ
れ独立したメカニズムを有しており，一部を
共有していることが示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第２図 RNAシーケンス解析によるキウイフル
ーツの成熟関連遺伝子の網羅的解析（数字は
遺伝子数） 
Ethylene up-regulated:エチレン処理により
発現レベルが３倍以上に増加 
Low temperature up-regulated：低温処理に



より発現レベルが３倍以上に増加 
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第３図 キウイフルーツ果実における成熟
関連遺伝子発現に及ぼすプロピレン処理お
よび低温処理の影響 
 D0,3,7:収穫後日数，W4,8:貯蔵週数 

 
(3)ポプラ葉およびミカン果皮における色変
化の解析 
 ポプラ葉では１０月から１１月にかけて
急速なクロロピィル含量の減少と黄化が見
られた．ミカンでは，10°C での貯蔵果実で
最も急速に黄化が進行し，25°Cおよび 5°C
下では１月後も収穫時とほぼ同様の緑色を
呈していた．室温下でのプロピレン処理は，
急速な黄化を誘導した．Real-Time PCR 法で
遺伝子発現を調査したところ，クロロフィル
分解に関与するクロロフィラーゼ遺伝子発
現が，プロピレン処理によって顕著に誘導さ
れたが，低温では増加しなかった．したがっ
て，エチレンによるクロロフィルの分解と低
温応答の黄化には異なる制御機構が働いて
いることが明らかになった． 
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