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研究成果の概要（和文）：本研究はエステル化カロテノイドの蓄積が低下して花弁の色が薄くなったトマト変異
体pale yellow petal-1（pyp1）、pyp2を利用して、エステル化カロテノイドの蓄積メカニズムを解明すること
を目的とした。まず、相補性検定によりPYP1およびPYP2遺伝子の同定に成功した。次に、PYP1遺伝子はキサント
フィルと炭素数14と16の飽和脂肪酸を基質としてエステル化カロテノイドを産生していることを明らかにした。
また、プラスチド内に蓄積するプラストグロブリ形成はエステル化カロテノイドの蓄積量と強く関連すること、
また、PYP1タンパク質はプラストブロブリの周辺に局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to understand molecular mechanism for esterified 
carotenoid using tomato mutants named pale yellow petal 1 and pyp2 that produce petals with reduced 
pigmentation due to reduced accumulation of the esterified carotenoid. We identified candidate genes
 for pyp1 and pyp2 mutants and performed complementation experiments, demonstrating that both genes 
were the responsible. Biochemical analyses showed that PYP1 most likely catalyzes esterification of 
xanthophylls with mid-chain fatty acids such as C14:0 and C16:0 as substrate. Further, plastglobule 
formation in plastid is highly associated with accumulation of esterified xanthophylls. Moreover, 
PYP1 is localized near the plastoglobule formation. These results indicated that esterified 
formation is essential for plastoglobule formation.

研究分野：植物遺伝育種学
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１．研究開始当初の背景 
 重要な園芸作物であるトマトは花弁や果
実内にカロテノイド化合物を豊富に含む．
カロテノイドは物質に色を与える色素であ
り，花や果実への着色，光合成系において
は集光，光保護作用，さらには強い抗酸化・
抗がん化作用を示すなど幅広い機能を示す
ことが知られる．しかし，この経路に関わ
るトマトの遺伝子は未だにほとんど単離さ
れていない． 
 一方，研究代表者は，矮性トマト品種マ
イクロトムの突然変異体集団より，エステ
ル化カロテノイドの蓄積に欠陥があり，花
弁のクロモプラスト内の顆粒（プラストグ
ロブリ）の形成が異常となり，薄い黄色の
花弁色を示す 2 系統のトマト変異体 pale 
yellow petal-1（pyp1），および pyp2を単離
していた．通常，構造に酸素原子を含むカ
ロテノイドであるキサントフィル類は，生
体内ではエステル化された状態で豊富に存
在していることが知られている．しかし，
pyp1変異体の花弁ではそのエステル化キサ
ントフィルがほぼ存在していなかった．一
方，pyp2変異体ではエステル化キサントフ
ィルおよびフリー体のキサントフィルがと
もに減少していた． 
 そこで，DNAマーカーを利用したポジシ
ョナルク法と，次世代シークエンサー
（NGS）による全ゲノム解析により，両変
異体の原因遺伝子同定を試みたところ，と
もに 1つの候補遺伝子を同定した．PYP1の
候補遺伝子はカロテノイドのエステル化を
触媒するエステラーゼ様タンパク質をコー
ドしている一方，PYP2 の候補遺伝子は，
Tetratricopeptide repeat domain（TRP）を有す
るタンパク質をコードしていた． 
 以上のことから，PYP1遺伝子はカロテノ
イドの 1 つであるネオキサンチンに対して
脂肪酸のエステル化を触媒する酵素を，
PYP2 遺伝子はカロテノイドエステル化に
関わる遺伝子を制御する因子をコードして
いると推測した．また，また，エステル化
カロテノイドはクロモプラスト内の顆粒形
成に必要と推測した． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，トマト花弁内におけ
るエステル化カロテノイド蓄積の分子基盤
を解明することを目的とし，上述の推測の
実証する研究を行った． 
 
３．研究の方法 
 本研究ではトマト花弁内のエステル化カ
ロテノイド蓄積の分子基盤を解明すること
を目的として次の 5課題を実施した． 
（１） 相補性検定 
pyp1 および pyp2 変異体の原因遺伝子の候
補において，相補性検定を行って表現型と
の関連を調査する． 
（２）過剰発現体の解析 

PYP1と PYP2をそれぞれトマト内で過剰発
現させた時のエステル化カロテノイド組
成・総含量の変化を HPLCで調査する． 
（３）エステル化カロテノイドの基質探索 
PYP1 によるエステル化反応の基質となる
脂肪酸をガスクロマトグラフ質量分析
(GC-MS)で調査する． 
（４）PYP1の酵素実験系確立 
PYP1 による脂肪酸エステル化カロテノイ
ド生成能力を in vitroの系で調査する． 
（５）プラストグロブリ形成とエステル化
カロテノイドの関連性証明 
透過型電子顕微鏡を用いて，クロモプラス
ト内のプラストグロブリ（顆粒）形成とエ
ステル化カロテノイドの関係を証明する． 
 
４．研究成果 
（１）相補性検定 
 PYP1の原因遺伝子候補として，脂肪酸の
転移に関連するエステラーゼ様タンパク質
をコードする遺伝子が同定されていた．そ
こで，この遺伝子の全長 cDNAをクローニ
ングし，トマト組織の全身で遺伝子発現を
誘導する CaMV35S プロモーターに連結し
たコンストラクトをpyp1変異体に導入した．
その結果，得られた 27系統の形質転換体の
内，20系統で花弁色の回復（薄い黄色から
濃い黄色）が観察された．また，pyp1変異
体は葯の色も薄い黄色を示すが，この 20系
統の形質転換体では濃い黄色の葯を形成し
ていた． 
 一方，PYP2の原因遺伝子候補として，タ
ンパク質相互作用に重要なTPRドメインを
有するタンパク質をコードしていた．そこ
で，この遺伝子のうち，500bp程度の cDNA
を増幅し，アンチセンス方向で CaMV35プ
ロモーターの下流に連結したコンストラク
トを作成し，トマト野生株へと遺伝子導入
を行った．19系統の形質転換体を作出した
ところ，12 系統で pyp2 変異体同様に薄い
黄色を示す花弁と葯が形成された．また，3
系統を選抜して定量的 RT-PCR（qRT-PCR）
を行ったところ，形質転換体では候補遺伝
子が 40-70%程度，有意に発現低下していた
ことが分かった． 
 以上のことから，原因遺伝子の発現と表
現型との関連が見られたため，候補遺伝子
が原因遺伝子であると考えた． 
 
（２）過剰発現体の解析 
（１）で作出した PYP1 を過剰発現させた
形質転換体のカロテノイド組成の調査を行
った．野生株トマト，pyp1変異体および，3
系統の形質転換体の開花期の花弁をサンプ
リングし，花き研究所が保有する HPLC を
利用して測定を行った．その結果，野生株
トマトでは，花弁や葯にはエステル化され
たキサントフィル類が豊富に含まれていた
が，pyp1変異体ではエステル化されたキサ
ントフィルはほぼ存在していなかった．一



方，形質転換体ではいずれも野生株と同等
量のカロテノイドが蓄積していた．また，
トマトの花弁や葯に含まれるキサントフィ
ルは，大部分がネオキサンチンとビオラキ
サンチンであるが，これらが存在する組成
も野生株と同程度であった．以上，PYP1
遺伝子の過剰発現体において，野生株を上
回るカロテノイド含量を示さず，かつ，組
成も変化していなかったことから，野生株
では，カロテノイド含量はほぼ閾値に達し
ていると考えられた． 
 一方，PYP2遺伝子の cDNA全長は 5500bp
ほどであり，エントリーベクターへのクロ
ーングは成功したが，destination vectorへの
クローニングが成功しなかった．コンスト
ラクトが作れなかったため，PYP2遺伝子の
過剰発現体作出は行えなかった． 
 
（３）エステル化カロテノイドの基質探索 
（１）および（２）の実験により，pyp1変
異体ではエステル化カロテノイドがほぼ存
在していなかったことから，PYP1遺伝子は
カロテノイドのエステル化を促進する遺伝
子と予測される．（４）における酵素活性
の実験系を立ち上げるため，PYP1の基質の
探索を試みた．通常，エステル化とはヒド
ロキシル基を含む化合物（ここではキサン
トフィル）とカフボキシル基を持つカルボ
ン酸（ここでは脂肪酸）との縮合反応であ
る．エステル化の対象はキサントフィルで
あるネオキサンチンとビオラキサンチンで
あるため，そのエステル化の対象となる脂
肪酸の分子種の特定を試みた． 
 まず，野生株から 5g程度の大量の花弁を
サンプリングし，カロテノイドを抽出した
後に HPLC を利用して，それぞれの出現ピ
ーク毎にエステル化されたカロテノイドを
分取した．合計 17種類のエステル化カロテ
ノイドを分取し，GC/MSによる化合物の分
子量の推定を行い，NMRで化学構造の推定
を試みた．その結果，トマト花弁でエステ
ル化されている可能物は，トランス型
（all-E）およびシス型（9'Z）のネオキサン
チン，あるいはトランス型およびシス型の
ビオラキサンチンであること，また，炭素
数 14 と 16 の飽和脂肪酸（C14:0，C16:0）
がこれらにエステル結合していることを明
らかにした．また，1 つのカロテノイド分
子に 2 つの脂肪酸がエステル結合した
diester 型のエステル化ネオキサンチン，お
よびビオラキサンチンも存在することも分
かった． 
 以上のことから，PYP1はキサントフィル
（ネオキサンチンおよびビオラキサンチ
ン）と C14:0 あるいは C16:0 を基質してエ
ステル結合を触媒する酵素であることが強
く示唆された． 
 
（４）PYP1の酵素実験系確立 
 

 PYP1 によるエステル化反応を確認する
実験系を立ち上げるため，ビオラキサンチ
ンを産生を誘導するプラスミド pAC-VIOL
と，PYP1の全長を保有する大腸菌の作出を
試みた．まず，PYP1 の全長 cDNA の C 末
端側に His タグを連結したキメラ遺伝子を
作成し，pGEM-T ベクターへのクローニン
グを試みた．酵素実験の反応系のネガティ
ブコントロールとして，PYP1遺伝子内にミ
スセンス変異が導入された pyp1-2を利用し
た（この pyp1-2は，pyp1変異体の原因変異
であり，おそらくは酵素活性が失活してい
る．）．pyp1-2の cDNA全長に Hisタグを
連結したキメラ遺伝子を pZEM-T ベクター
にクローニングすることができた．今後，
野生株型であるPYP1-HisのpZEM-Tへのク
ローニングを行い，両者のプラスミドをそ
れぞれ保有する大腸菌を培養後にカロテノ
イド組成を比較することで，PYP1のエステ
ル化酵素活性を実証できると期待される． 
 
（５）プラストグロブリ形成とエステル化
カロテノイドの関連性証明 
 カロテノイドはプラスチド（クロモプラ
スト）で合成されるため，透過型電子顕微
鏡を用いて，花弁の異なる発達段階でプラ
スチドの形態を調査した．その結果，野生
株ではカロテノイドの蓄積に伴い，顕著な
プラストグロブリ形成が見られた一方，エ
ステル化カロテノイドがほぼ存在しない
pyp1変異体ではプラストグロブリ形成がほ
とんど観察されなかった．また，pyp2変異
体ではプラスチドの構造が異常であった．
さらに，免疫電子顕微鏡法により，PYP1
がプラスチド内に局在すること，特にプラ
ストグロブリ周辺に局在することを明らか
にした．以上のことから，プラストグロブ
リはおそらくエステル化カロテノイドが蓄
積した形態であり，PYP1はその周囲でエス
テル化カロテノイドを供給する役割がある
と推測された． 
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