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研究成果の概要（和文）：　低温環境は果実成熟を遅延させ、貯蔵期間を延長すると信じられてきた。この常識
に反して、本研究ではキウイフルーツ、カンキツ、セイヨウナシでは低温遭遇は成熟を促進する場合があること
を示した。この低温誘導性成熟はセイヨウナシではエチレン生成を伴うものの、他の２果実ではエチレンとは独
立していることを示した。この低温成熟機構は果実が冬が来る前に昆虫や動物に食べられ、種を運んでもらうた
めの合目的な現象である。

研究成果の概要（英文）： Low temperature condition has been believed to delay fruit ripening and 
extend storage life. Contrary to the common sense, we demonstrated that fruit ripening can be 
accelerated by low temperature exposure in European pears, citrus and kiwifruit, in ethylene 
independent manner in the two latter fruit. The low temperature modulated ripening could be a 
purposeful phenomenon for these fruits to be eaten and seed scattered  by insects and animals. 

研究分野： 園芸利用学

キーワード： 果実成熟　低温　エチレン　RNAseq　クライマクテリック型果実

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で明らかにした低温誘導性果実成熟は、クライマクテリック型果実でのエチレン生合成と信号伝達に偏
って研究されてきた果実成熟生理研究に新展開をもたらし、ノンクライマクテリック型果実での非エチレン成熟
も含めた統一的理解に貢献する。低温感受性は果実成熟の早晩生に密接に関与しており、その機構解明と本研究
で示した低温応答性鍵転写因子候補の特定は早生・晩生品種の効率的育種につながる。また、低温成熟は徐々に
進むために果実の適食期間を大幅に伸ばす品質保持技術開発に直結する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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」と成熟にエチレンを必要としないカンキツや
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。高等植物ではエチ
レン信号は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。これまでの果実成熟生理の研究はエチレン誘導成熟を中
心として展開されてきた。また、成熟不全変異体トマトの解析から成熟にはNOR→RIN→成熟関
連遺伝子の信号伝達が必須であり（Vrebalov et. al., 2002）、RINは複合体を形成し各種の成
熟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(Ito Y. et al. 2008)。このように
成熟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、エチレン系を介さないノン・クライマクテリック型果実の成熟制御機構や成熟・
老化の最初の引き金となる因子についてはほとんど解明されていない。 

近年の次世代シーケンサーの登場により、多くの園芸作物でもゲノム情報が解読（Crowhurst 
et al., 2008）、公開され、RNAseqによる網羅的遺伝子解析、特定品種の全ゲノム解析なども可
能となった。 

筆者らは、キウイフルーツにおいて病害によるエチレンの影響を除外すると、室温(25°C)で
の成熟進行は極めて緩慢で、低温(4°C)条件で顕著に果肉軟化（成熟）が進むことを、世界で
初めて見いだした(Mworia et al., 2012)。「低温遭遇が成熟を促進する」という概念は「低温
貯蔵が最も効果的な品質保持、貯蔵期間延長法である」との園芸生理学上のセントラルドグマ
を覆すものである。ところで、秋季の気温低下に応じてカンキツ類やカキ、西洋ナシ、ブドウ
でも秋季の低温によって樹上での果実成熟や着色が促進することが経験的に知られている。そ
こで、筆者は植物が「秋の低温を感受し、果実や茎葉が成熟・老化が誘導され、冬の到来前に
果実成熟や落葉が完了する」のは合目的的であり、これまでには意識されず、研究もされてい
ない「それらに共通する制御機構が存在する」との着想に至った。 

 
２．研究の目的 
これまで、果実成熟制御については、植物ホルモンのエチレンを中心に検討され、「エチレン

作用阻害剤と低温貯蔵が最も効果的な成熟制御技術」と考えられてきた。ところが、筆者らはキ
ウイフルーツにおいて、病害によるエチレンの影響を除去すると「低温環境で室温下よりも成
熟・軟化が早まる」という常識と全く逆の現象を発見した。さらに、RNAseq 分析で、低温成熟誘
導系はエチレン成熟誘導系と下流の一部遺伝子を共有するが、別個の制御系であることを示し、
「低温がエチレン作用とは独立に果実成熟を誘導する」という新たな概念に到達した。これは、
これまで見過ごされた「秋の深まりとともにミカンやカキ、リンゴの着色、成熟が進行する」現
象を見直す「コロンブスの卵」的発想である。すなわち、温帯原産の多年生植物は「秋に果実成
熟を完了させ冬に備える」必要から低温誘導成熟機構を持つと推測できる。この機構は、果実成
熟の早晩性や貯蔵特性に密接に関与し、その解明は早生・晩生新品種の育種、長期貯蔵技術の開
発に直結すると期待できる。さらに、低温成熟誘導機構は木々の紅葉・老化との共通性も推測さ
れ、本研究は広範な植物での各器官の成熟・老化制御機構の統合的理解につながり、園芸生理研
究に新展開を切り開くと期待できる。 
 
３．研究の方法 

 第１段階として、低温遭遇によって果実成熟が促進されると想定される秋季成熟型果実とし
てキウイフルーツ、温州ミカン、西洋ナシを材料として、エチレン処理および低温処理に対する
応答性を解析した。RNAseq 解析および LC-MS/GC-MS 分析により網羅的に遺伝子発現と代謝物の
変化を調査した。これによって、低温誘導性成熟を持つ果実種の範囲を確定させるとともに、エ
チレン誘導成熟と低温誘導成熟の共通性と違いを解析した。 
 第２段階として、各果実での RNAseq 解析、MS解析に基づいて Pathway データベースを用いて
解析し、各刺激に共通して変動する遺伝子および代謝物を抽出し、成熟制御システムの全体像を
把握した。さらに、各種果実で公開されているゲノムデータ配列を活用してエチレン誘導性、低
温誘導性、両因子感応性遺伝子のプロモーター配列の解析を行い、低温誘導に関与するシス因子
を解析した。 
 第３段階として低温誘導成熟が確認された品目では、早生、中生、晩生品種を選定し、25-5°C
の種々の温度処理を行い、各品種の早晩性と低温応答の関係を検討した。この際には、第２段階



で抽出した低温応答性成熟関連遺伝子に焦点を当て Real-Time PCR 法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) キウイフルーツにおける樹上果実と収穫後低温貯蔵果実の成熟の類似性 
 ‘レインボー・レッド’キウイフルーツ果実を用いて、種々の温度下での貯蔵果実の成熟と樹
上果実の成熟を調査した(Mitalo et al.,2018)。軟腐病の影響を除き、健全果のみを用いて貯蔵果実
を調査すると、室温（22°C）下での果実軟化は極めて緩慢であったが、15°C 下ではやや早ま
り、5、10°Cではほぼ同様に促進された（図-1）。樹上では、この品種の商業的収穫時期の 10 月
上旬には果実は硬く約 50N を示していたが、徐々に軟化が進行し 11 月下旬には 10N 以下になっ
た。これらに加えて、室
温下でのプロピレン処
理によって成熟を促進
した果実も加えて、成熟
関連遺伝子発現解析を
行った。その結果、細胞
壁分解関連遺伝子であ
る PG、EXP1 遺伝子発現は
プロピレン処理、低温貯
蔵、樹上での果実成熟に
伴って、いずれでも促進
された（図-2）。ACO3、MAD2 遺伝子の発現はプロピレン処理には応答せず、低温貯蔵と樹上での
成熟に伴って促進された。一方、ACS、PL2、ACO2、XET1 遺伝子の発現はプロピレン処理によって
のみ誘導された。以上の結果
は、樹上での果実成熟は秋の
深まりに伴う気温低下に応
答したものであることを示
している。 
 以上を総合すると、キウイ
フルーツはエチレン制御系
と低温制御系の二つの成熟
システムを持っており、両者
は一部の成熟関連遺伝子を
共有するものの、それぞれの
制御系はそれぞれに特異的
に反応する遺伝子を持つこ
とが示された（図-3）。エチレンは ETR1 受容体から始まり EIN3/EIL をへて ERF6 などを介して、
ACS、ACS2 遺伝子を活性化する自己触媒的エ
チレン制御系を含む多数の成熟関連遺伝子
を制御している。一方、低温刺激は数週間を
かけて MAD2 遺伝子などによる低温特異的遺
伝子群と NAC6 などのエチレン制御系と共有
する転写因子を介して、成熟関連遺伝子を制
御すると考えられる。なお、低温よる遺伝子
制御は非エチレン依存性を示す。 
 商業的収穫時期以後も樹上に放置したキ
ウイフルーツ果実の成熟は、エチレン生成を
伴っておらず、周囲の気温低下に対する低温
応答によるものと考えられる。ところで、秋
季の気温低下に応じてカンキツ類やカキ、西
洋ナシ、ブドウでも秋季の低温によって樹上
での果実成熟や着色が促進することが経験的に知られている。すなわち、動物や昆虫に食べられ
て種子を運んでもらうために作られる果実が「冬の到来前に果実成熟が完了するために秋の低
温を感受し、成熟を誘導する」のは合目的的とも考えられる(Asiche, et. al. 2018; Mitalo et al. 2019)。 
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(2) セイヨウナシ‘パス・クラサン’果実の低温誘導性成熟機構の解明 
収穫直後のプロプレン処理によって、果実硬度は顕著に低下したものの、エチレン生成は見

られなかった。0℃、5℃貯蔵果実では、貯蔵 2-3 週目よりエチレン生成が検出され始め、追熟
期に急増した。1-MCP 処理(5℃)、10℃、20℃貯蔵果実では、貯蔵・追熟期間中のエチレン生成
は確認されなかった。貯蔵中の果実硬度は 5℃下でのみ低下した。0℃下での果実硬度は、貯
蔵中には変化がなかったものの、その後の追熟期間中に著しく低下した。 
 RNA-seq 解析から、378 個の遺伝子の発現が低温(6 週間の 5℃貯蔵)によって促進されてい
ることが分かった。このうち、71 個の遺伝子が 1-MCP 処理によって発現が抑制されていなか
った(以下、GⅠ)。抑制されていた 307 個の遺伝子のうち、54個の遺伝子は収穫直後のプロピ
レン処理に応答し(以下、GⅡ)、249
個の遺伝子は応答していなかった
(以下、GⅢ)。低温によって発現が
抑制された 931 個の遺伝子のう
ち、307 個の遺伝子は 1-MCP に反
応せず(以下、GⅠ)、反応した 624
個のうち 210 個は収穫直後のプロ
ピレン処理に応答(以下、GⅡ)、414
個は応答していなかった(以下、G
Ⅲ)。 
GⅠはエチレンを介さずに、低温

遭遇のみによって発現変化する遺
伝子群である。GⅠには MYB1、
Zinc-finger1、ERF2、ERF3 などの
転写因子が含まれた。いずれの遺
伝子も貯蔵中の 0℃、5℃、5℃1-MCP 処理果実で発現が促進または抑制されていた。GⅡは低温
遭遇によって生成されたエチレンによって、発現が変化する遺伝子群である。GⅡにはエチレ
ン生合成遺伝子の ACO1、細胞壁分解に関わる PL1、PE が含まれた。いずれの遺伝子も、プロ
ピレン処理果実と貯蔵、追熟後の 0℃、5℃貯蔵果実、すなわちエチレン生成果実で高発現し
ていた。GⅢは低温遭遇によって、発現誘導性を獲得する遺伝子群である。ACO2、ACS1、EG、
ERF1 などの成熟関連遺伝子が分類された。いずれの遺伝子の発現もプロピレン処理では変化
せず、0℃、5℃貯蔵果実の貯蔵中で大きく上昇していた。  
以上より、低温遭遇前の果実であっても、PL1 など一部成熟関連遺伝子（GⅡ）はエチレン

誘導性を持っており、これらがプロピレン処理による軟化促進に関与していることが示され
た。さらに、低温により Zinc-finger1、ERF2 など転写因子（G1）が特異的に制御され、これ
により成熟関連遺伝子のエチレン応答性の獲得及び活性化（GⅢ）が誘導され、成熟現象が進
むことが示唆された。 

 
(3) カンキツ果実における着色誘導機構に関する研究 
 ‘アレンユーレカ’レモン果実、‘青島’ウンシュウミカン果実を香川県内の農園から商業収穫
適期よりも早い、緑色を呈している着色開始前の未熟段階で収穫した。‘アレンユーレカ’の一
部果実にはエチレン（100ppm）処理、1-MCP（2ppm）処理、1-MCP とエチレン併用処理を、‘青島’
の一部果実にはプロピレン（5000ppm）処理を室温下で行った。他の果実は 5℃、10℃、15℃、
20℃、25℃下で 6週間貯蔵した。定期
的に色差計によって果皮色を測定す
るとともに、成分分析および RNA 抽
出のために、果皮組織の一部を採取
し、-80°C で保存した。保存組織か
ら改変フェノール法を用いて RNA を
抽出し、RNAseq 解析、リアルタイム
PCR 法による遺伝子発現解析に用い
た。 
 ‘アレンユーレカ’果実では、室温
下でのエチレン処理は果実の黄化を
顕著に促進したが、1-MCP 処理はエチレン処理効果を抑制した。10～20℃下では着色が徐々に進
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図-4   セイ ヨ ウナシにおける 低温と エチレ ン によ る 成熟制御モデル

図-5 低温遭遇による温州みかんの着色促進



行し、６週目には鮮やかなレモン色を呈した。この温度下での着色進行は 1-MCP 処理によっては
抑制されなかった。一方、5°Cおよび 25°C下では４週間後でも果実は緑色を呈していた。‘青
島’果実でも室温下のプロピレン処理によって黄化が進行し、クロロフィル a、b含量は減少し、
6日目には検出限界以下になった。貯蔵果実においては、4週目になると 10、15℃下では果皮色
の黄化が始まったが、5°C、25°C下では６週目でも着色の進行は見られなかった。両品種にお
いて 5°C貯蔵果実でのみエチレン生成が検出された。 
‘青島’果実での RNA-seq 解析により、プロピレン処理によって発現が誘導される遺伝子が 672
個、10℃貯蔵で発現が促進される遺伝子が 1982 個、検出された。この中で 10℃果実でのみ発現
量が増加した遺伝子は 1737 個であった。‘リアルタイム PCR 解析において、PSY、CCS、SGR、NOL
の発現はプロピレン処理でも低温処理でも促進され、POX-A2 の発現はプロピレン処理でのみ促
進された。 
 以上の結果からカンキツ果実では 10～20℃の温度帯で、エチレン生成を伴わずに黄化が進行
することが示された。‘青島’果実において、プロピレン処理と 10℃、15℃の低温貯蔵では、特
異的な関連遺伝子の発現誘導によって黄化が促進されることが示された。また、低温での黄化に
SGR、NOL が関与することが示された。今後、カンキツ果実における着色誘導現象をより理解す
るために、多くの着色誘導関連遺伝子の解析が期待される。 
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