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研究成果の概要（和文）： 
 網羅的タンパク質解技術（プロテオミックス）を利用し、葉緑体からクロモプラストへの分
化に関与するタンパク質を同定することを目的に実験を行った。 
 まず、成熟段階の異なるマイクロトム果実(緑、黄、オレンジ、赤)よりプラスチドを単離し、
各ステージのプラスチドタンパク質を LC-MS/MS を用いたショットガンプロテオーム解析によ
り約 440を同定した。 
  ２番目に、白、黒やオレンジ色の果実を持つ変異体や栽培系統を集めた。２次元電気泳動法
により、それら果実のクロモプラストのプロテオームデータを野生型のマイクロトムの４つの
ステージのプロテオームデータと比較し、クロモプラスト分化や成熟、果実色に関与するタン
パク質を同定中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We are analyzing the differentiation mechanism of plastids in tomato using the 
proteomic techniques as follows.  
 First, to analyze the comprehensive proteome involved in chloroplast to chromoplast 
differentiation, we established methods to isolate and identify chromoplast proteins 
of Micro-Tom fruits at four developmental stages (mature green, yellow, orange and 
red). We identified approximately 440 plastid proteins using LC-MS/MS. 
 Second, we are trying to collect natural variations and mutants that have various 
colors of fruits such as white, black and orange, and then stop their ripening at 
the intermediate stage. We compare the chromoplast proteome in these fruits with that 
of Micro-Tom fruits at four developmental stages using two-dimensional gel 
electrophoresis, and find specific proteins related to chromoplast development, 
ripening, and the fruits color.  
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１．研究開始当初の背景 

 シロイヌナズナでは、近年の解析測定技術
の飛躍的な向上により、葉緑体のポストゲノ
ム解析に拍車がかかり、申請者らによって葉
緑体ゲノムのトランスクリプトーム解析
（Nagashima et al. 2003）や、変異体のス
クリーニングをベースとした葉緑体の機能
や形態形成に関係する遺伝子の解析も精力
的に進められた（Motohashi et al. 2001,2003, 
Shimada et al. 2004）。一方、海外の研究グ
ループによって葉緑体タンパク質の網羅的
プロテオーム解析（Gruissem ら、Wijk らの
研究グループ）とそのカタログ化（PPDB）関
する研究などが精力的に進められている。上
記のように、従来のプラスチド研究の多くは、
葉緑体タンパク質の機能、特に光合成タンパ
ク質の機能に主眼をおいたものであり、他の
プラスチドに関する研究は少なく、各分化状
態への分化メカニズムの研究例は極めて少
ない。 
 トマトは 2001 年に Ruf らによりプラスチ
ドへの形質転換が報告され、外来タンパク質
を葉緑体に高蓄積させることが可能になっ
た。2006 年にトマトの葉緑体ゲノム配列が
Kahlau らによって決定され、日本でもかず
さ DNA 研究所を中心に矮性トマト品種マイ
クロトムを用いて、EST の解読(Yano et al. 

2006)、完全長ｃDNA ライブラリーの構築と
解読(Yano et al. 2007)、それらの情報を提供
するデータベースの構築(Yano et al. 2006)、
EST 配列に基づいた DNA アレイの作製
(Yano et al. 2006)など、トマトゲノミックリ
ソースの開発整備が行われ、トマトゲノム配
列とともに、ナス科植物研究の重要な基盤と
なりつつある。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、急速に技術が発達してきている

トランスクリプトーム解析、プロテオーム解

析技術とトマトゲノミックリソースを利用

することにより、トマト果実中に存在するク

ロモプラストに特異的なタンパク質を多数

同定する。特に、果実の成熟過程における原

色素体や葉緑体からクロモプラストへの分

化に関与するタンパク質の網羅的解析を行

ない、クロモプラスト分化の鍵タンパク質を

同定し、分化制御を行うことを目的としてい

る。 

 

3. 研究の方法 

(1)マイクロトムの果実の各成熟ステージ
（緑色果実、黄色、オレンジ、赤色）より、
Nycodenz を用いてプラスチドを効率よく
単離する。 

(2)プラスチドからタンパク質を抽出する。 
(3) タンパク質を 2次元電気泳動法により分

離し、タンパク質のスポットを LC-MS/MS を

用いて、de novo sequencing とペプチド MS

フィンガープリント法により同定する。 
(4)量的に変動のあるタンパク質の RNAi変異
体を作成し、プラスチド分化への関与、およ
び機能を調べる。 
(5)各ステージのプラスチドショットガンプ
ロテオームデータの取得する。 
(6)果実色の異なる変異体を集め、そのプラ
スチドプロテオームデータを得、果実色、プ
ラスチド形態と関係するプラスチドタンパ
ク質を調べる。 
 
４．研究成果 
（１） マイクロトムの果実の各成熟ステー

ジ（緑色果実、黄色、オレンジ、赤色）よ

り、Nycodenzを用いてプラスチドを効率よ

く単離できるようになった（図１）。

 
（２） １）より単離したプラスチドからタ

ンパク質を可溶化し、各成熟ステージごと

にプラスチドタンパク質を２次元電気泳

動により分離した。各２次元電気泳動のタ

ンパク質のスポットパターンを比較し、ク

ロモプラストへ分化する過程で増減する

タンパク質を質量分析機を用いて同定し

た。 

（３） ２）で得られるプラスチドタンパク

質の情報は、タンパク質量が比較的多いも

のに限られている。そこで、さらに多くの

プラスチドタンパク質情報を得るため

SDS-PAGEによる泳動後、質量サイズごとに

短冊状にゲルを切り、タンパク質を抽出し、

網羅的に LC-MS/MSによりタンパク質の同

定を行なった。トマトのクロモプラストタ

ンパク質のショットガンプロテオームデ

ータと他のプラスチドタイプのプロテオ

ームデータを比較し、クロモプラスト得意

的な 455タンパク質を同定したが、同じナ

ス科のベルペッパーのクロモプラストタ

ンパク質と共通するタンパク質は 33と少

なかった（図２）。



 

 

 
（４） クロモプラスト分化に重要である候

補タンパク質を探索するために、マイクロ

トム果実の成熟過程におけるマイクロア

レイデータが公開されているので、その情

報と２次元電気泳動のタンパク質データ

を比較した。クロモプラストの分化課程で

遺伝子発現が増加しているプラスチド移

行シグナルを持つタンパク質を４つ選択

し、ノックアウト変異体を RNAi 法により

作製し、表現型、特にプラスチドの形態を

観察し、クロモプラストの分化過程で役割

の解明を試みた。しかし、目的遺伝子を発

現抑制できた形質転換体が得られなかっ

た。カナマイシンによる形質転換体の選抜

が上手くできなかった事が原因と考えら

れる。 

（５） 筑波大学で多数作製された EMS 処理

マイクロトム変異体より、オレンジ色の果

実をつける変異体を得、果実細胞のプラス

チドの形態観察やカロテノイドの成分調

査などを行なった。変異体のクロロフィル

量とカロテノイド量を測定した結果、クロ

ロフィル量には変化はないが、カロテノイ

ド量は野生型と異なる事がわかった。 

（６） また、オレンジ色の果色変異体、３

ラインはすべて同一遺伝子のアレルであ

ることが、アレリズムテストによってわか

った。 

（７） 同様に市販の natural variation の

白い果実、黒い果実のトマトのプラスチド

を単離し、2次元電気泳動法を用い、プラ

スチドタンパク質の比較を行なっている。 
（８） ６）と同様に natural variation の

白い果実品種の数種類のアレリズムテス
トを行なったが、それらもすべて同一遺伝
子アレルである事が示唆された。この事か
ら、果実色の変異体の原因遺伝子は複数存
在せず、限られていることがわかった。 

（９） 改変 TILLING 法により、オレンジ色
果色EMS変異体の原因遺伝子の同定を試み
た。その結果、この変異体は、カロテノイ
ド合成系の遺伝子に変異が入っている事
が示唆され、カロテノイド分析結果と一致

すると考えられた。 
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