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研究成果の概要（和文）：クロモプラスト分化に重要なタンパク質を同定する為に、カロテノイドを蓄積しない白トマ
ト、クロロフィルが残っている黒トマトのプラスチドタンパク質の二次元電気泳動のデータと、Micro-Tomのプラスチ
ドタンパク質と比較した。その結果、リポカリンタンパク質、plastid lipid associated protein CHRC, Harpin bind
ing protein 1が大きく白トマト、黒トマトで変動していることが解かった。これらのタンパク質がプラスチド分化に
関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify important proteins for chromoplast differentiation, we compared the da
ta of plastid proteins of White Tomato (which does not accumulate carotenoid), Black Tomato (whose ripened
 fruit retains chlorophyll), and Micro-Tom using two-dimensional electrophoresis.
Results showed differences in lipocalin protein, plastid lipid associated protein CHRC, and Harpin binding
 protein 1 in Black Tomato and White Tomato.  It is suggested that such proteins are actively participatin
g in chromoplast differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
 2010 年 2 月にトマト全ゲノムのドラフト
配列が公開され、トマトがナス科植物研究の
重要な基盤になった。我々は、まだ、葉緑体
以外のプラスチド研究に関する基盤が十分
に整備されていない時期から、シロイヌナズ
ナのプラスチド研究の経験を生かし、急速に
技術が発達して来ているプロテオーム解析
技術とトマトゲノミックスリソースを利用
し、クロモプラストの分化メカニズムの解明
を試みている。始めに、トマト果実細胞中に
存在するクロモプラストに得意的なタンパ
ク質を同定するために、未成熟果実ステージ
の葉緑体と成熟果実ステージのクロモプラ
ストの単離方法を確立した。そして、葉緑体
からクロモプラストへ分化する過程のプラ
スチドに存在するタンパク質の網羅的解析
を試みた。我々は成熟段階の異なるマイクロ
トム果実の緑、黄、オレンジ、赤の４ステー
ジよりプラスチドの単離し、ショットガンプ
ロテオーム解析を行った。その結果、各ステ
ージより約６００タンパク質を同定するこ
とができた。また、電子顕微鏡を用いて、各
果実成熟ステージのプラスチドの形態を観
察し、大きくプラスチドの形態が変化するス
テージが緑色果実から黄色果実への成熟過
程であることを突き止めた。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、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
るために、成熟段階の異なるマイクロトム果
実よりプラスチドを単離し、ショットガンプ
ロテオーム解析により約６００のプラスチ
ドタンパク質を同定した。そこで、本研究で
は、さらにクロモプラスト分化に関与するタ
ンパク質を絞り込む為に、さまざまな果実色
のトマト品種や変異体、パプリカやベルペッ
パーなどのナス科作物を用いて、プラスチド
プロテオームデータを取得する。ナス科作物
に共通するタンパク質を探索することによ
り、クロモプラスト分化に必須なタンパク質
を同定する。また、それら変異体を得、プラ
スチドの形態を観察することにより、クロモ
プラストへの分化の制御因子を探索するこ
とを目的としている。さらに、葉緑体からク
ロモプラストへの分化過程で修飾されるタ
ンパク質を探索し、タンパク質修飾による分
化制御の可能性を調べる。 
 
３．研究の方法 
・果実色変異体及び白色トマトの原因遺伝子
の解析 
・アレリズムテストの実施 
白色トマト：トマト栽培品種 White Beauty
は白色果実で、成熟しても果実が白く、さら
に成熟が進むと果実は黄色く色づく、エアル
ーム品種である。同様にエアルーム品種であ
る Great White、White Queen、やや小型の果
実の Snow White、Ghost Cherry、Dr.Carolyn

について、白色の原因遺伝子が同じであるか
確認した。 
 マイクロトムの種子を化学変異原EMSで処
理することにより生じたオレンジ色のトマ
ト果色系統 vo(vivid orange mutant)変異体
を筑波大学より分譲して頂きサンプルとし
て用いた。 
 さらに、マイクロトム栽培中に自然突然変
異によって得られた gw(ghost white)変異体
を果実色とプラスチド分化のメカニズムの
解明の材料とした。 
 
・SIENDO1 酵素法を用いた変異箇所の探索 
岡部らによって開発されたエンドヌクレア
ーゼ SIENDO1 酵素法を用いて、vo と gw 変異
体について点突然変異の位置を調べた（図）。
野生型と変異体のDNAを混合しアニーリング
させると、変異箇所にミスマッチが生じ、そ
の部位をSIENDO1エンドヌクレアーゼが切断
し、変異箇所を検出する方法である。 
 

・2次元電気泳動 
トマト果実よりプラスチドを単離し、タンパ
ク質を TCA/アセトン沈殿、フェノール抽出し、
2 次元電気泳動に供した。MultiphorⅡ
(Pharmacia Biotech)を使用し、IPG ドライス
トリップ 24cm(ImmobilineTM DryStrip pH4-7; 
GE Helthcare Bio-Scirnces AB)を用いた等
電点電気泳動法により、タンパク質を分離し、
その後、SDS-PAGE をおこなった。バリアブル
イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー Typoon(GE 
Healthcare)を使いゲルをスキャンし、Ettan 
Spot Picker(GE Healthcare)によりタンパク
質スポットを回収した。スポット中のタンパ
ク 質 を ゲ ル 内 消 化 し 、 LC-MS/MS (Nano 
Frontier eLD 日立ハイテクノロジーズ)で de 
novo sequencing 法によりタンパク質の質量
を測定した。MTRIX SCIENSE の MASCOT MS/MS 
Ions Search を用いて、タンパク質の同定を
行った。 
 
４．研究成果 
・果実色変異体(vo と gw 変異体)及び白色ト
マトの原因遺伝子の解析 
 市販の白い果実品種数種類のアレリズム
テストを行なったが、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。 
 vo 変異体は野生型と比較して花弁や葉の
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色が薄く、雄ずいが濃いオレンジ色を呈して
おり、成熟段階の果実は鮮やかなオレンジ色
を示した。電子顕微鏡観察により、vo変異体
と野生型のクロモプラストの形態を観察し
た結果、野生型と比較し vo 変異体は、発達
した渦巻き構造やカロテノイドが結合する
と考えられる電子密度の高い紐状の構造は
ほとんど見られなかった。次に、HPLC 分析に
より果実のカロテノイド含有量を調べた結
果、野生型と比較し vo 変異体ではリコペン
蓄積の97.6%の減少とβカロテンの52％の増
加が見られた。これらの結果から vo 変異体
における変異がクロモプラスト分化やカロ
テノイド合成へ関与することが示唆された。
カロテノイド構成の変化がカロテノイド合
成経路の遺伝子発現によるものか調査する
ために RT-PCR を用いて葉と果実で発現量を
調査したが、vo変異体と野生型間に転写レベ
ルで違いは見られなかった。vo変異体のカロ
テノイド合成経路の遺伝子に点突然変異に
よる翻訳異常が生じていると考えられたた
め、SIENDO1 酵素を用いて変異箇所を同定し
た。その結果、カロテノイドイソメラーゼ
（CRTISO）遺伝子の 2704 番目の塩基に G→T
の置換が見られ、173 個目のアミノ酸である
グリシンがストップコドンへと置換するナ
ンセンス突然変異が生じていた。本研究から
CRTISO 遺伝子内の点突然変異による翻訳異
常がカロテノイド合成や植物内の酸化還元
状態に影響を与えることにより、オレンジ色
の果色やクロモプラストの内部構造の変化
を引き起こすことが示唆された。 
 また、我々は、mature green ステージで
白色果実となり、その後赤く果実が着色する
‘Micro-Tom’の突然変異体（ gw: ghost 
white mutant）を発見した。光化学系 II の
量子収率の測定結果では、開花後 5日の果実
と葉において野生型と gw 変異体に差はない
が、開花後 25 日の変異体果実では顕著な減
少が観察された。また、gw変異体は果実での
退緑が野生型に比べ早いが、種子数、発芽率、
果実の大きさは野生型と同等であった。また、
カロテノイド合成関連遺伝子とクロロフィ
ル合成関連遺伝子の発現を RT-PCR により野
生型と gw 変異体で比較したところ、変異体
で Chromoplast-specific lycopene 
beta-cyclase （ CycB ） と Glutamate 
1-semialdehyde aminotransferase (GSA)の
mRNA 量の減少を確認した。そこで、我々は
SIENDO1酵素を用いてgwの変異箇所を調べた
が、カロテノイド合成遺伝子、クロロフィル
合成遺伝子中には、変異箇所は観察されなか
った。gw変異体の早期退緑がもたらす影響と
プラスチド分化の関係を調べるために、gw変
異体と野生型果実のトランスクリプトーム
とプロテオームデータの比較解析を試みた。
トマトオリゴ DNA マイクロアレイを用いて、
gw 変異体の遺伝子発現について網羅的な解
析を試みた結果、表現型の違いが顕著に現れ
ている mature green ステージの方が red ス

テージより発現変動のある遺伝子数が多い
事が解った。 
 
・2次元電気泳動を用いたプロテオーム解析 
 トマト果実は成熟するに従い光合成を行う
クロロプラストからカロテノイドを蓄積する
クロモプラストに分化する。本研究は、
Micro-Tom 果実や白と黒の果実色を持つ
Heirloom トマト栽培品種(White Beauty、
Black tomato)を用いて、クロモプラストに
特異的なタンパク質を多数同定し、クロモプ
ラストのプロテオームデータを得て、クロモ
プラスト分化メカニズムの解明、分化の鍵タ
ンパク質の特定を目的としていた。2 次元電
気泳動法を用いて、トマト果実の成熟に伴い
変動するプラスチドタンパク質を同定した。
同様に、白や黒の果色系統のクロモプラスト
プロテオームデータを取得し比較した。その
結果、plastid lipid associated protein 
CHRC、Temperature Induced Lipocalin (TIL)
と Harpin binding protein1 に発現量などの
違いが観察された。 
 カロテノイド関連のタンパク質として、プ
ラスチド特異的に存在する plastid lipid 
associated protein CHRC は、２次元電気泳
動で可視化できるほど大量に赤色果実で蓄
積していることから、カロテノイド蓄積とク
ロモプラスト分化に重要な役割を担ってい
るタンパク質であると考えられた。 
また、リポカリンタンパク質である TIL が

カロテノイド蓄積量やクロモプラスト分化
に関与していると考え、リポカリンタンパク
質の細胞内局在及び発現について調べた。リ
ポカリンたんぱく質の細胞内局在観察の結
果、TIL1 と TIL2 が細胞基質と細胞膜に局在
していることが観察され、CHL は葉緑体に局
在することが観察された。さらに、TIL1 は、
果実の成熟するにつれて発現量が増え、TIL2
は調べた各器官で恒常的に発現しているこ
とが分かった。さらに、同定したプラスチド
タンパク質の機能を解明するために、RNA 干
渉（RNAi）のシステムを用い、発現抑制変異
体の作製を試みた。しかし、目的遺伝子を発
現抑制できた形質転換体が残念ながら得ら
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。 
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