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Fig. 20  Phenotype in fruit treated with VIGS to inhibit several 
candidates for ripening related transcription factor 

—50 days after treated	
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第四章	
 	
 	
 	
 摘	
 	
 要	
 

トマトはエチレンの作用によって成熟する代表的なクライマクテリック型果

実であり、その果実成熟は顕著なエチレン依存性を示す。トマト成熟不全変異

体 rinや norの解析から LeMADS-RINや NORなど、エチレン以外にも成熟現
象に必須の因子も知られている。したがって、MADS 等のエチレン信号伝達と
は独立した因子も成熟制御に重要であることが示されている。すなわち、成熟

現象は多様な成分の代謝を担う多数の成熟関連遺伝子がエチレンや

LeMADS-RIN信号伝達系によって巧妙に制御されていると考えられている。し
かしながら、成熟関連遺伝子がどれくらい存在し、その内のどれだけがエチレ

ンまたは RIN遺伝子に直接支配されているかは明らかでない。最近、トマトが
果実研究のモデル植物として取り上げられ、ゲノムプロジェクトや国際的共同

研究が進んでおり、トマトゲノム配列ベータベースが整備、公開された。最近

では、多数の ESTクローンの解析に基づいたマイクロアレイやマクロアレイ解
析や簡易に遺伝子機能解析ができる VIGS(Virus Induced Gene Silencing)技術
も開発され、普及してきた。	
 

	
 本研究では、トマト果実の成熟生理、特にエチレン生合成制御について解析

を進めるため、エチレン作用阻害剤 1-MCP(1-methylcyclopropen)処理および成
熟不全変異体 rin、 norトマト、かずさ DNA研究所開発した DNAマクロアレ
イ技術を用いて、約 11520 遺伝子を網羅的に解析した。これに基づいて、成熟
関連遺伝子をスクリーニングし、それらのエチレン、RIN、NOR因子への依存
性を調査するとともに、エチレン信号伝達系の EIN3 よりも下流に位置する転
写因子を抽出した。マクロアレイを用いて成熟関連遺伝子の抽出と特性解析を

行ったところ、成熟に伴って発現パターンが顕著に変化する 419 個の成熟関連
遺伝子を特定した。これらは、成熟に伴い 3倍以上増加した遺伝子 224個、1/3
以下減少した遺伝子 195 個から構成されている。トマト果実成熟開始時に
1-MCP処理によって成熟に伴い増加した遺伝子 224個うちの 159個、または成
熟に伴い減少した遺伝子 195個うちの 45個が明確に抑制され、エチレン信号に
高い関与性を示し、エチレン依存のグループに分類された。また、成熟に伴っ

て増加する遺伝子の中で、143個（約 74％）と 140個（約 72％）の遺伝子がそ
れぞれ rin と nor 変異体においてエチレン処理に有意な反応を示さず、RIN あ
るいは NOR依存率が 70％以上となり、RINと NOR信号伝達系が必須である
ことが示唆された。一方、rinおよび norトマトにおいてもエチレン処理によっ
て転写量が顕著に変化した遺伝子は、それぞれ 9個、12個と少数であったが、
これらの遺伝子は RINおよび NORに非依存と考えられた。成熟に伴って発現
が増加する遺伝子の多くは、エチレン、RIN、NOR に強い依存性を示したが、
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成熟に伴って発現が減少する遺伝子の約半分ではエチレン非依存的で RIN、
NOR依存性も小さかった。 
	
 また、本研究はトマト成熟制御機構の網羅的分子生物的な研究を目指し、マ

クロアレイに用いた ESTのアノーテーションデータ、トマトゲノムのデータベ
ース SOLによって、各遺伝子を分子的な機能を基づいて分類した。成熟に伴っ
て発現が変化する遺伝子の中で炭水化物、脂質およびエネルギー代謝に関連す

る遺伝子では、その多くが成熟に伴って発現が増加し、エチレンによる直接的

な制御を受けていた。一方、光合成関連遺伝子ではほとんどが成熟に伴って発

現レベルが低下し、その一部がエチレンによるネガティブレギュレーションを

受けていることを示し、光合成反応に関わる遺伝子の成熟に伴う低下は遺伝子

によってエチレンによる制御、ステージによる調節の両方によると考えられる。

細胞壁関連遺伝子では、成熟に伴って顕著に増加する因子として PG 
(polygalacturonase) 、  PL(pectatelyase) お よ び mannan 
endo-1,4-beta-mannosidase が、逆に低下する因子としては PG、 Expansin、 
endo-1,4-beta-glucanaseがスクリーニングされた。成熟を調節するシグナル伝
達系に機能する遺伝子が 17 個、成熟関連転写因子が 20 個をあった。基礎的代
謝、二次代謝、植物ホルモン、光合成、着色と細胞壁の調節など、様々な成熟

に関わる生理変化について、関連遺伝子を整理したところ、成熟に伴う呼吸代

謝の制御には、イソクエン酸脱水素酵素および ATP合成酵素遺伝子が重要な因
子であることが示唆された。 
新規の成熟関連転写因子として、GRAS、b-ZIP遺伝子、信号伝達系因子とし
て SAHH,BNK1,BTB 因子が抽出された。抽出された成熟関連転写因子を検索
したところ、既に成熟に伴って発現が増加することが報告されている

MADS-RINや TDR6に加えて GRASや SAHH遺伝子が、逆に成熟に伴って発
現レベルが顕著に低下する因子として BTB や b-ZIP が見いだされた。GRAS、 
bZIP、 BNK1と BTBなどの転写因子および信号伝達関連因子は今回の結果よ
り、エチレンまたは RINと NOR信号伝達系の下流に位置することが示唆され
た。さらに、ポジティブレギュレーターとして GRASと SAHH、ネガティブレ
ギュレーターとして bZIPと BTBを想定して、遺伝子機能の迅速・簡易解析法
である VIGS 法を行った。その結果、ジベレリン信号伝達系の転写因子である
GRAS 遺伝子を導入した個体では、果実着色がやや抑制される傾向が示され、
この転写因子が成熟制御の一翼を担っていることが示唆された。 
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 XT Buffer 使用直前に以下の試薬を XT Buffer（ストック）に加える 
          10mM        DTT 
          1%           ノニデット 40 
          2%           PVP-40 
    XT Buffer（ストック）         

0.2M        四ホウ酸ナトリウム十水和物 
                   30mM        EGTA 
                      1%        ドデシル硫酸ナトリウム（SDS） 
                      1%        デオキシコール酸ナトリウム 
    20×MOPS         
            83.7g/L            MOPS 
            13.61g/L           酢酸ナトリウム 
            4.75g/L            EDTA 
    LB液体培地 
            1%                 Bactro Triputon 
            0.5%               Yeast Extract 
            1%                 NaCl 
    TE 
            10mM              Tris-HCl (pH8.0) 
            1mM               EDTA 
    20×SSC 
            3M                 NaCl 
            0.3M               クエン酸ナトリウム (pH7.0) 
 


