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第２章　第３節

遺伝子等の網羅的解析によるモモ研究の進展
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Development of peach study using comprehensive analysis of genes and proteins

1）モモ全ゲノム配列解読と公開情報

　モモ（Prunus persica (L). Batsch）は世界全体における生産量が2,100万t（2011

年度，FAO Production Year Book）で，主な生産国は北半球においては，中

国，イタリア，スペイン，アメリカ合衆国，南半球においてはチリ，アルゼン

チンとなっており，世界の主要な農産物の一つである．一般的な生食用のモモ

の肉質は溶質（melting）と呼ばれるタイプで，収穫後の軟化（softening）が

著しいため，日持ち性は極めて低く，押し傷等もつきやすいことから流通過程

で廃棄される果実も多い．また，アメリカなどの生産量の多い国では収穫した

モモの鮮度を保持するための低温貯蔵や，冷蔵コンテナを用いた船便による輸

出が行われているが，モモは長期間冷蔵すると，その後常温に戻しても正常に

追熟せず，果実品質が著しく低下することが知られており，このような現象は

「低温障害（chilling injury）」と呼ばれている （Lurie and Crisosto 2005）．この

ようにモモ果実の急激な軟化や低温障害は産業的に最も大きな問題となってい

ることから，軟化制御技術や低温障害低減技術は，世界におけるモモの重要な

研究開発目標の一つとなっている．

　モモはバラ科（Rosaceae）サクラ属（Cerasus）の 2倍体で，自家和合性（self

－compatibility）のため，完全なホモ個体が得られること，早ければ播種から

3年ほどの短期間で結実すること，ハプロイドゲノムサイズが300 Mb以下と
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非常に小さいこと（Arús et al . 2012）などの理由から，バラ科果樹ゲノム研

究のモデルとされている（Jung and Main 2014）．モモのDNAマーカーの開発

や連鎖地図の作成は海外においてはかなり早い時期から始められ（林 2005），

それに続いてESTデータベースの構築，全ゲノム配列の解読が進められた．

　モモの全ゲノム配列の解析は，イタリアとアメリカの研究者によって立ち上

げられ，スペイン，フランス，チリの研究機関，研究者を含む国際モモゲノム

イニシアチブ（International Peach Genome Initiative， IPGI）によって始め

られた．倍加半数体（ダブルハプロイド，double haploid）で，遺伝的には完

全なホモ個体の品種である‘Lovell’を用いてサンガー法によってゲノム配列

を決定した後に，アセンブリ，アノテーション解析などの作業が進められた．

その結果，2010年4月にモモ全ゲノム配列「Peach v1.0」が公表され（Genome 

Database for Rosaceae, GDR，URL1－1－4），論文としては2013年にNature 

Geneticsに発表されている（Verde et al . 2013）．その後もアップデートが続

けられ，2015年1月に「Peach v2.0.a1」が発表された．Peach v2.0.a1では 8 つ

のpseudomolecule（仮想的な一続きの塩基配列）を 8 つの染色体ゲノムとし

て表しており，全ゲノムの約8.47倍のDNA配列を正確に解読し，Arachne法

（Batzoglou et al . 2002）によってアセンブリしている．また，連鎖地図を用い

て改良を重ねることで，99.2%の配列がマッピングされ，97.9%の配列について

方向性が定められている．さらに，様々なモモの組織，器官における膨大な全

RNAシークエンス（RNA－Seq）の結果を統合することによって，遺伝子予測

（Gene prediction）とアノテーションを向上させ，Peach v1.0.のアノテーショ

ンでは991遺伝子にも満たなかったが，Peach v2.1では26,873遺伝子が予測され

ている．

2）網羅的解析による果実成熟等の研究

　網羅的解析の例として，最初に果実成長，成熟，軟化に関する研究について

紹介する．モモ果実の成長速度はダブルシグモイド曲線を描き， 4段階の成長

ステージに分けることができる（Tonutti et al . 1991）．第 1期（S1）は細胞分
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裂が盛んに起き，細胞肥大が著しい時期である．第 2 期（S2）は，核が硬化

する硬核期（pit hardening）と呼ばれる期間で，果実の成長速度はやや遅く

なる．第 3 期（S3）は，細胞肥大が盛んに起こる時期であり，果実は肥大を

続けながらやがて成熟期 （maturity stage，第 4期，S4）を迎える．

（1）果実成熟の研究

　成熟期（S4）はクライマクテリック（climacteric）期と呼ばれ，エチレン生

成が起こり（Tonutti et al . 1991），果肉が軟化する．果肉の軟化は，様々な細

胞壁修飾酵素が一定の順序で働くことで細胞壁が破壊されることにより生じる

と考えられており，軟化機構を解明するには，細胞壁修飾酵素遺伝子の発現を

網羅的に解析することが有効である．そこで，マクロアレイの手法を用い，モ

モの果実軟化に関わる細胞壁修飾酵素（cell wall modifying enzymes）につい

て網羅的な解析が行われた（Trainotti et al . 2003）．最初に800以上のユニジー

ン（unigene）を含む発現遺伝子配列断片（expression sequence tag, EST）が

構築され，そのうち32のcDNAが細胞壁の分解や合成、細胞壁の構造に関わる

タンパク質をコードすると推測された．これらのESTについてマイクロアレ

イ法によって，モモ果実成長S1からS4の各ステージにおける発現の違いを調

べると，多くの遺伝子の発現量はS 3 Ⅱ（S 3 後期，プレクライマクテリック，

pre－climacteric）からS 4 Ⅰ（S 4 前期）の過程で変化していた．さらにS 3 Ⅱ

とS 4 Iの果実にそれぞれエチレン処理を行った時の遺伝子発現の変化を解析す

ると，エチレンによって正または負の制御を受けている遺伝子グループとエ

チレン処理によって発現量がほとんど変動しないグループに分けられた．この

論文では，網羅的な解析により，モモの軟化は呼吸量やエチレン生成量が増加

するクライマクテリックライズ（climacteric rise）よりも早くから起こってお

り，その前に発現している遺伝子の大半はエチレンによって負に制御されてい

るが，成熟と共に発現量が増える遺伝子の大半はエチレンによって正に制御さ

れている，と結論づけている（Trainotti et al . 2003）．

　モモのマイクロアレイを最初に作成したのは，イタリアの研究者によるコン
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ソーシアム（Italian Consortium for Genomics in Prunus : ESTree, URL2－3－

1） である． 4品種のモモ‘Fantasia’，‘Redhaven’，‘OroB’，‘Bolero’の果

肉から抽出したRNAを用いてcDNAライブラリーを作成し，果実成長ステー

ジS 3 から1,261EST，S 4 からは1,131EST，合計2,394のEST配列を単離してい

る．さらに遺伝子公開情報であるNCBI GenBank（URL2－3－2）およびGDR

から得られた8,807EST配列と合わせて計11,201の遺伝子セットを作成してい

る．遺伝子配列のアセンブリの結果，4,818の独立した遺伝子の配列が得られ，

これらの配列の40％はシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）のプロテオーム解

析によって得られたタンパク質のアミノ酸配列と高い相同性を示す．これら

のうち4,806遺伝子について，70merのオリゴヌクレオチドを合成してマイクロ

アレイ（μPEACH 1.0）を作成している（ESTree Consortium 2005）．このμ

PEACH1.0に搭載された70％以上の遺伝子は果実で発現することを確認してい

る（ESTree Consortium 2005）．イタリアの研究グループはμPEACH1.0を用

いた果実成熟等の網羅的遺伝子解析結果について幾つか報告しているので紹介

する．

　μPEACH1.0を用いた最初の報告は，果実が未成熟から成熟期へ転換する成

長ステージ，S 3 からS 4 において発現が変化する遺伝子についての網羅的遺

伝子解析結果である（Trainotti et al . 2006）．S 3 からS 4 にかけて267遺伝子の

発現が上昇し, 109遺伝子の発現が減少していた．遺伝子の発現が変動していた

ものとして，MADS－box, AUX/IAA，bZIP，HD（homeobox－leucin zipper 

domain），Mybファミリーに属する19の転写因子をコードする遺伝子や，モモ

果実成熟との関連性が既に報告されている細胞壁修飾酵素や，カロテノイド生

合成に関わる酵素の遺伝子が認められている．

　同研究グループはμPEACH 1.0を用いてモモ果実成長ステージのS 3 Ⅱから

S 4 Iに発現する遺伝子の解析に加え，この時期におけるエチレンおよびオー

キシンとの関わりを明らかにするために，S 3 Ⅱ果実にエチレンまたは合成オ

ーキシン剤である1－ナフチル酢酸（1－naphthalene acetic acid，NAA）処理

をした際の遺伝子変動について解析している（Trainotti et al . 2007）．S 3 Ⅱ
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からS 4 Ⅰには，219の遺伝子発現が増加し，188の遺伝子発現が減少する（エ

チレン，NAA処理によって発現量が増減した遺伝子も含む）．発現量が変動し

た遺伝子には，既にこの時期に発現が変動することが報告されているエンド

型ポリガラクチュロナーゼ（endo－polygalacturonase，endoPG）やエチレン

生合成経路の酵素の一つであるACC酸化酵素（ACC oxidase, ACO）やエクス

パンシン（expansin，EXP）などが含まれるが，その一方で，オーキシンに

関わる酵素等をコードする遺伝子が確認されている．例えば，オーキシンの

生合成の初期に関わると推測されるインドール－3－グリセロールリン酸合成酵

素（indole－3－glycerol phosphate synthase, IGPS）やトリプトファン合成酵

素βサブユニット（tryptophan synthaseβsubunit），オーキシンの輸送に関

わるPIN，受容体TIR（F－box タンパク質），転写因子ARF（Auxin response 

factor），AUX/IAA等である．エチレン生合成経路の律速酵素であるACC合

成酵素（ACC synthase, ACS）をコードする遺伝子の発現量はNAA処理によ

って増大したこと，およびPINをコードする遺伝子の発現量はエチレン処理で

増大したことから，モモ果実においてエチレンとオーキシンのクロストーク

（cross talk）が存在する可能性が示唆された．この論文の発表以前に，葉など

の栄養器官におけるオーキシンとエチレンのクロストークについては幾つか

報告されているが （Chae et al . 2000 ; Rahman et al . 2002 ; Swarup et al . 2002 ; 

McDonald and Visser 2003 ; Stepanova et al . 2005 ; Muday et al . 2006），果実

における報告は本論文が初めてとなる．

　モモ果実成熟におけるオーキシンの役割についての詳細な研究は後述する．

　モモ果実成長のS 3 からS 4 への転換期においては，マイクロアレイによる

遺伝子発現の研究だけでなく，タンパク質の網羅的な解析（プロテオーム解

析）も行われている（Prinsi et al . 2011）．不溶質（non－melting）と呼ばれる

タイプの品種は一般的な溶質と呼ばれるタイプの品種とは異なり，軟化しにく

く，加熱しても煮崩れしないため缶詰等の加工原料に使用される．このような

異なる肉質を持つ 2 品種，不溶質品種‘Ora A’と溶質品種‘Bolero’，の果

肉からタンパク質を抽出して解析に用いている．タンパク質の二次元電気泳動
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法によって分離したスポットのうち，53が品種および成熟の違いによって異な

るパターンを示した．それらのうちの30スポットをLC－ESI－MS/MSを用いて

同定したところ，それらは一次代謝やエチレン生成に関わる酵素，二次代謝や

ストレス応答に関わるタンパク質などであった．その中でもACC酸化酵素は

S 3 からS 4 にかけてタンパク質量が最も劇的に変化する．エチレンの代謝酵

素としては，他にSAM（S－adenosylmethionine，S－アデノシルメチオニン） 

合成酵素や β－シアノアラニン（β－cyanoalanine）合成酵素のタンパク質量

も変化する．不溶質品種の成熟果実では，デハイドリン（dehydrin），熱ショ

ックタンパク質，シンナミルアルコールデヒドロゲナーゼ（cinnamyl alcohol 

dehydrogenase）などのタンパク質量が溶質品種よりも多い．デハイドリンは

late embryogenesis abundant（LEA）タンパク質と似ており，本タンパク質

は脂質小胞や膜脂質を保護する作用を持ち，組織強度に関わると考えられてい

る．熱ショックタンパク質はタンパク質と膜の安定化に，シンナミルアルコー

ルデヒドロゲナーゼは細胞壁の強度を保持する役割があると考えられている．

このように，組織の強さや細胞膜の安定等に関わる幾つかのタンパク質が不溶

質モモで高いことから，これらのタンパク質が関与することで，成熟した不溶

質モモの硬さが保持される可能性が高い．この研究を通じて，プロテオミック

なアプローチは果実成熟を生化学的，生理学的に理解するためにも重要な手法

であると報告されている（Prinsi et al . 2011）．

　モモやリンゴ等のクライマクテリック型果実の多くは，収穫後自ら生成する

エチレンによって老化が促進され品質が低下するため，貯蔵等に伴う鮮度低下

を抑制するにはエチレンの作用を阻害することが重要である．リンゴ等の果実

では，1996年に米国において開発された強力なエチレン作用阻害剤1－メチル

シクロプロペン（1－methylcyclopropene, 1－MCP）で処理することによって，

鮮度が保持され高い貯蔵効果が認められる（Watkins 2006）．一方，モモでは1

－MCPによる鮮度保持効果は低く，処理数日後には成熟が再び進行することが

報告されている（Mathooko et al . 2001，Fan et al . 2002）．そこで，イタリア

の研究グループはネクタリン（Prunus persica L. Batsch）における1－MCP処理
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時の分子機構やそれに関わる遺伝子についてμPEACH 1.0を使って網羅的に

解析している（Ziliotto et al . 2008）．解析には，①収穫直後（収穫直後区），②

収穫後24時間1－MCP処理（1－MCP処理区），③収穫後24時間空気処理（空気

処理区），④24時間1－MCP処理後空気中48時間保管（1－MCP処理後空気保管区）

という 4区の果実を用いた．ネクタリン果実の硬度は収穫直後区では59N（ニ

ュートン）で，空気処理区は28.7Nと低下するが，1－MCP処理区は52Nと高く

維持される．この24時間処理の間に，収穫直後と比較して空気処理区では90の

遺伝子発現が変動するが，1－MCP処理区ではたった 9つの遺伝子しか変動し

ない．1－MCP処理の有無の影響について処理24時間後の遺伝子発現を比較す

ると，両者では106の遺伝子の発現が異なる（1－MCP処理区で発現量が増加し

た遺伝子は54，減少した遺伝子は52）．これらの遺伝子のうちの30％は一次代

謝に関わるものやエチレン，オーキシンなどの植物ホルモンに反応する遺伝子

である．1－MCP処理後空気保管区（収穫72時間後）ではエチレン生成量が急

激に増加し，果肉硬度は31.1Nまで低下する．マイクロアレイ解析の結果から，

1－MCP処理区において空気処理区よりも発現量が減少していた遺伝子（エチ

レン受容体遺伝子PpETR2や転写因子PpERFなど）のうち67%は1－MCP処理後

空気保管区において，1－MCP処理直後よりも発現量が増加する．このように，

ネクタリンでは1－MCP処理効果が持続しない．1－MCP処理による鮮度保持効

果の高いリンゴでは，1－MCPを処理することで，ACC合成酵素遺伝子の発現

は抑制されるが，ネクタリンでは1－MCP処理区においても本遺伝子の発現量

はほとんど変化せず、1－MCP処理後空気保管区では発現量が増大する（Rasori 

et al . 2002，Ziliotto et al . 2003，Dal Cin et al . 2006）．このように，ネクタリ

ンでは1－MCP処理効果が持続しないが，その要因は，ACC合成酵素である可

能性が高いと推測される．一方で，1－MCP処理後48時間の間に発現量が変動

しない遺伝子（エクスパンシン：PpEXP2， PpEXP3など）もあり，一部では1－

MCPの効果を持続しているものと推測される（Ziliotto et al . 2008）．

　イタリアの研究グループはジャスモン酸（jasmonic acid）処理したモモ果

実における遺伝子変動についてμPEACH 1.0を使って網羅的に解析している
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（Ziosi et al . 2008）．ジャスモン酸処理をした果実では，果実の成熟が無処理よ

りも遅れる．ジャスモン酸処理と無処理果実で比較すると80の遺伝子発現が変

動しており（33遺伝子発現が減少，47遺伝子発現が上昇），これらの遺伝子の

うちの30が果実成長や成熟に関わると既に報告されている遺伝子である．その

中で，ACC酸化酵素，ポリガラクチュロナーゼ，IAA7（AUX/IAA）の遺伝

子発現が抑制される．また，ジャスモン酸処理によって，ペクチンリアーゼ

（pectin lyase）やエクスパンシンなどの細胞壁修飾酵素の発現が変動しており，

内生ジャスモン酸生合成に関わる遺伝子などの発現が増加している（Ziosi et 

al . 2008）．

（2）果実発育の研究

　モモでは結実後の胚形成と果実成長が密接に関係しており，成長初期に胚

形成の障害が起こると種子の発育不全や生理落果が起こる．一方で，成長後

期になると胚の発達と果実成長との関係は薄くなる．そこで，イタリアの研

究グループはμPEACH 1.0を使って種子と果肉間（seed－pericarp）の クロス

トークと果実成長に関わる遺伝子について解析している（Bonghi et al . 2011）．

モモ果実成長ステージS 1 ，S 2 ，S 3 ，S 4 に発現する遺伝子について解析

し，455遺伝子が種子と果肉において，それぞれ異なる発現をしていた．各

ステージで発現量が多い遺伝子を発現マーカーとすると，種子のS1ではLTP 

（lipid transfer protein，脂質輸送タンパク質），S 2 ではPR　（pathogenesis－

related） タンパク質，S 3 ではプルニン（prunin），S 4 ではLEAタンパク質

で，果肉のS 1 ではRD22様タンパク質，S 2 ではセリンカルボキシペプチダ

ーゼ（serin－carboxypeptidase），S 3 では老化関連タンパク質（senescence 

related protein），S 4 ではAUX/IAA である．マイクロアレイで得られたデー

タをHORMONOMRTER platform （Volodarsky et al . 2009） を使って解析する

と，植物ホルモンに反応するとして報告されている遺伝子が同定され，その幾

つかについては，種子と果肉間のクロストークに関与している可能性が明らか

となった．オーキシン，サイトカイニン（cytokinin），ジベレリン（gibberellin）
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はS 1 ，S 2 （結実などクロストークが最も活発に行われていると思われる時

期）に関与しており，エチレンとアブシジン酸（abscisic acid，ABA）はS 3 ，

S 4 に関与していると推測される（Bonghi et al . 2011）．

　アルゼンチンの研究グループは，モモ果実成長ステージの結実直後，

S 1 ，S 2 ，S 3 ，S 4 および収穫後追熟した果実におけるメタボローム解析と，

炭素化合物および窒素化合物代謝経路における鍵酵素の活性測定を行っている

（Lombardo et al . 2011）．主成分分析の結果，S 1 ，S 2 とS 3 ，S 4 の果実では

代謝産物が大きく変化していることが明らかとなった．S 1 からS 2 にかけて，

新鮮果実および乾燥果実重当たりのタンパク質量は大幅に減少するが，硬核期

（S 2 ）にフェニルプロパノイド（phenylpropanoid）やリグニン（lignin）合

成経路において基質となるポリフェノール（polyphenol）やアミノ酸の含量（新

鮮果実重当たり）が高くなる．ショ糖は結実直後から収穫期までの間に約50倍

増加するが（新鮮果実重当たり），これは光合成によって葉から供給される同

化産物量の増加によるものと考えられる．結実直後からS 4 に向けて果実成長

が進むにつれアミノ酸含量は減り，アミノ酸や有機酸分解酵素をコードする遺

伝子の発現量が増加する．これらの解析を通じて著者らは発育の初期の代謝調

節では，転写後調節（posttranscription）の制御が鍵となると推測しており，

また，代謝産物，転写，タンパク質，酵素活性の統合した解析が必要であると

述べている（Lombardo et al . 2011）．

3）網羅的解析による低温障害の研究

　モモ果実は，低温で 2週間以上保管すると，常温に戻しても果肉が粉質化す

るなど正常に追熟せず，低温障害とされている．低温障害に関わるゲノム研究

は，主に長期貯蔵や輸出を行うアメリカ，チリ，アルゼンチンの研究者によっ

て進められている．

　チリの研究グループは，モモ品種‘Loring’果実由来のcDNAライブラリ

ーから単離した重複しない847のESTを使ってマクロアレイを作成している

（González－Agüero et al . 2008）．モモ‘O’Henry’を収穫後21℃で 7 日間貯
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蔵した果実（正常に軟化した果実）と， 4℃で15日間貯蔵した果実と， 4℃で

15日間貯蔵した後に，21℃で 7日間貯蔵した果実（粉質化した果実）について

マクロアレイ解析を行っている．正常に軟化した果実と粉質化した果実間では

106の遺伝子が異なる発現様式を示し，それらの90％以上は粉質化した果実に

おいて発現量が少ない．低温貯蔵後の果実では，コブラタンパク質（cobra），

エンドポリガラクチュロナーゼ，シンナモイルCoAレダクターゼ（cinnamoyl

－CoA reductase），Rab GTP結合タンパク質（GTP－binding protein rab11）

をコードする遺伝子の発現量が低く，これらは貯蔵後に常温において追熟して

も低い状態が維持される．また，このような遺伝子の発現傾向は‘O’Henry’

以外の品種においても同様に観察される．コブラタンパク質は細胞伸長等と

の関連性，シンナモイルCoAレダクターゼはフレーバーとの関連性が指摘され

ており，また，Rab GTP結合タンパク質はポリガラクチュロナーゼやペクチ

ンメチルエステラーゼ（pectin methylesterase，PME）等の細胞壁修飾に関

わる酵素を輸送すると考えられている．この研究によってこのような機能を持

つと推測されるタンパク質が粉質化（woolliness）に関与している可能性が示

唆された．モモの粉質化は細胞壁修飾酵素の中でも，主にポリガラクチュロナ

ーゼやペクチンメチルエステラーゼの活性が低温貯蔵中に影響を受け，細胞壁

中の多糖類の代謝に影響を及ぼすことで起こると考えられている（Lurie and 

Crisosto 2005）．このマクロアレイの結果からもポリガラクチュロナーゼ遺伝

子の発現量は，粉質化した果実と比較して正常に軟化した果実では3.2倍高く，

これまでの報告と一致する．一方，ペクチンメチルエステラーゼ活性について

は，粉質化が甚だしいほど活性が高くなると報告されているが （Brummell et 

al . 2004），このマクロアレイで確認した 5つのペクチンメチルエステラーゼ遺

伝子の発現は正常に軟化した果実と粉質化した果実で発現量の違いは認められ

ないため，転写以後における制御の可能性について示唆されている（González

－Agüero et al . 2008）．

　アメリカの研究グループは，低温障害に関わる遺伝子の研究を進めるため

に，マイクロアレイ（ChillPeach）を作成している（Ogundiwin et al . 2008）．
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低温障害に対して，対照的な性質をもつ 2 品種，加工用モモ品種である‘Dr. 

Davis’（低温障害抵抗性）と生食用品種‘Georgia Belle’（低温障害感受性）

を交配した後代の果実から4,468のユニジーンを含む7,862のESTを単離してい

る．その内の4,261 のユニジーンを搭載したマイクロアレイを作成し，成熟果

実の低温処理したものと無処理のものについて，栄養成長組織（葉，根）と無

処理の成熟果実についてそれぞれの比較解析を行っている．低温処理した果肉

では，温度処理前の果肉と比較して399の遺伝子の発現が変動し（287が増加，

112が減少），最も増加した遺伝子としては，アラビノフラノシダーゼ（α－L－

arabinofuranosidase），デハイドリン，キチナーゼ（chitinase）等である．マ

イクロアレイの結果から13の遺伝子を選抜してqRT－PCR（定量的リアルタイ

ムPCR）により解析し，この内10の遺伝子は，低温耐性品種において低温処理で

発現量が増加する．これらの遺伝子について，低温耐性の異なる 2品種間の後

代を用いて解析を進めることで，低温耐性の原因解明につながると期待される

（Ogundiwin et al . 2008）．ChillPeachには果実特異的および低温誘導性の遺伝

子が多く含まれており，その詳細について公開されている （URL2－3－3） ．

　先にマクロアレイ解析結果を報告したチリの研究グループでは，果実の熟度

と低温貯蔵を組み合わせた 4つの異なる処理（未成熟－低温貯蔵なし，成熟－

低温貯蔵なし，未成熟－低温貯蔵，成熟－低温貯蔵）をした‘O’Henry’果実

から作成したライブラリーを用いて，50,625のESTについて配列を決定してい

る（Vizoso et al . 2009）．これらはアセンブルの結果，10,830のユニジーンとなり，

ESTの統計学的な解析によって，熟度と低温貯蔵の組み合わせにおいて異なる

発現をする遺伝子を同定している．細胞壁の修飾に関与するタンパク質の遺伝

子発現は長期間低温で貯蔵することで増加または減少するが，これらのパター

ンは先の報告（Ogundiwin et al . 2008）とほぼ一致する．グルタチオン酸化酵

素（glutathione peroxidase）遺伝子の発現量も低温貯蔵中に増大する．この

酵素は酸化ストレスにより発現が増加する遺伝子として報告されていることか

ら，長期的な低温貯蔵によって，酸化ストレスが上昇していると推測される．

　細胞壁修飾酵素の一つであるポリガラクチュロナーゼについては， 5つのア
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イソジーンが観察され，何れも成熟が進んだ果実で発現量が多いが，発現パタ

ーンはアイソジーン（isogene）により若干異なっている．また，ポリガラク

チュロナーゼの発現は，以前から報告されていたように，粉質化した果実と正

常に軟化した果実では異なることが示された．（gene ontology, GO）解析を行

った結果，粉質化した果実では，成熟に必要な代謝過程に関わるタンパク質を

コードする遺伝子の発現が正常に増加せず，このような異常にはミトコンドリ

アやプラスチドが深く関与していると推論されている （ Vizoso et al . 2009 ） ．

　チリの研究グループは，果実熟度と低温障害についてプロテオーム解析を行

っている（Nilo et al . 2010）．モモ‘O’Henry’の収穫直後果実（E 1），20℃

で貯蔵して軟化させた果実（E 2）， 4℃で 3週間貯蔵した直後の果実（E 3），

低温貯蔵後に20℃で追熟させた果実（E 4）からタンパク質を抽出した．これ

らのタンパク質を二次元電気泳動し，処理区によってタンパク質量が異なる

58のスポットについてタンパク質を同定している．E 1，E 2 ，E 3 ，E 4 果実

の間で，統計学的に有意に変化が認められたものは全体の18%となる43スポッ

トである．そのうちの39スポットのタンパク質は，ポリガラクチュロナーゼ，

ACC酸化酵素，低温ストレスに関わるタンパク質として報告されているデハ

イドリン様タンパク質，タウマチン様タンパク質等であると同定されている．

多変量解析により，エンドポリガラクチュロナーゼ，カタラーゼ（catalase），

NADP 依存性イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（NADP dependent isocitrate 

dehydrogenase），ペクチンメチルエステラーゼ，デハイドリン様タンパク質

は，正常に軟化した果実と低温障害を受け正常に軟化しなかった果実を区別す

るために重要であることが示されている．本論文の著者らは過去の報告と併せ

て次のように考察している．モモの軟化における肉質の変化はペクチンの水溶

化と脱重合によって起こり，これらにはポリガラクチュロナーゼやペクチンメ

チルエステラーゼが深く関与していると考えられている．その機構としては，

ペクチンメチルエステラーゼによって脱メチル化されたホモガラクツロナン

（homogalacturonan）がポリガラクチュロナーゼによって切断され，低分子化

されると考えられる．本研究では過去の報告通り（Lurie and Crisosto 2005），
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低温貯蔵直後の果実でのペクチンメチルエステラーゼタンパク質量は多いに

も関わらず，ポリガラクチュロナーゼは非常に少なかった．このような状況で

は，脱メチル化されたガラクツロナンは切断されないため，高分子のペクチン

が存在し，粉質状の肉質が形成されるのかもしれない．一方，細胞壁ペクチン

のラムノガラクツロナンⅠの構成成分であるアラビノース（arabinose）含量も，

正常に軟化した果実と低温障害を受け粉質化した果実では異なるという報告

がある（Brummell et al . 2004） ．本研究において，低温障害を受けた果実で

特異的に遺伝子発現が増加していたグルカン合成酵素（1，4－glucan－protein 

synthase）は，イネのUDP－アラビノピラノースからUDP－アラビノフラノ

ースの合成に関わる酵素であるUDP－アラビノピラノースムターゼ（UDP－

arabinopyranose mutase, UAM）とよく似た配列を持つことから，モモの低

温障害には，アラビナンやUDP－アラビノピラノースムターゼも深く関わる可

能性が示唆された．

　低温貯蔵する前の収穫後果実に熱処理を加えることで，軟化は抑制され，収

穫後の病気が抑制されるなど果実品質は高く保持されることが報告されてい

る（Paull and Chen 2000）．そこで，アルゼンチンの研究グループは，モモ果

実に熱処理することで変動する遺伝子について，ディファレンシャルディスプ

レイ法（differential display， Liang and Pardee 1998）によって解析している

（Lauxmann et al . 2012）．収穫直後の果実（H），収穫後20℃に 3日間保管した

果実（H 3），収穫後20℃に 7 日間保管した果実（H 7），収穫後39℃で 3 日間

熱処理した果実（HT），HT果実を熱処理後20℃に 3日間保管した果実（HT 3 ），

HT果実を熱処理後20℃に 7 日間保管した果実（HT 7 ）の 6 つの処理区につ

いて比較したところ，127の遺伝子が異なる発現パターンを示した．これらの

遺伝子を発現量の違いから 4つのクラスターに分けると， 47％は熱処理によっ

て誘導されるもの，36％は熱処理によって抑制されるもの，10％は遺伝子の発

現は変化するが，熱処理に対して変化しないもの， 7％は収穫直後にのみ発現

している遺伝子となる．熱処理に反応する23の遺伝子を選抜して，低温貯蔵に

おける反応を調べると，それらの90％以上は低温でも発現が変動しており，こ
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のうち60％近くが熱処理と同様の発現パターンを示し，40％近くが反対の発現

パターンを示す．このように，貯蔵前熱処理をすることで，低温貯蔵に反応を

示す多くの遺伝子発現が変動することから，著者らは熱による前処理は，低温

貯蔵への適応性を引き起こすのかもしれないと推論している（Lauxmann et al . 

2012）．

　モモの低温障害に関する網羅的解析の例を示したが，近年では一塩基多型

（single nucleotide polymorphism, SNP）と量的形質座位（Quantitative trait 

loci, QTL）解析を総合した解析なども進められており，粉質化とリンクする

SNPsについても報告されている（Martínez－García et al . 2013a）．

4）生理機構解明における網羅的解析の活用事例

　一般的なモモ（普通モモ）は，収穫後に急激に軟化すると同時にエチレン生

成量の急激な増加が認められる．一方，硬肉モモと呼ばれるタイプのモモでは

収穫後もエチレン生成量の増加が起こらず，軟化しないが（Haji et al . 2001） ，

エチレンやエチレンと同様な生理作用を有するプロピレン（propylene）を人

為的に処理すると普通モモと同様に軟化する（図2－3－1）．これらのことから，

モモ果実の収穫後に見られる急激な軟化にはエチレンが関与しており，硬肉モ

モはエチレンに対する感受性，果肉が軟化する能力ともに正常に有しているが，

成熟に伴うエチレン生成量の増加が生じないために軟化しないものと考えられ

る．ここでは，このような硬肉モモの遺伝的特性の解明において活用した網羅

的解析について紹介する．

　硬肉モモではエチレン生合成経路のACC合成酵素に問題が生じている可能

性が示されたため（Haji et al . 2003），モモからACC合成酵素遺伝子（PpACS1）

を単離して解析したところ，普通モモ果実では収穫後にPpACS1の発現量が増

加したのに対し，硬肉モモでは本遺伝子の発現量の増加が確認されなかった．

これらのことから，硬肉モモではACC合成酵素遺伝子の発現が抑制されてい

るためにエチレン生成が起こらないことが明らかとなった．また，一般的にエ

チレンは葉などに傷を与えた時にも生成されるが，硬肉モモであっても，傷害
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を与えた葉においてはPpACS1が誘導され，エチレンも生成される．サザンハ

イブリダイゼーション解析を行ったところ，PpACS1遺伝子ゲノム上において

DNAの大きな欠損または挿入は見られなかった（Tatsuki et al . 2006）．従って，

硬肉モモの成熟果実におけるエチレン生成の抑制は，PpACS1遺伝子の欠損に

よるものではなく，果実成熟に伴う発現が特異的に抑制されているためである

と考えられた．

　このような結果から硬肉モモでは，成熟に伴うPpACS1遺伝子の発現を特異

的に制御する原因因子（転写制御因子等）に変異等が生じている可能性が考え

られた．このような原因因子の候補は数多く想定されるため，モモの成熟過程

において発現する遺伝子を網羅的に解析し，PpACS1と類似した発現パターン

を示すものを選抜することとした．そこで，43,803プローブ（独立した21,313

のCDSやEST）を搭載した4 X 44Kフォーマット（Agilent Technologies社）

のオリゴDNAマイクロアレイ（藤井ら 2009）を用いて，硬肉モモと普通モモ

において発現する遺伝子の違いを解析した（図2－3－2）．

　PpACS1の発現量はS 3 では低く，普通モモではS 4 で急激に増加するが，硬

肉モモではS 4 においても増加しない．また，PpACS1はエチレン（またはプ

図2-3-1　普通モモ，硬肉モモ（無処理），硬肉モモ（プロピレン処理）の収穫後果実におけ
るエチレン生成量と果肉硬度の変化（模式図）
普通モモは収穫後エチレン生成量が増加して急激に軟化するが，硬肉モモはエチレン生成量
が増加せず，ほとんど軟化しない．硬肉モモにプロピレン処理をすると，エチレン生成量は
増加しないが，軟化する．
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ロピレン）処理して軟化させた硬肉モモ果実でも発現量はほとんど増加しな

い．マイクロアレイでは，普通モモ‘あかつき’のS 3 からS 4 にあたる受粉

後92日，98日，104日，106日（収穫適期）の果実，硬肉モモ品種である‘ま

なみ’と‘おどろき’の収穫適期の果実，および成熟した硬肉モモに収穫後

5,000 ppmのプロピレンを 3日間通気処理して軟化させた果実について解析し

た．普通モモのS 3 ，S 4 の比較，S 4 の普通モモと硬肉モモの比較だけでは，

PpACS1と類似した発現パターンを示す遺伝子が数多く選抜されることが予想

図2-3-2　PpACS1発現抑制の原因因子を探索するためのマイクロアレイ解析の進め方
Ａ：普通モモと硬肉モモにおいてPpACS1と似た発現パターンを示す遺伝子を選抜．
Ｂ：Aの中から硬肉モモにプロピレン処理をして，発現量が増加しない遺伝子を選抜．
Ｃ：Bの結果，オーキシンの関与が示唆されたため，新たにマイクロアレイプローブの中か
らオーキシンに関連したものを選抜し，発現パターンを確認．
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されるため，硬肉モモのプロピレン処理（エチレン処理）を加えた．エチレン

によって誘導される遺伝子はプロピレン処理（エチレン処理）により発現が増

加するが，PpACS1制御に関わる遺伝子の発現は増加しないものと推測される．

解析にはGeneSpring GX10（Tomy Digital Biology社）を用い，最初に「find 

similar genes」というプログラムの機能を使って，普通モモにおいてPpACS1

と発現パターンのが類似する遺伝子を652選抜した．パラメータは，minimum 

Pearson correlation value = 0.85 and raw expression value >1000とした．次

に，この652遺伝子の中から，硬肉モモのプロピレン処理と空気（対照）処理

における発現量の差が 2倍以下である29遺伝子を選定した．これらのうち，19

遺伝子は機能未知なものであったが，残りの10遺伝子には，ジベレリン2β－

ジオキシゲナーゼ（gibberellin 2β－dioxygenase）やホメオボックスロイシン

ジッパータンパク質（homeo－box leucine zipper protein）－17 （HB－17）等を

コードする遺伝子の他にAUX/IAA（Chapman and Estelle 2007）のようにオー

キシンに関連する遺伝子が複数含まれていた．そこで，次にマイクロアレイの

データの中から，オーキシンに関連したプローブを探し，新たに13の遺伝子を

選抜した．これらには，IAA29（indole－3－acetic acid inducible 29）やSAUR

様タンパク質（SAUR－like auxin－responsive protein family）（Hagen and 

Guilfoyle 2002）をコードする遺伝子等が含まれており，その発現パターンは，

普通モモでは成熟が進行するに従って発現量が増加し，硬肉モモでは発現量が

低く保持されるというものであった．このようにマイクロアレイ解析の結果，

選抜した遺伝子の中に，転写制御因子などの想定していたような原因因子は見

出せなかったが，オーキシンによって発現が誘導されることが知られている遺

伝子が多く含まれていた．このことから，モモ果実ではオーキシンが成熟に伴

うPpACS1の発現を制御することで，エチレン生成や果肉軟化に関与している

可能性が高いものと推測された（Tatsuki et al . 2013） ．

　植物におけるオーキシンの作用は極めて多様であるが，果実成熟に関与

している可能性を示す知見も得られている．モモに限定してみても，果実成

熟期におけるエチレン生成量の増加が内生オーキシンであるインドール酢酸
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（IAA）の増加と一致すること 

（Tonutti et al . 1991），モモ果

肉ディスクにオーキシン処理を

するとエチレン生成が起こるこ

と（Ohmiya 2000）等の知見が

報告されている．また，成熟期

にオーキシン誘導性遺伝子の発

現が増加することも示されてい

る（Trainotti et al . 2007）．

　硬肉モモの成熟果実における

エチレン生成および軟化の抑制

にオーキシンが関与している可

能性が考えられたため，モモの果実成長期間中の内生IAA量の変化を普通モモ

と硬肉モモについて調査した．普通モモのIAA量は，果実の成長に伴い徐々に

減少し，収穫適期の 2週間ほど前には検出限界値以下となった．そのような状

態が数日続いた後，IAA量は増加し始め，収穫適期直前には急激に増加した．

硬肉モモでは，普通モモと同様に果実の成長に伴い徐々に減少するが，普通モ

モとは異なり収穫期に達してもIAA量の急激な増加は認められなかった（図2

－3－3）．このように，IAA量が普通モモでは成熟期に増加するのに対し，硬肉

モモでは成熟期に達しても増加しないことから，硬肉モモにおける成熟に伴

うエチレン生成および軟化の抑制にはオーキシンが関与している可能性が高い

と考えられる．モモ果実におけるエチレン生成および軟化とオーキシンとの関

係をより明確にするために，果実にオーキシン剤を塗布する試験を行った．普

通モモを収穫適期の10日前（エチレン生成量が上昇する前）に収穫し，NAA

をスプレー処理した後に貯蔵したところ，処理濃度が高いものほどエチレン生

成量が増加し軟化した．この時，PpACS1やエンドポリガラクチュロナーゼ遺

伝子（PpPG2）の発現量もNAAの処理濃度が高いほど増加した．一方，硬肉モ

モの成熟果実にNAAを処理したところ，PpACS1が誘導され，エチレン生成が

図2-3-3　普通モモおよび硬肉モモのS3～S4
におけるIAA含量の変化（模式図）
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起こり，軟化した．これらの結果から，成熟期のモモ果実では，硬肉モモも含

め，オーキシンによってエチレン生成が誘導され，それに伴い果肉が軟化する

ことが明らかとなった．更に，普通モモを用いて，収穫前の果実にオーキシン

作用阻害剤であるα－（phenylethyl－2－one）－IAA （PEO－IAA）を処理する試

験を行ったところ，無処理の果実に比べ，エチレン生成量は少なく，果肉硬度

は高い傾向を示した．また，PpACS1やPpPG2の発現量も処理果実で少なかった．

以上の結果から，普通モモにおける成熟に伴うエチレン生成および軟化は内生

オーキシンによって制御されている可能性が高いものと考えられる（Tatsuki 

et al . 2013）．

　普通モモでは，収穫後にエチレン生成量が増加するとともに，ポリガラク

チュロナーゼ等細胞壁を代謝・修飾する酵素の遺伝子発現が増加し，軟化す

る．また，硬肉モモも，収穫した果実にエチレンを処理すると，処理濃度が

高いほど細胞壁の代謝・修飾に関わる遺伝子の発現が増加し，著しく軟化する

（Hayama et al . 2006）．このような収穫後に見られる急激な軟化はエチレンに

よって引き起こされるが，ここまでに述べてきたように，エチレン生成はオー

キシンによって制御されている可能性が高い．硬肉モモでは，成熟後期に達し

てもオーキシンが増加しないためにエチレン生成が誘導されず，軟化が起こら

ないものと考えられる．

　一方，モモ果実はS 3 に入ると急激に肥大するとともに，緩やかに軟化する．

このような傾向は収穫後に急激な軟化が見られない硬肉モモでも同様である．

この時期は普通モモであってもエチレン生成量，IAA量ともに極めて低いこと

から，このような緩やかな軟化は，収穫後の急激な軟化とは異なり，エチレン

もオーキシンも関与しないものと思われる．先に述べたように細胞壁修飾酵素

の網羅的な発現解析により，一部の遺伝子はエチレン生成量が増加する前から

発現し，かつ転写はエチレンによって促進されることはなく，むしろ抑制され

ることが明らかにされている（Trainotti et al . 2003）．以上のことから，モモ

果実の軟化は 2段階に制御されていると考えられる（Pressey et al . 1971）．
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5）モモの網羅的解析を通じて

　今回は，モモにおける遺伝子の網羅的解析の研究例として，果実の成熟や低

温障害など様々な要因が関わる複雑な現象に関する研究を紹介した．網羅的解

析では，非常に多くの遺伝子について発現の挙動を一度に知ることができる．

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）等のモデル植物において明らかにされて

いる各遺伝子の機能に関する情報も加味すれば，複雑な生理現象について分

子機構を推論することも可能となる．たとえば，低温障害では，従来から関与

が指摘されてきたポリガラクチュロナーゼ等の細胞壁修飾酵素に加えて、熱反

応性のタンパク質やストレス応答性のタンパク質等をコードする非常に多くの

遺伝子も関与する可能性が明らかにされつつある．複雑な現象は，個々の遺伝

子を単独で解析しても全体像を把握することは難しく，網羅的解析が必須であ

る．一方，最後に紹介した硬肉モモにおける研究事例のように的を絞った上で

網羅的に遺伝子発現を解析することも有用である．ただし，一般的に，このよ

うな解析では非常に多くの遺伝子が変動するため，簡単には目的とする遺伝子

にたどりつけない．網羅的解析を行う点を増やすなど工夫が必要である．

　本稿ではほとんど触れなかったが，モモでは近年QTL解析とSNPsマッピン

グから様々な現象の原因を絞り込む研究も行われており，非常に膨大な情報が

得られている（Ahmad et al . 2011 ; Eduardo et al . 2013 ; Martínez－García et 

al . 2013a， 2013b）．しかしながら，これらの研究は候補因子の提示や制御機構

の推測に留まるものである．候補因子や推測された制御機構の中から重要なも

のに焦点を当て，一つずつ証明することにより現象の一端を明らかにできるも

のと思われる．
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