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　 当 研 究 所 で 育 成 さ れ た 加 工 用 イ チ ゴ（Fragaria ×
ananassa Duch.）品種‘ベニヒバリ’は，かつて主流であっ
た加工用品種‘アメリカ’（マーシャルとも呼ばれる）を
母，生食用品種‘宝交早生’を父として，交配・選抜さ
れた品種である．‘ベニヒバリ’果実は鮮やかな赤色を有
し，果実硬度が高いため，ジャムに加工した際の色調とプ
レザーブスタイルジャムで重要な粒残りが良好である．さ
らに，果実を持って引っ張るだけで果実のみを収穫できる

（ヘタは株の方に残る）「ヘタ離れ形質」を持っており，ヘ
タ離れ率は 80% 以上と非常に高い．この高いヘタ離れ率
により，収穫時の作業性に優れ，さらに加工品への異物混
入を阻止できる．そのため，ヨーロッパではヘタ離れ形質
を重要視する傾向が強く，ドイツ・オランダ・デンマーク
ではヘタ離れ性の高い加工用品種の作出が育種目標の 1 つ
として掲げられていた時期もあった1）．しかし，‘アメリカ’
と比べて果実がやや小さく着果数も少ないため，加工用品
種において最も重要な形質である一株当たりの収量が低い
という欠点があった2）．
　‘ベニヒバリ’を用いた交配実験より，イチゴのヘタ離
れ形質の遺伝率は高く，遺伝的要因によって制御されてい
ると推測された3）．しかし，ヘタ離れの機構や関与する遺

伝子についてはほとんど研究されていない．また，イチゴ
は 8 倍体であり，2n＝8x＝56 本の染色体を持ち，遺伝様
式が複雑であるため，従来の交配を主軸とした遺伝学的な
アプローチではヘタ離れに関与する因子の特定が困難であ
る．近年，生体内機能を担うタンパク質を，細胞レベルで
網羅的に解析するプロテオーム解析（プロテオミクス）が
医学・生物学・農学など幅広い分野で始められている．そ
こで，‘ベニヒバリ’を中心にプロテオーム解析を行い，
イチゴのヘタ離れに関与するタンパク質の探索とヘタ離れ
機構の解明を試みた．

材料および方法

１．材料
　イチゴは‘ベニヒバリ’および‘宝交早生’の 2 品種を
用いた．当所農場にて露地栽培し，2008 年 5 ～ 6 月に果
実を収穫した．果実全体が赤くなっているものを成熟果実，
それ以外を未成熟果実とした（図 1）．ヘタ離れ性の高い
試料として，‘ベニヒバリ’成熟果実，ヘタ離れ性の無い
試料として，‘ベニヒバリ’未成熟果実および‘宝交早生’
成熟果実を用いた．収穫した果実は，ヘタ部と果実部に分
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け，液体窒素で急速冷凍した後，-80℃で保存した．

２．タンパク質の抽出
　イチゴ果実は多糖類やフェノール化合物を多く含んでい
るため，煩雑ではあるが，精製度の高いタンパク質が得
られる酢酸アンモニウム含有メタノール沈殿法を用いた．
凍結試料を液体窒素中で粉末状にまで粉砕した後，Zheng
らの方法4）に準じて，試料 1 g を 4 ml の抽出緩衝液（0.5 M 
Tris-HCl pH 8.5，50 mM EDTA，0.1 M KCl，0.7 M スク
ロース，1% PVPP，1 mM フェニルメチルスルフォニル
フロリド，2.5 mM ジチオトレイトール（DTT））に懸濁
後，同量の TE 飽和フェノールを添加し，タンパク質抽出
液を調製した．ここに 5 倍量の 0.1 M 酢酸アンモニウム含
有メタノールを添加し，-20℃で一晩静置してタンパク質
を沈殿させた．沈殿したタンパク質を遠沈により回収し，
アセトンで 2 回洗浄した後，残渣中のアセトンを揮発させ
てから，タンパク質溶解緩衝液（7 M 尿素，2 M チオ尿素，
4% CHAPS, 10 mM DTT）に溶解した．抽出したタンパ
ク質の定量には，2D-Quant Kit（GE ヘルスケア社）を用
いた．また，定量時の標準タンパク質としてウシ血清アル
ブミンを用いた．

３．電気泳動 
　二次元電気泳動には，Multiphor Ⅱ電気泳動装置（GE
ヘルスケア社）を用いた．等電点電気泳動（1 次元目電
気泳動）用ゲルにはプレキャストゲルである Immobiline 
DryStrip IPG ゲル（GE ヘルスケア社）を使用した．等
電点電気泳動終了後のゲルを，1% DTT または 2.5% ヨー
ドアセトアミドを含む平衡化緩衝液（1.5 M Tris-HCl 
pH 8.0，6 M 尿素，30% グリセロール，2% ドデシル硫酸
ナトリウム）で，それぞれ 30 分間穏やかに浸透しゲルの
平衡化を行った．平衡化したゲルを ExcelGel（GE ヘルス
ケア社）上に載せ，二次元目電気泳動を行った．分解能を
向上させるため，一次元目電気泳動には pH 4 ～ 7，6 ～
10 の 2 種類の IPG ゲルを用いた．二次元目電気泳動後に
0.25% Coomassie Brilliant Blue R-250 （CBB）染色液で一

晩ゲルを染色後，脱染色液（25% メタノール，7.5% 酢酸）
でバックグラウンドの染色を除いた．二次元電気泳動の操
作は全て 25℃下で行った．

４．タンパク質発現解析
　タンパク質を二次元展開した後のゲルを GT-X900

（EPSON 社）を用いてスキャンし，画像データを取得した．
得られた画像データから ImageMaster 2D Platinum（GE
ヘルスケア社）を用いてタンパク質スポットの解析を行っ
た．同一試料タンパク質から 3 枚の独立した泳動ゲルを取
得し，それらの画像データを統合して各種試料データとし
た．各試料間におけるスポットを解析し，染色面積・濃度
に応じた数値を比較し，2 倍以上の差があるものを発現パ
ターンに差があるスポットとして選択した．また，‘ベニ
ヒバリ’成熟果のみで発現がみられたタンパク質スポット
を「ヘタ離れ促進候補タンパク質」，‘ベニヒバリ’未成熟
果および‘宝交早生’成熟果で共通に検出され，‘ベニヒ
バリ’成熟果では検出されなかったスポットを「ヘタ離れ
抑制候補タンパク質」として扱った．

５．タンパク質の質量分析
　発現差異のあるスポット（複数のタンパク質が含まれ
ている）を切り出し，プロテアーゼ（トリプシン）を用
いた in gel digestion 法（ゲル内消化法）によって，タン
パク質をペプチド（50 以下のアミノ酸から構成）に断片
化し，質量分析の試料とした．質量分析は LTQ Orbitrap 
XL（Thermo Scientific 社）を用い ESI-MS/MS 法で行っ
た．得られた質量分析データからアミノ酸配列を決定し，
そのアミノ酸配列を持つタンパク質をタンパク質データ
ベースから検索した．従って，そのアミノ酸配列を持つイ
チゴ由来タンパク質がデータベースに登録されていない
場合には，配列が類似した他の植物種のタンパク質が検出
される．尚，アミノ酸配列およびタンパク質の検索には
Mascot search データベース（http://www.matrixscience.
com/）を用いた．二つ以上のアミノ酸配列数が一致した
タンパク質を同定タンパク質とした。

図 1　‘ベニヒバリ’果実
A：未成熟果、B：成熟果
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６．タンパク質の機能推定
　質量分析より得られたタンパク質情報から，BLAST 
search（Basic Local Alignment Search Tool; http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）によりシロイヌナズナの相同
遺伝子を検索した．得られたホモログの情報を基に GO 
データベース（Gene Ontology；文献情報に基づきタンパ
ク質などの遺伝子産物に対して機能情報を付加している
データベース）により生体内機能を推定し分類した．

結　果

１．タンパク質の発現比較
　イチゴのヘタ部から抽出したタンパク質を二次元電気泳
動により展開し，品種，熟度が異なる果実の間でタンパ
ク質の発現比較を行った．pH 4-7 のゲルで分画した試料
タンパク質を酸性側，pH 6-10 で分画したタンパク質を塩
基性側タンパク質とした（図 2）．酸性側タンパク質では，
のべ 1373 個のタンパク質スポットを比較し，その結果，9
個のタンパク質スポットが‘ベニヒバリ’成熟果で特異的
に発現しており，これらをヘタ離れ促進候補タンパク質と
した．一方，4 個のタンパク質スポットが‘ベニヒバリ’
成熟果で特異的に発現が抑えられていたため，こちらはヘ
タ離れ抑制候補タンパク質とした．また，塩基性側タンパ
ク質では，のべ 685 個のタンパク質スポットを比較し，ヘ
タ離れ促進候補タンパク質として 8 個，ヘタ離れ抑制候補
タンパク質として 3 個のタンパク質スポットをそれぞれ選
定した（表 1）．

２．タンパク質の発現比較およびタンパク質の質量分析
　酸性側タンパク質において発現差異がみられた 13 個の
タンパク質スポットを ESI-MS/MS 法にて分析した（図
3）．その結果，一つのタンパク質スポットから平均 7 種
類のタンパク質が検出され，ヘタ離れ促進候補タンパク
質 69 個，ヘタ離れ抑制候補タンパク質 46 個の計 115 個の
タンパク質（重複している物も含む）が同定された．これ
らのうち，ヘタ離れ促進・抑制候補両群に含まれているも
のを除外すると，ヘタ離れ促進候補に固有なタンパク質
は 50 個，ヘタ離れ抑制候補に固有なタンパク質は 34 個と
なった．同定されたタンパク質の登録情報を植物種毎に分
類するとブドウ・イチゴ由来の情報が多く，合わせて 40%
程度であった（図 4）．

３．同定タンパク質の分類
　質量分析から，ブドウ・イチゴ由来のタンパク質が多く

同定されたが，これらの種における情報はアミノ酸配列情
報のみであり，タンパク質の機能情報は十分ではなかった．
そこで，タンパク質の機能情報および知見が豊富なシロイ
ヌナズナに着目し，各タンパク質におけるシロイヌナズナ
の相同遺伝子を BLAST search により探索した．得られ
た相同遺伝子の情報を基に GO データベースにより生体
内機能および組織内局在性を推定し分類した．
　生体内機能推定から，ヘタ離れ促進候補タンパク質群
では，果実の成熟や器官脱離を促進する植物ホルモンで
あるエチレンの生合成酵素タンパク質である S-Adenosyl 
Methioine synthase（SAM 合成酵素）が含まれていた

（GenBank ID（gi）:100801530）．更に，果実追熟時にエチ
レンによって引き起こされる呼吸量増加に関与するリンゴ
酸脱水素酵素（gi:1708924,118487388）やピルビン酸脱炭
酸酵素（gi:10121330）も含まれていた．また，全体として
は環境応答関連タンパク質（熱・低温・塩ストレス応答な

図 2　‘ベニヒバリ’成熟果実のヘタ部より抽出した
タンパク質の二次元電気泳動像

　　　　　　　　　Ａ：酸性側タンパク質（pH 4-7）
　　　　　　　　　Ｂ：塩基性側タンパク質（pH 6-10）

表 1　品種・熟度の異なるイチゴ果実ヘタ部から抽出したタンパク質の発現比較
タンパク質の等電点 解析したスポット数 ヘタ離れ促進候補 ヘタ離れ抑制候補

酸性側（pH 4-7） 1,373 9 4

塩基性側（pH 6-11） 685 8 3
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ど）が最も多く，次いでエネルギー代謝，アミノ酸 ･ 有機
酸合成タンパク質が多かった．
　一方，ヘタ離れ抑制候補タンパク質群では，リグニン
生合成に関与する酵素タンパク質 O-methyl transferase

（OMT）（gi:6760443）や細胞壁構成成分であるセルロース
の合成に関わる酵素タンパク質 Reversibly Glycosylated 
Polypeptide3（RGP3），Annexin2（ANN2）（gi:147778328，
147856520）といった，個々の細胞をより強固にするよう
なタンパク質が含まれていた（図 5A）．また，抑制タンパ
ク質群に植物ホルモンであるアブシジン酸（ABA）の情
報伝達因子 Serine/threonine-protein kinase 10（SAPK10）

（gi:115454105）が含まれていた．
　組織内局在性は，どちらのタンパク質群も葉緑体を含む
色素体に存在するものが最も多く，次いで細胞膜やアポプ
ラスト，細胞壁といった細胞外周辺に局在するタンパク質
が多かった（図 5B）．色素体は独自のゲノムを有し，自立
的にタンパク質合成を行い，器官によって様々なオルガネ
ラに分化・分裂する．果実では，成熟に伴い色素体からク
ロモプラスト（有色体）に分化する．成熟に伴い果実が色
づいていく過程で，フラボノイド合成関連タンパク質や転
写関連因子などの発現量が増加したため，頻度が高くなっ
たと考えられる．また，ヘタ離れ促進候補タンパク質では
ミトコンドリアや細胞骨格に分類されるタンパク質が多く
含まれていた．ミトコンドリアは主に ATP 産生（呼吸）
や有機酸 ･ アミノ酸合成に機能するオルガネラである．こ
れらタンパク質群における生体機能分布ではエネルギー代
謝関連や有機酸 ･ アミノ酸生合成が多く含まれており，こ
の結果を反映しているものと考えられた．

図 3　品種・熟度の違いによるタンパク質の発現比較
A：ベニヒバリ成熟果、B：ベニヒバリ未成熟果、C：宝交早生成
赤く囲んだスポットを LTQ Orbitrap XL で分析した。
番号は試料番号を示している。

図 4　イチゴ果実から同定したタンパク質の生物種分布



31東洋食品研究所　研究報告書，28（2010）

考　察

　今回の質量分析で同定された登録情報があるタンパク質
の植物種は，ヨーロッパブドウ（Vitis vinifera L.）が最も
多く，次いでオランダイチゴ（Fragaraia×ananassa），シ
ロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana （L.） Heynh.）の順で
あった．ブドウが最も多く検出された原因として以下が考
えられる。ブドウの遺伝子数は 30,434 個と，同程度のゲ
ノムサイズを持つ植物と比較して少ない．しかし，ワイン
の香りや風味となるようなテルペンやタンニンなどの合成
酵素遺伝子数は他の植物の 2 倍以上である5）．イチゴもポ
リフェノールを豊富に含む果実であるため，種々の合成酵
素遺伝子群が存在していることが予想され，それらがブド
ウに含まれている酵素遺伝子群と一致したため，ブドウ由
来タンパク質との一致数が増加したと考えている．
　質量分析の結果から，ヘタ離れ促進候補タンパク質とし
て，エチレン合成酵素である SAM 合成酵素が同定された．
SAM 合成酵素はメチオニンと ATP を基質とし，ポリア

ミンやエチレン合成の中間体である S- アデノシルメチオ
ニンを合成する酵素である．シロイヌナズナを用いた研究
から，この SAM 合成酵素の活性を阻害するとエチレンの
生成量が減少することが報告されており，エチレン合成に
は重要なタンパク質であるとされている6）．従って，SAM
合成酵素タンパク質の蓄積量が‘宝交早生’や‘ベニヒバ
リ’未熟果より多かった‘ベニヒバリ’成熟果では，エチ
レン生合成量が増加していることが推定された．
　エチレンは、果実等の成熟・老化を促進する作用を持つ
植物ホルモンであり、果実の成熟に伴ってエチレン生成量
は増加することが知られている。しかし、イチゴ果実は果
実成熟時に呼吸量やエチレン生成量の増大が起こらない

（追熟の起こらない）ノンクライマクテリック型果実であ
り，成熟にエチレンを必要としないと考えられている．ま
た，エチレン生成量自体もリンゴ等のクライマクテリック
型果実の 1/20 ～ 1/2000 程度と非常に少なく，エチレン処
理やエチレン感受阻害剤 1-MCP 処理も果実の貯蔵性には
影響しないことが報告されている7-8）．一方で，イチゴ果

図 5　同定タンパク質のシロイヌナズナ相同遺伝子における
生体内機能および細胞内局在性分類

A：生体内機能、B：細胞内局在性
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実へのエチレン処理によりエチレン受容体遺伝子の発現量
が増加する事が報告され，果実成熟に伴う代謝（反応）に
エチレンが関与していることが推測されている9）．また，
イチゴにおいても果実の軟化を促進する働きを持つポリガ
ラクツロナーゼはエチレンによりその遺伝子発現が亢進さ
れ，反対に軟化を抑制するペクチンエステラーゼはエチレン
により遺伝子発現が抑制されることが報告されている10-11）．
　以上のことから，ヘタ離れ性が高いイチゴ果実では，エ
チレンの生成量が増大し，その結果、ヘタ部組織のみの軟
化が促進され，ヘタ離れに繋がることが推測された．今後
は，エチレンまたはエチレン阻害剤をイチゴ果実に処理し，
ヘタ離れに及ぼす影響を調査する必要がある．
　一方で，ヘタ離れを抑制するタンパク質群の候補として
リグニン生合成関連酵素である OMT や，細胞壁の構築に
関与するタンパク質である RGP3，ANN2 が同定された．
OMT 遺伝子欠損トウモロコシ変異株 brown-midrib3 では，
リグニン含量が減少していることが報告されている12）．また，
RGP タンパク質ファミリーは，UDP- グルコースのグリ
コシド結合を触媒する事により，セルロースを合成すると
推測されている13-14）．シロイヌナズナでは少なくとも 7 種
の Annexin が，細胞の周辺に局在し，カルシウムやリン
脂質と結合することで様々な機能を示すことが推測されて
いる．Annexin の機能の一つにペクチンやセルロースと
言った多糖類を細胞膜や壁へ輸送することが報告されてい
る15）．ANN2 遺伝子は花や根で発現が見られる Annexin
であり，イチゴにおいても細胞壁構成成分の輸送に関与し
ている可能性がある．これらのタンパク質が増大すること
によって，細胞個々の硬さや細胞同士の接着力が増大し，
ヘタ離れが起こり難くなっていることが推測される．今後
は，ヘタ部組織の硬さや細胞壁構成成分の解析を行う必要
があると考える．
　‘ベニヒバリ’は‘宝交早生’より果実が硬いことが報
告されており1），‘ベニヒバリ’ではエチレンによってヘ
タ部の軟化が起きていると言った仮説は，矛盾しているよ
うに考えられる．しかし，この果実の硬さは果実の赤道部
あるいは果実の表面付近のみを測定した結果であり，ヘタ
部の測定は行っていないため，ヘタ部組織の物理的強度を
測定する必要がある．
　また，今回の調査では，ABA の情報伝達因子である
SAPK10 が、ヘタ離れ抑制候補タンパク質として同定され
た．SAPK10 は，ABA に応じて気孔を閉じ組織の水分低
下を防ぐ役割を担うタンパク質である17）．SAPK10 の蓄積
量が少ない‘ベニヒバリ’成熟果では気孔が閉じにくいた
め，水分低下が起こりやすいと考えられる．カキでは収穫
後の果実における水分低下がエチレン合成のトリガーとな
ることと，最も早くエチレン合成が起こる部位がヘタ部で
あることが報告されている16）．イチゴ果実においてもカキ
と同様の機構があるとするならば，‘ベニヒバリ’成熟果では，
気孔が閉じず水分低下を起こし，その水分低下をトリガーと
してヘタ部よりエチレン合成が開始され，ヘタ部周辺の組
織が軟化し，最終的にヘタ離れが起こることも推測される．
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