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　当研究所で交配育種された加工用イチゴ品種‘ベニヒバ
リ’は，ヘタ離れ性が高いという特性を持っている．ヘタ
離れ性の高さは，収穫作業の省力化・軽減化，加工品への
異物混入を阻止できることから，加工用品種において重要
な形質である．この形質は，遺伝学的解析から遺伝率が高
く，ヘタ離れを制御する遺伝子の存在が示唆されているが，
明らかになっていない1）．2009 年にアメリカ農務省　国立
食糧農業研究所（NIFA）が提唱した，RosBREED（http://
www.rosbreed.org/）と呼ばれる，バラ科果実・野菜の有
用形質を対象としたDNAマーカー育種の基盤整備プロ
ジェクトでは，ヘタ離れ形質が農業的に重要な形質として
位置づけられ，解析対象の 1つとされている．イチゴの染
色体は 8組あり，形質の遺伝や発現要因が複雑である．そ
こで，遺伝子情報に基づき合成され，機能を担うタンパク
質に着目し，ヘタ離れに関与するタンパク質の特定に取り
組んでいる．
　ヘタ離れが起こる果実果梗部のタンパク質を抽出し，
pH4-7 の間に等電点を持つ酸性側タンパク質と，pH6-11
の間に等電点を持つ塩基性側タンパク質に分けて，ヘタ離
れ性が異なる品種間で比較した．酸性側タンパク質を調査
した結果，ヘタ離れを促進する作用が期待されるもの（ヘ
タ離れ促進タンパク質候補）が 50 種，ヘタ離れを抑制す
る作用が期待されるもの（ヘタ離れ抑制タンパク質候補）
が 34 種見出されている．これらの生体内機能を推定，分
類したところ，ヘタ離れ促進タンパク質候補群には，エチ
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レン生合成酵素である S- アデノシルメチオニン（SAMS）
生合成酵素やエチレンにより誘導されるタンパク質群が含
まれていた．一方，ヘタ離れ抑制タンパク質候補群には，
リグニン生合成に関与するタンパク質群が含まれていた
2）．
　本稿では，塩基性側タンパク質の解析結果，ならびにプ
ロテオーム解析の総括を報告する．

材料および方法

１．材料
　イチゴ（Fragaria× ananassa）は‘ベニヒバリ’および‘ベ
ニヒバリ’の雌親品種である‘宝交早生’の 2品種を供試
した．当所農場にて露地栽培し，果実全体が赤く着色した
ものを成熟果実，それ以外を未成熟果実とした．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，ヘタ離れ部
位を含む果梗部と果実部に分け，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
　凍結試料を液体窒素中で粉末状に粉砕した後，フェノー
ル抽出法によりタンパク質を抽出し，酢酸アンモニウム含
有メタノール沈殿法で精製した2）．2D-Quant Kit（GEヘ
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ルスケア・ジャパン㈱）を用いて，抽出タンパク質の濃度
を測定した．

３．タンパク質の発現解析
　Multiphor Ⅱ電気泳動装置（GEヘルスケア・ジャパン㈱）
を用いた二次元電気泳動により．抽出タンパク質の固有等
電点・分子量毎に分画した．等電点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（ア
クリルアミドゲル濃度 4% T/3% C，GEヘルスケア・ジャ
パン㈱）より，酸性側には pH4-7，塩基性側には pH6-11
の pH勾配ゲルを使用した．等電点電気泳動終了後の IPG
ゲルを，1%ジチオトレイトール（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トリスヒドロ
キシメチルアミノメタン塩酸（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
平衡化した後，ExcelGel SDS gradient（アクリルアミド
濃度 8-18% T/3% C，GEヘルスケア・ジャパン㈱）上に
載せ，二次元目の電気泳動を行った．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．
　二次元展開した後のゲルをGT-X900（セイコーエプ
ソン㈱）を用いてスキャンし，画像データを取得した．
ImageMaster 2D Platinum（GEヘルスケア・ジャパン㈱）
を用いてタンパク質スポットの検出・比較を行った．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，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，塩基性側タンパク質の解析では，試料タンパク質
の分離度を向上させるため，還元剤としてDTTと併せて
Destreak reagents（GEヘルスケア・ジャパン㈱）を試料
溶液 1ml に対して 12 µl 添加した．

４．タンパク質の質量分析
　品種特異的な発現がみられたタンパク質をゲルととも
に切り出し，トリプシンによる泳動ゲル内消化法（in gel 
digestion）によって断片化した後，LC-MS/MS（Thermo 
Scientific：LTQ Orbitrap XL）を用いて質量分析を行った．
得られた質量分析データを基にMascot search によりタン
パク質データベース情報検索を行った2）．

５．タンパク質の機能推定
　BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）により
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の相同タンパク質
を検索し，次いでGO（Gene Ontology）データベースに
より生体内機能を推定した1）．その中で植物ホルモンおよ
び細胞壁生合成・修飾に関連するものを対象として，共発
現している遺伝子を絞り込むと共に，推定した機能の妥当

性を評価した．尚，共発現遺伝子の検索は，シロイヌナズ
ナのマイクロアレイデータを利用したデータベースである
ATTED-Ⅱ（http://atted.jp/）を用いた．
　本文の遺伝子およびタンパク質の記述は，シロイヌナ
ズナの記述方法に準拠し，以下の例に習い記載した（参
考：http://www.arabidopsis.org/portals/nomenclature/
guidelines.jsp）．ただし，表中ではデータベース上に記載
された通りの形で表記した．

野生型遺伝子；正式名称：Cellulose synthase A
　　　　　　　略式名称：CESA
変異型遺伝子；正式名称：cellulose synthase A
　　　　　　　略式名称：cesA
タンパク質　；正式名称：CELLULOSE SYNTHASE A
　　　　　　　略式名称：CESA

結果および考察

１．タンパク質の発現解析と機能推定
　果梗部から抽出したタンパク質を二次元電気泳動により
分画し，ヘタ離れ性が異なる品種間で比較した．酸性側タ
ンパク質と同じ条件で塩基性側タンパク質の二次元電気泳
動を行ったところ，ほとんどのタンパク質スポットでスト
リーキングと呼ばれる水平方向のすじを生じ，分離できな
かった．原因として，添加した還元剤の還元力が塩基性条
件下で弱まることで，システイン残基の還元が不十分にな
り，タンパク質間の非特異的な凝集や緩衝液中の尿素との
反応が起こり，電気泳動を阻害したことが考えられた．そ
こで，試料タンパク質の添加量や泳動条件の変更，還元
剤としてDTTと Destreak reagents の併用を試みたとこ
ろ，還元剤併用により分離可能となった．還元剤を併用し
解析した結果，のべ 685 個のタンパク質スポットが検出で
きた（図 1）．酸性側タンパク質（スポット数 1,373 個）と
比較して，塩基性側タンパク質のスポット検出数は減少し
ていたが，他の分離度改善法と合わせても効果が得られ
なかったこと，分離したスポット自体は明瞭であったこ
とから，解析を進めた．今後，より詳細な塩基性側タン
パク質の解析を進めるには，Radical-Free High Reducing 
Method（RFHR法）二次元電気泳動のようなタンパク質
の等電点に依存しない泳動法が適切であると考えられた．
　検出スポットの比較より，‘ベニヒバリ’成熟果で特異
的に発現しているスポットが 6個，特異的に発現が抑えら
れているスポットが 5個見出された．これらを LC-MS/
MSで分析したところ，前者からは 75 個，後者からは 138
個のタンパク質が見出された．
　選定した塩基性側タンパク質と酸性側タンパク質の調査
結果を合わせて，各タンパク質の機能推定を行った．解析
対象は‘ベニヒバリ’成熟果で特異的に発現しており，ヘ
タ離れを促進すると推定されるもの（ヘタ離れ促進タンパ
ク質候補，以後，促進タンパク質）111 個，‘ベニヒバリ’
成熟果で特異的に発現が抑制されており，ヘタ離れを抑制
すると推定されるもの（ヘタ離れ抑制タンパク質候補，以
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後，抑制タンパク質）141 個である．これらの生体内機能
について，GOデータベースを基に推定・分類したところ，
促進・抑制タンパク質共に環境応答タンパク質が多く，次
いで病傷害応答タンパク質，植物ホルモン関連タンパク質
の順で多かった（図 2）．
　環境応答タンパク質ではカドミウムイオン応答を担うも
のが多かった．イチゴは pH6 付近の酸性土壌を好むため，
栽培用土を pH6.2-6.4 に調整する．これにより，土壌中の
アルミニウムやカドミウムがイオン化・溶出し，植物に吸
収される可能性が考えられた．しかし，本研究で使用して
いる栽培土壌の主体はバーミキュライト（ニッタイ㈱）で
あり，カドミウムは含まれていないため，供試したイチ
ゴがカドミウムを多量に吸収した可能性は低い．GOデー
タベースにおけるカドミウムイオン応答タンパク質の定義
は，「細胞または組織をカドミウム処理した時に遺伝子発
現や酵素生成量に変化等が見られた遺伝子またはタンパク
質」であり，必ずしもカドミウム代謝に限定されるもので
はない．従って，カドミウム以外の金属イオンあるいは他
の物質に応答して，発現挙動が変化したものと推測される．
　植物ホルモン関連では，促進タンパク質にはエチレンや
オーキシンに関わるものが，抑制タンパク質には傷害によ
り誘導される植物ホルモンの一つジャスモン酸に関わるも
のが多かった（表 1）．
　細胞壁生合成・修飾関連では，促進タンパク質にはセル
ロース・ヘミセルロース生合成に関わるタンパク質が多 
く，抑制タンパク質にはペクチンやリグニンの生合成に関
わるものが多かった（表 2）．
　‘ベニヒバリ’の成熟果実と未成熟果実で発現が一致し
ていたタンパク質スポットは，酸性側・塩基性側合わせて
1,501 個中 1,090 個であり，一致率は 72.7% であった．残
り 411 個のタンパク質スポットが，果実の成熟に伴い発現

図 1　品種・熟度の違いによるタンパク質スポットの発現比較
A；ベニヒバリ成熟果（ヘタ離れ性あり）
B；ベニヒバリ未成熟果（ヘタ離れ性なし）
C；宝交早生成熟果（ヘタ離れ性なし）
　　＊赤色のスポットはヘタ離れ性あり /なしで差があったもの．
　　　これらを LC-MS/MS で分析した．
　　＊Bと Cは同じ位置に存在するスポットを示しており，
　　　より明瞭なスポットを LC-MS/MS 分析試料とした．

図 2　発現変化がみられたタンパク質の推定された機能分類
グラフ内の数値は比率（％）
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表 1　ヘタ離れに関与すると考えられる植物ホルモン関連のタンパク質

＊Genbank 登録 IDの括弧内の数字は，見出された生物種の数，すなわち同じアミノ酸配列を持った相同タンパク質の数
を示している．

＊NP（Number of Peptide）は，帰属されたペプチド断片の本数を示している．
＊Coverage は，質量分析で得られたペプチド断片のアミノ酸配列のうち，帰属タンパク質のアミノ酸配列と一致したも
のの割合

＊相同遺伝子は，BLAST検索の結果示された，シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）遺伝子の中で，最も上位すなわち
相同性が高いとされたものを示した．

＊Arabidopsis gene ID は，GOデータベースの対応 IDを示した．
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表 2　ヘタ離れに関与すると考えられる細胞壁関連のタンパク質

＊項目の説明は表 1と同じ
＊細胞壁合成とは，セルロースおよびペクチン生合成全体に関わる遺伝子と定義した．
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量が増減するタンパク質であることが推察された．DNA
マイクロアレイ解析から，イチゴ果托の発達に伴い一次代
謝関連，細胞壁関連，色素合成関連の遺伝子発現が変動す
ることが報告されている3）．なかでも，Chalcone synthase
遺伝子や Anthocyanidin synthase遺伝子といった色素合成酵
素遺伝子，Pectate lyase遺伝子や Expansin遺伝子といった
細胞壁の強度を低下させる遺伝子の発現量は果托の発達に
伴い 10 倍以上増加することが報告されており，411 個の
スポットには，これらのタンパク質が含まれている可能性
が高いと考えられた．

２．ATTED-Ⅱを用いた共発現遺伝子の探索
2－1．植物ホルモン関連遺伝子
　表 1に示した植物ホルモン関連タンパク質，および表
2に示した細胞壁生合成・修飾関連タンパク質をコードす
る遺伝子と，同様の発現挙動（共発現）を示す遺伝子を，
ATTED-Ⅱデータベースにより検索し，推定された機能
の妥当性を評価した．植物ホルモン関連タンパク質と共発
現していた遺伝子として，促進・抑制タンパク質共にオー
キシン関連の遺伝子が多かった．また，促進タンパク質
と共発現している遺伝子は，エチレン関連，アブシジン
酸（ABA）関連遺伝子が多く，抑制タンパク質では，ジャ
スモン酸関連遺伝子が多かった（表 3）．これらの結果は，
GOデータベース情報に基づいて行った機能推定結果と矛
盾せず，その妥当性の高さを支持するものであった．
　オーキシンは植物全体の成長に深く関わる植物ホルモン
で，果実に関しては肥大や種子の形成に関与しているため
多く選定されたと考えられる．共発現していたオーキシン
関連遺伝子のなかで，8種は促進タンパク質と抑制タンパ
ク質の両方に含まれた．エチレンやABAは器官脱離に促
進的に作用する植物ホルモンであり，共発現している遺伝
子数がヘタ離れ促進タンパク質で増加していることは，ヘ
タ離れ性の高さとこれらの間に関連性があることが推測さ
れた．特に，エチレン関連遺伝子群の中には，エチレン生
合成酵素の１つであるACC酸化酵素の遺伝子が含まれて

おり，促進タンパク質候補である SAMSと連動し，‘ベニ
ヒバリ’のエチレン生成量は‘宝交早生’より多いことを
支持するものであった．ABA関連遺伝子では，転写因子
である Abscissic acid insensitive 4（ABI4）遺伝子が促進タ
ンパク質と共発現していた．ABI4遺伝子は種子の休眠促
進，発芽抑制に関与する遺伝子であり4），器官脱離や老化
とは異なる代謝系の遺伝子であった．また，抑制タンパク
質の一つOPEN STOMATA 1（OST1）はリン酸化タン
パク質であり，その機能はABAに応答した気孔開閉に関
与するもので 5），促進タンパク質と共発現しているような
ABA関連遺伝子や器官脱離とは働きが異なるものであっ
た．
　抑制タンパク質と共発現している遺伝子では，ジャスモ
ン酸関連遺伝子も多く含まれていた．ジャスモン酸は植物
成長阻害物質として発見され，その後の研究により病傷害
ストレスに応答して生成されることが知られている．さら
に果実の成熟あるいは休眠打破など，エチレンやジベレリ
ンと重複した機能を持つことが報告されている．ジャスモ
ン酸処理は葉の離層形成を促進すると報告されているが，
花や果実などの器官脱離への作用は不明であり6），ヘタ離
れへの関与も現時点では明確ではない．

2－2．細胞壁関連遺伝子
　植物ホルモン関連遺伝子と同様に，細胞壁の生合成や修
飾に関連する遺伝子についても共発現する遺伝子を調べ
た．促進タンパク質と共発現していたものにはセルロース
生合成に関わる遺伝子が多かった．抑制タンパク質と共発
現していたものではリグニン・ペクチン生合成関連遺伝子
が多かった（表 4）．
　植物の細胞壁は，基本骨格であるセルロース，ヘミセル
ロースおよびペクチンなどの多糖類，フェニルプロパノイ
ドであるリグニンに大別される（図 3A）．構造は鉄筋コン
クリートに例えられ，鉄筋にあたるセルロースが，鉄筋を
結びつける針金に相当するヘミセルロースによって結びつ
けられ，コンクリートに相当するペクチンやリグニンがそ

表 3　共発現していた遺伝子数（植物ホルモン関連）

オーキシン エチレン アブシジン酸 ブラシノ　
ステロイド ジャスモン酸

ヘタ離れ促進 25 16 13 1 0

ヘタ離れ抑制 14 2 4 0 6

　　　　　ATTED-Ⅱデータベース内に登録されている植物ホルモン関連遺伝子 200 個から選定

表 4　共発現していた遺伝子数（細胞壁合成・修飾関連）

セルロース
合成

ペクチン
合成

ペクチン
分解

リグニン
合成

ヘミセルロース
合成

細胞壁
合成

ヘタ離れ促進 16 0 14 4 12 15

ヘタ離れ抑制 8 25 19 49 14 0
　　　　　ATTED-Ⅱデータベース内に登録されている全遺伝子 1388 個から選定
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の間を埋めている（図 3B）．
　促進タンパク質では，セルロース生合成酵素遺伝子であ
る Cellulose synthase A（CESA） や Irregular xylem（IRX）
遺伝子群が含まれており，これらの発現が低下するとセル
ロース量が低下し，特に二次壁の厚さが減少することが報
告されている7, 8）．二次壁の厚さは細胞壁の伸展性に関わっ
ている．水中のような重力の影響が少ない環境で生育させ
た植物では，セルロース量が低下し，細胞壁の伸展性が増
加するが，遠心などにより通常より大きな重力を加えた場
合は，セルラーゼ（β-1,4-グルカナーゼ）活性が減少し
てセルロースの分解が抑制されるため，二次壁が厚くなり
伸展性が減少する9, 10, 11）．‘ベニヒバリ’果梗部では，セル
ロース生合成酵素遺伝子の発現増加に伴い，セルロースの
合成量が増加し，厚い二次壁が形成されるため，伸展性が
減少し，ヘタ離れが起こる可能性が考えられた．
　抑制タンパク質では，リグニン生合成関連遺伝子
としてフェニルプロパノイドやフラボノイドの代謝
関連遺伝子が多く選定された．抑制タンパク質には
CINNAMYL ALCOHOL DEHYDROGENASE（CAD）
やMETHIONINE OVER-ACCUMULATOR 3（MTO3），
O-METHYLTRANSFERASE 1（OMT1）といったリグ
ニン生合成酵素タンパク質が含まれており，これらの遺伝
子発現量が減少するとリグニン生合成量も減少することが
報告されている12, 13, 14）．ペクチン生合成関連では，ラムノー
ス生合成酵素遺伝子である Repressor of LRX 1（ROL1）や
糖転移酵素遺伝子である Glucuronosyltransferase（GUT1）
が含まれていた．ROL1 や GUT1 は，ペクチンの 1種であ
るラムノガラクツロナンⅡ（RGII）の合成に関わる酵素で
ある．なかでも GUT1遺伝子は細胞接着への関与が大きく，
離層が形成された組織においても，GUT1遺伝子の発現が
増加すると器官脱離が抑制されることや，gut1欠損変異
体では，細胞間接着が著しく弱まって茎や葉などを形成で
きないことが報告されている15, 16）．抑制タンパク質候補で
あ るREVERSIBLY GLYCOSYLATED POLYPEPTIDE 
3（RGP3）タンパク質群は，Uridine diphosphate（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

ロースの基質であるβ-1,4-グルカンを合成すると推測さ
れているが，実験的な証拠は得られていない17, 18），また共
発現している遺伝子群もペルオキシダーゼや病傷害応答遺
伝子が多いことから，植物組織が食害等の損傷を受け，組
織修復を行う際に形成する癒合組織の形成に関与している
ことが推測された．‘宝交早生’果梗部では，リグニン生
合成酵素やペクチン生合成酵素遺伝子の発現が増加してい
るため，細胞接着の強度が増加しており，且つ‘ベニヒバ
リ’よりセルロースが少なく伸展性が高いためヘタ離れが
起こらないことが推測された．

まとめ

　ヘタ離れ性の異なるイチゴ果実を用いたプロテオーム解
析により，ヘタ離れに関与するタンパク質を探索した．ヘ
タ離れを促進する作用が期待されるタンパク質が 111 個，
ヘタ離れを抑制する作用が期待されるタンパク質が 141 個
見出された．これらタンパク質の機能を推定し，植物ホル
モンや細胞壁生合成・修飾に関連するものに着目して，共
発現している遺伝子を選定した．結果，ヘタ離れへの関与
が期待されたタンパク質の推定機能に近い働きを持つ共発
現遺伝子が多数選定された．これは機能推定の妥当性を示
すものといえる．タンパク質および遺伝子情報から，イチ
ゴヘタ離れにはエチレンが関与すること，細胞壁の特性の
違いがヘタ離れ性に影響することが推測された．現時点で
は‘ベニヒバリ’果梗部の細胞壁は，‘宝交早生’果梗部
の細胞壁よりセルロースに富んでいるため，伸展性が低く，
引張りによる細胞間の開裂が起こりやすくヘタ離れするこ
と，一方‘宝交早生’は，‘ベニヒバリ’より伸展性が相
対的に高く，さらにペクチンやリグニンに富んでいるため，
細胞間の接着強度が強くなり，細胞間の開裂が起こりにく
くヘタ離れしにくいという仮説が立てられた（図 4）．今
後，エチレン生成量あるいは細胞壁構成成分を調査し，イ
チゴヘタ離れ機構との関係を検証する．

図 3　細胞壁の構造
A：細胞壁の種類と主成分を示している．
B：一次壁の構造を示している（LS-EDI（http://csls-db.c.u-tokyo.ac.jp/）より転載）．
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図 4　細胞壁特性がヘタ離れ性に及ぼす影響についての仮説


