
リンゴ果実のエチレン生合成制御に

関する遺伝子工学(研究課題番号 :09

660001)平成9年度～平成11年度科学研究費補助金

基盤研究 (C) (2)

研究成果報告書平成 12年 3月

研究代表者:原 田 竹 雄(弘前大



リンゴ果実のエチレン生合成制御に関する遺伝子工学

研究組織

研究代表者 :原田竹雄 (弘前大学農学生命科学部助教授)

研究分担者 :なし

研究経費 :

平成 9年度

平成 10年度

平成 11年度

計

1,700 千円

600 千円

800 千円

3,100 千円

研究発表等

(1) 学会誌等

SunakoT,SakurabaW,SendaM,AkadaS,IshikawaR,NiizekiMandHaradaT:

Analleleoftherlpenlng-Specific1-aminocyclopropane1-carboxylicacidsynthase
gene(ACSl)inapplefruitwithalongstoragelife.PlantPhysiol.119:129711303
1999.

HaradaT,SunakoT,WakasaY,SoeJlma∫,SatohT,NiizekiM: Analleleof

the1-aminocyclopropane-llCarboxylatesynthasegene(Md-ACSl)accountsfor

thelowlevelofethyleneproductioninclimactericfruitsofsomeapplecultivars.

Theor.Appl.Genet. inpress2000･

SunakoT,IshikawaR,SendaM,AkadaS,NiizekiM andHaradaT(2000)

MdACS-5A(AccessionNotABO34992)and5B(AccessionNo.ABO34993),

Two Wound-ResponsiveGenesEncoding1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate

SynthaseinApple. (PGR00-030)PlantPhysiol･122:620.2000.

(2) 口頭発表

桜庭和歌子 ･砂子智美 ･原田竹雄 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･石川隆二 ･新関 稔 :

リンゴACC合成酵素遺伝子の 5'隣接領域に見出された sINEについて.冒
本育種学会第 92回講演会 (鳥取大学) 1997年 9月.

砂子智美 ･原田竹雄 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･石川隆二 ･新関 稔 :リンゴ果実内の

ACC合成酵素遺伝子 (ACS)の発現解析.日本育種学会第93回講演会 (横浜市立大学)

1997年4月.

∴';::.,;･7
/′-r†′/*-一一一一_I

∫)㌔



原田竹雄 ･砂子智美 ･佐久間智宏 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･石川隆二 ･新関 稔 :リ

ンゴ栽培品種のACSl遺伝子型と果実内エチレン濃度.日本育種学会第93回講演会
(横浜市立大学)1997年4月.

砂子智美 ･石川隆二 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･新関 稔 ･原田竹雄 :リンゴ各組織に

お けるACC合成酵素遺伝子(ACS)の発現解析 日本育種学会第94回講演会
(岩手大学) 1998年9月.

桜庭和歌子 ･神 修平 ･石川隆二 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･新関 稔 ･原田竹

雄 :リンゴに見出されたレトロポゾン Md-SINElについて.日本育種学会

第 94回講演会 (岩手大学) 1998年 9月.

原田竹雄 ･砂子智美 ･佐藤 耕 ･副島淳一 ･新関 稔 :リンゴにおける ACC
合成酵素遺伝子 (Md-ACSl)の対立遺伝子型 とライブニング果実内エチレン
量.日本育種学会第 95回講演会 (宇都宮大学)1999年 4月.

砂子智美 ･石川隆二 ･千田峰生 ･赤田辰治 ･新関 稔 ･原田竹雄 :リンゴACC
合成酵素遺伝子 (ACS)ファミリーの発現解析.日本育種学会第 95回講演会
(宇都宮大学)1999年 4月.

Harada,T,SunakoT,SoeJlma∫,SatoT,NiizekiM∴Lowethyleneproductionin
thefruitofsomeapplecultivarsiscausedbyamutationintherlpenlngSpecific
ACCsynthasegene.XVIInternationalBotanicalCongressAbstracts,604,
(St.Rouis),1999･

若佐雄也 ･神 修平 ･石川隆二 ･赤田辰治 ･新関 稔 ･原田竹雄 :リンゴ果

皮赤色化遺伝子 Rfに連鎖する DNAマーカーに兄いだされた トランスポゾ

ン Md-Tnlについて. 日本育種学会第 96回講演会 (岡山大学)1999年 9

月.

(3) 出版物

原田竹雄:リンゴの貯蔵性を高める ACC合成酵素の変異遺伝子.化学と生
物.37: 429-431.1999年 7月.

HaradaT,SunakoT,SakurabaW,SendaM,AkadaS,IshikawaRandNiizekiM:

Md-ACSl,afruitripenlng1-aminocylopropane-1-carboxylatesynthasegeneof

apple･BreedingandBiotechnologyforFruitTrees･NIFTS/CISROp42-45･1998



はじめに

リンゴは世界における生産高が約 4000万 トンに達し,ブドウ,バナナ,カ
ンキツに次ぐ果実である.わが国においては約 100万 トンが生産されており,
その5割は青森県によるものである (農林水産省統計情報部 1998).リンゴは
他の果実に比べ収穫後の日持ち性が高く,長期の貯蔵が可能であるという特徴

がある.しかし,品種によって収穫後の商品価値を保持できる期間が異なり,

短いものは長期貯蔵に不適当であって,収穫後すぐに出荷しなければならない.

一方,長いものは常温貯蔵,冷蔵,cA貯蔵などを行うことで,出荷時期を延
長することができる.このような品種の多様性と産地による熟期のずれなどか

ら,リンゴでは周年に近い出荷体制ができている.

ライブニングは果実の肥大生長が止まってからの有機酸の消失,細胞の軟弱

化などの生理現象をいう.リンゴの成熟はライブニングに伴って呼吸量が急激

に上昇するクリマクテリック型であり,エチレンがライブニング過程へのプロ

グラムスイッチであることが判っていることから,リンゴの成熟や貯蔵性はエ

チレンの生合成と密接な関係にあると思われる｣実際に,品種によりライブニ

ング過程でのエチレン生成量はかなり異なり,ライブニングがゆっくりと進行

する品種ではエチレン生成量が比較的少量であるという報告があることから

(chu1988,Gessmanetal.1993,毒松木ら 1997),この品種のもつ遺伝的素
質が注目されてきた.しかし,この様なエチレン生成量の品種間差の分子機構

については不明であった.

エチレンの生合成は,メチオニン-S-アデノシルメチオニン (SAM)-1-ア
ミノシクロプロパン-1-カルボン酸 (ACC)-エチレンの経路で行われ (Yang
andHoffman1984),SAM-ACCを触媒する ACC合成酵素 (S-adenosyl-L一
methylthioadenosinelyase,EC4.4.1.14)がこの経路の律速酵素であることが
明らかにされている.エチレンは果実のライブニングのみならず,植物生長の

多くの過程を調節しているホルモンである.その生成は,時期および組織特異

的に行われ,また,傷害,病原菌の感染,高温などのス トレスによっても一過

的に活性化する (YangandHoffman1984).この様な多くの生理現象に対応す
る形で, ACC合成酵素 (ACS)遺伝子は多重遺伝子族を構成している. トマ ト
では8つ (Shiuetal.1998),アラビドプシスでは5つ (Liangetal.1996)
のACSが報告されており,それぞれの遺伝子は異なる発現調節機構で制御され
ていることが判ってきた.リンゴにおいては,Md-ACSl(Dongetal.1991,
Lay-YeeandKnighton1995),Md-ACS2,Md-ACS3(Rosenfieldetal.1996),
Md-ACS4(Kinetal.1992)の 4つの ACS遺伝子の cDNA塩基配列が既に報
告されており,このうち,Md-ACSlについてはゲノミックDNAの配列 (Haradaet
al.1997)が明らかにされている.しかし,これらMd-ACSの発現制御につい
てはほとんど報告がない.

本研究では,リンゴのライブニング果実でのこれらMd-ACSの発現について
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解析を進めた.また,これらの解析結果とライブニング時のエチレン生成量の

関係についても詳細に検討 した.さらに,本研究を通して新たに単離された

Md-ACSに関する特徴づけを進めた.
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Ⅰ リンゴ果実内の ACC合成酵素遺伝子 (ACS)の発現解析

リンゴ果実のクリマクテリック型ライブニングにおけるエチレンの関与は古

くから知られており,果実の貯蔵性とエチレンに関する様々な研究が精力的に

進められてきた (chu1988,Gessmanetal.1993,蓑松木ら 1997).しかし,
エチレン生合成の制御機構については末だ不明の点が多い (Saymouretal.
1993).ライブニング時のリンゴ果実からは,これまでエチレン生合成系の律
速酵素であるACS遺伝子の cDNAが3クローン (Md-ACSl,Md-ACS2,Md-ACS3)報
告されている (Dongetal.1991,Lay-YeeandKnighton1995,Rosenfieldet
al.1996).しかし,これらの発現についてはほとんど明らかにされていない.
我々は Md-ACSlのゲノミック構造解析を通 して,Md-ACSlには基本型である

1-1型と,そのプロモーター領域に162bpの Md-SINElが挿入した 1-2型 の2
つの対立遺伝子が存在することを明らかにした (Haradaetal.1998).既報
のMd-ACSlのcDNAの塩基配列 (Dongetal.1991,Lay-YeeandXnighton1995)
は遺伝子型が 1-1/1-2へテロ型であるリンゴ品種 ゴ̀ールデンデリシャス'よ
り単離されているが,いずれの cDNAも 1-1型である.このことから,このプ
ロモーター領域の差異により1-1型と1-2型では発現に違いが見られるのでは
ないかと考えられた.

そこで本章ではこれらの遺伝子の発現様式について詳しく検討した.すなわ

ち,ACSlの対立遺伝子の発現を調べるために,リンゴ栽培品種の中から,1-2/1-2
のホモ型である ふ̀じ'と1-1/1-2のヘテロ型である ゴ̀ールデンデリシャス'
を用いて,Md-ACSlとMd-AC53をプローブとしてノーザン解析を行った.また,

1-2型遺伝子の発現をRT-PCR解析により検討した.

材料および方法

1.実験材料

弘前大学農学部付属藤崎農場よりサンプリングされた,リンゴ栽培品種 ゴ̀

ールデンデリシャス'および ふ̀ じ'のプレクリマクテリックとクリマクテリ

ックの果実を用いた.

2.内部エチレン濃度 (IEC)の測定
果実内エチレン濃度は,果実の陽光面とその反対側から果実を切り取 り,水

の入ったデシケーター内で果実内の気体を回収 し,注射器で採取した 1mlを

用いて,ガスクロマ トグラフィー (SHIMADZUGC-8AGASCHROMATOGRAPH)によ
り測定した.測定値は5個体の果実の平均により算出した.
3.サザンハイブリダイゼーション

ゲノミックDNAは成業からvaradarajanetal.(1991)の方法によって抽出

し,CsCl2-EtBr法で分画した.各 DNA5FLgに制限酵素を加え,全量 100FLlの
反応液で消化した.電気泳動は,0.8%水平平板アガロースゲルを用いて23V15
時間行った.泳動終了後,Alkalitransferbuffer(0.̀4NNaOH)でナイロン
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メンブレンフィルター (HybondT"N+;Amersham)に約 24時間ブロッティングを
行い,その後,5×SSC溶液で 5分間,2×SSC溶液で 5分間メンブレンを洗浄

した.ハイブリダイゼーションは,Hybridizationbuffer(6×SSC,2mMEDTA
pH8.0,10mMTris-HClpH7.5, 5×Denhards,0.2mgSalmonSpermaryDNA,
10mMNa3PO｡,1% NaN-LauroylSalcosinate)へ Prime-ItⅡRandomPrimer
LabelingKit(STRATAGENE)を用いて32pで標識したDNAプローブ (200ng)を
加え,65℃12時間以上行った.洗浄は,washingbuffer(2×SSC,0.1%SDS)で
室温20分間の条件で2回行った.さらに, (0.2×SSC,0.10/OSI)S)で65oC,20
分間 2回洗浄した.その後,オートラジオグラフィーによるシグナル検出を行

った.

4.RNA抽出

Dongetal.(1991)の方法を改良して,リンゴ果実より全RNAを調製した.
5gの試料 を液体窒素中で磨砕後,40mlの緩衝液 (4.0Mguanidine
isothiodyanate,10mMEDTA,300mMTrispH7.5,1% 2-mercaptoethanol,
0.5% sodiumlatlrOylsarcosine)を加えた.室温で 10分間放置後,polyvinyl
pyrrolidone(1/10FW)を加え,氷上で2時間放置した.これを 4℃,8,000rpm
で 15分間遠心し,上澄みを濠過した.これに CsC12を加え,20℃,25,000rpm
で 24時間平衡密度勾配遠心した.沈殿物を滅菌水にとかし,フェノール/ク
ロロフォルム処理 した後,エタノール沈殿させたRNA分画を滅菌水にとかした.
5.ノーザン分析

全 RNA20〃gを RNA試料媛衝液 (1×MOPS,50% formamide,2.2M
formaldehyde,10mMEDTA)にとかし,65℃ 15分間変性させた後,氷上で急
冷させた.その中に,染色液 (0.01% BPB,0.025% XC,0.05mg/mlEtBr)を
加え,1.2%ゲル (1×MOPS,0.66Mformaldehyde,1.2% アガロース)で 40
V,2.5時間電気泳動を行った.泳動終了後,ゲルを 10×SSCで 20分間,2回
洗浄した後,20×SSCにより一晩ブロッティングを行い,変性 RNAをナイロン
メンブランフィルター (Hybond-N)上にブロッティングした.Uvで固定した後,

50% formamide,5×Denhardt'ssolution,0.5%SDS,5×SSPE,20〃g/mlsalmon
spermDNAを含む溶液中でプレハイブリダイゼーションを行い,32pでラベルし
たプローブDNAを加え,42℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った.その後,
メンブレンは 2×SSC/0.1% SDSで室温,5分を2回,0.2×SSC/0.1% SDSで
室温 10分,0.2×SSC/0.1% SDSで65℃,1時間洗浄した.
6.RT-PCR反応

TotalRNAIO〃gを20〃1の逆転写反応液 (50mMKCl,10mMTris-HClpH8･3,
5mMMgClZ,imMdNTPs,lFLMOligo(dT)primer,50unitsMuLVreverse
trans｡riptase;PERKINELMER,20unitsRNaselnhibitor;PERKINEL…ER)中
で,42℃,1時間-94℃,5分間反応させた後,氷上で急冷させて cDNAを合
成 した.この合成されたcDNAをさらに100〃1のPCR反応液 (50mMKCl,10mM
Tris-HClpH8.3,2.5mMMgC12,200〃MdNTPs,0.4〃Mprimers(ACS1-3'A),
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5unitsTaqpolymerase)中で,94℃,2分-45℃,1分-72℃,3分の反応を

30サイクル継続することにより,cDNAの増幅を行った.増幅した DNAはさら

に内側のプライマー (ACS1-3'B)を用いて PCR反応を行った.

7.PCR反応

ACSトA,ACS1-Bの両プローブはプラスミドpAP1-6を,ACS3プローブはリン

ゴ品種 旭̀'の葉から抽出した DNAをテンプレートとした pcRの増幅産物を利

用した.これらのDNAはpcR反応液 (10mMTris-HCl pH8.3,50mMKCl,12.5

mMMgC12,0.2mMdNTPs,0.5FLMprimers,2unitsAmpliTaqGoldT";PERXINELMER)

中で 94℃,1分反応させた後,94℃ 1分,55℃ 2分,72℃ 3分のサイクルを

40回行った.pcRとRT-PCRに用いたプライマーを下記に示す.尚,数値はACSl

に関するものは AccessionNo.U89156,ACS3に関するものは U73816に対応す

る番号であ

ACS1-AF

ACS1-AR

ACSl-BF

ACSトBR

ACS3-F

ACS3-R

ACSL3'AF

ACS1-3'AR

ACSll3'BF

ACS1-3'BR

結果

る.

5'TACCATGAGGTCCACAACAC3'

5'GGTGAGCACTAAGTGGTTGGG3'

5'GATGAAAGGTAGCCTGGTCTGA3'

5'TACACTAATCACATTGTATAGAATC3I

5'GACAAATAGAAAGAGACCTGAGGACG3'

5'ccATCGATTATACAAACTGATTGTG3'

5'TCCACAACACAAACGGGATTATTCA3'

5'AGGCTACCTTTCATCTACCGGGA3'

5'ATCTTCTCGAGTCATGGCTGGC3'

5'TTTCATCTACCGGGAATAGGACCGCGG3'

2302-2321

2813-2793

4056-4077

4513-4489

1086-1110

1573-1549

3312-3336

4070-4048

2489-2510

4062-4036

1.Md-ACSlおよびMd-ACS3に対する特異的なプローブの作製

pcRによりACS1-A,ACS1-B,ACS3の DNAプローブの調製を試みた.ACSlプ

ローブは Md-ACSlが挿入されているプラスミド (pAP116)を,また,ACS3プロ

ーブは品種 旭̀'の葉から抽出した全 DNAをテンプレートとした pcRによる増

幅産物を用いた.ACS3の PCR産物はプラスミドに挿入し,シークエンスするこ

とでMd-ACS3の一部であることを確かめた.また,Md-ACS2 (Rosanfieldetal.

1996)についてもプローブを作製するため,複数のプライマーを作製L pCRを

行ったが,いずれも目的の長さの産物が得 られず,プローブを得ることができ

なかった.

作製されたプローブはその特異性を調べるために,リンゴ品種 ふ̀ じ', ゴ̀

ールデンデリシャス', 印̀度'から抽出した全 DNAをEcoRIで切断し,上記の

プローブによるサザン解析を行った (図211).Md-ACSl5'末端側の他のMd-ACS

と比較的相同性の高いACS1-Aをプローブとした場合,Md-ACSlである 1.5kbの
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バンド以外にもシグナルが見られた.また,3'末端側の ACS1-Bをプローブと
した時は ふ̀じ'および ゴ̀ールデンデリシャス'で Md-ACSlの 2.1kbのバン

ドのみがみられた.なお, 印̀度'ではMd-ACSl以外のバンドがみられたので,

今回の発現解析実験では使用しなかった.

Md-ACS3では Md-ACSlおよび Md-ACS3に対し,比較的相同性の低い 3'末端

側をプローブとしてサザン解析を行った (図 212).その結果,Md-ACS3と考え
られるバンドに加え,弱いシグナルのバンドが検出された.しかし,ここで検

出されるバンドが Md-ACSl由来のものを含まないことから,このプローブが完

全なものではないが,Md-ACSl以外のプローブとして使用できると判断され,

ACS3プローブとして使用した.

2.Md-ACSlおよびMd-ACS3の発現解析

先ず,Md-ACSlの対立遺伝子間の発現の違いを検討した (図 213).Md-ACSl

には基本型の1-1型と5'隣接領域にSINEを有する1-2型に分類される.そこ
で,ト2/1-2のホモ型である ふ̀じ'と 1-1/1-2のヘテロ型である `ゴールデ

ンデリシャス'を用いてノーザン解析を行った. ゴ̀ールデンデリシャス'と

ふ̀ じ'の内部エチレン濃度 (IEC)は,それぞれ収穫直後では16/∠1/1,0.7
〃1/1であり,20℃,12日間静置後では298/∠1/1,57〃1/1という値を
示 した.そこで,収穫直後をプレクリマクテリック,12日間静置後をクリマク
テリックの果実とし,それぞれから RNAを抽出した.ACSlをプローブとした
場合,プレクリマクテリック果実では両品種ともシグナルが認められなかった.

一方,クリマクテリツク果実では ゴ̀ールデンデリシャス'では強い発現がみ

られたが, ふ̀ じ'では極微弱のシグナルが認められた.このメンブレンを用

いて ACS3をプローブとした場合,プレクリマクテリック果実においても両品
種でシグナルがみられ,さらに,クリマクテリックでその量が明瞭に上昇する

ことはなかった.このことから,ライブニング時に発現する ACS遺伝子族の
中で,ACS3が常時発現を示すのに対し,ACSl-1はクリマクテリック特異的に
発現することが判った.

次に, ふ̀じ'で得られたシグナルが実際に ACSl-2型由来のものであるかを

確かめるために RT-PCRを行った (図 4).図 4Aの矢印で示すプライマー
(ACS1-3'BFおよびACS1-3'BR)を使用した増幅産物をH)'ndⅢとxhoIで切断し
た場合,1-1型は 522bpとなるが,1-2型は 3'末端側に XhoI認識部位が存
在するため 447bpと 75bpに分断される.また,センスプライマーから H)'nd
Ⅲまでの長さはイントロンを含むゲノミックDNAでは1052bpであるのに対 し,
cDNAでは 745bpとなるので,得られた RT-PCRの産物が混入するゲノミック
DNA由来のものではないことが判定できる.図 4Bで示した通り, ゴ̀ールデン
デリシャス'では両遺伝子型を保有しているにもかかわらず,1-1型のみが,
一方の ふ̀じ'では1-2型のみが確認された.
これらの結果から,1-2型は 1-1型に比べ発現量が極端に少なく, ゴ̀ール
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デンデリシャス'のように発現が認められない場合もあることが判明した.

考察

リンゴ栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'にはライブニング時に発現するACSl

が 1対の対立遺伝子として存在する.そこで,これら両遺伝子 (Md-ACSl-1と

Md-ACSl-2)の転写について検討した.

RT-PCRの結果, ゴ̀ールデンデリシャス'では 1-1型の転写物が確認された
が,1-2型は検出されなかった.同様の結果は増幅プライマーの位置を変えた
RT-PCRでも得られた (Haradaetal.1998).Dongetal.(1991)およびLay-Yee
andKnighton(1997)は ゴ̀ールデンデリシャス'由来の Md-ACSIcDNAの塩
基配列を報告しているが,両者とも 1-1型であり,本章の結果と符合するもの
である.一方,Md-ACS上2をホモ型で有する栽培品種 ふ̀ じ'についても同様

の 良T-PCR解析を行ったところ,1-2型の転写物が確認された.しかし,ノーザ
ン解析によるこれらの転写量を調べてみると, ふ̀じ'の 1-2型は ゴ̀ールデ
ンデリシャス'に比べ,圧倒的に少量であった.以上のことから,ト2型遺伝

子はト1型に比べ発現が極端に低いことが明らかとなった.

Md-ACSl12にはプロモーター領域にMd-SINElが挿入されているが,その部位
が転写開始点から-781bpであること,挿入配列は162bpと短いことなどから,
この挿入の遺伝子発現レベル-の影響がどの程度であるか注目される.5'上流

領域にトランスポゾンが挿入されたACO(Blumeetal.1997)や ACS(Shinet
al.1998)が報告されているが,これらはトランスポゾン非挿入型との比較が
ないことから挿入-の影響は不明である.両対立遺伝子間には 5'上流域に塩

基置換が複数あることから,シス因子の 1塩基変異によって転写活性が異なる

ことも予想される.1-2型の転写能低下の原因を確かめるには ト2型からsINE
を除去 した際のプロモーター活性を測定する解析が必要となるだろう.

トマ トでは8つある ACSファミリーの中で 2つがライブニング時に発現して

いる (Lincolnetal.1993,Nakatsukaetal.1998).リンゴでは3つの ACS
がライブニング果実から単離されている (Rosenfieldetal.1996)が,これ
らの中で Md-ACSlのみノーザンハイブリダイゼーションによる転写解析が行わ

れている (Dongetal.1991).我々のノーザン解析の結果,Md-ACSlはDonget
al.(1991)の報告同様,ライブニング時特異的に発現し,Md-ACS3は構成的に
発現することが明らかとなった.しかし,Md-ACS2のプローブを得ることがで

きなかったため,この遺伝子の発現については検討しなかった.
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Ⅲ Md-ACSlの対立遺伝子型とリンゴ果実内エチレン濃度

の関係

リンゴ栽培品種 `ゴールデンデリシャス'のライブニング時に発現する ACC
合成酵素遺伝子 (ACSl)は基本遺伝子型である ト1型と,この 5'上流域にレ
トロポゾン Md-SINElが挿入した対立遺伝子 ト2型の両者がヘテロ型の状態で

存在する.この品種のクリマクテリック果実には ト1型の強い発現は認められ

るが,ト2型からの転写物は検出されない.また,1-2型ホモである ふ̀ じ'

では 1-2型の転写物が確認されるが,その転写量は低 く,同時にクリマクテ

リック時果実の内部エチレン量も少ない.以上のことから ト 2型遺伝子はプ

ロモーター領域の変異によって ACSlの転写活性が低下しているものと考えら
れた.

リンゴ果実のエチレン生成量は品種によってかなり異なることが知られてい

る (Chu1988,Gessmanetal.1993,毒松木ら 1997).一方,リンゴの栽培
品種は pcR法により Md-SINEl挿入の有無を診断することで, Md-ACSlの 1-
1型と 1-2型の各ホモ型および両者からなるヘテロ型の 3群に分類すること

ができる.そこで,Md-ACSlの遺伝子型とライブニング時の果実内エチレン量
との関係について検討するため,熟期が異なる 30種以上の栽培品種を対照に
果実内エチレン量を計測した.また,ACSlのヘテロ型同士, 王̀林'× グ̀ラ
ニースミス'の交雑実生群から得られた果実についても同様の検討を進めた.

材料および方法

1.実験材料

弘前大学農学部附属藤崎農場および青森県りんご試験場で栽植されているリ

ンゴ栽培種を材料として使用した.また, 王̀林'× グ̀ラニースミス'の Fl個
体は外観,食味,日持ち性等の優れた晩生優良品種の育種事業の一環として,

農林水産省果樹試験場 りんご支場 (盛岡)にて 1989年に交配された実生個体
群を使用 した.これらの個体から適期収穫された果実は 20℃ 暗所に 12日間

静置することで,クリマクテリック段階へと誘導し,エチレン測定の材料とし

た.以上の調査は 1998年に行った.一万,1997年の栽培種でのエチレン量
測定には適期収穫果実を直ちに 4℃ の大型貯蔵庫に保管したものを材料とした.
1997年 12月8日に全品種を一斉に出庫し20℃,12日間静置後,エチレン量
を測定した.

2.果実内エチレン量の測定
クリマクテリック果実の内部エチレン濃度の測定は果実の陽光面とその反対

側より果肉の一部を包丁で切り取り (約 30g),このブロックをデシケーター
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内の充分に脱気された蒸留水中に沈め,逆さにしたガラス製のロートを用いて

減圧下で回収された果肉内のガスを注射器で 1ml採取し,これをサンプルと
した.測定は FII)-ガスクロマ トグラフィー (島津 GC-8A),直径 3mm,長さ 2

mの活性アルミナカラムにて行った.各品種ごと 5個の果実を使用し,その平
均を測定値とした.

3.Md-ACSlの対立遺伝子型の判定

各個体の成業から全 DNAを抽出し (Varadarajametal.1992),これをテ
ンプレートとして PCRを行った.用いたプライマーは下記に示した.

ACS1-F 5'AGAGAGATGCCAm TTGTTCGTAC3' 861-887

ACSLR 5'CcTACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT3' 1379-1350

数値は AccessionNo.U89156の塩基配列番号に対応する.反応液の電気泳動

像より,増幅産物のサイズの違いから1-1型,1-2型を判定し,各個体のACSl

の遺伝子型を決定した.

結果

1.ACSl遺伝子型の分類

Md-ACSl-1の転写開始点より上流 781bp (この部位に Md-ACSl12では Md-

sINElが挿入されている)の前後に設定したプライマー (ACS1-F,ACS1-氏)を

用いた pcR実験により,リンゴ栽培品種および野生種の ACSlの遺伝子型を

判定した.検定した材料の総てにおいて,基本型 (1-1型)とsINE挿入型 (1-2

型)に対応する 489bpと 655bpの PCR産物のどちらか一方,もしくは両者

が得られた (図 3-2).これらの結果から,供試材料は 1-1ホモ型,1-1/1-2ヘ

テロ型,1-2ホモ型の 3つに分類された.調査した 11種の野生種では 8種

が 1-1ホモ,3種が 1-1/1-2ヘテロ型であった.

2.リンゴ栽培品種の果実内エチレン量
ACSlの遺伝子型と果実内エチレン量の関係を明らかにする目的でライブニ

ング果実内のエチレン量を測定した.熟期が異なる (7月中旬から11月上旬ま
で)栽培品種をそれぞれの適期に収穫 し,さらにクリマクテリック段階-と到

達させるために20℃,12日間静置した後に,1品種につき5個の果実について

エチレン量を測定した.その平均値を示 したのが図 3-3である.また,ここ

で得られたデータの一部を 1997年の測定値と対比させ,その相関を表したも

のが図 3-4である.両年の測定値には高い正の相関 (r=0.76)が得られたこ

とから,各品種間の内部エチレン量の高低は遺伝的要因によるものと判断され

た.さらに,両図から判断されるように,ACSlの 1-2型をホモ型で有する品種

は 1-1型を有する遺伝子型のそれらに比べ,明らかにエチレン量が低いことが
判明した.
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3.Fl個体による解析

王̀林'× グ̀ラニースミス'の Fl個体群を用いてエチレン量の測定を行っ
た.pcRで遺伝子型が判定された 16個体中,13個体より果実が収穫された.

図3-5は Fl個体から得られた果実ごとの測定値をプロットしたものである.1-2

型と判定された個体の果実は明らかにエチレン量が少なかった.また,ヘテロ

型の個体からの果実は ト1ホモ型に比べてエチレン量が少ない傾向が認めら

れた.以上のことから,Fl個体群においても 1-2型 のリンゴは 1-1型を有す
る個体に比べエチレン量が少ないことが明らかになった.

考察

エチレ㌢生合成系の ACC合成酵素遺伝子 (Md-ACSl)は対立遺伝子が存在し,
その ACSl-2はプロモーター領域に Md-SINElが挿入したことによって,転写
量が低下した変異遺伝子であるものと考えられた.さらに, ACSl12の変異遺
伝子は転写量だけではなく,エチレン量にも影響することが明らかとなった.

しかし, ゴ̀ールデンデリシャス'や ふ̀じ'による 1-2型の転写量の低下は

sINEの挿入が原因であるとは断定されない.1-2型の 5'隣接領域にはsINE挿

入以外にも基本の 1-1型と異なる箇所がある.仮にそれが発現転写調節のシ

ス因子に関与するボックス内の塩基置換であったとすれば,そのことが転写能

に大きな影響を与えることになる.ACSl-2の転写量低下の原因が SINE挿入
の結果であることを証明するためには,詳細なプロモーター解析が必要となろ

う.
果実内エチレン量の測定はリンゴの栽培品種とFl個体群を対照とした.リン

ゴは他殖性であるため様々な遺伝子の変異が蓄積 している.そこで, 王̀林'

× グ̀ラニースミス'の Fl個体群を用い,他の遺伝的背景を少なくした実験材
料を用いた.この結果においても,1-2ホモ型では明らかにエチレン量が低い

という結論が得られた (図 3-6).さらに,1-1/1-2へテロが 上1ホモに比べ

エチレン量が低い傾向を示 したことから,ACSlの発現は半優性であるものと
推測された.

トマ トでは 8つの ACS遺伝子の内,2つ (LEIACS2,LE-ACS4)がライブニ
ングに関与している (Oetikereta1.1997).リンゴの場合,ACSl,ACS2,ACS3
の cDNAが果実から単離されている (Lay-YeeandXnigthon1996,Rosenfield

etal.1997). RNAゲ)I,プロット解析から,ACSlはライブニング果実に特異
的に発現 しているのに対 し,ACS3は構成的であることが示された.ACS2を含
め末単離の ACS遺伝子の存在も予想されることから,各 ACSのライブニング
時のエチレン生成-の寄与率を明らかにするには発現解析を慎重に行う必要が

あろう.しかし,ACSlの遺伝子型の違いのみでエチレン量に大きな差が認め
られたことは,ACSlの産物がクリマクテl)ック果実のエチレン生成における
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主要な酵素はであることを示している.

トマ トでは ACSや ACO(ACC酸化酵素)のアンチセンス RNAを発現させる
ことで,果実の日持ち性を大幅に高めた (°elleretal.1991).リンゴにお
いてもエチレン生成量が抑えらると,日持ち性 (貯蔵性)が高くなると予想さ

れる.実際,1-2型と判定されたものは ふ̀ じ'をはじめとして,一般に貯蔵

性が良いとされている品種である (佐藤 1999).さらに,図3-3ではACSl-2型
が ト1に比べ,晩生の品種に多い傾向がみられる.エチレンの生成量を抑制す
ることでライブニングが遅れ,収穫適期が後退することも考えられることから,

ACS遺伝子は貯蔵性だけではなく,収穫時期にも影響している可能性がある.
遺伝子型を分類したとき (表 1),野生種では 1-1ホモ型が最も多く,ト1/1-2
へテロ型は 3種でのみ認められ,1-2ホモ型が存在しなかった.このことは,

リンゴ野生種では栽培種に比べ全体的に 112ホモ型が少ないといえる.ACSlの
変異体は貯蔵性には有効であるが,ライブニングがゆっくり進行するために,

香 りが少なく,また成熟が遅れることから,野生種そのものにとっては,なん

ら有益な形質ではなかった可能性もある.一方,近年の育成品種の中には, さ̀

んさ'や 青̀り9号'など 1-2ホモ型が多く,ト2ホモ型が育種で優先的に選

抜されてきたことを意味する.このことは逆に,ACSl遺伝子を T)NAマーカー
とすることで,貯蔵性の `良し悪し'を選抜できることも意味する.リンゴは

交配してから結実するまで数年を要することから,果実形質 (果皮色,食味,

貯蔵性など)の調査には膨大な時間と圃場スペースを必要とした.DNAマーカ
ーによる貯蔵性診断は実生の段階で可能であることから,今後のリンゴ育種に

おける有効な選抜手段となろう.
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Ⅲ リンゴ各組織におけるACSの発現解析および新たに単離
されたMd-ACS5A,Md-ACS5Bの解析

エチレンは植物のさまざまな成長を調節するホルモンであり,また,傷害や

オーキシンなどの処理により,その生成量が一過的に増加する.さらに果実の

追熟 (ライブニング)を促進する作用は古 くより知られている現象である.エ

チレン生成系の律速酵素は 1-アミノシクロプロパン-1-カルボン酸合成酵素

(ACS)であること,また,その遺伝子はファミリーを構成し各遺伝子が機能を
分担していることが判ってきた.リンゴでは,これまで 3種類の ACS遺伝子
(ACSl,ACS2,ACS3)がいずれもライブニング時の果実から cDNAとして単離さ
れ,他の 1種類 (ACS4)は培養シュートで IAAにより誘導されることがわかっ
ているが,その他についての発現はほとんど報告がない.リンゴ果実では ACS3
がクライマクテリックの前後で比較的構成的に発現するのに対し,ACSlはクラ
イマクテリック時に強く発現することを報告した.本章では ACSlおよび ACS3
の両 ACS遺伝子が果実以外の組織でどのように発現するのかを調べた.また,
傷害によるエチレン生成にはこれらの遺伝子が関与しなかったため,ACS遺伝
子の degenerateprimerを用いて新たなACS遺伝子 (Md-ACSSA,Md-ACS5B)を
単離し,その発現パターンの解析も行った.

材料及び方法

1.実験材料及びエチレン測定

リンゴ栽培品種 王̀林'の培養シュートを用いた.シュートは継代培地 (MS
培地,3%sucrose,0.7mg/16-benzylaminopurine,100mg/1inositol,0.8%
agarpH5.8)で培養した.約3週間後のシュートを試験管に入れ,2mlのbuffer
(5mMMES,0.55Mマンニ トール pH5.8)を加え,シリコン栓で密封し 25℃
にて静置させた.2時間ごとに注射器で 1mlを採種 し,ガスクロマ トグラフィ
ーでエチレン生成量 (nl/g/hr)を測定した.

2.5'RACE

前章と同様の方法で,エリシター処理した成業からRNAを抽出し,1〃g相当
の TotalRNA15〃1を 70℃,10分間熟変性し氷上で急冷した後,全量 20〃1
の逆転写反応液 (50mMTris-HClpH8.3,6mMMgC12,40mMKCl,1mMDTT,

1/JMreverseprimer,1mMdNTP,50unitsMuLVreversetranscriptase;PERKIN
EL…ER)中で,42℃,1時間反応させて cDNAを合成した後,70℃,15分で反応

を停止した.この合成された cDNAに60units/〃1のRNaseH(TaKaRa)を1〃
1加 えて RNA-DNAハイブリットの RNA鎖 を分解 した後,QIAGENの PCR

purificationKitでDNAを精製した.これを25/∠1のTdT反応液 (0.1Mカコ
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ジル酸ナトリウム,0.1mMDTT,2mMMnC12,0.4mMdCTP,13unitsTerminal
DeoxynucleotidylTransferase;TaKaRa)中で 37℃,15分-65℃,10分反応

させ cDNAの 5'末端にCを付加させた.この反応液 5〃1を全量 50〃1の PCR
反応液 (10mMTris-HClpH8.3,50mMXCl,1.5mMMgC12,0.2mMdNTP,0.4
FLMOligo-dGprimer,0･4mMreverseprimer,2･5unitsAmpliTaqGoldT";PERKIN
ELMER)中で PCR反応を行った.増幅した DNAはさらに内側のプライマーを用
いて PCR反応を行った.

3.TAクローニング

増幅したpcR産物はpCRPurificationKit(QIAGEN)を用いて精製した後,
TAクローニングを行った.TAベクターは pBluescriptⅡKS十を EcoRVで切断
した後,フェノール/クロロフォルム処理し,その上層をエタノール沈殿 した.

これを49〃1の反応液 (10mMTris-HClpH8･3,50mMXCl,1･5mMMgC12,1mM
dTTP,2.5unitsAmpliTaqGoldT";PERXINELMER)中で 75℃,2時間反応さ
せてベクターに Tを付けた.pcR産物と,ベクターは DNALigationXitⅡ
(TaXaRa)を用いて 16oC,一晩ライゲ-ション反応を行った後,コロニー トラ
ンスフォーメーション法によって形質転換 した.形質転換させた大腸菌は soc
液体培地 (2% パクトトリプトン,0.5% パクトイース トエキス トラクト,10mM

NaCl,2.5mMXCl,10mMMgC12,10mMMgSO｡,20mMグルコース)で 37℃,
1時間振盗培養を行った後,アンピシリン (終濃度 50/∠g/ml),X-Gal(終濃
度 200FLg/ml),IPTG(終濃度 200FLg/ml)を LB上層寒天培地 (1.00/.パクト
トリプトン,0.5% パクトイース トエキス トラクト,1.0%NaCl,0.8% 寒天)
上で 37℃一晩培養 し,コロニーを形成させ,この内,白色コロニーを組換え
体として選抜 した.

4.プラスミドDNA調製

目的のプラスミドの入った大腸菌を LB液体培地 (終濃度 50〃g/mlアンピ
シリン)中で 37℃一晩振盗培養した.8,000rpmで 5分間遠心 し,集菌した
級,上清を捨て沈殿を TEG(25mMTris-HClpH8.0,10mMEDTA,50mMグ
ルコース)で懸濁し,リゾチームITEG(long/mlリゾチーム)を加えて撹拝
した.アルカリ SDS溶液 (0.2NNaOH,10/OSDS)を加え 3M酢酸ナ トリウム bH
4.5)を加え 10,000rpm10分間遠心した.上清を回収し等量のイソプロパノ
ールを加えて, -20℃に 20分間放置後,15,000rpmで 10分間遠心し,プラ
スミドDNAを沈殿させた.沈殿物を TEbuffer(10mMTris-HClpH8.0,1mM
EDTA)に溶解 し,RNase(0.1mg/ml)で 37℃ 30分間 RNAを分解 した後,フ
ェノール/クロロフォルム処理 して,上層を回収し,エタノール沈殿させ,DNA
をTEbufferに洛解 した.

5.シークエンス反応
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プラスミド DNAは,SequiThermTMcycleSequencingKit-LC (forLトCOR

sequencing) (EpicenterTechnologies)を用いてシークエンス反応させた.

シークエンス反応物を DNAsequencerModel4000L (LI-COR)によって読みと

った後,BaseImageIRSoftwareVersion2.10(LトCOR)を用いて解析 を行
った.

6.サザン解析,ノーザン解析及びRT-PCR

サザン解析,ノーザン解析及び RTIPCRは第 2章と同様に行った.ACS5のプ
ローブはエリシター処理した成葉から抽出した RNAを RTIPCRL,それをクロ

ーニングしたACS5AのプラスミドをpcRしたものを用いた.この PCRで用いた
プライマーと RT-PCRに用いた degenerate

図4-3のACS5ノ=こ対応する番号である.
degenerateF 5'TTYCARGAYTAYCAYGG3'

degenerateR 5'ACNARNCCRAARCTNGACAT3'
ACS5F 5'ACATCGAATGCAACCGCAACCTTA3'

ACS5R 5'TCTAAGTGGCTCGAACAAGAGG3'

primerを下記に示す.尚,数値は

79-95

737-718

592-616

1276-1255

結果

1.ACS遺伝子の各組織での発現

ACSlおよびACS3の両 ACS遺伝子が果実以外の組織でどのように発現するの
かを調べた.まず,リンゴの各組織よりRNAを抽出し,ノーザン解析を行った (図

4-1).すなわち,クライマクテリック時の果実,開花後約 70日目の健全葉,

種子発芽時の幼根,継代培養のシュートの茎,このシュー トの葉,結実後約 1

ケ月後の離層形成が認められた果柄をそれぞれ,果実,成葉,梶,茎,幼葉,

離層として解析を行った.その結果,ACSlは果実のみで発現が認められ,その
他の組織ではシグナルが得られなかった.一方,ACS3をプローブとしたとき,
成葉,幼葉で最も高く,茎での発現も高かったが,果実,梶,離層では低い発

現しかみられなかった.

次に,成業をみじん切りにしたものを傷害処理,細胞壁分解酵素溶液 (セル

ラーゼオノズカRS,マセロザイム R-10,ペクトリアーゼ Y-23の混合液)に葉

身を浸したものをエリシター処理として,成業でのエチレン生合成系の誘導を

行った.これらの処理によるエチレン生成量を図 4-2に示した.それぞれ,エ

リシター処理で 6時間後,傷害処理で 4時間後に 205 nl/g/hr,83 nl/g/hr

という最大値を示し,その後減少した.これらの各処理組織からRNAを抽出し,

ACSl及び ACS3の発現を検討したところ,両遺伝子の発現は,対照区と大きな
差がなかった.

2.ACS5A,ACS5Bの単離
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傷害やエリシターによる誘導時のエチレン生成には他の ACS遺伝子の関与が

示唆されたため,ACS遺伝子に共通なdegenerateprimerを用いてRT-PCRを行

い,それをクローニングした.エリシター処理のサンプルから 5クローン,離
層のサンプルから 3クローンの塩基配列を決定したところ,今までに報告され

ている ACS遺伝子とは異なる新たな ACSが 2種類確認された.さらに 3'RACE

と 5'RACEを行い,ほぼ全長の塩基配列を決定した (図 4-3).この 2つは塩基

配列全体では 85.9%,開始コドンから終止コドンまでは 93.3%,アミノ酸配

列では 94.30/Oと非常に高い相同性を示したことから,それぞれを Md-ACS5A,
Md-ACS5Bとした.

これらのアミノ酸配列と既存のリンゴ ACSのアミノ酸を比較したのが図 4-4

である.ACS5Aアミノ酸配列は ACSl,ACS2,ACS3のアミノ酸配列とそれぞれ

55.5%,74.5%,57.8%,ACS5Bは54.9%,75.3%,58.1%の相同性があった.

また,この 2つにはACSで保存されているアミノ酸や ACSの補酵素であるPLP

byridoxal-5-phosphate)の結合部位が保存されていた.

3.ACS5のサザン解析

ACS5A,ACS5Bの共通領域をプローブとしてサザン解析を行った (図 4-5).

図4-5Aは ゴ̀ールデンデリシャス'のゲノミックDNAをsspI,EcoRI,Hl'nd
Ⅲで切断した.その結果,sspIで2.25kbと1.4kbの2本,EcoRIで 3.1kbと
1.8kbの 2本,Hl'ndIIIで 4.6kbの 1本のバンドが検出された.用いたプローブ

上にはこれらの制限酵素認識部位は存在しない.また,sspI認識部位は ACS5A

のプローブの外側の 3'末端側に存在するが,ACS5Bには存在しなく,結果とし

て SspI消化物での2本のバンドはACS5AとACS5Bであることが示された.
図 4-5Bはリンゴ7品種から抽出した DNAのEcoRI切断によるサザン解析の
結果であるが,いずれの品種においても共通する 2本のバンドが観察され,品

種間での多型が見られなかった.

4.ACS5の発現解析

サザン解析に用いた ACS5のプローブで各組織及び各誘導条件下におけるノ

ーザン解析を行った (図411).成業や幼葉においては微量な発現が見られたが,

果実や根,茎,離層ではほとんどシグナルが得られなかった.一方,成案を用

いたエリシターおよび傷害処理では発現量が増加していることが確認できた.

このことから,ACS5は傷害誘導型のACSと考えられ,また,果実では発現して

いないことが判った.

考察

リンゴ果肉以外の組織での ACS遺伝子の発現について調査 した.先ず,ト2

型 ACSlが果実以外の組織におけるエチレン生成に影響を及ぼす可能性につい

て調査することを目的とした. トマトではライブニングに発現する遺伝子が 2
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つ (LE-ACS2と LE-ACS4)存在する (Lincolnetal.1993,Nakatsukaetal.

1998)が,その内の 1つ,I.E-ACS2はライブニング以外でも発現が認められて

いる (Spanuetal.1993,0etikeretal.1997,Shiuetal.1998).しか
し,本章の結果は少なくとも調査 した組織および誘導条件下では ACSlの発現

が認められないことが明らかになった.

調査 した各組織の中で,一般にエチレン生成が確認されている組織は果肉と

離層組織だけである.離層とは葉,花,果実が茎から脱離する場合,それらの

器官の基部に形成される特殊な細胞層であり,この形成にはエチレンが関与す

ることが知られている (近藤 ら 1995,Clarketal.1997,McManusetal.1998)
リンゴでは落花後 3-6週間は早期落果 (ジューンドロップ)という生理落果が

起 きやす く,この時期の果柄には離層形成が見 られる.早期落果は デ̀リシャ

ス'系品種, っ̀がる', 紅̀玉'で発生が多 く,1-2ホモ型である ふ̀ じ'や `国

光'では少ない (岡本 1996).そのため,離層形成における ACSlの関与が予

想されたが,この組織から抽出した RNAからは ACSlの転写が認められなかっ
た.

また,傷害やエリシターによるエチレン発生誘導時に関しても調査 した. ト

マ トでは果実 に傷害 を与えると LE-ACS2お よび LE-ACS4の発現が高 まる
(Lincolnetal.1993).また,懸濁培養細胞へのエ リシター処理は LE-ACS2

の発現 を高める (Spanuetal.1993,0etikeretal.1997).しか し,リン

ゴ成業-のこれらの処理は一過性のエチレン生成を誘導するにも関わらず,

Md-ACSlの発現が認められなかった.

以上の結果は ACSlがライブニング果実においてのみ特異的に発現 している

ことを示唆する.リンゴ品種では ACSlの変異遺伝子型 (1-2型)をホモ型でも

っている品種が存在することか ら,もし ACSlが果実以外の組織においても発

現され生理的に機能しているとすれば,1-2ホモ型品種の生育において何 らか

の障害が起こる可能性がある.トマ トのエチレンレセプターの変異体 Nr(Never

ripe)は果実のライブニングが進行 しないと同時に,離層形成や老化現象など

への多面発現が生ずる (Lanahanetal.1994).しか し,Md-ACSlの発現がラ

イブニング果実特異的であることから,1-2ホモ型の個体においても生育が正

常に進行 し,育成途上で淘汰の対象とならなかったのかもしれない.

一方,ACS3は成業ではかなりの発現が認められたが,それに比べ,根や離層,

果肉では発現が低かった.成葉における ACS3の高い発現の生理的な意義につ

いて興味がもたれる.

新たに単離された遺伝子 ACS5AとACS5Bは相同性が高いことから,対立遺伝

子であることも予想された.しかし,3'非翻訳領域の相同性が低い (56.3%)こ

と,品種間でRFLP多型が見 られなかったことから,ACS5AとACS5Bは別の遺伝
子である可能性が高い.また,これらは傷害 とエリシターで発現が誘導される

ことが明らかとなった.傷害とエリシターの直接的な関係については報告され

ていないが,傷害により細胞壁が分解 され,これがシグナルとなる可能性 も示

-16-



唆されており (Bowles1997),ここではとりあえず,まとめて傷害誘導型とし
た.本章でのノーザン解析においては両遺伝子の相同領域をプローブとしたの

で, ACS5AとACS5Bの転写物の識別はできない.しかし,RACEや degenerate

primerを用いた RT-PCR解析では両遺伝子がほぼ同じ割合でクローニングされ
たことから,遺伝子間にはエリシター誘導時の発現量に大きな差はないと予想

された.
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おわりに

クリマクテリック果実におけるライブニング時のエチレン生成は 2段階の調

節を受けていることが古 くから知られている (McMurechieetal.1972).先ず,

基本となる低レベルのエチレンが生成されるシステム1と呼ばれる状態があり,

これはクリマクテリック段階に入っても継続する.一方,クリマクテリックに

おいては自己触媒的に活発なエチレン生成が行なわれるシステム 2の新たな機

構が作動する.システム 1からシステム 2への移行には何らかのライブニング

に関連するシグナルの存在が考えられているが,この分化制御機構の詳細は解

明されていない. トマ トでは rJ'n(rJ'penJ'ngJ'nhjb1-tor)や noI-(nonrJ'penJ'ng)と呼

ばれる遺伝子座の関与が示唆されている (Yenetal.1995,Giovannonietal.

1995).また,Nakatsukaetal.(1998)はトマ トの果実において,システム 2で

はACS(LEIACS2,LE-ACS4),ACO(LEIACOl,LEIACO4),エチレンレセプタ

ー (NR)の発現が上昇することから,これらの positivefeedback機構を明らか

にし, NRの発現がシステム 1からシステム 2への移行をコントロールしてい

る可能性を考察している.リンゴにおいても Md-ACSlの発現がエチレンによ

って同様にpositiveに制御されている可能性があり,興味がもたれる.

リンゴの野生種の一部に Md-ACSll2変異連伝子型が正常型とのヘテロ型の

状態で存在していた.現代リンゴの基本となった野生種が定かではないことか

ら断定はできないが,野生リンゴにおいて存在していた Md-ACSl-2変異遺伝

子が現代リンゴの成立当初に持ち込まれていたものと推察される.また,本研

究において調査 した野生種には変異遺伝子のホモ型が存在しなかった.ライブ

ニングがゆっくりと進行してしまう野生種では熟期が後退することが予想され,

ホモ型は自然淘汰の対照となったかも知れない.しかし,リンゴ栽培種の中に

は極早生品種にも 1-2ホモ型が存在することから,Md-ACSl-2が直接,果実

の熟期に影響を及ぼすとは考えられない.

トマ トにおける ACS(°elleretal.1991)や ACC酸化酵素 (Hamiltonetal.

1990)のアンチセンス遺伝子による形質転換体が,果実のエチレン生合成を抑

制し日持ち性を向上させる手段として有効であることが実証されて以莱,リン

ゴにおいてもこれらの形質転換体の作出が各国で進められている (Zamaniand

Godwin1998).しかしながら,ライブニング時のエチレン生成を大幅に抑制す

る遺伝的特性が,既に Md-ACSl-2ホモ型の品種では備わっていることが本研

究から判明した.調査された83種のりんご栽培品種および系統の中で 18種が

ホモ型と確認されている (未発表).この中には,本研究においても使用した ふ̀

じ'が存在する.この品種の特性は食味が良好な上に貯蔵性が高いことである.

また,晩生品種であることからcA貯蔵は7月まで可能であるとされている (山

田 1984).1939年に交配育成,1962年 ふ̀じ'と命名されて以来､急速にそ

の栽培面積が拡大し,現在では全国生産量の約半数を占めている.さらに,ア

ジアや欧米諸国においても栽培化が進み,最近では果実の逆輸入が行なわれよ
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うとしている.また,次期の主要品種として普及が期待される青森県りんご試

験場の新品種 青̀ り 9号'や農林水産省果樹試による育成品種 さ̀んさ'も共

に 1-2型であった.一方,i-2ホモ型品種群のエチレン生成量にも品種差があ

るものと判断された.例えば 恵̀'は ふ̀じ'などに比べるとさらに一桁低い

エチレン量を示 した.ACSl12型に加えて更なる変異の分子機構が存在する可

能性がある.しかしながら,エチレン生成を極度に低下させることは果実から

の甘味や芳香物の過度な減少をもたらし,本来の良好な食味特性を失うことも

予想される.さらに,リンゴの貯蔵力には内部褐変などのいわゆる貯蔵障害に

対する抵抗性も関与することから,Md-ACSlの遺伝子型のみで貯蔵性が総て解

決されるものではないだろう.しかし,Md-ACSl-2ホモ型が日持ち性の大幅な

向上を生み出した必要条件であったものと考えらる.

リンゴの育種は長年月と広大な圃場を必要とし多大な費用と人力が費やされ

てきた.そこで,交雑実生の幼苗段階での DNA マーカーによる選抜は大幅な

育種の効率化をもたらすことになろう.リンゴにおいては既に病害抵抗性や果

皮色の DNA マーカーが設定されてきた.本研究で明らかにされたライブニン

グ果実内エチレン量制御遺伝子型の遺伝子診断は極めて優良な DNA マーカー

を提供することになる.本研究の成果が世界各地のリンゴの育種において大い

に活用されることを期待する.
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A 1 2 3

B 1 2 3図 211Md-ACSlの異なる領域をプローブと

したDNAゲルプロット解析.A.ACSIAプローブ,B.ACSIBプロ

ーブ. 1. ふ̀じ'(1-2/1-2),2.̀ゴールデンデリシャス'(1-1/1-

2),3.̀印度'(111/1-1).制限酵素は

EcoRIを使用.1 2 3図2-2 Md-A

CS3のDNAゲルプロット解析.1. ふ̀じ',2.`

ゴールデンデリシャス',3.印̀度'.制限



ACSl

ゴールデンデリシャス ふじ

1 2 1 2

轟 一端･; 鴇 4 霜 害試 毎 簸

ACS3 ∴･'鰍 簡 '-

図 2-3リン



A

B M 1 2

3図2-4RT-PCRによるMd-ACSl転写物の1-1型,1-2型の判定

.A.Md-ACSlの構造.H.･HJ-ndⅢ,X:XhoI.B.PCR産物のHL'ndⅢ,XhoI

消化物の電気泳動パターン.レーンM･.≠X174HaeⅢ,1, ゴ̀ールデンデ )

シャス'ゲノミックDNA,2; ゴ̀ールデリシャス' CDNA.3; ふ̀じ' CDNA.



表 311 リンゴ野生種の ACSl遺伝子型

ACSl遺伝子型 種 名

1-1/1-1

i-i/i-2

M'.baccata

M.tlorentl'na

M.tlorL'bunda

M.hupehens1-s

M.sargent1-1-
M.sJ'ebold)')I

M.spectab)'h's
M.PumL'1a

M.prunJ'foh'a

M.tor)ngoL'des

M.yunnanesL'S

*Ma/us
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表 3-2 リンゴ栽培種のACSl遺伝子型

遺伝子型 品種番号● 品種名

1-1/1-1

ト 1/1-2

1-2/1-2

1AmericanSummerPearmain

2Bancroft

3FuJin

4 Indo

5Jerseymac

6Julyred

7Mclntosh

8 Puritan

9Viking

10 VistaBella

llBeacon

12GoldenDelicious

13GoldenMelon

14GrannySmitth

15Jonagold

16Jonathan

17Mikilife

18Mutsu

190rin

20Raritan

21StarkingDelicous

22Tangie1-

23Tsugaru

24Toko

25Akane

26Discovery

27Fuji

28Himekami

29 Himekomachi

30Iwakami

31Kaori

32Megumi

33Narihoko

34Sansa

35RalusJanet

●図 3-3-3-4の品種番号を表す.
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果肉 成業 根 茎 幼棄 離層

C E C

WACSlACSI

ACS3 鰍 .軸 線

.ACS

5 ･増醸頼､rRNA図4-1ACSL,ACS3,ACS5の
RNAゲルプロット解析.C.コントロール,E.エリシター処理6時間

後,W.
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(A)

1TAGAGAT(TAGCT((T(TATT(T(CATAGA(TTTGATAGACT((TCA(AG(ATTG(AGGG
II ?I

61AT.TTTT(AGGLGTTTAAAAAATGGGGTTTA(TTTGAGCAA(CAACAG(AACTGTTGTCTA

1 M ら F T L i N Q-Q Q L L i

IZIAGATAGCAACAAGCAATGGCCACGGCGAAAACTCTCCATACTTTGATGGCTGGAAGGCTT
14K I A T ～ N G H ら E N ～ P Y ド D G W K A

181ATGA(AGTGAT(CTTT(A(CC(A(CAAGAA(CCTAATGGGGTTAT((AGATGGGTCTTG
34Y D i D P F H P I K N P N ら V I Q M ら L

241CAGAAAATGAAATGTGTTTTGAm GATCCAAGAGTGGGTTCTGAACAATCCAGAAGCCT
54A E N E M C F D L I Q E ～ V L N N P E A

301cCATTTGCACAG(AGCAGGAGTAAATGAATTCAAGGACATAGC(AT(TT(AGGATTAT(
74S I ( T A A G V N E F K D I A I ド q D Y

361ATGGATTGCCAGTATTCAGAAATGCTGTTGCAAACTTTATGGGAAAAGTGAGAGGAAATC
94日 G L P V ド R N A V A N ド M ら K V R G N

421GTGTCA(AT｢(GACGC(GA(CGGATrG… TGAGCGGAGGAG(TA((GGAGCTCATGAGA
1.14R V T ド D A D R I V M S ら G A T ら A H ど

481(GATCGCr111I6(TGG(TGAT((TGGGGATG(Am (TGGTGCCTGTC(TATTAT(
134T I A F ( L A D P ら D A F L V P V P Y Y

S4lCAGGTIT GA((GAGATTTGGGGTGGCGAACGGGAGTGCAACTGATGC(AGTTGCCTGTG
154P G ド D R D L G 押 R T G V q L M P V A (

601A(AG(T(⊂AACAATTTCAAAGTCA((AGAGCAGCTTTGGAAG(TG(ETATGAGAAGG(T(
17･1D ～ S N N F K V T R A A L E A A Y E K A

661AGAAGGCAAACATCAGAGTAAAGGGCTTGCTCATTACCAACCCCTCAAATCCGTTGGGCA
194q K A N I R V K ら L L I T N P ～ N P L ら

721CTGTCCTTGA(AGAGACACCCT(AGAAGTCTAGTGACATT(AT(AA(GんIAAGAAAATC(
214T V L 0 R D T L R i L V T F I N E K K I

781ACCTAGTGTGCGATGAAATCTACGCTGCCACCGTGTTCAGCCAGCCAAGTTTCATAAGCA
z3LIH L V ( D E I Y A A Iv F ～ Q P ～ F I ～

841TAGCCGAGATCATAGAGGAAAACATCGAATGCAACCGCAACm ATTCACATTGTGTACA
Z54I A E I I E E N I E ( N R N L I H I V Y

901GT(TTT(TAAGGACATGGGGTT((〔TGG- (AGAGTTGGCATTGTATATT(CTA(AATG
274S L ～ K D H G ド P G ド R V G I .V Y ～ Y N

%lATGATGTCG¶山口GTGCGCGA仙GATGT(仙GTm GGATGGm (GA(AC… CT(
294D D V V N ( A R K M ～ ～ F G L V ～ T Q T

lO21AG(AT(TGATTGCATCAATGTTGTCAGACAATGAATTTGTCGAGAGGm ATAG⊂ACAAA

314Q H L I A ～ M L ～ D N E F V E R F I A Q
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1081GTG(TAAAAGG(TAAAAG(AAGGCACATGCG(TT(A(AATGGAGCTTGAT(AAGT(GG(A
334S A K R L K A R H M R F T M E L D Q V G

1141CAAGCTGCTTGAATAGCAATGGTGGTCTTTTCGTATGGATGGACTTGCGTAGGCTGCTCA
354T S ( L N ～ N ら G L F V ～ H D L R R L L

lZelAGGAGCAGACGTTCGAAGCTGAGATGGTGTTGTGGCACACGATAATCCATGAAGTTAAGC
374K E Q T F E A E ～ V L W H T I I H E V K

1261TCAATGTGTCACCAGGTTCGTCGTITCATTGCCCCGAGCCAGGTTGGTTCAGAGTTTGCT
394 L N V ～ P G ～ ～ F H (PEpG ～ F R V (

1321TTGCCAACATGGATGACAAGACCATGGAAATTGCTITGACACGAATCCGAAACTITGTGG
414 F A N M D D K T M E'I A L T R I R N ド V

1381CTCAATACAAGGAGCCAAITGCACCGAGGAAGAACAACAGGTACTGGCAAAGCAACCTGA

43/.A Q Y K E P I A P R K N ～ R Y ～ Q ～ N L

1441GG(TGAG(TIT(AqT(T(GGCGAATGGATGA(AT(ATGATGTCT(⊂GTGCATGATGT(AC
z与54R L ～ F Cr～ R R M D D I M M ～ P ( M M ～

､■二Lミ

1501(T(ATT(A((GATACCTCAAT(GC(T(TTGTT(GAG((A(lTAGAGAAGTGA(TGAT(T(
147liP H ら P I P Q ら P L V R A T +

1561T(AGTTTGAAATGTTGATG(ATTTTTTGGGAATTGTTAGTAGTA(T((TAAAATTT(ATT

1621TGACACTCCAAACTTTCTATAATTAGAAAGAAAAATACCJTTTATAAGGAGTGTAGAATGA

1681GATTTTTGAAGTG(TAATAATA(二TT((((ATTTTTTA((TTAGTTT(TGAATTTTTATGA

1741TAG(AAGGTT(TTAATTAGATAAAATAT(ATTAATITGTT(TTAATATTTT(((GTGGAA

1801Tm GAGAGTGGTGGATA(ATT(TTT(ATAGGATTAGAATTGTT(ATTTTA(T(T(TTTA

1861GTCCATTTTm CTTTTTTCAATTCAATGAAAAAAGm GTATCTGTTTGTAATAATTTC

1921TCACAGAAGAGAATTGAATTAATTGTGAATTGTTTTACATCGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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(B)

l
lATTCTAA(CG(ATTG(GAGGATm CTAGGCATTTAAACAATGGGGm AC¶十GAIGCAA
I H ら ドT L ～ H

61cCAACAGCAACTGTTGTCTAAGATAGCAACAGGCAATGGCCACGGCGAAAACTCTCCATA

7 Q Q Q L L ～ K I A T ら N G H G E N ～ P Y

lZlCm GATGGATGGAAGGCTTATGATAGTGATCCITTTCATCCCACCAAGAACCCTAATGG

Z7 F D G ～ K A Y D ～ D P F H P T K N P N G

I轟lGGTTAT((AGATGGGTCTTGCAGAAAATCAAATGTG=口7了GATTTGATCCAAGAGTGCAT

47 V I Q M G L A E N Q M C F D L I Q E W I

～轟lTTTGAA⊂AAT((AGAAGC(TCCATTTGCA(AG(AG(AGGGGTGAATGAATT(AAGGACAT
67 L N N P E A ～ I ( T A A ら V N 〔 F K D I

301AG((ATATITCAGGATTAT(ATGGATTG((AGAGTTAGAhTGCTGTTGCAAATTITAT

87 A I ド q D Y H G L P E ド R H A V A N ド H

361GGGAAAAGTGAGAGGAAATCGTGTCACATTCGATGCAGACCGGATTGTTATGAGCGGAGG
107 G K V R ら N R V T ド D A D R I V M ～ ら ら

42lAGCTACTGGAGCTCATGAGATGATAGCCTTITGCTTGGCTGATCCTGGAGATGCATITCT

l～7 A T G A H E M I A F ( L A D＼P ら D A ド L

4ilTGTGCCCGTTCCTTATTATCCAGGTTITGATCGAGATTGGGATGGCGAACGGGAGTACA

147 V P V P Y Y P G F D R D L G W R T G V q

541ACTGATTCCGGTTGCCTGTGACAGCTCCAACAATTTCAAAGTCACCAGAGCAGCATTGGA
167 L I P V A C D ～ ～ ､N N ド K V T R A A L E

601AG(TG((TATGAGAAAGCT(AGAAGG(AAA(ATCAGAGTAAAGGG(TTGCT(ATTA(TAA

187 A A Y E K A q K A N I 氏 V K ら L L I T N

661CCCCTCAAACCCm AGGTACTGTCCTTGACCGAGACACCCTCATAAGTCTAGTGACATT
ZO7 P ～ N P L G T V L D R D T L I ～ L V T F

721CATCAACGAAAAGAAAATCCATCTAGTCTGCGATGAAATCTATGCTGCCACCGTGTTCAG

ZZ7 t N E ド K I H L V ( D E I Y A A T V ド ～

781TCAGCCAAGm CATAAGCATAGCCGAGATCATAGAGGAAAACATCGGATGCAACCGCAA

Z47 Q P ～ F I ～ Ⅰ A E I i E E N I G ( N R N
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B41Tm ATT(A(ATTGTGTA(AGTClT (AAAAGA(ATGGGGTTC((TGGCTT(AGAGTTGG

Z67 L I H I V Y S L S K D M G F P G F R V G

90lCATCGTATATTCCTACAATGACGCTGTCGTTAATTGCGCACGAAAGATGTCGAGTITTGG

287 I V Y ～ Y N D A V V N C A R K H ～ ～ ド ら

961ATTGGTTTCGACACAAACTCAGCATCTGATTGCATCAATGCTGTCAGACAATGAGTTTGT

307 L V ～ T Q t Q H L I A ～ M L S D N E F V

1021GAAGAGATTTATAG(A(AAAGTq(TAAAAGG(TGAAAA(AAGG(A(ATG(G(TTCA(AAT

327 K R F I A q ～ A K R L K T 良 H M R ド T M

1881GGGG(TTG(T(AAGT(AG(A(AAA(TG(TTGAAGAG(AATGG(GGT(HIHGTATGGAT

347 G L A Q V S T N C L K S N G G L F V W M

ll41GGACTTGCGTAGGCTGCTCAAGGAGCAGACGTITGAAGCTGAGATGGTGITGTGGCGTAC

36.7 ℃ L R R L L K E Q T F E A E M V L W R T

1201AATAAT(CATGAAGTTAAG(T(AATGTGTCA((AGGTT(GTCATITTCA(TG((((GAG((
387 Ⅰ Ⅰ H E V K L N V ～ P G ち ～ ド H ( P E P

1261GGGCTGGTTCAGAGTATGCm GCCAACATGGATGACAAGACCATGGAAGTTGCTITGAC

407 G W ド R V ( F A N M D D K T M E V A L T

1321ACGAATCCGAACCTITGTGCTACAAAACAAGGAAGCAATTGTGCCGAGGAAGAGCAACAG

427 R I R T ド V L q N K E A I V P R K ～ N R

1381GTTATGG(A(AG(AA((TTAGG(T(AG(m (ACT(T(GG(GAATGGATGA(A((ATGAT

4､47 L W H ～ N L R L ～ F Q ～ R R M ､D D T M M

1441GTCTCCGTGTATGATGTCTCCTCATACGCCGATACCCCAGTCACCTCTTGTTCGAGCCAC

467 S P ( M M S~p H T P I P q ～ P L V R A T

1501TTAGAGAAGTGACTGAT(T(((AG(TA(AAATGTTGAT(ATGATG(ATAATT((((CTTA
487 +

1561GTTTCTGGATTAAAATTTGTT(ATTATTTTCnGTGGAAm TGAGTGnGGATA((TTC

1621Tn(ATAGGAAAAGAA(TAAATG(CA(AATGGGAm TAGATGTTGGTT(A打TTATA((

1681CTCT(T(TTAAGTCTTA((TGAAGAGTT(ATTTTTTT(TTTTn(AC⊂TCAGTAAAAGGT

1741TTGTAm GTTTm GTA(GACAAAAGm GTAT(TGm GTAA(AATTTAT(TTA(AAG

1801AAACTGAATTTATTGTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

図4-3(A)ACS5Aの塩基配列.(B)ACS5Bの塩基配列.
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10
Hd-ACSSA HG打卿 的 -
Md-ACSSB HGFTCSNQQQ
Hd-ACS1 ----------
Hd-ACSZ
Hd-A〔～S
Hd-ACS4

Hd-ACS5A
Hd-ACS5B
Hd-ACSI
Hd-ACSZ
Hd-A〔～S
Hd-ACS4

Md-ACS5A
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Md-ACSZ
Hd-ACS3
Hd-ACS4

Hd-ACS5A
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Hd-ACSZ
Hd-A〔～S
Md-ACS4

Hd-ACS5A
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Hd-ACSZ
Hd-A〔～S
Hd-ACS4

Hd-ACS5A
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Md-ACSZ
Hd-ACS3
Hd-ACS4

Hd-ACS5A
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Hd-ACSZ
Md-A〔～S
Hd-ACS4
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軸GMG甜S野 申卿脚 SD
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-MRHLSRNATFNSHGQDSSYFLGWQEVEKN
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60
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110
GLPyFRNAVA
GLPEFRNAVA
GLPAFKKAW
GLPEFRKAVA
GLLSFRKAM

168
AFLVPVPYYP
AFLVPVPYYP
AVLIPTPYYP
AFLVPTPYYP
ALLVPTPYYP

210
KANIRVKGLL
KANIRVKGLL
KRNLRVKGVL
ESNIKVKGLL
AKNHRVRGVL

260
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ALCqPSFISI
AFSSSEFISV
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278
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TEVIqD-HDC

320
RKHSSFGLVS
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TKNSSFGLVS
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LNNPEASICT
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VNNPKASICT
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130
yTFDADRIVN
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l汀FDPNHLVL
VTFDPERIl朋
AKFDPVRWL
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GVOLHPVACD
GVqLIPVACD
GVEIVPIHCT
GVqLFPW CE
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VLDRDTLRSL
VLDRDTLISL
TMTRNELYLL
ILDKETLKDI
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90
AAGVN---EF
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YEGVq一一一DF
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SGGATGAHET
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TAGATAANEL
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Hd-ACSSA
Hd-ACSSB
Hd-ACSI
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Hd-A〔～S
Hd-ACS4
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Hd-ACSSB
Hd-ACSI
Hd-ACSZ
Hd-A〔～S
Hd-ACS4
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468
APRKNNRYWO
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●■●●●●●●●●
*

370
0VGTS亡LNSN
QVSTNCLKSN
KSGISCLNGN
QVEIITLKSN
KSGIECLXGN

420
SFHCPEPGWF
SFHCPEPGWF
SCHCTEPGWF
SFH〔SEPGWF
SCHCSEPGWF

470
SNLRLSFOSR
SNLRLSFqSR
LSHSRRqSLT

388
GGLFVWNDLR
GGLFVMMDLR
AGLFCW馴R
AGLFI榊DLR
AGLFC柵州LS

430
RyeFANHDDK
RVCFAMJDDK

390
RLLKEOTFEA
RLLKEQTFEA
HLLRSNTFEA
RFLENSTFDD
PFLDEPTREC

448
TNEIALTRIR
THEVALTRIR

RVCFANLPERTLDLAqRLK
RV〔‥‥‥.‥.‥‥.‥
RVCFANHSEqTLGIALTRIH

480 490
RNDDIl舶SPCLNSPHSPIPO

400
EWL抑m IH
ElⅣLWRTIIJI
ENELWKKIVY
ELKLWHIIIN
ELTLWDSHLH

458
NFVAOYKEPI
TFVLQNKEAI
AFVGEYYNVP
■●●●●●●●●●
NFMEKRERAE

500
SPLVRAT+..

RMDDl一朗SPCBNS榊仰 IPQSPLVRAT+.
KWVSRLSFDDRGPIPGR*‥ ‥‥.‥‥

図4-4リンゴACSアミノ酸配列の比較.
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ト REPORT

EthyJeneisoneofthefiveknownnaturaHyoccurringplanthormones.Its

synthesisisinducedduringunlquedeveJopmentalstages,suchasseed

germination,fruitripeningandleafandfLowerabscission(Rodrigues-Pousadaet

aJ.,1993,'KyetaJ.,1992).Ethyleneisalsoproducedinresponsetomany
environmentalstimuliincludingstress(YangandHoffman,1984).Theenzyme

thatLimitselthyleneproductionisl-amjnocyclopropane-1-arboxylate(ACC)

synthase(EC4.1.1.14),whichcataJyzestheformationofACC,theimmediate
precursorofethylene(Yuetal.,1979).BasedonananalysisofcDNAsequence
homologous,ithasbeenrevealedthatACCsynthasegene(ACS)inmanyplantsis

encodedbyamuttjgenefamilyofseveraJmemberswhichappeartobe

differentialtyexpressedinresponsetodifferentstimulioratdifferentstages

ofdevelopment(Oetikeratal.,1997).

lnapple(Ma/usdomest/'ca ),therehavebeenreportsidentifyingripening-related

(Lay-YeeandKnighton,1995),auxin-related(Kimetat.,1992)andconstitutively
expressed(Rosenfieldetal.,1996;Sunakoetal.,1999)genesforMd-ACS(〟
domest/'ca ACS).Herewereporttheisolationandcharacterizationoftwo

wound-inducedcDNAsencodingMd-ACS.
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ByusingdegeneratedoHgonucleotideprlmerScorrespondingtoconserved

｢egl0nSOfACSandRNAfractionfromapplewounded一eaves,twonewmembers

ofMd-ACSfamilywerecloned.Sequencesanalysisshowed85.9% homologous

betweenthesetwocDNAs.Furthermore,veryhighhomoLogy(93.3%)between

theirpredictedcodingreg10nSresultedin94.3% aminoacididentity.Thus,these

geneswereeslgnatedMd-ACS5AandMd-ACS5Binaccordancewithstandard

nomenclatu｢e.Comparisonwiththatofother｢epo｢tedMd-ACSshowedca.55%,

75%and58% arTlinoacididenl:itytoMd-ACSl(L31347),Md-ACS2(U73815)and

Md-ACS3(U73816),respectively.BothofMd-ACS5AandBwereappearedto

functionbecausethewound-inducedaccumulationofthesetranscriptswas

observedbynorthernanalys]S.
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ト TABLEl

CharacterjstjcsoftheMalusdomesticaACS5genes

Organism:

Ma/usdomesl/'ca cvGoldenDelicious(n=17)

GeneproductandFunction:

EncodesanACCsynthase(E.C4.4.1.14)whichcatalyzestheconversionof
SAMtoACC

Sources:

cDNAsynthesizedwithpo一y(A)+RNAisolatedfrom leaveswhichwere

incubatedwithanenzymesolution(1% CellulaseOnozuka,0.2%

Mace｢ozymeand0.01% Pectolyasein0.5MMannitol).

Techniques:
RT-PCR,RACE

MethodofIdentificationandHomology:

ComparisonofnucleotideanddeducedaminoacidsequencesI

FeaturesoftheCDNA:

Md-ACS5A;ThecDNAis1980bplongwith80nucleotidesof5■

untranslated｢eg10∩,a1464bp:ORF,anda436nucleotideof3■unt｢anslated

regionwitha18bppoly(A)tail.

Md-ACS5B;ThecDNAis1838bplongwith40nlJCleotidesof5■

untranslatedregl0∩,a1464bp:ORF,anda334nucleotideof3-untranslated

regionwitha22bppoly(A)taH･
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CharacteristicsofDeducedAminoAcidSequence:

ThededucedaminoacidsequencecontainsthehighlyconservedarTlinoacid

residuescomprisingtheACCsynthaseactivesiteandllinvariantamjno

acidshighlyconservedamongtheaminotransferasesandACCsynthase

isozymes.
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