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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　リンゴの１－アミノシクロプロパン－１－カルボン酸合成酵素（ＡＣＳ）遺伝子である

ＭｄＡＣＳ３ａの、配列番号１で表される塩基配列の少なくとも一部を含んでなるプロモ

ーターが活性化するタイミングを指標にして行うことを特徴とするリンゴ果実の収穫時期

の判定方法。

【発明の詳細な説明】

【技術分野】

【０００１】

　本発明は、簡易かつ精度よく適切なリンゴ果実の収穫時期を判定する方法に関する。

【背景技術】

【０００２】

　リンゴ果実の収穫時期は、果実品質や日持ち性（貯蔵性）に大きく影響し、商品価値を

左右するので、その決定は慎重に行う必要がある。一般に、収穫が早すぎた場合には、食

味が劣り、貯蔵中に糖度が不足するばかりでなくヤケ病発生といった生理障害が起こりや

すい。一方、収穫が遅すぎた場合には、ボケ（老熟）しやすく、腐敗が進行し、老化によ

る果心部褐変が生じやすい。しかし、果実の発育や成熟は、同一品種でも生育中の気象、

地域、開花の時期、樹勢、栽培管理などの複合的要因に基づくことから、正確な収穫時期

の把握は極めて困難である。従って、現状においては、満開期からの日数や成熟現象の把

握などによって経験的に収穫時期が決定されているが、同一の樹内でも外側の枝と内側の
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枝 と で は 成 熟 度 は 異 な る の で 、 こ の よ う な 方 法 は 極 め て 大 雑 把 な も の で あ る と 言 わ ざ る を

得 な い 。

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 そ こ で 本 発 明 は 、 簡 易 か つ 精 度 よ く 適 切 な リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 を 判 定 す る 方 法 を 提 供

す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 リ ン ゴ は 、 果 実 完 熟 に 伴 い エ チ レ ン 合 成 が 急 激 に 上 昇 し 、 そ れ と 同 時 に 細 胞 壁 分 解 酵 素

な ど が 機 能 し 、 果 実 組 織 の 軟 化 が 始 ま る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 一 連 の 生 理 現 象 を

解 明 す る た め 、 関 連 す る 遺 伝 子 の 解 析 が 本 発 明 者 ら の 研 究 グ ル ー プ を 含 め 、 い く つ か の 研

究 グ ル ー プ で 行 わ れ て い る が 、 今 般 、 本 発 明 者 ら は 、 リ ン ゴ の 完 熟 果 実 で 特 異 的 に 発 現 し

て い る こ と が 知 ら れ て い る エ チ レ ン の 生 合 成 に 関 与 す る 1-ア ミ ノ シ ク ロ プ ロ パ ン -1-カ ル

ボ ン 酸 合 成 酵 素 （ ACS） 遺 伝 子 の 1つ で あ る MdACS3（ Rosenfield C-L, Kiss E, Hrazdina G

 (1996) MdACS2 (Accession No. U73815) and MdACS3 (Accession No. U73816): Two new

 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthases in ripening apple fruit . Plant Phys

iol 112: 1735） の サ ブ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 で あ る MdACS3aが 、 果 実 が 完 熟 を 本 格 的 に 開 始 す

る 少 し 前 か ら 発 現 す る こ と を 突 き 止 め 、 こ の 現 象 を 利 用 し て 、 MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領

域 の 機 能 発 現 タ イ ミ ン グ を 指 標 に す れ ば 、 簡 易 か つ 精 度 よ く 適 切 な リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期

を 判 定 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 即 ち 、 本 発 明 の リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 の 判 定 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 通 り 、 リ ン ゴ の Ａ

Ｃ Ｓ 遺 伝 子 で あ る Ｍ ｄ Ａ Ｃ Ｓ ３ ａ の 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 少 な く と も 一 部 を

含 ん で な る プ ロ モ ー タ ー が 活 性 化 す る タ イ ミ ン グ を 指 標 に し て 行 う こ と を 特 徴 と す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 簡 易 か つ 精 度 よ く 適 切 な リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 を 判 定 す る 方 法 が 提 供

さ れ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 の リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 の 判 定 方 法 は 、 リ ン ゴ の ACS遺 伝 子 で あ る MdACS3aの プ ロ

モ ー タ ー 領 域 の 機 能 発 現 タ イ ミ ン グ を 指 標 に し て 行 う こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 MdAC

S3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 1で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 少 な く と も 一 部 を

含 ん で な る 。 な お 、 MdACS3aの cD N Aの 塩 基 配 列 は 配 列 番 号 2で 表 さ れ 、 こ れ は 前 述 の 文 献 で

開 示 さ れ て い る MdACS3の cD N Aの 塩 基 配 列 に 相 当 す る が 、 前 述 の 文 献 に は プ ロ モ ー タ ー 領 域

の 塩 基 配 列 の 開 示 は な い 。 図 1に MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 翻 訳

コ ド ン 上 流 域 の 塩 基 配 列 を 示 す （ 下 線 の な い 領 域 が 配 列 番 号 1で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す

る 領 域 で あ り 下 線 部 が 転 写 領 域 で あ り 太 字 が 翻 訳 開 始 点 で あ る ） 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ

れ ば 、 MdACS3に は MdACS3a， MdACS3b， MdACS3cの 3種 類 の サ ブ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 が 存 在 し 、

MdACS3aと MdACS3cは 前 述 の 文 献 で 開 示 さ れ て い る 446個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 蛋 白 質 を 、 MdA

CS3bは そ れ よ り 1つ 少 な い 445個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る が 、 そ れ ぞ れ

の 遺 伝 子 の 第 3エ キ ソ ン 領 域 の CAPSを 利 用 し て 行 っ た 発 現 解 析 か ら 、 MdACS3aの み が 果 実 の

完 熟 過 程 を 通 し て 発 現 を 示 し 、 MdACS3bと MdACS3cは 発 現 が 認 め ら れ な い こ と が 判 明 し て い

る 。 こ の 原 因 と し て 、 MdACS3bと MdACS3cの プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 、 MdACS3aの プ ロ モ ー タ

ー 領 域 に は 存 在 し な い 333bpの 挿 入 配 列 が 存 在 す る こ と が 考 え ら れ 、 MdACS3bと MdACS3cは

こ の 挿 入 配 列 の 存 在 に よ り 発 現 が 抑 制 さ れ て い る も の と 推 察 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に お
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い て は 、 MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 機 能 の み が 利 用 で き る こ と に な る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 で あ る と 判 定 す る MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域

の 機 能 発 現 タ イ ミ ン グ は 、 後 述 す る 実 施 例 の 方 法 な ど に よ り 、 MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー の

本 来 の 機 能 で あ る MdACS3aの 発 現 を も と に 知 る こ と も で き る が 、 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝

子 と し て ブ ド ウ の myb遺 伝 子 VlmybA1-2（ Science 14 May 2004; 304: 982） を 用 い 、 自 体

公 知 の 手 法 に よ り こ れ を MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む D N Aは 例 え

ば 配 列 番 号 1で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 情 報 か ら 適 当 な プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し て リ ン ゴ 由 来

の ゲ ノ ム D N Aラ イ ブ ラ リ ー を テ ン プ レ ー ト に PCRを 行 う こ と に よ り 増 幅 さ せ て 調 製 す る こ と

が で き る ） の 下 流 に 連 結 す る と と も に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 下 流 に 適 当 な タ ー ミ ネ ー タ を

付 加 し 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム （ EH A105株 ） の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー （ pBI121） に 組 み 込 ん で

作 製 さ れ る ベ ク タ ー を 、 自 体 公 知 の 手 法 に よ り リ ン ゴ 栽 培 種 に 導 入 し て こ れ を 形 質 転 換 さ

せ （ 必 要 で あ れ ば 例 え ば Matsuda et al. Plant Cell Reports 24: 45-51 2005.を 参 照 の

こ と ） 、 果 実 が 完 熟 を 本 格 的 に 開 始 す る 少 し 前 、 即 ち 、 収 穫 時 期 の 直 前 に お け る プ ロ モ ー

タ ー 機 能 の 発 現 に よ っ て 果 実 に VlmybA1-2の 発 現 に 基 づ く ア ン ト シ ア ニ ン が 蓄 積 す る こ と

で 果 実 の 少 な く と も 一 部 に 赤 色 の 沈 着 が 現 れ る 現 象 を も と に 知 る こ と も で き る （ 図 2参 照

） 。 な お 、 こ の 方 法 は 、 赤 色 の 沈 着 を 確 認 し や す い 黄 色 の 果 皮 色 品 種 （ 例 え ば ＂ 王 林 ＂ や

＂ ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス ＂ な ど ） に 対 し て と り わ け 有 効 で あ る 。 赤 色 の 果 皮 色 品 種 （ 例 え

ば ＂ ふ じ ＂ や ＂ つ が る ＂ な ど ） に 対 し て は 判 定 が 難 し い と も 考 え ら れ る が 、 赤 色 の 果 皮 色

品 種 で も 果 実 の 下 の 部 分 は 黄 色 で あ る こ と か ら 、 そ の 部 位 で の 沈 着 か ら 判 定 が 可 能 で あ る

。 こ の 方 法 を 赤 色 の 果 皮 色 品 種 に 対 し て 適 用 し た 場 合 、 も と も と 果 実 全 体 が 赤 色 な の で 、

外 観 的 な 商 品 価 値 上 の 問 題 が 発 生 す る こ と が な い と い う 利 点 が あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 、 以 下 の 記 載 に 何 ら 限 定 し

て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

参 考 例 ： リ ン ゴ 由 来 の ゲ ノ ム D N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 と ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 選 抜 、 MdACS3aの

シ ー ク エ ン ス ・ 構 造 解 析

（ a） リ ン ゴ の 幼 葉 （ 品 種 ： ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス ） 3gを 用 い て Varadarajan et al.（ 199

1） 法 に よ っ て 全 D N Aを 抽 出 し た 。 得 ら れ た D N A 50μ gを Sau3AI 0.8unitで 部 分 分 解 し た 後

に 0.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り サ イ ズ 分 画 し た 。 19～ 23kbの D N A断 片 を 含 む 領 域 を

切 り 出 し 、 GENECLEA N IIの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ゲ ル か ら D N A断 片 を 抽 出 し た 。 こ れ ら の D

N A断 片 を ク レ ノ ー 酵 素 存 在 下 で λ FIX IIの partial fil l-inベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 。 ベ ク

タ ー へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 TA K ARA D N A Ligation Kit Ver.2を 用 い て 行 っ た 。 反 応 は 、 1

6℃ で 1晩 行 っ た 。 パ ッ ケ イ ジ ン グ は 、 Gigapack II Gold Packaging Extract（ Stratagene

社 ） の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

（ b） MdACS3の cD N A（ Accession No. U73816） の 1086-1573bpを PCRで 増 幅 し 、
3 2
Pで ラ ベ ル

し た 。 そ れ を プ ロ ー ブ に 上 記 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 1× 10
5
プ ラ ー ク を 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン

シ ー 条 件 下 （ 0.1× SSC， 0.1% SDS， 68℃ ） で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 3つ の 陽 性 ク ロ ー ン を と

り だ し 、 純 化 し た 。 続 い て 、 フ ァ ー ジ D N Aを 精 製 し 、 そ の ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 切 り 出 し た 。

そ し て 、 各 ク ロ ー ン の 制 限 酵 素 地 図 を 作 製 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン は pBluescriptに サ ブ

ク ロ ー ニ ン グ し 、 大 腸 菌 よ り ア ル カ リ SDS法 を 用 い て プ ラ ス ミ ド 抽 出 し 、 シ ー ケ ン ス 反 応

を 行 っ た 。 解 析 は LI-COR社 の D N Aシ ー ケ ン サ ー ＂ Model 40 シ リ ー ズ Based Image IR soft

ware＂ を 用 い た 。 ま た 、 一 度 で 解 析 が 完 了 し な か っ た 塩 基 配 列 を 再 度 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し

、 シ ー ケ ン ス 解 析 受 託 サ ー ビ ス （ M ACRO GEN， Korea） 及 び ABI PRISM 310 Genetic Analyze

r（ ABI） を 用 い て 解 析 し た 。 以 上 の 操 作 に よ り 、 MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 塩 基

配 列 を 明 ら か に し た （ 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2） 。

【 ０ ０ １ ２ 】
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実 施 例 1： RN Aゲ ル ブ ロ ッ ト に よ る リ ン ゴ 果 実 の 開 花 直 後 か ら 収 穫 ま で の 各 種 遺 伝 子 の 発 現

変 動 解 析 （ 果 実 の 横 径 と の 関 係 ）

（ 実 験 方 法 ）

（ 1） 実 験 材 料

　 リ ン ゴ 果 実 （ 品 種 ： ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス ） を 国 立 大 学 法 人 弘 前 大 学 附 属 藤 崎 農 場 に て

毎 週 （ 5月 6日 よ り 11月 4日 ま で ） 5果 サ ン プ リ ン グ し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル の 発 現 解 析 に は

、 6月 3日 ま で は 花 托 全 体 、 そ れ 以 降 は 果 肉 部 分 を 用 い た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

（ 2） 追 跡 対 象 遺 伝 子

　 MdACS3aの 他 、 リ ン ゴ の 完 熟 果 実 で 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 、 MdACS1

（ Oraguzie NC, Iwanami H, Soejima J, Harada T, Hall A: Inheritance of Md-ACS1 ge

ne and its relationship to fruit softening in apple (Malus X domestica Borkh.).

Theor Appl Genet 108: 1526-1533 (2004)） 、 MdACO1（ Ross GS, Knighton M L, Lay-Yee

M (1992) An ethylene-related cD N A from ripening apple. Plant Mol Biol 19: 231-23

8） 、 MdPG1（ Atkinson RG (1994) A cD N A clone for endopolygalacturonase from apple

. Plant Physiol 105: 1437-1438） 、 MdERF2（ 育 種 学 研 究 , 第 6巻 , 別 冊 2号 , 182頁 , 200

4年 ） を 追 跡 対 象 遺 伝 子 と し た 。

（ 3） RN A抽 出

　 Dong et al.（ 1991） の 方 法 を 改 良 し て 、 リ ン ゴ 果 肉 組 織 よ り Total RN Aを 抽 出 し た 。 即

ち 、 5gの 果 肉 を 液 体 窒 素 を 用 い て パ ウ ダ ー 化 し 、 サ ン プ ル の 1/10量 の polyvinyl pyrrolid

oneを 加 え 混 合 し た 。 20mlの Lysis buffer（ 4.0M guanidine thiocyanate， 10m M EDTA， 30

0m M Tris-HCl， pH7.5， 1% 2-mercaptoethanol， 0.5% sodium lauroyl sarcosine） を 加 え

、 室 温 で 30分 間 放 置 後 、 4℃ の 冷 蔵 庫 内 で 2時 間 放 置 し た 。 こ れ を 4℃ ， 8000rpmで 15分 間 遠

心 し 、 上 澄 み を ミ ラ ク ロ ス に て 濾 過 し て 回 収 し た 。 CsClに よ る 平 衡 密 度 勾 配 遠 心 で 得 ら れ

た ペ レ ッ ト を 滅 菌 水 に 溶 解 し 、 フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た

RN A分 画 を 滅 菌 水 に 溶 解 し た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

（ 4） RN Aゲ ル ブ ロ ッ ト 解 析

　 Total RN A 5μ gを buffer（ 1× M OPS， 50% formamide， 2.2M formaldehyde， 10m M EDTA）

に 溶 解 し 、 65℃ ， 15分 間 変 性 さ せ た 後 、 氷 上 で 急 冷 し た 。 こ れ を 1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ 1

× M OPS， 0.66M formaldehyde） で 40V， 3時 間 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 ゲ ル を 10× SSCで 20分

間 の 洗 浄 を 2回 行 っ た 後 、 20× SSCに よ り ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ Magna Nylon Transfer Mem

brane， MSI） 上 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 U Vク ロ ス リ ン カ ー （ U V Stratalinker 2400， STRA

TA GENE） に て 固 定 後 、 50% formamide， 5× Denhardt 's solution， 0.5% SDS， 5× SSPE， 20

μ g/ml salmon sperm D N Aを 含 む buffer内 で プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、
3 2
Pで ラ

ベ ル し た プ ロ ー ブ D N Aを 加 え 、 42℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 な お 、 各 プ

ロ ー ブ の 調 製 は 、 各 cD N Aク ロ ー ン を テ ン プ レ ー ト と し た PCR産 物 を PCR purification Kit

（ QIA GEN） に よ り 精 製 す る こ と で 行 っ た 。 各 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ 領 域 お よ び 使 用 し た プ ラ イ

マ ー は 次 の 通 り で あ る 。 MdACS3a（ Accession No. U73816(MdACS3)， 1086-1573bp， 5＇ -G A

CA A ATA G A A A G G ACTG A G ACG-3＇ (配 列 番 号 3)と 5＇ -CCATCG ATTATACA A ACTG ATTGTG-3＇ (配 列 番 号

4)） 、 MdACS1（ Accession No. U89156， 4056-4153bp， 5＇ -G ATG A A G GTACCTGTCTG A-3＇ (配

列 番 号 5)と 5＇ -TACACTA ATCACATTGTA G-3＇ (配 列 番 号 6)） 、 MdACO1（ Accession No. AF0308

59， 3558-3780bp， 5＇ -TG A A ATCCA A GCCA A G G A G-3＇ (配 列 番 号 7)と 5＇ -TTCA ACTACCA A ACA G A GT

G G-3＇ (配 列 番 号 8)） 、 MdPG1（ Accession No. L27743， 433-1650bp， 5＇ -A G GTCATG G A ATTG

ATCA G GCC-3＇ (配 列 番 号 9)と 5＇ -ATGCCATGCCCATA ATTATG ACCC-3＇ (配 列 番 号 10)） 。 MdERF2

に 関 し て は 、 Tournier et al． （ 2003） の degenerate primer（ 5＇ -CCRTG G G GRA A ATK K GCG G

CK-3＇ (配 列 番 号 11)と 5＇ -CATA A GCV A V A KBGCRGCTTCYTC-3＇ (配 列 番 号 12)） を 用 い 、 適 期 収

穫 さ れ た ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス 果 実 を 24℃ ， 6日 間 完 熟 を 進 行 さ せ た 果 肉 よ り 抽 出 し た 全 R

N Aを テ ン プ レ ー ト と し て 、 Gene A mp RN A PCR Kit（ Perkin-Elmer） を 用 い て RT-PCRを 行 い

、 得 ら れ た cD N Aを シ ー ケ ン シ ン グ し て MdERF2で あ る こ と を 確 認 し 、 さ ら に 3＇ RACE法 に よ
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り 3＇ 非 翻 訳 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 こ の 領 域 を プ ラ イ マ ー （ 5＇ -TATGCTG GCA ATTG GCG

A GC-3＇ (配 列 番 号 13)と 5＇ -ATG ACCA ATCCCGCACTCAC-3＇ (配 列 番 号 14)） に よ り 増 幅 し 、 プ

ロ ー ブ と し て 用 い た 。

【 ０ ０ １ ５ 】

（ 実 験 結 果 ）

　 図 3に 果 実 の 横 径 の 変 動 （ 5果 の 平 均 値 ） と 遺 伝 子 の 発 現 変 動 の 関 係 を 示 す 。 図 3か ら 明

ら か な よ う に 、 MdACS3aは 、 他 の 遺 伝 子 に 先 行 し て 完 熟 直 前 の 10月 7日 あ た り か ら 発 現 す る

こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ １ ６ 】

実 施 例 2： RN Aゲ ル ブ ロ ッ ト に よ る リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 直 前 か ら 収 穫 ま で の 各 種 遺 伝 子 の 発 現

変 動 解 析 （ エ チ レ ン 生 成 量 と の 関 係 ）

（ 実 験 方 法 ）

　 リ ン ゴ 果 実 （ 品 種 ： ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス ） を 国 立 大 学 法 人 弘 前 大 学 附 属 藤 崎 農 場 に て

10月 1日 よ り 11月 4日 ま で 隔 日 で 5果 ず つ サ ン プ リ ン グ し 、 収 穫 後 1時 間 以 内 に エ チ レ ン 生 成

量 を 測 定 し た 。 エ チ レ ン 生 成 量 の 測 定 は 、 サ ン プ リ ン グ し た 果 実 を 1.3m
3
の 容 器 に 密 封 し

、 24℃ の 部 屋 に 1時 間 静 置 し た 後 、 こ の 容 器 内 気 体 1mlを 注 射 器 で 回 収 し 、 直 径 3m m， 長 さ 2

mの ア ル ミ ナ カ ラ ム の FID-ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ GC-8A， Shimadzu， Japan） を 用 い て

行 っ た 。 エ チ レ ン 生 成 量 を 測 定 し た 後 、 直 ち に 果 肉 を ス ラ イ ス し て 液 体 窒 素 で 凍 結 し た 。

果 実 個 体 間 の バ ラ ツ キ を 少 な く す る 目 的 で 、 3日 分 の サ ン プ ル 15果 を ま と め 、 こ れ を 中 間

日 で 表 す 一 つ の サ ン プ ル と し た 。 即 ち 、 10月 3日 の 結 果 は 10月 1日 、 3日 、 5日 の エ チ レ ン 測

定 量 の 平 均 値 で も っ て 表 し た 。 ま た 、 こ れ ら の 凍 結 保 存 サ ン プ ル を 均 等 に 混 合 し た 材 料 か

ら 抽 出 し た RN Aで ゲ ル ブ ロ ッ ト を 実 施 例 1と 同 様 に し て 行 い 、 遺 伝 子 の 発 現 変 動 を 解 析 し た

。

【 ０ ０ １ ７ 】

（ 実 験 結 果 ）

　 図 4に エ チ レ ン 生 成 量 の 変 動 と 遺 伝 子 の 発 現 変 動 の 関 係 を 示 す 。 図 4か ら 明 ら か な よ う に

、 MdACS3aは 、 果 実 の 完 熟 に 伴 う エ チ レ ン 合 成 が 本 格 的 に 始 ま る 直 前 （ 10月 3日 ） か ら 他 の

遺 伝 子 に 先 行 し て 発 現 す る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 実 施 例 1と 実 施 例 2の 結 果 か ら 、 MdACS3aは 、 リ ン ゴ の 果 実 が 完 熟 し て か ら 発 現 す る の で

は な く 、 そ の 直 前 か ら 発 現 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の 現 象 は 、 上 記 の 実 施 例 で 用 い

た 品 種 で あ る ＂ ゴ ー ル デ ン デ リ シ ャ ス ＂ の 他 、 ＂ ふ じ ＂ 、 ＂ ひ め か み ＂ 、 ＂ き た ろ う ＂ 、

＂ こ う た ろ う ＂ な ど の 13品 種 で も 同 様 に 起 こ る こ と を 別 途 の 試 験 で 確 認 し た 。 従 っ て 、 例

え ば 、 完 熟 前 の 果 実 の ご く わ ず か な 果 皮 を 切 り 取 っ て MdACS3aの 発 現 の 有 無 を 調 べ る 方 法

や 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て そ の 発 現 の 有 無 を 調 べ る 方 法 に よ り 知 る こ と が で き る 、 Md

ACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 機 能 発 現 タ イ ミ ン グ を 指 標 に す れ ば 、 リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期

を 簡 易 か つ 精 度 よ く 適 切 に 判 定 す る こ と が で き る こ と が わ か っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 は 、 簡 易 か つ 精 度 よ く 適 切 な リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 を 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ

と が で き る 点 に お い て 、 産 業 上 の 利 用 可 能 性 を 有 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

【 図 １ 】 MdACS3aの プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 翻 訳 コ ド ン 上 流 域 の 塩 基 配

列 で あ る 。

【 図 ２ 】 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て 行 う リ ン ゴ 果 実 の 収 穫 時 期 の 判 定 方 法 の 概 念 図 で あ る

。

【 図 ３ 】 実 施 例 に お け る 果 実 の 横 径 の 変 動 （ 5果 の 平 均 値 ） と 遺 伝 子 の 発 現 変 動 の 関 係 を

示 す 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 同 、 エ チ レ ン 生 成 量 の 変 動 と 遺 伝 子 の 発 現 変 動 の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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