〈タイトル〉トマトの成熟を制御する転写因子RINの機能の再評価

〈著 者〉伊藤 康博
〈著者所属〉農業・食品産業技術総合研究機構食品研究部門 酵素研究ユニット
〈著者email〉yasuito@affrc.go.jp（伊藤康博）
〈対象論文〉
Re-evaluation of the rin mutation and the role of RIN in the induction of tomato ripening.
Yasuhiro Ito, Ayako Nishizawa-Yokoi, Masaki Endo, Masafumi Mikami, Yoko Shima, Nobutaka Nakamura, Eiichi Kotake-Nara, Susumu Kawasaki, Seiichi Toki
Nature Plants, 3, 866-874 (2017)
〈要 約〉

　トマトには成熟がまったく開始しないrin変異体が知られており，成熟の研究において広く利用されている．1960年代にこの変異体が発見されて以来，rin変異はヌル変異であり，転写因子であるRINは成熟の開始に必須であると考えられてきた．この研究において，筆者らは，CRISPR-Cas9系を用いたゲノム編集により作出したRIN遺伝子を破壊した変異体およびrin変異型対立遺伝子を不活性化した変異体の解析により，rin変異によりRINはアクチベーターからリプレッサーへと変換されること，また，RIN遺伝子がなくても成熟は開始することが明らかにされた．これらの発見は，これまで考えられてきた成熟の制御のモデルに見直しをせまる成果であった．
はじめに

　トマトには果実の成熟が完全に抑制される変異がいくつか知られている．そのうち，MADSボックス転写因子をコードするRIN遺伝子に生じたripening inhibitor（rin）変異は，1960年代に発見されて以来，成熟の研究に欠かせない材料として，さらに，日持ちのよいトマトの育種の親株として，世界中で利用されている1,2)．rin変異体の果実は成熟の開始の直前まで問題なく生育するが，トマトの成熟の明確な指標である赤色色素リコペンの蓄積がいつまでたってもみられず，果実の軟化もはじまらない．果実は緑色から薄い黄色へと変化するが，硬いまま半年以上もそのすがたを保持する．果実の成熟を誘導する植物ホルモンであるエチレンは成熟期に急激に生産量が増加するが，rin変異体の果実においてはエチレンの生産量の増加がみられず，また，外部からエチレンを処理しても成熟は回復しない．したがって，RIN遺伝子は成熟をグローバルに制御するエチレンよりも上位の成熟制御因子されている3,4)．野生型のトマトの鮮やかな成熟の過程と，まったく成熟しないrin変異体の果実の好対照な表現型の対比は，果実の成熟の機構を研究するためのすぐれた材料として，また，エチレンの生産や感受性，果実の軟化，カロテノイドの合成など，成熟に関連する生理学的あるいは遺伝学的な研究において世界中で広く利用されている．また，rin変異は劣勢変異ではなく不完全優性を示し，野生型のRIN遺伝子とrin変異型対立遺伝子をヘテロにもつ果実は野生型よりも量は少ないがリコペンを蓄積し，かつ，軟化の進行が緩慢になる．この特性をいかして，日持ちのよいトマトの育種において実用的に利用されている5)．
1．rin変異によるアクチベーターからレプレッサーへのRINの変換
　rin変異体が発見された1960年代以降，成熟の開始がまったくみられないという表現型から，rin遺伝子座にコードされる野生型のRIN遺伝子は成熟の開始に必須であり，また，rin変異は遺伝子が機能を完全に失ったヌル変異であると考えられ，そのことに疑問をもつ研究者は皆無だったように思われる．2002年，RIN遺伝子がクローニングされ，SEPファミリーに属するMADSボックス転写因子をコードすることが明らかにされた1)．また，筆者らの研究により，RINは転写活性化能をもつことが示された6)．
　rin変異によりRIN遺伝子の最終エキソンの全体と隣接する領域が欠失している（図1）．欠失した配列にはターミネーターも含まれているため，転写は終結せずに，となりに位置する，これまたMADSボックス転写因子をコードするMC遺伝子のターミネーターまでつづく．この長い転写産物からスプライシングによりイントロンが切り出されるが，RIN遺伝子の最終エキソンの直前のイントロンについては3'側スプライス部位が欠失しているため，つぎのイントロンの3'側スプライス部位，すなわち，MC遺伝子の第1イントロンまでがひとつづきのイントロンとして認識される．すなわち，rin変異型対立遺伝子から転写されたmRNAは，RIN遺伝子の最終エキソンおよびMC遺伝子の第1エキソンを欠いたRIN遺伝子とMC遺伝子との融合遺伝子になる（図1）．このとき，読み枠のずれはないためRINとMCとの融合タンパク質が合成される．実際に，rin変異体においてはノーザンブロット解析により長いmRNAが検出され5)，ウェスタンブロット解析により大きなタンパク質が確認される6)．
　このRINとMCとの融合タンパク質は，RIN遺伝子の最終エキソンにコードされていた転写活性化ドメインが欠損し，さらに，MCのC末端側に存在する転写抑制ドメインが付加されることから，アクチベーターからリプレッサーへと変化すると予想される．実際に，生化学的な解析の結果，rin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質はRINのDNA結合能をもち，RINの転写活性化能を失い，MCの転写抑制能を獲得したことが明らかにされた．すなわち，rin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質は成熟に必要な遺伝子の転写を積極的に抑制すると考えられた．自動車にたとえると，成熟のゴーサインがでた瞬間にアクセルをぐっと踏み込んで成熟の過程を発進させるところを，rin変異体では思いっきりブレーキを踏んで押し止めている，という概念が想定された．
2．ゲノム編集によるRIN遺伝子の破壊およびrin変異型対立遺伝子の不活性化

　rin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質がリプレッサーであるとすると，RIN遺伝子を破壊した変異体はrin変異体とは異なる表現型，すなわち，わずかだが成熟の進む果実になるのではないかと予想した．自動車にたとえると，アクセルもブレーキも踏まない状態でゆっくり進みだすクリープ現象のようなイメージである．成熟に関連する遺伝子の多くはその発現の特性として，直前までほぼ発現していない状況から成熟の開始にともない急激に発現が上昇する．その膨大な発現量を考えると，rin変異がヌル変異であるとすると，RINに制御される遺伝子であってもrin変異体の果実において多少の発現があってもいいように感じていたが，実際には，完全に発現が抑制されているものが多い．rin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質がリプレッサーであるとすると，成熟に関連する遺伝子の発現が完全に抑制されることに説明がつく．
　CRISPR-Cas9系を用いたゲノム編集により，RIN遺伝子を破壊した変異体を作出した7)．すると，RIN破壊変異体の果実はわずかであるが赤色色素を蓄積し，成熟の開始が認められた．リコペンの量を測定したところ，rin変異体においてはまったく検出されないリコペンが，RIN破壊変異体においては蓄積が認められた．また，成熟にともなうエチレンの生産の増加は，rin変異体においてはまったくみられないが，RIN破壊変異体においてはわずかではあるが認められた．また，rin変異体において発現が強く抑制される成熟に関連する遺伝子の多くがRIN破壊変異体において発現が上昇しており，RINがなくても成熟は開始することが明らかにされた．
　CRISPR-Cas9系を用いたゲノム編集により，rin変異体においてrin変異型対立遺伝子の翻訳開始点の付近に変異を導入し不活性化することを試みた．その結果，RIN破壊変異体とほぼ同様の表現型を示し，果実はわずかながら赤くなり成熟の開始が認められた．ただし，この変異体において通常の翻訳開始点からタンパク質は合成されないが，2番目のMetから翻訳がはじまったタンパク質が蓄積していた．このN末端が短縮したタンパク質になんらかの機能が残存する可能性は完全には否定できないが，短縮型のタンパク質はDNA結合能を失っていること，また，RIN破壊変異体と同様の表現型を示したことから，rin変異型対立遺伝子は不活性化したと考えるのが妥当と思われた．
　以上の結果から，rin変異はヌル変異ではなく，転写抑制能をもつようになった機能獲得型の変異であり，また，RIN遺伝子は完全に成熟するためには必須であるが，成熟の開始には必ずしも必要ではないことが明らかにされた．また，野生型とrin変異体とのF1の果実は両親の中間型の表現型を示し5)，メンデルの優性の法則にはあわない．しかし，rin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質がリプレッサーであるなら，アクチベーターである野生型のRINとの共存下において中間型の表現型を示すことは理にかなう．一方で，RIN破壊変異体と野生型とのF1の果実はほぼ野生型と同じ表現型を示し，これはメンデルの優性の法則にあう．
3．成熟の開始にかかわる制御の予想されるモデル

　RIN遺伝子を破壊した状況で成熟が開始することから，どのような分子機構が想定されるであろうか？　ひとつの有力な仮説として，成熟の開始に関して部分的にRINと冗長的なはたらきをするホモログが存在する可能性があげられる（図2a）．RINの属するSEPファミリーの転写因子は花器官の分化に必須であるが，シロイヌナズナにおいては機能の冗長的な4つの遺伝子のあることが知られている8-10)．また，トマトのゲノム解析によりRINを含め少なくとも6つのSEPホモログがみつかっているが11)，RINと配列の近い3つは成熟の過程の果実において発現が非常に低い．一方，配列の相同性の低い2つはかなりの発現があり，成熟への関与が示唆されるとの報告のあるものも含まれる12)．
　別の仮説として，RINによる制御と並行して機能するほかのファミリーの転写因子が存在する可能性があげられる（図2b）．トマトにおいては，成熟が完全に抑制される変異としてrin変異のほかnor変異およびCnr変異が知られている13)．ともに成熟期においてエチレンの生産の増加がみられず，リコペンの蓄積がみられない，果実が軟化しないなどrin変異体と非常に似た表現型を示し，それぞれ，NACファミリーおよびSPBボックスファミリーに属する転写因子における変異である．これらの転写因子，あるいは，未知の因子が正常に機能することにより初期の成熟の過程は進行する可能性が考えられ，RINはこの成熟にともなう転写の制御を増幅するとも考えられる．
おわりに

　この研究は，古くからある変異体についての思い込みを一新し，これまで構築されてきた成熟の制御の機構をいちから見直す機会となるものと考えている．この研究においては，近年の研究技術の発展，とくに，ゲノム編集技術の植物への適用の拡大が大きく寄与した．これまで，遺伝子の機能を研究する際には，アンチセンス法やRNAi法のようなノックダウン型，すなわち，転写されたmRNAの分解を促進する手法がおもに用いられてきた．その際には，どうしても微量のmRNAが分解をまぬがれる可能性を考慮しなくてはならない．今回のケースにあてはめると，もし，RIN遺伝子のノックダウン型の植物体を作出した場合，おそらく，成熟が不完全にしか進まない果実，すなわち，RIN遺伝子を破壊した変異体の果実と同様の表現型を示すことが予想される．しかし，ノックダウン型の場合，わずかに成熟が進んだ理由として，分解をまぬがれた微量のmRNAが示した効果なのか，あるいは，ほかの因子が成熟の開始を制御しているのか，明確な回答は得られない．一方で，ゲノム編集によりRIN遺伝子から転写されるmRNAがすべて正常には翻訳されない変異体，すなわち，RIN破壊変異体を作出することにより，前者の可能性は完全に否定することができる．すなわち，RIN遺伝子に非依存的な成熟の開始の機構の存在を立証できるわけである．このように，ノックダウン型の植物体の作出による研究では結論に多少なりともあいまいさが残ることもあったが，破壊変異体を作出することにより明確な結果を示すことができるようになった．ゲノム編集が逆遺伝学的な手法による研究のポテンシャルを拡大した好例であるといえるだろう．
　rin変異体が見い出されてから半世紀ものあいだ，RIN遺伝子は成熟の研究においてもっとも注目されてきた遺伝子である．RINの機能の再評価により得られた知見は従来の成熟の制御のモデルを大きくくつがえすものであり，今後の研究の発展に寄与することを期待したい．
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〈図説明〉

図1　RIN遺伝子およびrin変異型対立遺伝子の構造
図2　成熟における転写の制御のモデル

（a）RINと機能が冗長的なホモログが存在する場合．野生型においてはRINを含むMADSボックス複合体が主として成熟に関連する遺伝子の発現を誘導する．RIN破壊変異体においてはホモログがRINの代わりに複合体を形成しその機能の一部を肩代わりする．しかし，rin変異体においてはrin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質がプロモーターと結合し，MADSボックス複合体の結合をさまたげると同時にRNAポリメラーゼを抑制する．
（b）成熟における転写の制御にRINとはまったく独立の転写因子も関与する場合．野生型においては2つの転写制御系により遺伝子が高く発現する．RIN破壊変異体においてはひとつの転写制御系だけにより少量のmRNAが発現する．rin変異体においてはrin変異型対立遺伝子にコードされるタンパク質がRNAポリメラーゼの機能を抑制するため，この低い発現も強く抑制される．
