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研究成果の概要（和文）：我々ヒトにとってビタミンC（アスコルビン酸；AsA）最大の供給源となる植物は、光
に応答してAsAを生合成するが、そのメカニズムは不明である。本研究では、その解明のためモデル植物シロイ
ヌナズナの各種変異体を用いた遺伝子やタンパク質の発現解析を実施し、次のような成果を得た。１）光による
AsA生合成の律速酵素VTC2遺伝子の発現パターンに異常を来した新奇変異体を単離し、その原因遺伝子を解析し
た。２）光調節の一つの鍵となるのは、新奇酵素VTC3を介したタンパク質のリン酸化調節であり、そのターゲッ
トの一つはVTC2であることを示唆する結果を得、実際にリン酸化がVTC2安定化に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plants have a great ability to synthesis ascorbate known as vitamin C in 
response to light. In this study, to understand the molecular mechanism of light-inducible ascorbate
 biosynthesis, we carried out gene and protein expression analysis and obtained the following 
conclusion. 1) We generate novel Arabidopsis mutants showing abnormal VTC2 gene expression pattern 
in response to light, and analyzed their causal genes. 2) One of key regulation of light-inducible 
ascorbate biosynthesis is phosphorylation of some proteins via VTC3, a novel enzyme, and its 
down-stream target factor would be VTC2. Actually, recombinant VTC2 analysis showed that 
phosphorylation of affect significantly its enzymatic stability.

研究分野：応用生物化学

キーワード： ビタミンC　シロイヌナズナ　生合成　光調節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アスコルビン酸は植物細胞内で最も高濃度に存在する水溶性酸化還元物質であり、環境応答やさまざまな生理作
用に関連している。したがってアスコルビン酸生合成調節機構の解明は、環境ストレス応答に関わる細胞内レド
ックス制御機構の解明をはじめ、植物が持つさまざま生理現象の理解に向けて学術的に大きな意義がある。また
本研究で得られた知見は、植物がアスコルビン酸合成能力を高め維持するための環境条件など外部要因の的確な
理解につながり、より好条件での作物栽培や育種あるいは収穫後の保蔵に関する有益な知見が得られることや、
高付加価値を持つ高ビタミンC含有作物の開発や有用植物の育成法への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

アスコルビン酸は植物細胞内に mM オーダーの高濃度で存在し（細胞壁やデンプンを除
く可溶性糖質の約 10％に相当）、抗酸化のみならず、植物で主要なレドックスバッファー
として電子伝達、環境応答、細胞周期制御、細胞伸張、細胞壁合成、気孔開閉などさまざ
まな生理作用に関与する多機能性分子として近年注目を集めている。植物のアスコルビン
酸生合成経路は長らく未同定であったが、研究代表者らの研究グループは、シロイヌナズ
ナのアスコルビン酸欠乏変異体 vtc2を用いた解析から、その原因遺伝子 VTC2が GDP-L-
ガラクトースホスホリラーゼをコードしていること、vtc2の分子遺伝学的解析から D-マン
ノース (D-Man)と L-ガラクトース (L-Gal)の誘導体を代謝中間体とする D-Man/L-Gal経路
がアスコルビン酸生合成の主要経路であること、D-Man/L-Gal 経路は植物に普遍的な経路
であることを初めて明らかにしてきた。植物アスコルビン酸生合成の主要経路が明らかと
なり、当該分野における関心の一つは、アスコルビン酸生合成の光調節機構の解明である
が、その分子機構の詳細は未解明である。 
 
２．研究の目的 

上記の背景の下、研究代表者らの研究グループでは、植物アスコルビン酸生合成の光調
節機構について次のような知見を得てきた。すなわち、１）D-Man/L-Gal 経路構成酵素の
中で、VTC2 が律速段階として最も顕著な光依存的転写調節を受けること、２）VTC2 の
光調節は既存の光受容体ではなく、葉緑体の光合成電子伝達系が関与すること、３）
VTC2 のホスホリラーゼ活性は、アスコルビン酸、特に酸化型アスコルビン酸により著し
く失活すること、４）VTC2の他にも、シロイヌナズナ vtc3変異体の原因遺伝子として同
定された VTC3遺伝子は、新奇酵素プロテインキナーゼ/フォスファターゼをコードし、ア
スコルビン酸プールサイズの光応答性に関与すること、等を明らかにしてきた。これらの
知見は、葉緑体からの光応答シグナルを介した VTC2および VTC3の遺伝子およびタンパ
ク質レベルでの制御機構が、光によるアスコルビン酸生合成調節の分子機構解明の鍵とな
ることを強く支持している。特に VTC3によるリン酸化/脱リン酸化のターゲットが何であ
るのか興味が持たれる。そこで本研究の目的は、VTC2 および VTC3 が関与する光情報伝
達の全容とアスコルビン酸生合成調節との関連を明らかにすることであり、その目的を達
成するために、１）VTC2 遺伝子の光応答性転写調節因子の探索と同定、２）アスコルビ
ン酸によるGDP-L-Galホスホリラーゼ活性調節機構の解明、３）VTC3の標的因子同定と
リン酸化シグナル伝達系の解明、を実施した。 
 
３．研究の方法 

１）VTC2遺伝子の光応答性転写調節因子の探索と同定： 作出済みのVTC2-prom::FLUC遺
伝子を導入したシロイヌナズナに対し、変異原エチルメタンスルホン酸（EMS）処理
を施した自殖 M2種子ラインを得た。培養搬送装置付き高感度生物発光測定装置を用い、
ルシフェラーゼ(LUC)活性を指標に、VTC2プロモーターの光応答性に異常を来した変
異体を探索した。得られた変異体の原因遺伝子の同定は、次世代シーケンサーにより
実施した。 

２）アスコルビン酸によるGDP-L-Galホスホリラーゼ(VTC2)活性調節機構の解明：VTC2
組換え体酵素は大腸菌で GST 融合タンパク質として発現させ、金属アフィニティーカ
ラムにより精製した。組換え体 VTC2 の GDP-L-Gal ホスホリラーゼ活性は、代替え
基質として GDP-グルコースを用い、生成した GDP を HPLC を用いて定量することで評
価した。 

３）VTC3 の標的因子同定とリン酸化シグナル伝達系の解明：シロイヌナズナ野生株および
vtc3 変異体に対し、光照射前後の全タンパク質を抽出し、プロテアーゼ処理、Ti-
HAMMOC（チタニア/乳酸）法によりリン酸化ペプチドを濃縮後、nanoLC/MS によりリン
酸化ペプチドの解析を行った。 

 



４．研究成果 

１）VTC2遺伝子の光応答性転写調節因子の探索と同定： 

VTC2 遺伝子は、光に応答して発現誘導することで、アスコルビン酸生合成能の明暗応
答を制御していることを明らかにしている。したがって、その制御に関わる転写調節因子
の探索と同定は、アスコルビン酸生合成の光調節機構を理解するうえで、極めて重要であ
る。そこで、すでに作製済みの VTC2遺伝子プロモーター制御下で FLUC遺伝子を発現す
るコンストラクト（VTC2-prom::FLUC）を導入したシロイヌナズナに対し、0.3%変異原
エチルメタンスルホン酸（EMS）処理を施した。得られた自殖 M2 種子ラインについて、培
養搬送装置付き高感度生物発光測定装置により FLUC 発光パターンに異常を示す変異株のス
クリーニングを行った。その結果、候補変異株を複数取得し、自殖後の M3世代を用いて検
証を行った。その結果、現在までに表 1に示した 7変異株を取得した。 

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

取得した 7変異株について、明期 4時間後の各植物体における FLUC 遺伝子および内在性
VTC2 遺伝子の発現レベルについて検証した。その結果、Control 株と比較して FLUC 発光量
が弱かった 3 株の変異株はいずれも FLUC 発現レベルが有意に抑制されており、そのうち 2
株（1-6-H12, 2-1-A3）については内在性 VTC2 遺伝子の発現レベルも有意に抑制されてい
ることが示された（図１）。また、FLUC 発光量が強かった 4 株の変異株では FLUC 発現レベ
ルの有意な亢進が認められ、そのうち 3 株（1-3-G10, 1-5-H3, 3-6-B6）において内在性
VTC2 遺伝子の発現レベルも有意に亢進していた。すなわち、FLUC 発光量の変化と一致して
VTC2 遺伝子の発現が抑制および亢進している変異株を 2株ずつ単離できた。 
 それらのうち、1-3-G10および1-5-H3については、戻し交配により得たF2株の次世代シ
ーケンス解析により、それぞれの原因遺伝子候補の絞込みを完了した（表２）。また、ダ
イレクトシークエンスにより、それぞれの変異株 M3 世代が実際に変異を保有していること
を確認した。現在、他の変異株について次世代シーケンスによる原因遺伝子の解析を進め
るとともに、1-3-G10 および 1-5-H3 についてはシロイヌナズナの各候補遺伝子破壊株を用
いた相補実験等により、原因遺伝子の同定とそれらの機能解析を進めている。 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

V
TC

2 
m

R
N

A
/A

ct
in

 m
R

N
A

VTC2 mRNA

0

10

20

30

40

50

60

Fl
uc

m
R

N
A

/A
ct

in
 m

R
N

A

Fluc mRNA

***
**

**

**

**

**

**

*

**** **

 

変異体No. Fluc発光の変化
Fluc発光
変化の分離比

1-3-G10 強 24/24

1-5-H3 強 22/24

1-6-H12 弱 24/24

2-1-A3 弱 24/24

2-1-C2 弱 24/24

3-6-B6 強 24/24

4-2-E1 強 18/19

図 1．取得したM3変異株における FLUC遺伝子および内在性 VTC2遺伝子の光による発現レ
ベルの検証．明期 4時間後における FLUCおよび VTC2遺伝子の mRNAレベルを解析し
た。*,P<0.05; **,P<0.01 

表 1．スクリーニングの結果取得した M3 変異株リスト 
Fluc 発光の変化は、各変異体の M2および M3世代の明期での FLUC 発光量を示した。Fluc 発
光変化の分離比は、親株(M2)と同様の FLUC 発光変化を示す M3世代の数を示した。 



 
２）アスコルビン酸による GDP- L-Galホスホリラーゼ活性調節機構の解明： 

 研究代表者らは組換え体 VTC2 を用いた生化学的解析から、GDP-L-Gal ホスホリラーゼ
活性は酸化型アスコルビン酸（DHA）により抑制される知見を得ている。しかしながら、
DHA 自体は VTC2 とは結合性を示さないことから、DHA の分解産物による影響が示唆されて
いた。そこで今回、GDP-L-Galホスホリラーゼ活性阻害に影響する各種 DHA 分解物の評価
および活性阻害に係る生化学的パラメータの詳細について検討した。 
 DHA は、ラクトン環が開裂した 2.3-ジケトグロン酸を経てシュウ酸、トレオン酸、酒石
酸に分解される。そこでこれらのDHA分解物がGDP-L-Galホスホリラーゼ活性に及ぼす影
響を検討した結果、1 mMシュウ酸処理によりコントロールに比べ約 60％と顕著に活性が
阻害されることが示された（図２A）。そこで、シュウ酸による GDP-L-Gal ホスホリラー
ゼ活性阻害作用について Dixonプロットにより評価した結果、シュウ酸は VTC2に対して
拮抗阻害的に作用し、Ki値は 0.2 mMと算出された（図２B）。この Ki値は生理的には妥
当なシュウ酸濃度と考えられることから、アスコルビン酸生合成の調節にはアスコルビン
酸（DHA）異化産物のシュウ酸によるフィードバック阻害も関与している可能性を新たに
見出した。 

３）VTC3 の標的因子同定とリン酸化シグナル伝達系の解明： 

 シロイヌナズナ野生株の約 50％程度にまでアスコルビン酸量が減少した変異体 vtc3 の
原因遺伝子として同定されたVTC3は、Ser/ThrプロテインキナーゼとPP2Cタイプのプロテ
インホスファターゼが融合したユニークなタンパク質をコードしている。vtc3 変異体は光
によるアスコルビン酸生合成の増加も抑制されることから、リン酸化/脱リン酸化を介し

 

遺伝子
リード数 QV値 コントロール 塩基

置換
アミノ
酸置換
細胞内
局在性合計 置換 率 合計 置換 率 合計 置換 率 位置

A 13 13 100 460 460 100 0 coding G -> A W -> * 核

遺伝子
リード数 QV値 コントロール

位置
塩基
置換
アミノ酸
置換
細胞内
局在性合計 置換 率 合計 置換 率 合計 置換 率

B 6 6 100 207 207 100 8 1 13 coding G -> A W -> *
液胞膜
原形質膜

1-3-G10

1-5-H3

表２ 次世代シーケンス解析による 1-3-G10 および 1-5-H3 変異株の原因遺伝子候補 

図２．GDP-L-Gal ホスホリラーゼ活性におよぼす各種アスコルビン酸異化物質の影響．A. 1 
mM 濃度の各物質を酵素反応系に添加した際の GDP-L-Gal ホスホリラーゼ活性．B. 
Dixonプロットによるシュウ酸の GDP-L-Galホスホリラーゼ活性阻害の生化学的検証 



た制御機構の存在が示唆されるが、その詳細は未解明である。そこで、シロイヌナズナ野
生株および VTC3 遺伝子破壊株を用いて、暗適後の植物および 100 μmol/m2/s の光照射６
時間後各植物におけるリン酸化プロテオーム解析を実施した。その結果、同定したリン酸
化ペプチド 4,963 個（タンパク質レベルでは 1,582 タンパク質に相当）のうち野生株との
間で有意差を持って変動していたリン酸化ペプチド(DEPs)は 676 個であった。遺伝子オン
トロジーエンリッチメント解析の結果、プロテインキナーゼ関連遺伝子がエンリッチされ
ており、VTC3 を介したリン酸化シグナルネットワーク存在の可能性が強く示唆された。解
析データについてアスコルビン酸生合成酵素に注目したところ、GDP-L-Gal ホスホリラー
ゼおよびその一つ上流を構成し GDP-D-Man から GDP-L-Gal へのエピマー化反応を触媒
する GDP-D-Man-3,5-エピメラーゼの各ペプチド断片において、光照射後のリン酸化レベ
ルが有意に抑制される可能性が見いだされた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

リン酸化が酵素活性に及ぼす影響を検証するため、GDP-L-Gal ホスホリラーゼについて、
リン酸化該当箇所の Thrを Aspに置換した疑似リン酸化変異体を大腸菌で発現させ GDP-
L-Gal ホスホリラーゼ活性を測定した。その結果、精製直後の組換え体酵素において、高
い比活性が維持される傾向が観察された他、野生型酵素では４℃の氷上下でも９時間後に
は約 50 ％失活が認められたのに対し、疑似リン酸化変異体酵素では有意な活性の失活が認
められなかったことから、VTC2 のリン酸化は酵素の安定性に寄与していることが強く示
唆された。このことから、アスコルビン酸生合成の光調節機構の一端は、VTC3 を介した
VTC2リン酸化によるGDP-L-Galホスホリラーゼ活性の安定化が関与している可能性が考
察された。現在、もう一つの酵素 GME リン酸化の影響について検証を進めるとともに、
VTC3 がこれら酵素タンパク質のリン酸化への関与および VTC3 のよるリン酸化ネットワ
ークの解析が進行中である。 
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