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研究成果の概要（和文）：植物のビタミンC合成経路の律速反応であるMan 1-リン酸からのGDP-Manの合成は、
GDP-ManピロホスホリラーゼVTC1により触媒される。KJC1はVTC1の活性を高める因子であるが分子機能は不明だ
った。FLAG-VTC1が発現するシロイヌナズナを作出し、VTC1のタンパク質レベルを調べたところ、kjc1変異体で
は1割以下に低下していた。また、シロイヌナズナ抽出液を分子量別に分画してGDP-Man合成活性を調べたとこ
ろ、野生型植物では高分子画分に活性があるのに対して、kjc1変異体では活性がなかった。植物生体内でVTC1は
KJC1と複合体を形成することで分解から免れていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：L-Ascorbic acid is synthesized via nucleotide sugar GDP-mannose (GDP-Man) 
and GDP-L-galactose in plants. VTC1 is a GDP-mannose pyrophosphorylase catalyzing the conversion 
from Man 1-P to GDP-Man, a rate-determining step in this pathway. KONJAC1 (KJC1) protein has been 
identified as a factor increasing VTC1 activity in Arabidopsis. To examine a function of KJC1 in the
 stability of VTC1, transgenic Arabidopsis harboring FLAG-fused genomic VTC1 gene was generated. In 
kjc1 mutant, the amount of FLAG-VTC1 protien was reduced to less than 10% of wild-type Arabidopsis, 
corresponding to VTC1 acticity. A native form of VTC1 was extracted from Arabidopsis and applied to 
size-exclusion chromatography. While high VTC1 activity was detected in the high-molecular weight 
fraction from the wild-type plant, the activity was not detected in the fraction from kjc1 mutant. 
These results suggest that KJC1 protects VTC1 from protein degradation by forming a large complex in
 Arabidopsis.

研究分野：植物糖鎖生物学

キーワード： ビタミンC　糖ヌクレオチド　GDP-マンノース　環境ストレス　タンパク質分解制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンCは植物細胞内の酸化還元レベルの調節に極めて重要な分子であり、体内でビタミンCを合成できない
我々ヒトにとっては欠くことができない栄養素の一つである。これまでにビタミンCの合成に関わる各種の酵素
が同定されているが、合成の調節機構はいまだに不明な点が多い。特に遺伝子発現後のタンパク質レベルの調節
機構がわかっていなかった。本研究は、VTC1の相互作用因子KJC1により、VTC1が分解から守られていることがわ
かり、ビタミンC合成制御機構の一端を明らかにした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
植物は強光により生じる活性酸素種に曝されている。活性酸素種は、DNA やタンパク質、生
体膜の損傷を起こすため、植物細胞はビタミン C（L-アスコルビン酸）で活性酸素種を消去して
いる。一方で、余計なビタミン Cの蓄積は生育に不利にはたらく場合もあり、ビタミン Cの合
成は、環境条件や組織・器官、エイジに合わせて制御されている。 
 植物のビタミン C は基本的に、GDP-マンノース（GDP-Man）と GDP-L-ガラクトースを経る
D-Man/L-Gal 経路で合成される（Wheeler et al., 1998, Nature）。この他に、グルクロン酸を経る
MIOX/D-グルクロン酸経路が存在するが、ビタミン C 蓄積量に寄与するのは D-Man/L-Gal 経路
だけであることがわかっている（Kavkova et al., 2018, Plant Biol.）。D-Man/L-Gal経路は 10反応で
構成され、主な律速反応の一つがマンノース 1-リン酸からの GDP-Man合成である（図１）。こ
の反応は VITAMIN C DEFFECTIVE 1（VTC1）により触媒される（Conklin et al., 1999, PNAS）。 
 過去の研究で、植物の GDP-Man 合成には VTC1 の他に KONJAC タンパク質も関わることを
報告した（Sawake et al., 2015, Plant Cell）。シロイヌナズナの主要 KONJACタンパク質アイソフ
ォームである KJC1は、VTC1の相互作用因子であり、植物生体内で VTC1の活性（GDP-Man合
成活性）を高めている。実際に、KJC1を欠損したシロイヌナズナの kjc1変異体では、GDP-Man
合成活性が１割に、ビタミン C含有量は 40％に減少する（Sawake et al., 2015, Plant Cell）。大腸
菌で作製した組換え KJC1は VTC1の活性を高めるものの、その活性は２倍程度であった。した
がって、植物生体内では KJC1は何か別の役割も持っていると予想される。 

VTC1 や KJC1 は真核生物で高度に保存されたタンパク質である。最近、哺乳類で VTC1 と
KJC1に相当する GMPPBと GMPPAの複合体の構造が決定され、これらが 12量体の複合体を形
成することや、GMPPAが GMPPBの活性を抑制していることがわかった（Zheng et al., 2021, Nat. 
Struc. Biol.）。これらの事実は、動物と植物で、KJC1/GMPPA の機能が大きく異なることを示唆
している。強光などの環境ストレスに常に曝される植物は、ビタミン C 合成の迅速な合成制御
のために、KJC1の機能を変え、独自の活性制御機構を発達させたと予想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、KJC1が VTC1と直接的に相互作用することで VTC1の GDP-Man合成活性を
高めるほかに、植物生体内でVTC1タンパク質の分解抑制因子として機能するとの仮説を立て、
これを検証した。本研究ではまず、①VTC1 タンパク質の蓄積量を定量的に評価できるように、
FLAGペプチドを融合した FLAG-VTC1が自己プロモーターで発現するシロイヌナズナを作出
した。次に、②この FLAG-VTC1遺伝子を kjc1変異体にも導入することで、KJC1タンパク質
の有無が VTC1 タンパク質の蓄積量に与える影響を調べた。さらに、③植物生体内で KJC1 が
VTC1 複合体の形成に決定的な役割を果たすことを示すために、上記の FLAG-VTC1 が発現す
る野生型植物と kjc1変異体から VTC1複合体を抽出し、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて、
複合体の分子量と GDP-Man 合成活性を調べた。加えて、④種子ムシレージのガラクトグルコ
マンナンの蓄積を指標にして、VTC1 と KJC1 が GDP-Man 合成の主要因子であることを検証
した。 

 図１ 



 
３．研究の方法 
（１）FLAG-VTC1導入シロイヌナズナの作出 
 野生型のシロイヌナズナのゲノミック DNAを鋳型として、ゲノミックの VTC1遺伝子を単離
した。VTC1のタンパク質コード領域の先頭に制限酵素サイトをPCRにより導入し、ここに FLAG
ペプチドをコードする塩基配列を挿入した（図２）。この遺伝子コンストラクトをアグロバクテ
リウム法で、野生型（WT）のシロイヌナズナと kjc1変異体、kjc2変異体に遺伝子導入した。ま
た、同じ遺伝子コンストラクトをシロイヌナズナの vtc1変異体にも導入し、FLAG-VTC1が機能
的であるかを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）FLAG-VTC1タンパク質量の定量 
 FLAG-VTC1タンパク質の量は、ウェスタンブロッティングにより調べた。シロイヌナズナの
野生型または変異体から抽出した可溶性タンパク質を SDS-PAGE により電気泳動し、PVDF 膜
に転写した。その後、抗 FLAG抗体により、FLAG-VTC1を検出し、シグナル強度から相対的な
FLAG-VTC1タンパク質の蓄積量を算出した。 
 
（３）明暗による VTC1蓄積量の変化の解析 
 FLAG-VTC1が発現する野生型植物（WT）と kjc1変異体を準備し、それぞれ最初は連続光下
で育成した。その後、それぞれを明所と暗所の処理区に分け、FLAG-VTC1の蓄積量をウェスタ
ンブロッティングにより調べた。 
 
（４）ゲルろ過クロマトグラフィーによる VTC1複合体の解析 
 FLAG-VTC1を含む可溶性タンパク質を多量に準備し、Sephacryl S-200を充填したカラムを用
いたゲルろ過クロマトグラフィーを行った。フラクションコレクターにより分子量別に分画し、
各画分の GDP-Man合成活性とタンパク質濃度を調べた。また、ウェスタンブロッティングによ
り、FLAG-VTC1の量も調べた。 
 
（５）vtc1変異体と kjc1変異体におけるグルコマンナン合成 
 vtc1変異体や kjc1変異体で GDP-Man合成異常が起きていることを検証するために、これらの
変異体のグルコマンナン量を調べた。この実験では、グルコマンナン（正確にはガラクトグルコ
マンナン）が比較的多い種子ムシレージを調べる対象とした。種子ムシレージ中のグルコマンナ
ンをマンナナーゼで特異的に分解し、生じたオリゴ糖を蛍光標識し、HPLC で検出・定量した。 
 
４．研究成果 
（１）FLAG-VTC1の機能性 
 vtc1変異体に FLAG-VTC1遺伝子を導入し、vtc1変異が相補されるかを調べた。vtc1変異体で
は、GDP-マンノース合成活性が野生型植物の 8%に低下していたが、作出した３ラインは活性が
WT植物の 80～141%に増加していた。また、ビタミン Cレベルも同様に、37%から 83～112%に
回復していた。これらの結果から、N 末端に FLAG を付加した FLAG-VTC1 がシロイヌナズナ
生体内で機能的であることが確認できた。 
 
（２）kjc1変異体における FLAG-VTC1タンパク質蓄積量の低下 
 すでに、kjc1変異が VTC1の遺伝子発現を低下させないことがわかっており（図３A）、KJC1
はタンパク質レベルで VTC1の活性に影響していることは予想されていた。また、KJC1と
VTC1は複合体を形成することもこれまでに行った研究でわかっていた（Sawake et al., 2015, 
Plant Cell）。本研究では、KJC1が VTC1を直接的に活性上昇させる以外に、植物生体内で安定
性にも寄与するとの仮説に基づき、本実験を行った。FLAG-VTC1タンパク質の蓄積量は、kjc1
変異体で 1割以下に低下しており（図３B）KJC1が VTC1タンパク質の安定性向上に寄与する
ことが示された。kjc2変異体でも同様の解析を行ったが、kjc1変異体ほどの蓄積量の変化はみ
られなかった。この結果は、KJC2が遺伝子発現レベルの低いマイナーアイソフォームである
こととも一致した。 
 
 
 
 

 

図２ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）明暗による VTC1蓄積量の変化 
 明所と暗所で育成した WT を比較したところ、暗所では FLAG-VTC1 は顕著に少なくなって
いた。明暗条件によりビタミン C 蓄積量が変化することが知られており、この変化に VTC1 の
タンパク質レベルの蓄積量制御が関与する可能性が示唆された。kjc1変異体でも同様の解析を行
ったが、いずれの条件下でも FLAG-VTC1は極めて少なかった。この結果は、KJC1は明所だけ
ではなく、暗所でも VTC1の分解を抑制している可能性を示している。 
 
（４）kjc1変異の VTC1複合体への影響 
 WTから抽出した FLAG-VTC1複合体は、ゲルろ過クロマトグラフィーで VTC1単独の分子量
よりも高分子の画分で検出され、植物生体内で複合体を形成していることがわかった。また、高
い GDP-Man 合成活性がみられた画分は FLAG-VTC1 の溶出画分と一致しており、FLAG-VTC1
はネイティブの VTC1と同様の複合体を形成していることも確認された。一方で、kjc1変異体か
ら抽出した FLAG-VTC1はほとんど検出できず、いずれの画分もほとんど GDP-Man合成活性を
示さなかった。この結果は、KJC1の欠損により、本来形成される複合体が形成されずに、VTC1
が分解されたことを示している。 
 
（５）GDP-Man合成における VTC1と KJC1の重要性 
 KJC1 の欠損や VTC1 の部分的な欠損が GDP-Man 合成に与える影響を種子ムシレージ中のグ
ルコマンナン量から調べた。種子ムシレージには、GlcとManが交互に配列する特殊なグルコマ
ンナンが存在するため、これをマンナナーゼで GlcManの２糖に分解し、HPLCで定量した。kjc1
変異体や vtc1変異体では、グルコマンナン量が大きく減少しており、KJC1や VTC1が GDP-Man
合成に寄与することを確認できた。この実験結果は論文発表した（Nishigaki et al., 2021; Physiol. 
Plant.）。 
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