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研究成果の概要（和文）： 

 

本課題では果実に糖が蓄積する仕組みを「糖輸送体」という分子的観点から明らかにし，トマ
トをモデル作物とした糖輸送体の網羅解析と，形質転換体作出による果実の高糖度化にチャレ
ンジした．その結果，トマトに 20 種の糖輸送体を見出し，それらの多くが果実で発現すること，
AZT，SFP，VGT が液胞膜に局在することを示した．それらについて，酵母での異種発現やノ
ックダウン形質転換トマトの作出に成功したが，糖輸送活性の検出や果実糖度の変化を見るに
至らなかった． 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

To clarify the mechanism of sugar accumulation in fruits, we chose tomato as a model plant and 

analyzed its sugar transporters comprehensively. We found 20 sugar transporters in tomato and the most 

of them expressed in fruit. We determined that AZT，SFP and VGT localize in vacuolar membrane. 

Although we succeeded to produce their transgenic yeasts and tomato plants, we could not see sugar 

transport activity in the yeasts and change in sugar content in their fruits. 
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１．研究開始当初の背景 

 

成熟した果実の糖濃度は 1 M 近くに達し，
糖は果肉細胞の液胞に蓄えられる．果実の細
胞（液胞）はどうしてこのように高濃度の糖
を蓄積できるのか？果実の他に糖を高濃度
に蓄積する植物器官は，テンサイの貯蔵根や

サトウキビの茎などごく一部に限られるが，
これらの糖の蓄積機構は分かっていない．  

植物の液胞膜には糖を輸送する輸送体の
存在が古くから想定されていた．申請者も含
め多くの研究者がその遺伝子の単離に取り
組んだが，そのほとんどが失敗に終わってい
る．しかしながら，申請者らの研究を含めた
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液胞膜のプロテオーム解析や，ゲノム情報を
もとにした網羅的な糖輸送体の解析の結果，
最近相次いで液胞の糖輸送体が発見された．  

植物の糖輸送体は 8 つのファミリーに分か
れ，細胞のどの膜に局在するのか，またどの
ような糖を輸送するのかが明らかにされつ
つある．しかしながらそれらの解析はシロイ
ヌナズナやイネが中心であり，高濃度に糖を
蓄積する果実での研究はわずかであり，報告
されているものも単に遺伝子の発現解析を
行ったに過ぎない． 

我々は既に，バラ科果樹（セイヨウナシお
よびリンゴ）とトマトを材料に，全ての糖輸
送体ファミリーを網羅する形で，遺伝子のク
ローニングを進めており，3 種の液胞膜の糖
輸送体候補を見出している．PLT ファミリー
については，それらがバラ科果樹の転流糖で
あるソルビトールを輸送し，師部ローディン
グに関わることを発表した．しかしながら
PLT ファミリー以外の糖輸送体の解析はまだ
途中であり，本課題においてそれらの生理学
的・生化学的機能解析を進めるとともに，形
質転換体作出による果実の高糖度化の道を
探る必要がある． 

 

２．研究の目的 

 

本課題では果実に糖が蓄積する仕組みを
「糖輸送体」という分子的観点から明らかに
し，また形質転換体作出による果実の高糖度
化にチャレンジする． 

 まず，本研究では果実の糖蓄積に関わる糖
輸送体の全容を明らかにするために，トマト
をモデル作物として 8 つの糖輸送体ファミリ
ーについて，トマト果実で発現する遺伝子を
それぞれ複数種クローニングする．一方，バ
ラ科果樹はソルビトールという特殊な糖を
転流糖とするため，ソルビトールの輸送を担
う輸送体に着目し，いくつかの遺伝子の追加
を図る． 

 次にクローニングした糖輸送体について，
以下の生化学的解析を進める．クローニング
した糖輸送体がどの器官，組織，成長ステー
ジで発現するのかを明らかにし，果実の糖蓄
積に関係する輸送体を洗い出す．一方で，酵
母などの異種発現系を用いて糖輸送活性を
測定し，それぞれの輸送体の輸送基質となる
糖を特定する．さらに，GFP 融合タンパク質
の発現により，糖輸送体タンパク質が細胞の
どの膜系で発現しているのか（液胞に局在す
るのか否か）を明らかにする．糖輸送体がい
つ，どこで発現し，何を輸送しているかが明
らかになれば，各輸送体の生理機能が推測で
きるようになる． 

さらに上記の実験で果実への糖蓄積に関
連が深いと考えられた輸送体について，トマ
トとセイヨウナシで形質転換体を作出する．

発現抑制による糖輸送体の糖蓄積への貢献
度の確認と，過剰発現による果実の高糖度化
を試みる．これらの結果から，どの糖輸送体
が高糖度化に重要であるのかが明らかにな
り，さらに高糖度系統（品種や栽培環境）と
低糖度系統における各遺伝子の発現差異を
比較すれば，糖輸送体遺伝子をマーカーとし
た育種も可能となるかもしれない． 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）糖輸送体遺伝子のクローニング 

トマトに関しては，かずさ DNA 研究所の
完全長 EST データベースから糖輸送体クロ
ーンの譲渡を受ける．データベースにないト
マトの糖輸送体とバラ科果樹の糖輸送体は，
RT-PCRとRACE法によりクローニングする．
トマトは 8 つの糖輸送体ファミリーについて，
それぞれ 2 種類以上のクローンを得る． こ
れらは，GATEWAY システムのベクターへサ
ブクローニングして以下の実験に用いる． 

 

（２）生化学的解析 

 

①遺伝子発現解析：遺伝子特異的プライマー
を作製し，半定量的 RT-PCR により各糖輸送
体遺伝子の，器官別・組織別・成長ステージ
別の発現を明らかにする． 

 

②細胞内局在： GATEWAY から GFP 融合タ
ンパク質発現ベクターに遺伝子を移し，シロ
イヌナズナ培養細胞またはタマネギ表皮細
胞に，PEG 法またはボンバードメント法によ
り導入する．GFP-糖輸送体融合タンパク質の
蛍光を蛍光顕微鏡または共焦点レーザー顕
微鏡で観察する． 

 

③糖輸送活性： GATEWAY から酵母発現ベ
クターに遺伝子を移し，酵母に導入する．そ
の酵母への RI ラベルした糖の取り込み量を
測定し，糖輸送活性とする．酵母の液胞膜に
糖輸送体が発現した場合には，液胞膜小胞を
単離した後に，糖輸送活性を測定する 

 

（３）形質転換体の作出 

既に解析を進めている糖輸送体を中心に
形質転換ベクターを構築し，トマトに形質転
換体する．シビアな表現型を観察するために，
全身で強い発現を示すカリフラワーモザイ
クウイルスの 35S プロモーター（CaMV35S）
を用い，過剰発現と RNAi 法による発現抑制
を行う． 



 

 

４．研究成果 

 

（１）糖輸送体遺伝子のクローニング 

かずさ DNA 研究所が構築したトマト完全
長 cDNAデータベースに見出した全ての糖輸
送体クローンの塩基配列を決定した．それら
は，SUT ファミリー3 種，STP ファミリー5

種，PLTファミリー1種，ITRファミリー1種，
pGlcT ファミリー3 種，AZT ファミリー2 種，
SFP ファミリー3 種，VGT ファミリー2 種の
合計 20 種であった（図１）． 

図１．トマト EST に見出した 20 種の糖輸送体 

 

 

（２）生化学的解析 

 

①遺伝子発現解析：遺伝子特異的プライマー
を作製し，半定量的 RT-PCR により各糖輸送
体遺伝子の発現を明らかにした（図２）． 

その結果，多くの分子種が果実で発現して
おり，多くの糖輸送体が協調して，果実の成
長や糖蓄積を支えていることが明らかとな
った．液胞膜局在が推定されている SlAZT2

は，果実のみで発現しており，特に興味深い
分子として特定された．また SlSTP5 は花特
異的に発現するなど，特別な器官・組織での
み発現する分子も明らかとなった． 

 

②細胞内局在： AZT ファミリー，SFP ファ
ミリー，VGT ファミリーと GFP の融合タン
パク質を発現させるためのベクターを構築
し，タマネギ表皮細胞へボンバードメント法
で導入し，焦点レーザー顕微鏡で観察した．
その結果， いずれでも GFP の蛍光が核を避
けるようにして液胞膜で観察されたことか
ら，AZT ファミリー，SFP ファミリー，VGT

ファミリーが液胞膜の糖輸送であることが
示された．  

 

③糖輸送活性： 液胞膜局在が示された AZT

ファミリー，SFP ファミリー，VGT ファミリ
ーを酵母発現ベクターに移し，酵母への導入 

 

図２．トマト 20 種の糖輸送体の器官別発現 

 

 

を試みた．当初，主要な糖輸送体遺伝子が欠
損した酵母 LBY416 株に導入して糖輸送活
性の測定を試みたが，バックグラウンドが高
く解析できないことが明らかとなった．この
ため，ほとんど全ての糖輸送体遺伝子が欠損
している酵母 EBY VW4000 株を取り寄せて，
トマトの糖輸送体の発現を試みた．その結果，
トマトの糖輸送体と GFP の融合タンパク質
が，酵母の内膜系に発現していることが確認
できたが，それら導入酵母における糖輸送活
性の検出には至らなかった． 

 

 

（３）形質転換体の作出 

SFP ファミリーと VGT ファミリーをノッ
クダウンするための RNAi カセットを
CaMV35 プロモーター下に連結した植物形質
転換用ベクターを構築し，トマト„マイクロト
ム‟への形質転換を進めた．いくつかの形質転
換トマト個体の作出に成功したが，それらの
果実の糖度が，野生形植物の果実と有意な差
があることは，確認できなかった． 
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