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研究成果の概要（和文）： 
スクロースとともにソルビトールを転流糖として用いるバラ科果樹には、一般的な植物と異な
る、特有の糖による遺伝子発現制御機構が存在することが示唆された。また、ソルビトールの
合成能が抑制されたリンゴの形質転換体の葉を材料に行ったマイクロアレイによる網羅的解析
から、ソルビトールにより発現が調節される遺伝子群が同定され、バラ科果樹におけるソルビ
トールの役割を理解する上での新たな手掛かりが得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

It is suggested that in the Roseceae, which utilizes sorbitol as well as sucrose as translocated 
sugars, there is a specific regulatory mechanism of gene expression with sugars, differing from 
common plants. With comprehensive analysis by microarray using leaves of transgenic apple in 
which sorbitol synthesis was suppressed, genes regulated by sorbitol were identified, which 
provides new clues to understand roles of sorbitol in the Rosaceae. 
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１．研究開始当初の背景 

バラ科果樹では、シュクロースとともにソ
ルビトールが主要な光合成産物として合成
され、ソース器官である葉から、果実などの
シンク器官へ転流する。ソース器官における
ソルビトール合成のキー酵素は NADP-ソル
ビトール 6 リン酸脱水素酵素（S6PDH）で
あり、シンク器官におけるソルビトール分解
のキー酵素は NAD-ソルビトール脱水素酵素
（SDH）であり、ソルビトール代謝の骨格を

担っている。また近年、ソルビトールの輸送
体タンパク質が同定され、その輸送機構も解
明されつつある。 

バラ科果樹にはシュクロースに加えソル
ビトールが転流糖として存在するが、ソルビ
トールは果実の甘味や酸味などの味やみつ
症の発生に影響を与え、果実の品質を決定づ
けるファクターとして働く。すなわち、
S6PDH を抑制した形質転換体（GSA04）で
は葉におけるソルビトールのスクロースに



対する割合は，コントロールの 3.4 から 0.2
へと減少した。その結果、形質転換体の果実
の可溶性固形物は 10％程度多くなり、リンゴ
酸含量は２/３に減少し、甘酸比が高くなり甘
味が増した。また、果実内の SDH の酵素活
性は低くなり、果実の炭水化物の代謝にも影
響を与えていた。 
 
２．研究の目的 
ソルビトールの代謝経路は明らかになる

一方で、その制御機構についてはまったく未
解明である。また、ソルビトールの役割につ
いてもどのようにして果実品質を決定づけ
るのかについてはわからない。本研究では、
ソルビトールを合成する酵素の調節機構と、
その結果変動するソルビトールレベルに調
節される遺伝子発現等の機構の概要を明ら
かにし、ソルビトールがバラ科果樹の生理に
いかにかかわり、その結果果実品質にどのよ
うに影響を与えるのかを分子レベルで明ら
かにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）ソルビトールによる糖代謝酵素の発現
制御の解明 
 ビワの葉-葉柄組織に、各濃度のソルビト
ール、シュクロースなどの糖処理を行い、2
日間インキュベートした後、ホットボレート
法により RNA を抽出した。S6PDH、SPS、ADP
グルコースピロホスホリラーゼ（ADPGPPase）
の遺伝子発現レベルの変化をリアルタイム
PCR 法により調べた。内部標準にはアクチン
をもちいた。リアルタイム PCR を行うに先立
って、ビワの S6PDH、SPS、ADPGPPase、アク
チンの cDNA の塩基配列を決定した。 
 
（2）ソルビトールにより発現が制御される
遺伝子の網羅的解析 

ソルビトールの合成能が抑制されたリン
ゴの形質転換体（GSS78、GSA04）及び非形質
転換体（コントロール）の葉を材料に、ソル
ビトールにより発現が制御される遺伝子の
網羅的解析を、マイクロアレイにより行った。
リンゴの形質転換体はカリフォルニア大学
デービス校の実験圃場で栽培されている成
木をもちいた。マイクロアレイは、NCBI のホ
ームページ
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）より公開
されているリンゴの 23,731 個のユニジーン
を主に配置したカスタムアレイを用いた。マ
イクロアレイにより得られたデータは Subio 
Platform をもちいて解析した。GO 解析は
BLAST2GO、酵素マッピングは KEGG により行
った。 
 
４．研究成果 
（1）ソルビトールによる糖代謝酵素の発現

制御の解明 
 ビワの切断葉-葉柄を様々な濃度の糖水溶
液で処理した後、遺伝子発現解析を RT-PCR
で行った。ソルビトールとスクロースの
S6PDH 遺伝子の発現に及ぼす影響が図 1 に示

した。S6PDH の転写産物のレベルはソルビト
ールにより減少し、800 mM ソルビトールを処
理したときのレベルは、コントロールに比べ
40％ほどであった。一方、S6PDH の転写産物
のレベルはスクロースにより増加した。200 
mM 以上のスクロース処理で転写産物のレベ
ルは著しく増加し、800mM ではコントロール
のおよそ 7.5 倍であった。SPS の転写産物の
レベルは 200 mM 以上のスクロース処理で著
しく減少した。800 mM スクロース処理したと
きのレベルはコントロールの 10％ほどであ
った。ソルビトールが発現レベルに及ぼす影
響 は ス ク ロ ー ス ほ ど で は な か っ た 。
ADPGPPase の転写産物のレベルは、ソルビト
ール及びスクロース処理により減少した。
800 mMのソルビトール及びスクロース処理し
た際の転写産物のレベルはコントロールの
30％ほどであった。ソルビトール合成のキー
酵素である S6PDH の転写産物のレベルは、ソ
ルビトールにより減少した。ソース葉に存在
するソルビトールが、それ以上ソルビトール
を合成させないために S6PDHを負に制御する
と考えると、このことは道理にかなっている
と考えられる。興味深いことに、スクロース
は S6PDH の転写レベルを増加させた。これら
の結果は、バラ科果樹のソース器官にはソル
ビトールの割合を多く保つための機構が存
在すると考えられ、このことからソルビトー
ルが重要な役割をもっていると示唆された。 
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図1. ソルビトール及びスクロース処理した際のS6PDH転写産物のリアルタ
イムPCR解析。

 
（2）ソルビトールにより発現が制御される
遺伝子の同定 
ソルビトール合成能を抑制したリンゴの

形質転換体を材料に、cDNA マイクロアレイに
よる、ソルビトールにより発現が制御される
遺伝子の網羅的解析を行った。マイクロアレ
イは、主に NCBI のホームページより公開さ
れているリンゴ（Malus x domestica）の
23,731 個のユニジーン（UniGene）を配置し
たカスタムアレイを用いた。材料には、非形
質転換体と、ソルビトール 6リン酸脱水素酵



素（S6PDH）のアンチセンス遺伝子を導入し
た形質転換体（GSS78 及び GSA04）の成葉を
もちいた。 
 その結果、GSA04 では非形質転換体と比べ
有意に 2 倍以上発現が減少した遺伝子が 138

個、2 倍以上発現が増加した遺伝子が 121 個
検出された（図 2、3）。GSA78 では 2 倍以上
発現が減少した遺伝子が 2687 個検出され、

うち 100 個が GSA04 においても発現の減少が
みとめられた。また、2 倍以上発現が増加し
た遺伝子は 2718 個検出され、うち 70 個が
GSA04 においても発現の増加がみとめられた。
これらの遺伝子が直接的または間接的にソ
ルビトールにより発現が制御される遺伝子
と考えられた。 
 Gene ontology 解析をおこなったところ、
“Biological process”において、GSA04 で
発現が減少した遺伝子、すなわちソルビトー
ルにより発現が正に制御される遺伝子では
“ cellular response to stimulus ”、
“oxidation reduction”、“regulation of 
transcription ”、“ anatomical structure 
development ”、“ response to stress ”、
“multicellular organismal development”、
“protein metabolic process”、“regulation 

of biological quality ”、“ response to 
hormone stimulus ”、“ carboxylic acid 
metabolic process”、“response to abiotic 
stimulus”、“signaling”に含まれる遺伝子
群の変動が見出され、変動が大きい遺伝子に
ついては、ソルビトール代謝に関する遺伝子
を除き、機能不明のものが多く存在した（図
4）。 
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図2. ベン図。リンゴユニジーンを配したカスタムアレイにおい
て、2倍以上変動のあった遺伝子数。2 fold up at GSA04
（GSA04で2倍以上発現が増加した遺伝子）、2 fold down at 
GSA04 （GSA04で2倍以上発現が減少した遺伝子）、2 fold 
up at GSS78 （GSS78で2倍以上発現が増加した遺伝子）。

図5. GSA04で発現が増加した遺伝子群のBiological processのGO term分布。

GSA04 で発現が増加した遺伝子、すなわちソ
ルビトールにより発現が負に制御される遺
伝子では“small molecule biosynthetic 
process ”、“ regulation of cellular 
metabolic process”、“oxidation reduction”、
“amine metabolic process”、“nucleobase, 
nucleoside, nucleotide and nucleic acid 
metabolic process”、“cellular amino acid 
and derivative metabolic process ”、
“ carbohydrate metabolic process ”、
“response to stress”、“monocarboxylic 
acid metabolic process ”、“ cellular 
biosynthetic process ”、“ response to 
chemical stimulus ”、“ macromolecule 
biosynthetic process ” 、 “ cellular 
macromolecule metabolic process ” 、
“response to abiotic stimulus”、に含ま
れる遺伝子群の変動が見出され、変動が大き
い遺伝子についてみると Response to stress
に含まれる遺伝子が比較的多かった（図 5）。 
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図3. ベン図。リンゴユニジーンを配したカスタムアレイにおい
て、2倍以上変動のあった遺伝子数。2 fold up at GSA04
（GSA04で2倍以上発現が増加した遺伝子）、2 fold down at 
GSA04 （GSA04で2倍以上発現が減少した遺伝子）、2 fold 
down at GSS78 （GSS78で2倍以上発現が減少した遺伝子）。

図4. GSA04で発現が減少した遺伝子群のBiological processのGO term分布。
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