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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物がどのようにビタミンＣとして知られるアスコルビン酸を合成し蓄えてい
るのか明らかにするため、アスコルビン酸が豊富に含まれる葉および果実を対象に生合成に関わる酵素遺伝子を解析し
た。その結果から、植物アスコルビン酸合成の制御には、主に光合成電子伝達系を介して、VTC2と呼ばれる酵素遺伝子
の発現やタンパク質レベルでの制御およびリン酸化/脱リン酸化を介した調節機構が存在していることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify regulation mechanism of plant vitamin C 
biosynthesis in response to light. We have done molecular physiological analyses using Arbidopsis, 
tomato, and moss plants, and concluded that photosynthesis electron transport system is working as a 
trigger for light dependent vitamin C synthesis. In addition, we obtained some experimental evidences 
that the key regulatory factors contribution downstream of this trigger is VTC2 and VTC3, encoding 
GDP-L-galactose phosphorylase and a novel protein kinase/phosphatase, respectively.

研究分野：植物分子生理学

キーワード： アスコルビン酸生合成　光合成生物　光調節

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
アスコルビン酸（AsA）は植物細胞内に

mM オーダーの高濃度に存在し（細胞壁やデ
ンプンを除く可溶性糖質の約 10％に相当）、
レドックスバッファーとして抗酸化のみな
らず電子伝達、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である。
このように AsA は植物にとって重要な物質
であるが、長らく不明であった生合成経路が
最近ようやく明らかになった。申請者の研究
グループでは、これまでにシロイヌナズナの
AsA 欠乏変異体(vtc 変異体)を用いた研究か
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 AsA 合成の主要経路
として機能していること（Plant J.,2007; 
JBC,2008a; BBB,2011）、また D-Man/L-Gal 
経路以外にも、ユーグレナなどの藻類やトマ
ト成熟果実では、D-ガラクツロン酸を代謝中
間体とするガラクツロン酸経路が機能して 
いることを報告してきた（ JBC,2008b; 
J.Exp.Bot.,2011）。これらの事実は、植物 AsA 
生合成経路は多様性を有し、組織や生育段階
の違いにより異なる生合成経路を使分けて
いる可能性を示唆している。AsA 生合成経路
が明らかになった今、次に解決すべき重要な
課題は、‘なぜ葉や果実には AsA が豊富に含
まれているのか？’そのプールサイズ制御機
構の解明である。AsA プールサイズ制御に関
して、これまでに申請者のグループでは以下
の知見を得ている。１）葉の AsA 含量は光
に依存して増加し、この時 D-Man/L-Gal 経
路の中で GDP-L-Gal ホスホリラーゼをコー
ドする VTC2 遺伝子の発現レベルが顕著に
光応答性を示すこと (PlantJ.,2007; BBB, 
2011)、２）VTC2 タンパク質は細胞質と核
に局在し、光依存的に核から細胞質に移行す
ること、３）AsA の光制御には特定タンパク
質のリン酸化/脱リン酸化も関与しているこ
と、から光依存的な葉での AsA プールサイ
ズの制御には、VTC2 タンパク質の動態とリ
ン酸化修飾を介した光情報伝達系の関与が
示唆されるが、その分子機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
上述の研究背景より、本研究ではシロイヌナ
ズナとトマト (MicroTom) 果実を対象に、ソ
ース器官の葉およびシンク器官の果実にお
ける AsA プールサイズに関して、１）VTC2 
を介したシロイヌナズナ葉 AsA プールサイ
ズの光制御機構、２）AsA プールサイズ制御
に関わるリン酸化シグナル経路、３）トマト
果実におけるガラクツロン酸経路の同定と
AsA プールサイズ制御機構、について解明す
ることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
１）VTC2 を介したシロイヌナズナ葉 AsA 
プールサイズの光制御機構の解明：シロイヌ

ナズナ野生株および各光受容体変異体
（hy2-101, phyA/B, cry1/2, phot1/2）を 60
時間暗適応させた後、100 mol m-2 s-1 の光
強度の白色光、赤色光および青色光を照射し、
経時的に葉中の AsA量を測定するとともに、
D-Man/L-Gal 経路構成酵素遺伝子の中で最
も顕著に光応答性を示すVTC2遺伝子の発現
レベルを定量的 PCR により評価した。
CaMV35Sプロモーターの制御下、VTC2お
よびVTC2タンパク質配列上に存在する推定
核移行シグナルを Ala 残基に置換した変異
VTC2（mutNLS）と GFPとの融合タンパク
質発現用コンストラクトを作製し、シロイヌ
ナズナおよびシロイヌナズナ懸濁培養細胞
に形質転換した。また pCold GST ベクター
にシロイヌナズナ由来の VTC2cDNAをサブ
クローニングし、大腸菌 BL21 starで組換え
体GDP-L-Galホスホリラーゼを発現させた。
組換え体酵素は、最終的にHRV 3C protease
により GST タグを切断し、アフィニティー
カラムによりほぼ均一な精製標品を調整し
た。GDP-L-Galホスホリラーゼ活性は、ピル
ビン酸キナーゼと乳酸脱水素酵素とのカッ
プリング系により GDP-D-グルコースを代替
基質として用い、単位時間あたりの NADH
の減少量を 340 nmの吸光度変化で測定した。   
２）AsA プールサイズ制御に関わるリン酸
化シグナル経路の解明：最近シロイヌナズナ
vtc3 変異体の原因遺伝子として同定された
VTC3タンパク質について、酵母ツーハイブ
リッド法を用いてVTC3相互作用タンパク質
の探索・同定を試みるため、pGBKT7ベクタ
ーに VTC3のコード領域全長を導入し、酵母
Y2HGold株に形質転換後、HA抗体により組
換 え 体 VTC3 の 発 現 を 確 認 し た 。
Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid 
System の標準化シロイヌナズナユニバーサ
ルリブラリーを用いスクリーニングを行っ
た。またヒメツリガネゴケにも着目し、相同
組換えにより VTC3 遺伝子破壊株を作製し、
遺伝子破壊株の AsA 量など各種パラメータ
ーを測定した 
３）トマト果実におけるガラクツロン酸経
路の同定と AsA プールサイズ制御機構の解
明：トマト成熟果実より粗抽出液を調整し、
AsA 生合成関連酵素活性を評価するととも
に、ヒメツリガネゴケで同定したアルドノラ
クトナーゼ(ALase)遺伝子のトマトパラログ
について、定法により大腸菌組換え体酵素を
作製し、機能評価を行った。 
 
４．研究成果 
１）VTC2 を介したシロイヌナズナ葉 AsA 
プールサイズの光制御機構の解明：光による
AsA 生合成およびプールサイズに関わる因
子を明らかにするため、シロイヌナズナの光
受容体フィトクロム、クリプトクロム、フォ
トトロピンの各種変異体に対し、光照射後の
AsA レベルおよび代謝調節の鍵酵素で光に
より発現変動を示すVTC2遺伝子の発現レベ



ルについて検討した。その結果、いずれの光
受容体変異体において光照射後の AsA レベ
ルに野生株との有意な差は観察されなかっ
た。また VTC2遺伝子の発現レベルにも有意
な影響は認めらえなかった。一方、光合成電
子伝達系阻害剤の DCMU 処理をした結果、
白色、青・赤光いずれの波長の光に対しても
AsA の増加が顕著に抑制された（図１）。以
上の結果より、AsAの光調節には光受容体で
はなく葉緑体の電子伝達系の関与が重要で
あることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．光合成電子伝達系阻害剤 DCMU は光に
よる AsA 合成を抑制する。 
 
次に植物AsA生合成の鍵酵素GDP-L-ガラ
クトースホスホリラーゼ（VTC2）の機能解
析を行った。GFPとの融合タンパク質をシロ
イヌナズナ葉および長ネギ表皮細胞に発現
させた結果、VTC2 タンパク質は細胞質以外に
核にも局在することが確認された。局在の光
応答性を検討したところ明暗条件のいずれ
でも細胞質と核に局在が観察された。形質転
換植物を破砕し、得られた粗酵素で VTC2 活
性を測定したところ、VTC2 過剰発現植物は野
生株と比べて、顕著な活性の増加がみられた。
VTC2mutNLS では活性が増加しなかった。また、
GFP 抗体を用いて免疫沈降した VTC2::GFP タ
ンパク質は、Pro-Q ダイヤモンドにより蛍光
染色されることから、VTC2 はリン酸化修飾を
受けることが示唆された。VTC2 の核局在の解
明を目的に相互作用タンパク質の同定を試
みた。酵母ツーハイブリッド法を用いたスク
リーニングの結果、相互作用候補タンパク質
を得られなかった。一方 VTC2::GFP を発現さ
せたシロイヌナズナより、免疫沈降により得
られたタンパク質についてnanoLC-ToF/MSに
よる同定を進めた。その結果、相互作用候補
として JAZ6 タンパク質が挙げられた。jaz6
変異体は野生株と比べ、アスコルビン酸量が
高い傾向が観察され、ジャスモン酸と AsA 生
合成調節の関連が示唆された。 
 また、組換え体 GDP-L-Gal ホスホリラーゼ
を大腸菌で作製し、その酵素の特性を調べた
結果、VTC2 は非常に不安定であり、酵素調整
後 24 時間までに約 70%失活した。GDP-L-Gal
ホスホリラーゼの不安定性の要因を探り安
定性を改善するために、種々の酸化剤および

還元剤の影響について検討し結果、1 mM ジチ
オスレイトール(DTT)および 1 mM EDTA を添
加した場合に安定性が改善した。一方、AsA
に対しては反対に高い感受性を示し、特に 1 
mM 酸化型 AsA (DHA)を添加した場合、4 時間
までに約 70%と未添加のコントロールあるい
は同濃度の AsA の場合と比較しても、失活が
著しかった。AsA と AsA 酸化酵素を同時処理
した場合でも同じ効果が認められた。また、
DHA 処理 2 時間後に過剰量の DTT を添加する
ことで、GDP-L-Gal ホスホリラーゼの失活は
抑制された。以上の結果より、GDP-L-Gal ホ
スホリラーゼはDHA特異的に活性調節を受け
ることが示された。 

２）AsA プールサイズ制御に関わるリン酸化
シグナル経路の解明：シロイヌナズナ VTC3
は最近シロイヌナズナのアスコルビン酸欠
乏 vtc3 変異体から同定され、Protein 
KinaseとProtein Phosphatase 2 Cがキメ
ラになったタンパク質をコードしており、
リン酸化/脱リン酸化を介した AsA 生合成
調節の鍵を担っている可能性が示唆される。
そこで、VTC3 が関与するリン酸化シグナ
ル経路の解明を目指し、VTC3 との相互作
用タンパク質を Y2H により探索した。そ
の結果、擬似クローン等を除き最終的に 77
個の陽性クローンを得た。これらのうち、
複数ヒットしたタンパク質が 15 個、葉緑
体局在が 28 個、リン酸化が示唆されるも
のが 13 個確認できたため、これらを優先
して相互作用の検証を行った。pGADT7-T
ベクターに VTC3を、pGBKT7ベクターに
得られた陽性クローンのコード領域全長も
しくは葉緑体移行シグナルを切除したコー
ド領域を導入し、相互作用性を検証した結
果、これまでに 16 個のタンパク質で相互
作用が確認できた。これらの中にはアスコ
ルビン酸生合成関連酵素は含まれていなか
っ た こ と か ら 、 VTC3 は 間 接 的 に
D-Man/L-Gal 経路構成酵素に作用してい
ることが示唆された。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ヒメツリガネゴケ VTC3遺伝子破壊株
（左）およびシロイヌナズナ vtc3変異体にお
ける AsAの光応答性． 
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最近我々は蘚類のヒメツリガネゴケにも
VTC3タンパク質が機能していることを明ら
かにしている。そこで、ヒメツリガネゴケの
VTC3遺伝子破壊株を作製し、光条件下での
AsA 生合成におよぼす影響を調べた。VTC3
遺伝子破壊株では、シロイヌナズナの vtc3
変異体同様、定常状態での AsAレベルの低下
とともに AsAの光応答性が消失しており、光
条件下における AsA 生合成およびプールサ
イズ調節の鍵因子であることが示された（図
２）。 
３）トマト果実におけるガラクツロン酸経
路の同定と AsA プールサイズ制御機構の解
明：Micro-Tom果実のAsA含量は、Immature 
Green (IMG) から Red (RD) までの成熟過
程で約 2倍に増加し、既報のトマト果実に匹
敵することが示された。Q-PCR により果実
成熟過程における７つの D-マンノース/L-ガ
ラクトース経路構成酵素遺伝子の発現レベ
ルを検討したところ、すべての遺伝子発現量
は AsA 量の増加に反して抑制される傾向が
認められた。[6-14C] AsAによるトレーサー実
験より、RDにおける AsA量の増加は葉から
の転流の結果ではないことが示された。切取
った IMGと RD果実に対して、AsA生合成
の前駆体となる L-ガラクトースおよび D-ガ
ラクツロン酸を各5 mM濃度で添加したとこ
ろ、IMG では L-ガラクトースに対してのみ
AsA 量の有意な増加が観察されたのに対し、
RDではD-ガラクツロン酸に対して最も顕著
な AsAの増加が認められた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．IMGおよび RD果実における各前駆体
の AsA生合成量におよぼす影響． 

 
また IMGと RD果実について、D-ガラクツ
ロン酸経路の構成酵素アルドノラクトナー
ゼ (ALase) 活性を測定した結果、RD段階で
は IMG の約 2 倍に活性の増加が認められた
（図５）。以上の結果から、成熟後期の RD
果実では D-ガラクツロン酸経路が機能する
ことで AsA レベルの増加に貢献しているこ
とが示唆された（図４）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．IMGおよび RDにおけるガラクツロン
酸還元酵素およびアルドノラクトナー
ゼ活性の変動（上）および、果実の各成
熟段階における AsA レベルと合成経路
の関連（下）． 

 
Micro-Tom の ALase 相同遺伝子は、全長
1233塩基、410アミノ酸からなる推定分子量
47kDaのタンパク質をコードしており、既知
のユーグレナおよびヒメツリガネゴケ
ALase とそれぞれ 58%および 46％の類似性
を示した。Micro-Tom ALase推定アミノ酸配
列には、既知 ALase触媒中心における二価カ
チオン配位に必須のアミノ酸残基がすべて
保存されていた。既知の ALaseとは異なる特
徴として Micro-Tom ALase相同タンパク質
の N 末端側に一箇所疎水性ドメインが存在
しており、膜局在が予測された。現在トマト
ALaseの酵素学的特性を調べるとともに、サ
イレンシングの影響について検証を進めて
いる。 
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