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研究成果の概要（和文）：本研究では、バラ科果樹特有の糖シグナルと植物ホルモンのクロストークによる、遺
伝子発現調節機構を解明し、ソース・シンク能の制御機構の理解を目的とした。マイクロアレイ解析により、ソ
ルビトールによって発現が制御されるアラビドプシスの遺伝子群が明らかとなった。ビワS6PDHのcDNAの全長配
列が決定された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study to better understand sink-source regulation of 
Rosaceae fruit trees through investigating gene regulation by cross-talk between specific sugar 
signal and plant hormones. Microarray analyses revealed genes regulated by sorbitol of Arabidopsis. 
Full-length cDNA encoding S6PDH was isolated from loquat. 

研究分野： 園芸生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
バラ科果樹は、ソルビトールとスクロース

を転流糖として利用しており、これらの糖シ
グナルを介した遺伝子発現制御を通じて、栄
養成長や果実品質が決定される。 
すなわち、その作用機作として糖シグナル

を通じた遺伝子発現制御であることが示さ
れており(Teo et a1., 2006)、ソルピトールとス
クロースは多面的な遺伝子発現制御にかか
わり、バラ科果樹特有のシグナルネットワー
クを構築していることを示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、バラ科果樹におけるソース・シ
ンクのキー酵素であるソルビトール 6 リン酸
脱水素酵素（S6PDH）やソルビトール脱水素
酵素(SDH)を対象として、このバラ科果樹特
有の糖シグナルと植物ホルモンのクロスト
ークによる、協同的遺伝子発現調節機構を解
明し、ソース・シンク能の制御機構の理解を
新たなステージへと導くこと目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
 
播種後およそ 3 週間目のアラビドプシスの

本葉―葉柄器官の葉柄部分を糖（ソルビトー
ル、マニトール、スクロース、グルコース、
フルクトース、ポリエチレングリコール 8000
など）水溶液にいれ、暗所下、23℃で 24 時
間インキュベートすることにより処理した。
本葉より、RNA を抽出し、リアルタイム PCR
により遺伝子発現解析を行った。内部標準に
はアクチンを用いた。さらに、ソルビトール
及びシュクロース処理をした本葉より RNA
を抽出し、マイクロアレイにより遺伝子の発
現を網羅的に調べた。マイクロアレイは、ア
ジレント社のArabidopsis オリゴDNAマイク
ロアレイ Ver.4.0 を用いて、1 色法で行われた。 

 
 
４．研究成果 
 
糖シグナルとしてのソルビトールによる

転写制御機構の解明するために、ソルビトー
ルに発現を制御される遺伝子のシスエレメ
ントの決定をアラビドプシスで試みた。アラ
ビドプシスには、SDH ホモログが単一遺伝子
として存在することが明らかとなっている。
アラビドプシスの本葉を用いて、ソルビトー
ル処理により SDH 遺伝子の発現が誘導され
る実験系を確立した。当初、本葉の葉片のソ
ルビトール水溶液への浸漬処理や、バキュー
ムインフィルトレーション法による処理を
試みたが、いずれも SDH 遺伝子の発現に顕
著な変動みとめられなかった。そこで、成葉
-葉柄器官の葉柄部分を水溶液に浸漬し、蒸散
流を利用して処理を行う方法を試みた。その

結果、本実験系において、SDH 遺伝子はソル
ビトール及びマニトールで発現が特異的に
誘導され、スクロースやヘキソースなどの糖
で発現が抑制された。 
また、発現誘導の処理時間及び濃度の影響

が明らかとなった。さらに、SDH 遺伝子のプ
ロモーター解析を行うために、データベース
上で公開されているアラビドプシスのゲノ
ム情報をもとにプライマーを設計し、SDH 遺
伝子のゲノムの上流およそ 5 kb のプロモー
ター領域と予測される部分を単離、クローン
化を行うとともに、遺伝子発現解析を行うた
めのトランジェントアッセイ系を導入する
ために、アラビドプシスの培養細胞を用いた
解析も行った。 
 
バラ科果樹における、糖シグナル経路の解

明を目的して、その基盤的知見を得るために、
アラビドプシスを用いて網羅的な遺伝子発
現解析を行った。アラビドプシスにおいて糖
応答反応モデルが提唱されているが、糖アル
コールとしてのソルビトールの反応につい
ては未解明である。アラビドプシスにおいて、
ソルビトール処理がソルビトール脱水素酵
素（SDH）の遺伝子の発現を特異的に誘導す
る実験系を用いて、ソルビトール及びシュク
ロース処理をした際の遺伝子の発現を網羅
的に調べた。その結果、糖シグナル経路に関
連する遺伝子、ソルビトール代謝等に関連す
る遺伝子、シュクロース代謝等に関する遺伝
子、ヘキソース代謝等に関する遺伝子など、
ソルビトールによる遺伝子の発現制御に関
する結果が得られるなど、基盤的な情報が得
られた。 
 
バラ科果樹においては、研究材料からの

RNA 抽出が時間と労力を要し、研究の推進を
大きく制限するものであった。そこで、多検
体のハイスループットな抽出方法を検討し
た。その結果、高分子化合物を用いる等によ
り、従来法と比べ極めて短時間かつ同時に多
検体から調製しうる RNA 抽出法を確立する
ことができた。また、ソース能及びシンク能
のキー酵素であるソルビトール６リン酸脱
水素酵素（S6PDH）及びソルビトール脱水素
酵素（SDH）の発現を活性レベル及び遺伝子
レベルだけでなく、タンパク質レベルでの発
現をも明らかにするため、それらの抗体を調
製した。 
本研究ではバラ科果樹のモデルとして、常

緑果樹であるビワを選定した。ビワは、リン
ゴやモモなどの他のバラ科果樹と異なり、現
在までゲノムが解読されておらず、ソースの
キー酵素である S6PDH の全長クローンも得
られていない。また、アイソザイムの報告も
これまでにない。そこで、ビワ S6PDH の
cDNA の全長配列を決定することとした。ビ
ワ成熟葉より、RNA を抽出し、RACE 法によ
り S6PDH の cDNA の全長配列を決定した。
ビワ成熟葉は採取直後のもの及び糖（スクロ



ース）処理したものを用いたが、得られたク
ローンはいずれも同一であった。ビワ S6PDH
は、310 個のアミノ酸からなり、リンゴ、ナ
ナカマド、セイヨウナシの S6PDH とアミノ
酸レベルで、いずれも 96％以上の高い相同性
がみとめられた。 
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