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研究成果の概要（和文）：主要切り花品目の１つであるトルコギキョウにおいて，スクロース分解酵素をコード
する遺伝子の単離およびそれらの環境応答性の調査，併せて酵素活性および糖代謝の解析を行った．その結果，
多施肥条件下の葉で発現上昇するインベルターゼ遺伝子および低酸素包装下の花弁で発現上昇するスクロース合
成酵素遺伝子の同定に成功し，生育・開花および収穫後生理過程においてスクロース分解経路の調節が存在する
ことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Cloning and analysis of environmental responsiveness of the genes encoding 
sucrose-cleaving enzymes, together with analyses of enzymatic activities and carbohydrate 
metabolism, were conducted in Eustoma grandiflorum, a major ornamental crop for cut flowers. As a 
result, one gene encoding invertase that is up-regulated in leaves under heavy-manuring condition 
and another gene encoding sucrose synthase that is up-regulated in petals under low-oxygen packaging
 were successfully identified, indicating the modification of sucrose cleavage pathway during 
growth, flowering and postharvest processes of the crop.

研究分野：花き園芸学、植物生理学
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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 
(1) スクロースは，植物の成長，特に光合成
産物の転流において主要な機能を担う糖で
ある．切り花の栽培生理，収穫後生理過程に
おいても，スクロース代謝がシンク器官であ
る花弁の成長や品質保持に重要な役割を果
たすこと示した研究がある（Yamada et al., 
2007）． 
 
(2) 植物体内におけるスクロース分解には，
インベルターゼ（INV）およびスクロース合
成酵素（SUS）の 2 種類の酵素が関与するこ
とが知られている．INV には，細胞内局在の
異なる 3 種類のアイソフォーム，細胞壁 INV
（CWIN），液胞 INV（VIN）および細胞質 INV
（CIN）がある．一方，SUS は主に細胞質に局
在する（一部は膜結合型として存在）．INV
の各アイソフォームおよびSUSをコードする
遺伝子はそれぞれ複数あることが知られて
おり，スクロース分解酵素活性がシンク強度
を左右することが，種々の作物の逆遺伝学的
解析により明らかにされている（Ruan et al., 
2010）． 
 
(3) スクロース分解酵素遺伝子の中には，細
胞内の糖レベルや環境ストレスなどに応答
してその発現を変化させるものがあること
が知られており，環境条件に応じたスクロー
ス代謝の調節において，スクロース分解酵素
の転写制御が重要な過程の1つであると考え
られている（Koch, 1996）． 
 
(4) 花きにおいて，スクロース分解酵素遺伝
子の環境応答性や分子機能からスクロース
代謝の生理的役割を明らかにした研究はな
い． 
 
(5) 主要切り花品目の1つであるトルコギキ
ョウ（Eustoma grandiflorum）の生育・開花
および収穫後生理過程において，以下の 4つ
の知見から，スクロース分解過程の重要性が
推察される． 
 
① トルコギキョウの生育過程では，3種類の
INV アイソフォームの活性が展開葉（ソース
器官）に比べ未展開葉（シンク器官）におい
て高く，また温度や灌水条件によって変動す
る（原田ら，2014）． 
 
② トルコギキョウでは，低日照条件および
多施肥条件下において，ブラスチングとよば
れる花蕾の発育停止現象が発生する．その原
因が花蕾への光合成同化産物の分配の減少
にあることが示唆されているが，スクロース
代謝との関連については調査されていない
（牛尾・福田，2010）． 
 
③ 低酸素包装によりトルコギキョウの花蕾
の咲き進みが抑えられることが報告されて
いる（湯本・市村，2009）．低酸素包装とは，

切り花をプラスチックバッグ中に脱酸素剤
とともに封入して低酸素環境を作り出し，呼
吸を抑制することにより品質保持効果を狙
う技術である．一般に，低酸素条件下では SUS
によるスクロース分解経路が活性化される
ことが知られているが，低酸素包装下の切り
花のスクロース分解経路に関する報告はな
い． 
 
④トルコギキョウ由来 cDNA の塩基配列情報
が，EST（Expressed Sequence Tag）または
TSA（Transcriptome Shotgun Assembly）と
して GenBank に数万件登録されている．相同
性検索により，その中に INV および SUS をコ
ードする遺伝子の断片が複数見出される． 
 
２．研究の目的 
 トルコギキョウの栽培生理，収穫後生理過
程におけるスクロース代謝の役割を，その分
子基盤すなわちスクロース分解酵素（INV，
SUS）をコードする遺伝子の環境応答性と機
能の観点から明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1) GenBank に登録・公開されているトルコ
ギキョウ由来cDNAの部分配列情報を利用し，
RACE（Rapid Amplification of cDNA Ends）
法を用いて INVおよび SUSをコードする遺伝
子を複数クローニングする． 
 
(2) 以下の 2つの実験系において，葉または
花弁における糖含量およびスクロース分解
酵素活性を測定する．また，上記(1)でクロ
ーニングした INVまたは SUSの遺伝子の発現
を RT-PCR 法を用いて比較解析する． 
 
① 施肥条件の影響 
 ポット苗を少施肥または多施肥条件下で
培養し，栄養成長期の展開葉および未展開葉
における還元糖，スクロース，デンプンの含
量，各 INV アイソフォーム遺伝子の酵素活性
および転写産物レベルを比較する． 
 
② 酸素濃度の影響 
 単離した花蕾を単純包装（脱酸素剤なし）
または低酸素包装（脱酸素剤あり）を施して
保管した後，花弁における還元糖，スクロー
ス，デンプンの含量，SUS の酵素活性および
の転写産物レベルを比較する． 
 
(3) 上記(1)，(2)で植物体の環境応答との関
連が示唆された遺伝子の過剰発現株を作出
し，その表現型を解析する． 
 
４．研究成果 
(1) GenBank に登録されているトルコギキョ
ウ由来 cDNA の部分配列の中から，既知のシ
ロイヌナズナ由来 INV または SUS の cDNA 塩
基配列を用いた相同性検索により，推定 INV
遺伝子断片および推定SUS遺伝子断片を同定



した．そのうち，比較的長い断片長をもつも
のからプライマーを設計し，RACE 法により全
コード領域（CDS）の決定を試みた．その際，
‘ピッコローサスノー’の葉または花蕾組織
から抽出した RNA をもとに合成した cDNA を
鋳型とした．その結果，2つの推定 CWIN 遺伝
子，1 つの推定 VIN 遺伝子，1 つの推定 CIN
遺伝子および 2つの推定 SUS遺伝子の同定に
成功し，それぞれ EgCWIN1，EgCWIN2，EgVIN1，
EgCIN1，EgSUS1 および EgSUS2 と命名した．
このうち，EgCWIN1，EgVIN1，EgSUS1 および
EgSUS2 については全コード領域を含む cDNA
断片が得られ，それぞれ 578，584，806 およ
び 807のアミノ酸からなるタンパク質をコー
ドしていると推定された． 
 
(2) 上記 7遺伝子のいずれについても，遺伝
子間での配列の違いの大きいC末端側配列を
コードする領域から 3’-非翻訳領域にかけ
ての配列が判明したことから，これらの領域
から設計した遺伝子特異的プライマーを用
いて発現解析を行った． 
 
① ‘ピッコローサスノー’のポット苗を人
工気象器内に入れ，施肥量の異なる 2つの条
件下で 2か月間栽培した．少施肥区（対照）
は肥料分を予め培養土に含まれているもの
のみとし，多施肥区は水溶性園芸肥料を底面
給液により継続的に施用した．また，前半の
1か月間は 12 時間日長，後半の 1か月間は 8
時間日長とし，多施肥区でブラスチングが誘
発される条件とした．還元糖は展開葉に比べ
未展開葉で多く，少施肥区に比べ多施肥区で
多い傾向にあった．スクロースも還元糖とほ
ぼ同様の変化を示したが，多施肥区では展開
葉におけるその含量の高さが顕著であった．
デンプン含量については，展開葉と未展開葉
との間に差が見られなかったが，多施肥区で
は少施肥区の半分程度に低下していた．INV
活性に関しては，CWIN,VIN および CIN のいず
れも展開葉に比べ未展開葉で高い傾向が見
られ，特に多施肥区の展開葉と未展開葉の間
での差が顕著であった．EgCWIN1 の転写産物
レベルは，展開葉および未展開葉のいずれに
おいても，少施肥区に比べ多施肥区で顕著に
上昇した．EgVIN1 の転写産物レベルは，展開
葉に比べ未展開葉で高かったが，少施肥区と
多施肥区の間でその傾向に変化は見られな
かった．EgCWIN2 および EgCIN1 の転写産物レ
ベルは，いずれの条件下でも同程度であった．
これらの結果から，多施肥条件下では
EgCWIN1 が未展開葉のシンク強度上昇をもた
らしていることが示唆され，このことが蕾の
発達を阻害する原因となっていることも推
察された．多施肥区の展開葉において，
EgCWIN1の発現レベルが高かった一方でCWIN
活性の上昇が見られなかったことは，INV イ
ンヒビタータンパク質等による翻訳後調節
や未同定の CWIN 遺伝子の関与を意味してい
るかもしれない． 

併せて，灌水条件の影響についても調査し
た．‘ピッコローサスノー’のポット苗を人
工気象器内に入れ，原田ら（2014）の方法に
従い，灌水量の異なる 2 つの条件下で 37 日
間栽培した．少灌水区では，多灌水区（対照）
に比べ葉のサイズが小さくなった．多灌水区
では，EgCWIN1，EgCWIN2，EgVIN1および EgCIN1
のいずれの転写産物レベルも，展開葉に比べ
未展開葉で高くなっていた．一方，少灌水区
では，未展開葉における EgCWIN1，EgCWIN2
および EgVIN1 の転写産物レベルが相対的に
低下した．また，EgCIN1 の転写産物レベルは，
展開葉および未展開葉のいずれにおいても，
多灌水区に比べ低下していた． 
 以上の結果から，トルコギキョウの栄養成
長過程において，施肥または灌水条件の違い
による生育の変化には，INV 遺伝子のアイソ
フォーム特異的な発現変動が伴っているこ
とが明らかとなった．これは，トルコギキョ
ウの栽培生理および環境応答とスクロース
代謝の分子機構との関連を初めて示した成
果として位置づけることができる．今後，特
に蕾の発達とEgCWIN1の発現との関連につい
て調査していく予定である． 
 
② 湯本・市村（2009）の方法に従い，花蕾
の低酸素包装を行った．岡山県玉野市の生産
者により栽培された‘渚 B’の切り花から未
着色蕾（花弁長 1.5 cm）を採取し，蒸留水に
生けて前培養した後，ポリエチレンバッグを
用いて単純包装または低酸素包装を施し，
23℃，暗所で保管した．保管開始後1日目で，
低酸素包装バッグ内の酸素濃度は約 1%に低
下していた．保管開始後 2日目では，いずれ
の包装方法でも花弁のスクロース含量が減
少傾向にあり，単純包装に比べ低酸素包装の
方で減少幅が大きかった．保管開始後 6日目
ではデンプン含量が減少する傾向が見られ
た．SUS 活性は，単純包装および低酸素包装
のいずれの場合でも，保管前に比べ 40％程度
低下した．一方，CIN 活性は，単純包装では
保管前の半分近くにまで低下したが，低酸素
包装では初期の水準を維持した．花弁におけ
る EgSUS1 の転写産物レベルは，保管開始後 6
日目で単純包装に比べ低酸素包装の場合に
高かった．一方，EgSUS2 の転写産物レベルに
は，包装方法による変化は見られなかった．
これらの結果から，低酸素包装下の花弁では
スクロースのプールサイズが減少すること，
保管初期には CIN の寄与が大きい一方，保管
後期には EgSUS1 の誘導により SUS の寄与が
増大する可能性が示唆された．低酸素条件下
での CIN の寄与については，シロイヌナズナ
のスクロース分解酵素遺伝子変異体を用い
た検証により近年になって提唱されたばか
りである（Santaniello et al., 2014）．低
酸素包装下の花弁においてスクロース分解
経路の切換えが起こっているかどうかにつ
いて，今後の研究で明らかにしていく必要が
ある． 



 併せて，切り花の低酸素包装による品質保
持効果についても調査した．‘渚 B’の切り花
を 1 日水揚げした後，Shimizu-Yumoto and 
Ichimura（2016）の方法に従い，ポリプロピ
レンバッグを用いて単純包装または低酸素
包装を施し，23℃，暗所で保管した．保管開
始後 6日目にバッグを開封し，抗菌剤を含む
蒸留水に生けてその後の花持ちを調査した
結果，開封後 5日目までは，観賞価値を失っ
た小花の割合が単純包装に比べ低酸素包装
の方で低く推移したが，全ての小花が観賞価
値を失うまでの期間には両処理間で差がな
かった． 
 また，酸素コントローラーを用いて酸素濃
度を制御できる低酸素培養システムを構築
した． 
 以上のことから，低酸素包装下の花弁にお
けるスクロース代謝と遺伝子発現に関する
一定の知見を提示できたことは本研究の成
果と言える．一方で，低酸素包装の実用的効
果や花弁の低酸素応答の分子機構について，
今後他品目も含めた研究により明らかにし
ていきたい． 
 
(3) まず，アグロバクテリウム法による‘ピ
ッコローサスノー’の形質転換系の構築を試
みた．バイナリーベクターpBI121 を導入した
アグロバクテリウム（LBA4404 株）をリーフ
ディスクへ感染させ，形質転換カルスの発生
を試みた．これは Thiruvengadam and Yang
（2009）等の既報でも用いられている方法で
あるが，最初の試みでは形質転換カルスを得
ることはできなかった．その後，リーフディ
スク培養条件の検討や形質転換の報告のあ
る品種を用いた追試を加えた結果，形質転換
カルスおよびシュートを得ることに成功し
た．次に，上記(1)，(2)で同定した EgCWIN1
のコード領域をカリフラワーモザイクウイ
ルス35Sプロモーター下で過剰発現させる形
質転換用コンストラクト（pBI121-EgCWIN1）
を作製した．現在，これを導入したアグロバ
クテリウムを用いて，EgCWIN1 過剰発現株の
作出を試みている． 
 以上のように，本研究の期間内では EgINV
または EgSUS の過剰発現株の作出に至らず，
それを用いた機能解析も実施することがで
きなかった．今後，上記の EgCWIN1 過剰発現
株が得られれば，栄養成長や蕾の発達におけ
るスクロース代謝の役割に関する新たな知
見が得られるものと期待している． 
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