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研究成果の概要（和文）：本課題では、多年生植物であるリンドウのオリゴ糖を介した相転換機構の解明を目指
した。メタボローム及びRNA-seq解析から、相転換期に変動する代謝物及び相転換関連遺伝子が明らかとなり、
ゲンチオオリゴ糖が誘導する相転換関連遺伝子が見出されたことから、本オリゴ糖と相転換との関与が示唆され
た。また、ゲンチオビオース量の調節に関わる新規グルコシダーゼGtGen3Aを得た。Gtgen3Aを含む本研究で選抜
された遺伝子の発現調節が相転換に影響する可能性が見出されており、これら形質転換体を詳細に解析すること
でゲンチオオリゴ糖による相転換機構の解明に繋がることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：Gentian (Gentiana triflora) is an herbaceous perennial that possesses 
several growth phases, including germination, growth, and dormancy. This study aimed to reveal the 
relationship between gentio-oligosaccharide metabolism and growth phase transitions. Metabolome and 
RNA-seq analyses revealed that several metabolites and genes were fluctuated during each phase 
transition, and some genes related to phase transition were induced by gentio-oligosaccharide 
application, implying that the oligosaccharides related to phase transition in gentian. Furthermore,
 we identified gentio-oligosaccharide degradative enzyme, GtGen3A, which is involved in controlling 
gentiobiose concentration. Because genetic modification of genes found in this study, including 
Gtgen3A, seemed to affect developmental processes, more detailed analysis will reveal the regulatory
 mechanisms of phase transition mediated by gentio-oligosaccharides.

研究分野： 植物代謝

キーワード： 花卉　開花　休眠　成長相転換　リンドウ
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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 
糖類は細胞活動のエネルギー源、組織の

構成成分であると共に、細胞の浸透圧調
整・凍害保護等の生理活性物質として働く
ことも知られている。さらに近年では、オ
リゴ糖による果実の成熟促進、花成調節、
花芽の成長促進が報告され、オリゴ糖をシ
グナル分子とした生理・発生調節機構の存
在が見出され始めている。これまでに、微
生物のオリゴ糖をシグナルとした生体防
御応答の分子機構については数多くの知
見があるが、植物由来のオリゴ糖がシグナ
ル分子として働く機構は大部分が不明な
ままである。 
 研究代表者のグループはモデルとして
ゲ ン チ オ オ リ ゴ 糖 を 含 む リ ン ド ウ
（Gentiana triflora）を使用し、植物に
おける糖を介した相転換機構の解明を目
指している。リンドウには複数の成長相が
存在し、休眠期（冬芽形成〜萌芽）につい
て、先行研究により以下の知見を得た。萌
芽期に蓄積するゲンチオオリゴ糖の１つ
であるゲンチオビオースが萌芽誘導シグ
ナルとして働くことを証明した。また、高
濃度のショ糖を処理することで冬芽形成
が促されることを明らかにした。これらの
知見は、糖がシグナルとなり、休眠期の相
転換を制御することを示している。 

 一方で、近年、花成誘導因子である
FLOWERING LOCUS T (FT )が、ポプラでは花
成のみならず冬芽の休眠調節に作用するこ
とが報告された。さらに、FT は冬芽形成や種
子発芽の調節にも関わることが報告されて
いる。研究代表者はリンドウ FT1（GtFT1）が
花成を誘導することを明らかにすると共に、
冬芽では、ゲンチオオリゴ糖量と相関がある
こと見出している。また、前述のゲンチオオ
リゴ糖による萌芽誘導には、一般的には種子
の発芽誘導に作用することで知られる経路
が関与していた。以上の知見は、ゲンチオオ
リゴ糖が休眠のみならず、種子発芽や開花等、
複数の成長相転換時にシグナルとして働く
可能性を強く示唆している。しかしながら、
本オリゴ糖が相転換を調節する分子機構、受
容体の存在、他の成長相の転換に伴う代謝や
遺伝子発現の動態は未だ不明であり、オリゴ
糖による相転換機構の全容解明には至って
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、Ⅰ.ゲンチオオリゴ糖が

調節する代謝・遺伝子発現変動の解明、Ⅱ.
ゲンチオオリゴ糖と相転換遺伝子との相互
作用の解明、Ⅲ.ゲンチオオリゴ糖結合蛋白
質の探索、Ⅳ.ゲンチオオリゴ糖代謝経路の
解明の４サブテーマから、リンドウの各相転
換期におけるゲンチオオリゴ糖を介した相
転換シグナル伝達の実態を明らかにする。Ⅰ
では、ゲンチオオリゴ糖が代謝全体に与える
影響を、メタボローム及びトランスクリプト

ーム解析により網羅的に検出し、相転換に至
るまでの調節過程を明らかにする。Ⅱでは、
相転換遺伝子の発現調節によるゲンチオオ
リゴ糖への影響、ゲンチオオリゴ糖処理によ
る相転換遺伝子への影響の両面から作用機
構を明らかにする。Ⅲでは、ゲンチオオリゴ
糖の受容体または結合蛋白質を探索し、本オ
リゴ糖のシグナル受容機構を蛋白質レベル
で検討する。Ⅳでは、ゲンチオオリゴ糖を合
成・分解する酵素の探索から、これまで未知
であったゲンチオオリゴ糖代謝経路を特定
し、本オリゴ糖組成を調節する分子機構を解
明する。以上の解明を、種子発芽、開花、休
眠等の複数の相転換に対して行ない、得られ
た情報を統合し、ゲンチオオリゴ糖による相
転換機構の全容解明に取り組む。 

 
３．研究の方法 
Ⅰ.ゲンチオオリゴ糖が調節する代謝・遺伝
子発現変動の解明 
 
I-①ゲンチオオリゴ糖処理サンプルのメタ
ボローム解析 
 研究代表者が確立した糖取込み法を用い
て、ゲンチオオリゴ糖を越冬芽に取込ませた
後、メタボローム解析により網羅的に代謝変
動を検出する。本解析は処理後から経時的に
行ない、ゲンチオオリゴ糖が特異的に影響す
る代謝経路を同定する。メタボローム解析に
は、キャピラリー電気泳動質量分析装置
（CE-TOFMS）と高速液体クロマトグラフ質量
分析装置（LC-TOFMS）を用いる。 
 
I-②１年を通した各組織におけるゲンチオ
オリゴ糖の挙動解析 
リンドウの各組織（種子、葉、茎頂、塊茎、

根）に含まれるゲンチオオリゴ糖を、
LC-TOFMS で経時的に定量し、挙動を明らかに
する。検出された新規オリゴ糖は、ゲル濾過
カラムで精製後、メチル化解析で結合様式を
明らかにする。 
 
I-③ゲンチオオリゴ糖処理サンプルの
RNA-seq 解析 
ゲンチオオリゴ糖処理を施した培養植物

体及び種子で、次世代シークエンサーによる
RNA-seq 解析を行なう。RNAseq 解析は中塚ら
（Plant Cell Rep., 32:1925, 2013）の手法
で行ない、RNA ライブラリー調整キットには
TruSeq RNA sample preparation kits v2 を
用いる。得られた情報をメタボローム解析の
結果と統合し、特異的に影響を受ける代謝経
路を検出する。 
 
II.ゲンチオオリゴ糖と相転換遺伝子の相互
作用の解明 
 
II-①相転換遺伝子の挙動解析 
種子休眠〜発芽期、栄養成長〜生殖成長期、

冬芽形成〜萌芽期のリンドウで、相転換遺伝



子について、リアルタイム PCR を用いて発現
挙動を解析する。 
 
II-② ゲンチオオリゴ糖と相転換遺伝子の
相互作用の探索 
相転換遺伝子をリンゴ小球型潜在ウイル

ス（ALSV）ベクターを用いて越冬芽で高発現
または発現抑制し、メタボローム解析を通じ
て相転換遺伝子からオリゴ糖への影響を明
らかにする。逆に、ゲンチオオリゴ糖を取込
ませた越冬芽で、相転換遺伝子の発現への影
響をリアルタイム PCR で検出する。これら解
析から、相転換遺伝子とゲンチオオリゴ糖の
相互作用を証明する。 
 
III.ゲンチオオリゴ糖結合蛋白質の探索 
 
III-①ゲンチオオリゴ糖受容体の探索 
オリゴ糖がシグナルとして働く場合、受容

体の存在が予想される。そこで、ゲンチオオ
リゴ糖に結合する蛋白質を探索する。ゲンチ
オオリゴ糖を固定した樹脂とリンドウ粗抽
出液を混合し、結合した蛋白質をオービトラ
ップ質量分析装置でプロテオーム解析する。
アミノ酸配列をESTに照合し遺伝子配列を得
た後、その挙動を遺伝子レベルで明らかにす
る。 
 
III-②ゲンチオオリゴ糖修飾蛋白質の探索 
蛋白質への糖鎖付加は様々な生理作用を

調節すると考えられており、リンドウにおい
てもゲンチオオリゴ糖が蛋白質に結合する
ことでシグナルとして働く可能性がある。そ
こで、ビオチン標識ゲンチオオリゴ糖を用い
て、結合蛋白質を検出する。 
 
IV.ゲンチオオリゴ糖代謝経路の解明 
 
IV-①ゲンチオオリゴ糖関連酵素の探索及び
融合蛋白質の作成 
オリゴ糖分解活性を指標とし、リンドウ越

冬芽粗抽出液からイオン交換カラム等を用
いて酵素蛋白質を精製する。精製蛋白質は、
MS/MS 解析によりアミノ酸配列を決定し、そ
の配列情報に基づいて遺伝子情報を獲得す
る。得られた酵素について、大腸菌を用いて
融合蛋白質を作成し、基質特異性や pH 依存
性等の酵素特性を評価する。 
 
IV-②ゲンチオオリゴ糖関連酵素のリンドウ
形質転換体の作成と評価 
IV-①で得られた酵素について、高発現体

及び発現抑制体を作成する。得られた形質転
換体について、成長相転換への影響と共に、
ゲンチオオリゴ糖組成と相転換遺伝子発現
への影響を調査する。 
 
４．研究成果 
 
I.ゲンチオオリゴ糖が調節する代謝・遺伝子

発現変動の解明 
 
I-①ゲンチオオリゴ糖処理した越冬芽で誘
導される代謝・遺伝子変動 
培養した越冬芽にゲンチオオリゴ糖を取

り込ませ、代謝及び遺伝子発現への影響をメ
タボローム解析と RNA-seq 解析で調査した。
代謝物レベルでは含硫代謝物の増加が確認
され、その下流にある酸化還元代謝物である
グルタチオンとアスコルビン酸も増加して
いた。さらに、酸化還元レベルが顕著に変動
することが明らかとなった。遺伝子発現レベ
ルでは、糖代謝に関与する遺伝子の他に、植
物ホルモン、増殖・伸長、相転換、細胞周期
に関与する遺伝子群の発現が上昇したこと
から、オリゴ糖が相転換または細胞周期の進
行に影響し、細胞増殖や伸長を促すことで萌
芽が誘導される可能性が見出された。 
 
 
I-②1 年を通したゲンチオオリゴ糖の挙動解
析 
 リンドウの各組織における単糖及びオリ
ゴ糖の挙動を調査した。葉ではゲンチオビオ
ースとグルコースが多量に蓄積しており、休
眠期から栄養成長期に向けて蓄積量が増大
した（図 1）。また、ゲンチアノースは休眠期
に蓄積することが明らかとなった。地下部で
はシュクロースとゲンチアノースが多量に
蓄積していたが、一年を通じて顕著な変動は
観察されなかった。 
 
 

図 1 リンドウ葉に含まれる糖類の挙動 
 
 
さらに、４品種の種子で播種から発芽に至

るまでの代謝物組成を調査した。播種後 0〜7
日目の糖組成を調査し、グルコース、ゲンチ
オビオース、マルトースが発芽に向け顕著に
蓄積量が増大した（図２）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 リンドウ種子における糖類の挙動 
 
 
 糖類の網羅的解析から、生殖成長期のリン
ドウ葉には分子量504のオリゴ糖が蓄積する
ことが明らかとなった。そこで本糖を精製し
NMR で構造を解析した（図３）。その結果、本
糖はグルコースが3つβ-1,6結合したゲンチ
オトリオースであることが判明した。ゲンチ
オトリオースは 3 月から 7 月にかけ増加し、
その後は減少することが示された（図１）。 
 

図 3 リンドウ葉から精製したオリゴ糖のNMR
解析 
 
 
II.ゲンチオオリゴ糖と相転換遺伝子の相互
作用の解明 
 
II-①相転換遺伝子の挙動解析 
 休眠期〜萌芽期〜栄養成長期〜生殖成長
期のリンドウで相転換に関与する遺伝子の
発現挙動を調査した（図４）。その結果、休
眠導入期、休眠変遷期、萌芽期、生殖成長期
に発現上昇する遺伝子が得られた。その中に
は休眠期にのみ発現するもの、生殖成長期に
のみ発現するもの、それら両方で発現するも
のがあり、機能が分化している可能性が見出
された。 
 
 
II-② ゲンチオオリゴ糖と相転換遺伝子の
相互作用の探索 
 ゲンチオビオース処理した培養越冬芽を
用いて II-①で挙動が観察された遺伝子の挙
動を調査した（図５）。一部の遺伝子で応答
が観察されたが、特に圃場サンプルで萌芽期
に発現が上昇した遺伝子の発現がゲンチオ
ビオースにより誘導されることが示された。
しかし一方で、本遺伝子の発現を調節するこ
とが報告されている遺伝子の発現には影響
が見られなかったことから、一般的なモデル

植物には存在しないリンドウに特有の調節
メカニズムが存在する可能性が見出された。 

図 4 リンドウの相転換関連遺伝子の発現 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 ゲンチオオリゴ糖による相転換遺伝子
への影響 
 
 

II-①で挙動が観察された遺伝子について
は、高発現体及びゲノム編集体を作成した。
例として、相転換遺伝子のゲノム編集個体を
図６に示した。これらの形質転換体について
は成長及び相転換への影響を調査し、さらに
メタボローム解析から影響を受ける代謝経
路を探索した。 

図 6 ゲノム編集個体の成長 



III.ゲンチオオリゴ糖結合蛋白質の探索 
 エポキシ樹脂にゲンチオビオースを固定
して作成したオープンカラムを用いて、ゲン
チオビオースに結合する蛋白質の精製を試
みた。リンドウ越冬芽の膜蛋白質画分を精製
し、コントロールカラム（Ctrl）またはゲン
チオビオース固定カラム（G2）に吸着させ、
100 mM ゲンチオビオースで溶出し、SDS 電気
泳動した（図７）。その結果、矢頭で示した
蛋白質がゲンチオビオースと結合すること
が示唆された。これらの蛋白質はオービトラ
ップ質量分析装置で同定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 ゲンチオビオース結合蛋白質 
 
 
IV.ゲンチオオリゴ糖代謝経路の解明 
 
IV-①ゲンチオオリゴ糖関連酵素の探索及び
融合蛋白質の作成 
 ゲンチオビオースを分解する活性を指標
に、複数のカラムを用いてリンドウ越冬芽か
ら蛋白質を精製した（図８）。オービトラッ
プ質量分析装置で解析した結果、67 kD の蛋
白質がグルコシダーゼとアノテーションが
ついたことから、本蛋白質を GtGen3A と命名
し、諸性質を調査した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 リンドウ葉からの GtGen3A の精製 
 
 カラムを用いた精製では完全精製に至ら
なかったため、大腸菌を用いて融合蛋白質
rGtGen3A を作出した。至適温度と pH を調査
したところ、rGtGen3A は 20℃、pH 6.5 の条
件で最大活性を示すことが判明した（図９A）。
また、rGtGen3A はゲンチオトリオース（G3）
に対して最も高い基質特異性を示した（図９
B）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 rGtGen3A の酵素学的諸性質 
 
 
 Gtgen3A の遺伝子発現を調査した結果、休
眠期には発現量が低く、萌芽期以降に発現が
上昇することが明らかとなった（図 10）。ま
た、この挙動はゲンチオビオースの蓄積と類
似していること、rGen3A がゲンチオトリオー
スに対して最大活性を示すことから、Gen3A
はゲンチオビオース量を調節する酵素であ
ることが示された。 
 
 

図 10 リンドウにおける Gtgen3Aの発現 
 
 
 本課題の成果から、リンドウにおけるゲン
チオオリゴ糖代謝の制御メカニズムの一端
が明らかとなった。ゲンチオオリゴ糖代謝は
動物及び菌類でも殆ど明らかとなっておら
ず、植物では初の知見である。相転換に関し
ては、関与が予想される候補遺伝子の単離に
成功し、ゲンチオオリゴ糖により発現誘導さ
れる遺伝子についても解析を進めている。こ
れら遺伝子については高発現体及びゲノム
編集体を作出済みであり、さらに詳細に解析
することでゲンチオオリゴ糖による相転換
メカニズムが明らかになると期待できる。 
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