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研究成果の概要（和文）：植物のアスコルビン酸（AsA）強化を目標に、AsA生合成酵素の発現を試みた。その結
果、６つのAsA生合成酵素のうち、上流３つの酵素の共発現が、細胞内のAsA強化に重要であることを明らかにし
た。しかし、構成的高発現プロモーターであるカリフラワーモザイクウイルスCaMV35Sによる構成的過剰発現で
は、一過的過剰発現に比べてAsAが強化されない可能性が示唆された。またAsA生合成の最終酵素であるGalLDHに
ついて、アセロラMgGalLDHのN末端領域にミトコンドリア局在シグナルが存在することを明らかにした。しか
し、MgGalLDHの局在改変だけでは、植物のAsAを強化できない可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ascorbic acid (vitamin C, AsA) is a major antioxidant against oxidative 
stress in plants and plays an important role in plant productivity. To pursue the strategy for 
efficiently manipulating AsA accumulation in plants, we attempted to modify the expression of AsA 
biosynthetic enzymes. As a result, the co-expression of three upstream enzymes (GMP, GME, and GGP) 
among the six AsA biosynthetic enzymes showed a significant increase in intracellular AsA contents. 
However, constitutive overexpression using CaMV35S may not enhance AsA as compared to transient 
overexpression. 
Acerola MgGalLDH, the final enzyme of AsA biosynthesis in plants, has a mitochondrial localization 
signal in the N-terminal region. However, the localization modification of MgGalLDH alone may not 
enhance AsA in plants.

研究分野：植物分子生物学

キーワード： アスコルビン酸　代謝工学　過剰発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アスコルビン酸（ビタミンC, AsA）は活性酸素種に対する主要な抗酸化物質であり、植物生産の量的・質的強化
に重要な役割を果たしている。AsAの生合成に着目した研究成果により、植物のAsA生合成強化に重要な酵素の候
補を明らかにした。代謝工学的なアプローチによるAsA生合成の強化は、強光、乾燥、塩、低温、高温などの環
境ストレスに対して植物生産が低下しない作物育種への応用が期待できる。また植物は様々な二次代謝産物を生
産しているため、将来的には、植物における機能性物質の産生向上に関する応用展開に役立つことが期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
農業生産において、作物の収量向上や栽培の省力化につながる作物の機能性を強化することは
重要である。アスコルビン酸（ビタミン C, AsA）は環境ストレスによって発生した活性酸素か
ら細胞を保護しているだけでなく植物の生長にも関わっているため、いかなる植物も一定量の
AsA を必要とするが、AsA の生産量は植物種によって大きく異なっている。一方、我々人間も AsA
を必要とするが、AsA を作ることができず、野菜や果物などから摂取しなければばらない。した
がって低 AsA 含有作物に対して AsA 強化は植物の収量や環境ストレスの抵抗性向上に有効であ
るだけでなく、作物の栄養価が高まることで人間の健康維持にも役立つ。植物の AsA 生合成につ
いてみると、D-マンノースから 6種類の生合成酵素が関わる経路によって主に生合成されている
と考えられている。律速酵素 GDP-L-galactosephosphorylase（GGP）も推定されているが、GGP の
過剰発現では AsA 量は数倍しか増加しないことから、その詳細は不明である。また AsA 生合成経
路の最終酵素である L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase（GalLDH）はミトコンドリアに局
在しているが、他の生合成酵素はすべて細胞質で機能している。AsA の最終前駆体 L-ガラクトノ
-1,4-ラクトンまでは細胞質で順次変換された後、ミトコンドリアで AsA に変換されているため、
AsA 生合成に関わる一連の反応のすべてが細胞質で行われると、より効果的な AsA 生合成が見込
まれる。そこで申請者は植物の AsA 強化を目的として、AsA 生合成酵素の発現と AsA 生合成経路
に着目して解析を行なった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、AsA 生合成酵素の発現と AsA 生合成経路に着目して AsA 量の強化を目指した基礎研
究を展開した。AsA 生合成酵素は６種類あるため、AsA 量に影響を与える酵素を明らかにし、AsA
強化へと繋げる。また最終酵素 GalLDH の局在を細胞質に変えることによって AsA 生合成を効率
化することも研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では低 AsA 含有植物のモデルとしてシロイヌナズナを用いた。またシロイヌナズナへの
導入遺伝子の発現確認を容易にするため、アセロラ(Malpighia glabra L.)の AsA 生合成酵素を
利用した。 
 
（１）アセロラ MgGGP 遺伝子のプロモーター活性評価 
アセロラ MgGGP 遺伝子の開始コドンから 1700bp 上流までの領域について、ルシフェラーゼをレ
ポーター遺伝子の上流に挿入したプロモーターアッセイ用のベクターを作製した後、シロイヌ
ナズナのプロトプラストを用いてアセロラ MgGGP 遺伝子のプロモーター活性を測定した。 
 
（２）AsA 量に対する AsA 生合成酵素群の発現についての解析 
一過的過剰発現系により AsA 量を劇的に向上させる AsA 生合成酵素の過剰発現の組合わせを検
討した。得られた知見をもとに、シロイヌナズナに複数の AsA 生合成酵素遺伝子を過剰発現させ
るベクターを導入した。 
 
（３）アセロラ MgGalLDH の局在性改変による AsA 量に対する影響評価 
AsA 生合成の最終酵素である GalLDH だけがミトコンドリアに局在しているため、GalLDH を細胞
質に局在させて、AsA 量の変動を測定する。そのため、アセロラ MgGalLDH の一次構造内にある
ミトコンドリア局在シグナルを同定した後、ミトコンドリア局在シグナルを欠失したアセロラ
MgGalLDH を発現させ、AsA 量に対する影響を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）アセロラ MgGGP 遺伝子のプロモーター活性評価 
アセロラ MgGMP 遺伝子のプロモーター活性はシロイヌナズナのものと比較して高いことを明ら
かにしているが(Kondo T et al., 2017)、アセロラ MgGGP 遺伝子は不明であった。そのため、ア
セロラ MgGGP 遺伝子のプロモータアッセイ用のベクターを作製し、シロイヌナズナのプロトプ
ラストに一過的に導入してプロモーター活性を測定した。アセロラとシロイヌナズナの GGP 遺
伝子のプロモーターを比較したところ、アセロラ MgGGP 遺伝子のプロモーター活性はシロイヌ
ナズナのものと比べて 1.6 倍高いことが明らかになった。アセロラにおいて、6種類の AsA 生合
成酵素が高く発現していること、アセロラ MgGPP と MgGGP 遺伝子の高いプロモーター活性を有
することから、アセロラの AsA 生合成酵素遺伝子の高いプロモーター活性による AsA 生合成酵
素の高発現が、アセロラの高 AsA 含量の要因の一つである可能性が明らかになった。 
 



（２）AsA 量に対する AsA 生合成酵素群の発現についての解析 
アセロラでは 6 種類の AsA 生合成酵素が高く発現していることから、低 AsA 含量植物において
AsA 生合成酵素遺伝子を過剰発現させることを試みた。植物において構成的高発現プロモーター
として一般的に用いられているカリフラワーモザイクウイルス CaMV35S プロモーターの下流に
6種の AsA 生合成酵素遺伝子を挿入した遺伝子発現カセットを、それぞれ作製した。作製した遺
伝子発現カセットを低 AsA 含有植物としてトマトのプロトプラストに遺伝子導入して AsA 量の
測定した（図１）。その結果、アセロラ MgGGP の単独発現でも AsA 量を増加させたが、MgGGP と
ともに MgGMP と MgGME の共発現させた場合、最も高く AsA 量を増加させることが明らかになっ
た。一方、下流３つの酵素遺伝子（GPP、L-galactose dehydrogenase;GDH および GalLDH）では、
３つの遺伝子を共発現させても AsA 量の増加は認められなかった。植物の AsA 強化に AsA 生合
成経路の上流３つの AsA 生合成酵素の過剰発現が重要であることが明らかになった。次に、AsA
生合成経路の上流３つの AsA 生合成酵素（MgGMP、MgGME および MgGGP）を共発現させるために、
それぞれの遺伝子発現カセットを Gateway Recycling Cloning 法により単一の遺伝子発現ベク
ターにサブクローニングして、複数遺伝子の共発現用ベクターを作製した。作製した共発現ベク
ターをシロイヌナズナに遺伝子導入した。その結果、共発現ベクターを遺伝子導入したシロイヌ
ナズナを測定したところ、一過的な過剰発現の結果と比較して、AsA が強化されない可能性が示
唆された。今回、AsA 生合成酵素を過剰発現させるために、いずれも CaMV35S プロモーターを用
いる。同一ベクターにおいて縦列で複数の同一プロモーターを用いているため、すべての遺伝子
が高発現していない可能性があるため、今後は、共発現ベクターを導入したシロイヌナズナにお
ける導入遺伝子の発現量を検討する必要がある。 
 

 
（３）アセロラ MgGalLDH の局在性改変による AsA 量に対する影響評価 
 
AsA 生合成の最終酵素である GalLDH はミトコンドリアに局在していることが知られている。そ
こでアセロラ MgGalLDH について、GFP を融合させた MgGalLDH の細胞内局在を確認した（図２
A）。ミトコンドリアで GFP 蛍光シグナルを検出したため、MgGalLDH を細胞内に局在させること
を目的に、MgGalLDH を N 末端領域に着目して局在解析を行なった。その結果、MgGalLDH の N 末
端領域に存在するミトコンドリア局在シグナルが明らかになった（図２B）。次いで、MgGalLDH の
ミトコンドリア局在シグナルを欠失した遺伝子をシロイヌナズナのプロトプラストに導入して
AsA 量を測定した。その結果、ミトコンドリア局在シグナルを欠損させた MgGalLDH を過剰発現
させたプロトプラストでは有意な AsA の増加は認められなかった。今後はミトコンドリア局在
シグナルを欠損させた MgGalLDH の機能を評価する必要がある。 
 

 

図 1．トマトのプロトプラストにおける AsA

生合成酵素遺伝子の過剰発現と AsA 量の影響 

図２．トマトのプロトプラストにおけるア

セロラ MgGalLDH の局在。（A）MgGalLDH-GFP

融合蛋白質、（B)ミトコンドリアシグナル

欠損 MgGalLDH-GFP 融合蛋白質 
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