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研究成果の概要（和文）：植物のアスコルビン酸（AsA）生合成経路とその調節機構について遺
伝子・タンパク質レベルで解析した。ヒメツリガネゴケには D-マンノース/L-ガラクトース経
路および D-ガラクツロン酸経路が存在し、アルドノラクトナーゼが AsA生合成調節に関与する
ことを明らかにした。トマト果実では、D-ガラクツロン酸経路が成熟段階後期の AsA生合成に
寄与することを示した。またシロイヌナズナ葉では、VTC2が転写およびタンパク質レベルで AsA
生合成の光調節に関わることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：Ascorbate biosynthesis pathway and its regulation mechanism have 
been studied in photosynthesis organisms. A moss, Physcomitrella patens, possesses both 
D-mannose/L-galactose pathway and D-galacturonate pathway, and an identification of 
aldonolactonase reveals that the enzyme plays a role in regulation of ascorbate level 
in the moss. It has also revealed that the alternative D-galacturonate pathway contributes 
to ascorbate accumulation in ripened tomato fruits. In Arabidopsis leaves, VTC2, one of 
the components of D-mannose/L-galactose pathway, plays a central role in light regulation 
of ascorbate via transcriptional and post-translational control. 
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１．研究開始当初の背景 

我々ヒトにとってビタミンＣ（アスコルビ
ン酸：AsA）は必須栄養素のひとつであるが、
その重要な供給源となる植物など光合成生
物の AsA生合成経路は長らく未解明であった。
植物の AsA 生合成経路は、1998 年に D-マン

ノース（Man）および L-ガラクトース(Gal)
を代謝中間体とする Man/Gal経路が提唱され
て以来、国内外多くの研究グループにより当
該経路の解析が進められてきた。研究代表者
は、これまで同経路に関わる酵素遺伝子解析
を進め、Man/Gal 経路上最後まで未同定であ
った GDP-L-ガラクトースフォスフォリラー
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ゼ(VTC2/VTC5)をシロイヌナズナから初めて
同定し、植物 AsA生合成経路の全貌を初めて
解明するとともに、その遺伝子破壊株の解析
から Man/Gal経路が植物 AsA生合成の主要経
路であることを証明した。さらに緑藻ユーグ
レナのアルドノラクトナーゼの解析から、ユ
ーグレナは、植物とは異なり D-ガラクツロン
酸を代謝中間体とする経路により AsAを生合
成することを初めて明らかにした。これら一
連の結果とデータベース解析に基づき、光合
成生物の AsA生合成経路は Man/Gal経路のみ
を持つグループ（高等植物）、D-ガラクツロ
ン酸経路のみのグループ（緑藻・珪藻類）、
さらに両経路を併せ持つグループ（ピコ藻類
およびコケ類）の三群に分類されることを提
唱してきた。光合成生物の AsA 生合成経路が
解明された今、当該分野における最重要課題
のひとつは、「なぜ光合成生物が AsA をたく
さん含むことができるのか？」その調節の分
子機構を明らかにすることである。 
 
２．研究の目的 

光合成生物の AsA生合成は光による調節を
受けることが知られているが、その分子機構
は未知の領域である。前項の背景を受け、本
研究課題では、１）光合成生物における AsA
生合成経路多様性の解明：ヒメツリガネゴケ
をモデルに同植物の持つ Man/Gal経路および
ガラクツロン酸経路上の相同遺伝子を解析
し、AsA 生合成経路多様性の生理的意義を明
らかにすること、２）植物 AsA生合成調節の
分子機構解明：シロイヌナズナの VTC2/VTC5
遺伝子のプロモーターおよびタンパク質の
解析を行い、葉組織における AsA生合成の光
調節機構を解明するとともに、トマト果実
（Micro-Tom）における AsA 蓄積機構を明ら
かにすること、３）新規 AsA生合成調節変異
体の解析：現在まで機能未知のシロイヌナズ
ナ vtc3 変異体の解析を進めるとともに、ヒ
メツリガネゴケの同相同遺伝子破壊株を用
いてプロテオミクス解析を行うことで生合
成調節の分子機構を明らかにすること、を目
的としている。 

 
 

３．研究の方法 

(1) 実験材料 
実 験 材 料 に は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ

(Arabidopsis thaliana)、ヒメツリガネゴケ
(Physcomitrella patens) 、 ト マ ト
(Lycopersicon esculentum, ‘Micro-Tom’)
を用いた。それぞれの栽培条件は、既報の文
献に従った。 

(2) アスコルビン酸定量法 
定法に従い、ビピリジル法もしくは C18カ

ラム (Imtakt, Scherzo SM, 15 X 2 mm)を用
いて LC-MS(Shimadzu)により検出した。移動
層には 0.1%ギ酸を含む 5%アセトニトリル溶
液を用いた。検出はネガティブモードで行い、
酸化型アスコルビン酸の還元には TCEP を用
いた。 

(3) プロモーター活性の評価法 
VTC2 および VTC5 遺伝子のプロモーター活

性は、ルミノイメージアナライザー
（ImageEM.Hamamatsu）を用いて、ルシフェ
ラーゼ（LUC）活性により評価した。 

(4) プロテオミクス解析 
 シロイヌナズナ vtc3 変異体およびヒメツ
リガネゴケ同相同遺伝子破壊株について、光
照射前後のサンプルからタンパク質抽出を
行い、二次元電気泳動後、銀染色もしくは
ProQ ダイヤモンドによりリン酸化タンパク
質を検出した。得られたタンパク質スポット
はプロテアーゼによる gel 内消化の後
MALDI-ToF/MS (MALDI SYNAPT G2 HDMS, 
Waters）により解析した。配列の同定には
Mascotデータベースを用いた。 

(5) 分子生物学実験 
mRNAやゲノム DNAの抽出、PCRや遺伝子ク

ローニング、植物への形質転換、定量的 PCR
など分子生物学手法については定法にした
がって行った。 
 
４．研究成果 

(1) 光合成生物におけるAsA生合成経路多様性

の解明： 

研究代表者のこれまでの研究から、ヒメツ
リガネゴケには Man/Gal経路と D-ガラクツロ
ン酸経路の２つの AsA生合成経路が存在する
可能性が示唆されていた。そこで、初めにヒ
メツリガネゴケの AsA生合成経路を明らかに
するため、L-ガラクトースおよび D-ガラクツ
ロン酸を各５ｍM 濃度で添加した結果、原糸
体と茎葉体でいずれも AsAの増加が観察され
た。また、L-ガラクトース脱水素酵素活性、
D-ガラクツロン酸還元酵素活性およびラク
トナーゼ(ALase)活性が測定できたことから、
ヒメツリガネゴケには両経路が生理的に機
能していることが強く支持された。そこで次
に、ヒメツリガネゴケゲノムデータベースよ
り、D-ガラクツロン酸経路の構成酵素 ALase
の相同遺伝子を 2 つ見出し（ALase-1 および
ALase-2）、これらの組換え体酵素を用いて触
媒活性を評価した結果、ALase-1 がドミナン
トな機能酵素であることを支持する結果を
得た。そこでさらにヒメツリガネゴケ ALase
の生理機能を明らかにするため、相同組換え
により ALase-1破壊株（ALase-1_KO）を作製
した（図１）。RT-PCRおよび ALase活性 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
の測定結果より、ALase-1_KO株であることを
確認した（図１A、１B）。ALase-1_KO 原糸体
の AsA量を測定した結果、還元型 AsAと酸化
型 AsA（DHA）を合わせた総 AsAレベルで、約
2 倍に増加していることが認められた。この
原因について、さまざまな検討を行った結果、
AsA生合成の最終段階を触媒する L-ガラクト
ノ-1,4-ラクトン（L-GalL）脱水素酵素およ
び酸化型 AsA 還元酵素活性が亢進していた。
ALaseは L-GalLおよび DHAに対して加水分解
活性も有することから、ALase はこれらの代
謝物量をコントロールすることで AsAプール
サイズの制御に関連していることが示唆さ
れた。 

(2) 植物アスコルビン酸生合成調節の分子機

構解明： 

緑葉の AsAレベルは日周変動性を示し、明
暗および光強度に応じて増減する。これまで
のシロイヌナズナを用いた解析から、
Man/Gal 経路を構成する８遺伝子のうち、
GDP-L-Gal フォスフォリラーゼをコードする
VTC2 遺伝子が最も顕著な光応答性を示すこ
とを明らかにしている。そこで VTC2 遺伝子
およびそのパラログの VTC5遺伝子について、
光応答性および細胞内局在性について検討

を行った。VTC2 および VTC5 遺伝子のプロー
モーター領域を単離し、ルシフェラーゼ
（LUC）との融合遺伝子を作製し、シロイヌ
ナズナに形質転換した。その結果、VTC2およ
び VTC5 遺伝子の光応答性が LUC 活性によっ
て再現されることを確認するとともに、VTC5
のプロモーター活性は、VTC2よりも低いこと
から、AsA生合成の光制御には VTC2が優先的
に機能していることが示唆された（図２）。
また VTC2の欠失プロモータ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
―解析から、光応答性のシスエレメントは
-40～-70 の領域に存在することが予測され
た。また VTC2 と GFP の融合タンパク質を発
現する形質転換シロイヌナズナの解析から、
暗条件では核にのみ GFP蛍光が観察されるの
に対し、光条件下では核と細胞質に蛍光が観
察されることから、VTC2はタンパク質レベル
でも、明暗条件により細胞内局在性を変化さ
せることで AsA生合成調節に関与しているこ
とが示唆された（図３）。 
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図１．ヒメツリガネゴケ ALase-1_KO株の作製．

A, RT-PCR に よ る 発 現 確 認 ； B, 

ALase-1_KOにおける ALase活性；C, 原

糸体における AsA含量の比較．AsA,還元

型 AsA; DHA, 酸化型 AsA 
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図２．シロイヌナズナ VTC2および VTC5遺伝子

のプローモーターの光応答性． 

Dark Light

 

図３．VTC2 と GFP 融合タンパク質による細胞

内局在性と光条件の関係． 



 

 

 
さらに果実の AsA生合成調節のメカニズムを
明らかにするため、トマト果実をモデルに
AsA レベルと生合成との関連について調べた。
Man/Gal 経路構成酵素遺伝子の発現レベル、
14CAsA による転流実験などさまざまな解析
の結果、成熟段階に応じて増加する果実の
AsA レベルの調節について、果実成熟初期段
階（IMG、MG）では Man/Gal 経路および葉か
らの AsA の転流が関与しているが、AsA 量が
最大となる果実成熟後期（RD）においては、
D-ガラクツロン酸経路が誘導され AsA生合成
に寄与してことが示唆された（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
果実細胞壁の構成多糖ペクチンを D-ガラク
ツロン酸の前駆物質となることから、軟化に
より細胞壁構成多糖の再構成が盛んになる
果実成熟後期において D-ガラクツロン酸経
路が機能するのではないかと考えられる。 

(3) 新規アスコルビン酸生合成調節変異体の

解析： 

新規 AsA生合成変異体シロイヌナズナ vtc3
の機能解析を行った。また、ヒメツリガネゴ
ケゲノムにも VTC3 オルソログが存在するこ
とから、相同組換えの手法により同遺伝子の
破壊株（ΔVTC3-6）を作製した（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
シロイヌナズナ vtc3 およびヒメツリガネゴ
ケΔVTC3-6 ともに AsA レベルは野生株の約
50％に低下していること、また AsAのレベル
の日周変動性が喪失していることが明らか
になった（図６）。これまでの研究代表者ら
の解析から VTC3 はタンパク質リン酸化に関
与する因子であることが推測されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、暗適もしくは光照射したシロイヌナ
ズナ vtc3 およびヒメツリガネゴケΔVTC3-6
よりタンパク質を抽出し、二次元電気泳動で
タンパク質を分離後、銀染色または ProQ 染
色を行い、野生株と発現量に変化のあるタン
パク質の検出を試みた（図７）。その結果、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
変異体で発現レベルの変動やリン酸化修飾
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図４．Micro-Tom果実の成熟段階における AsA

レベルの変動と AsA 生合成経路との関

連のまとめ． 
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図５．ヒメツリガネゴケ VTC3破壊株の作製． 

No.6株をΔVTC3-6とした． 
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図６．シロイヌナズナ vtc3変異体とヒメツリ
ガネゴケΔVTC3-6 は AsA レベルの光応

答性が消失している． 
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図７．二次元電気泳動結果の一例．図は光照射

後のヒメツリガネゴケ野生株（緑）とΔ

VTC3-6（赤）の ProQ 染色の結果を重合

わせている． 



 

 

状態に違いが認められるタンパク質が多数
存在することが明らかになった。これらのタ
ンパク質の詳細と AsA生合成との関連につい
ては現在解析中である。 
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