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研究成果の概要（和文）：PEPCKは糖新生の初発段階の律速酵素であるが、液果型果実の代謝における機能は明らかに
なっていない。本研究はトマトを用いて同酵素遺伝子を過剰発現/発現抑制した形質転換体を作出し、果実糖度・糖酸
バランス調節、植物体生長への影響を調査した。その結果、果実の糖、リンゴ酸含量はPEPCKの発現に応じて増減が見
られ、これらの成分調節にPEPCKおよび糖新生が関与していることが明らかとなった。またPEPCK発現レベルは実生生長
にも影響し、特に過剰発現形質転換体では糖の添加に伴い顕著な生長促進効果が見られた。このことからPEPCKは実生
発達における糖エネルギー利用にも関与していることが明らかとなった。
　

研究成果の概要（英文）：PEPCK is known as a key regulatory enzyme in the gluconeogenesis pathway in 
plants. However, its physiological function in whole plant development including fruit sugar accumulation 
is not fully understood in plants with fresh berry-type fruit. To elucidate this function, we generated 
transgenic tomato plants in which PEPCK is over-expressed or down-regulated. Detailed characterization of 
the transgenic lines, it was revealed that PEPCK and gluconeogenesis are involved in the regulation of 
sugar/acid balance in developing tomato fruit. Additionally, PEPCK expression level also affected initial 
seedling growth. In the PEPCK-overexpressing lines, exogenous sucrose supply strongly promoted 
post-germination growth. Those results indicate PEPCK is involved in not only regulation in carbohydrate 
supply but also its availability in tomato seedling.

研究分野： 蔬菜生理学、遺伝育種学、糖・アミノ酸代謝
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１．研究開始当初の背景 
糖新生は有機酸や脂肪酸から糖を合成す

る代謝経路であり、動物では糖飢餓条件下
においてエネルギー供給を担うことが知ら
れている。ホスホエノールピルビン酸カルボ
キシキナーゼ (PEPCK) はオキサロ酢酸か
らホスホエノールピルビン酸 (PEP) への
合成を触媒し、糖新生の初発反応を制御す
る酵素である。PEPCK は脂肪性種子の実生
生長過程で活性化することが知られている
が、それ以外の組織・生長過程における生
理機能は長年不明であった。しかし、近年、
英国 Sheffield大を中心とした研究グループ
や申請者自身により、オウトウ、イチゴ、
ブルーベリー、トマトなどの液果型果実に
おいて成熟過程で PEPCK が高発現すると
いう報告がなされている。上記の結果は、
PEPCK すなわち糖新生の活性化が液果型
果実の成熟過程に共通する現象であり、果
実の糖蓄積および糖酸バランス調節に有機
酸を基質とした糖新生経路が関与している
ことを強く示唆している。しかし、これら
先行研究は PEPCK の発現パターンのみを
根拠とした、いわゆる correlation work であ
り、PEPCK の機能獲得/喪失実験を通した
実証試験は依然として実施されていない。
申請者は遺伝子組み換えが容易なトマトで
PEPCK 遺伝子の過剰発現/発現抑制形質転
換体を作出し、それらの果実における糖・
有機酸の代謝動態を解析することで、果実
糖度、糖酸バランス調節における糖新生・
PEPCK の役割が解明できると考え、本申請
課題を実施した。 
 
２．研究の目的 
糖・有機酸は液果型果実において食味や消

費者嗜好性を左右する主要成分であり、両者
のバランス（糖酸比）は栽培・貯蔵条件や遺
伝的背景により大きく変動することが知ら
れている。これらは各代謝系が相互作用した
結果と考えられるが、その分子メカニズムに
ついては殆ど解明されていない。 

PEPCK はオキサロ酢酸をホスホエノー
ルピルビン酸に変換し、糖新生の初発過程
を律速する酵素である。先行研究により、
同酵素遺伝子は液果型果実成熟期に非常に
高発現することをすることが報告されてい
るが、PEPCK が植物生長や果実発達過程
でどのような役割を担っているのかについ
ては依然として不明な点が多い。本研究で
は液果型果実研究のモデル植物であるトマ
トを材料に、PEPCK 遺伝子を過剰発現 / 
発現抑制した形質転換体トマトを作出し、
その特性解析を通して果実糖度・糖酸バラ
ンス調節における糖新生および PEPCK の役
割を明らかにすることを目的とした。 
具体的には、1) トマト果実の糖含量・糖

酸バランス調節における PEPCK および糖
新生の機能解明、2) トマトにおける新規
PEPCK 遺伝子の発現特性・機能解析、3) 液

果型果実における PEPCK の活性比較およ
び糖度・糖酸比バランス調節への貢献度の
解明 を行い、液果型果実全般における糖新
生・PEPCK の機能を解明することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずトマトにおいて既に単離

さ れ て い る PEPCK 遺 伝 子  (SlPEPCK, 
Bahrami et al., 2001, PMB, 47: 499-506) に注
目し、恒常的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(CaMV) 35S プ
ロモーターと果実成熟期特異的 E8 プロモ
ーターを用いて、当該遺伝子の発現を抑制し
た RNAi 形質転換ならびに過剰発現形質転換
体トマト系統を作出した。これらの系統群に
ついて、T1、T2世代で遺伝子発現解析を行い、
狙い通り PEPCK の発現が抑制/上昇している
系統を選抜し、導入遺伝子が 1 コピーのホモ
接合体系統を複数系統獲得した。これらの材
料を活用して T3、T4世代で果実成分（糖、有
機酸）および植物体表現形質を詳細に解析し、
トマトの生長や果実成分調節における
PEPCK の生理機能の解明を試みた。また、形
質転換系統を用いて発芽実生の特性解析を
行い、発芽過程における PEPCK の機能解析
を行った。果実、実生における遺伝子発現量
と糖、有機酸含量、実生生長の相関を確認す
ることにより、それら器官における PEPCK
の機能と糖新生の貢献度を解明した。 
多くの高等植物種において PEPCK は 2～4

遺伝子からなる多重遺伝子であることが判
っているが、トマトではこれまで一遺伝子し
か報告されていない。しかし、申請者は本研
究課題開始時に、トマトのゲノム解析を通し
て新規の SlPEPCK 様遺伝子が存在すること
を把握していた。本申請課題では当該
SlPEPCK様遺伝子の全長 cDNA を単離し、こ
れらの発現特性を明らかにすることによっ
てトマトにおける PEPCK の機能多様性を明
らかにすることを試みた。 
  
４．研究成果 
最初に、研究代表者の先行研究で当該課題

開始前に作出されていた  トマト  PEPCK 
遺伝子 SlPEPCK の RNAi 発現抑制形質転
換体のエリート系統選抜と特性解析を行っ
た。まず、導入遺伝子が１コピーの T1, T2世
代において発現解析を行い、標的遺伝子の発
現レベルが非形質転換体の 20%以下に抑制
されている系統を、CaMV 35S プロモータ
ー連結型で 3 系統、E8 プロモーター連結型
で 2 系統選抜した。これらの系統について、
T3 , T4世代ホモ系統を用いて、PEPCK 酵素
活性を測定したところ、形質転換体では非形
質転換体と比較して酵素活性が 17～50%に
抑制されていることが確認された。これらの
果実について、成熟過程における果実成分
（糖、有機酸）の評価を行った。その結果、
形質転換赤熟果実では非形質転換体と比較



して、CaMV 35S プロモーター連結型で 46
～59%、E8 プロモーター連結型で 8～16%、
可用性総糖含量が減少していることが明ら
かとなった。また、有機酸含量については、
果実における主要有機酸の一つであるリン
ゴ酸含量が CaMV 35S プロモーター連結型
で 24～58%、E8 プロモーター連結型で 32
～129% 上昇することが明らかとなった。他
方、クエン酸含量については明確な傾向は見
られなかった。 
続いて栄養成長へのPEPCK の効果を検証

するため、形質転換体系統の表現形質（実
生・栄養生長、果実収量等）の評価を行った。
その結果、CaMV 35S プロモーター連結型
では非形質転換体と比較して、地上部（植物
体高）が 23-30%、根長が 58%-59%減少し、
根部において非常に顕著な伸長抑制効果が
観察された。地上部については生長が進むに
したがって生長抑制が解除され、播種後 60
日目には、非形質転換体との差は、ほぼ解消
された。E8 プロモーター連結型では実生段
階では差は見られんかったものの、開花後の
栄養成長に変化が見られ、特に果実成熟期以
降は非形質転換体との比較で 13%-17%の生
長抑制が見られた。他方、果実重量について
は顕著な差は見られなかった。本実験により、
成熟果実の糖蓄積・糖酸比バランス調節に糖
新生が介在し、それらの制御に PEPCK が
関与していることが証明された。また、
PEPCK がトマトの発芽後の実生生長に重
要な役割を果たしていることが示された。 
これらの解析と並行して、トマトゲノムデ

ータベース  (Sol genome network, SGN; 
http://solgenomics.net/) を活用し、トマトにお
ける他の SlPEPCK 遺伝子ファミリーの探
索を行った。その結果、推定アミノ酸レベル
で 86%と、SlPEPCK に非常に相同性の高い 
SlPEPCK 様配列が一つ同定された。しかし、
果実および葉において発現解析を行った結
果、当該 SlPEPCK 様配列は SlPEPCK の
1/1000 程度の転写活性しか示さず、偽遺伝子
である可能性が高いと考えられた。本研究で
作出した RNAi 形質転換体において、顕著な
酵素活性の低下が認められたことから、
SlPEPCK はトマトで機能している唯一の 
PEPCK 遺伝子と考えられる。 
続いて、PEPCK 過剰発現の効果を検証す

るため、SlPEPCK 遺伝子 cDNA 全長を 
CaMV 35S プロモーター もしくは E8 プ
ロモーターに連結した形質転換ベクターを
作製し、アグロバクテリウム法によりトマト
へ形質転換を行った。得られた形質転換系統
より導入遺伝子が１コピー・ホモ接合体で 
PEPCK 発現が 3 倍以上のエリート系統を 
CaMV 35S プロモーター 連結型で 4 系統、
E8 プロモーター連結型で 5 系統獲得した。
これらの系統について、T3, T4 世代の赤熟果
実におけるPEPCK酵素活性を評価した結果、
CaMV 35S プロモーター連結型で 6-12 倍、
E8 プロモーター連結型で 4-8 倍の活性上昇

が確認された。赤熟果実において果実成分
（糖、有機酸）測定したところ、非形質転換
体と比較して、可溶性総糖含量が CaMV 35S 
プロモーター連結型で 16～37%、E8 プロモ
ーター連結型で 9～59% 増加することが確
認された。他方、有機酸についてはリンゴ酸
含量が CaMV 35S プロモーター連結型で 14
～44%、E8 プロモーター連結型で 16～41% 
減少していた。クエン酸含量については一部
の系統で減少していたものの明確な傾向は
見られなかった。続いて、表現形質解析（実
生生長、栄養生長、果実収量等）の評価を行
った。CaMV 35S プロモーター 連結型にお
いて実生生長を評価したところ、発芽後 10
日目において根伸長が、非形質転換体と比較
して、1.77～2.51 倍促進されていた。これら
の結果は PEPCK 発現抑制形質転換体で得
られている結果と相反する効果である。この
ことから、果実の糖・有機酸蓄積や実生生長
の制御に PEPCK が遺伝子発現レベルで直
接関与していることが証明された。興味深い
ことに、過剰発現形質転換体の実生の地上部
生長において、通常栽培条件では非形質転換
体と形質転換体の間で顕著な差が見られな
かったにも拘わらず、1.5%、3％のショ糖処
理によって形質転換体で強力な生長促進作
用が認められた 。これらの結果は、PEPCK 
の作用機作が器官によって異なり、実生では
糖の利用効率に影響を及ぼしていることを
示唆している。 
本研究によって、PEPCK がトマトの果実

成熟期における糖・有機酸蓄積や、実生生長
制御に重要な役割を果たすことが明らかと
なった。液果型果実の糖蓄積に対する 
PEPCK の関与は、従来、遺伝子発現パター
ン等で間接的に示唆されるに留まっていた。
しかし、本研究課題において全身発現制御に
よる機能獲得/喪失解析を行うことにより、
PEPCK がトマトの果実成分制御、ひいては
発芽実生の生長制御に重要な役割を果たし
ていることが初めて直接的に証明された。ま
た、糖新生が果実成熟期の糖酸比制御に関与
していることを証明した。多くの液果型果実
において成熟期に PEPCK が高発現するこ
とが報告されていることから、本研究は、ト
マトに留まらず、液果型果実の糖、有機酸蓄
積制御機構を理解する上で有用な知見を提
供するものと考えられる。また、糖、有機酸
含量は果実品質を評価する上で最重要形質
の一つであることから、本研究で得られた成
果は、将来、糖酸比を制御する栽培技術の開
発や高付加価値新品種の開発に大きく寄与
すると考えられる。 
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