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研究成果の概要（和文）： 

  
イネ RBCS 遺伝子組換え体を用いて、個葉光合成能力の改善とバイオマス生産の向上を

めざした。RBCS 遺伝子の増強は Rubisco タンパク質量増にはむすびついたが、光合成速
度やバイオマス生産向上の効果はなかった。ただし、低 CO2 (28 Pa)や低温（19ºC）栽培
には効果があった。複数種ある RBCS 遺伝子は第 12 染色体に座乗する OsRBCS2 から
OsRBCS5 が発現していて、分子種別の RBCS－RNAi 体を作製したところ、互いの遺伝
子発現には相補関係がなかった。それらの分子種 RNAi 体は高 CO2 条件のみで野生種を
越える光合成を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Photosynthesis improvent and the enhancement of biomass production were 
examined in transgenic rice transformed with RBCS. Overexpression of RBCS led an 
increase in Rubisco proptein, but did not result in increases in photosynthesis and 
plant biomass. However, such transgenic rice were grown better under conditions of 
low CO2 or low temperatures.  For RBCS muligene family, OsRBCS2 to OsRBCS5, 
which are located on Chromosome 12, are expressed substantially, and were not 
compensated for each other. Each RBCS-RNAi plant had higher photosynthesis only 
under conditions of elevated [CO2]. 
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１． 研究開始当初の背景 

私たちはポテンシャルとしての炭酸固定

能力の決定因子が光合成の炭酸固定酵素

Rubisco にあること(総説：Makino. Soil Sci. 

Plant Nutr. 49, 319-327, 2003)、また、光化

学系電子伝達活性の決定因子がチラコイド
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膜に存在するチトクローム b6f 複合体にある

ことを明らかにした(Sudo et al. Plant Cell 

Environ. 25:255-263 2003)。したがって、こ

れら両者のタンパク質を増強することで、光

合成能力の改善は可能であると考えていた。

そこで、まず rbcS のセンス遺伝子を導入し

た組換体イネの作成を試みた。そして、その

結果、Rubisco の大サブユニットをコードし

ている葉緑体側の遺伝子を操作しなくとも

核にコードされる小サブユニットの遺伝子

導入のみによってRubisco量の増加に結びつ

くことを確認した。しかしながら、作成され

た rbcS センス組換体イネは Rubisco 量が増

加しているにもかかわらず、必ずしも高い光

合成速度を発揮せず、その要因は非常に複雑

であることがわかった（当時論文投稿中）。 

 Rubisco 量は、葉身中にもっとも多量に存

在する酵素タンパク質で、全窒素量の 25 か

ら 30%をも占める。ゆえにその量的増減は他

の光合成構成成分の量に影響を与えるのみ

ならず、光合成全体の代謝にさまざまな影響

を及ぼす。例えば、rbcS アンチセンス遺伝子

を導入し、Rubisco 量を特異的に減少させた

rbcS アンチセンス組換体では、電子伝達の構

成成分の量的増加が見られ、Rubisco の活性

化状態を常に高く保つ補償作用が観察され

た。それは光化学系(PS)I における循環的電

子伝達の活性発現によるチラコイド膜での

高い ΔpH 形成を介したものであることがわ

かった(Makino et al. Plant Cell Physiol. 43: 

1027-1035 2002)。さらに、この PSI の循環

的電子伝達はRubisco量の減少により低下し

た炭酸固定能力にバランスを合わすために、

もう一つの光化学系 PSII の量子収率も制御

し、電子伝達速度を下げた (Makino et al. 

Plant Cell Physiol. 43: 1027-1035 2002、

Ushio et al. Soil Sci Plant Nutr 49: 77-83 

2003、Hirotsu et al. Plant Cell Physiol. 46: 

1377-1383 2005)。このように Rubisco 量の

活性発現は電子伝達活性の制御と深く関わ

っており、rbcS センス組換体においても光化

学系電子伝達からのRubiscoへの活性抑制が

かかったことが容易に予想された。 

 

２． 研究の目的 

 本研究課題では、イネにおける個葉光合成

能力の改善の方向性を見出すことを目的に、

Rubisco の小サブユニット遺伝子 rbcS の組

換体イネに見られる高度に制御された光合

成の複雑な制御機構解明とバイオマス生産

への貢献度を定量的に明らかにしようとす

るものであった。具体的には、1)rbcS 遺伝子

をセンス方向およびアンチセンス方向に導

入し、Rubisco 量を特異的に増加あるいは減

少させたイネにおける光合成機能全体での

調節機構の解明。2)核ゲノムに複数種存在す

る rbcS 遺伝子を個別ノックダウンし、

Rubisco 量を制御的に減少させたイネを作製。

それらの転換体にみられる光合成能力低下

の補償作用機構の解明とそれらの結果から

見えてくる光合成能力改善にむけての分子

的基盤を確立することにあった。 

 

３．研究の方法 

１）RBCS 遺伝子をセンス方向で導入し、

Rubisco 量を増やしたイネ形質転換体を窒素

濃度を変えて栽培し、光合成機能の評価を行

った。また、そのイネの葉位別の光合成機能

の評価を行い、葉のエイジとの関係を調べた。

さらに、生体内での Rubisco の活性化状態に

ついて調べた。また、低温環境 (19/16ºC: 

day/night)および低 CO2分圧 (28 Pa)下での

個体レベルでの基本的な成長解析を行い、バ

イオマス生産の評価を行った。さらに、RBCS

過剰生産イネでは、Rubisco 量が増強されて

いるにもかかわらず、大気 CO2 条件(39 Pa)

では光合成は増加しておらず、バイオマス増



 

 

産も認められなかったので、その要因を探る

べく、CE-TOFMS による網羅的な光合成中

間代謝産物のメタボローム解析を行った。 

２）イネの核ゲノム上に 5 種ある RBCS 遺伝

子の器官別・生育ステージ別発現量の変動を

追って、幼植物から出穂期まで調べた。第 12

染色体に存在する 4 種、OsRBCS2 から

OsRBCS5 までの RNAi 形質転換体の作製を

試み、RBCS3 のRNAi系統に明確なRubisco

量低下がみられたので、その系統の個葉レベ

ルでの光合成速度を光飽和の条件 (1500 

µmol quanta m-2 s-1)、25ºC で CO2レベルを

変えて測定した。また、RBCS3 RNAi 系統の、

現在の CO2 分圧(39 Pa)下における個体レベ

ルでの基本的な成長解析を行い、バイオマス

生産の評価および収量調査を行った。 

 
４．研究成果 

１）Rubisco を増強し、現在より低 CO2レベ

ルでの光合成機能の向上をねらった。

Rubisco は葉緑体と核遺伝子の両方にコード

されるが、核コードの RBCS 遺伝子導入のみ

で Rubisco 量の増強には成功した。しかし、

葉内では部分的な不活性化を伴い光合成機

能の向上には結びつかなかった。現在の CO2

レベルでのバイオマス生産や成長パーラメ

ータにも wild-type との差は認められなかっ

た。しかしながら、63 日目の個体レベルでの

バイオマス生産では、RBCS 過剰生産イネが

低温環境(19/16ºC: day/night)および低 CO2

分圧(28 Pa)下で Wild-type 系統のバイオマ

ス生産を有意に越えることがわかった。特に

低温条件での差が大きかった。このことは、

Rubisco 量の増強が、冷涼な環境でのバイオ

マス確保に有力な手段であり、北方適応型高

バイオマスイネの一つのモデルになること

を示した。光合成解析は現在進行中である。

また、RBCS 過剰生産イネの Rubisco の活性

化低下の要因を探るため、メタボローム解析

を行ったところ、3-PGA、FBP および S7P

の 1.4 から 1.5 倍程度の増加が認められた。

RuBP のプールには変化がなかったが、CO2

同化の初期産物(3-PGA)の蓄積、カルビン回

路鍵酵素、SBPase の産物である S7P の蓄積

は RuBP 再生産系の律速が強くなっている

結果を示唆した。Rubisco 量を減少させ

Rubisco の律速性を高めたイネではまったく

逆の関係が認められた。なお、ATP と ADP

およびNADPHとNADP+には有意な差は見

られなかった。 

２）葉身では、第 12 染色体にする座乗する 4

種（OsRBCS2 から OsRBCS5）が発現、生

育ステージ(21 日目、44 日目、81 日目)を問

わず、RBCS3 の発現がやや強かった(図 1)。

第 2 染色体の OsRBCS1 はほとんど発現して

いなかった。そして、全 RBCS mRNA の発

現量、葉緑体コードの RBCL mRNA の発現

量およびRubiscoタンパク質量との間には非

常に高い正の相関関係があった。RBCS2 か

ら RBCS5 の分子種別の RNAi 体を作製した

ところ、4 分子種のすべての RNAi 体におい

て発現抑制を行った分子種の RBCS mRNA

の発現低下とRubiscoタンパク質量の減少が

認められた(表１)。このことは、複数種存在



 

 

する RBCS の一つの分子種のノックアウト

が他の分子種の発現や翻訳レベルでは相補

されないことを意味した。 

次に、その RBCS3 RNAi 系統において、

個葉レベルでの光合成機能評価を、葉身窒素

含量あたりで行ったところ、Rubisco 量が光

合成機能に対して過剰となる高 CO2 分圧領

域でやや光合成速度の向上が認められた(図

2)。また、RBCS3 RNAi 系統の現在の CO2

レベル(39 Pa)での個体レベルバイオマス生

産を 21 日目、42 日目および 70 日目で調べ

たところ、72 日目でバイオマス生産の低下が

明確に認められ、以前、RBCS アンチセンス

遺伝子導入で観察された (Makino et al., 

2000, Aust J Plant Physiol, 27, 1-12)ような、

生育初期において強い RBCS 発現抑制とそ

れに伴う強い翻訳低下は生じなかった。収量

も RBCS3 RNAi 系統で低下していた。 

次に、高 CO2レベル(100Pa)での個体レベル

でのバイオマス生産を 70 日目で調べたとこ

ろ、残念ながら Wild-type 系統のそれを上回

ることはなかった。詳細な成長解析を行った

ところ、初期生育が劣ることが原因であった。

生 育 後 半 で は 、 RBCS3 RNAi 系 統 は

Wild-type 系統の成長速度を越えるものの最

終バイオマス生産は同等のものとなった。 
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