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研究成果の概要（和文）：光合成速度の主要な律速因子は CO2固定の初発反応を担う Rubiscoと
考えられる．将来的な高 CO2環境でのイネの光合成能力の改良に有効な高活性型 Rubiscoを C4
植物，寒地型牧草類，高山植物の中で探索した．その結果，チモシー，ウシノケグサ，ソルガム
が触媒活性（kcat）が高く，かつCO2に対する親和性も比較的高いRubiscoを持つことがわかっ
た．その3種の中でkcatがイネの約2.5培と最も高かったソルガムのRubiscoをイネに導入す
ることとした．Rubiscoは大サブユニット（RbcL）と小サブユニット（RbcS）の2種類のタンパ
ク質により構成されている．RbcLは葉緑体 DNAにコードされており，相同組み換えによるソル
ガムRbcLの導入を試みたが今のところ成功していない．しかし，ソルガムRubisco小サブユニ
ットのイネへの導入は成功し，最大で全RbcSの80%がソルガムRbcSとなる形質転換イネが得ら
れた．そしてソルガムRbcS形質転換イネではRubiscoの分子当たりのkcatがイネに比べて50%
増加した．しかし，形質転換イネではRubisco量が増加し，Rubiscoの活性化率が低下した．つ
まり形質転換イネでは窒素利用効率が低下したために光合成速度は増加しなかったと考えられ
る．本研究では光合成速度の改良までは達成できなかったが，Rubiscoの触媒特性を改良するこ
とに成功したことから，今後の光合成能力の改良に大いに利用できる結果が得られた． 
 
研究成果の概要（英文）：The activity of Rubisco is a major limitation of photosynthetic CO2 
assimilation rate in C3 plants. In order to find useful Rubisco for improvement of photosynthesis 

in rice under elevated CO2, the catalytic turnover rate (kcat) of Rubisco was analyzed in Poaceae 
including C3 alpine plants, C3 cold resistant plants and C4 plants. Rubisco in these plants showed 

1.1- to 2.8-fold higher kcat than that in rice. Among plants analyzed, Rubisco in Festuca ovina, 
Phleum pratense and Sorghum showed relatively high kcat to Kc. In our estimation, the expression 
of high kcat Rubisco of F. ovina and S. bicolor in rice could significantly enhance CO2 assimilation 
rates under elevated CO2. We introduced the small subunit (RbcS) of Sorghum and it was found that 

Sorghum RbcS significantly enhances kcat of Rubisco in transgenic rice (Oryza sativa). These results 
suggest that Rubisco in rice transformed with sorghum RbcS partially acquires the catalytic 

properties of sorghum Rubisco. Rubisco content in transgenic lines was significantly increased over 

wild type levels but Rubisco activation was slightly decreased. The expression of sorghum RbcS did 

not affect CO2 assimilation rates under a range of CO2 partial pressures. The Jmax/Vcmax ratio was 
significantly lower in transgenic line compared to the nontransgenic plants. These observations 

suggest that the capacity of electron transport is not sufficient to support the increased Rubisco 

capacity in transgenic rice. Although the photosynthetic rate was not enhanced, the strategy 

presented in this study opens the way to engineering Rubisco for improvement of photosynthesis and 

productivity in the future. 
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１．研究開始当初の背景 
 作物の生産性を飛躍的に増大させるには
光合成能力の改良が必須である．光合成能力
は複雑なプロセスであり，ターゲットが不明
確である．しかし，今後の高 CO2環境を考え
ると初期炭酸固定に働く酵素Rubiscoを高活
性型にすることが有効と考えられた．
Rubiscoの触媒特性の改良は多くの研究者が
挑戦してきたが成功していなかった．それは，
遺伝的に遠縁な植物の遺伝子を使用してき
たことが１つの原因と考えられた．また，
Rubiscoは葉緑体 DNAにコードされた大サブ
ユニット（RbcL）と核の多重遺伝子族にコー
ドされた小サブユニット（RbcS）から構成さ
れる．触媒作用に重要なのは RbcLと考えら
れていた．しかし，異種の RbcLを導入する
には葉緑体形質転換が必要であるが，限られ
た植物でしか確立されていない． 
 
２．研究の目的 
 本研究では光合成能力の強化による生産
性の改良を目的とした．最重要作物であり単
子葉植物のモデル植物であるイネを実験材
料として，まず，光合成の主要な律速因子で
あるRubiscoの触媒速度を高めるのに適した
Rubiscoをイネと近縁なイネ科植物から探索
する．そして，有用と考えられたRubiscoの
RbcLと RbcSをクローニングし，イネに導入
することにより光合成能力の改良を試みる．
RbcLに関しては葉緑体形質転換が必要であ
り，イネにおいてその方法の確立も含めて研
究を進める． 
 
３．研究の方法 
 イネの光合成能力の改良のために，高kcat 
Rubiscoを持つことが予想されるC4植物，寒
冷地に適応した植物（牧草類，高山植物等）
から kcatが高く，かつ CO2に対する Kmがイ
ネのRubiscoと比較的近い酵素をスクリーニ
ングする．また，それらの植物の RbcL遺伝
子の塩基配列を決定しイネとの相同性を比
較する．そして酵素特性が有用で塩基配列が
よりイネに近い種を絞り込む．その条件を満
たすRubiscoを持つ植物より，核ゲノムにコ
ードされている小サブユニット遺伝子（高
kcatRbcS），葉緑体ゲノムにコードされてい
る大サブユニット遺伝子（高kcatRbcL）の全
長 cDNAをクローニングする．RbcSについて
はアグロバクテリウム法によりイネに導入
する．そして，得られた形質転換体について，
RNAi法によりイネが持つ RbcSをノックダウ
ンする．また，RbcLについてはパーティクル

ガンを利用した相同組換法によりイネの葉
緑体ゲノムに導入する．高kcat RbcL形質転
換体を母本として高kcat RbcS形質転換体と
交配し，両方を発現する形質転換イネを得る．
以上により，高 kcat Rubiscoを発現する形
質転換イネを作出し，光合成特性や収量への
影響を解析する． 
 
４．研究成果 
 イネの光合成能力の改良に有効な高活性
型RubiscoをC4植物，寒地型牧草類，高山植
物の中で探索した（表1）． 

  
植物種 　　　　　kcat 　　　Km (CO2)
　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　 (mol mol-1 s-1) 　　(μM)

　　イネ 　　1.39 ± 0.01 　9.7 ± 1.05
高山植物 （C3植物）
　　ウシノケグサ 　　2.05 ± 0.07** 14.1 ± 1.63 *
　　タカネコウボウ 　　1.58 ± 0.05**
　　ヒゲノガリヤス 　　1.92 ± 0.11**
　　ミヤマアワガエリ 　　2.22 ± 0.11**　 21.6 ± 1.07 ** 

寒冷地牧草類 （C3植物）
　　オーチャードグラス 　　1.59 ± 0.04**
　　スムースブロムグラス 　　1.73 ± 0.08**
　　チモシー 　　2.18 ± 0.13** 16.4 ± 1.28 **
　　Poa arctica 　 1.93 ± 0.04** 14.6 ± 0.39 **
　　ライムギ 　　1.65 ± 0.09*
C4植物
　　エノコログサ　　　　　　　　　　　　2.17 ± 0.24**
　　オヒシバ 　　2.73 ± 0.09** 
　　ギニアグラス 　　3.48 ± 0.05** 
　　ススキ 　　3.34 ± 0.29**
　　ソルガム 　　3.50 ± 0.09** 25.6 ± 1.27 **
　　トウモロコシ 　　　　　　　　　　　　3.05 ± 0.03**
　　ネピアグラス 　　3.92 ± 0.06** 37.2 ± 1.35 ** 　

数値は全て異なる葉を用いた3回の測定の平均値±標準偏差で表す．
**イネとの比較で分散分析により1%水準で有意差有り．
*イネとの比較で分散分析により5%水準で有意差有り．

表１．イネ科の耐寒性植物、C 4植物におけるRubiscoの回転数（k cat ）とCO2に対するKm
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その結果，チモシー，ウシノケグサ，ソルガ
ムが触媒活性（kcat）が高く，かつ CO2に対
する親和性も比較的高いRubiscoを持つこと
がわかった．これらは RbcLの塩基配列もイ
ネと相同性が高かった．そこで，3種の中で
kcatがイネの約2.5培と最も高かったソルガ
ムのRubiscoをイネに導入することとした． 
RubiscoはRbcLとRbcSの2種類のサブユニ
ットで構成されており，酵素特性を決める上
で RbcLが重要と考えられるが，RbcSもカル
ボキシレーション効率に関係することが分
かっている．そこで，ソルガムのRbcLとRbcL
それぞれをイネに遺伝子導入することとし
た． 
 ソルガムの RbcLの配列は Genbankに登録
されており，その全長をPCR法により増幅し
た．RbcLは葉緑体DNAにコードされているこ
とからソルガムのRbcLをイネのRbcLの5’
上流域と 3’下流域で挟んだキメラ遺伝子を
含む相同組換用プラスミドを作成し，パーテ
ィクルガンによる遺伝子の導入を試みた．ま
た，葉緑体形質転換の効率を改善させるため
にカルスで葉緑体を発達させるGLK高発現イ
ネを材料に用いた．現在までに多数の再分化



個体が得られたが，今のところ導入遺伝子は
確認できていない．現在，選抜条件，再分化
条件について検討を行っている． 
 RbcSは核の多重遺伝子族にコードされて
いる．そこで，ソルガム緑葉内で最も発現の
高い RbcSを特定し，全長をクローニングし
てイネにアグロバクテリウム法で遺伝子導
入した．プロモーターにはCabを用いた．多
数の形質転換イネが得られ，その中からソル
ガムRbcS発現量が全RbcSの30，44，79％の
異なる3つのホモ系統を選抜した（図1）． 
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図1．ソルガムRbcSを高発現する形質転換イネ．SDS-PAGE 

(CBB染色) による発現解析と播種後６０日目の非形質

転換イネ (NT) と形質転換イネ (SS)． 

 

 形質転換イネにおける Rubiscoの kcatは
イネの 1.3－1.5倍と有意に増加した．
BN-PAGEでは，ソルガム Rubiscoはイネ
Rubiscoよりも見かけの分子量が少し小さい
が，ソルガム RbcSを発現させた形質転換イ
ネの Rubiscoでは，ソルガム RbcSの発現レ
ベルが高くなるにつれて見かけの分子量が
ソルガムに近づく傾向が認められた．以上の
結果から，ソルガム RbcSの部分的なイネ
Rubiscoへ組み込みが全体的な立体構造の変
化を引き起こし kcatを増加させたものと考
えられた．以上のようにソルガム RbcSの高
発現のみでRubiscoの活性を高めることに成
功し，この点は光合成の改良を図る上で大変
重要な発見となった．しかし，形質転換イネ
の光合成速度は増加しなかった．形質転換イ
ネではRubiscoの含量が増加していたことか
ら，今後 RNAi法などにより Rubisco含量を
適切にコントロールすることができれば，光
合成速度の改良も可能であろうと考えられ
た． 
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