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研究成果の概要（和文）：イネ葉の光合成能の増強を目指し，光合成の律速段階となっている

ATPの生産を担う葉緑体型 ATPaseの量を遺伝子組換えにより増強することを試みた．葉緑体型

ATPase の各サブユニット間の結合と活性制御を担っている ATPD を単独で過剰発現およびコン

トロールとして発現抑制を行い，それぞれ 10系統および 16系統の組換え体を得たが，葉緑体

型 ATPaseの量が大きく変化した個体は得られなかった． 
 
研究成果の概要（英文）：In order to improve photosynthetic capacity of rice leaves, it 
was tried to increase the amount of chloroplastic ATPase by genetic manipulation. ATPD, 
which functions for the binding of each subunit and the regulation of ATPase activity, 
was overexpressed or antisense-suppressed. However, the transformants whose ATPase 
contetnt was drastically changed were not obtained. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2011年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 

 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：農芸化学・植物栄養学・土壌学 

キーワード：イネ，光合成，ATP生産，過剰発現 
 
１．研究開始当初の背景 
 高等植物における葉の光合成機能の改良
は，昨今その重要性が強く認識されている大
気中 CO2 の削減や食糧およびバイオマスの増
産のための有効な手段である．C3植物の光合
成速度は，主に以下に挙げるの 3つ光合成律
速因子のいずれかにより決定されると考え
られている．①光合成炭酸固定酵素 Rubisco
の能力 ②光化学系による ATPや NADPHの生
産能力 ③ATP 生産に供給される無機リン酸 
(Pi) の，光合成最終産物であるデンプンや

ショ糖の生合成からの再生産速度．現在の大
気条件下では①が，また，将来予測される高
CO2 環境下では②がそれぞれ光合成速度を律
速すると考えられてきている．その一方で，
③による光合成の律速性は植物種間で異な
っており，例えばイネでは通常の生育環境下
ではこれが生じない)．そこで申請者は，現
在の大気条件および生育適温下での光合成
速度の増大を目指して，Rubisco 量を特異的
に増強した形質転換体イネを世界で初めて
作製したものの，そのような効果は得られな
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かった．このことは，イネにおいては現在の
大気条件および生育適温下では Rubiscoによ
る光合成の律速性は高くはなく，その他の因
子が重要となっていることを示唆している．
有力な候補としては ATPや NADPHの生産能力
が強く予想され，その強化により現在の大気
条件下の光合成速度や個体生育量が増大し
植物の生産性が向上すると見込まれる．さら
には，高 CO2 環境下でも同様の効果が得られ
ると期待される． 
 光化学系の ATP生産を司っているのはチラ
コイド膜に存在する葉緑体型 ATPase 複合体
であるが，そのサブユニット構成は核コード
3 分子種および葉緑体コード 6 分子種と非常
に複雑であり，量的増強を試みた研究例は世
界的に見てもこれまでにない．その一方で
Rubisco では，サブユニット構成はより単純
であるものの，核コードの小サブユニット遺
伝子 RBCS の過剰発現により葉緑体コードの
大サブユニット遺伝子 RBCL が協調的に高発
現することで Rubiscoタンパク質の量が増加
することを申請者が明らかにしている．した
がって，葉緑体型 ATPase複合体においても，
量的増強は核コードのサブユニットの遺伝
子組換えのみで可能であると期待できる． 
 
２．研究の目的 
 そこで本申請研究では，イネにおいて光合
成光化学系の ATP生産能力を増強することで
個葉光合成速度および個体生育量の増大を
目指す．将来的には，得られた形質転換体を
Rubisco の量を増減させた形質転換体イネと
交配することで，さらなる葉の光合成能の増
大も目指す．このため，以下の点について研
究を進める． 
 
３．研究の方法 
 核コードのサブユニットの過剰発現によ
る葉緑体型 ATPase 複合体の量的増強を行う
こととした．はじめに，ATPC (Os07g0513000), 
ATPD (Os02g0750100) お よ び ATPG 
(Os03g0278900)の全長 cDNA 配列を，イネゲ
ノ ム デ ー タ ベ ー ス の 情 報 (RAP-DB; 
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/)をもとに，
5’-および 3’-RACE 法を用い特定すること
とした． 
 次いで，これらを緑葉で強力に発現するイ
ネ RBCS プロモーターの制御下で 3 重過剰発
現するベクターを構築することを試みた．し
かし，複雑な構造を有し，また，サイズが非
常に大きくなるため，現在のところ成功には
至っていない．このため，各サブユニットの
結合と ATPase 活性の制御を担っている ATPD
を単独で過剰発現するベクターの構築をし
た．より強力な遺伝子発現を狙うため，イネ
RBCSのプロモーターおよび 5’-UTR領域から
シームレスに ATPD の開始コドンが始まるよ

うなコンストラクトとすることができた．同
時にコントロールとして ATPD をアンチセン
ス法にて発現抑制するためのベクターも構
築した． 
 これらのベクターを用い，アグロバクテリ
ウ ム 法 に て イ ネ  (Oryza sativa L. cv 
Notohikari) の形質転換を行った．得られた
形質転換体当代の最上位完全展開葉をサン
プルとし，以下のようなスクリーニングを行
った．膜画分を調製し SDS-PAGE 後クマシー
染色を行った．ATPaseの葉緑体コードサブユ
ニットである CF1の α および β サブユニッ
トをデンシトメーターで定量した．内部標準
として集光性クロロフィル a/b結合タンパク
質 LHC II も同時に定量した．スクリーニン
グの指標として，CF1 α + β/LHC II のバン
ド強度比を算出した． 
 
４．研究成果 
 これまでのところ，ATPDを過剰発現および
発現抑制するための遺伝子コンストラクト
を導入した個体がそれぞれ 10 系統および 16
系統得られている．スクリーニングのため CF1 
α + β/LHC IIのバンド強度比を測定したと
ころ，いずれの場合にも野生型と比べたとき
の量的変化は 20%以内であり，葉緑体型
ATPase の量が大幅に変化した個体は得られ
なかった (図 1)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 葉緑体型 ATPase のサブユニット ATPD
遺伝子を過剰発現または発現抑制した遺伝
子組換え体イネにおける CF1 α + β/LHC II
の量比．データは野生型の値を 1とした相対
値で表した．黒，白および灰色のカラムはそ
れぞれ野生型，過剰発現体および発現抑制体
を示す． 
 
 その原因として，過剰発現体については
RBCSの 5'-UTRからシームレスに ATPDの開始
コドンを接続したため，翻訳が正常になされ
なかったのではないかということが予測さ
れた．また，RBCSの遺伝子発現がなされる時
期が葉緑体型 ATPase のそれと若干異なって
いたため，過剰発現および発現抑制の遺伝子
コンストラクトの効果が強く得られなかっ
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たということも予想された．今後葉緑体型
ATPaseの量的改変を行う際には，オウンプロ
モーターを用いる等の方法的な改変が必要
であると考えられる． 
 また，将来的な目標としては Rubisco量を
増減させた遺伝子組換え体イネとの交配に
より葉の光合成能をさらに強化しようとい
うことも挙げていた．例えば，Rubisco 量を
増加させたイネの最上位完全展開葉の強光
および現在の大気 CO2 条件下の光合成には野
生型との間に差はみられないが，光合成にと
って不足している代謝経路を強化すること
で光合成能を Rubiscoが増加した分だけ強化
することができると考えられる．このため，
Rubisco 量を増減させた遺伝子組換え体イネ
の最上位完全展開葉における光合成および
その他の一次代謝産物のメタボローム解析
を行った．ATP, ADP, AMPの量や ATP/ADP比，
NADPH + NADP+量には Rubisco量を増強した形
質転換体イネと野生型イネとの間に差はみ
られず (表 1),  これらの量が Rubisco 量を
増強した形質転換体イネにおける光合成に
とって不足しているとは考えにくい結果と
なった．なお，Rubisco 量を特異的に減少さ
せた形質転換体イネにおいては ATPや ADPの
量および ATP/ADP比が増加しているが，これ
は Rubisco量の減少のためにカルビンサイク
ルの代謝が滞り，ATP の消費が低下したため
であると考えられる．その場合にも NADPH + 
NADP+量に野生型との差はみられなかった． 
 
表 1．Rubisco 量を増減させた形質転換体イ
ネの最上位完全展開葉における ATP, ADP, 
AMPの量および NADPH + NADP+量 

 
カルビンサイクルの光合成中間代謝産物に
関しては，3-phosphoglycerate (3-PGA) や
sedoheptulose 7-phosphate (S7P) の 量 が
Rubisco 量の増減にともないそれぞれ増減し
ている結果となった (図 2)．Rubisco量を増
加させたイネの最上位完全展開葉から 1葉位
下位の葉では光合成特性が野生型の最上位
完全展開葉と全く同じになるが，3-PGAや S7P
の量も野生型と同じレベルにまで戻ってい
た．以上のことから，Rubisco 量を増加させ
たイネにおいては，光化学系の能力が光合成
にとって律速段階となっているというより
も，カルビンサイクルの Rubisco以外の段階
の代謝が滞っており，これが光合成の律速段
階となっていることが考えられた．このこと

は，本申請研究で仮定した ATP生産能を増強
することで葉の光合成能が強化されるとい
った点について再考する必要があることを
示唆している． 
 
 

図 2. Rubisco 量を増減させた形質転換体イ
ネの最上位完全展開葉におけるカルビンサ
イクルの代謝産物の量．白，黒，灰色のカラ
ムはそれぞれ野生型，Rubisco 量を増加およ
び減少させた形質転換体イネを示す． 
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