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研究成果の概要（和文）：イネにおける光合成機能と個体生育の改良を目指し、カルビンサイクル酵素Rubisco
およびトランスケトラーゼを同時に増強した。これらの遺伝子を同時に過剰発現したところ転写産物量の増加が
みられるとともに、Rubiscoとトランスケトラーゼの量が葉面積あたりでそれぞれ35-53%および39-84%増加し
た。しかし、光合成速度は野生型から大きく変化することはなかった。以上のように、イネにおけるRubiscoと
トランスケトラーゼの同時増強はカルビンサイクル代謝の改善による光合成機能改良には結び付かなかった。

研究成果の概要（英文）：The Calvin-Benson cycle enzymes Rubisco and transketolase were 
co-overproduced in rice in order to enhance photosynthetic performance and plant growth. The mRNA 
levels of these genes were increased in transgenic plants with their co-overexpression. The protein 
levels of Rubisco and transketolase on a leaf area basis were increased by 35 to 53% and 39 to 84%, 
respectively. However, the rates of CO2 assimilation were similar to those in wild-type plants. 
Thus, co-overproduction of Rubisco and transketolase did not lead to enhancement of photosynthetic 
performance via improvement of the Calvin-Benson cycle metabolism in rice. 

研究分野： 植物栄養学

キーワード： 光合成　炭素同化　カルビンサイクル　遺伝子組換え　イネ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 高等植物における光合成機能と個体生育
の改良は大気中 CO2 の削減や食糧およびバイ
オマスの増産につながるだけでなく，同一の
施肥量でも増産効果が得られる場合には施
肥量の節減にもつながる． 
 C3植物の最大光合成速度は，現在の大気環
境下ではカルビンサイクルにおける光合成
炭酸固定酵素Rubiscoの能力により決定され
ると考えられている．そこで申請者は
Rubisco 量を特異的に増強したイネを作製し
たが，光合成速度の増大は認められなかった．
このことは，イネにおいて光合成を Rubisco
とともに律速する未知の因子があることを
意味している． 
 その候補を見出すために，Rubisco 増強イ
ネにおけるカルビンサイクル代謝産物の定
量解析を行ったところ，Rubisco の反応生成
物である 3-ホスホグリセリン酸 (3-PGA) と
ともに，セドヘプツロース-7-リン酸 (S7P) 
の量が増加していた (図 1)． 
 この結果に対し，3-PGA の代謝の段階は光
合成を律速しないとの知見が得られていた．
すなわち，この段階を担う酵素の活性をアン
チセンス法で抑制したタバコでは，光合成速
度には大きな影響は認められなかった (引
用文献①)．また，この段階で消費される ATP
や NADPH の供給量に Rubisco 増強イネと野生
型イネで差がなかったことも根拠の一つと
して挙げられた． 
  その一方で，S7P の代謝が光合成を律速し
うるとの知見が得られていた．すなわち，そ
の代謝を担う酵素トランスケトラーゼの活
性をアンチセンス法で抑制したタバコでは，
酵素活性の低下の分だけ光合成速度も低下
していた (引用文献②)．これらのことから，
イネにおいて光合成をRubiscoとともに律速
しているのはトランスケトラーゼであると
予測された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. Rubisco 増強イネの光合成特性の模式図 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，Rubisco とトランスケ
トラーゼを同時に増強したイネを作製する
ことで，光合成機能および個体生育の改良を
目指した．はじめに光合成への影響を調べる
こととした．光合成機能が改良されていた場
合，さらに光合成代謝や個体生長に生じる変

化を調べることとした．  
 なお，トランスケトラーゼの増強による光
合成や個体生育への影響についての情報が
研究開始当初にはなく，その抑制についても
報告が１例しかなかったため (引用文献②)，
これらについても調べることとした． 
 
３．研究の方法 
 すでに作製済であるRubisco増強イネとト
ランスケトラーゼ遺伝子を過剰発現するこ
とで作製したトランスケトラーゼ増強イネ 
(野生型の 120-180%) を交配し，これらを同
時に増強したイネを作製することとした．そ
の後自殖を繰り返し，導入遺伝子がホモ化し
形質が安定した系統を選抜することとした． 
選抜はリアルタイムPCR法による導入遺伝子
のコピー数，ならびに Rubisco とトランスケ
トラーゼのタンパク質の量を指標として行
うこととした．これらのタンパク質の量は，
最上位完全展開葉の粗抽出液を電気泳動に
供した後，タンパク質を色素で染色し，該当
するバンドの染色強度から評価することと
した．同時に，トランスケトラーゼ遺伝子を
単独で過剰発現ないし発現抑制したイネに
ついても選抜を行うこととした． 
 選抜の後，Rubisco およびトランスケトラ
ーゼのタンパク質の量を同様に調べるとと
もに，これらの mRNA 量を定量的 RT-PCR にて
測定することとした．なお，Rubisco の mRNA
量は葉のエイジに応じて大きく変動するこ
とが知られているが，トランスケトラーゼで
も同様の現象がみられるかを，エイジの異な
るイネ葉を用いて調べることとした． 
 さらに光合成特性の解析を行った．強光お
よび異なる CO2 濃度条件下での CO2 固定速度
を測定した．なお，トランスケトラーゼを単
独で過剰発現ないし発現抑制したイネにつ
いても解析を行うこととした． 
 光合成機能に改善がみられた場合，カルビ
ンサイクル代謝産物の定量をCE/MS解析等に
供することで行う予定とした．また，個体生
育特性の解析として，個体乾物重，光合成産
物であるショ糖，デンプン，ブドウ糖と果糖
の蓄積量，窒素の含量を測定する予定とした． 
 
４．研究成果 
 まず，Rubisco・トランスケトラーゼ同時
増強イネの作製を試みた．Rubisco 増強イネ
とトランスケトラーゼ増強イネを交配した
ところ，これらのタンパク質の量がそれぞれ
野生型の 110-120%および 120-180%となった
F1 イネを得た．さらにこれらを自殖させ、導
入遺伝子をホモ化した F2 世代を獲得した．
同様に，トランスケトラーゼ遺伝子を単独で
過剰発現ないし発現抑制したイネについて
も，導入遺伝子がホモ化した T2 世代を獲得
した． 
 これらの遺伝子組換えイネ，Rubisco 増強
イネおよび野生型イネのRubisco量およびト
ランスケトラーゼ量を測定した (図 2)．単位



葉面積当たりでみると，Rubisco 増強イネで
は Rubisco 量が野生型と比べ 40-47%増加し，
トランスケトラーゼ増強イネではトランス
ケトラーゼ量が 80-94％増加した．これらを
同時増強したイネではRubiscoが36-53%増加
し，トランスケトラーゼ量が 39-84%増加した． 
Rubisco およびトランスケトラーゼの増強に
よりこれらのタンパク質への窒素分配が増
加していたため，特異的に量的増強が行われ
ていたことが確認された。なお，トランスケ
トラーゼ抑制イネではトランスケトラーゼ
量の減少が 20%程度と少なく，その光合成へ
の寄与を調べることが困難であったため，以
降の解析からは除外した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 野生型イネおよび遺伝子組換えイネの
Rubisco およびトランスケトラーゼのタンパク質
の量 
 
 
 また，Rubisco 増強イネでは Rubisco 大小
サブユニットの mRNA 量が野生型のそれぞれ
1.3-1.4 倍および 1.6-2.0 倍となり，トラン
スケトラーゼ増強イネではトランスケトラ
ーゼの mRNA 量が 2.5-2.6 倍となっていた。
Rubisco・トランスケトラーゼ同時増強イネ
でもこれらの mRNA 量に増加がみられた (図
3)． 
 Rubisco とトランスケトラーゼを同時増強
した場合，トランスケトラーゼタンパク質の
増加量が単独増強時よりも若干低下する傾
向にあったが，これは mRNA 量の変化とは必
ずしも一致していなかった．Rubisco とトラ
ンスケトラーゼの遺伝子発現はともに葉の
展開中に活発であり，それ以降は低下してい
くという共通のパターンを示していた．この
ため，これらの遺伝子を同時に過剰発現する
と，葉に元々大量に存在する Rubisco の増強
のために窒素が奪われ，トランスケトラーゼ
タンパク質の増加量が抑制されたものと考
えられた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 野生型イネおよび遺伝子組換えイネの
Rubisco およびトランスケトラーゼの mRNA 量 
 
 
 次いで，これら遺伝子組換えイネの光合成
特性を評価した．晴天時に相当する光強度，
現在の大気 CO2 濃度，光合成がより強く
Rubisco により律速されると考えられている
低 CO2 濃度，および過去にトランスケトラー
ゼにより光合成が律速されているとされた
高 CO2 濃度での光合成速度を測定したものの，
いずれも野生型と比べ大きく変化すること
はなかった (図 4)．同様に，遺伝子組換えイ
ネと野生型イネとの間に著しいフェノタイ
プの違いは見られなかった． 
 以上の結果から，Rubisco およびトランス
ケトラーゼの同時増強はイネの光合成機能
の改良に大きく寄与することはないと現時
点では考えられる．なお，光合成特性に大き
な変化が見られなかったことから，ここまで
の解析結果を論文としてまとめ，以降のカル
ビンサイクルの代謝産物の解析や生長解析
等は中止した． 
 Rubisco 量を増強するとセドヘプツロース 
7-リン酸のプールサイズが増加し，これ以降
のカルビンサイクルの代謝が滞るために光
合成機能が改良されないと考えられるが，ト
ランスケトラーゼの増強ではこれが解消さ
れなかったと予測された．近年，トランスケ
トラーゼを増強したタバコでは光合成特性
に大きな変化が見られないとの報告もなさ
れているが (引用文献③)，これは本研究の
結果と一致する． 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 野生型イネおよび遺伝子組換えイネの光合
成速度 
 
 したがって、イネの光合成機能改良に向け
たカルビンサイクルの代謝改変ではこれ以
外の酵素をターゲットとする必要があると
いえる．トランスケトラーゼ以降の反応に着
目すると，ペントースリン酸の代謝を担うリ
ブロース 5-リン酸 3-エピメラーゼの活性
の文献値が非常に低かった．そこで，同酵素
の増強および対照実験として抑制を行った
遺伝子組換えイネの作製に着手した． 
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