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研究成果の概要：イネ葉において，光合成の鍵酵素である Rubisco の量を Rubisco の小サブユ

ニットの遺伝子である rbcS を過剰発現させることで増強することに成功した．しかし，光合成

速度は葉の一生を通じて改善されなかった．その要因として，成熟葉では Rubisco の酵素活性

が低下していたこと，また，老化葉では Rubisco の量が増強されておらず野生型と同程度にま

で低下していたことが挙げられた． 
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１．研究開始当初の背景 
 Rubisco は葉緑体に局在し，光合成におけ
る CO2 同化の初発反応を担う酵素である．ま
た，Rubisco は高等植物の葉において全窒素
の 15-30%をも占める特異的に多量に存在す
るタンパク質であり，その量は現在の大気条
件下の最大光合成速度を律速する因子とな
っている(Makino et al., Planta 174:30-38, 
1988)．したがって，葉の Rubisco 量を特異
的に増強することにより，個葉光合成や個体
生育が改善されることが期待される．この場
合，近年その重要性が訴えられている食料や
バイオマスの増産に対して多大な貢献がで

きる． 
 Rubisco は，葉緑体ゲノムに存在する RBCL
遺伝子がコードする大サブユニットおよび
核ゲノムに multigene family として存在す
る RBCS 遺伝子がコードする小サブユニット
それぞれ 8 つずつからなる 16 量体である．
そこで申請者は，イネにおいて RBCS 遺伝子
をセンス方向で導入し過剰発現させること
で，成熟葉の Rubisco 量が野生型の 120%まで
に増加した形質転換体(RBCS センスイネ)を
得ることに成功した． 
 
２．研究の目的 



 本研究では，「Rubisco 量の増強が個葉光合
成および個体生育へ及ぼす影響」についてま
ず明らかにすることとした．次いで，「RBCS
の過剰発現による Rubisco量増強の分子メカ
ニズム」を Rubisco 遺伝子の mRNA 量のレベ
ルから調べることとした．  
 
３．研究の方法 
 RBCS センスイネの作製は，イネの RBCS 
multigene family のうちの 1 分子種である
OsRBCS2 (Os12g0274700, RAP-DB)をオウンプ
ロモーターの制御下で発現させるベクター
をアグロバクテリウム法にて導入すること
で行った．RBCS センスイネおよび野生型イネ
を P1P 人工気象室で水耕法にて栽培した．CO2

ガス交換法による光合成測定，Rubisco およ
び窒素の定量は Makino et al. (1988)にした
がって行った．Rubisco 活性測定は酵素法に
より Nakano et al. (Australian Journal of 
Plant Physiology 27:167-173, 2000) にし
たがって行った．個体生育は個体乾物重を指
標として調べた．RBCS および RBCL の mRNA の
定 量 は ， total RNA を Suzuki et al. 
(Biotechniques 37:542, 544, 2004) にした
がい抽出したのち，RT-qPCR 法にて行った．
個体生育調査以外の解析は，異なる葉位の葉
を材料として行った．展開中の葉，最上位完
全展開葉および下位葉は，それぞれ若い葉，
成熟葉および老化葉に相当する． 
 
４．研究成果 
(1) Rubisco 量の増強が個葉光合成および個
体生育へ及ぼす影響 
 Rubisco 量は成熟葉である最上位完全展開
葉で最大となり，形質転換体では単位葉面積
あたりで野生型の 1.2 倍に増加していた．
Rubisco 量は下位葉において，葉の老化に伴
い徐々に減少したが，両者の間の差はなくな
った(図 1)．強光および現在の大気 CO2分圧下
での光合成速度には葉位によらず差は認め
られなかった．最上位完全展開葉については，
RBCS センスイネの他の系統においても同様
の結果が得られた．これらのことは，イネに
おいて RBCS の過剰発現は成熟葉における
Rubisco 量を増強するが老化葉の Rubisco 量
には影響を及ぼさないこと，および，葉の発
達段階によらず光合成能力を改善しないこ
とを示している．  
 Rubisco の活性化状態を調べたところ，最
上位完全展開葉では RBCS センスイネが野生
型を下回っていた一方で，下位葉では両者の
間に差はみられなかった．このことは，RBCS
センスイネの成熟葉で光合成能力が改善さ
れなかったのは，Rubisco が十分に活性化さ
れていないことが原因であることを示して
いる． 
 葉内の窒素分配を調べたところ，RBCS セン

スイネの成熟葉ではRubiscoへの特異的増加
が認められたと同時に，他の画分には低下が
認められた．したがって，Rubisco 量が特異
的に増加したことで他の光合成の反応を担
う因子群の量が低下し，光合成の一連の反応
においてアンバランスが生じたことで，
Rubisco 活性化率が低下したと考えられた．
なお，老化葉においては RBCS センスイネと
野生型イネの両者ともに，Rubisco への窒素
分配が低下し，その分だけ他の画分への分配
が高くなっていた．このことは，Rubisco の
能力が他の光合成因子群の能力よりも相対
的に低くなっていることを示唆するもので
ある． 
 個体生育には，RBCS センスイネと野生型と
の間に差は認められなかった．これは，個葉
光合成に両者の間で差が認められなかった
ことと一致する． 
 以上の結果から，イネにおける RBCS の過
剰発現は，成熟葉における Rubisco 量を増強
するものの，個葉光合成速度も個体生育も改
善しないことが明らかとなった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1. 野生型およびRBCSセンスイネの異なる
葉位の葉の Rubisco 量（上図）および光合成
速度（下図）．Suzuki et al. (2009)を改変． 
 
 これまでに，光合成に関与する酵素の遺伝
子組換えにより葉の光合成能力を改善しよ
うとする試みが，世界的に見ても多くなされ
てきているが，光合成能力を決定する要因で
ある Rubisco量の増強に成功した研究例は全
くなかった．本研究はその世界初の成功例で
ある．しかし，個葉光合成能力は改善されな
かった．このことは，Rubisco 以外にも光合
成のボトルネックとなっている因子の存在
を示唆するものであり，これを増強すること
で光合成能力の向上を見込むことができる．
この因子は，オミックス解析を駆使すること
で特定が可能であると強く期待される． 
 また，イネの老化葉においては Rubisco の
能力が他の光合成関連因子の能力と比べ相
対的に低くなっていたことも示唆された．こ
のことにより，老化葉における Rubisco 量の



増強が光合成能力の改善につながると期待
された．そのための戦略については後述する． 
 
(2) RBCS の過剰発現による Rubisco 量増強の
分子メカニズム 
 Rubisco の遺伝子発現は若い葉において活
発になされるが，成熟葉や老化葉においては
著しく低下することが，イネにおいてこれま
でに明らかになっている (Suzuki et al. 
Plant, Cell and Environment 24:1353-1360, 
2001)．そこで，RBCS および RBCL の mRNA を，
若い展開中の葉も含めた異なる葉位の葉を
対象に調べた． 
 野生型イネの RBCS mRNA 量は過去の報告例
と同様に，展開中の葉において最大となり，
以降急激に低下し，下位葉においては非常に
低くなっていた．RBCS センスイネでは導入遺
伝子である OsRBCS2 の mRNA 量が葉齢によら
ず野生型の 7 倍以上に増加していた一方で，
他の分子種には変化が認められなかった．こ
のため，RBCS センスイネの全 RBCS mRNA 量は，
葉齢によらず野生型の2倍以上に増加してい
たが，下位葉においては野生型の最大値と比
べ非常に低いものとなっていた(図 2)． 
 RBCL mRNA 量の変動は RBCS のそれと同様な
傾向を示した．RBCS センスイネでは葉位によ
らず野生型よりも若干高くなる傾向にあっ
たが，下位葉においては全 RBCS mRNA 量と同
様に非常に低くなっていた． 
 以上の結果から，RBCS センスイネの若い葉
では RBCS の過剰発現に対し RBCL が協調的に
応答することで Rubisco量が増加していたこ
とが強く示唆された．その一方で，老化葉で
は両遺伝子間の協調的な発現は認められる
ものの，mRNA 量が著しく低下していたために
Rubisco の生合成活性が低下していたことに
より，Rubisco 量が増加していなかったもの
と考えられた．                

 
 これまでの RBCS の過剰発現を試みた研究
例では，CaMV35S プロモーター(Valjakka et 
al. Tree Physiology 20:607-613, 2000)や
トウモロコシ由来のユビキチンプロモータ
ー (Mitchell et al. Annals of Applied 
Biology 145:209-216, 2004)が用いられてい
たが，十分な効果は得られていなかった．そ
の一因として Rubisco遺伝子を過剰発現する
ためにはプロモーター活性が低かったとい
うことが予想された．これに対し，本研究に
おいては RBCS のオウンプロモーターを用い
ることで，若い葉における十分な RBCS mRNA
量の増加により成熟葉での Rubisco量の増強
を達成することができたと考えられた． 
 RBCS のプロモーター活性は若い葉で強い
一方で老化葉では著しく弱くなることが，
RBCS mRNA の蓄積パターンから予想される．
したがって，RBCS プロモーターの使用が，
Rubisco 量が老化葉で増強されていなかった
主な原因であると考えられた．老化葉におい
ては Rubisco量の増強が光合成能力の改善に
つながると期待されるので，senescence 
associated genes の プ ロ モ ー タ ー や
chemically inducibleなプロモーターで活性
の高いものを用いて老化葉において RBCS を
過剰発現させることは有用であると考えら
れる．ただし，RBCS センスイネの成熟葉で増
強されていた分の Rubisco量が葉の老化を通
じて維持されてはいなかったことから(図 1)，
Rubisco 量がタンパク質分解のレベルでの調
節も受けていると考えられる．これが葉の老
化過程における Rubisco量増強の試みにどの
程度の影響をおよぼすかについては，注視し
なければならない． 

                        

 興味深いことに，RBCS の過剰発現に伴い
RBCL の発現も同時に高くなっていた．このこ
とは， Rubisco 遺伝子の発現において核-葉
緑体間でクロストークがなされていること
を示唆するものである．これまでに，タバコ
において RBCS を発現抑制した場合には，葉
緑体での RBCS 量の低下を受けて rbcL の発現
が翻訳のレベルで down-regulationを受ける
と の 報 告 が あ る  (Rodermel et al. 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 
93:3881-3885, 1996; Wostrikoff and Stern. 
Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 
104:6466-6471, 2008)．しかし，RBCS を過剰
発現させたときにはどのような調節がなさ
れるかについては，今のところ全く知見はな
い．このことを調べることで，核-葉緑体間
のクロストークを担う新奇の因子を特定で
きると期待される．このためにも，オミック
ス解析は重要なツールとなろう． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2. 野生型およびRBCSセンスイネの異なる
葉位の葉の全 RBCS（上図）および RBCL（下
図）の mRNA 量．Suzuki et al. (2009)を改
変．  
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