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研究成果の概要（和文）：ソルガムRbcSとイネRbcLのハイブリッドRubiscoを発現するCSS系統の戻し交配を行っ
たが，稔実率は回復しなかった．ソルガムRbcS-L102IイネのRubiscoではCSS系統よりも触媒速度が有意に低く，
イネRbcS-I102LイネではCO2に対するミカエリス定数が高くなった．ネピアグラスRbcS・イネRbcLハイブリッド
Rubiscoを発現するイネを作出したが，正常に機能しなかった．OsRbcS1高発現・イネRbcS発現抑制系統の
RubiscoのX線結晶構造解析より，これまでに報告のない触媒サイトの構造の違いを明らかにすることができた．

研究成果の概要（英文）：Backcrossing of CSS lines expressing hybrid Rubisco composed of sorghum RbcS
 and rice RbcL, did not restore seed fertility. Transgenic rice plants expressing sorghum RbcS L102I
 and rice RbcS I102L mutant RbcS were produced and the Rubisco activity was measured. The catalytic 
rate of Rubisco was significantly lower in sorghum L102I line than in CSS line, and the Kc tended to
 be higher in rice I102L line. We produced rice plants expressing a complete hybrid Rubisco of 
napier grass RbcS and rice RbcL, but this Rubisco could not function normally. X-ray 
crystallographic analysis of hybrid Rubisco containing OsRbcS1 revealed a previously unreported 
difference in the structure of the catalytic site.

研究分野：作物生産科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Rubiscoは光合成速度の主要な律速因子である．本研究ではソルガムRbcSをイネに導入することで，イネに高活
性型のRubiscoを付与することに成功した．また，ソルガムRbcSの102番目のロイシンが触媒速度に関係すること
を点突然変異を導入したRbcSを用いて明らかにした．また，102番目がイソロイシンであるOsRbcS1にも触媒速度
を高める効果があるが，そのメカニズムについてもX線結晶構造解析から推定することに成功した．これらの成
果は学術的な価値だけでなく，光合成の改良による作物生産性の改良に繋がる重要な成果である．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 Rubiscoは触媒速度が遅い，光呼吸の原因となるオキシゲナーゼ反応を持つことから，光合成
の主要な律速因子となっている．Rubiscoの酵素特性には種間差があり，C3植物では触媒速度が
低く C4植物では高い．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．触媒サイトは RbcL上に存在することから，多くの研究者は
RbcL に着目して研究を行ってきた．我々はアミノ酸配列の種間差が大きい RbcS に着目して研
究を進め，C4植物であるソルガムの RbcSとイネ RbcLで構成されるハイブリッド Rubiscoを発
現するイネ (CSS 系統) を作出した．この Rubisco は触媒速度が C4 植物と同等レベル (WT の
Rubisco の約 2 倍) にまで高くなった．X 線結晶構造解析からソルガム RbcS の 102 番目の Leu
が触媒速度の増加に関係していることが示唆された． 
 作出した CSS系統の葉身における Rubisco含量は，高い系統 (CSS10) で非形質転換イネの約
60%であった．触媒速度の増加から計算上で十分な Rubisco含量と考えられ，実際に高 CO2条件
での光合成速度は非形質転換イネよりも高い値を示した．しかし，高 CO2条件においても CSS10
の乾物重や玄米収量は非形質転換イネよりも低かった．その原因は未解明であった． 
 
２．研究の目的 
 
 ソルガム RbcS とイネ RbcL で構成されるハイブリッド Rubisco は高い触媒速度を示し，光合
成速度も増加した．しかしながら，それらの系統は乾物重が低く，稔実率が悪いため玄米収量も
低下した．このような生産性の低下が生じた原因を明らかにし，Rubisco触媒速度の改良によっ
て生産性の改良が本当に可能なのかを明らかにすることを目的とした．また，ソルガム RbcSの
102番目のロイシンの効果について，点突然変異を導入した RbcS，他の C4植物の RbcSやイネ
OsRbcS1の効果を解析することで明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
①高活性型 Rubiscoによる光合成能力の改良 
 これまでにソルガム RbcSを高発現しイネ RbcSを CRISPR/Cas9法で欠損させた CSS系統を 2
系統 (CSS10, CSS16：背景は日本晴) 得ている．Rubisco含量は CSS10で非形質転換イネの約 60%
である．CSS10では CO2飽和での光合成速度が非形質転換イネよりも高い傾向があるにもかか
わらず，高 CO2 条件での乾物重が低く玄米収量も少ない傾向があった．その原因として，CSS
系統を作出する過程で，生育に負の影響をおよぼす体細胞変異が生じている可能性が考えられ
る．この影響を排除するために CSS系統に日本晴を戻し交配する．また，CSS10よりも Rubisco
含量が多い CSS系統も作出する．本研究では，それらの CSS系統について生育特性，光合成特
性，葉内成分 (Rubisco，光合成関連タンパク質，窒素，代謝産物) について解析する． 
 これまでソルガム RbcS の高発現には，Cab プロモーターを用いてきた．Rubisco 触媒特性の
改良が生育促進に繋がらない原因として，オリジナルの RbcSプロモーターを用いていないこと
が予想される．そこで計画当初に予定していなかったが，新たに OsRbcS3 プロモーターを用い
てソルガム RbcSを高発現する系統を作出する．また，それらの系統と CSS系統を交配した後代
からソルガム RbcSを高発現し，イネ RbcSが欠損した系統を選抜する．得られた系統について，
戻し交配系統と同様な生理解析を行う． 
 以上の結果から，我々の戦略により光合成能力と収量性の改良が可能かを明らかにする． 
 
②Rubiscoの構造に及ぼす RbcSの効果の解明 
 Rubiscoの結晶構造解析から，ソルガム RbcSの 102番目の Leu (イネでは Ile) が Rubiscoの触
媒速度を高める効果を持つことが示唆された．この仮説を検証するために，ソルガム RbcSの 102
番目の Leuが Ile  (ソルガム L102I)，イネ RbcSの 102番目の Ileが Leu  (イネ I102L) となった
変異型 RbcSを発現する系統（ソルガム L102I系統，イネ I102L系統）を作出する．さらに，こ
れらの形質転換イネの野生型イネ RbcSを欠損した系統を CSS系統と交配して得た F1を自殖さ
せた後代から得る．それらの系統で発現する Rubiscoの酵素特性を解析する．また必要であれば
X 線結晶構造解析を行う．得られた結果から，Rubisco の触媒作用における RbcS の 102 番目の
Leuまたは Ileの効果について考察する． 
 我々は，ソルガム RbcS以外にも様々な RbcSをイネに導入し，Rubisco触媒速度への効果を解
析してきた．興味深いことに，C4 植物ネピアグラス RbcS や光合成器官で発現しないイネ
OsRbcS1 は，イネ Rubiscoの触媒速度を増加させる効果があったが，102番目のアミノ酸が低活
性タイプの Ileであった．このことからネピアグラス RbcSや OsRbcS1 はソルガム RbcS と異な
るメカニズムにより，Rubisco触媒速度に作用していることが予想される．OsRbcS1高発現イネ
についてはイネ RbcS を RNAiで発現抑制した系統を作成済みである．ネピアグラス RbcS 高発
現イネについては CSS系統との交配を行い，得られた F1を自殖させた後代から，ネピアグラス



RbcS を高発現しイネ RbcS を欠損した系統を得る．計画当初は予定にしていなかったが，さら
に Ile型 RbcSとしてトウモロコシ RbcS，Leu型 RbcSとしてギニアグラス RbcSとイネ RbcLの
完全ハイブリッド Rubiscoを発現する系統も作出することとした．得られた系統の Rubiscoの酵
素特性を解析し，必要な場合は X線結晶構造の解析を行う． 
 以上の研究から，RbcS がおよぼすイネ Rubisco への効果について構造と機能の両面から明ら
かにする． 
 
４．研究成果 
 
①高活性型 Rubiscoによる光合成能力の改良 
 CSS系統の戻し交配を 2回行った系統を自殖させて目的のCSS系統を得た．この戻し交配CSS
系統を育成したが，生育や稔実率の低下は回復しなかった．よって，これはおそらく生育不良を
起こす原因の変異とソルガム RbcS 導入遺伝子（もしくはイネ RbcS ノックアウト）が連鎖して
いる可能性が考えられた．これまで用いていなかったソルガム RbcS高発現系統を用いて，新た
な CSS 系統を３系統作出しており，今後，成長解析，光合成解析，収量解析等を行う予定であ
る．OsRbcS3 プロモーターを用いてソルガム RbcS を高発現させた系統も作出中であり，今後，
同様に生理解析を行う予定である． 
 
②Rubiscoの構造に及ぼす RbcSの効果の解明 
 ソルガム L102I系統，イネ I102L系統を作出した．Rubisco触媒特性の測定を行ったところ，
102番目の Leuは触媒速度を増加させるが，その効果は限定的であることが分かった．ソルガム
L102I系統，イネ I102L系統はいずれも生育良好であり，稔実率の低下も見られなかった．特に
ソルガム L102I系統はソルガム RbcSと１アミノ酸が異なるだけであり，ソルガム RbcSほどで
はないが，Rubiscoの触媒速度はWTよりも大幅に高かった．これらのことから，これまで解析
に用いてきた CSS 系統の望ましくない表現型は導入遺伝子によるものではない可能性が高いと
考えられた． 
 ソルガム以外の C4 植物の RbcS については，ネピアグラス (Ile 型)以外にギニアグラス (Leu
型)とトウモロコシ (Ile型)についてもイネ完全置換系統を作出した．ギニアグラス RbcSのハイ
ブリッド Rubiscoに関しては，ソルガムと同様に顕著に触媒速度が増加した．つまり，Leu型 C4
植物の RbcSはイネ Rubiscoの触媒速度を増加させるにに効果的であることが示唆された．ネピ
アグラス RbcS のハイブリッド Rubisco を発現する系統に関しては，Rubisco タンパク質が不安
定となりタンパク質の発現量が非常に低くなり，生育不良を起こした．触媒速度に関しては測定
できなかった． 
 触媒速度が高い Ile型の OsRbcS1のハイブリッド Rubiscoに関しては，形質転換イネよりイオ
ン交換クロマトグラフィー，ゲルろ過クロマトグラフィー等により精製を行い，X線結晶構造解
析を行った．WTの Rubiscoに比べて OsRbcS1のハイブリッド Rubiscoでは 60Sループ周辺の構
造にずれが生じていることが明らかとなった．この構造のずれは，ソルガム RbcSのハイブリッ
ド Rubiscoにも共通することが明らかとなった．ただ，この構造のずれがどのアミノ酸に由来す
るのを特定することはできなかった． 
 解析が終了していない系統もあるが，最も重要と考えていた 102 番目の Leu の効果について
は検証することができ，ある程度の触媒速度の促進効果があることを明らかにした．今後は，102
番目の Leu 以外の触媒速度の促進効果を持つアミノ酸の探索と効果の検証を進めていくつもり
である．また，ソルガム L102I系統は生育良好であり，稔実率の低下も見られなかったことから，
これまで解析に用いてきた CSS 系統の望ましくない表現型は導入遺伝子によるものではないこ
とが示唆された．よって，我々の戦略により収量生の高いイネを作出できる可能性が高まったと
言える．また，RbcS の 102 番目が Ile 型の OsRbcS1 のハイブリッド Rubisco の構造解析からこ
れまでに報告のない，有用な知見を得ることができた． 
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