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研究成果の概要（和文）：メタン生成アーキアのルビスコが光合成カルビン回路と一部のみが異なる新規CO2固
定回路で機能していることを明らかにした。これらの結果から、ルビスコが機能する光合成カルビン回路の進化
的原型を発見した。
高いCO2識別能を示す好熱性シアノバクテリアと常温性シアノバクテリアルビスコのラージとスモールサブユニ
ットをスワップしたキメラルビスコの解析から、CO2識別能にスモールサブユニットが大きく関与していること
が明らかになった。タバコにおけるルビスコアクチベース過剰発現が、光合成CO2固定速度を促進する傾向が見
られた。

研究成果の概要（英文）：We found methanogenic archaeal RuBisCO functions in the novel CO2 fixation 
pathway which has some different steps from the photosynthetic Calvin cycle, suggesting that this 
novel pathway should be the ancient Calvin cycle. Enzymatic analysis of hybrid RuBisCO created by 
swap of large and small subunits between thermophilic cyanobacteria RuBisCO with high CO2 
specificity and mesophilic cyanobacteria RuBisCO revealed that small subunit was involved in CO2 
specificity. Transplastomic tobacco with over expression of RuBisCO activase tends to be enhanced a 
photosynthetic CO2 fixation rate.

研究分野：光合成科学
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１．研究開始当初の背景 
ルビスコはCO2固定反応を触媒する光合成鍵
酵素である。農業作物の多くを含むC3植物の
光合成は、様々な局面においてルビスコのCO2
固定酵素としての非効率性によりリミットさ
れている。ルビスコはO2をCO2と誤認識して起
こるO2との反応性を有し、カルボキシラーゼ
反応は21%の高濃度O2 を含む大気下では大き
く阻害されている。また、様々な環境下で植
物内ルビスコの20〜50%は不活性化しており、
CO2固定効率をさらに低下させている。O2反応
性と不活性化により、植物ルビスコは自身の
持つCO2固定触媒ポテンシャルの50%も発揮で
きていない。これが植物の光合成CO2固定速度
をリミットする原因となっている。このこと
から、ルビスコO2反応性抑制と活性化促進を
行うことができれば、植物光合成を増大させ
ることができると期待されている。これは実
際、Faquharの植物葉における光合成CO2固定
速度シミュレーションモデルから計算したタ
バコ光合成CO2固定速度シミュレーションデ
ータによって予想されている。 
ルビスコは光合成生物進化に対応し、O2反応
性を抑制し、CO2識別能力を高めるよう分子進
化を果たしている。実際、CO2識別能力は原始
的な光合成細菌ルビスコで最も低く、次いで
原核藻類であるシアノバクテリア、真核緑藻
類、植物の順に高くなる。しかしながら、分
子進化を果たした植物ルビスコでさえ CO2識
別能力は未だに劣悪であり、大気下において
２〜３回のカルボキシラーゼ反応を触媒す
る間に１回は O2と反応し、オキシゲナーゼ反
応を触媒してしまう。このような植物ルビス
コの CO2固定酵素としての劣悪さは、祖先タ
ンパク質からルビスコが誕生した際に獲得
してしまい、長い分子進化の末でさえも O2
反応性を抑制しきれなかったと考えられる。   
 研究代表者はこれまでに、生命の起源に近
いと考えられるアーキアや非光合成細菌、ま
た植物葉緑体の起源であるシアノバクテリ
アに、ルビスコの進化的祖先タンパク質を発
見してきた。また、これまでに、高温適応し
ている光合成生物が利用するルビスコの O2
反応性が抑制され、CO2 識別能力が高いこと
を発見してきた。好熱性原始紅藻のルビスコ
は O2反応性が低く、植物ルビスコの 30%に抑
制されており、また 50℃で生育可能な好熱性
シアノバクテリアのルビスコは常温性シア
ノバクテリアと比較し O2反応性が 40%に抑制
されている。このように、祖先タンパク質と
好熱性光合成生物ルビスコは、ルビスコ機能
進化における両極に位置しており、ルビスコ
の分子進化・機能進化がどのようにして起こ
ったのか？どのように O2 反応性を獲得して
しまったのか？また、分子進化過程で、どの
ように O2反応性を抑制して CO2識別能を高め
てきたのか？を明らかにする好材料である。 
 ルビスコが触媒能を獲得するためには、触
媒残基 Lys201 が基質と異なる CO2によって
カルバミル化修飾（活性化）されることが必

須である。しかし、大気 CO2条件下では、全
ルビスコの 20%しか活性化型を採れない。こ
のため、植物はルビスコ活性化タンパク質ル
ビスコアクチベースを用いて活性化率を高
めているが、それでも尚 20〜50%は不活性化
されたままである。この眠ったルビスコを起
動させることができれば、光合成を促進する
ことが可能であると予想された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ルビスコの O2反応性抑制による
高機能化、活性化促進による機能発現最適化
を行い、植物光合成のリミットブレイクを介
した植物の光合成・収量増加を目指すための
基盤研究を行った。このために、ルビスコの
（１）機能分子進化解析を行うことで、ルビ
スコの O2反応性抑制・CO2識別能力に関わる
部位や構造を明らかにするとともに、（２）
ルビスコの活性化機構を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ルビスコの O2反応性機構の解析 
 
①アーキアの原始ルビスコの解析 
光合成ルビスコが機能進化の過程で、どのよ
うにして O2反応性を獲得してしまったのか、
その進化機構を明らかにすることは、ルビス
コの O2 反応性を抑制するための情報として
重要であると考えられた。そこで、光合成ル
ビスコの進化的祖先である非光合成生物で
あり、生物進化において生命の起源に近いと
考えられているアーキアが有するルビスコ
に着目した。特に、独立栄養生育が可能なメ
タン生成アーキアである Methanospirillum 
hungatei の祖先ルビスコを研究対象とし、大
腸菌リコンビナントタンパク質として発
現・精製した M. hungatei ルビスコの酵素学
的特徴付けおよび 13CO2 を取り込ませルビス
コによって固定された 13C の行方をメタボロ
ーム解析によって調べ、M. hungatei 生体内
におけるルビスコの機能解析を行った。 
 
②好熱性シアノバクテリアにおける O2 反応
性抑制部位の解析 
好 熱 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア
Thermosynechococcus elongatus BP1 のルビ
スコは常温性シアノバクテリアルビスコと
比較して O2反応性が 40%抑制されている。こ
のことから、T. elongatus ルビスコにおいて
O2反応性抑制に関わる部位を特定する解析を
行った。植物やシアノバクテリアのルビスコ
は触媒部位を含むラージサブユニット８個
と触媒反応には直接関わらないスモールサ
ブユニット８個からなる 16 量体で機能して
いる。T. elongatus ルビスコのラージサブユ
ニットとスモールサブユニットのどちらが
低 O2 反応性に関わっているかを解析するた
めに、T. elongatus ルビスコと常温性シアノ
バクテリアである Synechococcus elongatus 



PCC7942 間でルビスコのサブユニットをワッ
プさせたキメラルビスコの大腸菌発現系を
構築した。発現・精製を行ったキメラルビス
コの酵素特性を解析し、O2反応性に関わるサ
ブユニットの解析を行った。 
 
（２）ルビスコ活性化機構の解析 
植物葉における、ルビスコの活性化とルビス
コアクチベース量の関係性を解析し、ルビス
コの活性化メカニズムを明らかにするため
に研究を行った。これまでに、アンチセンス
法でルビスコアクチベース遺伝子発現量を
抑制させた植物の研究から、ルビスコアクチ
ベース量の減少に伴い光合成速度が低下す
ることが報告されている。しかしながら、ル
ビスコアクチベース量を増加させる研究は、
核ゲノムへの遺伝子導入のみにより行われ
てきたため、ルビスコアクチベースを過剰発
現させた研究は行われていない。本研究では、
タバコでルビスコアクチベースを過剰発現
させるために、高発現が期待され、さらにル
ビスコアクチベースの機能場所である葉緑
体のゲノムにルビスコアクチベース遺伝子
を導入した葉緑体形質転換タバコの作製を
行い、解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ルビスコの O2反応性機構の解析 
①アーキアの原始ルビスコの解析 
大腸菌で発現させ、精製したメタン生成アー
キア M. hungatei のルビスコを用いて CO2識
別能力値を解析した結果、植物、真核緑藻ル
ビスコが示す値のそれぞれ１／４０倍、１／
３０倍低いことが明らかになった。また、光
合成生物の中で最も低い CO2識別能力を示す
光合成細菌ルビスコよりもさらに１／５倍
であった。これらのことから、M. hungatei
のルビスコは、これまで報告されているルビ
スコの中で最も低い CO2識別能力値を示すル
ビスコグループに属することが明らかにな
った。 
 M. hungatei を含むアーキアは、非光合成
生物であり、これまで光合成 CO2固定のため
のカルビン回路を利用していないと考えら
れてきた。このため、この生物におけるルビ
スコの生体内機能が不明であったため、機能
解析を行った。M. hungatei のゲノム情報か
ら、ルビスコの CO2固定反応における CO2のア
クセプター基質であるリブロースビスリン
酸をリブロース５リン酸から合成するホス
ホリブロキナーゼ遺伝子ホモログを有して
いることとこのホモログがホスホリブロキ
ナーゼ活性を有していることをこれまでの
研究から発見していた。ホスホリブロキナー
ゼはルビスコ同様、光合成カルビン回路に特
徴的な酵素で、アーキアでははじめての発見
となった。そこで、M. hungatei ホスホリブ
ロキナーゼの X線結晶解析を行い、立体構造
を明らかにした。その結果、モノマーの全体
構造、さらに活性部位のアミノ酸残基とその

配置が構造が明らかにされている光合成細
菌のホスホリブロキナーゼと類似していた。
しかしホモダイマーの形成様式が光合成細
菌のものとは異なっていることが明らかに
なった。 

M. hungatei 生体内において、ルビスコが機
能する代謝経路を明らかにするために、M. 
hungatei の菌体に 13CO2を取り込ませ、ルビ
スコによって固定された 13C の行方を CE-MS
を用いたメタボローム解析により追跡し、各
代謝産物において 13Cラベル速度を算出した。 
その結果、ルビスコの CO2固定反応産物であ
る３−ホスホグリセリン酸への 13Cラベル速度
が最も高かったことから、M. hungatei にお
いてルビスコが主要な CO2固定ステップを触
媒していることが明らかとなった。また、ル
ビスコが固定した固定炭素の大部分は、解糖
系と糖新生へ分配されていた。さらに、一部
の固定炭素はホスホリブロキナーゼの触媒
によりルビスコのCO2固定反応基質リブロー
スビスリン酸にリサイクルされていた。この
リサイクルは、光合成カルビン回路のフルク
トース６リン酸からリブロース５リン酸の
ステップがアーキアやバクテリアに特有の
リブロースモノリン酸経路に置換されるこ
とで可能となっていた。つまり、M. hungatei
において、光合成カルビン回路の一部のみ異
なったルビスコを利用した CO2固定回路、い
わば原始カルビンサイクルが機能している
ことを明らかにした。これらの結果は、ルビ
スコの機能進化をアーキアにまで遡り明ら
かにしただけではなく、光合成カルビン回路
の進化的原型を発見し、光合成炭素代謝の進
化に迫るものであった。これらの成果は
Nature Communications に掲載されるととも
に、文科省や JST を介してプレスリリースを
行い、産経新聞、日本経済新聞、神戸新聞、
奈良新聞等で大々的に報道された。 



 
②好熱性シアノバクテリアにおける O2 反応
性抑制部位の解析 
好 熱 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア
Thermosynechococcus elongatus BP1 と常温
性 シ ア ノ バ ク テ リ ア Synechococcus 
elongatus PCC7942 ルビスコのラージサブユ
ニットとスモールサブユニットの組み合わ
せをスワップさせたキメラルビスコの大腸
菌発現系を構築した。発現させた 2種のキメ
ラルビスコを精製し、SDS-PAGE によって解析
した結果、好熱性ラージサブユニットと常温
性スモール１サブユニット、また常温性ラー
ジサブユニットと好熱性スモールサブユニ
ットが会合していることが分かった。また両
キメラルビスコは、ルビスコ CO2固定反応触
媒能を有していたことから、好熱性と常温性
シアノバクテリア間でのサブユニットの交
換によって機能的なラージサブユニットと
スモールサブユニットから成る１６量体ル
ビスコの形成が可能であることが明らかに
なった。キメラルビススコと同じように大腸
菌で発現させ精製した好熱性と常温性の野
生型ルビスコの酵素特性を解析した。その結
果、常温性ラージサブユニットに好熱性スモ
ールが会合することで、常温性野生型ルビス
コよりも CO2識別能力が高くなった。また、
逆に好熱性ラージサブユニットに常温性ス
モールサブユニットが会合することで、常温
性野生型ルビスコよりも CO2識別能力は低く
なった。これらの結果から、スモールサブユ
ニットがルビスコの CO2識別能力を決定する
一つの要因であることを明らかにした。 
 
（２）ルビスコ活性化機構の解析 
タバコの核ゲノムにコードされるルビスコ
アクチベース遺伝子 rca1 と rca2 の 2種類の
cDNA を葉緑体で高発現が期待できる psbA プ
ロモーターにそれぞれ連結させ、抗生物質ス
ペクチノマイシン耐性遺伝子とともに、タバ
コ葉緑体へパーティクルボンバードメント
法により形質転換を行った。スペクチノマイ

シン添加の再分化培地上で3回の再分化処理
を行ったルビスコアクチベース遺伝子導入
タバコの葉緑体ゲノム DNAを PCR 及びサザン
ブロットによって解析した結果、葉緑体ゲノ
ムに目的のルビスコアクチベース遺伝子を
持つホモプラズミック形質であることが明
らかになった。無菌寒天培地で栽培していた
これらの形質転換タバコを土壌栽培に移し、
種子を取得した。rca1、rca2 導入葉緑体形質
転換タバコにおけるルビスコアクチベース
遺伝子の発現を RT-PCR によって解析した結
果、それぞれにおいて導入遺伝子が過剰発現
していることを確認することができた。特に
発現が高い rca1 過剰発現株の光合成 CO2 固
定速度を解析した結果、野生株と比較して、
高い光強度下で高くなる傾向が見られた。 
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