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論 文 内 容 要 旨

序 論

植物 の光合成 は、光合成を行 う葉 、ソース(source)の 生産能 力のみならず、その産物 を消費 ・蓄

積す るシンク(sink)側 の能力(消 費量)か らも制御 を受 けることが古くから指摘 され ている(シ ンク

ーソース関係 による光合成 の制御)
。しかし、現在 まで、そのメカニズムの本 質は明らかにされ てい

ない。そこで本研究 では、イネをモデル材 料 として、その制御機構 を解 明することを 目的 とした。す

なわち、高CO2環 境 下で生育させた葉や、登熟期 にお ける最大のシンク、穂を切 除したときの止葉

について、光合成速度 、光合成機能 に関す る主要な因子、酵 素タンパクの量もしくは活性、葉身N

量、光合成最終産物starch/sucrose含 量などを定量的 に解 析し、その光合成低 下の主要因を個 葉

レベル で特定す ることを試 みた。現 在までの光合 成 の生理 、生化 学的 な知見か ら、特 に光合 成

CO2固 定 の初発反応を担 うribulose-1,5-bisphosphatecarboxylase(Rubisco)、 集 光機能 に関するクロ

ロフィル(Ch1)、 電 子伝 達系 のキーコンポーネントであるcytochrome(Cyt)云 光 合成 最終 産 物

sucroseの 合成系のキー酵素であるsucrose-phosphatesynthase(SPS)を 主要な因子、酵 素タンパ ク

として注 目した。

第1章 高CO2環 境 下 にお けるイネ葉 の光合成 特性

長期間(週 から月 の単位)、高CO2環 境 下で植物を生育させると、葉のポテンシャル の光合成能

力が低 下することが一般 に認 められている。これ は、高CO2分 圧 によりソースの光合 成が一時的 に

促進され 、その生産 量がシンク側の消費 量を上回った結果 と考 えられ ている。その光合成 能力 の

低下 の要因 として、Rubiscoの タンパ ク量 の減少やその活性 の低 下が指摘されている。しかし、一

方で、その約8割 が葉緑体に分配され ている葉身N量 の減少もしばしば認 められ ており、Rubisco

も含 めて光合成 に関連した機 能タンパクの量的な減 少は、単純に葉 身Nの 減少 に起 因している可

能性も考えられた。そこで本章では、まず それ らの相関解析を行い、光合成低 下の主要因 を明確

にした。次 に、炭水化物 の蓄積 との関係を検討し、最後 に高CO2環 境下で葉身Nが 減 少すること

の意味 につい て考察した。

方 濫

光合成速度 は、赤外線CO2ガ スアナライザーと鏡面冷却式露 点計を併用 した開 放系の同化箱

を用いたガス交換 法で測定した。Rubisco定 量 はSDS-PAGE一 ホルムアミド抽 出法(Ma㎞oeta1.

1986)、Chl定 量はArnon(1949)の 方 法で行った。葉身N量 は、ケルダール 分解 一ネスラー法で定

量した。またstarch含 量 は 、アル カリ抽 出 一アミログルコシダーゼ 分解 一ネル ソン ・ソモギ法 、

sucrose含 量は80%ethanol可 溶性画 分について、Jonesら(1977)の 方法で測 定した。

;長拗 な蕩CO2処 理 によるイネ桑『の.光鍼 の底7rと糞身1V量 の滋 少
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Fig.2Rubisco,G7il,and

totalNcontentsinleavesof

rice.Columnsymbolsaze

thesameasinFigure1.Tlte

veれicalba旙hldicateSE(Pく

0.05,n=4-6),

100PaCO、 で約3週 問 、生 育 させ たイネ(ノ トヒカリ)葉の36PaCO、 分 圧 で の光 合 成 速 度 は、36

PaCO、 区 と比 較 して有 意 に減 少 した(Fig.1)。Rubiscoタ ンパ ク量 、Chl量 も減 少 す る傾 向 にあった

(Fig.2)。 さらにstarchの 蓄 積 も認 め られ 、光 合 成 速 度 やRubiscoな どの減 少 と相 関 があった。しかし、

同時 に葉身N量 も減 少していることに注 目し(F重g.2)、測 定した光合 成

速度、Rubisco、Chlと 葉身Nと の相 関解析を行ったところ、それぞれ の

関係 には両co2分 圧 区間で差 がなかった(Fig.3)。 これ らことから、100

PaCO2区 の光合成速度、Rubiscoタ ンパ ク量:などの減 少 は、葉 身N量

の減 少 です べて説 明でき、starchの 蓄積 とは直接結 びつ くものではな

いことがわかった。と同時 に、過 去の研 究で指摘され ていたRubiscoタ

ンパクの減 少が他 のコンポーネントと比較して特異的 なものではないこ

とも明らかとなった。

以上より、高CO2処 理 によりイネ葉 の

単位 葉 面積 当たりの光合 成 速 度 は低

下したが、それ は葉 身N量 が減 少し、

それ に伴ってRubiscoな どの光合成機

Fig.3RateofphotosynthesisatapCaof36

Pa(A,,,c,a3ep,),RubiscocontentandCIil

contentversustotalleafNcontent.Plants

weregrownhydroponicallyundertwoCOQ

paztialpressuresof36(opensymbols)and100

(clc嘔edsyrnbols)PaCO2atN◎ ㎝ ㏄ τltfations

ofO.5(triangle),2.0(circle)and8.0(square)

mM.DataaretakenfromFigs.1and2.

Regressionanalysiswasperformedusingfirst-

orderkinetics.

能タンパクも減少したためであると結論した。
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御体レベンレでのN分 配の変佑と糞身Nの 滋 少

個体内のN分 配にっいて調べると、高CO2処 理により葉身へのN分 配量が減少する傾向にあ

るのに、逆に葉鞘へは増加する傾向にあった(Fig,4)。 従って、個葉レベルで認められた葉身N

量の減少は、個体レベルでの各器官へのN分 配量が変化した結果と考えられた。すなわち、高

CO2環 境下でイネはソース器官である葉身そのものへのN投 資を減らし、個体レベルで光合成を

抑制している可能性が考えられた。
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第2章 穂 切 除のイネ止葉 の光合 成 に及 ぼす 影響

本章では、イネの登熟期 において最大のシンクである穂を切除した場合、その登 熟に密 接に関

わる止葉 の光合 成がどのような影 響を受 けるのかを調 べた。ダイズなどの植物 では、子 実(さ や)を

切除すると、葉 にstarchやsucroseが 著しく蓄積し、光合成速度 が低下することが報告されている。

それ らの光合成 低下の要因としては、Rubiscoタ ンパ クの量的な減 少や ∫ηv∫γoでの活性化率の低

下が指摘され ている。本章では、Farquharら のC3型 光合 成の生化学的モデルをもとに、低CO2分

圧 として葉 内co2分 圧(ヵcり が15Paの 光合成速度 をRubiscoの 加v∫voで の能力の指標 として、

60Pa以 上 の光合成速 度をその他の光合成 の律速因子の能 力の指標 として解析 した。

方 法

方法 は第1章 と同様である。ただし、Cyげ 定量 は特異抗体を用いたロケット免疫電気泳動 法で

行い、SPS活 性 の測 定はHuberら(1989)の 方法に従った。

穂 切隙 〆こよるイネ」必秦'の老 ㈱ 緻 と光鍼

穂切 除 区の36PaCO2分 圧 での光合成速度は、実験期間 中、

対照 区に比べ常に高く推移した(Fig.5)。 同時に、Rubiscoな ど

の光合成機能タンパクもすべて高く維持された。次に、それ らの

功y'レoで のダウンレギュレーションについて検討した。両区の

Rubisco量 とpCi=15Paで の光合成速度、Cyt∫量およびSPS

活性 とpci>60Paで の光合成速度 との相 関解析 を行ったが、

穂切 除区 の光合成速 度も調べ た光合成機 能タンパクの量や活

性 で定量 的 に説 明できた(Fig.6)。 このことから、調べた光合

成機 能タンパクは、すべて穂 切除区においても不活性化され る

ことなく、対 照区と同様 に機 能していることが推察された。以 上
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のことから、イネにおいては穂切除により止葉の光合成は一切抑制されないと結論した。
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穂切除により、葉身と葉鞘には共にstarchが蓄積したが、葉鞘での蓄積量は葉身に比べて5倍

ほど大きかった。従って、葉鞘が余剰となった光合成産物の一時的なプール器官として働いた可

能性が考えられた。このことから、穂切除により余剰となった光合成産物は葉鞘に蓄積し、葉身に

はあまり蓄積しないために、その光合成が抑制されなかった可能性が考えられた。

第3章 シンクーソース関係 による光 合成制 御 の植 物種 間 差

イネにおいては、高CO2処 理 および穂 切除処理 により、光合成の特定の機能 因子へのダウンレ

ギュレーションは生じなかった。このような結果が、イネ特有のものであるのかどうかを検 証するため

に、インゲン(テ ンダーグリーン)を対照材 料として、同様 の実験を行った。

イング ンにお!ソる蕩CO、 処 理お よびきや 切腱 瑠 の鯉棄 光鍼 へ の影

高CO2処 理 により、インゲン葉の光合成速 度はイネと同様 に低 下した。し

かし、インゲンの場合 は、葉身N量 はほとんど変化しておらず、葉 身N量 の

変動から光合成の低下を説 明できなかった(Fig.7)。 また、Rubiscoタ ンパ

クの特 異的な減 少が認 められ、それ と光 合成 低下 には相 関があった(Fig.

7)。一方 、さや切 除処理 においては、光合成機 能 に関する主な酵 素タンパ

クはイネ と同じように 高く維 持 されている

にも関わらず、pCi=15Paで の光合成速

度 はやや 低下する傾 向にあった(Fig.8)。

このように、各 処理 に よる個 葉 光合 成 の

応 答は両植 物 間で異なっていた。

イングン糞ノこ!ま多量 の鉱伽o瓦が壽積 ナる

Fig.7RateofphotosynthesisatapCaof36

Pa(A"3pG,騨36p4),Rubisoo,(ユ ∬,Cyt∫andtotal

leafNcontentsinleavesofbeangrownhy-

droponicallyundertwoCOZpartialpressures

of36(opencolumns)andLf)D(closed

cohimns)PaCOZatNconcentrationsof4.O

and8.OmM.Photosyntheticmeasurement

weremadeatanirraclianceof1700ｵmo]

quantam`s`andaleaftemperatureof26ｰC.

Theve質icalbaτshldicateSE(Pく0.05,n=3・

4).
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イネとインゲンのシンク制限 による個葉光合成 の応 答が異なる原因 については、現在 の段 階で

はよくわかっていない。しかし、強いてあげるなら、両者のstarchの 蓄積 の違 いにその原因の可能

性 を考 えている。インゲン葉 においては、starchの著しい蓄積が認 められ ていた(Fig・9)。 このイン

ゲンにおいてstarchの 蓄積 が大きい理 由は、イネの葉鞘 に代わる器官が存在 しないことと関連があ
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ると思われる。つまり、インゲンにはイネの葉鞘に相当する一時的な光合成

産物のプール器官が存在しないため、光合成産物が余剰となった場合、そ

れが光合成器官である葉に蓄積するのであろう。そして、イネではインゲン

のようなstarchの 著しい蓄積 がその葉身に生じないために、個葉レベルで

は光合成に影響が現れなかったのかも知れない。
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Fig.8ChangesintherateofphotosynthesisatapCiof15
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activityinleavesofbeanwith(opencircle)andwithout

(closedcircle)pod.Plantswerehydroponirallygrownat
anNwncentmtionof4.OmM.Photosyntheticmeasure-

menuweremadeataninadianceoP1700ｵtnolquantamZ

s'andaleaftemperatureof26ｰC.Thebarsonthe

symbolsindicateSE(p<0.05,n=3.4)
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Fig.9Stazchcontentsinleavesofriceandbeanplantsgrown
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(closedcolumns).RiceandbeanplantsweregmwnatN

concentrationsof2.OmMand4.OmM,respectively.Data

(rightpanel)aretakenfromtheflagleavesofriceandthe4th
centerleavesofbeanonthellthand12thdayafterfruit

鵡mova1,紀specthlelyLTheve虞icalba【sind三cateSE(Pく

α0ユn=,5)・

総合考察

本研究では、イネにおけるシンクーソース関係による光合成の制御機構を明らかにすることを目

的とし、高CO2処 理、穂切除処理によるイネ個葉光合成への影響を調べ、その光合成の低下の要

因を特定することを試みた。その結果、高CO2処 理によるイネi葉の光合成の低下は、葉身N量 が

減少し、それに伴い光合成機能因子が減少したためであった。葉身N量 の減少は、個体レベルで

評価すると各器官へのNの 分配量が変化した結果であった。一方、穂を切除した場合、イネ止葉

の光合成はなんら抑制されることはなかった。その理由として、イネには葉鞘という光合成産物の

一時的なプール器官が存在することが考えられた。以上のことから、イネは、個体内でのシンクーソ

ース関係の変化に対して、特定の酵素やタンパク質の量的な調整や活性制御といった生化学的レ

ベルでソースの光合成を制御するというよりは、むしろ個体レベルで応答することが明らかとなっ

た 。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

21世 紀 において人 口の爆発 的増加が予想 されている。 とくに コメを主要 なカ ロリー源 とす るア ジア

においてそ の増加カミ著 しい とされてお り,コ メの大幅 な増収が緊急 の課題 とな ってい る。 この よ うな

現実 を背景に,本 論文 は,イ ネの物質生産 の基 盤を構築す る個葉光合成 に注 目し,多 収 との関係で問

題 となる ソース ーシンク関係 について生理,生 化学的 な立場か ら定 量的な解析 を試みた もので,世 界

的 にみて も過 去に例が見 られ ない ものであ る。

序論では,本 研究 を行 うに至 った背景,今 日までに知 られてい る知見 の レビュー,明 らかにすべ き

問題点が整理 され 明快 に述べ られている。

第一章 では,イ ネを高CO2下 で栽培 し,こ の間に発達 した イネ葉の光合成 が どの ような影 響を受 け

るかについて調べ ている。単位葉 面積 当た りの光合成能力は明 らかに高CO2下 で生育 した葉で低下 す

ることが認 め られ,そ の要 因が探 られた。その結果,光 合成能 力の低下 は,光 合成のkeyenzymeで あ

るRub三scoの 活憐化率 の低下や特定の光合成 関連 因子 のダ ウ ン レギ ュ レー シ ョン等 に よるので は な

く,単 純 に光合成器官への窒素分 配量 の減少に よることが明 らか に されて いる。

第二章 では,穂 切除の影響 が検討 されてい る。その結果,穂 の切除に よ り,一 時的 に糖,デ ンプン

が葉身 に蓄積 され ることカミみ られ るもの のその量は光合成 を阻害す るほ どではな く,光 合成能カ ー光

合成主要因子間の関係は,穂 を切除 してないイネ と全 く変わ らない ことが明 らか とされてい る。 さら

にその要 因が探 られ,イ ネには,穂 以外に も,潜 在 的なシ ンク とな る葉 鞘,茎,根,新 分げつ 等 が

多 々ある ことがその要 因である としてい る。

第三章 では,イ ンゲソとイネを比較 し,シ ンクー ソース関係には植物種 問差 があ り,イ ンゲンでは

イネ と違 って,さ や切除に よ り,糖,デ ンプ ンが葉身 に多 量:に蓄積 す る と共 に葉身 窒素 に 対す る

Rubiscoの 割合 も低下す ることが示 されてい る。

総合論議では以上の結果 に基づ き,イ ネの個葉光合成 の高CO2環 境への応答 は,個 体 内(器 官間)

に おけ る窒素分配 において葉身への分配 を減 らす ことで シンクー ソース間のバ ランスを保 っている こ

と,イ ネには,潜 在 的なシンクが多数存在す る ことな どか ら糖 やデ ンプンの蓄積に よる光合成 のダ ウ

ン レギ ュ レー シ ョンは受けに くい ことが論議 されてい る。

以上,本 論 文はイネの個葉光合成に対す る高CO2環 境,穂 切除の影響 を定量:的に生理生化学的立場

か ら解析 した もので,生 産性に関わる生理 ・生化学の発展 に対す る貢献が顕著であ り,博 士(農 学)

の学位を授与 するに値す るもの と判断 した。
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