
23第43輯（2012）

提出日2012年 9 月26日　　受理日2012年11月28日
＊ 1 教養学部人間環境学科自然環境課程教授　＊ 2 教養学部人間環境学科自然環境課程卒業生

₅- アミノレブリン酸が植物の成長および Rubisco を
コードする遺伝子の発現に及ぼす影響

室田憲一＊1・長谷川瑠美＊2

₅- アミノレブリン酸（₅-Aminolevulinic acid, ALA）は，分子量₁₃₁kDa のケトアミノ酸で，
ビタミン B₁₂，クロロフィル，ヘムおよびチトクロームなどのポルフィリン化合物の前駆体で
あり，植物，動物，藻類や光合成細菌などに広く存在する₁，₂）。植物において，ALA は色素体
でグルタミル -tRNA とグルタミン酸セミアルデヒドを経由してグルタミン酸から光依存性の
C₅回路により合成され₃，₄），その ALA の合成段階は，クロロフィル生合成の律速段階である₅）。
また，ALA の合成は植物が暴露される気温が高い場合と低い場合に阻害され，ALA 合成は温
度感受性であることも示唆されている₆）。さらに被子植物において ALA は暗所でのクロロフィ
ル合成を刺激することから ALA に関連する代謝は環境に影響を受ける₇）。ALA が植物におよ
ぼす影響については多くの報告がなされている。すなわち，高濃度の ALA の施用は植物体内
にスーパーオキシドアニオン，過酸化水素やヒドロキシラジカルなどの活性酸素種を合成し，
植物の成育を阻害する₈）。その一方で，低濃度の ALA の施用により植物の成長が促進する₉）と
ともに，塩や温度などの非生物的ストレスに対する植物の耐性を増強することが明らかになっ
ている₁₀，₁₁）。このようなことから，ALA は非常に有効な植物の成長調節物質として注目され
ている。

ALA が植物の成長促進に関わる原因として，光合成活性の向上が挙げられており，ALA が
クロロフィルの前駆体であることから，特に植物体内のクロロフィル含有量の増加，すなわち
光化学系の代謝促進によるものであると理解されていることが多い₁₂）。しかしながら，光合成
のもう一つのコンポーネントであるカルビン回路を中心とする炭酸固定反応に及ぼす ALA の
影響についてはほとんど報告がなく，その作用機序については全くわかっていない。光合成は
主に光化学系と炭酸固定反応のバランスにより成り立っており，クロロフィルの含有量増大に
よる光化学系の増強のみでは，光合成全体の活性促進，ならびにそれに起因する植物体の成長
促進効果について統括した理解ができない。

本研究では，ALA が植物の成長におよぼす影響とともに，光合成カルビン回路での炭酸固
定に関与する重要な酵素タンパク質であるリブロースビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲ
ナーゼ（Rubisco）をコードする遺伝子の発現におよぼす影響について調べたので，その結果
を報告する。
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【材料および方法】

供試植物としてアブラナ科のモデル植物であるファストプラント（Brassica rapa，ファスト
プランツ日本事務局（http://www.fastplants.jp））を用いた。₂₅₀ml のプラスティック製育苗ポ
ットにバーミキュライトを充填し， ₁ ポットに₁₅粒程度播種した。栽培には人工気象器（日立，
CR-₂₀L）を用い，₂₂℃，₂₄時間明所で行った。発芽後₁₀個体になるように成長のいいものを
選抜し，その後の試験に用いた。

今回 ALA を含有する肥料としてペンタガーデン PRO（コスモ石油，コスモ誠和アグリカル
チャ，以下 PG）を使用した。PG の製品容器に記載の成分組成（％（w ／ w））は，保証成分
として，窒素全量₆.₀，水溶性りん酸₁₀.₀，水溶性加里₄.₀，水溶性苦土₁.₅，水溶性マンガン₀.₀₅，
水溶性ほう素₀.₀₉であり，材料として，DTPA- 鉄（鉄として）₀.₁₁，硫酸亜鉛（亜鉛として）
₀.₀₃，硫酸銅（銅として）₀.₀₀₅，モリブデン酸ナトリウム（モリブデンとして）₀.₀₀₃である。
また，コスモ誠和アグリカルチャへの問合せによりペンタガーデン PRO には₀.₆%（w/w）の
ALA が含まれているとの回答をいただいた。ペンタガーデン PRO を植物に施用する場合には
₁₀₀₀倍希釈液を用いるので，本実験で植物に施用する ALA 濃度は₀.₀₀₀₆%（w/w）とした。

コントロール区には蒸留水のみ，ALA 区には₀.₀₀₀₆%（w/w）の ALA（和光純薬）水溶液，
PG 区には₁₀₀₀倍希釈の PG をそれぞれ₃₀ml ずつ播種から ₃ 日毎に施用した。

成育調査および Rubisco をコードする遺伝子発現解析の試料として，播種後 ₉ 日目の植物体
を用いた。成育調査は，草丈，葉長，根長および生体重をそれぞれ ₂ から ₃ 反復（各ポット ₉
から₁₀個体で， ₂ から ₃ ポット）で測定した。また生育調査で得られたデータの分散分析には
ANOVA₄ on the Mac（http://www.hju.ac.jp/~kiriki/anova₄/）を用いた。

遺伝子発現解析はディジェネレート PCR 法により行った₁₃）。植物試料から RNeasy Plant 

Mini Kit（QIAGEN）による全 RNA を抽出後，Oligo-dT プライマーを用いて PrimeScript ₁st 

strand cDNA synthesis kit（タカラバイオ）により逆転写反応で cDNA を合成した。
PCR のためのプライマーの設計には，National Center for Biotechnology Information（NCBI）

のデータベース検索（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）より，タバコ（Nicotiana tobacum），ホ
ウレンソウ（Spinacia oleracea），キュウリ（Cucumis sativus），イネ（Oryza sativa），シロイ
ヌナズナ（Arabidopsis thaliana），およびサツマイモ（Ipomoea batatas）の Rubisco のラージ
サブユニットのアミノ酸配列を収集した。収集したアミノ酸配列は ClustalW（http://clustalw.

ddbj.nig.ac.jp）により多重整列を作製し，相同性が高く，非特異性のできるだけ低い領域をプ
ライマーの候補として選定した（図 1 ）。選定したアミノ酸配列から対応する塩基配列をディ
ジェネレート PCR のプライマーとした（表 ₁ ）。

内在性コントロール遺伝子としてアクチンを用いた。アクチンのプライマーは既報₁₄）に従い，
フォワードプライマーは₅’ - CTCCGTGTTGCT CCTGAGGAACATC –₃’，リバースプライマー
は₅’ - ACCTCAGGACAACGGAATCGCTC -₃’ とした。全てのプライマーの作成はシグマアルド
リッチ（http://www.genosys.jp）に外注した。
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図 ₁　種々の植物種の Rubisco のアミノ酸配列。ClustalW（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）により多重
整列解析枠のアミノ酸配列を基にディジェネレートプライマーを作成した。

表 ₁　 Rubisco のディジェネレートプライマーおよび Actin のプライマーの塩基配列

プライマー 塩基配列 対応するアミノ酸配列 Tm（℃）

Rubisco F 5’- GAYTTYCANAARGAYGAYGARAAYGTN -3’ DFTKDDENV 51

Rubisco R 5’- GCNGGCATRTGCCANACRTGDATNCC -3’ GIHVWHMPA 60

Actin F 5’- CTCCGTGTTGCTCCTGAGGAA CATC -3’ 63

Actin R 5’- ACCTCAGGACAACGGAATCGCTC -3’ 62
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サーマルサイクラー（PTC-₂₀₀, Bio-Rad）による PCR の条件は，Rubisco が₉₅℃： ₅ 分，（₉₅
℃ :₃₀秒，₅₁℃ :₃₀秒，₇₂℃ : ₁ 分）×₂₅サイクル，₇₂℃ : ₅ 分で，アクチンが₉₅℃： ₅ 分，（₉₅
℃ :₃₀秒，₆₂℃ :₃₀秒，₇₂℃ : ₁ 分）×₂₅サイクル，₇₂℃ : ₅ 分で行った。

PCR 産物はアガロースゲル電気泳動法により DNA 断片を解析した。

【結果および考察】

ALA は，暴露時間および植物種により異なるが，一般的に低濃度ではクロロフィル生合成，
光合成やそれらの増大に伴う植物の成長増大などの効果をもたらすことが明らかになってい 

る₁₅）。ALA が光合成活性におよぼす影響については，双子葉植物であるハツカダイコン，ライ
ムポトスおよびホウレンソウ₁₂），単子葉植物であるコウシュンシバおよびベントグラス₁₆）を
用いた試験の結果から，明条件下での低濃度の ALA 処理により，植物の光合成の指標として
の炭酸ガスの吸収速度が上昇し，暗呼吸を抑制することがわかっている。また，果実であるブ
ドウに及ぼす ALA の影響を調べた結果，ALA 施用によって光合成活性が₂₂%，果実の糖含有
量が₂.₇%，房の重量が₅₃% も増加した₁₇）。

このように，ALA が植物の光合成におよぼす影響については多くの報告がなされているが，
その生理学的な作用機序，特に光合成の炭酸固定に係る作用機序についての報告はみられない。

そこで本研究では，ALA がモデル植物であるファストプラントの成長に及ぼす影響を調べ
るとともに，光合成の炭酸固定反応の重要な段階に関わる酵素タンパク質である Rubisco をコ
ードする遺伝子の発現におよぼす影響について調べた。

〈成育調査〉
ALA および PG の施用が植物の成長に及ぼす影響について，生体重，草丈，葉長および根長

の ₄ つの項目を調べた。
生体重では，コントロール区に比べて ALA 区で約₃₀%，PG 区で約₁₃₀% の増大を示した。ま

た，ALA 区に比べて PG 区でも約₇₅% の増大を示した。分散分析の結果，コントロール区と
ALA 区では有意な差は認められなかったが，コントロール区および ALA 区と PG 区では有意
な差が認められた（図 2 ）。

これまでに報告されている ALA が植物に及ぼす影響として，クロロフィルの生合成につい
ては，水耕栽培したライムポトスに₀.₀₁ppm の ALA を添加することで，無添加区に比べてク
ロロフィル含有量が約₁₅% 増加した₁₈）。ALA 処理によるクロロフィル含有量の増加については，
イネやシバなどについても確認されている。また，タバコの白色カルス培養において，培地に
₀.₀₁から₀.₁ppm の ALA を添加したところ，カルスの緑化が進むことが確認された₁₉）。

さらに，ALA がイネ幼苗の成長におよぼす影響を調べたところ，根部浸漬処理では₀.₀₁から
₁₀ppm の濃度で乾物中を指標とした成育促進効果が観察され，特に₀.₁ppm で最も成育が促進
し，無処理区の₁₁₄% の成長を示したが，₁₀₀ppm の高濃度では強い成育抑制が認められたこと
が報告されている。また，その他にもハツカダイコン，ポトス，トウモロコシ，インゲンマメ
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についても低濃度の ALA 処理がそれぞれの植物の成育を促進することが明らかになってい 

る₂₀）。これらの報告については，ALA 単独処理による植物の成育促進が認められているものが
多いが，今回の結果では，ALA を含む肥料である PG 区でのみ有意に成長促進効果が認められ
た。また，ALA を植物の根に施用する場合，₆₀μM 以下の濃度でその成長促進効果が認められ
ている₁₂）。今回の試験では，約₄₆μM の ALA を根に施用したが，ALA 単独施用区では植物の
生体重を指標とした成長促進効果は認められなかった。ALA の成育促進効果は，ALA の施用
濃度，施用時間および植物種により異なる₁₅）ことから，今回使用した ALA の施用方法ではフ
ァストプラントの成長には大きな影響が見られなかったことが考えられる。

草丈の平均値を比較すると，ALA 区と PG 区では大きな差がなかった。ALA 区でコントロ
ール区に比べて約₁₁%，PG 区では約₁₅% 長くなっていることがわかったが，分散分析の結果す
べての試験区で有意な差が認められなかった（図 3 ）。

次に，葉長について調べたところ，その平均値では，コントロール区に比べて ALA 区では
約₁₀% 長くなったが，PG 区では ALA 区に比べて約₃₃%，コントロール区に比べて約₄₅% もの
伸長が認められ，これらの結果は分散分析においても有意な差が認められた（図 4 ）。

また，根長の平均値を比較すると，他の調査項目とは異なり，コントロール区で最も大きな
伸長が認められ，ALA 区に比べて約₆₀%，PG 区に比べて約₄₅% の伸長促進が認められたが，
分散分析の結果では全ての試験区間で有意な差は認められなかった。また，ALA および PG 区
に比べてコントロール区で標準偏差が非常に大きく，根の伸長度合いに大きなばらつきが認め
られた（図 5 ）。鯨は水稲栽培において施肥法を変えると，根茎の形態や機能が変化すること
を示した。すなわち深層，全層，表層等の施肥位置を変えたところ，肥料が分布する土壌域に
おいて側根や根毛がよく発達し，肥料が存在しない土壌域においては根の成育が劣ることを明
らかにした₂₁）。このように肥料成分が存在することで根がよく発達することが一般的にも知ら

図 2　コントロール区（C），ALA 単独施用区（ALA）およびペンタガーデン施用区（PG）の生体重
　　　図中のエラーバーは標準誤差を示し，異なる英小文字間には5% 水準の有意差があることを示す

a
a

b
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れている。また ALA 処理によりハツカダイコンの根の生体重が増加することも報告されてい
る₁₉）。今回の結果から，分散分析では有意な差は見られなかったものの，肥料を施肥した区に
比べて無施肥のコントロール区で根長が長く，ALA および PG は植物の根の伸長を抑制する可
能性が示された。また，コントロール区では根の成長に係る標準偏差が非常に大きかったのに
対し，ALA および PG 区ではコントロール区に比べて根の成長に係る標準偏差が小さく，根長
が比較的揃っていることから，ALA および PG は根の細胞の分裂や伸長を調整して根の形態を
決定する機構に何らかの作用を及ぼしていることが示唆された。

図 3　コントロール区（C），ALA 単独施用区
（ALA） お よ び ペ ン タ ガ ー デ ン 施 用 区
（PG）の草丈

　　　図中のエラーバーは標準誤差を示し，異
なる英小文字間には5% 水準の有意差があ
ることを示す

図 4　コントロール区（C），ALA 単独施用区
（ALA） お よ び ペ ン タ ガ ー デ ン 施 用 区
（PG）の葉長

　　　図中のエラーバーは標準誤差を示し，異
なる英小文字間には5% 水準の有意差があ
ることを示す

図 6　コントロール区（Control），ペンタガー
デン施用区（PG）および ALA 単独施用
区（ALA）の Rubisco および Actin の電気
泳動像

図 5　コントロール区（C），ALA 単独施用区
（ALA） お よ び ペ ン タ ガ ー デ ン 施 用 区
（PG）の根長

　　　図中のエラーバーは標準誤差を示し，異
なる英小文字間には5% 水準の有意差があ
ることを示す
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〈Rubiscoをコードする遺伝子の発現解析〉
Rubisco は，植物をはじめとした光独立栄養生物において，大気中から二酸化炭素を吸収す

るために必要な極めて重要な酵素タンパク質である。カルビン回路に存在し，リブロース₁,₅-

ビスリン酸に二酸化炭素を反応させ， ₂ 分子の₃- ホスホグリセリン酸を生成する反応を触媒し
ている。また，C₃植物の場合には光合成の律速段階となっている₂₂）。

コントロール，ALA および PG 区それぞれの試験区で ₉ 日間栽培した植物体の葉を採取して
RNA を抽出後，逆転写により合成した cDNA を鋳型として，ディジェネレート PCR により
Rubisco をコードする遺伝子の発現量を比較した。その結果，コントロール区に比べて PG 区
および ALA 区で Rubisco をコードする遺伝子の発現量の増大が認められた（図 ₆ ）。

Hotta らは，ポトスの葉身の付いた葉柄を切り取り，Murashige-Skoog 培地と₀.₀₆μM の
ALA を含む培養液に浸けて培養したところ，処理後₄₂時間でクロロフィル含有量は，蒸留水
のみのコントロール区に比べて約 ₂ 倍に増加した一方で，最大光合成速度は₇.₅倍に増加し 

た₁₂）。このことから，ALA 添加による光合成能増大，およびそれに起因する成長促進作用はク
ロロフィル含有量の増加による光補足量の増大や光化学系の活性促進だけではなく，その他の
光合成のコンパートメントが関与していると考えられる。

本研究の結果から，ALA による植物の光合成能力の増強および成長促進作用には Rubisco

をはじめとする炭酸固定に係る代謝の関与が示唆された。一方，これまで ALA が植物におよ
ぼす影響については多くの知見が得られているが，ALA の作用発現には微量必須元素が関与
していることがわかっており₂₃，₂₄），それらの関係についても調べることが，植物体内での
ALA の作用機序をより理解するのに重要である。

【まとめ】

モデル植物であるファストプラント（Brassica rapa）を用いて，ALA が植物の成育および光
合成の炭酸固定における重要な酵素である Rubisco をコードする遺伝子の発現におよぼす影響
を調べた。その結果，成長については生体重および根長で ALA を含有する肥料である PG の
施用により有意な成長促進効果が認められたが，ALA 単独の使用ではコントロール区と有意
な差は認められなかった。また，Rubisco をコードする遺伝子の発現について調べた結果，コ
ントロール区に比べて ALA および PG 区でその発現量が増大したことから，ALA は光合成の
カルビン回路を中心とする炭酸固定反応にも影響を及ぼしている可能性が示唆された。
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Abstract

Effect of ₅-Aminolevulinic Acid on the Growth and Expression of the Gene 
Coding Rubisco in Brassica rapa.

Ken-ichi MUROTA, Tamami HASEGAWA

₅-Aminolevulinic acid （ALA） is a precursor in the biosynthesis of porphyrins such as 
chlorophyll, and ALA formation is the rate-limiting step in chlorophyll biosynthesis in plants.  
High concentrations of ALA in tissues enhance reactive oxygen species production leading to 
oxidative stress, acting as a herbicide, while low ALA concentrations appear to promote growth of 
several crops and vegetables.   

In this paper, we investigated that effect of the ALA and the fertilizer containing ALA （PG） 
treatment on the growth of Fast Plants（Brassica rapa）and on the expression of the gene 
coding for Ribulose-₁,₅-bisphosphate carboxylase/oxygenase （Rubisco） .

There are significant difference between control/ALA treatment and PG treatment in fresh 
weight and leaf length.   Higher level of expression of the gene coding for Rubisco in PG and ALA 
treatment was observed, than those in control.

These results suggest that low concentration of ALA also promote the reaction of carbon 
dioxide fixation in plants.


