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3.a.1 カルビン回路

カルビン回路は光合成炭素固定の初期経路であり，葉

緑体に含まれる11種類の酵素による13の反応で構成さ

れており，大きく以下の３つの段階に分けられる（図1）．

第１段階はカルボキシル化過程で，リブロース-1,5-ビス

リン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ（Rubisco）に

より３分子のCO が３分子のリブロース-1,5-ビスリン

酸（RuBP）に固定され，６分子の3-ホスホグリセリン

酸（PGA）が生じる．第２段階はPGAの還元過程で，

生成したPGAは光化学系に由来するATPとNADPH

でリン酸化・還元され，６分子のトリオースリン酸（ジ

ヒドロキシアセトンリン酸：DHAPおよびグリセルア

ルデヒド３リン酸：GAP）に変換される．第３段階は

RuBPの再生過程で，一連の反応でRuBPが再生され

る．この回路において，トリオースリン酸は鍵となる中

間体であり，５分子のトリオースリン酸から３分子のリ

ブロース-5-リン酸（Ru5P）が再生され，１分子は葉緑

体内でのデンプン合成もしくは細胞質でのショ糖合成へ

と分配される．したがって，カルビン回路でのRuBP再

生に利用するためのトリオースリン酸が枯渇しないよう

に，デンプン・ショ糖合成系への転出とのバランスを維

持することが葉緑体内での炭素代謝では特に重要であ

る．このバランスを維持するために，カルビン回路のい

くつかの酵素群は厳密な制御を受けている．主な調節機

構として，光還元力を利用したフェレドキシン／チオレ

ドキシン（Fd/Trx）系がある．フルクトース-1,6-ビス

ホスファターゼ（FBPase），グリセルアルデヒド－３－

リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH），ホスホリブロキ

ナーゼ（PRK），セドヘプツロース-1,7-ビスホスファ

ターゼ（SBPase）の分子内に存在する２つのシステイン

残基が，光照射下ではFd/Trx系を介した光還元力を利

用して還元されて活性型となり，暗黒下では酸化されて

ジスルフィド結合を形成し不活性型となる．さらにカル

ビン回路は，他の酵素群の特性に基づいて厳密な制御を

受けており，それぞれの酵素学的特性からの調節機構に

ついては詳細に検討されている ．

3.a.2 リブロース-1,5-ビスリン酸カルボキ

シラーゼ／オキシゲナーゼ

(Rubisco）活性測定法

Rubisco（EC4.1.1.39）はRuBPにCO を固定し２分

子の3-ホスホグリセリン酸を生成する反応を触媒する．

Rubisco本来の生理学的な役割はRuBPへのカルボキ

シル化（カルボキシラーゼ反応）であるため，リブロー

ス-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼが正しい呼称であ

るが，CO の代わりにO を固定する反応（オキシゲナー

ゼ反応）も行うことから，リブロース1,5-ビスリン酸カ

ルボキシラーゼ／オキシゲナーゼと呼称される．Rubis-

coの反応において，カルボキシラーゼ反応はO によっ

て，オキシゲナーゼ反応はCO によって拮抗的に阻害さ

れる．したがって，触媒部位近傍の溶存基質濃度をそれ

ぞれ［CO］，［O］，カルボキシラーゼ反応とオキシゲナー

ゼ反応の最大速度をそれぞれ V ，V ，溶存基質に

対するミカエリス定数をそれぞれ K ，K とすると，カル

ボキシラーゼ反応の速度（V ）とオキシゲナーゼ反応の

速度（V ）は次式で表すことが出来る ．
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V /V ＝ V /K /V /K CO /O

V /K はカルボキシラーゼ反応の反応特異性，V /

K はオキシゲナーゼ反応の反応特異性を示す．この式か

らRubiscoの両反応の特異性の比 V /K /V /

K ，すなわち反応特異性（relative specificity：S ま

たはτ）を示す次式が導かれる．

S ＝V O /V CO ＝V K /V K

S が高いほどカルボキシラーゼ反応を好むことを意味

する．高等植物のRubiscoでは60～130，緑藻のRubisco

では60～65，ラン藻のRubiscoでは40前後である ．空

気と平衡にある水中の溶存CO とO 濃度はそれぞれ

11μM，256μMである．この条件では95の S をもつ

高等植物のRubiscoでは，カルボキシラーゼ反応がオキ

シゲナーゼ反応の4.1倍の速度で進行することになる．

一方，40の S をもつラン藻のRubiscoでは，その値は

1.7倍となる．

活性測定は，反応生成物であるPGAの増加量を，PGA

キナーゼおよびNAD-GAPDHとのカップリング反応

によるNADHの減少量として，チャートスピード15

mm/min，レンジ0.4（20mV），27℃における340nmの

吸光度変化により測定する ．NADHの340nmにおけ

る分子吸光係数εは6220M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH7.8），1mM EDTA，5mM DTT，5mM
 

MgCl，１％ Triton X-100を加え，海砂，PVPを

スパチュラに１杯ずつ加えた後に乳鉢，乳棒で破砕

する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．

３．1mlセル２つに反応系 50mM HEPES-KOH

（pH8.0），15mM MgCl，1mM EDTA，20mM
 

NaCl，10mM DTT，0.5mM ATP，0.2mM
 

NADH，5mM ホスホエノールピルビン酸（PEP），

5mMリン酸クレアチン，10mM NaHCO，20 unit

カルビン回路の酵素

図1：カルビン回路
⑴リブロース-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ（Rubisco），⑵ホスホグリセリン酸キナーゼ，⑶グリセルアル
デヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH），⑷トリオースリン酸イソメラーゼ，⑸アルドラーゼ，⑹フルクトース-1,6-ビスホ
スファターゼ（FBPase），⑺トランスケトラーゼ，⑻セドヘプツロース-1,7-ビスホスファターゼ（SBPase），⑼リブロース-5-リ
ン酸エピメラーゼ，⑽リボース-5-リン酸イソメラーゼ， ホスホリブロキナーゼ（PRK）
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ピルビン酸キナーゼ（PK），2 unitクレアチンホス

ホキナーゼ，18 unit NAD-GAPDH，18 unit PGA

キナーゼ をそれぞれ1mlずつ加え，両方に粗酵素

液（1050μl）を加えて撹拌する．

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ1mM RuBPを加えて素早く撹

拌し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時

的に測定する（約10分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADH減少速

度を計算し，Rubisco活性とする．

７．活性化状態の活性を測定する場合は，粗酵素に20

mM MgCl，10mM NaHCO を加えて氷上で10分

間インキュベートした後に，上記36の方法で

Rubisco活性の測定を行う．

3.a.3 グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒド

ロゲナーゼ（GAPDH）活性測定法

GAPDH（EC1.2.1.9）は1,3-ビスホスホグリセリン

酸（DPGA）←→GAPの反応を可逆的に触媒する酵素で

あり，高等植物には葉緑体と細胞質に局在している．葉

緑体型GAPDHはNADP(H)およびNAD(H)のいずれ

も利用し，NADP－GAPDHと表される．一方，細胞質

型GAPDHはNAD(H)のみを利用することから，

NAD－GAPDHと表される．葉緑体型GAPDHはカル

ビン回路で機能しており，Fd/Trx系を介した酸化還元

により活性調節を受ける．細胞質型GAPDHはショ糖合

成系（解糖系）で機能しており，酸化還元による活性調

節を受けない．活性測定の際にNADPHを用いること

により，葉緑体型GAPDHのみを測定することが可能で

ある．活性の測定にはＷビーム分光光度計を用い，

NADPHの減少量を，チャートスピード15mm/min，レ

ンジ0.4(20mV），27℃における340nmの吸光度変化に

より測定する ．また，基質であるDPGAが非常に高価

である（入手しにくい）ため，PGAをPGAキナーゼに

よってDPGAに変換する反応をカップルさせて測定す

る．NADPHの340nmにおける分子吸光係数εは6220

M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，1mM EDTA，1mM
 

GSH，2.5mM DTT（細胞内活性化率を測定する場

合はGSH，DTTを除く），1％ Triton X-100を加

え，海砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に

乳鉢，乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．（細胞内

活性化率を測定する場合は，N 置換すること）

３．1mlセ ル 2つ に 反 応 系 100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，5mM ATP，0.2mM
 

NADPH，10mM GSH，2 unit PGAキナーゼ を

それぞれ1mlずつ加え，両方に粗酵素液（1050μl）

を加えて撹拌する．（NAD－GAPDH活性を測定

する場合は，NADPHの代わりにNADHを加え

る．）

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ3mM PGAを加えて素早く撹拌

し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時的

に測定する（約10分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADPH減少

速度を計算し，GAPDH活性とする．

７．活性化状態の活性を測定する場合は，粗酵素液に20

mM DTTを加えて氷上で30分間インキュベート

した後に，上記36の方法でGAPDH活性の測定を

行う．

3.a.4 フルクトース-1,6-ビスリン酸アルド

ラーゼ（FBA）活性測定法

FBA（EC4.1.2.13）はDHAP＋GAP←→フルクトー

ス-1,6-ビスリン酸（FBP）FBPの反応を可逆的に触媒

する酵素であり，高等植物には葉緑体と細胞質に局在し

ている．FBAはその酵素学的性質から，反応に金属イオ

ンを必要としないクラスI-FBA（CI-FBA）と，反応に金

属イオンを必要とするクラスII-FBA（CII-FBA）とに分

類される．真核光合成生物の葉緑体にはCI-FBAのみが

存在するのに対し，細胞質にはCI-FBAとCII-FBAの

両方が存在する．ラン藻（Synechocystis PCC6803）には

CI-FBAとCII-FBAの両方が存在することが報告され

ている ．FBA活性の測定は，FBP→DHAP＋GAPの

反応生成物であるGAP生成量を，トリオースリン酸イ

ソメラーゼ（TPイソメラーゼ）およびグリセロール

-3-リン酸デヒドロゲナーゼとのカップリング反応によ

るNADHの減少量として，チャートスピード15mm/

min，レンジ0.4（20mV），27℃における340nmの吸光

2112009 低 温 科 学 vol.67



度変化により測定する ．NADHの340nmにおける分

子吸光係数εは6220M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），5mM MgCl，1mM EDTA，50mM
 

KCl，3mM DTT，１％ Triton X-100を加え，海

砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に乳鉢，

乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す

３．1mlセル2つに反応系 50mM Tris-HCl（pH8.5)，

5mM MgCl，0.15mM NADH，5 unit TPイソメ

ラーゼ，2 unitグリセロール-3-リン酸デヒドロゲ

ナーゼ をそれぞれ1mlずつ加え，両方に粗酵素液

（1050μl）を加えて撹拌する．

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ2mM F6Pを加えて素早く撹拌

し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時的

に測定する（約５分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADH減少速

度を計算し，アルドラーゼ活性とする．

７．CI-FBAは上記方法で測定できるが，CII-FBAを測

定する場合は5mM MgClの代わりに0.2mM
 

CoClを加え，反応系のpHを7.5にして同様に測

定する．

3.a.5 フルクトース1,6-ビスホスファターゼ

（FBPase）活性測定法

FBPase（EC3.1.3.11）は，FBPをフルクトース-6-リ

ン酸（F6P）と無機リン酸に加水分解する反応を触媒する

酵素であり，高等植物には葉緑体型と細胞質型の２種類

のアイソザイムとして存在している．葉緑体型FBPase

はカルビン回路で機能しており，Fd/Trx系を介した酸

化還元により活性調節を受ける．細胞質型FBPaseは

ショ糖合成系で機能しており，酸化還元による活性調節

を受けず，AMPおよびフルクトース-2,6-ビスリン酸

（F2,6-P）による阻害を受ける．これらの性質を利用す

ることにより，葉緑体型と細胞質型のFBPaseを分別測

定することも可能である．活性の測定にはＷビーム分光

光度計を用い，グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ

（G6PDH），ホスホグルコースイソメラーゼ（GPイソメ

ラーゼ）とのカップリング反応によるNADPHの増加

量を，チャートスピード15mm/min，レンジ0.4（20

mV），27℃における340nmの吸光度変化により測定す

る ．NADPHの340nmにおける分子吸光係数εは

6220M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，1mM EDTA，1mM
 

GSH，2.5mM DTT（細胞内活性化率を測定する場

合はGSH，DTTを除く），１％ Triton X-100を加

え，海砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に

乳鉢，乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．（細胞内

活性化率を測定する場合は，N 置換すること．）

３．1mlセ ル ２ つ に 反 応 系 100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，1mM EDTA，0.4mM
 

NADP，0.5 unit G6PDH，1.5 unit GPイソメラー

ゼ をそれぞれ1mlずつ加え，両方に粗酵素液（10

50μl）を加えて撹拌する．

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ200μM FBPを加えて素早く撹

拌し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時

的に測定する（約10分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADPH増加

速度を計算し，FBPase活性とする．

７．活性化状態の活性を測定する場合は，粗酵素に20

mMになるようにDTTを加えて氷上で30分間イ

ンキュベートした後に，上記36の方法でFBPase

活性の測定を行う．

3.a.6 トランスケトラーゼ活性測定法

トランスケトラーゼ（EC2.2.1.1）はF6P＋GAP←→

キシルロース-5-リン酸(X5P)＋エリスロース-4-リン酸

（E4P）（もしくはセドヘプツロース-7-リン酸（S7P）＋

GAP←→X5P＋リボース-5-リン酸（R5P））の反応を可

逆的に触媒する酵素で，活性の測定はX7P＋E4P→

F6P＋GAPの反応生成物であるGAP生成量を，TPイ

ソメラーゼおよびグリセロール-3-リン酸デヒドロゲ

ナーゼとのカップリング反応によるNADHの減少量と

して，チャートスピード15mm/min，レンジ0.4（20

212 カルビン回路の酵素



mV），27℃における340nmの吸光度変化により測定す

る ．NADHの340nmにおける分子吸光係数εは6220

M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），5mM MgCl，1mM EDTA，50mM
 

KCl，3mM DTT，１％ Triton X-100を加え，海

砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に乳鉢，

乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．

３．1mlセル２つに反応系 100mM HEPES-KOH

（pH7.5），12mM MgC ，0.15mM NADH，0.2

mM チアミンピロリン酸，0.8mM X5P，0.8mM
 

E4P，5 unit TPイソメラーゼ，2 unitグリセロー

ル-3-リン酸デヒドロゲナーゼ をそれぞれ1mlず

つ加え，両方に粗酵素液（1050μl）を加えて撹拌す

る．

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ0.8mM X5Pを加えて素早く撹

拌し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時

的に測定する（約10分間）．

3.a.7 セドヘプツロース-1,7-ビスホスファ

ターゼ（SBPase）活性測定法

SBPase（EC3.1.3.37）はセドヘプツロース-1,7-ビス

リン酸（SBP）をS7Pと無機リン酸に加水分解する反応

を触媒する酵素であり，Fd/Trx系を介した酸化還元に

より活性調節を受ける．活性測定はホスホフルクトキ

ナーゼ（PFK），PK，乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）と

のカップリング反応によるNADHの減少量を，チャー

トスピード30cm/hr，レンジ0.4（20mV），27℃におけ

る340nmの吸光度変化により測定する方法と ，

SBPase反応により生じるリン酸を定量する方法 があ

る．

［実験方法（カップリング反応による活性測定法）］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，1mM EDTA，1mM
 

GSH，2.5mM DTT（細胞内活性化率を測定する場

合はGSH，DTTを除く），１％ Triton X-100を加

え，海砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に

乳鉢，乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．（細胞内

活性化率を測定する場合は，N 置換すること）

３．1mlセル２つに反応 系 100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，20mM KCl，0.1mM
 

ATP，1mM PEP，0.15mM NADH，20mM DTT，

2 unit PK，2 unit LDH，0.5 unit PFK をそれぞ

れ1mlずつ加え，両方に粗酵素液（1050μl）を加

えて撹拌する．（initial activityを測定する場合は

DTTを除く．）

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ400μM SBPを加えて素早く撹

拌し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時

的に測定する（約20分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADH減少速

度を計算し，SBPase活性とする．

７．活性化状態の活性を測定する場合は，粗酵素液に20

mM DTTを加えて氷上で30分間インキュベート

した後に，上記36の方法でGAPDH活性の測定を

行う．

［実験方法（リン酸定量による活性測定法）］

１．A溶液（50mM Tris-HCl，pH8.2，15mM MgCl，

1.5mM MgCl）およびＢ溶液（50mM Tris-HCl，

pH8.2，15mM MgCl，1.5mM MgCl，10mM
 

DTT，1mM SBP）］および粗酵素液を以下のよう

に混合し，27℃で５分間インキュベートする．

コントロール：Ａ溶液（80μl-粗酵素液量），Ｂ溶液

（66μl）

リファレンス：Ａ溶液（80μl-粗酵素液量），Ｂ溶液

（66μl），粗酵素液（1020μl）

２．反応終了後急冷し，完全に反応を止めるため，６％

（v/v）過塩素酸をすべてのチューブに50μl加える．

３．コントロールには粗酵素液をリファレンスと同量加

える．

４．沈殿が多い場合には12,000× g，４℃で10分間遠

心分離後，上清を新しい試験管に移す．

５．リン酸定量の検量線作製に用いるリン酸標準液とし

て，リン酸二水素ナトリウムを0.4，0.25，0.2，0.15，

0.1，0.05，0.025mMの濃度になるように６％（v/v）

過塩素酸に溶解する．
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６．0.5N HSO に0.3％モリブデン酸アンモニウムを

加えた溶液（Ｃ溶液）を作製する．

７．リン酸標準液，SBPase反応液をそれぞれ40μlず

つ試験管に入れ，C溶液を850μl加え，混ぜた後10

分間室温で静置する．

８．0.035％マラカイトグリーン，0.35％ポリビニルアル

コール（Ｄ溶液）を150μl加え混ぜた後，45分間室

温で静置し，分光光度計を用いて620nmでの吸光

度を測定する．

3.a.8 ホスホリブロキナーゼ（PRK）活性測

定法

PRK（EC2.7.1.19）はRu5PとATPからRubicoの

基質となるRuBPとADPを生成する．Fd/Trx系を介

した酸化還元により活性調節を受ける．活性測定は，

PRK反応生成物であるADPの増加量を，LDH，PKと

のカップリング反応によるNADHの減少量として，

チャートスピード15mm/min，レンジ0.4（20mV），

27℃における340nmの吸光度変化により測定する．ま

た，基質であるRu5Pが非常に高価である（手に入りに

くい）ため，R5Pをリボース-5-リン酸イソメラーゼ

（R5Pイソメラーゼ）によってRu5Pに変換する反応を

カップルさせて測定する ．NADHの340nmにおける

分子吸光係数εは6220M cm とする．

［実験方法］

１．植物組織（12g wt）に5mlの100mM Tris-HCl

（pH8.0），10mM MgCl，1mM EDTA，1mM
 

GSH，2.5mM DTT（細胞内活性化率を測定する場

合はGSH，DTTを除く），１％ Triton X-100を加

え，海砂，PVPをスパチュラに１杯ずつ加えた後に

乳鉢，乳棒で破砕する．

２．破砕液を遠沈管に移して12,000× g，４℃で10分

間遠心分離後，上清を新しい試験管に移す．（細胞内

活性化率を測定する場合は，N 置換すること）

３．1mlセ ル 2つ に 反 応 系 100mM Tris-HCl

(pH8.0)，10mM MgCl，5mM GSH，1mM ATP，

0.2mM NADH，50mM KCl，0.5mM PEP，5 unit
 

LDH，2 unit PK，2 unit R5Pイソメラーゼ をそ

れぞれ1mlずつ加え，両方に粗酵素液（1050μl）

を加えて撹拌する．

４．W ビームのセルホルダーにそれぞれセットし，

27℃，吸光度340nmの条件で約２分間ベースライ

ンを引く．

５．片方のセルにのみ2mM R5Pを加えて素早く撹拌

し，反応開始とする．340nmの吸光度変化を経時的

に測定する（約10分間）．

６．上記実験条件で得られたデータからNADH減少速

度を計算し，PRK活性とする．

７．活性化状態の活性を測定する場合は，粗酵素液に20

mM DTTを加えて氷上で30分間インキュベート

した後に，上記36の方法でPRK活性の測定を行

う．

3.a.9 その他の酵素

PGAキナーゼ，TPイソメラーゼ，リブロース-5-リン

酸エピメラーゼ ，R5Pイソメラーゼ があるが，これら

のほとんどが上記酵素活性測定法を改変することにより

測定可能である．詳細はそれぞれの報告を参照されたい．
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