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研究成果の概要： 

土壌細菌アグロバクテリウムのサイトカイニン（CK）合成酵素 Tmr は、トランジットペプチド

領域を持たないにもかかわらず、宿主植物色素体内に局在し高活性の CK（ゼアチン）を合成す

る。本研究では Tmr タンパク質の色素体内への移行に関わる機構を部分的に明らかにした。ま

た Tmr のイソ酵素である Tzs タンパク質の結晶構造を決定し、Tmr の色素体移行に必要な領域

の絞り込みに成功した。さらに色素体内でゼアチンを合成することの生物学的な重要性を明ら

かにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 植物細胞内には色素体と呼ばれるオルガ
ネラが存在する。色素体内に存在するタンパ
ク質の大半は核ゲノムにコードされ、翻訳後
に色素体内に輸送される。このような色素体
タンパク質は、一般的にアミノ末端に付加配
列（トランジットペプチド）を持つ前駆体と
して翻訳され、Toc-Tic 複合体と呼ばれる輸
送装置を介して色素体内に運ばれる。 
 しかしアグロバクテリウム由来のサイト

カイニン合成酵素 Tmr は、この一般則に当て
は ま ら な い 。 Tmr は Agrobacterium 
tumefaciens が持つ Ti-プラスミドの T-DNA
領域にコードされているが、Tmr はトランジ
ットペプチド領域を持たないため、宿主植物
細胞の色素体内に局在するとは考えられて
いなかった。しかし我々の研究により、Tmr
は宿主植物の色素体ストロマ内に局在し、か
つ色素体内で合成される HMBDPを基質として
ゼアチン合成を行っていることが明らかに



なった。このことは外来遺伝子産物である
Tmr タンパク質が宿主細胞の色素体内に移行
する輸送システムが存在することを示して
いる。さらに T-DNA 領域全体ではなく Tmr 遺
伝子のみを植物に導入しても Tmrタンパク質
は色素体内に移行されることから、Tmr タン
パク質自身に植物細胞内での色素体移行シ
ステムにリクルートされる能力があると予
想された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、以下の２点を目的とした。 
(1) Tmr タンパク質のプラスチド内への輸送
機構の仕組みを明らかにする。 
(2) Tmr が色素体内に移行する能力を獲得し
た生物学的な意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Tmr タンパク質のプラスチド内への輸送
機構の仕組みの解明 
①試験管内での転写翻訳系を利用し、
Toc-Tic 系による Tmr タンパク質の葉緑体内
移行能力を検定する。 
②膜輸送系の変異体を用いて Tmrの色素体移
行への影響を調べることで、Toc-Tic 系以外
のシステムによる輸送の関与について検討
する。 
③色素体移行能力に関わる Tmrの高次構造的
特徴を明らかにするため、イソ酵素である
Tzs の結晶構造を決定する。Tmr と Tzs のキ
メラタンパク質の色素体への移行能力を検
定することで、移行に必要な領域と、そのタ
ンパク質分子上における立体的な配置を明
らかにする。 
 
(2) Tmr の色素体移行能力獲得の生物学的な
意義 
①色素体移行能力を持つアグロバクテリウ
ムの Tmr、色素体移行能力を持たない Tzs、
および、色素体移行能力を持つシロイヌナズ
ナの AtIPT1 について基質特異性等の生化学
的特徴付けを行なう。 
②アグロバクテリウムの Ti-プラスミド上の
Tmr 遺伝子を相同組換え法により Tzs, 
AtIPT1 に置換した、組換えアグロバクテリウ
ムを作出し、バラおよびコダカラベンケイに
接種する。それぞれの腫瘍形成とホルモン蓄
積様式を解析することで、サイトカイニン合
成の場と生産されるサイトカイニンの分子
種の違いが腫瘍形成に及ぼす影響を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) Tmr タンパク質のプラスチド内への輸送
機構の仕組みの解明 
①葉緑体移行効率が高いフェレドキシン
(Fd)、グルタミン合成酵素(GS)の試験管内で
の転写・翻訳系を構築し、Tmr とともにそれ

らの葉緑体移行効率を複数回にわたり比較
したところ、Fd, GS の葉緑体内への移行は認
められたのに対し、Tmr では全く認められず、
Tmr 通常の Toc-Tic 系を介して輸送されるタ
ンパク質とは異なる経路を介する可能性が
示唆された。もしくは Toc-Tic 系によって輸
送されるものの、宿主植物側の別のコンポー
ネントが必要である可能性も考えられた。 
②Tmr-GFP融合タンパク質をCaMVプロモータ
ー制御下で一過的に発現させる系を構築し、
膜輸送系に異常をきたす変異体シロイヌナ
ズナ表皮細胞に導入し、GFP 蛍光の局在パタ
ーンを解析した。その結果、変異体内で GFP
蛍光は葉緑体内にほとんど認められなかっ
た。しかし、葉緑体自体の形態にも大きな異
常が見られた。以上のことは Tmr が Toc-Tic
経路ではなく膜輸送系を介して色素体に輸
送されることを示唆しているものの、変異体
の二次的な影響により、Toc-Tic 系によるタ
ンパク質の輸送効率の低下の可能性も考え
られた。 
 
③Agrobacterium tumefaciens の Ti-plasmid
上にコードされる Tzsについてその構造を決
定し、生合成反応が SN2 求核置換反応による
ものであることを明らかにした。Tzs を対象
タンパク質としたのは Tmrの大量精製が極め
て困難だったからである。 
 

Tzs の結晶構造 

 
高等植物型 IPT と土壌細菌型 IPT 間での基

換したキメラ

 
質特異性の違いの決定に関わるアミノ酸残
基を同定した。これらの残基は活性中心付近
に集中しており、プラスチド移行能力との関
連は低いものと推察された。 
 Tmr/Tzs 間での広い領域を置
タンパク質を作製し、一過的発現系を用いて
色素体への移行能力の有無を検討した。 

 



キメラタンパク質を用いた色素体への移行能力の検定 

 
緑体移行が確認されている Tmr と、同じく

色素体への移行に関わる領域（赤色） 

 

 
) Tmr の色素体移行能力獲得の生物学的な

ロバクテリウムの Tmr、Tzs、および、

アグロバクテリウムの Ti-プラスミド上の

変異体アグロバクテリウムの腫瘍形成検定 

 

本研究により、Tmr タンパク質の色素体へ
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葉
土壌微生物の IPTでありながらも葉緑体移行
能力を持たない Tzsのキメラタンパク質を多
種類作成し、それらの GFP 融合タンパク質を
パーティクルガン法により植物細胞内で一
過的に発現させることにより、Tmr の葉緑体
移行に必要な領域の絞り込みを行った。その
結果、Tmr タンパク質のアミノ末端から 12 番
目から 36 番目のアミノ酸領域に葉緑体移行
に必要なアミノ酸残基もしくはその高次構
造が存在することが明らかとなった。Tzs の
結晶構造をもとに絞り込み領域のタンパク
質分子上での分布を調べたところ、この領域
のは基質結合領域である P-ループの一部を
含み、タンパク質表面に露出している残基も
あった（下図、赤色領域）。この領域がタン
パク質の葉緑体への移行の認識に関わって
いるものと予想された。 

 

Tmr, Tzs, AtIPT1 の酵素学的特性比較 

(2
意義 
①アグ
シロイヌナズナの AtIPT1（色素体局在型）に
ついて基質特異性等の生化学的特徴付けを
行ない、Tmr, TzsはともにDMAPPに加えHMBDP
も同等の親和性で基質として利用できるこ
とを明らかにした。 
 
②

Tmr 遺伝子を相同組換え法により Tzs, 
AtIPT1 に置換した、組換えアグロバクテリウ
ムを作出し、バラおよびコダカラベンケイに
接種し、それぞれの腫瘍形成とホルモン蓄積
様式を解析した。その結果、Tmr を Tzs に置
換した Agrobacterium 変異体の感染では、イ
ソペンテニル型のサイトカイニン蓄積が起
こったが、ゼアチン型サイトカイニンはほと
んど蓄積せず、腫瘍形成もほとんど起こらな
かった。一方、AtIPT1 に置換したものはイソ
ペンテニル型サイトカイニンの顕著な蓄積
がみられたと同時に、腫瘍も形成された。野
生型 Agrobacteriumではゼアチン型のサイト
カイニンが蓄積し、かつ腫瘍が形成された。 
 Tmr と Tzs はサイトカイニン生合成に関す
る酵素学的性質はほとんど変わらないこと
から、Tmr の色素体移行能力と、色素体内で
の優先的な HMBDP利用によるゼアチンの生合
成が効率の良い腫瘍形成に重要であること
が示唆された。また、AtIPT1 ではイソペンテ
ニル型サイトカイニンを蓄積したものの腫
瘍形成が起こったことから色素体内でのサ
イトカイニン合成が腫瘍形成に重要である
ことが示唆された。 
 

 

 
 
の輸送システムと、色素体局在の生物学的重
要性の一端を明らかにできたと考えている。
今後は Tmrタンパク質の色素体移行に関わる
輸送システムの更なる解析に加え、色素体内
で Tmr が HMBDP を優先的に利用できる仕組み
等を明らかにしていく必要があると考えて
いる。 
 
 
５
（研究代表者、研究分
は下線） 
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