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研究成果の概要（和文）：本研究では、無細胞タンパク質合成系にクラミドモナス由来の脂肪顆粒（LD）を添加
することで，翻訳・フォールディングと共役させながら外来タンパク質をLDに導入する手法を開発した。その手
法を用いた機能解析により、LDやゴム粒子（RP）の膜タンパク質の膜結合ドメインが解明された。さらに、その
膜結合ドメインを超長鎖trans-1,4-ポリイソプレン（tPI）合成酵素（tPT）に融合させることで、LD膜上にtPT
を導入することに成功した。これにより、生成物であるtPIの重合度が10倍に増大することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method to introduce foreign proteins into 
lipid droplets (LDs), coupled with translation and folding, by adding LDs prepared from 
Chlamydomonas reinhardtii to a wheat germ cell-free protein expression system. Functional analysis 
using this method revealed the membrane binding domain of LD membrane proteins, which consists of 
some amphipathic helices. Furthermore, by fusing the membrane binding domain, we were able to 
introduce a trans-prenyltransferase, first identified as an ultra-long chain trans-1,4-polyisoprene 
(tPI) synthase, to the LD membrane. This resulted in a tenfold increase in the degree of 
polymerization of the products, tPI.

研究分野： 植物分子細胞生物学

キーワード： 脂肪顆粒　ゴム粒子　ポリイソプレン　無細胞翻訳系　プレニルトランスフェラーぜ　天然ゴム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
代謝工学により植物細胞内で有用疎水性化合物を高生産・高蓄積させるためには、細胞への悪影響を回避するこ
とが必要となる。LDやRPなどの脂質一重層オルガネラは、疎水性化合物を隔離的に貯蔵することから、それらの
膜上に種々の外来酵素を配置することで、反応生成物を膜内部へ効率よく蓄積させる系の構築が可能となる。本
研究で解明されたLD膜結合配列は、外来酵素のLD膜上への配置を可能とすることから、その学術的・産業的なイ
ンパクトが非常に大きい。また、本研究で初めてtPI合成酵素が同定された。これらの発見の統合により、脂質
一重層オルガネラをシンク器官としたポリマーファクトリーセル構築が可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
化石燃料の枯渇による化成品の原料不足、温室効果ガスによる地球温暖化などの世界的諸問題
解決の鍵の一つとして、植物における物質生産が注目されている。植物の二次代謝物の中には、
医薬品や工業材料として高機能で化学合成が困難な構造を有するものも多いため、代謝工学的
手法により標的化合物を高生産・高蓄積する植物を作出することは、ポスト石油化学時代の物質
生産システムを構築する上で極めて重要な課題である。しかし、目的の化合物が脂溶性である場
合、細胞内におけるそれらの高蓄積は膜構造に影響を及ぼし細胞死などが誘発されるため、細胞
外への排出、あるいはオルガネラ内への隔離的貯蔵を促進させる必要がある。一般に、植物細胞
外のアポプラスト空間は酸化的環境であるため、目的化合物の酸化等の悪影響を考慮すると、細
胞外への排出よりも細胞内におけるオルガネラ内への貯蔵が望ましい。疎水性化合物の貯蔵オ
ルガネラとしては、トリアシルグリセロール（TAG）やステロールエステルを貯蔵する脂肪顆粒
（lipid droplet, LD）がよく知られている（図 1）。LD は真核生物に普遍的なオルガネラであり、
小胞体から発生（出芽）する際にリン脂質一重層構造が形
成される。また、天然ゴム（cis-1,4-ポリイソプレン）生産
植物のラテックス（乳管細胞の細胞質）内では、LD と同
様に脂質一重層で覆われたオルガネラであるゴム粒子
（rubber particle, RP）が形成され、その内部に天然ゴム分
子が隔離貯蔵されている。これらのオルガネラの膜表面に
は、その構造維持に寄与すると想定されるタンパク質群に
加え、内含する疎水性分子の生合成関連酵素が存在してお
り、オルガネラ内への効率的な取り込みが行われている。 
 代表者らは最近、長らく謎であった天然ゴム生合成機構の解明に世界に先駆け成功した。以前
より、天然ゴムの生合成（重合）酵素は cis 型プレニル鎖延長酵素（cPT）の一種と推定されてい
たが、天然ゴム生合成活性の再現には成功していなかった。代表者らは、その要因が酵素の RP
膜への適正な導入にあることを見出し、無細胞タンパク質発現系を利用することで、翻訳・折り
畳みと共役させながら外来タンパク質を RP膜に導入する系を開発した。その手法で RPに導入
されたパラゴムノキ（主要天然ゴム産生植物）の cPTは酵素活性を示し、世界で初めて組換え酵
素により分子量 106以上（重合度 〜5,000）の天然ゴムを in vitro合成することに成功した。驚い
たことに、通常は重合度 20 程
度までのポリイソレンしか生
合成しないヒトや酵母由来の
cPTでも、パラゴムノキのRPに
導入することで、天然ゴムサイ
ズのポリイソプレンを合成す
る様になることが分かった。以
上より研究代表者は、LDや RP
の膜上に様々な有用疎水性ポ
リマー合成酵素を配置させる
ことで、疎水性化合物の効率的
な収容による重合反応の促進
が達成できるという着想を得る
に至った（図 2）。LD、RPいずれのオルガネラも、その発生機構だけでなく、脂質一重層膜への
タンパク質移行機構は未解明の点が多い。酵母などにおける遺伝学的研究により、細胞内におけ
る LDの数や粒径に影響するタンパク質は見出されているが、機構の全容解明には程遠いのが現
状である。また、このタンパク質移行機構は、各オルガネラに特定の疎水性化合物（TAGや天然
ゴム）が蓄積すること、すなわち、特定の酵素が選択的に膜上に配置されるという事実から、LD
と RPでは異なる機構が存在している可能性も示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脂質一重層オルガネラ膜上に外来酵素を導入することで内部に疎水性ポリマーを
隔離貯蔵させるための基盤構築を最終的な目的として、まず、「（1）脂質一重層オルガネラ膜へ
の移行に必要なタンパク質モチーフと制御機構の解明」を行い、その機構をもとに「（2）脂質一
重層オルガネラ膜への外来酵素導入による有用疎水性化合物生産系の構築」を行うことを目的
として研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
本研究における 2つの研究目的について、それぞれを達成するための研究課題を設定した。 
（1）脂質一重層オルガネラ膜への移行に必要なタンパク質モチーフと制御機構の解明 

 図 1 RP と LD の比較 

 図 2 本計画の基本概念および作業仮説 



① LD膜移行タンパク質の同定 
 動物細胞の LD 膜タンパク質は、LD の出芽とともに ER
膜から持ち込まれた Class I と、サイトゾルから LD膜上に
移行する Class II に大別される。Class II タンパク質は明確
な膜貫通ドメインを持たず、両親媒性ヘリックスを介し LD
膜と結合すると予想されているが、その機構の詳細は不明で
ある。また、高等植物では、その分類自体が適用可能かどう
かも不明である。そこで本研究では、アボカドおよびクラミ
ドモナスの LD、およびパラゴムノキの RP のプロテオミク
スデータを活用し、二次構造予測から Class IIと予想された
タンパク質を探索し、同時進行する②にて開発された手法を
用いて LD、RPへの in vitro 導入を行い、実際の膜移行を検
証する。 
② 無細胞タンパク質発現系を利用した LD へのタンパク質
導入系の開発 
 既に確立済みである RPへのタンパク質導入法をもとに、
LDへの外来タンパク質導入法を確立する（図 3）。精製アボ
カド LD をコムギ胚芽由来無細胞翻訳系に添加し反応させ
た後、超遠心分画により LD 層を回収し、Western 解析でタ
ンパク質の導入を確認する。なお、研究成果にて後述する通り、アボカド LDの安定性の低さか
ら、LDをクラミドモナスから単離・精製することに変更した。 
③ LD、RP膜への移行に必須なドメインの解明 
 課題①、②で解明された複数の LD 膜、RP 膜結合タンパク質に関し、構造予測に基づき構造
ドメインごとに分割した各種配列断片を作製し、それらを各膜系に導入することで、移行に必須
なドメインを探索する。さらに、RP 移行配列、LD 移行配列がヘテロな膜系である LD、RPにそ
れぞれ導入されるかを検証する。 
（2）脂質一重層オルガネラ膜への外来酵素導入による有用疎水性化合物生産系の構築 
④ 膜移行配列と融合させた新規ポリイソプレノイド合成酵素の LD、RPへの導入 
 課題②で確立した無細胞翻訳系を利用し、LD 膜、RP 膜への移行ドメインを融合させた異種
酵素を LD、RP に導入する。LD にはパラゴムノキ由来の天然ゴム合成酵素（cPT）の導入を試
みる。また、RP、LDの両方に、transプレニル鎖延長酵素（tPT）を導入する。自然界には、cis-
1,4-ポリイソプレンである天然ゴムの他に、trans-1,4-ポリイソプレン（分子量＞104、図 4）も存
在するが、この生合成機構は未解明である。tPTは全ての生物が有する酵素であるが、それによ
り生成するポリイソプレン鎖は一般に重合度 10 程度までである。超長鎖の trans-1,4-ポリイソプ
レンの生合成も、天然ゴム生合成と同様に、tPTが脂質一重層オルガネラの膜上に配置されるこ
とが鍵となっていると考えられるため、それを検証する。チクル（チューンガムの天然原料）を
産生するサポジラのラテックスには trans-1,4-ポリイソプレンが含まれる。そこでサポジラのラ
テックスより tPT のホモログをク
ローニングし、それを無細胞翻訳系
で RP、LDに導入する。モノマー基
質である 14C-IPPを用いたアッセイ
とゲル浸透クロマトグラフィーに
より、trans-1,4-ポリイソプレン合成
を実証する。 
 
４．研究成果 
（1）脂質一重層オルガネラ膜への移行に必要なタンパク質モチーフと制御機構の解明 
① LD膜移行タンパク質の同定 
既往のプロテオームデータから、パラゴムノキの RP の膜には、SMALL RUBBER PARTICLE 

PROTEIN (SRPP)と呼ばれる機能未知のタンパク質が高蓄積している。また、SRPPと類似配列を
有する RUBBER ELONGATION FACTOR (REF)も同様に高蓄積している。一方、植物由来の LD
膜タンパク質には、SRPPと配列類似性を示す LIPID DROPLET-ASSOCIATED PROTEIN (LDAP)
と呼ばれるタンパク質が高蓄積している。これらのタンパク質について AlphaFold2 を用いた立
体構造予測を行った結果、いずれも複数の疎水性あるいは両親媒性ヘリックスからなるタンパ
ク質であることが示された。そこで、これらの脂質一重層オルガネラ間に共通した膜タンパク質
移行機構が存在することを予想し、本研究ではまず、SRPP、REF、LDAPを解析対象とすること
とした。 
② 無細胞タンパク質発現系を利用した LDへのタンパク質導入系の開発 
まず、LDへのタンパク質移行を解析するための手法として、植物細胞より LDを調製し、それ
を無細胞タンパク質合成系に添加することで、翻訳・折り畳みと共役させながら外来タンパク質
を導入する系を開発した。まず、無細胞タンパク質合成系に添加する LDをアボカド中果皮から
精製し、それを無細胞タンパク質合成系に導入した。しかし、アボカド LDの安定性が低く、外
来タンパク質導入後の LD 精製過程において、その多くが壊れてしまうことが明らかになった。

図 3 無細胞翻訳系によるタンパク質導入 

  図 4  trans-1,4-ポリイソプレンの推定生合成反応 



また、材料であるアボカド果実の入手経路（市場や国内生産者からの購入）や品種などによって、
調製する LDの安定性が大きく異なることも示された。これらから、アボカド由来 LDを本研究
に用いることは難しいと考え、LDを調製するための植物材料を緑藻であるクラミドモナスに変
更した。クラミドモナスは培地の窒素欠乏などによって細胞内に LDを発達させることが知られ
ているため、種々の培養条件におけるクラミドモナス細胞から LDを調製し、安定な LDを高収
量で回収できる条件を検討した。これによって得られた精製 LDをコムギ胚芽由来無細胞翻訳系
に導入し、翻訳反応を大きく阻害しない LD 添加量を決定した。ここで、LDをクラミドモナス
から調製することに変更したため、クラミドモナスの LDAP ホモログである MAJOR LOPID 
DROPLET PROTEIN (MLDP)も解析対象とすることとした。この無細胞翻訳系において GFP を
発現させた場合は、ほとんど LDには GFPが移行しなかったのに対し、LDAP、MLDPのそれぞ
れを GFP と融合させたタンパク質は明確に LD へ移行することが示された。さらに、この解析
系において、RP膜タンパク質である SRPP、REFも LDへ移行することが示された。これらの結
果から、SRPP、REF、LDAP、MLDPは Class IIの特性を示すタンパク質であることが示された。
また、RP膜の主要タンパク質である SRPPおよび REFと、植物の LD膜の主要タンパク質であ
る LDAPや MLDPの一次構造には類似性があることから、これらのタンパク質間で共通した脂
質単層膜結合ドメインが存在することが予想された。 
③ LD、RP膜への移行に必須なドメインの解明 
脂質単層膜結合ドメインを解明するため、立体構造モデルをベースとしてMLDPのデリーショ
ンシリーズを設計し、それを GFPに融合させたタンパク質について、LDへの in vitroタンパク
質導入アッセイを行った。その結果、LD膜への結合に特に寄与する両親媒性ヘリックスドメイ
ンを特定することに成功した。さらに、ベンサミアナタバコにおける in vivo 解析において、上
記の膜タンパク質群は LDが形成されていない細胞内ではサイトゾル、ゴルジ体、ER等に局在
するのに対し、LD形成を誘導させた細胞内では専ら LDに局在することが示された。この in vivo
解析系を用いて SRPP、REF、LDAPについても脂質単層膜結合ドメインを探索したところ、MLDP
の脂質単層膜結合ドメインに対応する両親媒性ヘリックスドメインが特に LD 結合に重要であ
ることが示された。これらの結果から、上記の膜タンパク質群は脂質単層膜との親和性が高い両
親媒性ヘリックスドメインを有することが明らかとなった。 
④ 膜移行配列と融合させた新規ポリイソプレノイド合成酵素の LD、RPへの導入 
課題③で特定した LD膜結合配列を融合させた種々の cPTは、効率よく LDに導入されること
が明らかになった。その一方で、LDに導入した cPTはいずれも酵素活性が極めて低くなること
が判明した。それらを RP に導入した際は明確な活性が示されることから、クラミドモナス LD
に何らかの cPT 活性阻害因子が存在することが示唆された。本研究においては、その要因の特
定には至らなかった。次に、超長鎖の trans-1、4-ポリイソプレン（tPI）の合成酵素の探索を進め
た。tPIを合成することが報告されているサポジラのトランスクリプトームデータを取得し、trans
型プレニル鎖延長酵素（tPT）のホモログから解析候補を絞り込み、大腸菌、コムギ胚芽由来無
細胞翻訳系などで異種発現させ、酵素アッセイを行った結果、tPI合成酵素（MztPT2）の同定に
成功した。MztPT2は tPT ファミリーに属するが、一般的な tPTには存在しない長い N末端領域
を有する。この領域は複数の両親媒性ヘリックスから成り、ER膜結合配列を含む。また、この
領域を含む全長タンパク質を大腸菌内で異種発現させることは困難であるが、この領域を欠損
させたMztPT2DNは可溶性酵素として発現し、その精製酵素は平均分子量が約 104の TPIを合成
することが明らかになった。また、MztPT2DNの N末端側にクラミドモナス由来 LD膜タンパク
質 MLDPを融合させることで、クラミドモナスから調製した LDに MztPT2DNを導入すること
に成功した。MLDP-MztPT2DNが導入された LDを用いた tPT 活性測定とその生成物の解析を行
ったところ、平均分子量が約 105の TPIが合成された。また、MztPT2は RPにも効率的に導入可
能であり、その生成物の分子サイズは 104〜106となった。これらの結果から、tPTは脂質単層膜
オルガネラへ導入することで生成物サイズが増大することが示された。すなわち、膜上に配置さ
れた酵素からリリースされた疎水性のポリイソプレン鎖が、脂質単層膜オルガネラの内部の疎
水性空間に導入されることで、生成物の伸長が促進されうることが示唆される。また、本研究に
て世界で初めて tPI合成酵素が機能同定された。 
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