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研究成果の概要（和文）：核内ゲノムにコードされた葉緑体蛋白質の前駆体は、二重の包膜に存

在する独自の蛋白質輸送装置（トランスロコン）を利用して、サイトゾルより輸送される。輸

送過程で包膜透過に必要なエネルギーを制限すると、トランスロコン中で前駆体輸送が停止し

た初期膜透過中間体を形成する。本研究期間内では、この中間体における前駆体蛋白質とトラ

ンスロコン因子間、またはトランスロコン因子同士間の分子間相互作用を時間と空間の二面か

ら解析するための基盤を整備した。 

 
研究成果の概要（英文）：Nuclear-encoded chloroplastic proteins are imported into 
chloroplasts by utilizing the unique translocon embedded in the double-envelope membranes 
from the cytosol after translated as precursors. Under limited energy conditions, 
precursors are trapped at the translocon to form the early-translocation intermediates. 
During the research period, I have established the experimental systems to analyze the 
protein-protein interactions between precursors and the translocon component(s) and 
intra-interactions within the translocon. 
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１．研究開始当初の背景 
 

(1)葉緑体への蛋白質輸送研究の重要性 

①葉緑体蛋白質の大部分は、核内ゲノムにコ

ードされており、サイトゾルで葉緑体移行シ

グナル（トランジット配列）を N末端に持つ

前駆体として合成された後、葉緑体を囲む二

重の包膜に存在する蛋白質輸送装置（トラン

スロコン）、Toc 及び Tic 複合体を利用して葉

緑体内部に輸送される。葉緑体とミトコンド

リアは、ともに共生を源にすると考えられて

おり、両者とも二重の生体膜に囲まれている

が、両オルガネラへの蛋白質輸送は同一でな

い。葉緑体とミトコンドリアへの蛋白質輸送
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は、異なるエネルギー要求性（葉緑体：ATP、

GTP；ミトコンドリア：ATP、膜電位）を示し、

全く異なる因子が関与する。したがって、独

自の輸送システムを有する葉緑体への蛋白

質輸送機構の解明は、重要な研究課題である。 

 

②現在、葉緑体への蛋白質輸送研究では、同

定された因子の機能の生化学的、遺伝学的解

析が行われている。しかし、前駆体蛋白質の

葉緑体表層での認識から膜透過の開始に至る

過程、ATP の加水分解エネルギーを利用して

前駆体蛋白質を葉緑体の内部に引き込む過程

といった、蛋白質輸送の重要ステップにおけ

る分子機構に関する知見は乏しい。また、未

同定の因子の存在も考えられ、全体像の把握

には至っていない。 

 

 

(2)これまでの内外における動向 

①葉緑体の蛋白質輸送では、エネルギー条件

を制限する（GTP/ATP の濃度や温度）ことに

より、前駆体蛋白質と葉緑体とが不可逆的に

結合（ドッキング）し、前駆体蛋白質の膜透

過が途中で停止した初期膜透過中間体を形成

する。そのため、初期膜透過中間体を解析す

ることで、トランスロコン因子の発見と同定

等、蛋白質輸送に関連する重要な知見がこれ

まで多数得られてきた。 

 

 

(3)これまでの研究成果 

②私は、ドッキング状態における前駆体蛋白

質を取り巻く環境に着目することで、エネル

ギー条件の違いから、前駆体蛋白質の到達度

の異なる 3 種の初期膜透過中間体が形成され

ることを明らかにした(文献 1,2）。また、シ

ステイン残基を様々な位置に一つだけ持つよ

うに改変した前駆体蛋白質を用いてシステイ

ンスキャニング法を適用することで、ドッキ

ング状態において部位特異的架橋実験を行っ

た。初期膜透過中間体、架橋剤の導入部位に

応じて、異なる架橋産物が観察され、そのう

ちの一つは、前駆体蛋白質と外包膜チャンネ

ル蛋白質 Toc75 との架橋産物であった(文献

2,3)。これらの実験結果に基づき、蛋白質輸

送の重要ステップである、前駆体蛋白質の生

体膜表層での認識から膜透過の開始に至る過

程を、空間軸と時間軸の異なる 3 種の中間体

として単離することが可能となった。 

 

③一連の研究を行うにあたり、大腸菌で過剰

発現したエピトープタグを連結したリコンビ

ナント蛋白質を前駆体蛋白質として用いた。

封入体として回収されるリコンビナント蛋白

質を尿素で可溶化し、エピトープタグを抗体

で検出することで、リコンビナント前駆体蛋

白質を用いるin vitro蛋白質輸送実験系を開

発した(文献 2,4)。葉緑体は、1 個当たり

2-3,000 ヶ所の蛋白質輸送サイトを有すると

考えられている。本実験系の開発により、ド

ッキング条件下で蛋白質輸送サイトを前駆体

蛋白質で飽和させることが可能となった。 
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２．研究の目的 

蛋白質膜透過において、蛋白質が生体膜の

表層で認識されてから、膜透過を完了するま

でには、輸送基質である前駆体蛋白質とトラ

ンスロコンとの相互作用が不可欠である。上

で述べた当初の背景及びこれまでの成果から、

異なる初期膜透過中間体を獲得することがで

きるようになった。したがって、本研究は、

それぞれの初期膜透過中間体における、前駆

体蛋白質とトランスロコン因子との間、ある

いは、トランスロコン因子同士の間の分子間

相互作用を、空間と時間の二つの軸から解析

することで、蛋白質輸送の重要ステップの一



 

 

つ、前駆体蛋白質の葉緑体表層での認識から

膜透過の開始に至る過程における分子機構を

明らかにする。 

 

 

 

３．研究の方法 

 これまでの成果を踏まえ、以下の課題に取

り組んだ。 

 

(1)架橋複合体の同定 

 部位特異的に光反応性架橋剤で修飾したリ

コンビナント前駆体蛋白質を用いて、大量に

調製した葉緑体とドッキングさせ、紫外光を

照射することで、条架橋複合体を形成させた。

前駆体蛋白質は、C 末端にヘキサヒスチジン

タグ(His タグ)を持っている(図 1)ので、架橋

反応に供した葉緑体の蛋白質を可溶化した後、

メタルアフィニティークロマトグラフィーに

よって架橋複合体の精製を試みた。 

 

 

(2)精製用アフィニティータグの選択 

①Hisタグを利用した精製に難があったので、

精製に適したタグをスクリーニングするため

に、これまで同様 Rubisco 小サブユニット前

駆体蛋白質(prSS)遺伝子に種々のタグをコー

ドする遺伝子を連結(図 1)した発現プラスミ

ドを作製し、大腸菌で過剰発現した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②新たに連結したタグの有用性を確認するた

めに、過剰発現した前駆体蛋白質を用いて葉

緑体と初期膜透過中間体を形成させ、界面活

性剤を用いて葉緑体膜蛋白質を可溶化後、そ

れぞれのタグの精製に合致した樹脂を用いて

前駆体蛋白質を精製した。 

 

 

(3)蛍光を用いた新規葉緑体蛋白質輸送実験

系の開発 

 エピトープタグをイムノブロッティングで

検出することにより、リコンビナント蛋白質

を用いた蛋白質輸送実験系をこれまでに開発

してきたことについては、上で述べたが、前

駆体蛋白質検出方法の選択肢をイムノブロッテ

ィング以外に広げるために、蛍光の利用を計画

した。システイン残基を一つだけ持つリコン

ビナント前駆体蛋白質の SH 基を蛍光色素で

修飾した前駆体蛋白質を用いて、in vitro 葉
緑体蛋白質輸送実験を行い、その有用性を検

討した。 

 

 

(4)in vitro 翻訳産物の葉緑体蛋白質輸送研

究への検討 

 リコンビナント前駆体蛋白質を用いた in 
vitro 蛋白質輸送実験系はメリットが大きい

一方、膜蛋白質のように過剰発現が困難な前

駆体蛋白質も存在する。膜蛋白質の膜への挿

入は、蛋白質輸送と密接に関連しているので、

本研究と同様の手順で膜蛋白質の挿入機構

研究を将来行うことを想定し、無細胞合成し

た蛋白質の有用性を検討した。蛋白質合成に

あたっては、大量合成が可能な愛媛大学遠藤

らの開発したコムギ胚芽抽出物を用い、11 回

膜貫通領域を有する内包膜蛋白質を合成し、

葉緑体への輸送実験を行った。 

 

 

 

４．研究成果 
 本項における枝番号は、前項「研究の方法」
の枝番号に対応している。 
 
(1)架橋複合体の同定 
 His タグ精製用樹脂を用いて、架橋産物の
精製を試みたが、銀染色で確認できる程度の
精製産物を獲得することができなかった。 
 
 
(2)精製用アフィニティータグの選択 
①図 1に示すタグを有する前駆体蛋白質を作
製した。 
 
②Strep II 及び One-STrEP タグに対しては、
Strep-Tactin アフィニティーレジンを、Dock
タグに対しては Dock Catch Resin を用いて
葉緑体に結合した前駆体蛋白質の精製を行
ったところ、Dock タグ融合蛋白質において最
も良好な結果が得られた。 
 
 
(3)蛍光を用いた新規葉緑体蛋白質輸送実験
系の開発 
 C末端システイン残基のSH基を介してフル
オレセインを付加した前駆体蛋白質を用い
て、in vitro 蛋白質輸送実験を行った。葉緑

 

図 1 新規に作製した前駆体蛋白質 



 

 

体蛋白質を分離したポリアクリルアミドゲ
ルを直接フルオロイメージアナライザーで
解析することで、電気泳動直後に解析結果が
得られる一方で、従来のイムノブロッティン
グと比較して検出限界に優れていた(図 2)。
また、GFP などの蛍光蛋白質と違い、変性に
よる影響を受けないメリットがあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) in vitro 翻訳産物の葉緑体蛋白質輸送研
究への検討 
 シロイヌナズナ At5g19500 遺伝子産物は、
内包膜で 11 回膜を貫通することが予測され
る膜蛋白質であり、N 末端にトランジット配
列と予測される配列を持つ。この遺伝子産物
は、大腸菌では過剰発現されなかったが、コ
ムギ胚芽系無細胞蛋白質合成系により獲得
できた(図 3,レーン 1)。この翻訳産物を in 
vitro 葉緑体蛋白質輸送実験に供すと、葉緑
体に輸送され、プロセスされた(図 3,レーン
2-4)。さらに、輸送された蛋白質の葉緑体内
局在を調べたところ、内包膜に局在していた。 
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