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研究成果の概要（和文）：単細胞紅藻シゾンにおける、一回膜貫通型細胞膜受容体タンパク質の発現・精製方法
の検討をおこない、昆虫培養細胞-バキュロウィルスを用いた発現系を利用することで、立体構造解析に向けた
タンパク質結晶化スクリーニング、タンパク質間相互作用解析に十分な品質のタンパク質を得ることができた。
また、カイコ幼虫-バキュロウィルスを用いたタンパク質発現系も検討し、昆虫培養細胞を用いては困難だった
タンパク質を発現させることにも成功した。このことから、植物タンパク質研究においても、カイコ幼虫-バキ
ュロウィルスを用いたタンパク質発現系は昆虫培養細胞発現系の代替手法として使用できることが示された。

研究成果の概要（英文）：The expression and purification methods of the sole transmembrane receptor 
in primitive red algae Cyanidioschyzon merolae has been developed. I obtained the proteins of 
sufficient quality and quantity for protein crystallization screening and protein-protein 
interaction analysis with baculovirus-insect cell expression system. In addition, we used 
baculovirus-silkworm protein expression system and successfully obtained the proteins that were 
difficult to express in the insect cell system. These results indicate that the protein expression 
system using silkworm and insect cells is useful for 3D structural analysis and protein-protein 
interaction assays in plant research.

研究分野：植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物タンパク質研究において、試験管内で生化学的解析をおこなうためには、質的、量的に安定したタンパク質
発現・精製系を確立することは重要である。本研究では、昆虫培養細胞-バキュロウィルス系、カイコ幼虫-バキ
ュロウィルス系を用いることで、タンパク質立体構造解析やタンパク質間相互作用解析に使用可能な品質のタン
パク質を安定して得る方法を確立した。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物は、独自の細胞膜受容体を数多く持ち、細胞外シグナルに応じた細胞内情報伝達機構を確
立してきた。タンパク質構造モチーフの１つである Leucine-rich repeats ドメイン (LRR) は、
原核・真核生物を問わず自然免疫に関わり、真核生物では受容体の細胞外領域で様々な情報分子
の認識を担う。特に植物では、LRR を細胞外領域にもつ受容体 (LRR受容体) が多く、細胞自
身が分泌するオートクリン様式のリガンド受容を含め、様々な環境、状態、極性などの情報伝達
に機能する。これまでに、高等植物の多様な LRR 受容体のなかでいくつかの機能が明らかにな
りつつあるが、受容体がどのようにシグナル分子を受けとり、細胞内へと情報を伝えて応答を制
御するのか、その一連のシグナル伝達の時空間的な分子作用機序はいまだ不明な点が多い。単細
胞紅藻 Cyanidioschyzon merolae (シゾン) は、真核生物として最小のゲノム構造をもち、タン
パク質コード遺伝子 4775 個のうち単一の LRR 受容体をもつが、その役割は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、LRR 受容体のシグナル受容およびシグナル伝達における構造とダイナミク
スの解明である。本研究では単一 LRR 受容体をもつシゾンを用いることで、LRR 受容体のシ
グナル受容に始まる一連のシグナル伝達から細胞応答に至るまでの連続した分子カスケードの
実態を、混線なく詳細に明らかにできる。 
これまでの研究では、どのように受容体がリガンド結合するかをタンパク質構造レベルで明ら
かにするとともに、何分子のリガンドが結合したのち何ミリ秒で一連の細胞応答が行われるか
というダイナミクスを明らかにし、１分子レベルで時空間的に受容体 – リガンド情報伝達の分
子実態を解明した先例はない。本研究では、シゾンを用いて受容体の構造生物学的解析とライブ
セルイメージング解析の研究基盤を確立する。そして、単一 LRR 受容体の機能とタンパク質構
造について、高等植物で多様な機能展開をする LRR 受容体と比較することで、受容体がどのよ
うな分子進化をしていくのか調べることを目指した。さらに、LRR 受容体を中心として情報伝
達因子を網羅的に解析し、受容体がシグナル分子を受容したのち、いかにして細胞内へと情報を
伝えるのか、１分子レベルで超解像ライブイメージングを行なうことで受容体 – リガンドのシ
グナル伝達のダイナミクスを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
シゾンの細胞膜受容体のシグナル伝達解明にむけて、本研究ではまず公開されたゲノムデータ、
発現データベースを in silico で解析し、一回膜貫通型の細胞膜局在と予測されるタンパク質を
選抜する。なかでも LRRドメインを有する受容体様タンパク質 (LRR受容体) に対して、①候
補遺伝子の発現抑制・欠失株を作製・観察する。さらに、②組み換えタンパク質を発現・精製し、
細胞外の各ドメインの立体構造を明らかにするために、X 線結晶構造解析をおこなう。③LRR
受容体と共同して機能するタンパク質を同定するため、候補となる細胞膜局在タンパク質に対
して、分子間相互作用解析をおこなう。そして、LRR受容体と相互作用タンパク質についても、
蛍光タンパク質を付加した遺伝子導入株を作出し、ライブイメージングをおこない、細胞膜受容
体のシグナル分子機構のダイナミクスの一端を解明することを目指す。 
 
４．研究成果 
【シゾン細胞膜局在タンパク質候補の選抜】 
公開されたシゾンのゲノムデータ情報より、細胞膜局在
と予測されるタンパク質の絞り込みをおこなった。その結
果、わずか 13 個が細胞膜局在を有すると予測され、その
うち 1つが細胞外ドメインに LRRを有する（図 1）。これ
を単一 LRR受容体タンパク質として解析を進めた。 
 
【LRR受容体の組換えタンパク質の発現・精製】 
バキュロウィルス-昆虫培養細胞を用いたタンパク質発
現系により、LRR 受容体細胞外ドメインの組み換えタン
パク質を得た（図 2A）。LRR受容体は LRRドメインと 2
つの Eph recドメインから構成されるが、昆虫培養細胞を
用いたタンパク質発現系では、細胞外ドメイン全体は発現
できたものの、各ドメインについては発現困難であった。
そのため、バキュロウィルス-カイコ幼虫を用いたタンパ
ク質発現系を検討したところ、LRRドメイン単独 (LRR)、
LRR ドメインと 1 つの Eph rec ドメイン (LRR – Eph 
rec)、LRRドメインと 2つの Eph recドメインをもつ細胞
外ドメイン全体 (LRR – 2x Eph rec)を発現することがで



きた（図 2B)。そして、Hisタグ、Strepタグに対する 2段階のア
フィニティー精製をおこなうことで、X線結晶化スクリーニング、
生化学的な分子間相互作用解析に十分な品質のタンパク質を得る
ことができた（図 2C）。さらに、分子間相互作用解析のセンサーチ
ップに固相化するため、Aviタグを付加した LRR – 2x Eph recを
発現させることもできた。ただし、センサーチップへの固相化を安
定しておこなうには不十分な結果が得られ、今後の更なる検討が
必要であると考えられた。また、タンパク質結晶化スクリーニング
についても、現在までに十分な結晶を得ることができていないた
め、更なる条件検討が必要であると考える。 
 
残念ながら、本申請期間には LRR受容体の in vivo機能解析、タ
ンパク質立体構造解析には至らなかったものの、本申請により、生
化学的解析に向けた様々な技術・知見の蓄積が得られたことから、
今後もこれらを活かして目標の達成を目指していく予定である。 
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