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研究成果の概要（和文）：植物の葉緑体は様々な組織および器官で機能的・形態的に多様に分化して存在してお
り、その機能は環境変化による複雑な制御を受けている。多様な葉緑体の機能の維持には、各葉緑体の機能に適
した蛋白質セットが、適材適所適時に輸送され機能しているからに他ならない。この葉緑体への蛋白質輸送の中
核を成す内包膜のトランスロコンTIC複合体に関して、我々はシロイヌナズナから１メガダルトンの超分子複合
体として精製し完全同定に成功した。さらに最近TIC複合体と連携し輸送モーターとして機能すると予想される
新奇７因子からなる２メガダルトンの膜複合体も完全同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Virtually all chloroplasts/plastids in today’s 
photosynthetic/plastid-containing eukaryotes derive from one successful primary endosymbiotic event 
with a cyanobacterium-like ancestor. During evolution, massive transfer of genes from the 
endosymbiont to the host’s nuclear genome occurred concomitant with establishment of a protein 
transport system that allows these nucleus-encoded proteins back into the endosymbiotic organelle. 
Two successive protein translocons at the outer and inner envelope membranes of chloroplast, termed 
TOC and TIC, respectively, are responsible for this protein transport. We previously identified a 
novel inner envelope membrane protein complex consisting of Tic20, Tic56, Tic100, and Tic214 (Ycf1) 
in Arabidopsis. Furthermore, we have recently identified a completely novel ATPase complex at the 
inner envelope which functions as the TIC(20/56/100/214)-associated ATP-driven import motor for 
preprotein translocation. 

研究分野： Plant Molecular Cell Biology
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１．研究開始当初の背景 
 
 葉緑体に代表される植物や藻類に特異的
なオルガネラであるプラスチドは、光合成だ
けでなく、窒素同化や硫黄同化、アミノ酸お
よび脂質の生合成等をおこなう、必須のオル
ガネラである。多様なプラスチドの機能が維
持できるのは、それぞれのプラスチドの機能
に適した蛋白質セット（適材）が、適時に発
現し、適所に配置され、さらにそこでさまざ
まな制御を受けて機能しているからに他な
らない。現在の高等植物においては、葉緑体
ゲノムには１００種類程度の蛋白質がコー
ドされているにすぎず、およそ３０００種類
を超える多様な蛋白質が核ゲノムにコード
されており、これらの蛋白質をプラスチドへ
輸送し配置する複雑な分子装置が存在する
ことが、これまでの解析で明らかにされつつ
ある。 
 プラスチド外包膜には様々なプラスチド
蛋白質を認識する TOC レセプターが複数種
存在し、光合成に関与する蛋白質とハウスキ
ーピング的に働く蛋白質とを異なる親和性
で認識することで、それぞれの輸送効率を維
持しつつ独立して機能することが可能とな
っている。このような輸送効率の制御には、
内包膜に存在する TIC 輸送装置も関与して
いる可能性がある。この内包膜の蛋白質輸送
装置—プロテイントランスロコンの実体につ
いては、近年まで不確かであり、従ってその
制御のメカニズムも全く未解決の問題とし
て残されていた。 
 我々は、輸送中間体の詳細な解析から、内
包膜におよそ 1 メガダルトンの新奇な輸送
装置複合体が存在し、Tic20 が中心的構成因
子として含まれていることをこれまでの研
究により明らかにしていた。さらに、Tic20
に精製用のアフィニティタグを付加した形
質転換シロイヌナズナ植物体を用いること
で、この超分子膜蛋白質複合体をその１メガ
ダルトンのサイズのまま高度に精製する事
に成功した。精製した TIC 複合体は、Tic20
を含む生育に必須な４因子から形成されて
いた。新たに見出された３因子は全く新奇な
蛋白質であり、葉緑体ゲノムコードの蛋白質
も含まれていた（Science 誌掲載済） 
 
２．研究の目的 
 
 プラスチド蛋白質の外包膜内包膜の通過
には、ATP 加水分解から得られるエネルギー
が必要であることがわかっている。この
ATPase（インポートモーターと呼ぶ）の実
体についても長く不明であった。そこで、本
研究では、われわれが見出した TIC 複合体と
協調的に働くインポートモーターの実体を
特定し、その全構成因子の決定とキャラクタ
リゼーションを進める。 
 
３．研究の方法 

 
 われわれはこれまでに、単離葉緑体と精製
葉緑体前駆体蛋白質を用いた in vitro 蛋白
質輸送実験系を用い、輸送中間体を蓄積させ、
これを輸送装置ごと高度に精製することに
成功している。この手法を用いて、TOC およ
び TIC に引き続きストロマ側で相互作用す
るモーター蛋白質複合体の候補を選び出し、
さらに、その候補に精製用のタグを付加した
形質転換植物を利用して、このモーター複合
体の精製と全構成因子の完全同定を目指す。
同定できれば、シロイヌナズナで利用可能な
変異体を多数取得し、個々の構成因子が、葉
緑体蛋白質輸送過程において必須の役割を
担っているのかどうか、解析する。 
 さらに、シロイヌナズナの TIC 複合体およ
び新たに見出した２メガダルトンの ATPase
膜蛋白質複合体の各構成因子に関して、機能
的に重要な領域はどこか、すなわち、 
 
 a) 因子間および複合体間の相互作用領域
はどこか、 
 b）輸送される様々な前駆体蛋白質の認識
および相互作用領域はどこか、 
 c）様々な環境変化で制御を受ける 
領域はどこか、 
 d)外包膜の TOC 複合体やストロマ側の分
子シャペロン因子との相互作用領域はどこ
か、 
 
等について、生化学的、植物生理学的、分子
生物学的、手法を駆使して迫る。 
 
４．研究成果 
 
 TIC複合体を通過後に前駆体蛋白質が相互
作用する２メガダルトンもの新規な巨大膜
蛋白質複合体の単離および、その構成因子の
完全同定に成功した。この複合体は新規
ATPase を含む７因子から成り、そのすべて
の構成因子がいずれもシロイヌナズナの生
育に必須であった。葉緑体内包膜の蛋白質膜
透過には ATP の加水分解エネルギーが必要
であり、今回見出した複合体こそが ATP 加
水分解を伴って膜透過を駆動する輸送モー
ター複合体であると結論づけた。 
 さらに本研究を発展させて、基質である前
駆体蛋白質との相互作用領域の特定、外包膜
TOC 複合体との機能的および物理的相互作
用の解析、ストロマの分子シャ 
ペロン因子群との機能的連関の解析を進め、
それぞれ相互作用に直接関与すると思われ
る因子や作用領域に関する情報を得ること
に成功した。 
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