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研究成果の概要（和文）：かなりの数の細菌はアルデヒドのような毒性で揮発性の中間体を生じる代謝を、タン
パク性の殻からなる多面体構造体（オルガネラ）の中で行っている。本研究ではこのオルガネラをバイオナノリ
アクターとして用いるための道を拓くために、オルガネラタンパク質間の相互作用部位を探索した。その結果、
代謝の鍵酵素であるジオールデヒドラターゼのβおよびγサブユニットのN末端領域とPduPアルデヒド脱水素酵
素のN末端領域がオルガネラ酵素との相互作用部位であることを見出した

研究成果の概要（英文）：Considerable number of bacteria have proteinaceous polyhedral organelle in 
which metabolic reactions are carried out minimize the loss of volatile metabolic intermediates. In 
this study, we have searched for the interaction regions between enzymes of the pdu organelle. Short
 N-terminal regions of medium and small subunit of diol dehydratase and PduP aldehyde dehydrogenase 
is shown to be required for the interaction between organelle enzymes.

研究分野：工学

キーワード： pduオルガネラ　多面体オルガネラ　ナノバイオ　バイオリアクター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌の多面体構造体の中に酵素群を詰め込めばナノスケールのバイオリアクターとして用いられると期待されて
いる。そのためには詰め込みシグナルの同定が必要であるが、これまでの研究ではオルガネラの殻タンパク質と
相互作用する2つの領域がシグナルとして同定されているだけであった。本研究は殻内部のオルガネラ酵素間の
相互作用に関わるペプチド領域を明らかにしたものである。これらのペプチドや、同等の機能を持つペプチドを
用いれば、様々な酵素類をオルガネラに組み込むことが可能になると考えられることより、本研究はバイオナノ
リアクターの実現に大いに寄与するものであると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 原核生物はオルガネラをもたないといわれていたがカプシド様で 100 nm程度のタンパク性
多面体オルガネラをもつものがいる。光合成細菌のカルボキシゾームや、Salmonella や
Klebsiellaなどの pduオルガネラや eutオルガネラである。これらのオルガネラは揮発性代謝
中間体を閉じ込めて代謝を円滑に進めている。オルガネラは酵素や代謝中間体の濃縮効果を備
えており、バイオナノ反応器への応用が欧米で期待されている。2000年代には、pduオルガネ
ラや eutオルガネラの殻タンパクの立体構造の論文が Science誌を賑わせていた。さらに 2008
年に pduオルガネラの大腸菌での発現系が、近年はジオールデヒドラターゼ（PduCDE）のβ
サブユニットであるPduDのN末端領域やPduPプロピオンアルデヒドデヒドロゲナーゼのN
末端領域が pduオルガネラへの移行シグナルであることが報告されている。しかし、シグナル
をもたないオルガネラ酵素の組込み機構の解明は不明で、残された課題であった。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでに、ジオールデヒドラターゼのβサブユニットとγサブユニットの N末端
領域が相互作用することでジオールデヒドラターゼが低溶解性になることや、ジオールデヒド
ラターゼと他の pduオルガネラ酵素とが相互作用することを見出していた。本研究では、オル
ガネラ酵素の会合に関わる領域を同定するとともに、オルガネラの殻タンパク質の大腸菌での
発現系を開発する。さらにその技術を用いて、この多面体オルガネラをナノ反応器に応用する
ための道を拓く。 
 
３．研究の方法 
（１）pdu オルガネラタンパク質の相互作用部位の解析 
 ジオールデヒドラターゼやPduP, PduQなどのオルガネラ蛋白質の相互作用領域と予想された
領域の発現プラスミドを作成し、それらの間の相互作用を His タグと Ni カラムの相互作用を用
いたプルダウンアッセイにより解析した。 
 
（２）クレブシラオキシトカおよびサルモネラエンテリカの pdu オルガネラの殻タンパク質の
発現系の開発 
 クレブシラオキシトカ pdu オルガネラの殻タンパク質をコードする pduA、pduB, pduJ, pduK, 
pduM, pduN, pduT, pduU  の 8つの遺伝子はすでに単離済みであるので、それらを pET21b ベク
ターの T７プロモーターの下流に連結して組み込むことで、発現ベクターを作成した。サルモ
ネラエンテリカの pdu オルガネラ殻タンパク質の発現系はゲノム DNA を鋳型として PCR により
殻タンパク質をコードする pduA、pduB, pduJ, pduK, pduM, pduN, pduT, pduU  の 8つの遺伝
子を増幅してクローニングし、さらに pET21b ベクターの T７プロモーターの下流に連結して組
み込むことで、発現ベクターを作成した。これらの発現ベクターを大腸菌 BL21(DE3)に導入し、
IPTG 添加により大量発現させた。 
 
４．研究成果 
（１）ジオールデヒドラターゼのβおよびγサブユニットの N末端領域の相互作用様式の解析 
 ジオールデヒドラターゼがオルガネラへの組込みシグナル部位をもつことと自己集合能をも
つことより、pdu オルガネラ酵素のオルガネラへの組込みの中心的役割を担っていると考えら
れる。そこで、ジオールデヒドラターゼの自己集合を担っていることが示されているβサブユ
ニットの N末端領域とγサブユニットの N末端領域の相互作用が同種間で働くのか異種間で働
くのかを調べた。His タグを付加した N末端領域を Ni カラムに結合させて、N末端領域を付加
したイソクエン酸脱水素酵素との相互作用をプルダウンアッセイにより解析することで、βサ
ブユニットとγサブユニットの N末端領域が同種間だけでなく、異種間とも相互作用している
ことを明らかにした。 
 
（２）ジオールデヒドラターゼβサブユニットの N末端領域の相互作用部位の解析 
 これまでβサブユニットの N末端領域６０アミノ酸残基を相互作用の解析に用いていた。タ
グとして用いるには小さいペプチド領域の方が望ましいので、短いペプチド領域の発現系を作
成して相互作用に必要な領域を調べた。アミノ酸配列の相同性などを考慮して N 末端より 20、
40、46 アミノ酸残基をもつペプチド領域を可溶性 4量体酵素のアルデヒド脱水素酵素や可溶性
2 量体酵素のイソクエン酸脱水素酵素のサブユニットの N 末端に付加して、相互作用による溶
解性の低下の度合いを調べることで、相互作用の強さを見積もった。その結果、最も強い相互
作用能をもつのは N末端 20 アミノ酸残基領域であり、これまで最も強い相互作用能をもつと考
えられていたN末端60アミノ酸残基領域の強さはN末端40や 46アミノ酸残基の領域と同程度
であり、N末端 20アミノ酸残基領域の相互作用能よりも弱い結果であった。このことは、βサ
ブユニットの N末端 20アミノ酸残基領域が相互作用に重要であり、それ以降の配列は相互作用
に阻害的に働くことを示唆している。 
 
（３）オルガネラ酵素間相互作用の部位の解析：ジオールデヒドラターゼ側 



 オルガネラ酵素の多くがジオールデヒドラターゼと直接相互作用していることがプルダウン
アッセイにより示されていた。そこで、この相互作用がジオールデヒドラターゼの自己集合に
関与するβおよびγサブユニットの N末端領域によるものであるかどうかを調べた。 
 His タグを付加したジオールデヒドラターゼのβサブユニットやγサブユニットの N 末端領
域を Niカラムに結合させて、オルガネラ酵素タンパクとの相互作用をプルダウンアッセイで調
べたところ、PduL のホスホトランスアシラーゼと PduO のコバラミンアデノシルトランスフェ
ラーゼ、PduP アルデヒド脱水素酵素との間に明瞭な相互作用が見られた。そこで、His タグを
付加した PduL や PduO、PduP を用いて、ジオールデヒドラターゼのβサブユニットやγサブユ
ニットの N末端領域を付加したイソクエン酸脱水素酵素との相互作用をプルダウンアッセイに
より解析したところ、PduL や PduO はβおよびγサブユニットの N 末端領域の両方との間に、
PduP ではβサブユニットの N末端領域との間に明瞭な相互作用が見られた。これより、ジオー
ルデヒドラターゼのβサブユニットおよびγサブユニットの N末端領域がオルガネラ酵素との
相互作用を担うことが示された。 
 
（４）オルガネラ酵素間相互作用の部位の解析：オルガネラ酵素側の解析 
 次にオルガネラ酵素側の相互作用部位を検索した。オルガネラ酵素のバイオインフォマティ
ックス解析より、酵素の N末端アミノ酸領域が相互作用部位であると予測されていたので、そ
れらの領域によるジオールデヒドラターゼとの相互作用をプルダウンアッセイにより解析した。
PduP アルデヒド脱水素酵素の N 末端 19 アミノ酸残基の有無に依存したジオールデヒドラター
ゼとの相互作用が確認された。さらに、ジオールデヒドラターゼのβサブユニットやγサブユ
ニットの N末端領域を付加したイソクエン酸脱水素酵素との相互作用を解析したところ、PduP
のN末端19アミノ酸残基とジオールデヒドラターゼのβサブユニットのN末端領域が相互作用
することが示された。以上より、オルガネラ酵素間の相互作用部位としてジオールデヒドラタ
ーゼのβサブユニットやγサブユニットの N末端領域および、PduP アルデヒド脱水素酵素の N
末端 19アミノ酸残基が機能することが明らかとなった。 
 
（５）クレブシラオキシトカの pdu オルガネラの殻タンパク質の発現と解析 
 クレブシラオキシトカ pdu オルガネラの殻タンパク質遺伝子（pduABJKMNTU）の発現系の構築
を行ない、大腸菌 BL21(DE3)で大量発現させたところ、PduA や PduB に相当するタンパク質が遠
心後の沈殿画分に得られた。そこで、この発現系からの殻多面体オルガネラの精製法を検討し
た。すでに pdu オルガネラの精製法が確立しているサルモネラの遠心分離法を用いる精製法を
試したところ、pdu オルガネラが沈殿しないはずの 3,300×gで、発現した殻タンパク質のほと
んどが沈殿した。大腸菌での発現条件や細胞の破砕条件等を種々検討したものの、同じ結果で
あった。これらの結果は封入体の形成や PduA や PduB の発現で見られる巨大自己集合体の形成
を示唆していたので、クレブシラオキシトカの代わりに精製法が報告されているサルモネラの
pdu オルガネラを用いることにした。 
 
（６）サルモネラエンテリカの pdu オルガネラの殻タンパク質の発現と解析 
 サルモネラエンテリカゲノム DNA を鋳型にして pdu オルガネラ殻遺伝子群を PCR 法によりク
ローン化して pduABJKMNTU 遺伝子の発現系を構築した。これを大腸菌に導入して大量発現させ
て得られた細胞破砕液を遠心分離したところ、文献と同じ 12,000-20,000×gでの沈殿画分にオ
ルガネラ殻遺伝子産物が得られたことより、殻多面体オルガネラが形成されたものと考えられ
た。次に発現したオルガネラへの外来酵素の組み込みを確認する実験を行った。組み込みの確
認は、外来酵素に細胞質プロテアーゼの分解シグナルである SsrA タグを付加してもオルガネラ
内部に組み込まれれば消化されないことを利用した。組み込む酵素として大腸菌細胞質酵素の
イソクエン酸脱水素酵素（ICDH）を選び、オルガネラ移行シグナルと SsrA タグとを付加して共
発現させて、細胞質画分とオルガネラ画分中の ICDH の分解状況を観察した。大腸菌の培養条件
を種々検討したものの、オルガネラ画分に存在する ICDH のみが細胞質プロテアーゼによる分
解から保護されていることを明確に示す結果を得られなかった。そこで、オルガネラ形成のポ
ジティブコントロールとして、サルモネラの pdu オペロン遺伝子の PCR クローニングと大腸菌
での発現系の作成を進めた。ただ、増幅する pdu オペロンが約 18 Kb と長く、増幅条件の検討
や変異の除去に手間取り、やっと変異のない発現系の構築ができたところである。 
 
 以上より、オルガネラへの外来酵素の組み込みに用いることができると考えられるいくつか
の相互作用領域を明らかにすることができた。今後は、これらをタグに用いた外来酵素を殻タ
ンパク質と共発現させて殻への組み込み効率を確認することが必要である。 
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