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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、独自の包膜蛋白質輸送装置（ト
ランスロコン）を利用して、サイトゾルより輸送される。エネルギー制限下で、前駆体はトランスロコン中で停
止した初期膜透過中間体が形成され、本中間体の解析を中心に研究が進んできた。しかし、初期段階以降の輸送
が完了するまでの蛋白質輸送機構については未解明である。本研究では、蛋白質輸送途上における蛋白質間相互
作用の解析を目的として、前駆体をトランスロコンに目詰まりさせることで蛋白質輸送が途中で停止した後期膜
透過中間体を獲得するために、立体障害を導入した前駆体蛋白質の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Nuclear-encoded chloroplastic proteins are imported into chloroplasts by 
utilizing the unique translocation machinery (translocon) embedded in the double-envelope membranes 
from the cytosol after translated as precursors. Most of knowledge regarding protein import have 
been gained through the analyses of the early-protein translocation intermediates (PTIs) formed 
under limited energy conditions, in which precursors are trapped in the translocon. However, many 
questions regarding molecular actions during translocation after release of precursors from the 
early PTIs have remained unsolved. During the research period, I have designed and prepared 
precursors carrying steric hindrance which may plug translocon channel to form PTIs under 
translocation conditions to analyze the protein-protein interactions between precursors and the 
translocon component(s) and intra-interactions within the translocon.

研究分野： 応用生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の代謝の中心である葉緑体で代謝に直接関与する一群の蛋白質の大部分は、葉緑体に独自のシステムにより
サイトゾルより輸送される。蛋白質輸送機構の解明は、生物学の基本命題である「蛋白質の適材適所」の理解に
直結する。また、本研究を通して得られる葉緑体蛋白質輸送に関する知見に基づき、前駆体蛋白質やトランスロ
コン因子の改良により、蛋白質の輸送効率を改善することできれば、葉緑体の代謝や機能の改変による、収量の
向上や物質生産、等バイオテクノロジーでの貢献が期待される。

※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 
(１)葉緑体への蛋白質輸送研究の重要性 
蛋白質は、翻訳後、適材適所に配置されることで、生命活動を支える。したがって、生体膜を

介した蛋白質の輸送は蛋白質の適材適所にとって極めて重要な過程である。 
 葉緑体に局在する蛋白質も例外ではない。葉緑体蛋白質の大部分は、核内ゲノムにコードされ、
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翻訳され
る。その後、葉緑体を囲む外・内の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 複合体を利用して能動的に葉緑体内部に輸送される。 
 葉緑体と同様、共生を源にするミトコンドリアも二重の生体膜に囲まれているが、葉緑体とミ
トコンドリア、それぞれのオルガネラへの蛋白質輸送では、全く異なるトランスロコン因子が関
与し、異なるエネルギー要求性を示す。しかし、現状では、報告済みの各因子の機能解析を含め
て、多くの課題が未解明である。したがって、独自の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)これまでの内外における動向 
葉緑体の蛋白質輸送では、植物体より単離した葉緑体を用いた in vitro 蛋白質輸送実験によ

り、GTP/ATP の濃度や温度等、エネルギーを制限すると、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、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。膜透過
に十分なエネルギー（室温で mM オーダーの ATP）を供給すると、ドッキング状態にある前駆体蛋
白質は初期膜透過中間体からリリースされ、両包膜を透過し、プロセシングされる。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、以下にも記すように私の業績を含め、これまで多数得られてきた。 
 
(３)これまでの研究成果 
 私は、これまでに、葉緑体蛋白質輸送研究に関して、以下の業績を上げてきた。 
①初期膜透過中間体を形成させてから、化学架橋法により架橋複合体として固定した初期膜透過
中間体、あるいは、固定しなかった初期膜透過中間体を界面活性剤により可溶化した後、既知ト
ランスロコン因子や、蛋白質輸送への関与が不明であった葉緑体包膜蛋白質や葉緑体分子シャペ
ロンに対する抗体を用いて、免疫沈降実験を行うことで、既知トランスロコン因子とともに、内
包膜蛋白質 Tic110 及び AAA+蛋白質である Hsp93 が初期膜透過中間体に含まれることを明らかに
した（文献 1-3）。 
 
②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 4,5）。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
5,6)。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、抗エピトープタグ抗体を用いたイムノブロッティングにより、輸送前後の前駆体蛋
白質の挙動を検出することで、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
系を構築した(文献 5,7)。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、この数に見合う分子数の前駆体蛋白質が輸送サイトに結
合した初期膜透過中間体が形成され、プロテオミクス解析に足る量の中間体の獲得が可能にな
った。 
 
 
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を構成する因子との間で逐次的な相互作用が不
可欠である。これまでは、初期膜透過中間体の解析をとおして、蛋白質輸送に関与する因子が同
定されてきたが、上で述べたこれまでの成果から、異なる初期膜透過中間体の存在が明らかとな



ったことから、異なる初期膜透過中間体を構成する因子にも相違がある可能性がある。また、前
駆体蛋白質が高エネルギー条件下で、初期膜透過中間体から解離し、輸送が完了するまでの膜透
過過程においては、蛋白質の移動に伴って、トランスロコン因子はダイナミックに変化すること
が予想される。したがって、膜透過中の前駆体蛋白質の動きを停止させ、初期段階以降の膜透過
中間体（後期膜透過中間体）を形成させることができれば、中間体を単離し、中間体構成因子を
解析・同定することで、膜透過の進行にともなう「中間体の変遷」とともに「前駆体蛋白質とト
ランスロコン因子間、トランスロコン因子同士間の連携」が明らかになる。 
しかし、チェックポイントであるドッキングのステップを一旦通過すると、膜透過が完了する

までの間の前駆体蛋白質の動きを止めることはできない。これまでに私を含む世界中の研究グル
ープで、非共有結合性の分子間力により安定化した蛋白質を導入した前駆体蛋白質を用いてトラ
ンスロコンチャネルをふさぐ試行錯誤がなされてきたが膜透過停止には至っていない（文献 8）。
そこで、本研究では、これまでの試みとは異なるコンセプトに基づく立体障害を前駆体蛋白質の
C末端側に導入することで、後期膜透過中間体の獲得を目指す。一連の研究を通して、前駆体蛋
白質の葉緑体表層での認識から膜透過の完了に至る葉緑体への蛋白質輸送の全体の流れを分子
間相互作用の観点から明らかにする。 
  
 
３．研究の方法 
上で記したように、立体障害を有する前駆体蛋白質の作製が本研究の成否を左右する。これま

で作製したリコンビナント前駆体蛋白質を用いた実験に基いて、輸送効率の良い Rubisco 小サブ
ユニット前駆体蛋白質のトランジット配列、前駆体蛋白質の検出、精製のためのエピトープタグ
やヒスチジンタグ、前駆体蛋白質の過剰発現時にビオチン化できるようにビオチン化タグ（BAP）
を組込んだ前駆体蛋白質をベースに、下記研究成果に記した種々の要素をさらに組込んだ前駆体
蛋白質をコードする遺伝子をクローニングした発現プラスミドを作製した。大腸菌より抽出した
リコンビナント前駆体蛋白質と単離葉緑体を用いて、膜透過条件（室温、mMオーダーATP）で in 
vitro 蛋白質輸送実験を行うことで、後期膜透過中間体の形成の観点から、これらの前駆体蛋白
質の有用性について調べた。 
 
 
４．研究成果 
 実験環境を含め、様々な要因により、本研究を実施するために満足の行く前駆体蛋白質の作製
に想定外の時間がかかってしまったため、以下には、作製した前駆体蛋白質と将来的な利用の展
望を記す。 
 
(１)一価性ストレプトアビジン結合前駆体蛋白質 
前駆体蛋白質自身には、立体障害を引き起こす要素は導入していないが、一価性ストレプトア

ビジンをビオチン化されたリコンビナント前駆体蛋白質に結合させることで、前駆体蛋白質に立
体障害を導入した。 
Rubisco 小サブユニット前駆体の C 末端に BAP を連結することで、大腸菌での過剰発現の際、

前駆体蛋白質の約 70%がビオチン化された。過剰発現後、大腸菌を破砕し、得られた沈殿画分を
8 M 尿素溶液で可溶化した。ストレプトアビジンアガロースを用いて前駆体蛋白質を精製したと
ころ、非ビオチン化前駆体蛋白質と分離することができ、ほぼ均一の前駆体蛋白質を獲得した。 
 次に、精製ビオチン化前駆体蛋白質にストレプトアビジン（SA）を結合させた。ストレプトア
ビジンは、4 量体であり、各サブユニットにビオチン結合部位を有する。そこで、1 個のサブユ
ニットだけビオチンとの親和性を維持しながら、野生型 SA とビオチンに対する親和性遜色のな
い、一価性ストレプトアビジン(A1D3)(文献 9)を用いることとした。既に報告のあるアミノ酸配
列情報(文献 9)に基づいて人工合成したビオチンの親和性を失ったサブユニット(D: Dead)と維
持しているサブユニット(A: Alive)をコードする遺伝子をそれぞれ大腸菌発現ベクターに組込
むことでプラスミドを作製した。別々に大腸菌内で過剰発現した後、尿素で可溶化し、Aに対し
て Dが過剰に存在する条件で、一気に緩衝液に希釈することで A1D3 を再構成した。 
再構成 A1D3 を結合させたビオチン化前駆体蛋白質を用いて、in vitro 葉緑体蛋白質輸送実験

を行った。前駆体蛋白質は、非共有結合ながら A1D3 と強固に結合していたにもかかわらず、ポ
リアクリルアミドゲル上で、A1D4 を結合していない前駆体蛋白質を用いた対象実験と同じサイ
ズにプロセスされ、低分子量側にシフトしたバンドが観察された。 
そこで、ビオチンとの相互作用を安定化する安定型一価性 SA(Tr1D3；文献 10,11)を利用する

こととした。上記と同様に Tr1D3 を結合させたビオチン化前駆体蛋白質を獲得し、in vitro 葉
緑体蛋白質輸送実験を行った。上記と同じ実験結果となったが、輸送速度の減少が観察された
（図1）。ビオチン－SA間の分子間相互作用を安定化したことで、ビオチン化前駆体蛋白質はA1D3 



を用いた場合と同様、葉緑体内に輸
送されたものの、輸送速度が減少し
た。この結果は、膜透過の過程で、
非常に強固なビオチン－SA 間の分
子間相互作用が破壊されたことが
示唆している。しかし、本実験では、
蛋白質膜透過の際に、Tr1D3 が結合
したまま、葉緑体内に輸送されたの
か、あるいは、ビオチン－SA 間の分
子間相互作用が膜透過の際に破壊
されたのかを判別することを結論
付けることができなかった。そこで、
SA の検出感度を上げるために、SA
単量体（mSA）にエピトープタグを
連結したり、SH 反応性蛍光分子で
修飾するために、mSA の C末端に唯
一のシステイン残基を持つ変異体
を作製した。今後、これらの変異型
SA を用いて、同様の実験を行い、タ
ンパク質膜透過時におけるストレ
プトアビジンの追跡を行う。 
 
(２)立体障害を導入した前駆体蛋白質の獲得－安定にフォールドする蛋白質の連結 
前項では、前駆体蛋白質への立体障害の導入に、分子間相互作用因子として各種 SA を用いた。

しかし、膜透過の過程で、SA がビオチン化前駆体蛋白質から解離した可能性が示唆されたので、
SA が安定にフォールドする性質を有することから、SA を前駆体蛋白質に共有結合で連結するこ
とで、同一分子内で立体障害を導入することのできる前駆体蛋白質の獲得を試みた。 
まず、前駆体蛋白質の C 末端側に SA を連結するように、前駆体蛋白質遺伝子の 3’側に mSA

遺伝子を連結した発現プラスミドを作製し、大腸菌で過剰発現後、前項と同様に、mSA とともに
SA の再構成を行った。しかし、SAの再構成の効率は非常に貧弱であった。 
そこで、前駆体蛋白質と SA を別々に調製してから、

両蛋白質を共有結合で連結することを考えた。前駆体蛋
白質と SA を連結するために、相互間で自発的にアミド
結合を形成する SpyCatcher（SpyC）と SpyTag（SpyT）
（文献 12）の利用を検討した。mSA3 分子と SpyT を連結
した mSA（SpyT-mSA）1 分子から TP-SA を再構成し、別
途調製したトランジット配列に SpyC を連結した蛋白質
（TP-SpyC）を混合することで前駆体蛋白質の C 末端に
とストレプトアビジンを共有結合により連結すること
とを試みたが、アミド結合の形成効率は、その後の実験
に用いるには十分ではなかった。 
最後に、同一大腸菌内において TP-SpyC と SpyT-mSA

の供発現すると、アミド結合によりTP-SpyC=SpyT-mSAが
高効率で形成した（図２、○（バンド 3））。次に、
SpyC=SpyT-mSA と mSA により、SAを再構成すると、前駆
体蛋白質とSAを共有結合で連結したTP-SpyC=SpyT-mSA4

が獲得できた（図２、●（バンド 5））。予備実験では、
TP-SpyC=SpyT-mSA4 による蛋白質輸送阻害と葉緑体表層
での蓄積が観察された。これらの結果を踏まえ、現在、
TP-SpyC=SpyT-mSA4の精製を行っている。さらに、TP と
立体障害までの距離を変えることで、蛋白質輸送時にお
ける前駆体蛋白質の N末端の到達度を変えるために、TP
と SpyC との間に様々な長さのリンカーを挿入した TP-
SpyC を作製中である。これらの材料がそろい次第、輸送
実験を行うことで、後期膜透過中間体を獲得し、後期膜
透過中間体の解析を行うことで、中間体構成因子の同定
を計画している。 
 

 

 

図 4 TP-SpyC と SpyT-mSA の共発
現と SAの再構成 

図１ 安定型一価性ストレプトアビジンを結合させたビ
オチン化前駆体蛋白質を用いた in vitro 葉緑体輸送実
験－ストレプトアビジンを結合させると（右）、させない
場合（左）と比較して輸送速度が大幅に減少した。 
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