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研究成果の概要（和文）：葉緑体は、数千の葉緑体蛋白質が正しく葉緑体内へ運ばれることにより維持される。
この輸送は外包膜と内包膜の蛋白質膜透過装置、TOCおよびTICと、Ycf2輸送モーターによって行われている。こ
れらメガコンプレックスがどのように連動して葉緑体蛋白質をサイトゾル側からストロマ側まで輸送しているの
かについては、個々の複合体の立体構造レベルの情報が得られておらず、多くが未解決の問題として残されてい
る。本研究では、どの材料が、構造解析に適したサンプルか、デタージェントの種類や塩濃度などの可溶化条
件、タグ精製用の樹脂の検討、アフィニティ精製前の前処理ステップの効果、最終濃縮方法、などについても検
討を進めた。

研究成果の概要（英文）：Majority of nuclear-encoded chloroplast proteins are synthesized in the 
cytosol as a larger preprotein and are then translocated across the outer and inner envelope 
membranes through TOC and TIC, respectively. Complete translocation of preproteins across the inner 
envelope membrane to the stroma occurs with the help of a TIC translocon-associated import motor at 
the stromal side of the inner envelope. Structural details of these mega complexes have still to be 
investigated. For this sake, we have tried to establish the method to obtain adequate purified 
complexes for cryoEM structural studies in both quality and quantity.

研究分野：植物分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
葉緑体への蛋白質輸送機構の構造レベルでの理解は、生命が光合成に特化した細胞内小器官としての葉緑体をい
かに獲得してき得たのか、その根源の理解に必須の研究課題である。本研究成果を足掛かりとして、この精密な
分子装置の構造機能連関の全容の解明に一歩近づいたと言える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体は、数千の葉緑体蛋白質が正しく葉緑体内へ運ばれることにより維持される。この輸送
は外包膜と内包膜の蛋白質膜透過装置、TOCおよび TICと、Ycf2輸送モーターによって行われ
ている。われわれは TICと Ycf2輸送モーターがそれぞれ１メガダルトン、２メガダルトンとい
う膜蛋白質複合体であることを明らかにし、すべての構成因子を決定した（Plant Cell 2018, 
Science 2013）。また TOC複合体も１メガダルトンの複合体であることを報告している（Plant 
Cell Physiology 2006）。 
しかしながら、これらメガコンプレックスがどのように連動して葉緑体蛋白質をサイトゾル側
からストロマ側まで輸送しているのかその詳細な分子メカニズムについては、個々の複合体の
立体構造レベルの情報が得られておらず、多くが未解決の問題として残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究計画の究極の目的は、植物を支える葉緑体の形成の根幹メカニズムである蛋白質輸送機
構の全容を解明する点にある。葉緑体が有する光合成システムは、数千の葉緑体蛋白質が正しく
葉緑体内へ運ばれアセンブリーすることにより維持されている。この輸送は ATPの加水分解エ
ネルギーを必要とし、外包膜と内包膜の蛋白質膜透過装置、TOCおよびTICトランスロコンと、
Ycf2 輸送モーターによって行われている。本研究計画では、これらの個別のメガコンプレック
ス、さらにはそれらの複合メガコンプレックスについて、クライオ電顕を用いた単粒子構造解析
に適したサンプル調製方法を様々な角度から検討し、最終的にその手法を確立する事を目標と
した。 
 
３．研究の方法 
上述の葉緑体外包膜および内包膜の蛋白質膜透過の過程に関わるメガコンプレックスの精製に
適した出発材料として、各メガコンプレックスの中心コンポーネントに精製用のタグ配列を付
加した形質転換植物が、タバコ、およびシロイヌナズナにおいて、作製されている。そこで、こ
れらのどの材料が、質、量、ともに構造解析に適したサンプルとなりうるのか、再検討する。さ
らに、新たに精製用のタグを付加した形質転換体数種類のスクリーニングや、デタージェントの
種類や塩濃度などの可溶化条件、タグ精製用の樹脂の検討、アフィニティ精製前の前処理ステッ
プの効果、最終の濃縮方法、などについても検討を進めた。 
 
４．研究成果 
本研究を推進する過程において、作成してきたタグ付加型の植物形質転換体は概ね出揃い、それ
を用いた詳細な精製方法の比較を進めることができた。それぞれのタグに応じた精製方法を検
討する一方で、タグ付加が複合体の発現量や安定性に与える影響も検討した。また、複数のデタ
ージェントの使用濃度やその組み合わせも、可溶化実験において試すことができ、それぞれの最
終精製物の収量や純度に与える効果についても比較した。特に、精製に用いるアフィニティー樹
脂については、リガンドとタグの相性に重点を置いた検討に加えて、リガンドを結合している樹
脂を形成する担体自身の形状や性質にも着目した。というのは、本研究がターゲットとする蛋白
質の輸送装置は１メガダルトン、２メガダルトンと、非常に巨大であり、したがって、樹脂担体
の排除限界やリガンドとの立体障害がそのアフィニティ結合容量に大きく影響することが予想
されたためである。実際、同じリガンドを持つアフィニティ樹脂でも、排除限界の小さい担体で
は、複合体精製量が著しく低かった。またリガンド自身も、より分子サイズの小さいものに変更
した方が、精製量が増加した。 
以上の結果をふまえ、市販されているアフィニティ樹脂に頼るだけではなく、自前でより効果
的なアフィニティ樹脂の調製にも挑戦してきた。さらに、アフィニティ精製と組み合わせるサン
プルの前処理や、最終標品の濃縮方法においても、条件を詰めることができた。以上の精製条件
の検討により、ほぼ精製方法の確立を終え、実際に精製サンプルを用いたクライオ電顕観察と単
粒子解析のステップに進んでいる。複合メガコンプレックスについても、精製方法確立の最終的
な詰めの段階に入っている。 
本研究の進行の過程において副産物として、TIC メガコンプレックスにおいて、これまでの研
究により見落としていた分子量が比較的小さい必須因子 Tic12 を同定し、その機能的重要性に
ついて、詳細な生化学的解析、および、分子遺伝学的解析を駆使することで、明らかにする事が
できた①。またこれらの解析とは並行して、国際共同研究として進めていた緑藻における輸送装
置の生化学的解析により、我々が緑色植物において見出していた輸送装置とほぼ同一のものが、
存在していることが明らかとなった②。さらには、緑色植物との進化的比較という観点から、非
常に興味深い位置にある紅藻類の輸送装置に関して、緑色植物の TOC とは全く異なる装置が働
いている可能性を示唆する研究成果を挙げる事が出来た③。これらの研究成果は、葉緑体蛋白質
輸送の分子機構とその進化的成立過程の全容を理解する上で極めて重要であると考えている。 
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