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研究成果の概要（和文）：植物が生産する有用な二次代謝産物は、膜上で酵素複合体メタボロンの形成により効
率的に合成されることが明らかになってきた。代替生産系を構築する上でも、メタボロンの構造と機能を理解す
ることが不可欠であるが、メタボロンの相互作用は一般的に弱く、膜上で一過性に形成される複合体の単離も困
難であり、複合体の量論比、相互作用に関する知見は少ない。本研究ではフラボノイドおよび天然ゴム生合成系
の複合体の膜上における酵素学的解析、複合体のX線結晶構造解析、化学的架橋による相互作用解析等を行なっ
た。その結果、複合体の量論比と活性発現の相関を解明し、相互作用界面、およびダイナミクスに関する知見を
得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Plant secondary metabolites (so called plant specialized metabolites) have 
been thought to be efficiently synthesized by a membrane-bound enzyme complex which is termed as 
metabolon. However, complex structures, stoichiometry and interface of the complex have not yet been
 clarified because of weak interactions between metabolon components on membrane environment. So 
far, no metabolon have been isolated and crystallized as a complex. In this project, flavonoid and 
isoprenoid (especially natural rubber) biosynthetic enzymes, that are known to form metabolon, were 
investigated. As a result, we successfully determined the stoichiometry and conditions that are 
required for the enzymatic activity of the core complex for natural rubber biosynthesis. Moreover, 
the core complex for flavonoid biosynthetic pathway were crystallized as a complex for the first 
time. This complex structure revealed the interface which was supported by crosslinking experiments.

研究分野：構造生物学

キーワード： 天然ゴム　フラボノイド　メタボロン　イソプレノイド　植物特化代謝　二次代謝産物　結晶構造
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物が生産する二次代謝産物は、近年は植物特化代謝産物とよばれ、薬用化合物の宝庫である。また、植物特化
代謝産物の一種である天然ゴムは、化学成分としては普遍的なイソプレンという繰り返しから合成されるもので
ありながら、ポリマーとしてのゴムは、特定のゴム生産植物しか合成できない。そのため、植物は奇跡の化学工
場とも言われているが、そのキーとなるのが酵素複合体メタボロンの形成である。これらの作用機序、複合体構
造、量論比、相互作用界面に関する知見を得ることは、基礎科学として新規性が高いが、微生物などの他の宿主
で植物特化代謝の代替生産系を構築する応用上、必要不可欠な情報であり、大きな波及効果がある。

※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 
 
 植物は，外界からの様々なストレスに対処するために適応代謝を進化させ，薬理活性が知られ
るフラボノイドや，優れた材料特性を持つ天然ゴムなどの有用化合物を含め、膨大な種類の二次
代謝産物を生合成する．これらは有機化学的に大量合成することが困難なものが多く，長年に渡
り代謝工学研究の対象となってきた．例えば，酵母でのフラボノイド生合成経路の代替構築の試
みでは，多量の副生成物生成が起こり，基質から目的生成物への変換効率は 10%ほどに留まる
ことが知られていた．一方，天然ゴム生合成系を他の生物に構築する試みには成功例がまだなか
った．生体内では，代謝系の酵素群による複合体 “メタボロン”が形成され，代謝中間体を酵
素間で直接受け渡すことで高効率な生合成が達成されるという説が提唱されてきたが，分子レ
ベルでの理解は進んでいなかった．そのため，諸問題の解決には，関与する酵素群がどのように
相互作用して活性を発現し，効率的な生合成が進行するのかを明確にする必要があった． 
申請者らは，フラボノイド生合成系のタンパク質群の相互作用ネットワークを明らかにし，カル
コン合成酵素(CHS)とカルコン異性化酵素(CHIL)からなる構造が生合成の初発段階の効率化に
重要であることを示していた．また，天然ゴム生合成系については，活性を再構成するタンパク
質複合体（マシナリと呼ぶ）を見出し，ゴム合成酵素(HRT1)とゴム合成酵素類似タンパク質
(HRBP)が協働的にゴム合成活性を示し，足場タンパク質がゴムの膜系への取り込みを効率化す
ることを予想していた．しかしながら，植物のメタボロン/マシナリのどの例においても量論比
は解明されていなかった． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題は，メタボロン/マシナリのコア構造がいかなる発現条件および量論比で形成さ
れ，どのような相互作用界面をもつのかを原子レベルで明らかにする．また，メタボロン/マシ
ナリが膜上でいかなる動的挙動を示し，その構造状態がどのように推移するかをマクロレベル
で可視化することを目的とした．  
 
３．研究の方法 
 
 多くの有用物質を含むフラボノイドと，イソプレノイド（天然ゴムを含む）の各メタボロン/
マシナリをおもな解析対象として，研究タスク（１）〜（４）を実施した．  
（１）無細胞翻訳系を用いた複合体のナノディスク再構成による量論比の決定 
 大腸菌で膜足場タンパク質（MSP）を異種発現させ精製し，精製リン脂質とMSPを混合して
透析で再構成すると，MSPが二分子導入されたナノディスク（ND）を単離した．これに対
し，コムギ胚芽抽出液を用いた無細胞翻訳系を利用して，目的酵素群を導入し，MSPに融合さ
せた His6タグを利用して精製する．タンパク質を発現させる順番，組み合わせを検討し，ND
に導入された酵素の量論比がどのように変化するかを SDS-PAGEで確認し，酵素活性を測定し
て確認する． 
（２）化学的架橋による複合体の単離と質量分析による相互作用界面の決定 
 各複合体を，NDに再構成または，溶液中で混合してゲルろ過クロマトグラフィーを行い，
単離する．それらに化学架橋剤を作用させ，架橋効率を SDS-PAGEで確認する．架橋複合体と
予想されるバンドを回収してトリプシン消化し，LC-MS/MSにより分析する．その後，架橋ペ
プチドを同定し，相互作用界面を推定する．相互作用界面の情報は，AIを用いた複合体構造予
測プログラムを利用して妥当性を評価し，課題 3で得られた複合体結晶構造や課題 4で得られ
た HS-AFM像とも比較検証する． 
（３）各構成因子および２者複合体の結晶化と立体構造解析 
天然ゴム合成酵素類似酵素，フラボノイド関連酵素やその生成物複合体の立体構造を X線結
晶構造解析により明らかにした．結晶は 20℃で蒸気拡散法により取得した．X線回折データ
は，SPring-8（播磨）のビームライン（BL32XU）において取得し，既往の結晶構造または，AI
を用いて構築した複合体モデルをサーチモデルとして，分子置換法により行った． 
（４）高速バイオ AFM による膜上複合体の形成・解離のサブ秒分解能観察 
 MSPによる NDの形成の後，ND上へのゴム合成関連酵素の再構成と単離を検討した．これ
らの膜上提示系の妥当性を評価するため，まず，膜貫通タンパク質である GPCRの一種β2ア
ドレナリン受容体（β2AR）を用い，酵素タンパク質の膜上提示を高速バイオ AFM（HS-
AFM）により確認した．その後，NDとホモダイマー型ゴム合成関連酵素の観察をおこなっ
た．また，基板上に Ni-NTAを共有結合させた脂質二重膜を展開し，フラボノイド酵素を His6
タグによって配置させ，相互作用パートナーとなる酵素タンパク質を添加して，形成された複
合体を HS-AFMで観察した． 
 



４．研究成果 
 
（１）無細胞翻訳系を用いた複合体のナノディスク再構成による量論比の決定 
 パラゴムノキおよびグアユールの天然ゴム生合成マシナリについて，ナノディスクへの導入
法を確立し，ゴム合成酵素(HRT1ホモログ)とゴム合成酵素類似タンパク質(HRBPホモログ)が
ポリイソプレンの合成に必須なコア構造であることを，ピュアな系で初めて証明した．図１に示
すように，活性発現に必要なそれらの構成の，ナノディスク膜上への導入順序などの条件につい
ても解析することに成功した． 

 
図１．パラゴムノキの天然ゴム生合成マシナリのコア構造とポリイソプレン合成活性の証明． 
(a) HRT1 および HRBP の NDへの導入の模式図．(b) HRT1 と HRBP の NDへの再構成と複合体の精
製．(c) 精製された HRT1-HRBP-ND コア複合体のポリイソプレン合成活性の証明 
 
（２）化学的架橋による複合体の単離と質量分析による相互作用界面の決定 
 天然ゴム生合成マシナリのコア構造の化学的架橋からは，1:1または 2:2複合体の形成が確認
された．また，AIを利用した複合体構造予測の支援を導入することにより，HRT1ホモログと
HRBPホモログの 1:1ヘテロダイマーの相互作用界面の情報を得ることができた． 

 
図２．パラゴムノキの天然ゴム生合成マシナリのコア構造の架橋と相互作用界面． 
(a) 化学的架橋剤 BS3．(b)架橋複合体の分離（抗 HRBP抗体を使用して検出）．(c) AI によって構造
予測された HRT1-HRBP の 1:1 ヘテロダイマーモデル．  
 
フラボノイドの共通前駆体であるカルコン骨格の合成において，CHIL と CHS の複合体がコ
ア構造であるため，両者の溶液中複合体の単離を試み，化学的架橋を行った．それぞれの精製
においては，CHILは単量体，CHSはホモダイマーで存在することが示唆されていた．架橋複
合体の質量分析により，量論は CHS:CHIL = 1:1または 2:1と推定され，複合体の架橋ペプチド
が単離された．これらの結果は，AI構造予測結果および，課題３の成果である CHS-CHIL複合
体の結晶構造から可視化された相互作用界面と整合性を示すことがわかった． 
 

図３．フラボノイドメタボロンのコア構造複合体の単離と架橋． 
(a) CHS-CHIL 複合体（矢印）のゲルろ過での単離．(b) 単離した複合体の Native 電気泳動． (c) BS3
を用いた架橋後の SDS-PAGE．赤の四角のバンドを質量分析した． 
 
（３）各構成因子および２者複合体の結晶化と立体構造解析 



 天然ゴム合成酵素類似体として，植物由来シス型プレニルトランスフェラーゼの高分解能 X
線結晶構造を４つ決定した（PDB ID: 7VPC, 8X35, 8X36, 8X37）．また，フラボノイドメタボロン
のコア構造の各構成因子として，ダイズ CHSの CoAとの複合体構造を決定し（PDB ID: 8JRD），
コケ類の CHSおよび CHILの結晶構造を決定した（論文発表まで非公開）．さらに，CHSと CHIL
の複合体結晶構造を初めて明らかにした（図５参照，論文発表まで非公開）． 

図４．CHS と CHIL の結晶構造 (a) 得られた結晶の写真および BL32XU における自動測定結果（ヒー

トマップ）．(b) CHS と CoA 複合体の結晶構造．(c) CHIL の結晶の写真と結晶構造． 

 
（４）高速バイオ AFM による膜上複合体の形成・解離のサブ秒分解能観察 
 NDに再構成したの膜タンパク質の HS-AFM観察を評価するため，GPCRの一種β2アドレ
ナリン受容体（β2AR）を観察した．また，膜結合性のゴム関連酵素を NDに導入したとこ
ろ，サブ秒スケールで酵素が ND上を移動する様子が初めて観察された．続いて，基板上に
NTAが付加した脂質二重膜を展開し，Hisタグ付きの CHSを固定して CHILの添加を試みた
ところ，一部の CHSがより嵩高く観察され，複合体の結晶構造で見られたような，2:2複合体
モデルと類似した像が初めて捉えられた．  

図５．天然ゴム関連酵素およびフラボノイド酵素の高速 AFM 観察像．(a) ND とβ2AR 複合体．  
(b) 複数の ND と天然ゴム関連酵素の時分解観察（0 sec – 0.2 sec）．(c) CHS-CHIL の 2:2 複合体構
造（上）と HS-AFM 観察．  
 
研究成果のまとめ 
フラボノイドメタボロンおよび天然ゴムマシナリのコア構造の構成と複合体形成様式を明らか
にし，これらの複合体形成の量論や酵素活性への重要性を検証した．天然ゴム生合成の鍵酵素で
あるHRT1と，そのパートナータンパク質である HRBPを，NDに再構成し，精製することで，
初めてピュアな状態で量論と酵素活性の発現条件を明らかにすることができた．また，フラボノ
イド生合成の鍵酵素 CHSと，そのパートナータンパク質である CHILの溶液中での複合体を単
離し，それらの立体構造を X 線結晶構造解析により明らかにした．ND への膜タンパク質群の
提示技術の基盤を構築し，HS-AFM によりダイナミクスを観察することに成功した．それらの
直接的に観察と，他の実験手法およびAIを用いた構造予測との比較を行い，整合性を確認した．
本研究の成果は，植物特化代謝において，特に重要な化合物群に関与する合成系の進化的側面の
理解や生産制御に向けて重要な知見を提供するものである． 
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