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研究成果の概要（和文）：リポソーム添加型無細胞合成法を利用したプロテオリポソーム再構成系によるトランスポー
ターの機能解析系の改良を行った。主に合成方法に焦点を絞りタンパク質の合成効率を上昇させることに成功した。そ
の結果、コムギ胚芽由来のタンパク質に対する合成タンパク質の割合が高まり、簡易精製後のトランスポータータンパ
ク質の輸送活性測定においてS/N比の高い解析系を構築することに成功した。この方法を用いて、植物のオルガネラに
局在する様々なトランスポーターの解析を行なった。イネやアイスプラントの葉緑体に局在する糖リン酸輸送体やシロ
イヌナズナの葉緑体に局在する硫黄代謝物の輸送体などについて機能解析を行なった。

研究成果の概要（英文）：We improved a method for functional analysis of transporter proteins based on 
liposome-supplemented cell-free system. In the new system, detection range of transport activity against 
non-specific background activity was improved by up-regulated synthetic efficiency of membrane proteins 
in cell-free reaction. By using this method, we analyzed several transporter proteins localized in plant 
organelle. Substrate specificity of sugar-phosphate transporters in rice and iceplant plastids and 
sulfate metabolite transporter in Arabidopsis plastids.

研究分野：植物栄養学・土壌学
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１．研究開始当初の背景 
 植物の主要なエネルギー代謝経路である
光合成と呼吸において, これらの経路に関
する酵素蛋白質については植物の物質生産
能力の理解や増強を目的とした研究が進ん
でいる. 一方, これらの代謝経路で物質の
輸送を制御する輸送体蛋白質の研究は, 酵
素研究と比較すると進展が遅い. 本申請で
は, 植物のエネルギー代謝器官の主要な輸
送体蛋白質であるリン酸輸送体ファミリー
(PTF)タンパク質とミトコンドリアキャリ
アーファミリー(MCF)タンパク質について
それらの基質輸送機能の解析や生体内での
機能解析を通じてそれらのイネの生育や物
質生産能力における役割を明らかにするこ
とを目的に研究を行う. 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は, (1)申請者が開発した無
細胞合成法を基盤とした in vitro 膜輸送体
再構成系のさらなる技術的改良, ならびに
同方法を利用した(2)イネ色素体に局在す
る PTF タンパク質と(3)ミトコンドリアに
局在する MCF タンパク質の機能の解明で
ある. 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro膜輸送体再構成系の改良 
 申請者らは, コムギ無細胞合成系にリポ
ソームを添加することにより膜タンパク質
をリポソームとの複合体として合成し, こ
の複合体を遠心処理により沈殿として回収
した後, 凍結融解および超音波処理を行う
ことにより機能型膜タンパク質を調製する
方法を考案した. この方法では, 簡便に機
能的膜蛋白質を調製できるものの, 非特異
的にリポソームに結合してくるコムギ胚芽
由来のタンパク質が微量ではあるが，活性
測定系に混入するという問題がある. 感度
の高い解析系を構築するためには, 精製膜
タンパク質を用いた系の構築が必須である. 
そこで, His タグ付加により活性が低下し
ないこと確認しているAtDTCとAtPPT1を
モデル蛋白質とし, タンパク質調製法の改
良を行う. 界面活性剤をコムギ無細胞系に
添加し可溶性画分に合成し精製する方法と, 
リポソームとの複合体として合成後, 界面
活性剤で可溶化し精製する方法の二種類の
方法を検討する. 界面活性剤は, これまで
に無細胞系において膜タンパク質の可溶化
合成に実績のある Brij 系, 大腸菌封入体か
らのMCFの可溶化に使われているSarkosyl, 
リポソームに対して高い可溶化活性を示す
Fos-cholin 系などを試験する. 界面活性剤
を使用する方法で上手くいかない場合には
タンパク質の合成活性を上昇させ、コムギ
胚芽由来の微量混入タンパク質の比率を低
下させることで輸送活性感度を上昇させる
方法の構築を試みる. 
(2)イネ色素体局在 PTFタンパク質 

 PTFは PPT, TPT, GPT, XPTの 4種の輸送
体から構成されるが単子葉植物では XPT
に相同性を持つ遺伝子が未同定である . 
XPT はキシロース-5’リン酸を色素体内に
輸送することでペントース-リン酸経路の
形成に関与しているため，イネ色素体にお
いても，デオキシリボースやリボースなど
核酸合成に必要な糖前駆体合成に不可欠な
はずである. PPT, TPT, GPTおよびXPTは配
列類似性が高いことより, 単子葉植物では
PPT, TPTおよび GPTのいずれかが XPTの
役割を兼ねている，もしくは XPTとして機
能している可能性がある．この仮説を検証
するため, 蛋白質を合成し，in vitro再構成
系を利用する基質特異性解析により, イネ
XPTの同定を進める. 
 また, イネ以外の植物の PTFに関しても
in vitro再構成系を利用して輸送基質の特定
を行い生体内での役割を推定する. 
(3)ミトコンドリア局在MCFタンパク質 
 酵母やシロイヌナズナでは約半数の
MCF について輸送基質が同定されている.
アミノ酸配列の相同性に基づく系統解析か
ら, 他のいくつかの MCF タンパク質につ
いて輸送基質を推定することができる. こ
れらの中で, エネルギー代謝に関連する
MCFに対象を絞り, 輸送基質特異性の解析
を行う. MCF蛋白質は相同性の高い蛋白質
間においても輸送基質の特異性に違いがあ
ることが報告されており, 個々の MCF の
機能を理解するためにはそれぞれの輸送基
質特異性の詳細を in vitro 再構成系により
検証する必要がある. 
 
４．研究成果 
(1) in vitro膜輸送体再構成系の改良 
 リポソーム添加型コムギ無細胞系を利用
したプロテオリポソーム再構成系によるト
ランスポーターの機能解析系の改良を行な
った. 主に合成方法に焦点を絞りタンパク質
の合成効率を上昇させることに成功した. そ
の結果, コムギ胚芽由来のタンパク質に対す
る合成膜タンパク質の比率が高まり, 簡易精
製後のトランスポータータンパク質の輸送
活性測定においてS/N比を高めることに成功
した. コムギ無細胞系を利用したプロテオリ
ポソーム再構成系については実験法(論文
②)と応用例(論文③)についてそれぞれ論文
として発表した. 
(2)色素体局在 PTFタンパク質 
 イネ色素体に局在するPTFタンパク質８
種のうち４種について cDNAをクローニン
グし, 無細胞系でタンパク質合成を確認し
た. ４種全ての PFTタンパク質が活性型と
して合成できていることを確認し, ２種に
ついては基質特異性を決定した. 
 また, アイスプラントの４種の PTFタン
パク質について無細胞系を利用し機能型タ
ンパク質を合成し, それらの基質特異性を
決定した. 共同研究者が行なった遺伝子発



現のデータと組み合わせることでそれらの
生体内の役割を推定し論文として発表した
(論文④) . 
(3)ミトコンドリア局在MCFタンパク質 
 MCF タンパク質に関しては酵母の複数
のタンパク質に関して無細胞系を利用して
機能型膜タンパク質として合成できること
を確認した. この中で ATP/AMP 交換輸送
体である Ant1p を利用して, 外部から ATP
を供給することで発光するルシフェラーゼ
内封リポソームの作成を試みた. 無細胞系
で合成した Ant1pを膜上に配置することで
ATP をリポソーム内部に取り込み, それを
利用してルシフェラーゼがルシフェリンの
酸化反応を触媒し発光することが確認され
た. この結果は論文として発表した(論文
①). 
 また、シロイヌナズナの MCF の中に含
硫核酸を輸送するものを見出した。この結
果は植物生理学会にて報告した（学会発表
①）。 
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