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研究成果の概要（和文）：蛋白質の細胞内輸送と膜透過は細胞構築原理の根幹に関わる重要な問題である。生命は進化
の過程で、ごく少数の蛋白質膜透過装置トランスロコンを生み出してきた。原核生物型SECトランスロコンに関しては
構造レベルの解析まで進んでいるが、真核生物型に関しては、構造レベルの解析まで進んだ例はほとんどない。われわ
れは、高等植物葉緑体の特に内包膜に存在する１メガダルトンものTICトランスロコン、TICと連携し輸送モーターとし
て機能すると考えられる２メガダルトン複合体の完全同定にも成功している。本研究では、タバコ形質転換体を用いる
事で両複合体を単独および超複合体として高度に精製する条件を確立する事ができた。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of molecular mechanism of protein translocation across cell membranes 
is fundamentally important for cell biology. Several different type of protein translocation machineries 
called translocons have been so far identified and characterized. Among them, only bacterial-type SEC 
translocons have been extensively studied from the structural aspects simply because of some difficulty 
to obtain high amount of purified translocons of eukaryotic-type. In this study, we have successfully 
purified TIC translocon at the inner envelope membrane of chloroplast as well as its associated import 
motor complex.

研究分野：植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）葉緑体は光合成だけでなく、窒素同
化や硫黄同化などさまざまな重要な代謝機
能を担っている。これらの複雑な代謝活動
は、葉緑体を構成する２千種類を超える蛋
白質が適材適所適時に葉緑体に輸送される
ことで維持されている。この輸送過程は、
細胞質ゾルで合成された葉緑体前駆体蛋白
質の輸送シグナルが書き込まれたトランジ
ット配列を、葉緑体外包膜の蛋白質輸送装
置 TOC が認識する事で始まる。前駆体蛋
白質は TOC のチャネル部分を介して外包
膜を通過した後、内包膜の TIC 輸送装置
に認識され、TICのチャネル部分を介して
内包膜を透過してストロマへと運ばれる。 
 
（２）これら一連の過程の主役となるのは
TOC および TIC 輸送装置であるが、前者
について、我々は、2006年に Toc159/75/34
と呼ばれるコンポーネントが安定な１メガ
ダルトンに近い大きさの巨大な膜蛋白質超
分子複合体を形成している事を示している。
一方、後者の TIC複合体に関しては、2009
年に、この複合体が Tic20という蛋白質を
中心に、１メガダルトン程度の膜蛋白質超
分子複合体を形成していることを示した。
さらにこの TIC 複合体に関しては、最近
我々の研究に大きな進展があり、Tic20 の
他に全く新奇な TIC 因子を３種類含んで
いることが明らかになり、その完全同定に
も成功している 
 
２．研究の目的 
（１）TOC の構成因子である Toc159 / 75 
/ 34に関しては、我々のグループを含む世
界中のいくつかの研究グループにより、ま
たTic20を含む１メガダルトンTIC複合体
の新奇構成蛋白質に関しては、我々のグル
ープにより、その機能に関する生化学的お
よび遺伝学的解析が進められている。これ
らの巨大な超分子膜蛋白質複合体の機能を
完全に理解するには、その構造情報は不可
欠であるが、TOC複合体に関しては数年前
に部分分解物の低解像度の電顕像が、TIC
複合体に関しては、最近我々のグループに
よるやはり低解像度の電顕像が得られてい
るだけであり、ここの因子のアミノ酸側鎖
レベルでの機能の立体構造レベルでの理解
にはほど遠い状況にある。 
 
（２）このような背景にあり、今回、大量
に入手可能な市販の植物をスタート材料と
することで、高解像度の電顕３D画像の取
得や X 線結晶構造解析をも視野に入れた、
TOC および TIC 複合体の大量精製と構
造解析試料の大量調製を試みる本研究の着
想に至った。 
 
３．研究の方法 
（１）これまで取られてきた手法では、

TOC や TIC 複合体を例えば X 線結晶構
造解析に使える結晶を調製する結晶化条件
のスクリーニングに十分な量、単離する事
は不可能である。そこで、数十キログラム
あるいは数百キログラムの単位で入手が可
能な市販のホウレンソウを材料に、大腸菌
にて発現精製が容易な前駆体蛋白質と、そ
れを結合しうる安価に調製できる２段階の
アフィニティ樹脂を用いて、TOC および
TIC複合体の同時大量精製を目指す。 
 
（２）大量精製が可能となれば、ネガティ
ブ染色電顕解析およびクライオ電顕解析に
よる一分子解析により、高解像度の３Dイ
メージの取得を目指す。この際、TOC と
TIC複合体が物理的に接触している（連続
して機能している）可能性も考慮に入れ解
析を進める。さらに、さまざまな結晶化条
件のスクリーニングを行い、結晶が得られ
れば、X線回折画像を取得し、将来の X線
構造解析へと研究を発展させる足がかりと
する。 
 
４．研究成果 
（１）本研究で計画した、膜透過中間体を利
用して、葉緑体外包膜と内包膜の輸送装置
TOCおよび TIC を精製するために、まず、様々
な前駆体蛋白質を計画した。実験に用いたの
は、Rubisco small subunit, Ferredoxin, 
Ribosomal protein L11, LHCP のそれぞれの
前駆体蛋白質である。これらを、精製用のタ
グのみを付加したもの、あるいは、分子を長
くするために、いくつかの蛋白質との融合蛋
白質として、したがってそこにさらに精製用
のタグを付加したものを計画した。これらを
大腸菌にて大量に発現させ、変性条件下で高
度に精製する事ができた。 
 
（２）次に精製蛋白質を用いて、市販のホウ
レンソウから単離した葉緑体を用いて、in 
vitro の輸送実験を行い、これらが正常に葉
緑体内に取り込まれるかどうか確認した。ま
た ATP 濃度を制限する事で、膜透過中間体が
蓄積してくるかどうか解析した。その結果、
いずれも、葉緑体内のストロマまで輸送され
る事が確認されたが、その輸送効率には大き
な差があった。それは、必ずしも前駆体の長
さとは直接関係していないという事も分か
った。 
 
（３）そこで、有意に輸送中間体が蓄積して
いる前駆体、および輸送条件のもと、大量に
in vitro の膜透過実験を行い中間体を多量
に蓄積させ、そこから、前駆体に導入してあ
るタグを用いて、大量精製を試みた。その結
果、基本的に、いずれの前駆体を用いても、
TOC-TIC 複合体が精製されてくるものの、そ
の精製効率には大きな差が認められた。しか
し、一番多量に蓄積してくるものを用いても、
その精製効率は高くなく、膜透過中間体を用



いた精製方法で構造解析などの物理化学的
手法に持ち込むには、さらに収量をかなり高
める必要があると思われた。 
 
（４）精製効率が高くない理由は、膜透過中
間体では、精製用のタグの露出度が不十分な
のか、そこの構造に変化が及んでいるのか、
精製に用いているアフィニティレジンに対
して、充分量の中間体が回収されていない事
も分かった。この点については、タグを変化
させる、あるいは前駆体のデザインを変える
などの更なる工夫が必要である事が分かっ
た。特に、前駆体と、膜透過装置との相互作
用は一過的であり、決して強くない事を考慮
に入れる必要がある。膜透過中間体といって
も、さまざまな膜透過段階のミクスチャーと
なった場合、計画している以後の構造解析に
おいても、構造決定が困難となる可能性もあ
る。膜透過段階を安定化する方法、かつ、膜
透過がある特定のところで均一に停止する
方法、そのような工夫を施す必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 単離葉緑体で蓄積させた膜透過中間体を利用し

た TOC および TIC 複合体の精製 

単離葉緑体に前駆体タンパク質を輸送させ、膜透過中間

体を蓄積させる。可溶化して IgG セファロースに吸着さ

せた後、融合タンパク質に組み込んである TEV プロテア

ーゼ認識部位で切断する事により、前駆体に結合してい

る TOCおよび TIC複合体を非変性条件で特異的に溶出す

ることができる。 
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