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研究成果の概要（和文）：インタラクトーム解析とは分子間相互作用の網羅的な同定手法である．本研究課題では，植
物の核膜インタラクトーム解析のための新しいツール作りを目的とした．
改変型ビオチンライゲース (BirA) は近接タンパク質をビオチン化する．このBirAと核膜タンパク質との融合タンパク
質を発現する形質転換シロイヌナズナを作出した．この形質転換体においてBirA融合タンパク質および，ビオチン化タ
ンパク質の蓄積を確認することが出来た．しかしながら，これらビオチン化タンパク質は蓄積量が少なく，精製および
質量分析による同定を行うことが出来なかった．今後は，より高効率なビオチン化の系の開発と精製法の確立が必要と
考えられる．

研究成果の概要（英文）：Interactomics is a powerful resource to reveal the whole set of molecular protein 
network in the cells. In this study, we aimed to develop a novel tool for interactomics in plant nuclear 
envelope by using modified biotin ligase (BirA). We generated transgenic Arabidopsis plants expressing 
BirA-fused nuclear envelope protein. Western blot analyses indicated that the biotinylated proteins are 
specifically accumulated in the transgenic plants. However, the accumulation level of biotinylated 
proteins was low. To purify and identify more effectively, it is required for the system allowing higher 
accumulation of biotinylated proteins in the transgenic plants

研究分野：植物細胞生物
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１．研究開始当初の背景 
機能ゲノム科学分野において，タン

パク質間相互作用ネットワークを明らかに
するインタラクトーム解析は重要な手法と
して認識されていた．しかしながら，現在ま
でに植物細胞における確固たる手法の確立
はまだ充分に検討されておらず，網羅的なタ
ンパク質間相互作用の情報が大きく立ち後
れていた． 
 申請者らは以前，蛍光タンパク質タ
グを利用した免疫沈降法によって，植物の核
膜孔複合体成分の網羅的同定に成功してい
た．この免疫沈降法を利用した相互作用タン
パク質の同定方法は，一過的だったり弱い相
互作用のタンパク質は同定出来なかったり，
タンパク質抽出の条件検討には長時間を有
する点で問題があった．これらの問題を解決
するために，よりハイスループットなインタ
ラクトーム解析のツールを開発する必要が
あった． 
 
２．研究の目的 
 植物細胞を用いて，ビオチンライゲ
ースによる新しいインタラクトーム解析の
手法を確立することを目的とする．この解析
のモデルとして，植物の核膜に注目し，核膜
タンパク質のカタログ情報の取得を目指す．
これらの成果により，未だ共通理解の得られ
ていない高等植物の核膜の機能分化に関す
る知見の取得が期待できる． 
 
３．研究の方法 
 最近，近接するタンパク質を特異的
にビオチン化する大腸菌由来の改変型ビオ
チンライゲース (BirA) が開発された 
(Roux et al., J. Cell. Biol. 2012)．この
BirA と核膜タンパク質（裏打ちタンパク質
KAKU4 および核膜孔複合体 Nup136）との融合
タンパク質を発現する形質転換シロイヌナ
ズナを作出した．ウエスタンブロットにより， 
BirA 融合タンパク質を高レベルで蓄積する
ラインを複数ライン選抜し，その後の解析に
使用した． 
 選抜した形質転換ラインの幼植物
体（発芽後 4−6 日後）に１-10 mM のビオチン
処理を 16 時間行った．処理後に，タンパク
質を抽出して，ストレプトアビジンビーズに
よるビオチン化タンパク質の精製を試みた． 
 
４．研究成果 

ビオチンライゲース (BirA) を用
いたインタラクトーム解析のために，核膜タ
ンパク質をターゲットとした．BirA には核内
膜タンパク質である KAKU4 及び，核膜孔複合
体の構成因子である Nup136 を用いた．ウエ
スタンブロット解析により，KAKU4-BirA およ
び Nup136 タンパク質が形質転換植物内で蓄
積していることが確認できた（図１）． 

 
 

図 1．野生型 (wt) 及
び，KAKU4-BirA を発現する
形質転換シロイヌナズナか
らタンパク質を抽出してウ
エスタンブロットを行った．
形質転換体では約 100 kDa
付近に KAKU4-BirA の全長と
予想されるタンパク質が蓄
積していた（矢印）． 

 
 

この形質転換体（幼植物体）に 1 mM ビオチ
ンを 16 時間処理した後，タンパク質を抽出
して，ストレプトアビジン-HRP を用いたビオ
チンブロットを行った．その結果，形質転換
体で特異的に蓄積しているビオチン化タン
パク質の検出も成功した．しかしながら，植
物が元来持つ内在性ビオチン化タンパク質
の量が非常に多かった． 
 ビオチン化タンパク質の精製のた
めに，ストレプトアビジンビーズ（Pirce）
に抽出タンパク質を供した．精製画分を電気
泳動後，ビオチンブロットおよび銀染色を行
って，形質転換体特異的なビオチン化タンパ
ク質の探索を行った．しかしながら，内在性
のビオチン化タンパク質の量が多く，BirA 融
合タンパク質由来と考えられるビオチン化
タンパク質はほとんど検出できなかった．今
後は内在性ビオチン化タンパク質の少ない
組織（たとえば根等の非光合成組織）を用い
たり，より多くの BirA 融合タンパク質が蓄
積する形質転換体を用いて，効率的なビオチ
ン化タンパク質の抽出方法を探る必要があ
る． 
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