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天然ゴム生合成酵素のクローニング	 

	 天然ゴムは，高強度，低発熱といった特長を有する天然高分子であり，現代においても，その物性を

全面的に代替できる合成高分子の開発には至っていない．その特性から天然ゴムはタイヤ製造に必須で

あるが，近年の世界レベルでのモータリゼーションの進展に伴い需要が年々伸び続け，今や世界の年間

需給規模は1,200 万トンを超えている．そのため，安定供給の確保が強く求められている．現在，工業

利用されるNRの大部分は，パラゴムノキ（Hevea	 brasiliensis）から採取されるラテックスより生産さ

れており，遺伝子工学的手法による天然ゴム高生産株の分子育種や，代替生物による生産系の開発が期

待されているが，生合成酵素の実態は謎のままであった．そこで我々の研究グループでは，パラゴムノ

キのラテックスより天然ゴム生合成酵素のクローニングを行った．	 

	 天然ゴムの基本骨格は，炭素数 5 のイソペンテニル二リン酸（IPP）が cis-1,4-重合したポリイソプ

レノイドであり，そのω末端には数個の transイソプレン単位が結合している．この様な構造のポリイ

ソプレノイドは，重合度に違いはあれ，すべての生物が普遍的に有する．それらは，数個の IPP が

trans-1,4-重合したオリゴプレニル二リン酸を開始基質としてIPPが連続的にcis-1,4-重合することで

生合成されるが，その反応は cis型プレニル鎖延長酵素（cPT）と総称される酵素により触媒される．そ

こで，天然ゴム生合成酵素がcPT の一種であると仮定し，パラゴムノキのラテックスより2種の cPT 相

同遺伝子（HRT1，HRT2）を単離した 1．しかし，大腸菌内で異種発現させた組換え型酵素は単独では全

くIPP 重合活性を示さなかった．一方，これらを異種発現させた出芽酵母や植物培養細胞の粗酵素抽出

液を用いて反応を行うと重合活性が検出されたが，生成物は天然ゴムサイズではなく，宿主生物が有す

るポリイソプレノイドと同程度の炭素鎖長（C100程度）であった 2．我々の研究グループでは，種々の

生物種より多数のcPT を単離し比較機能解析を進めてきたが，真核生物cPT の多くは，HRT1，HRT2 と同

様に，大腸菌内で異種発現させた際に活性を示さず，酵母などの真核生物で発現させた場合にのみ活性

を示す 3,4．これらの結果から，HRT1,HRT2 が天然ゴム生合成活性を示すためには，真核生物特有の活性

化因子に加え，ラテックスに特有な反応生成物鎖長の制御因子が必要であるというモデルを提唱した．	 

	 

活性型天然ゴム生合成酵素の試験管内再構成 
	 ラテックス中では，天然ゴム分子はリン脂質一重層で覆われたゴム粒子（rubber	 particle,	 RP）とし

て存在している．天然ゴム生合成に寄与するタンパク質を同定するため，ショットガンプロテオミクス

解析によりパラゴムノキの RP 結合タンパク質を網羅的に同定した 5．同定されたタンパク質の中には，

HRT1/HRT2 に加え NgBR 相同タンパク質が見出された．NgBR はヒト cPT の相互作用タンパク質であり，そ

れ自身では触媒活性を示さないものの，ヒトcPTの活性を安定化させることが報告されている．このNgBR
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相同タンパク質は，ラテックスで特異的に発現しているHRT16と相互作用することが示された．さらに，

このタンパク質は，天然ゴム生合成への何らかの関与が示唆されていた RP 結合タンパク質である REF

とも相互作用することが分かった．そこで，この新規タンパク質を HRT1-REF	 BRDGING	 PROTEIN	 (HRBP)

と名付けた．各種相互作用解析より，実際にこの3者が RP上で複合体を形成していることが明らかにな

った．このタンパク質複合体について，酵素の触媒機能発現における膜環境の重要性を解析するため，

無細胞タンパク質発現システムを利用し，3 種のタンパク質を導入したプロテオリポソームを作製した

が，有意な活性は得られなかった．そこで，界面活性剤処理で結合タンパク質を極力除去した RP

（washed-RP,	 WRP）を調製し，そこに無細胞タンパク質発現系を利用してタンパク質を導入する手法を

開発した．驚いたことに，この系で導入したHRT1 は，それ単独でIPP 重合活性を示し，trans型オリゴ

プレニル二リン酸を開始基質として分子量 106以上のポリイソプレノイドを de	 novo 合成した．また，

レタス由来cPT をパラゴムノキのWRPに導入しても，HRT1 と同様に天然ゴム生合成活性を示した．本研

究によって，組換え型酵素を用いて天然ゴム生合成酵素活性を再現することに初めて成功し，活性発現

には、RPという特殊な細胞内小器官の膜上にcPT を正しく組み込まれることが重要であることが明らか

となった．さらに，WRP 上に 3種のタンパク質を導入したところ，HRT1 の活性が顕著に安定化された．

これらの結果から，RP 上に多く存在する REF の一部と結合することで HRT1-HRBP が RP 膜上で安定化さ

れ，それによりHRT1 の重合反応で伸長する疎水性ポリイソプレン鎖が効果的にゴム粒子内に収容されて

いくという生合成機構が想定された．以上より，複数のタンパク質で構成される天然ゴム生合成マシナ

リの存在を提唱し，HRT1-HRBP-REF 複合体がその中核となっているモデルを提案した．	 
	 

今後の展望	 

	 本研究におけるブレークスルーをもとに天然ゴム生合成酵素の触媒機構の分子解明を進め，それを起

点として，長年にわたり未解明であった天然ゴム生合成経路の全容解明を目指す．また，我々はパラゴ

ムノキ培養細胞とその形質転換系も確立している 7ため，そのプラットフォームを利用し，細胞レベル

での迅速な天然ゴム生合成解析系の開発と，生合成関連酵素の転写制御機構の解明も進めている．	 	 
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