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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリア内膜に局在する輸送体タンパク質ミトコンドリアキャリ
アとミトコンドリアキャリアと相互作用することが知られている脂質カルジ オリピンをモデル膜タンパク質ー
脂質系として用い、膜タンパク質の機能および構造に対する脂質の役割を明らかにすることを目的として研究を
行った。 本研究では、酵母とマラリア原虫のミトコンドリアキャリアを対象に輸送活性に対するカルジオリピ
ンの影響を解析した。その結果、カルジオリピンの添加によりミトコンドリア膜の局在するものは輸送活性が上
昇するが、他の膜系に存在するしないものには活性促進効果が見られないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, by using mitochondrial carriers and a lipid, cardiolipine, 
which is known to interact with the mitochondrial carrier, as a model membrane protein-lipid system,
 we clarified roles of lipids against the function and structure of the membrane protein. In this 
study, the effect of cardiolipin on transport activity of yeast and malaria parasite mitochondrial 
carriers was analyzed. As a result, it was clarified that addition of cardiolipin increases the 
transport activity of the mitochondrial carriers localized in mitochondrial membrane, but such a 
effect was not observed in the mitochondrial carriers present in other membrane systems.

研究分野：膜輸送体タンパク質の機能解析

キーワード： ミトコンドリアキャリア　カルジオリピン　プロテオリポソーム

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質の機能解析や構造解析の結
果から, 特定の脂質が膜タンパク質に結合
することにより機能や構造に影響を与えて
いることが明らかになってきた.これまで
の研究結果から,膜タンパク質が脂質と結
合することで構造と活性が変化することが
示されているが, 膜タンパク質が脂質と結
合することの生理学的意義を含め, 膜タン
パク質の働きに関する脂質の影響に関して
はまだ十分に研究が進んでいない. 
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する方
法を開発してきた. この方法を基盤とした
プロテオリポソーム再構成系を構築し, こ
れまでに様々な膜輸送体タンパク質の機能
解析に成功している. この再構成系を利用
し最近我々は, ミトコンドリアキャリア
(MC)の輸送活性にミトコンドリア内膜に
特異的に存在する脂質であるカルジオリピ
ンが影響を与える結果を得た. MC ファミ
リータンパク質はミトコンドリア内膜に局
在し, プロトン, アミノ酸, 核酸,  NAD や
コエンザイムAなど大きさや構造の異なる
多様な分子の輸送を担う膜輸送体タンパク
質である. MCファミリータンパク質は, 真
核生物では最大のファミリーを形成する輸
送体タンパク質ファミリーの一つで, 出芽
酵母ゲノムでは 35 個の遺伝子の存在が報
告されている.申請者は, 酵母のミトコンド
リアキャリアとカルジオリピンをモデル系
として用いることで膜タンパク質に対する
脂質の影響を多角的に解析することが可能
と考えた. 

 
２．研究の目的 
本研究では,ミトコンドリア内膜に局在す
る輸送体タンパク質MCとMCと相互作用す
ることが知られている脂質カルジオリピン
をモデル膜タンパク質ー脂質系として用い,
膜タンパク質の機能および構造に対する脂
質の役割を明らかにすることを目的として
研究を行った。  
 
３．研究の方法 
(1) リポソーム脂質組成の検討 
 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, 基質内封リポソームと混合し凍結融解お
よび超音波処理を行うことにより基質内封
プロテオリポソームを調製する方法を考案
した. 本研究では,リポソームの脂質組成の
影響を解析する.そこで、まず最初に合成時
に添加するリポソームと基質内封リポソー
ムの脂質組成の検討を行った. 
(2) 酵母 MC タンパク質の輸送活性に対する
カルジオリピンの影響の解析 

脂質組成の異なるリポソームを添加した
コムギ無細胞翻訳系により、酵母 MC タン
パク質タンパク質を合成した。遠心分離に
よる粗精製を行った後、基質を内包したリ
ポソームと混合し凍結融解および超音波処
理によってプロテオリポソームを調製した。
ラジオアイソトープ標識された輸送基質の
プロテオリポソーム内への輸送量を液体シ
ンチレーションカウンターにより測定し、
再構成輸送体の輸送活性を解析し、脂質の
輸送活性に対する影響を評価した。 
(3) 酵母以外の生物由来の MC タンパク質の
輸送活性に対するカルジオリピンの影響の
解析 
 ミトコンドリア膜にカルジオリピンを含
まない生物種からMCをコードする遺伝子を
単離した。これらを用いて無細胞系により
MC タンパク質を合成し、輸送活性に対する
カルジオリピンの効果を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) リポソーム脂質組成の検討 
予備実験でカルジオリピンの添加により
活性上昇が観察されていた幾つかのMCを用
いて、合成時に添加するリポソームと基質
内封リポソームの脂質組成の検討を行った.
その結果、カルジオリピンの活性上昇効果
は合成時に添加するリポソームと基質内封
リポソームの両方にカルジオリピンを添加
した時に観察されるものの、どちらか一方の
リポソームにしか添加しない場合には効果
が観察されないことが明らかになった。そこ
で、これ以降の実験では、カルジオリピンを
添加する場合には両方のリポソームに添加
することとした。 
(2) 酵母 MC タンパク質の輸送活性に対する
カルジオリピンの影響の解析 
 6種の酵母 MCを用いて、輸送活性に対す
るカルジオリピンの影響を検討した。その結
果、ミトコンドリア内膜に局在するMCはす
べてカルジオリピンを添加したリポソーム
を使用した時に活性が上昇した。一方、ペル
オキシソーム膜に局在する Ant1pに関しては、
そのような効果は観察されなかった。 
(3) 酵母以外の生物由来の MC タンパク質の
輸送活性に対するカルジオリピンの影響の
解析 
 ミトコンドリア膜にカルジオリピンを含
んでいないと考えられる幾つかの生物の MC
を用いて、輸送活性に対するカルジオリピン
の影響を調べた。その結果、酵母以外にもミ
トコンドリア膜にカルジオリピンを含んで
いる生物種由来のMCはカルジオリピン添加
リポソームの使用時に高い活性が検出され
たのに対し、ミトコンドリア膜にカルジオリ
ピンを含んでいないと考えられる生物種由
来のMCではそのような効果は観察されなか
った。 
 
 以上の結果より、本申請研究により無細胞



系を利用した MC タンパク質の活性に対する
カルジオリピンの影響を検討する解析系を
構築することに成功し、その系を用いた研究
結果から、ミトコンドリア内膜に局在する MC
と別の膜画分に局在する MC では、活性に対
するカルジオリピンの効果が異なることが
明らかになった。また、膜の脂質組成が異な
る生物種間の MC についても、カルジオリピ
ンの効果が異なっていることが明らかにな
った。これらの結果は、MCは進化の過程でそ
れらが局在する膜環境下で高い活性を有す
るように変異していくことを示しているの
かもしれない。 
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