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研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 

キーワード：細胞小器官，タンパク質輸送 

 

１．研究計画の概要 

真核生物の細胞内でタンパク質は，生体膜で
仕切られた区画（オルガネラ）に集合して半
自律的システムをつくり，複雑な細胞機能を
分散管理している。細胞にはこうしたタンパ
ク質群の移動や集合を実現し，維持する巧妙
な交通管制システムが存在する。オルガネラ
を生合成し， 維持するためには，細胞内で
合成される膨大なオルガネラタンパク質を
正確にオルガネラに移行させ，オルガネラ内
の適切な部位に配置し，正しい高次構造，複
合体形成，膜配向を実現しなければならず，
この役割を担うのが各オルガネラ膜上のト
ランスロケータである。トランスロケータは，
基質タンパク質自身に書き込まれた「行き先
シグナル」を読み取り，オルガネラ膜を舞台
とするタンパク質の適切な配置を実現する。
本研究では，申請者らがこれまで行ってきた
研究を発展させて，ミトコンドリアの多様な
トランスロケータの全貌と動態を緊急に把
握し，続いて各トランスロケータの作動原理
の一般性と特異性を明らかにし，トランスロ
ケータ間の連係プレーによるタンパク質の
交通管制のメカニズムの全貌を解明するこ
とを目指す。さらにそれらの知見に基づき交
通管制システムを人為的に改変し，オルガネ
ラへのタンパク質の流れをバルクで操作す
ることを試みる 

 

２．研究の進捗状況 

 (1) 新因子 Tam41の発見 

 TIM23 複合体経路のタンパク質移行に関
与する新規因子として，Tam41を新たに同定
した。Tam41は酵母からヒトまでの幅広い生
物種間で保存され，内膜のマトリクス側に位

置する表在性膜タンパク質である。Tam41を
欠損した酵母株の表現型および，欠損株のミ
トコンドリアを用いた in vitro インポート実
験から，Tam41は TIM23複合体の動的な機能
構造を維持するために必要なメンテナンス
因子であることが示唆された。 

 

(2) Tom20と Tom22による協調した行き先シ
グナル認識 

ミトコンドリアタンパク質プレ配列中の局
在化シグナルを認識する二つの受容体Tom20

と Tom22 の役割分担を明らかにするために，
Tom22 と Tom20 各々について，in vitro でミ
トコンドリア単離後，どちらかの受容体ドメ
インのみを除去する実験系を構築した。この
実験系を用いて，インポートの Tom20依存性
と Tom22依存性を詳細に調べたところ，両者
はすべての前駆体について，極めてよく似て
いた，このことは Tom20 と Tom22 がおそら
く同時にプレ配列を認識すること，プレ配列
が作る両親媒性へリックスの疎水面をTom20

が，親水面を Tom22が認識する可能性を示唆
する。 

 

(3) TOM40複合体と TIM23複合体の連携 

 TIM23複合体サブユニット Tim23と Tim50

はともに膜間部にドメインを持ち，コイルド
コイルを作って相互作用する。そこでこの相
互 作 用 の 意 義 を 検 討 す る た め に ， 

Tim23-Tim50相互作用が弱くなる tim23，tim50
変異体として，膜間部ドメインのコイルドコ
イル構造のアミノ酸置換変異体を作成した。
その結果，Tim23-Tim50 相互作用が，前駆体
タンパク質の TOM40複合体から TIM23複合
体への受け渡しに重要である事を見いだし
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た。さらに，膜間部における Tim23-Tim50相
互作用が，おそらく TIM23複合体の全体構造
に影響を与えることにより，内膜の反対側で
あるマトリクスに局在するモータータンパ
ク質の機能を制御することも明らかにした。 
(4) モータ補助因子 Tim15の構造決定 

 ミトコンドリア内膜トランスロケータ
TIM23複合体のモータ因子mtHsp70の補助因
子であるTim15の機能を明らかにするために，
Tim15 のコアドメインを大腸菌に発現・調製
し，その NMR 構造を決定した。決定された
構造に基づき，様々な変異体をつくって解析
した結果， Tim15 の機能は mtHsp70 との相
互作用と関連し，その相互作用は mtHsp70を
可溶性に保つ働きがあることが分かった。 

(5) 外膜行きシグナルとマトリクス/内膜行き
シグナルの優位性解析 

 マトリクスや内膜，膜間部に移行する前駆
体部分を外膜βバレル型膜タンパク質Tom40

の N端に付加し，ミトコンドリアへのインポ
ートに際してどちらの仕分けシグナルが優
勢になるかを解析した。マトリクス行きシグ
ナルは，Tom40部分の外膜への経路より優勢
であるが，Tom40 部分が内膜を通過できず，
中間体として留まる。一方内膜行きシグナル
の場合は，Tom40部分は SAM/TOB複合体と
相互作用するステップまでは進めるが，その
先のステップに進めなくなる。また small Tim

タンパク質は Tom40 部分の外膜透過を駆動
する機能と，その後 SAM/TOB複合体に正し
く受け渡す機能の，２つの役割があることも
明らかになった。 

(6) 受容体 Tom20の改変 

 ミトコンドリアタンパク質のプレ配列
受容体である Tom20を改変し，野生型
Tom20には依存せず，改変Tom20にのみ依
存してミトコンドリアに取りこまれるよ
うな新規プレ配列を選別する酵母スクリ
ーニング系の構築を試み，現在改変Tom20

に認識される変異プレ配列の探索を行っ
ている。  

 

３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
進捗状況の(1)-(4)は論文として発表し， 
(5)も現在論文の改訂中である。したがって，
順調に進展していると判断した。 
 
４．今後の研究の推進方策 
本研究の研究計画で掲げた目標の多くは順
調に進展しているが，（1）FRET等を用いた
トランスロケータ間，トランスロケータ-関連
因子間の動的相互作用の解析と，（2）受容体
と行き先シグナルの同時改変については，ま

だ進行中なので，今後条件検討も含め，さら
に遂行していきたい。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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