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研究成果の概要（和文）：酵母S. cerevisiaeのミトコンドリアDNA結合タンパク質Abf2の進化を明らかにするために、
出芽酵母Y. lipolyticaと分裂酵母S. pombeのミトコンドリア核様体から、新規なDNA結合タンパク質として、それぞれ
Mhb1とCmb1を同定した。Mhb1とCmb1は共にC末端側にHMG ドメインをひとつ保持するタンパク質であり、本研究で両者
のタンパク質のDNA結合性を明らかにした。さらに、Cmb1に対する抗体を作成し、Cmb1がミトコンドリアに局在し、S. 
cerevisiaeのAbf2の機能を相補できることを初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to reveal the evolution of mitochondrial DNA-binding protein, Abf2 in the
 budding yeast, Saccharomyces cerevisiae, we identified Mhb1 and Cmb1 proteins as novel mitochondrial DNA-
binding proteins from the mitochondrial nucleoids of the budding yeast Y. lipolytica and the fission yeast
 S. pombe, respectively. Both of Mhb1 and Cmb1 proteins retain one HMG domain at the C-terminal region of 
the protein. We revealed the DNA-binding characters of both proteins. We raised a polyclonal antibody agai
nst Cmb1 and demonstrated that Cmb1 is localized to mitochondria by immunofluorescence microscopy. We also
 demonstrated that Cmb1 complements the function of Abf2 in abf2-deficient cells of S. cerevisiae.
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１．研究開始当初の背景 
 ミトコンドリア・ゲノムは特異的な DNA
結合タンパク質によって折り畳まれ、ミトコ
ンドリア核様体を形成していることは広く
認められている。ミトコンドリア DNA 結合
タンパク質の代表として出芽酵母の Abf2 と
ヒトの TFAMが詳しく研究されている。両者
のタンパク質はHMGドメインを２つ保持す
ることから、Abf2は当初保存性の高いタンパ
ク質と考えられたが、筆者らの解析で、酵母
Abf2 が変異速度の速いタンパク質であるこ
とが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 分 子 系 統 樹 に お い て 、 出 芽 酵 母
Saccharomyces cerevisiae から離れた酵母
のミトコンドリア核様体を単離する方法を
開発し、ミトコンドリア核様体結合タンパク
質の中から DNA 結合タンパク質 Abf2 のホ
モログを同定する。そして、酵母の進化過程
で、ミトコンドリア DNA 結合タンパク質
Abf2 がどのように構造と機能を進化させて
きたのかを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 出芽酵母 S. cerevisiae の Abf2 の欠損
がミトコンドリア機能にどのような影響を
与えるかを解析する。 
(2) 出芽酵母 S. cerevisiae 以外でゲノムデ
ータベースを利用できる酵母について、ミト
コンドリア核様体の単離方法を開発する。 
(3) 単離したミトコンドリア核様体のタン
パク質成分を SDS-DNA PAGE で分離し、筆者
らが報告した方法(Miyakawa et al. 2000)で、
ゲルをエチジウムブロミド染色することで、
Abf2のような低分子DNA結合タンパク質を検
出する。 
(4) 検出したタンパク質をPVDF膜に転写し、
N 末端からのアミノ酸配列を調べ、データベ
ースで検索することで、タンパク質をコード
する遺伝子を明らかにする。 
(5) 大腸菌での Abf2 ホモログの発現とカラ
ムによる精製を行い、精製タンパク質を用い
てDNA結合性をゲルシフトアッセイなどの方
法により明らかにする。 
(6) 精製タンパク質を抗原としてポリクロ
ーナル抗体を作成し、イムノブロット法、間
接蛍光抗体法により細胞内局在部位を明ら
かにする。 
(7) ミトコンドリアDNA結合タンパク質の遺
伝子欠損株や過剰発現株を作成して、ミトコ
ンドリア DNA の維持や細胞機能に Abf2 ホモ
ログがどのような役割を果たしているかを
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)酵母ミトコンドリア DNA 結合タンパク質 
Abf2 の欠損がミトコンドリア核様体および
ミトコンドリアの形態にどのような影響を
及ぼすかを調べた。その結果、Abf2 が欠損し

ても、娘細胞へのミトコンドリア自体の伝達
は正常に行われるが、娘細胞へのミトコンド
リア核様体の伝達量が減少することを明ら
かにした。また、Abf2 の欠損はミトコンドリ
ア核様体タンパク質組成全体には大きな変
化をもたらさないことを明らかにした。 
(2) S. cerevisiae から分子系統樹で離れた
位置にいる炭化水素資化酵母 Yarrowia 
lipolytica の Abf2 ホモログ Mhb1 を同定し、
このタンパク質の全長、N 末端側半分、C 末
端側半分をグルタチオン-S-トランスフェラ
ーゼ(GST)との融合タンパク質として大腸菌
で発現し、精製することでその機能を調べた。
その結果、ゲルシフトアッセイでは HMG ドメ
インを保持する C 末端側よりも、HMG ドメイ
ンを保持しない N末端側に強い DNA結合性が
みられることを明らかにした。また、N 末端
が C末端側よりも DNAを凝集させる作用が強
いことを明らかにした。これらの結果は、
Abf2 ホモログ Mhb1 の N 末端側と C 末端側の
機能の違いを示唆している。 
(3) 分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe の
ミトコンドリア核様体単離方法を開発し、26 
kDa の新規な DNA結合タンパク質として Cmb1
を同定した。Cmb1-GFP 融合タンパク質を作成
して分裂酵母染色体に挿入し、発現させた結
果、Cmb1—GFP は細胞核にはなくミトコンドリ
アに局在することを明らかにした。Cmb1 の細
胞内局在性をさらに確かめるために、大腸菌
で発現した Cmb1 を精製し、ウサギでポリク
ローナル抗体を作成した。得られた抗体を用
いて間接蛍光抗体法を行った結果、Cmb1 はミ
トコンドリアに局在することを明らかにし
た。 
(4) 大腸菌で Cmb1 の全長、N 末端側半分、C
末端側半分をそれぞれGST融合タンパク質と
して発現し、精製した。それらのタンパク質
を用いてゲルシフトアッセイでDNA結合性を
調べた結果、HMG ドメインを含まない N 末端
側半分が、MHG ドメインを含む C 末端側半分
よりも強いDNA結合性を示すことを明らかに
した。 
(5) Cmb1遺伝子を欠損した分裂酵母株を作成
して、ミトコンドリア DNA 維持とミトコンド
リア形態に及ぼす影響を調べた。その結果、
30℃での培養では顕著な影響は見られなか
ったが、培養温度を 37℃にシフトして温度ス
トレスをかけると、Cmb1 欠損株では野生株と
比較して顕著なミトコンドリア核様体の凝
集をおこすことを発見した。このことは、分
裂酵母では、高温ストレス時のミトコンドリ
ア核様体の維持に Cmb1 が必要であることを
示している。 
(6) Cmb1 が出芽酵母 S. cerevisiae の Abf2
の機能を相補できるかについて調べた。その
目的で、ガラクトース培地で発現誘導できる
発現ベクターpYES/CTにCmb1遺伝子を組み込
み、S. cerevisiae Abf2 欠損株を形質転換し
た。Abf2 欠損株をガラクトース培地で培養す
ると、野生株に比べて細胞当たりのミトコン



ドリア核様体数の顕著な減少がみられた。し
かし、Abf2 欠損株で Cmb1 を発現させると、
ミトコンドリア核様体数は野生株と同程度
まで回復した。この結果から、Cmb1 は Abf2
の機能を相補できることが明らかになった。 
(7)本研究において、新たなミトコンドリア
DNA 結合タンパク質として Mhb1 と Cmb1 が明
らかになった。今後、酵母 Y.lipolytica は、
絶対好気性生物のミトコンドリアDNAの維持
機構のモデルとして研究の発展が期待でき
る。そして、Abf2、Mhb1、Cmb1 の構造と機能
を詳しく比較することで、ミトコンドリア
DNA 結合タンパク質が進化してきた過程を追
跡できることが期待できる。 
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