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研究成果の概要： 
ミトコンドリア内部へ輸送されるタンパク質はＮ末端にプレ配列が付加されて生合成される．
Tom20 タンパク質はミトコンドリア外膜にあって，プレ配列を最初に認識する受容体である．
Tom20 とプレ配列の複合体を共有結合で安定化する技術を新規に考案して，結晶構造解析とＮ
ＭＲ緩和時間解析を行った．複数の結合状態が存在するが，それぞれは認識としては不完全で
ある．この複数の状態の間の速い動的平衡が，Tom20 が多様なプレ配列を認識するメカニズム
であることを提唱した． 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2003 年度 36,800,000 0 36,800,000 

2004 年度 16,000,000 0 16,000,000 

2005 年度 31,700,000 0 31,700,000 

2006 年度 14,400,000 0 14,400,000 

2007 年度 16,000,000 0 16,000,000 

2008 年度 16,000,000 0 16,000,000 

総 計 130,900,000 0 130,900,000 

 
 
研究分野：構造生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：タンパク質，分子認識，細胞内輸送，ミトコンドリア，プレ配列，標的シグナル，

Tom20，リガンド係留技術 
 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアを構成するタンパク質のほ
とんどは核のＤＮＡにコードされている。そ
のため，細胞質のリボゾームで合成された後、
前駆体タンパク質に含まれる標的シグナル
に応じて、ミトコンドリアの外膜、外膜と内
膜の間の空間、内膜、そして内部へと輸送さ
れる（図１）。ミトコンドリア内部へ輸送さ
れるタンパク質では、標的シグナルはＮ末端
に余分に付加されたプレ配列と呼ばれるア
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図１ 細胞質内で合成されたタンパク質は標的シグ
ナルにの働きで，いろいろな細胞内区画へ運ばれる．
ⓢは標的シグナルを表している． 



ミノ酸配列中に含まれている。プレ配列中の
標的シグナルはミトコンドリア外膜にある
Tom20 受容体によって認識される。内膜を通
過後に、役目を終えたプレ配列は切断・除去
される。 
 ミトコンドリアへのタンパク質の輸送の
仕組みは，酵母とアカパンカビを中心とした
遺伝学と分子生物学的アプローチにより詳
細に調べられてきたが，構造的な知見は非常
に少なかった．我々は研究開始時点までに，
ラット由来の Tom20タンパク質から膜貫通へ
リックスを除いた可溶性ドメインとラット
由来の ALDH と呼ばれるタンパク質のプレ配
列との複合体の立体構造をＮＭＲを用いて
決定していた．それによれば，プレ配列は両
親媒性へリックスをつくって，Tom20 の表面
の溝にはまり込む．他のオルガネラも含めて
シグナル配列（プレ配列）とその標的膜上の
受容体の初めての構造決定例となり，現在ま
でに 4冊の英語教科書に図として引用される
成果となっている．構造から明らかになった
もうひとつの重要な事実は，相互作用が当初
予想されていた静電的な相互作用ではなく，
疎水的相互作用が支配的であったことであ
る．しかし，水溶液中でのフリー状態との速
い交換が起こっている状態での構造決定で
あったために，プレ配列と Tom20 の相互作用
様式の詳細は良くわからなかった． 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリア・プレ配列は１５残基から７
０残基程度の長さであるが、ここに２つのミ
トコンドリア膜を通過し、さらに切断される
ためのすべて情報が埋め込まれている。プレ
配列のアミノ酸配列はミトコンドリアのタ
ンパク質の数に相当する 1,000種類程度存在
するが、共通なアミノ酸配列（モチーフ）は
見つからないとされてきた。我々はＮＭＲ相
互作用実験とペプチドライブラリ実験から
Tom20 の認識結合配列は，5 残基からなるコ
ンセンサスφχχφφ（φは疎水性，χは任意のア
ミノ酸残基）であることを見いだしていた．
３つの位置は疎水性側鎖アミノ酸であれば
結合できるので， Tom20 タンパク質が認識す
るアミノ酸配列は極めて多様になる．加えて，
結合は適度に弱くなくてならない．もし強す
ぎると，解離が抑制されて前駆体タンパク質
の輸送が最初の段階で滞ってしまう．こうし
た相互作用を「ソフトな相互作用」と定義す
る．「広い特異性」と「適度に弱い相互作用」
がその特徴である．本研究の目的は，Tom20
を例として，広い特異性を研究するための新
規な方法論を確立することと，それを適用し
て Tom20によるソフトなプレ配列認識機構を
解明することである． 
 
 

３．研究の方法 
プレ配列がフリー状態と結合状態で速い交
換をしていることは，通常の構造生物学的手
法の適用を著しく困難にする．これを克服す
るために，「適切なリンカー配列を介して受
容体にプレ配列ペプチドを共有結合で繋ぎ
止める方法を考案した．（図２）ここで，「結
合状態のモチーフ配列の自由な運動を妨げ
ない」ことに留意してデザインする点が，従
来の類似の方法と大きく異なる． 

 

 こうして安定化した複合体に，結晶構造解
析やＮＭＲによる緩和時間解析を適用する
ことで，安定な複合体と同等の詳細な構造・
動的情報を得ることが可能になる．共有結合
としてはＳＳ結合を用いる．ＳＳ結合は溶液
のｐＨを弱アルカリ性に保つことで容易に
形成される．プレ配列ペプチドのＣ末端に適
当な長さのリンカーを付加し，Ｃ末端にシス
テインを導入する．Tom20 側には，偶然にも
最適な位置にシステイン残基があるのでこ
れを利用する．リンカーの長さは先に述べた
ペプチドライブリを用いた方法で最適化す
る． 
 
４．研究成果 
リンカーの長さを最適化した後，分子間ＳＳ
複合体を形成させて複合体の結晶化を行っ
た．２つの異なるリンカーデザインから２つ
の異なる結晶が得られた．２つの結晶構造か
ら，プレ配列が結合状態でαへリックスコン
ホメーションをとることが確定した．２つの
結晶構造を詳細に調べると，大変興味深いこ
とがわかった．プレ配列には疎水性残基であ
るロイシンが３つあり，この３残基の疎水性
残基の存在は結合に必須である．ところが，
２つの結晶構造の Tom20の構造には疎水性サ
イトがそれぞれ２つしかない．これを積極的
に解釈すると，Tom20 は複数の結合状態（結
晶構造に代表される２つの状態あるいはも
っとたくさんあるかもしれない）の間の動的
平衡（複数の状態間の速い平衡）を利用する
ことにより，２つの疎水性ポケットをうまく
用いて，プレ配列の３つの疎水性残基を認識
していると考えることができる．（図３） 

図２ プレ配列を共有結合でTom20分子につなぎとめ

る．左は模式図で，右はモデル図．矢印はリンカーを

指している．



 
  結晶構造は静止画像（スナップショッ
ト）である．したがって，動的平衡が存在す
ることを実験的に示す必要がある．そこで，
ＮＭＲ緩和時間解析を行った．ここでもリン
カーを介してＳＳ結合でつないだ Tom20複合
体を用いた．その理由は，局所濃度を上げる
ことで，解離状態にあるリガンドの割合を極
力減らし，複数の結合状態の交換反応に由来
する化学シフトのゆらぎが緩和時間のパラ
メータに反映されるようにするためである．
その結果，複合体中において，プレ配列と
Tom20 の接触部位に，サブミリ秒の時間範囲
にあるような運動性があることがわかった．
これは動的平衡状態に基づく運動を直接証
明するものではないが，非常に示唆的な結果
である． 
 なぜ，このような複雑な認識を Tom20 はし
なくてはならないのだろうか？それぞれの
結合状態は単独ではコンセンサス配列を説
明できない．すなわち，プレ配列は結合状態
において，それぞれは不完全な結合状態の間
を満遍なくたどることで，Tom20 に認識され
ている．Tom20 は広い特異性をもって，多様
なプレ配列を認識しなくてはならないが，３
つの位置での疎水性側鎖の大きさの差異を，
３つの結合サイトで同時に induced fit のよ
うなメカニズムで吸収することは難しいと
考えられる．これに対し，２つの位置の疎水
性側鎖の大きさの差異を，２つの結合サイト
で同時に吸収する方が容易であろう．これを
複数の状態のそれぞれで行い，それらの状態
の間の速い平衡を使うことで，３カ所の疎水
性残基の位置にいかなる大きさの疎水性側
鎖を持って来ても，同時に適応できることを
実現していると考えられる．これは Tom20 と
は対照的な特異性の高い場合をみるとその
違いがはっきりする．αへリックスコンホメ
ーションにある LXXLLモチーフを厳密に認識
する核内受容体タンパク質では３つの疎水
性ポケットががっちり３つのロイシンを認
識している．このような鍵と鍵穴による静的
な認識は強い相互作用に典型的に見られる． 
 本研究により，広い特異性と適度に弱い結
合力の特徴づけられる「ソフトな相互作用」
の発現メカニズムとして，リガンド（普通は

短いアミノ酸配列）は結合状態において，通
常想定されているよりも大きな運動の自由
度が必要と考える（図４）．ソフトな相互作

用のメカニズムとして，アミノ酸配列モチー
フの部分的な特徴を認識する結合状態が複
数あり，その間の速い平衡によりモチーフの
全体の認識が達成されるという動的平衡認
識を提唱する（図３）．タンパク質生合成に
おいて，タンパク質が正しい場所へ運ばれる
こと（細胞内仕分け）が重要である（図１）．
仕分けされるタンパク質には短いアミノ酸
配列モチーフが含まれていて，それぞれを特
異的に認識する受容体タンパク質が存在す
る．モチーフ配列に“コンセンサス配列が存
在しない”と言われるほど，受容体タンパク
質の特異性が“広い”ことが多い．こうした
仕分けシグナルの多くが，今回提案した動的
平衡認識メカニズムを用いていることが十
分考えられる．  
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