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研究成果の概要（和文）： ミトコンドリアタンパク質の交通を管制するトランスロケータ

について，メンテナンス因子 Tam41 を発見，受容体 Tom20 と Tom22 による協調した「行

き先シグナル」認識機構の解明，TOM40 複合体と TIM23 複合体の連携機構の解明，イン

ポートモータ補助因子 Tim15 の構造決定，外膜行きシグナルとマトリクス/内膜行きシグナ

ルの優位性決定機構の解明，外膜トランスロケータのサブユニット Tom22 の相互作用マッ

ピング，受容体 Tom20 の行き先シグナル認識能の改変を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： To understand the mechanisms of the functions of mitochondrial protein 

translocators, which control the traffic of mitochondrial proteins, we have discovered a new 

maintenance factor Tam41, revealed the cooperation of receptors Tom20 and Tom22 in recognition 

of mitochondrial targeting signals, revealed the cooperation of translocators, the TOM40 complex 

and TIM23 complex, in transfer of mitochondrial precursor proteins, determined the 

high-resolution structure of the import motor assistant protein Tim15, analyzed the competition 

between the sorting signals for the outer membrane and matrix/inner membrane, achieved the 

interaction mapping of the outer membrane translocator subunit Tom22, and altered the signal 

recognition functions of the receptor Tom20. 
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１．研究開始当初の背景 

 真核細胞内でタンパク質は，生体膜で仕
切られた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，維持する交通管
制システムが存在し，その中心的役割を担
うのがトランスロケータである。ミトコン

ドリアは二枚の生体膜に囲まれているため，
特に交通管制の制御は複雑である。 
 

２．研究の目的 

 酵母ミトコンドリアをとりあげ，その多
様なトランスロケータの全貌と動態を把握
する。各トランスロケータ構成因子の構造
決定を目指し，トランスロケータの作動原
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理の一般性と特異性を明らかにし，トラン
スロケータ間の連携プレーによる交通管制
のメカニズムの全貌を解明することをめざ
す。さらに「行き先シグナル」と受容体の
改変による，交通管制機構の改変も試みる。 
 

３．研究の方法 

 1）酵母の増殖に必須のミトコンドリア
タンパク質のなかから未同定の新因子を検
索。（2）トランスロケータのサブユニット，
機能ドメインについて構造決定を試みる。
（3）受容体サブユニットによる基質認識
機構を解明。基質認識モチーフを検索する
ためにペプチド合成機を購入。（4）トラン
スロケータ間相互作用に欠陥のある変異株
を作成すると共に，相互作用を FRET 等で
モニターする実験系を構築。（5）「行き先
シグナル」と受容体の同時改変を試みる。 
 
４．研究成果 
 （1）新因子 Tam41 の発見 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
母株は温度感受性増殖を示し TIM23 複合
体経路のタンパク質の Tam41 欠損ミトコ
ンドリアへの取り込みの欠損が観察された。
Tam41が欠損するとTIM23複合体のコア複
合体の構造が変化し，モータータンパク質
群の TIM23 コア複合体へのアセンブリー
に欠損が生じた。したがって，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 外膜トランスロケー
タ TOM40 複合体のプレ配列受容体サブユ
ニット Tom22 と Tom20 各々について，膜
貫通配列と受容体ドメインの間に TEV プ
ロテアーゼ認識サイトを導入し，ミトコン
ドリアを単離後，TEV プロテアーゼで処理
することにより，Tom20，Tom22 のどちら
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，様々な
ミトコンドリアタンパク質前駆体のミトコ
ンドリアへのインポートの Tom20 依存性
と Tom22 依存性を詳細に調べたところ，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
ことが示唆された。 

（3）TOM40 複合体と TIM23 複合体の連携 
ミトコンドリアのマトリクスや内膜へ移行
するタンパク質は外膜トランスロケータ
TOM40 複合体によって外膜を通過後，内膜の
トランスロケータ TIM23 複合体により内膜
を通過，または内膜に組み込まれる。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。そこで両者のコイルド
コイル領域の各種変異体を多数作成し，イン
ポートへの影響を解析した。その結果，膜間
部における Tim23-Tim50 相互作用は，外膜か
ら内膜への前駆体の受け渡し，およびマトリ
クス側でのモータ機能の制御という２つの
重要な役割を担うことが明らかになった。
TIM23 複合体のインテリジェントな膜透過
装置としての機能，他のトランスロケータと
の連携に関する理解が深まった。 

（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 のコアドメインの NMR 構造を決定し
た。決定された NMR 構造の電荷分布をもと
に様々な残基を置換し，変異 Tim15 のみを発
現する酵母株の増殖を調べた。その結果， 

Tim15 の機能は mtHsp70 との相互作用と相関
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 Tom40などのミト
コンドリア外膜のβバレル型膜タンパク質
は，外膜の TOM40 複合体を通って膜間部に
移行した後，外膜の SAM/TOB 複合体を介し
て外膜に組み込まれる。マトリクスや内膜，
膜間部に移行する前駆体部分を 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，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。内膜行きシグナルが切断される膜
間部行きシグナルの場合は，Tom40 部分は正
常に外膜に組み込まれることが明らかにな
った。 

（6）ミトコンドリア外膜トランスロケータ

サブユニットTom22の相互作用マッピング 

ミトコンドリア外膜のトランスロケータ

TOM40複合体の中心因子であるTom22の様

々な部位に, in vivoで部位特異的に，光架橋性

アミノ酸BPAを導入した。紫外線照射により

BPA近傍のタンパク質との架橋を行い，架橋

産物を抗体で検出した。さらにTOM40複合体

に基質である前駆体を膜透過中間体として

蓄積させ，Tom20の相互作用マッピングのパ

ターンがどのように変化するかを解析した。 

（7）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た。酵母ミ
トコンドリアの CoxIV（シトクロム酸化酵素
のサブユニット）の遺伝子欠損株は呼吸能が
ないが，ここにプラスミドで CoxIV 前駆体の
遺伝子を供給すると，発現産物がミトコンド
リア内に移行し，シトクロム酸化酵素に組み
込まれるため呼吸能が回復する。ここで，
Tom20 を改変 Tom20 に置き換えると，CoxIV

前駆体のプレ配列が認識されないため，
CoxIV はミトコンドリアに移行できず，呼吸
能は回復しない。プラスミドで供給する
CoxIV 前駆体遺伝子のプレ配列部分を大腸菌
ゲノム由来のランダムペプチドライブラリ
にランダムに置き換え，この中から，CoxIV

遺伝子欠損株の呼吸能を回復できるものを
選別することで，改変 Tom20 に認識される変
異プレ配列の探索を試みた。 
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