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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアへのタンパク質搬入ゲートTOM複合体の過剰発現株を構築し、精製試
料を用いてHS-AFM解析を行った。精製TOM複合体は溶液中で３量体構造をとり、安定なコア２量体と単量体へ解
離しやすいことが示唆された。さらに観察中のTOM複合体に基質タンパク質を添加し、両者の相互作用をリアル
タイム観察する実験系を確立した。様々な基質タンパク質を用いて、TOM複合体による基質認識領域の同定を試
みている。

研究成果の概要（英文）：The TOM complex was purified from a yeast overexpressing strain. HS-AFM 
analysis demonstrated that the purified TOM complex forms a trimeric structure in solution and tends
 to dissociate into a stable core-dimer and a peripheral monomer. Furthermore, we succeeded in 
real-time imaging of interaction between the TOM complex and mitochondrial precursor proteins, in 
which a substrate protein is added to the TOM complex under HS-AFM observation. We are currently 
attempting to identify the substrate-binding region of the TOM complex by applying various 
substrates.

研究分野： 構造生物化学、生化学、ナノバイオサイエンス

キーワード： ミトコンドリア　タンパク質輸送　TOM複合体　膜タンパク質複合体　高速原子間力顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TOM複合体は３量体と２量体の二つの分子種が混在した不均一状態であり、TOM複合体の機能の実態に迫るには、
狙ったフォームだけを取り出して１分子解析する新規手法の確立が必要である。我々はHS-AFMを用いて３量体
TOM複合体の解離と基質認識機構を観察し、従来手法では解析することの難しかったTOM複合体のダイナミクスを
可視化することができた。本成果を起点にTOM複合体の新たな分子機構解明が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは外膜と内膜の２枚の膜構造を持つオルガネラで、生命活動に必要なエネル

ギー生産や代謝反応の中核を担っている。TOM（Translocator of the outer mitochondrial 
membrane）複合体はミトコンドリア外膜に存在する膜透過装置で、βバレル型チャネルタンパ
ク質 Tom40 と他の６つのサブユニットで構成される膜タンパク質複合体である。サイトゾルで
合成された 1,000 種類に及ぶ前駆体ミトコンドリアタンパク質の約 99％が TOM 複合体を通っ
てミトコンドリアに取り込まれる。TOM 複合体の高分解能立体構造は長きに渡って不明であっ
たが、中程度分解能（約 18Å）での電子顕微鏡解析や生化学的な相互作用解析によって、３つ
のタンパク質透過チャネル（Tom40 チャネル）が Tom22 サブユニットによって連結された３量
体として機能することが示唆されていた（Model, et al., J. Mol. Biol., 2008, Shiota, et al., 
Science, 2015）。2019 年初頭に、研究代表者らはクライオ電子顕微鏡（Cryo-EM）解析によっ
てTOM複合体の高分解能立体構造を世界で初めて決定した
（Araiso, et al., Nature, 2019）。構造解析により、TOM 複
合体のチャネル内部には前駆体ミトコンドリアタンパク質
の効率的な膜透過のための独立した“通り道”が備わってい
ることが明らかとなり、ミトコンドリアタンパク質輸送研究
が大きく進展した。 
しかし、Cryo-EM 解析で解き明かされた TOM 複合体の

立体構造は２つの Tom40 チャネルが２つの Tom22 サブユ
ニットによって連結されたコア２量体であり、これまで機能
型と考えられていた３量体との関係性について未解決の問
題が残った。さらに先行研究において、TOM 複合体の一部
は、Tom22 サブユニットを持たず、２つの Tom40 チャネル
が直接連結された２量体として存在することが示されてお
り（Shiota, et al., Science 2015）、Tom22 の有無によって区
別される２種類の２量体同士の関係についても不明な点が
多い。すなわち、TOM 複合体には３量体と２量体、コア２
量体の少なくとも３種類のアッセンブリー状態が存在し、こ
れらはミトコンドリア膜上で動的平衡にあると考えられる
（図１）。そのため、ミトコンドリアへのタンパク質輸送機
構の実態に迫るためには、TOM 複合体の一つ一つの状態の
“静的な高分解能構造のスナップ写真”（Cryo-EM 構造）を
解析するだけでなく、複数状態の平衡として構造解析し、
TOM 複合体の“動作する様子を動画として解析すること”
が必要になる。研究代表者は、このような学術的必要性を鑑
み、100 ミリ秒の時間分解能とナノメートルの空間分解能で
動的構造解析を実現可能な高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）
によって TOM 複合体のダイナミクス解析に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（A）TOM 複合体に複数のアッセンブリー状態が存在する理由、ならびに異なる

アッセンブリー状態間を行き来する構造変換機構、及び（B）約 1,000 種類の多様なミトコンド
リアタンパク質が TOM 複合体に認識され、膜透過する分子機構に着目し、TOM 複合体の HS-
AFM 解析を試みた。TOM 複合体が構造変換を起こし、３量体と２量体を行き来する瞬間を直
接的に捉え、様々な前駆体ミトコンドリアタンパク質を用いて TOM 複合体による認識、さらに
はチャネル内部を通過する様子を可視化する。ミトコンドリアタンパク質の種類に応じてアッ
センブリー状態の使い分け機構が存在するかどうかも検証する。これらの解析によって、TOM
複合体が動的な構造変換を繰り返しながら多様な前駆体ミトコンドリアタンパク質を輸送する
分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）TOM 複合体の精製 
 TOM 複合体の各サブユニットの 5’末端にガラクトースによる過剰発現が可能な Gal1 プロモ
ーターを融合し、さらに Tom40 チャネルの C 末端に Strep タグ、Tom22 サブユニットの C 末
端にはヒスチジンタグを導入した。これら全てのサブユニットをライゲーションして作成した
発現カセットを出芽酵母のゲノムに組み込み、TOM 複合体の過剰発現株を作成した。 
 2-4 リットルの YPD 培地で TOM 複合体の過剰発現株を培養し、ガラクトースにより遺伝子
発現を誘導後に約 16 時間培養して回収した細胞からミトコンドリア膜画分を単離した。界面活
性剤 GDN 条件下でミトコンドリア膜画分を可溶化し、Strep タグによるアフィニティ精製によ
って TOM 複合体を精製した。さらに試料をゲルろ過クロマトグラフィーにかけ、均一性を評価

図１ TOM 複合体の会合状態 
数字はサブユニット名を示す。 

例）40 = Tom40, 22 = Tom22 



するとともに最終精製した。得られた精製試料を Blue-Native PAGE によって分析し、予測分
子量・構成サブユニットについて評価した。 
 
（２）TOM 複合体の HS-AFM 解析 [研究目的 A] 
 精製 TOM 複合体を用いて HS-AFM 解析を行った。TOM 複合体を観察基板上に安定して固
定するため、マイカ基板上には APTES をコートした。HS-AFM で得られた TOM 複合体粒子
の分子像に、PDB ファイルから予測した HS-AFM 像をフィッティングし、HS-AFM データを
評価した。 
 
（３）TOM 複合体と基質タンパク質の相互作用のリアルタイム観察[研究目的 B] 
 モデル基質タンパク質には、呼吸鎖複合体 V の構成サブユニット ATP9 のミトコンドリア移
行シグナル配列（pSu9）を N 末端に融合したデヒドロ葉酸レダクターゼ(DHFR)を用いた。pET
ベクターにクローニングし、大腸菌発現系によってpSu9-DHFRを高純度精製し、観察中のTOM
複合体に添加した。添加後の pSu9-DHFR のダイナミクスを解析し、TOM 複合体粒子との相互
作用を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）TOM 複合体の精製 
 TOM 複合体の過剰発現株を構築し、均一な TOM 複合体試料の精製に成功した。ゲルろ過ク
ロマトグラフィー、Blue-Native PAGE によって、Tom40, Tom22、Tom20、Tom7、Tom5 サブ
ユニットを含む分子量約 450kDa の TOM 複合体が得られたことを確認した。 
 
（２）TOM 複合体の HS-AFM 解析 
 界面活性剤GDNを含む溶液中のTOM複合体のダイナミクスをHS-AFMによって解析した。
マイカ基板上に APTES をコートし弱い正電荷を与え、TOM 複合体の構造解析に適した観察条
件を最適化した。その結果、精製 TOM 複合体は均一な３量体構造をとっていることが明らかに
なった（図２A）。分子中心部の輝度が高く、Tom22 サブユニットの N 末端レセプター領域の存
在が考えられる。また、マイカ基板上に塩化ニッケルをコートした条件においても同様の粒子が
観察された。TOM 複合体の構成サブユニット Tom22 の C 末端側（ミトコンドリア膜間部に露
出している）にはヒスチジンタグが付加され、ニッケルイオンとの相互作用が考えられることか
ら、本研究で得られた TOM 複
合体粒子はすべてサイトゾル側
から見た Top view としてイメ
ージングされていることが示唆
された（図２B）。以後の観察は、
ダイナミクス観察が容易な
APTES 条件下で進めた。 

TOM複合体のHS-AFM観察
を続けていくなかで、３量体は
２量体と単量体に容易に解離す
ることが明らかになった（図２
C）。ここで計測された３量体、
２量体の HS-AFM 像は、３量体
のモデル構造、コア２量体の
Cryo-EM 構造から構築した予
測 HS-AFM 構造とよく一致す
ることも示唆された。以上の結
果より、精製 TOM 複合体は溶
液中において３量体構造をとっ
ているが、等価な３つの単量体
が集合しているのではなく、安
定なコア２量体構造に不安定な
単量体が結合した（２＋１）型の
３量体構造をとっていることが
示唆された。これらの結果は、現
在論文投稿準備中である。 
 
 
（３）TOM 複合体と基質タンパク質の相互作用のリアルタイム観察 
 モデル基質タンパク質 pSu9-DHFRを精製し、観察中のTOM複合体に添加したところ、pSu9-
DHFR がマイカ基板上を動き回る様子を可視化することができた（図３A）。さらに pSu9-DHFR
分子が３量体 TOM 複合体と結合する瞬間をリアルタイム観察することに予備的に成功した（図

図２ TOM 複合体の HS-AFM 解析 



３Ｂ）。現在はミトコンドリア移行シグナル pSu9 配列を除いた DHFR を用いて同様の観察を行
い、pSu9 配列の有無による TOM 複合体―DHFR 間の相互作用の違いを定量化することを試み
ている。本解析により、３量体 TOM 複合体の基質タンパク質結合領域の同定が可能となり、ミ
トコンドリアタンパク質輸送機構の分子機構の一端が新規解明されることが期待できる。 

図３ TOM 複合体と基質タンパク質の HS-AFM 解析 

A）TOM 粒子に３量体モデルをフィッティングし、pSu9-DHFR の結合が示唆された。 

B）TOM を白丸、pSu9-DHFR を赤丸で示した。 
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