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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアにタンパク質を適切に配送する交通管制システムについて，脂質の交通も含
めた大きなフレームワークで作動機構の解明を目指した。部位特異的光架橋で外膜トランスロケータTOM複合体の各サ
ブユニット間，前駆体との相互作用をマッピングして複合体の動的全体構造を明らかにした。ミトコンドリア上でSTOP
コドンを欠いたmRNAに由来する新生鎖がトランスロケータの孔を詰まらせる事態を回避する仕組みを見出した。ミトコ
ンドリア内膜のTam41がカルジオリピン合成の鍵酵素であることを明らかにし，外膜と内膜の間でホスファチジン酸を
輸送するUps1-Mdm35について構造を決定し，輸送メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The protein trafficking as well as lipid trafficking systems at mitochondrial 
membranes were analyzed to elucidate the mechanisms of their functions. By using site-specific 
photocrosslinking, the outer membrane translocator TOM complex was analyzed for its inter-subunit and 
subunit-precursor interactions and the dynamic assembly structures were revealed. Cellular mechanisms to 
clear the mitochondrial translocon clogged by non-stop proteins arising form mRNA lacking a stop codon 
were revealed. Tam41 at the mitochondrial inner membrane was found to be a key enzyme for the cardiolipin 
synthetic pathway and the mechanism of phosphatidic acid transport between the outer and inner membranes 
by Ups1-Mdm35 was elucidated by determination of its high-resolution structures with and without a 
phosphatidic acid.

研究分野： 構造生物学及び分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 酵母ミトコンドリアには、1000 種類を越え
るタンパク質を適切に配送する交通管制シ
ステムが存在する。最近、ミトコンドリアの
膜構造、レドックス、脂質とミトコンドリア
タンパク質の交通に関する新発見等が相次
ぎ、ミトコンドリアタンパク質の交通をめぐ
る概念が大きく書き換えられつつある。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究を発展させ、ミトコンドリ
アの膜構造や脂質、レドックス状態、小胞体
など他のオルガネラとの関係を含む大きな
フレームで、ミトコンドリアタンパク質の交
通管制の問題に取り組む。膜を舞台とした、
壮大なミトコンドリアタンパク質の交通管
制システムの全体像を脂質の合成や交通も
取り込んで解明することにより、細胞機能と
細胞内構造の関係に関わる新たなパラダイ
ム発見への道を開きたいと考えた。 
 
３．研究の方法 

（1）ミトコンドリア -小胞体接合複合体
（ERMES）の関連因子の検索と構造決定を目
指す。（2）ミトコンドリア外膜-内膜融合部位
（コンタクトサイト）について、構成因子の
検索と同定を目指す。（3）トランスロケータ
と呼吸鎖複合体の相互作用の実態と意義を
解明する。（4）Tom22 のアセンブリー過程で
in vivo 架橋される因子を足がかりに、新経路
と関与する因子の検索を行う。（5）脂質と交
通というホットな問題に関して、メンテナン
ス因子 Tam41 を足がかりとして、小胞体-ミ
トコンドリアにまたがる脂質生合成-配送シ
ステムの解明に挑む。（6）ミトコンドリア膜
間部のレドックス制御システムの構成因子
の構造決定と機能解明を目指す。（7）膜貫通
因子を含む、トランスロケータというマシナ
リーの構造決定にチャレンジする。 
 
４．研究成果 
（1）ERMES と TOB 複合体間を移動する
Mdm10 の機能 TOB 複合体には ERMES 構
成サブユニットの Mdm10 が常時出入りして
おり，TOM40複合体のサブユニットTom7が，
この出入りの平衡を決めていること，そのこ
とで生合成された Tom40 が他のサブユニッ
トとアセンブリーするために TOB 複合体か
ら出ていくタイミングを決めることを見い
だした。アセンブリー時に複雑な膜タンパク
質複合体の品質を保証する新たな仕組みと
考えられる。 
（2）外膜トランスロケータの作動時のサブ
ユニット間相互作用のスナップショット 
部位特異的光架橋法により，TOM40 複合体中
の Tom22 と近傍タンパク質との相互作用を
マッピングした。さらに基質である前駆体を
TOM40 複合体に蓄積させ，Tom22，Tom20，
Tim50 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。この結果に

基づき，Tom22 と Tom20 が協力してプレ配列
を認識する仕組み，Tom22 から内膜トランス
ロケータTim50に前駆体プレ配列が引き渡さ
れる仕組みを明らかにした。 
（3）TOM 複合体の動的アセンブリー構造の
決定 in vivo 部位特異的光架橋により，TOM
複合体でタンパク質の通り道となるTom40
と他のタンパク質，および TOM 複合体を
通過中の前駆体タンパク質との精密な相互
作用地図を作成することに成功した。この
相互作用地図から，Tom40 がつくる円筒状
（バレル）構造の孔を前駆体タンパク質
が通ること，この孔の内側には通過するタ
ンパク質の性質に応じてカスタマイズされ
た通り道が複数用意されていること，
Tom40 の孔の出口には，通過してきた前駆
体タンパク質を受け取るシャペロンタンパ
ク質を集める仕掛けがあることが分かった。
さらに TOM 複合体には 3 分子の Tom40 か
ら成る孔が 3 つの完成型（機能複合体）と，
2 分子の Tom40 から成る孔が 2 つの準備型
（Tom40 組み込み用複合体）という 2 つの
状態があり，それらの状態を往き来するこ
とで，常に新しい Tom40 を TOM 複合体に
組み込み，正常機能を維持できることが明
らかになった。 
（4）Tom22 のアセンブリーに関わる因子の
同定 in vivo 部位特異的光架橋法により，
Tom22 を酵母細胞内で過剰発現すると，
TOM40 複合体に組み込まれる前に一過的に
架橋産物を生ずることを見出した。架橋相手
のうちサイトゾルの因子はHsp70分子シャペ
ロンであり、2 種類の外膜の因子のうち一つ
は外膜のポリン（Por1）であった。Por1 は TOB
複合体を介した Tom22 のアセンブリーに関
わることが考えられる。 
（5）ミトコンドリアの N-アンカー型膜タン
パク質の新規輸送経路の発見 ミトコンド
リアのN-アンカー型膜タンパク質Om45はこ
れまでその N 端側膜貫通配列を介して外膜
にサイトゾル側から組み込まれると考えら
れていたが，膜間部側から外膜に組み込まれ
る膜トポロジーを有することを見出した。
Om45 はまず内膜の TIM23 複合体と内膜膜電
位の働きにより，外膜 TOM 複合体のチャネ
ルを完全に透過し，その後膜間部側から外膜
に組み込まれるという，まったく新しい経路
を使って外膜に組み込まれることが分かっ
た。 
（6）ミトコンドリア内膜タンパク質 Tam41
がカルジオリピン合成の鍵酵素であること
を発見 ミトコンドリア内膜で合成される
カルジオリピンはミトコンドリアに特有の
リン脂質であり，ミトコンドリア内膜のタン
パク質複合体の機能に必須である。ここで鍵
となる PA から CDP-DAG への変換酵素が当
研究室で発見した Tam41 であることを見い
だした。カルジオリピン合成経路の最後のミ
ッシングリンクが同定されたことになる。 
（7）ミトコンドリア膜間部のジスルフィド



リレーシステム構成因子の構造決定 ミト
コンドリア膜間部でタンパク質に特異的に
ジスルフィド結合を導入する Tim40-Erv1 シ
ステムに関して、酵母 Erv1 のコア部分の二量
体の X 線構造を分解能 2.0A で決定した。こ
の構造に基づき，コアの外にある N 端ループ
部分（シャトルジスルフィドを含む）が Tim40
から Erv1 コア部分へと電子を伝達する仕組
みを考察した。 
（8）ノンストップミトコンドリアタンパク
質の品質管理機構の解明 ミトコンドリア
タンパク質の mRNA から終止コドンが失わ
れると，できかけのタンパク質がリボソーム
をストールさせるとともに，ミトコンドリア
のトランスロケータの孔も詰まらせてしま
う。これは細胞にとって致死となること、
Dom34/Hbs1 ができかけのタンパク質をスト
ールしたリボソームから強制的にミトコン
ドリア内に吐き出させ，孔詰まりを解消する
ことを見いだした。これまで知られていなか
った「できかけのタンパク質の品質管理」が
細胞の正常機能を保つ上で重要であること
を示す結果である。 
（9）ERMES 構成因子の構造決定 小胞体膜
とミトコンドリア外膜を物理的に接合する
ERMES は，Mmm1，Mmm2，Mdm10，Mdm12
から成る。酵母 K. lactis の ERMES 構成因子、
Mdm12 と Mmm1 を大腸菌に共発現させて精
製し，Mdm12 の X 線構造を 2.3Åの分解能で
決定する事に成功した。Mdm12 には疎水性の
大きな空間が外に向かって開いており，ここ
に未同定のリン脂質と思われる電子密度が
見られた。界面活性剤で脂質を除去した
Mdm12 についてもＸ線構造を決定した。疎水
性ポケットの疎水性残基を親水性残基に置
換すると酵母の増殖能に欠損が生じた。この
ことから，Mdm12 が小胞体膜からミトコンド
リア外膜へとリン脂質を輸送するキャリア
として働く可能性が強く示唆された。 
（10）Mdm12-Mmm1 の in vitro 脂質輸送の証
明 ERMES の構成因子 Mdm12-Mmm1 を大
腸菌に発現させて精製，in vitro でリポソーム
間の脂質輸送能があることを証明した。同様
の活性はリポソーム-ミトコンドリア間でも
観察された。一方 Mdm10 単独の脂質輸送活
性は低かった。したがって Mdm12 は Mmm1
と複合体をつくることで高い脂質輸送能を
獲得することが示唆された。 
（11）Ups1-Mdm35 の構造決定とミトコンリ
アが外膜-内膜間での脂質輸送機構の解明 
ミトコンドリア外膜から内膜へリン脂質
（ホスファチジン酸）分子を輸送するタン
パク質 Ups1–Mdm35 複合体の遊離型及び
リン脂質結合型の立体構造を決定し，決定
した立体構造とその変異体を用いた解析か
ら、タンパク質 Ups1–Mdm35 複合体が，い
ったん「脂質膜」に結合してそこから運ぶ
べき脂質を引き抜き，次に「水中」を移動
して目的地の「脂質膜」へと脂質を送り込
むという，脂質輸送のメカニズムをはじめ

て解明した。 
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