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研究成果の概要（和文）：　タンパク質が細胞質で生合成されたのち、それらが機能を発揮する場所に局在化す
る。多くのタンパク質がオルガネラや細胞質膜に挿入する。この分子機構は、基本的なレベルではすべての生物
で保存されている。大腸菌では糖脂質MPIaseが膜挿入に必須である。本研究では、ヒト由来の細胞のミトコンド
リアや小胞体にMPIaseホモログが存在することを実証し、その精製、構造機能解析を通して局在化機構が不明
な、膜タンパク質の選別輸送・膜挿入機構を明らかにすることを目的に研究を進めた。ミトコンドリアや小胞体
にはそれぞれ特有のMPIaseホモログが存在し、膜挿入だけでなく選別輸送にも関与していることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）： After proteins are biosynthesized in the cytosol, they are localized where 
they function. Many proteins insert into organelles or cytoplasmic membranes. This molecular 
mechanism is conserved in all organisms at a fundamental level. In E. coli, the glycolipid MPIase is
 essential for membrane insertion. In this study, we demonstrated the presence of MPIase homologues 
in mitochondria and ER of cells of human origin, and through their purification and 
structure-function analysis, we aimed to clarify the sorting, transport, and membrane insertion 
mechanisms of membrane proteins whose localization mechanisms are unknown. We found that 
mitochondria and ER have unique MPIase homologs, which are involved not only in membrane insertion 
but also in sorting and transport.

研究分野： 生化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質細胞内輸送　タンパク質選別輸送　タンパク質膜挿入　ミトコンドリア　小胞体　糖脂質　M
PIase

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　タンパク質の細胞内局在や膜挿入の分子機構については、様々な手法を用いて精力的に研究されている。特
に、タンパク質性の因子については、局在化・選別輸送や膜挿入に関わる因子はすべて同定されていると考えら
れている。一方、非タンパク質性の因子については、比較的注目されてこなかった。本研究で同定した、オルガ
ネラの各MPIaseホモログは、タンパク質選別輸送・膜挿入といったタンパク質局在化に関する未解明の問題をす
べて解決する最後の「ミッシング・ピース」とも位置付けされるものと言える。特に、ミトコンドリアは老化や
生活習慣病にも深くかかわるオルガネラであるため、これらの分子機構の解明も進むことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質が細胞質で生合成されたのち、それらが機能を発揮する場所に適切に輸送され、局
在化する。その際、特異的なオルガネラの膜に組み込まれたり膜透過したりする。また、あるも
のは細胞外にまで分泌される。タンパク質が局在化するためには、タンパク質自身に目的地を示
す局在化シグナルがコードされ、そのシグナルを認識して目的地に輸送するシステムが存在す
る。これまで膨大な量の研究により、局在化シグナルの詳細や、シグナル認識・局在化に関わる
因子群が同定され、タンパク質局在化システムはほぼ全容が解明されたと言っても過言ではな
い。それにもかかわらず、一部の膜タンパク質の局在化機構は未だに不明である。たとえば、ミ
トコンドリアの Tom5 や小胞体膜の cytochrome b5（Cyt b5）は、それぞれのオルガネラ表層の
膜タンパク質であり、C 末端領域に膜貫通領域を有する TA（Tail-anchored）タンパク質である。
これらのタンパク質の局在化シグナルは膜貫通領域の後の電荷の数であることが明らかにされ
ているものの、その局在化シグナルの認識機構、それに続く膜挿入機構は全く不明である。 
 我々は、モデル生物大腸菌を用いて細胞質膜に挿入するタンパク質の膜挿入機構を研究して
きた。その結果、MPIase（Membrane Protein Integrase）と命名した糖脂質がタンパク質膜挿
入に必須であることを明らかにした。MPIase はタンパク質膜挿入に関わる SecYEG や YidC な
どと協働して膜挿入反応を触媒するが、単純な膜タンパク質は MPIase のみに依存して膜挿入
が進行する。SecYEG や YidC 等はすべての生物でホモログが発見されていることを考えると、
MPIase のホモログもすべての生物で保存されている可能性が強い。この可能性を検証するため、
予備実験としてヒト由来の HeLa 細胞からミトコンドリアや小胞体画分を調製し、MPIase 精製
時と同様の抽出を行いリポソームに再構成すると膜挿入活性が検出され、MPIase ホモログが存
在する可能性が強く示唆されていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ヒト由来の細胞のミトコンドリアや小胞体に MPIase ホモログが存在すること
を実証し、その精製、構造機能解析を通して未だに局在化機構が不明な TA タンパク質の選別輸
送・膜挿入機構を明らかにすることを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 まず、①精度よく細胞分画を進めることができ、MPIase ホモログを効率よく分離・精製でき
る細胞株を決定し、MPIase ホモログの精製条件を検討する。その際、②ミトコンドリアの Tom5
や小胞体膜の Cyt b5 を基質として、これらの膜挿入活性を指標として MPIase ホモログの精製
を進める。続いて、③精製標品の NMR 分析や MS 分析を進め、MPIase ホモログの構造解析を
行う。あわせて、精製標品を用いた機能解析も行う。さらに、④膜貫通領域やそれに続く荷電領
域を変化させたモデル基質膜タンパク質を構築し、細胞質領域によ
らない選別輸送・膜挿入の反応系を構築して、MPIase ホモログの
機能解析を進める。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 ①ヒト由来の細胞として HeLa 細胞と HEK293 細胞を用いて細
胞分画、MPIase ホモログの抽出を行った。まず、両細胞を用いて
細胞破砕・細胞分画の方法を検討した。細胞破砕法として、ホモジ
ナイザー法、超音波法、圧力破砕法を試したところ、ホモジナイザ
ー法で最もミトコンドリアと小胞体を精密に分画できた。また、
HeLa 細胞の方がより精密に細胞分画が可能であった。そこで、
HeLa 細胞を用い、ホモジナイザー法で細胞分画することにした。
この条件で細胞破砕・抽出を行ったとき、MPIase ホモログの抽
出効率ももっとも良好であった。 
 
 ②MPIase ホモログの抽出は、大腸菌の MPIase 抽出法

図 1 ミトコンドリア（レーン２）、小胞

体（レーン３）の OG/TCA 抽出物の

TLC 分析。精製大腸菌 MPIase をレ

ーン１で解析した。MPIase の位置を

矢印で示した。 



（Nishiyama et al, Nat Commun, 2012）に倣って
実施した。この方法では、まずミトコンドリアや小
胞体をオクチルグルコシド（OG）で可溶化し、TCA
（トリクロロ酢酸）処理した。大部分のタンパク質
やその他高分子化合物は沈殿に回収されるが、
MPIase は上清に回収される。上清画分をアセトン
沈殿し、エーテル洗浄してリン脂質を除去した。こ
の画分を TLC 分析すると、ミトコンドリア（図１、
レーン 2）、小胞体（レーン３）から大腸菌 MPIase
（レーン１）と同じ位置の検出されるバンドが観察
された。 
 まず、MPIase と同じ位置に検出されるバンドが
MPIase ホモログであることを確認するため、ミト
コンドリア抽出物を TLC で展開し、目的のバンドを
TLCプレートからかき取ってTom5の膜挿入活性を
調べた。その結果、目的のバンドで効率の良い Tom5
の膜挿入活性が検出され（図２）、このバンドが MPIase
ホモログであることが確認された。 
 これらの結果を基に、OG/TCA 上清画分を精製の出発
試料として両 MPIase ホモログの精製を試みた。陰イオ
ンカラムクロマトグラフィーや順相クロマトグラフィ
ー、逆相クロマトグラフィーを試したところ、ミトコンド
リア、小胞体の両画分から SDS-PAGE 上で約 6 kDa の
バンドが検出された（図３）。この 6 kDa のバンドの他に
はほとんどバンドは検出されなかった。 
 
 ③上記精製 MPIase ホモログ標品を NMR 分析したと
ころ、予想通り糖脂質であることが判明した。しかし、精
製量・純度が不十分であったため、構造の決定までには
至らなかった。 
 続いて、精製標品をリポソームに再構成し、機能解析
を行った（図４）。その結果、Tom5 や Cyt b5 を基質に
用いて膜挿入活性を測定すると、ミトコンドリア由来の
抽出物を再構成したリポソームでは Tom5 の（上段）、小胞体由来の抽出物を再構成した場合は
Cyt b5 の（下段）強い膜挿入活性が検出された。これらの結果は、HeLa 細胞のミトコンドリア
や小胞体にも MPIase に類似した機能をもつ糖脂質が存在し、これらが各オルガネラのタンパ
ク質を膜挿入させるだけでなく、各オルガネラへの選別輸送にも関わっていることを強く示唆
している。 
 
 ④Tom5 や Cyt b5 には細胞質領域が存在する。
特に、Cyt b5 には長い細胞質領域が存在するため、
局在化には細胞質領域が他のタンパク質との相互
作用によって達成されている可能性が否定できな
い。そのため、細胞質領域を Tom5 のものに固定
し、膜貫通領域、それに続く荷電領域を Tom5 と
Cyt b5 のものに変化させた 4 つの変異体を構築し
た。これらをミトコンドリアや小胞体存在下で発
現させて膜挿入活性を測定したところ、膜貫通領
域の種類によらずＣ末端の荷電領域の種類により
ミトコンドリアや小胞体への選別輸送が規定され
ることが判明した。今後はこのモデルタンパク質
を用いて機能解析を実施することにより、より精
密に選別輸送を解析することができることが判明
した。 
 
 
 
 

図２ ミトコンドリア抽出物からかき取った画分の Tom5 膜

挿入活性。ミトコンドリア抽出物の MPIase と同一に展開さ

れるバンドをかき取り、リポソームに再構成し Tom5 の膜

挿入活性を測定した（+purified fraction）。対象として大腸

菌 MPIase の活性（+MPIase）も示した。 

図３ 精製 MPIase ホモログの膜挿入活性。上段では Tom5

の、下段では Cyt b5 の膜挿入活性を測定した。 

 

図３ 精製 MPIase ホモログの

SDS-PAGE、 銀 染 色 像 。 約 6 

kDa のバンドを矢印で示した。 
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