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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアの透過性遷移はアポトーシス誘導のトリガーとなる現象である。本研究は透
過性遷移を制御するタンパク質を同定することを目的として、定量的プロテオミクス解析を行った。その結果、透過性
遷移の誘導剤を添加したミトコンドリアにおいて選択的に酸化修飾をうけるタンパク質を見出すことができた。現在、
これらのタンパク質を欠損したミトコンドリアを調製し、透過性遷移との関連を解析している。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial permeability transition triggers subsequent steps of apoptosis. To u
nderstand the molecular mechanisms of permeability transition, we here performed the quantitative proteomi
c analysis to identify the regulatory proteins for permeability transition. As a result, we found some can
didate proteins, which were oxidized when a permeability transition inducer was added to isolated mitochon
dria. We will examine whether the proteins are related to the regulation of permeability transition.
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは古くから細胞内にお

けるエネルギー変換の場として認識され
てきたが、最近ではアポトーシスの制御
という全く相反する機能を備えているこ
とも明らかにされてきた。細胞が酸化ス
トレスを初めとする種々のストレスに曝
されると、そのシグナルの多くはミトコ
ンドリアに伝えられ、その結果ミトコン
ドリア膜の物質透過性が上昇する。この
現象は｢透過性遷移｣と呼ばれ、この状態
に陥ったミトコンドリアは大きく膨潤す
ると伴に、その内部から種々のアポトー
シス誘導因子が漏出し、細胞死実行の引
き金が引かれる。このことから、透過性
遷移はアポトーシス誘導の鍵であり、特
に酸化ストレスが原因となる老化や神経
変性疾患の分子機構を理解するうえで重
要であるが、その実体は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、酵母がミトコンドリアの機能

を欠損していても生育が可能である点に注
目し、酵母のミトコンドリアを用いた透過
性遷移の解析系を世界に先駆けて確立する
ことによって、この分野に遺伝学的アプロ
ーチの道を拓いた。さらにこの解析系を基
盤とし、これまでに複数の遺伝子欠損酵母
を用いて透過性遷移の制御因子を探索した。
その結果、これまで多くの論文の中で透過
性遷移の制御因子と目されてきた遺伝子は、
いずれも中心的な制御因子ではないことを
明らかにした。このことは、未知の透過性
遷移の制御因子が存在していることを意味
しており、この制御因子を探索、同定する
ことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 酸化ストレスを与えたミトコンドリアに
おいて透過性遷移が亢進することが知られ
ている。従って、酸化ストレスを与えたミ
トコンドリアにおいて酸化されたタンパク
質を探索、同定することによって、透過性
遷移の制御タンパク質を特定することがで
きる。そこで本研究では、①定量的プロテ
オミクス解析によって、ミトコンドリアで
酸化を受けたタンパク質を同定し、②同定
されたタンパク質をコードする遺伝子を欠
損させた酵母を作製し、その遺伝子と透過
性遷移との関係を明らかにすることを試み
た。 
４．研究成果 
酸化ストレスによって酸化を受けるタン

パク質を同定するため、本研究ではまず下
記の三つの技術基盤の確立に取り組んだ。 
① 酵母ミトコンドリアに対する適切な酸

化ストレス条件の決定 
② 酸化されたタンパク質の濃縮系の構築 
③ 安定同位体標識アミノ酸培養法

（SILAC）を用いた定量的プロテオミク

ス解析系の構築 
以下、それぞれの項目に関する結果を述べ
る。 
① 適切な酸化ストレス条件の検討： 
本研究では、実験に最適な酸化ストレス

条件を決定するため、酵母から単離したミ
トコンドリアに対して、過酸化水素、メナ
ジオン、アセト酢酸、パラコート、塩化鉄
(II)を添加し、酸化されたタンパク質をビ
オチン化することによって検出した。その
結果、塩化鉄(II)を、グリセロールを炭素
源として生育させた酵母のミトコンドリア
に添加した場合に、最も再現性よくタンパ
ク質の酸化が進行し、かつ透過性遷移が亢
進することが分かった。 
② 酸化タンパク質の精製系の構築： 
ミトコンドリア内で酸化されるタンパク

質は微量であるため、塩化鉄(II)によって
酸化ストレスを与えたミトコンドリアに存
在する酸化タンパク質を濃縮する工程が必
須である。そこで、酸化タンパク質に生じ
たカルボニル基をビオチンヒドラジドによ
りビオチン化し、これをモノアビジンカラ
ムを用いて精製する実験系の構築を行った。
検討の結果、モノアビジンカラムによる精
製によって、ミトコンドリアに存在する酸
化タンパク質を 5倍程度にまで濃縮するこ
とが可能となった。 
③ SILAC を用いた定量的プロテオミクス

解析系の構築： 
SILAC による酵母細胞の全タンパク質の

安定同位体標識と、それらの質量分析計を
用いた検出に関する基礎的検討を行った。
質量分析の結果、検出されたミトコンドリ
アタンパク質に由来するペプチドの 99%以
上が窒素安定同位体（15N）で標識されてい
ることが確認された。 
 
以上の 3つの、技術基盤をもとに、塩化

鉄(II)を添加したミトコンドリアで酸化さ
れるタンパク質を質量分析装置にて同定す
ることを試みた。 
通常の窒素源を含む培地、および安定同

位体で標識された窒素源を含む培地、でそ
れぞれ培養した酵母からミトコンドリアを
単離する。通常の窒素源（14N）を含む培地
で生育させた酵母ミトコンドリアに塩化鉄
(II)を添加し、一定時間インキュベートす
ることにより酸化ストレスを与える。この
ミトコンドリアと、内部標準とする安定同
位体（15N）で標識された酵母ミトコンドリ
アを、等量ずつ混合した後、モノアビジン
カラムによって酸化タンパク質の精製、濃
縮する。得られたタンパク質サンプルをプ
ロテアーゼで消化した後、質量分析装置
Q-TOF ultima にて解析を行った。酸化スト
レスを与えたミトコンドリア由来のペプチ
ドのピークのほとんどは、内部標準として
用いた安定同位体標識されたペプチドのピ
ークと同じシグナル強度であった。しかし



ながら、2 つのタンパク質について、内部
標準より優位に高いシグナル強度を示すペ
プチド断片が検出された。これらのペプチ
ド断片を含むタンパク質が酸化ストレスに
より選択的に酸化を受けたタンパク質であ
ると考えられる。 
 
まとめ： 
 本研究により、 
① 特定の酸化ストレスを与えたミトコン

ドリアで生じる酸化タンパク質を定量
的プロテオミクス解析を使って分子同
定するためのプロトコルを構築するこ
とができた。 

② 塩化鉄(II)によって酸化ストレスを受
けたミトコンドリアにおいて優位に酸
化される 2つのタンパク質を見出した。 

 
今後の課題： 
 今回 2つの酸化タンパク質を同定するこ
とができたが、酸化タンパク質に対する
Western blotting の結果から、実際にはさ
らに多くの酸化タンパク質が存在している
ことが予想される。従って今後は、高感度
質量分析装置（OrbiTrap）を用いて、さら
に多くの酸化タンパク質を同定すること図
る。また、現在、同定された 2つのタンパ
ク質について、遺伝子欠損酵母を作製し、
透過性遷移の制御機構との関係を解析して
いる。 
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