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研究成果の概要（和文）：酵母細胞内でミトコンドリア内にタンパク質を輸送するトランスロケ
ータについて，トランスロケータ間の協調，膜透過の駆動力の解明，プレ配列内のトランスロ
ケータによる認識シグナルの役割，トランスロケータ内のサブユニット間相互作用のマッピン
グ，βバレル膜タンパク質アセンブリーの機構などを明らかにした。小胞体内の品質管理機構
について Mnl1と PDIの相互作用の意義，Yos9による異常タンパク質を留めおく仕組み，植物
の有性生殖における Hsp70の役割を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have revealed the mechanisms of various aspects of protein transport into 
mitochondria, including cooperation of translocators, driving force for protein translocation, roles of 
multiple targeting signals in the presequence, mapping of subunit arrangements in the translocator 
complex, assembly of β-barrel proteins etc.  We have also revealed the mechanisms of protein quality 
control in the ER, including roles of interactions between Mnl1 and PDI, ER retention of aberrant 
proteins by Yos9, roles of Hsp70 in plant sexual reproduction etc. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2007年度 39,600,000   0 39,600,000 
2008年度 39,600,000   0 39,600,000 
2009年度 51,600,000   0 51,600,000 
2010年度 49,200,000   0 49,200,000 
2011年度 39,600,000   0 39,600,000 
総	
 計 219,600,000   0 219,600,000 
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１．研究開始当初の背景	
 細胞内のタンパク
質は生体膜で仕切られた区画（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す
る機能発現システムと，その機能を監視し正
常に維持する秩序維持システムが存在する
ことがわかってきた。 

２．研究の目的	
 タンパク質の機能発現シス
テムとしてミトコンドリアのタンパク質配
送システムを，秩序維持システムとして小胞
体の異常タンパク質処理システムをとりあ
げ，その全体像と作動機構の解明を目指した。
酵母ミトコンドリアのタンパク質の配送に
冠して，トランスロケータの機能を解析し，
構造決定もめざした。酵母・植物小胞体の異
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常タンパク質処理について，シャペロンや
ERAD因子に注目してその役割を解明した。 
 
３．研究の方法	
 モデル真核生物として出芽
酵母を用いて，生化学，遺伝学（逆遺伝学），
細胞生物学的手法を駆使すると共に，NMR
および X線構造解析，in vivo部位特異的光架
橋などの構造生物学的手法も併用して，構造
情報に基づいた議論を展開する。 
	
 
４．研究成果	
 
（1）in vivo 部位特異的光架橋によるサブユ
ニット間相互作用の解析	
 外膜膜透過装置
TOM40複合体構成因子 Tom22と他のサブユ
ニットとの相互作用を in vivo部位特異的光架
橋で，アミノ酸残基レベルの空間分解能で解
析した。すなわち酵母細胞内で外膜のトラン
スロケータ TOM40 複合体のサブユニット
Tom22 の様々な位置に光架橋性非天然アミ
ノ酸 BPAを導入し，UV照射で酵母細胞内で
架橋反応を行った。Tom22はサイトゾル側で
は他の受容体 Tom20, Tom70と相互作用し，
膜内ではチャネル因子 Tom40 二分子と相互
作用し，膜間部側では内膜のトランスロケー
タ TIM23 複合体サブユニット Tim50 と相互
作用することが明らかになった。 
（2）ペプチドスキャンによる外膜タンパク質
アセンブリー過程の解析	
 外膜のβバレル型
膜タンパク質がどのようにトランスロケータ
/サブユニット間を受け渡されて外膜に組み
込まれるのか，特に各トランスロケータ/サブ
ユニットによる認識機構を明らかにするため
に， Tom40, ポリンを基質としてとりあげ，
全長にわたるペプチドスキャン解析，すなわ
ちセルロース膜上に 3 残基ずつずらして合成
した 13 残基のペプチドライブラリを作成し，
外膜トランスロケータ SAM 複合体の Sam50
の POTRA ドメインが特異的に結合すること
を見いだした。 
（3）トランスロケータのモータ機能の解明	
 
ミトコンドリア内膜を通過するタンパク質の
引き込みとアンフォールディングのモータと
して機能するmHsp70のインポートモータと
してのステップサイズの測定を行った。ステ
ップサイズは基質タンパク質により異なり，
mHsp70の分子サイズよりもはるかに大きい
ケースもあった，以上の結果はブラウニアン
ラチェットモデルを支持し，長年の論争に最
終決着をつけるものである。 
（4）ミトコンドリア膜間部でジスルフィド結
合を導入するTim40の結晶構造の決定	
 ミト
コンドリア膜間部のタンパク質にジスルフィ
ド結合を導入するTim40コアドメインについ
て，MBPとの融合タンパク質として結晶化，
X線で構造を決定した。Tim40の三つのジスル
フィド結合のうち一つが露出度が高く，基質
へのジスルフィド結合導入に直接関与すると

考えられた。MBPとのリンカー部分はTim40
の疎水性領域にヘリックス構造をつくって結
合しており，基質-Tim40相互作用を反映して
いるものと考えられた。Tim40上の基質結合部
位として同定した疎水性領域の疎水性アミノ
酸の重要性をアミノ酸置換で証明した。また
基質結合部位の変異に伴うTim40の機能欠損
はTim40に酸化力を提供するパートナータン
パク質Erv1の過剰発現により抑制され，Erv1
の新機能が示唆された。 
（5）ミトコンドリア内膜トランスロケータ	
 
TIM23複合体の作動機構の解明	
 ミトコンド
リア内膜膜透過装置TIM23複合体のサブユニ
ットであるTim23とTim50が，その膜間部ドメ
インの相互作用を介して，外膜から内膜への
タンパク質の受け渡しの効率を上げると共に
，内膜通過に必要なマトリクスのモータタン
パク質群の活性化のスイッチを入れることが
できることを見いだした。 
（6）βバレル膜タンパク質の外膜への組込み
におけるMdm10の役割の解明	
 Tom40などβ
バレル膜タンパク質のアセンブリーを担う
TOB複合体のサブユニットMdm10は，TOB複
合体に入ったTom40の解離を特異的に促進す
る因子であることを明らかにした。Mdm10は
他のサブユニットとのアセンブリーが出来る
までTom40をTOB複合体に留める働きがある
ものと考えられた。 
（7）βバレル膜タンパク質の外膜への組込み
におけるTom7の役割の解明	
 Tom40などβバ
レル膜タンパク質のアセンブリーを担うTOB
複合体のサブユニットMdm10は，TOB複合体
に入った新生Tom40の解離を特異的に促進す
る。TOM40複合体のサブユニットTom7は一部
がMdm10と会合し，Mdm10のTOB複合体への
結合を阻害する働きがあることを見出した。
Tom7はTOM40複合体の他のサブユニットが
不足している間は，新規合成されたTom40が
TOB複合体からMdm10によって放出されるの
を防ぎ， TOB複合体に留める働きがあるもの
と考えられた。 
（8）TIM23複合体メンテナンス因子Tam41の
マルチコピーサプレッサーArt5の機能の解明 
	
 Tam41の欠損株のマルチコピーサプレッサ
ーとしてArt5を同定した。Tam41が欠失すると
ミトコンドリア内膜のカルジオリピンが低下
するが，Art5はカルジオリピン量を回復する
代わりに，他の酸性リン脂質量を増加させる
ことでTIM23複合体の機能回復を促したと考
えられた。 
（9）プレ配列中にミトコンドリア行きシグナ
ルが二つあることの意義を解明	
 ミトコンド
リアタンパク質前駆体の長いプレ配列には，
ミトコンドリア受容体Tom20が認識するミト
コンドリア行きシグナルを二つ持つものがあ
ることを発見した。一番目のシグナルが 
Tom20に認識されることで前駆体はミトコン



ドリアに入ることができ，二番目のシグナル
がTom20に認識されると，前駆体の外膜通過
の効率が上昇することを見出した。 
（10）動作中の TOM40 複合体のスナップシ
ョット	
 部位特異的光架橋法により，ミトコ
ンドリア外膜のトランスロケータ TOM40 複
合体の各サブユニットの配置マッピングを
行った。さらに前駆体を TOM40 複合体に膜
透過中間体として蓄積させ，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，動作中の
TOM40 複合体の各サブユニットがプレ配列
を認識し，内膜トランスロケータに引き渡す
仕組みを明らかにした。 
（11）Tam41はカルジオリピン合成の必須酵
素	
 カルジオリピン合成経路の鍵となる
CDP-DAG 合成酵素について，これまで小胞
体膜に存在する Cds1 がミトコンドリア内膜
でも働くと言われてきたが，Cds1ではなく当
研究室で発見した Tam41 がミトコンドリア
内膜の CDP-DAG合成酵素であることを見い
だした。カルジオリピン合成経路の最後のミ
ッシングリンクの同定といえる。 
（12）小胞体品質管理におけるMnl1p-PDI複合
体の役割の解明	
 研究代表者らが発見した酵
母小胞体Mnl1pと相互作用する因子として，ジ
スルフィドイソメラーゼ（PDI）を同定した。
PDIはMnl1pのC端ドメインに結合して，機能
に必須のN端ドメインへの適切なジスルフィ
ド結合導入を促進するが，ジスルフィド結合
が形成された後もMnl1pと相互作用し続ける。
PDIは従来は小胞体内では酸化型になってい
ると言われていたが，還元型も存在すること
を見いだした。したがってPDIは異常タンパク
質をMnl1pが認識すると異常タンパク質のジ
スルフィド結合を還元切断する，シャペロン
として可溶性に保つ，などの働きをすること
で異常タンパク質の分解に貢献することが考
えられる。 
（13）小胞体のBiPが植物の優性生殖における
核融合を制御することを発見	
 モデル植物シ
ロイヌナズナで、小胞体内腔Hsp70のBiPを欠
損すると植物の有性生殖過程における核融合
のひとつである極核融合がおこらなくなるこ
とを見いだした。さらに、受精後の胚乳核の
分裂制御に、BiPが関わる極核の融合が必要で
あることも見いだした。 
（14）ノンストップミトコンドリアタンパク
質の品質管理	
 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，生ず
るノンタンパク質はリボソームだけでなく，
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。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，
孔詰まりを解消させることを見いだした。 
（15）異常タンパク質の ER残留機構の解析 

正常な液胞タンパク質 CPY とその異常変異
体 CPY*を直列に繋いだ 4 種の融合タンパク
質をつくり，従来困難だった ERADとその前
段階としての ER 残留のステップを区別する
ことに成功した。異常タンパク質の ER 残留
量を定量的に解析することで，ER 残留には
Yos9と Hrd1が必要であること，ERADに必
要な異常タンパク質の目印としての 糖鎖シ
グナルは不要であることを見いだした。 
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