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研究成果の概要（和文）： 
タンパク質のミトコンドリア内への配送を担う搬入口 TOM 複合体、外膜のバレル型膜タンパ
ク質の構造形成と膜への組込みを担う SAM 複合体のクライオ EM 構造を決定し、タンパク質
交通の研究に新たなフェイズを開いた。ミトコンドリアだけでなく ER も連携する膜タンパク
質の品質管理のあらたな機構を発見した。オルガネラ内、オルガネラ間の脂質交通をモニタリ
ングし、オルガネラ間コンタクトを検索する系を確立し、細胞内脂質交通の解明に向けて貢献
した。 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 
既存ミトコンドリアへのタンパク質や脂質の輸送はミトコンドリア生合成の中心的機構である。
本研究により、構造生物学的視点および、他のオルガネラとの連携という視点から、ミトコン
ドリア生合成機構の根本的原理に迫ることができた。こうした原理解明により、ミトコンドリ
アの機能欠損や品質管理の低下に伴うパーキンソン病をはじめとするヒトの病気の治療法の開
発や、ミトコンドリア膜へのタンパク質組込みの効率を制御することで老化を防ぐなどの可能
性が開けることが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We determined the cryo-EM structures of the TOM complex, an import gate for mitochondrial proteins, 

and the SAM complex, a machinery for -barrel protein folding and insertion into the outer membrane, 

which opened up a new phase in the study of cellular protein trafficking.  We discovered a new quality 

control mechanism for mistargeted membrane proteins, which involves not only mitochondria but also 

the ER.  We established experimental systems to monitor inter-organelle and intra-organelle lipid 

trafficking and to search for organelle contact sites, which contribute to the elucidation of cellular lipid 

trafficking. 
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは真核細胞に必須のオルガネラで、好気的 ATP 産生とともに様々な物質代謝・
情報伝達を担い、アポトーシスにも関わる。近年ミトコンドリア機能と老化や健康、神経変性
疾患をはじめとする様々な病態との関係も注目されている。ミトコンドリアの正常な構造と機
能を維持するためには、不良ミトコンドリアを除去すると共に、常時ミトコンドリアを新たに
作り出す必要がある。ミトコンドリアはゼロからは作られず、既存のミトコンドリアを拡大、
分裂、分配することで増える。ミトコンドリアを拡大するためには、ミトコンドリアを構成す
るタンパク質（酵母では 800 種、ヒトでは 1500 種）と特定組成の脂質を、外部から既存ミトコ
ンドリアに合成・配送しなければならない。細胞内にはこうしたミトコンドリア生合成のため
のタンパク質と脂質の合成・配送、それに伴う品質管理やオルガネラ間の機能調整を図る巧妙
なネットワークが構築されている。 

 

２．研究の目的 
本研究では、研究代表者がこれまで研究を進めてきたタンパク質の交通に、膜間における脂質
の交通という視点を加えて、ミトコンドリアが細胞内でいかに作られるかという根源的問題の
分子機構を統合的に理解することをめざした。具体的には、当初の背景に基づいて、以下の問
題の解明をめざした。（P1）外膜トランスロケータの構造と機能、（P2）酵母細胞への
PINK1-Parkin システムの移植、（P3）オルガネラ膜上でのノンストップ（NS）タンパク質の品
質管理、（P4）Msp1 による外膜タンパク質の品質管理、（L1）in vitro 脂質輸送アッセイ系の確
立、（L2）ERMES 複合体による ER-ミトコンドリア間脂質輸送機構、（L3）ミトコンドリアと
他のオルガネラ間コンタクト部位の探索、（L4）ミトコンドリア外膜-内膜間の脂質輸送機構、
（L5）ERMES クラスタリングの調節機構、（L6）in vivo での脂質輸送モニタリング系の確立。 

 

３．研究の方法 
（P1〜P4）タンパク質の交通：外膜のトランスロケータのTOM複合体と SAM複合体について、
クライオ電子顕微鏡（EM）構造の決定を行い、決定された構造に基づき機能解析を行った。ラ
テラル開閉については、モデルタンパク質が TOM 複合体からラテラルリリースされるかどう
かを検討した。様々な膜トポロジーの ER 膜タンパク質についてストップコドンを除去した NS

タンパク質を作製し、その品質管理機構について、増殖阻害を指標として検討した。Msp1 に
よる誤配送外膜タンパク質の品質管理が細胞内のどこでどのような因子に依存して起こるのか、
品質管理は分解だけなのか、配送のやり直しを伴うのかを検討した。 

（L1〜L6）脂質の交通：単離したミトコンドリア＋ER 膜を用いて、脂質輸送アッセイ系の最
適化を行った。決定したMdm12の精密構造に基づいて変異体を作製、加えて単離Mdm12-Mmm1

を用いた in vitro 脂質輸送活性の検討を行った。オルガネラ間コンタクトサイトを Split-GFP を
用いて可視化する実験系を構築した。Mdm35 が Ups1、Ups2 と協力して外膜-内膜間の脂質輸送
をどのように制御・調節するかを解明した。ERMES 複合体のクラスタリングを調節する因子
の探索、ER ストレスとクラスタリングの関係を解析した。脂質合成酵素を欠損する酵母細胞
内の各オルガネラに合成酵素を異所発現することで、脂質輸送を検出する系を構築した。 

 

４．研究成果 
【タンパク質の交通】（P1〜P4） 

TOM 複合体の構造と機能：クライオ EM＋単
粒子解析により、出芽酵母の TOM 複合体の
クライオ EM 精密構造を決定した（Araiso et 

al., Nature 2019）。得られた構造から、タンパ
ク質の膜透過チャネル内に、プレ配列を持つ
前駆体タンパク質と持たない前駆体タンパ
ク質専用の通り道と出口を別々に用意し、出
口で待ち構える各輸送経路の下流の因子に
前駆体タンパク質を受け渡すことで、性質も
機能も異なる 1000 種に及ぶ前駆体タンパク
質の外膜透過を効率良く行うことが明らか
となった。ミトコンドリアのトランスロケー
タ複合体の精密構造は 30 年以上にわたりそ
の解明が待たれていたが、ついにこの研究で
実現し、トランスロケータの構造機能研究は
新たなフェイズに突入することとなった。 

TOM 複合体のアセンブリー構造：TOM 複合
体の 3 量体から 2 量体への変換時に解離する Tom22 は，Por1（VDAC の酵母ホモログ）により
安定化することを見いだした。2 量体は一部の前駆体（膜間部の MIA 経路の基質）専用のトラ



ンスロケータとして機能すること、2 量体-3 量体平衡とそれにともなう Por1 による Tom22 の
安定化は細胞周期とも関係することがわかった（Sakaue et al., Mol. Cell 2019）。TOM 複合体が
動的にそのサブユニットを入れ替え、アセンブリー状態を変えることで多様な基質に対応する
というモデルは、トランスロケータの構造機能の理解を大きく転換させるものとなった。 

SAM 複合体の構造解析：外膜のもう一つのトランスロケータ SAM 複合体について、構成サブ
ユニット（タンパク質）が異なる二つの複合体について、高分解能立体構造を決定することに
成功した（Takeda et al., Nature 2021）。そして、SAM 複合体がプレイスホルダーとしての構成
タンパク質（Sam50 と Mdm10）および基質の β バレルタンパク質を入れ替えながら、基質のバ
レル構造形成を促し、外膜に組み込む新規の仕組み（β バレルスイッチモデル）を明らかにし
た。β バレル型膜タンパク質の構造形成と膜への組込みという、膜タンパク質生合成に関する
基本原理の理解を大きく進める、インパクトのある結果となった。 
TOM 複合体チャネルのラテラル開閉：外膜の N アンカー膜タンパク質のうち C 端ドメインが
サイトゾル側にあるものは，TOM 複合体を介した外膜透過が TM 配列で停止し、膜透過チャネ
ルである Tom40 のバレル構造がラテラル（膜面）方向に開いて TM 配列が外膜に挿入される
メカニズムが考えられる。この機構について、モデルタンパク質を使って in vitro および in vivo

で解析を行い、ラテラルに開く可能性が高いことを見いだした（投稿準備中）。 

Msp1 による外膜タンパク質の品質管理：ミトコンドリア外膜の Msp1 は、ミトコンドリア外
膜に誤配送されたテイルアンカー（TA）タンパク質を除去する。今回，ミトコンドリア外膜に
誤配送された基質は Msp1 により引き抜かれ、ER に送り込まれた後、ER 上で Doa10 複合体に
よりユビキチン化され、Cdc48 により ER 膜から引き抜かれてプロテアソームで分解されるこ
とを明らかにした（Matsumoto et al., Mol. Cell 2019）。Msp1 による誤配送タンパク質の品質管理
は、ヒトホモログの ATAD1 の欠損が病態と関連することもあってホットな分野となっている。
私たちは複数のプロモーターによって Msp1 と基質の発現のタイミングを制御してケイ光顕微
鏡によるタイムラプス観察行うことで、オルガネラ間のタンパク質移動を証明することに成功
し、この分野の研究をリードすることとなった。  

【脂質の交通】（L1〜L6） 

in vitro 脂質輸送アッセイ系の確立：出芽酵母から単離した膜画分を用いて、ER-ミトコンドリ
ア間のリン脂質輸送を評価できる実験系の確立に成功した（Kojima et al., Sci. Rep. 2016）。この
実験系を用いて、ERMES 複合体がこれらオルガネラ間におけるリン脂質輸送に重要な役割を
果たすことを明らかにした。この分野の研究に欠けていたオルガネラ間脂質移動の信頼できる
検出法の確立ということで、重要な貢献をすることとなった。 

ERMES 複合体による ER-ミトコンドリア間脂質輸送機構：ER-ミトコンドリア間コンタクト部
位をつくる ERMES のサブユニット Mdm12 と脂質の複合体の構造を決定した（Kawano et al., 

JCB 2018）。ERMES において、Mdm12-Mmm1 は脂質輸送の最小機能ユニットであり、Mdm12

と Mmm1 が重要な役割を果たすことが分かった。ERMES が ER-ミトコンドリア間で脂質輸送
を担うかどうかについては、当時論争があったが、本研究により脂質輸送を担うことが確立し、
論争に決着をつけることができた。一方でヒトでは VAT-1 という可溶性タンパク質も ER-ミト
コンドリア間の脂質輸送を担うことが示唆されている。今回 VAT-1 の精密構造を X 線結晶解析
により決定した（Watanabe et al., JBC 2020）。 

ミトコンドリアと他のオルガネラ間コンタクト部位の探索：ミトコンドリアと他のオルガネラ
間のコンタクト部位を探索するために、オルガネラ間コンタクト部位を Split-GFP を用いて可
視化する実験系を構築した。この実験系を用いることで、ミトコンドリアと ER、液胞、ペル
オキシソーム、脂肪滴とのコンタクトサイトが存在することが示唆された（Kakimoto et al., Sci. 

Rep. 2018）。オルガネラ間コンタクト部位の検索はきわめてホットな研究分野で、関与する因
子の検索についても激しい競争が繰り広げられている。信頼できる結果を得るには、コンタク
ト部位を検出する手法がコンタクト部位を人為的に形成してしまうアーティファクトを最小限
に留めることが重要であるが、ここで開発した手法はきわめて信頼性が高い手法といえる。 

ERMES クラスタリングの調節機構：ERMES のクラスタリングを調節する因子を探索した結果、
ミトコンドリアの融合と分裂がアンタゴニスティックに ERMES の会合を制御することを見出
した。ERMES 複合体同士は会合しやすい性質を持ち、適度にミトコンドリアを分裂させて
ERMES 複合体が接触する機会を抑制することで、ERMES の会合を調節していると考えられる
（Kojima et al., Cell Rep. 2019）。ERMES のクラスタリングに積極的な調節機構と機能があるか
どうかは未解明の問題であり、今後のこの問題解明への突破口になることが期待される。 

in vivo での脂質輸送モニタリング系の確立：酵母のホスファチジルセリン（PS）合成酵素 Cho1

を欠損する株の様々なオルガネラ膜区画に、大腸菌の可溶性 PS 合成酵素 PssA を発現・異所局
在させることで、in vivo で様々なオルガネラ間のリン脂質輸送を評価する実験系を確立した
（Shiino et al., FEBS J. 2021）。この実験系により、これまで謎であった、ペルオキシソームや
脂肪滴からミトコンドリアへの PS 輸送や、ミトコンドリア内膜のマトリクス側から膜間部側
への PS のフロップ拡散を測定することが可能となった。 
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