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研究成果の概要（和文）：以前の研究で、ミトコンドリア膜透過装置の一部である Tom20がミ
トコンドリア前駆蛋白質の多様なプレ配列を認識できるメカニズムとして、「複数のコンホメー

ションの動的平衡を使っている」という新しい認識様式（動的認識モデル）を提唱した。本研

究では、Tom20 とプレ配列ペプチドの新たな複合体を作成し、Ｘ線結晶構造解析とＮＭＲス
ペクトル測定によるアプローチを展開した。この結果、動的認識モデルを支持する新たな実験

データが得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：In previous study, we proposed that a dynamic equilibrium between 
the multiple bound states is the molecular mechanism of the broadly selective specificity of 
the Tom20 receptor towards the divergent mitochondrial presequences. In this study, we 
carried out X-ray crystal structure analysis and NMR spectroscopy experiments using new 
complexes between Tom20 and presequenses. We obtained further information supporting 
the dynamic recognition model.  
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１．研究開始当初の背景 
 ミトコンドリアを構成するタンパク質の
大部分は核ゲノム DNA にコードされている。
ミトコンドリア内部へと運ばれるタンパク
質は細胞質のリボソーム上で、プレ配列が付
加された前駆体タンパク質として合成され

る。その後、ミトコンドリアの二つの膜に存
在する膜透過装置（タンパク質からなる超分
子複合体）によってミトコンドリア内部へと
輸送される。この膜輸送過程については、多
くの分子生物学的な先行研究により、かなり
明らかになっている。しかし、この分野にお
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ける構造生物学的な研究はまだ十分とは言
えない。この輸送過程において、Ｔｏｍ２０
はプレ配列を最初に認識する受容体である。
プレ配列は１５から７０残基程度の長さで
あるが、アミノ酸配列は多様であり、共通の
アミノ酸配列は見いだせないとされている。
最初にＴｏｍ２０とＡＬＤＨ  (Aldehyde 
dehydrogenase)プレ配列の複合体構造がＮ
ＭＲを用いて決定され、プレ配列が複合体形
成時に両親媒性ヘリックス構造をとり、疎水
的相互作用で複合体を形成することが明ら
かになった。さらにその６残基程度からなる
コンセンサスの同定が行われた。その後、Ｔ
ｉｍ９/Ｔｉｍ１０複合体、Ｔｉｍ４４、Ｔｏ
ｍ７０、Ｔｉｍ２１の構造が立て続けに報告
されるなど、非常に激しい競争が繰り広げら
れている。こうした輸送関連タンパク質の構
造決定は重要な課題であるが、タンパク質輸
送の分子メカニズムを解明するには、種々の
タンパク質因子とプレ配列との結合様式を
明らかにすることが必要である。我々はこれ
までの研究で、相互作用様式の異なる２つの
Ｘ線結晶構造と、ＮＭＲ緩和時間解析による
残存運動性の解析を組み合わせることで、Ｔ
ｏｍ２０が「複数のコンホメーションの動的
平衡を使って多様なプレ配列を認識してい
る」という新しい分子認識メカニズム（動的
平衡認識）を提唱した。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究では分子間ＳＳ結合でＡ
ＬＤＨプレ配列をＴｏｍ２０に架橋した複
合体を作成し、Ｔｏｍ２０によるプレ配列の
「動的平衡認識」を提唱した。この複合体で
は適度な長さのリンカーとシステインがプ
レ配列に付加されている。そこで本研究では、
リンカーを用いない複合体の安定化と構造
解析を目的とし、リンカーのアミノ酸配列の
違いが、複合体構造にどのような影響を与え
ているのかについて調べる。そこでプレ配列
のコンセンサスで重要ではないアミノ酸に
Ｄ型システインを、その 3残基先に L型シス
テインを導入し、分子内ＳＳ結合を形成させ
る。これによりペプチドがαヘリックス構造
を取りやすくなり、複合体状態を安定化する
ことができる。すなわち、リンカーが無い複
合体で構造を基盤とした解析が可能になる。
この複合体安定化技術を用いることで、リン
カーの無い結合状態でもプレ配列が複数の
結合様式を取り、これらの結合様式の間には
速い平衡があることを明らかにする。  
 Ｔｏｍ２０によるプレ配列の認識は結合
が弱く(ＫｄでμＭオーダー)、また認識され
るアミノ酸配列の特異性はかなり広い。こう
した「ソフト」な相互作用では、通常のＸ線
結晶構造解析やＮＭＲ解析には技術的な困
難が伴う。したがって、詳細なメカニズムを

解明するためには弱い相互作用を克服する
ための新たな工夫が必要となる。研究代表者
の所属研究室では、システイン残基を持つリ
ンカーをプレ配列に付加し、Ｔｏｍ２０のシ
ステイン残基と分子間ＳＳ結合を形成させ
ることで複合体状態を安定化する工夫を用
いてきた。さらに本研究ではリンカーを用い
ない新しい方法として、プレ配列内にＤ-シス
テインを導入し、分子内ＳＳ結合を形成させ
ることで複合体を安定化する手法を採用す
る。こうした複合体の安定化技術は、「ソフ
ト」な相互作用をする他のタンパク質複合体
の研究にも応用が期待できる。 
 そして、本研究で解明を目指すＴｏｍ２０
によるプレ配列の動的認識メカニズムは、広
い特異性を実現するための普遍的な相互作
用様式であると予想しており、細胞機能の生
化学的ネットワーク（分子間相互作用）の
様々な場面で利用されていると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1)ＡＬＤＨプレ配列のコンセンサス（φχ
χφφ, φは疎水性アミノ酸残基、χは任意
のアミノ酸残基）上で、重要度の低いアミノ
酸の位置にＤ-システイン、さらにその３残
基先にＬ-システインを導入し、この２種類
のシステインの間で分子内 SS 結合を形成さ
せるペプチドをデザインした（図 1）。 

この配列のペプチドの合成を依頼し、0.1Ｍ
炭酸水素アンモニウム溶液中で撹拌するこ
とで、分子内ＳＳ結合を形成させた。ＨＰＬ
Ｃによる逆相カラムクロマトグラフィで精
製し、分子内ＳＳ結合の形成をＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ ＭＳで確認した。このペプチドが野
生型のプレ配列と比べＴｏｍ２０可溶性ド
メインと強く相互作用することを１５Ｎラベ
ルＴｏｍ２０に対するＮＭＲ滴定実験によ
り確認した（図２）。このペプチドとＴｏｍ
２０可溶性ドメインとの複合体の結晶化条
件の検討を研究室に設置されている自動結
晶化スクリーニング装置を利用し行った結

図１. αヘリックス構造安定化デザイン：

２つ離れたシステイン残基間に分子内SS結

合を導入する。小文字のｃはＤ型、大文字

のＣはＬ型システインである。 



 

 

果、塩化マグネシウムとＰＥＧの条件で結晶
が得られた。この結晶中にＴｏｍ２０とペプ
チドの両方が含まれていることをＵＰＬＣ
により確認した。Ｘ線結晶構造解析実験をつ
くばの放射光施設（高エネルギー加速器研究
機構）で行った結果、当初は高分解能での反
射データを収集することができなかったが、
実験を繰り返すことで最終的に 2.1Åまでの
回折データが得られた。この実験結果を利用
し、新たな複合体の構造解析に成功した。得
られた構造を、以前に報告したリンカーを用
いた複合体と比較したところ、Ｔｏｍ２０と
プレ配列の相対的な位置関係は一致してい
たが、側鎖レベルでの相互作用様式は異なっ
ていた。 
 
(2)(1)で成功したＤシステインを導入した
プレ配列とＴｏｍ２０の複合体のＸ線結晶
構造解析結果から、Ｄ-システインとＬ-シス
テインの距離が短すぎるため、プレ配列のヘ
リックス構造に歪みが生じることが解った。
そこで、次のアイデアとしてＬ-システイン
の側鎖をメチレン 1つ分長くした Homo シス
テインを導入したペプチドを新たにデザイ
ンした（図３）。 
 このペプチドを１５ＮラベルＴｏｍ２０に
対しＮＭＲ滴定実験を行った結果、野生型に
比べ 10 倍程度相互作用が強くなっているこ
とが明らかになった（図２）。自動結晶化ス
クリーニング装置を利用し約 300 種類の条件
で結晶化を試みた結果、0.1Ｍ Ｔｒｉｓ-Ｈ
Ｃｌ、 ｐＨ 8.5、70％ ＭＰＤの条件で結晶
が得られた。つくばの高エネルギー加速器研
究機構でＸ線結晶構造解析実験を行った結
果、1.9Å分解能までの反射データが得られ
た。この反射データを使用し構造解析を行っ
た結果、複合体の結晶構造が得られた。新た
に得られた構造ではＴｏｍ２０とプレ配列

の相対的な位置関係は上記のＤシステイン、
また、リンカーを用いた複合体とほぼ一致し
ていたが、側鎖レベルでの相互作用はやはり
異なっていた。 
 
(3)以前報告したリンカーを用いた分子間Ｓ
Ｓ複合体について、リンカーのアミノ酸残基
がさらに２分子長い（GPRLSRLLSXAGSGC, X は
Ala もしくは Tyr）、すなわちプレ配列ペプチ
ドにより自由度を与えたプレ配列ペプチド
とＴｏｍ２０の分子間ＳＳ複合体を作成し
た。結晶化スクリーニングを行ったところ、
Xの位置に Tyr を導入した複合体について、
蛋白質結晶が得られた。今後、この複合体の
構造解析によりＴｏｍ２０によるプレ配列
の動的認識機構について、より詳細な知見が
得られると期待できる。 
 
４．研究成果 
 これまでにＴｏｍ２０ とプレ配列ペプチ

図２. 各ペプチドの NMR 滴定実験における、化

学シフト変化量。Ｄ-システインを導入したペ

プチドでは約 100 倍、さらにＨｏｍｏシステイ

ンを導入したペプチドでは約 10 倍Ｔｏｍ２０

との相互作用が強くなっていた。 

図３. αヘリックス構造安定化デザイン

２：２つ離れたシステイン残基間に分子内

SS 結合を導入する。小文字のｃはＤ型シス

テイン、小文字のｈは Homo システインであ

る。 

図４. 得られた 4つの複合体構造の相互作用

様式比較。左側の分子が Tom20 可溶性ドメイ

ン、右側の分子がプレ配列ペプチドの表面構

造。Tom20 が持つ 2 つの疎水性ポケットと、

認識するロイシンを緑と赤で示した。 



 

 

ドとの複合体の４ 種類の結晶構造を得るこ
とができたが（図４）、側鎖レベルでの結合
様式はどれも異なっていた。結晶構造はスナ
ップショットと考えられ，得られた４ つの
結合様が動的平衡状態にあると考えられる。
Ｔｏｍ２０認識様式の新しい点は，個々の結
合様式が不完全であり、プレ配列の部分的な
特徴（すなわち２つの疎水性側鎖）しか認識
していないことにある。すなわち、不完全で
はあるが多数の結合様式の間に速い動的平
衡があって、総体としてはじめて、Ｔｏｍ２
０ は３つの疎水性側鎖の認識を達成してい
ると考える（図５）。忍者の分身の術（複数
の状態をすばやく動きまわることで達成す
る）のようなものと考えれば，想像しやすい
かもしれない。何故このような複雑な認識様
式が必要かという疑問が生じるが、これはＴ
ｏｍ２０が１０００種類以上ものプレ配列
を認識することに関連していると考えられ
る。非常に広い認識特異性を達成するために、
動的平衡認識メカニズムを用いているので
ある。この認識様式はＴｏｍ２０ だけがも
っている特殊なものとは思えないので、今後
はミトコンドリアのプレ配列認識以外にも
似た認識機構が細胞中の様々な場面で見つ
かると期待している。  
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図５. 4 つの複合体構造の相互作用様式の模

式図。緑色の筒がプレ配列に対応する。Ｔｍ

２０はこれらの相互作用の動的平衡を利用

してプレ配列を認識していると考えられる。 


