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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 X線結晶構造解
析と NMR スペクトル解析により提唱した。本研究では、Tom20 とプレ配列ペプチドの新た
な複合体をエンタルピーの効果を利用して安定化する試みを行った。この結果、新たな相互作

用様式の複合体構造を得ることに成功した。これらの研究は、Tom20の可溶性ドメインのみを
サンプルとして使用してきたが、今回、膜貫通領域を含む Tom20 タンパク質全長の発現も試
みた。 
 
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 attempted to express of full length 
Tom20 protein.  
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：構造生物科学 
キーワード：分子認識及び相互作用 
 
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。このうちミトコンドリア外膜
の膜透過装置がＴｏｍ２０複合体である。こ
の膜輸送過程については、多くの生化学的な
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研究が報告されている。また近年、構造生物
学的な研究もX線結晶構造解析やｃｒｙｏ電
子顕微鏡を用い盛んに行われてきている。し
かし、鍵となるプレ配列との複合体について
の構造報告は、非常に少ない。 
 
	
 本研究で研究対象としたＴｏｍ２０タン
パク質はこの輸送過程の主要な経路で、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。そして、
Ｔｏｍ２０とプレ配列の間の相互作用は比
較的弱く（解離定数：Ｋｄで µMオーダー）、
構造生物学的な研究を難しくしている理由
の一つである。これまでにＴｏｍ２０とＡＬ
ＤＨ (Aldehyde dehydrogenase)プレ配列の
複合体構造がＮＭＲを用いて決定された。そ
の結果、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した。さらに
申請者らは、各アミノ酸レベルでの構造情報
を得るため、Ｔｏｍ２０とプレ配列ペプチド
の間に分子間ＳＳ結合を形成させ、複合体の
安定化する工夫を行った。この複合体安定化
技術により、X線結晶構造解析とＮＭＲ緩和
時間解析による残存運動性の解析に成功し
た。この解析から、Ｔｏｍ２０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。
その後、プレ配列中で分子内ＳＳ結合を形成
し、二次構造を維持させることで複合体を安
定化する技術を採用した。この新しい複合体
安定化手法を利用しＸ線結晶構造解析を試
みた。その結果、これまで得られていた様式
と異なる相互作用様式の複合体構造が得ら
れた。この結果は、これまで予想していたよ
りも遙かに多いコンフォメーションがプレ
配列の認識に用いられていることが示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では分子間ＳＳ結合でＡＬＤＨ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３残基
からなるリンカーとシステイン残基をプレ
配列のＣ末端に付加した。さらにその後の研
究では、プレ配列中にＤ型システインと L型
システインを導入したプレ配列を用意し、分
子内のＳＳ結合を形成させることで複合体
の安定化を試みた。これらの工夫により、こ
れまで４つの異なる結晶系で複合体のX線結
晶構造解析に成功した。驚いたことに、これ
らの複合体構造を比較すると、Ｔｏｍ２０と
プレ配列の相対的な位置関係は一致してい

るものの、その側鎖レベルでの相互作用はす
べて異なっていた。すなわち、これまで考え
ていた以上に多数のコンフォメーションが
プレ配列の認識に用いられている可能性が
示された。この結果はＴｏｍ２０が多様なプ
レ配列を認識し、さらに膜透過の次のステッ
プへと、ミトコンドリアタンパク質を受け渡
すために獲得した認識様式であると考えて
いる。そこで、本申請では「分子運動を伴う
相互作用様式」と、「プレ配列のアミノ酸配
列の多様性」との相関についての解明を目指
し、(1)複合体安定化技術により異なる結晶系
での X線結晶構造解析を試みる。(2)今後の研
究の進展を目指し、膜貫通領域を含むＴｏｍ
２０全体の大量発現を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)これまでの研究ではＡＬＤＨプレ配列の
コンセンサス（φχχφφ,	
 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
内ジスルフィド結合を形成させるペプチド

をデザインした。しかし、Ｄ-システインで
は側鎖が短すぎるためにプレ配列ペプチド
の構造に歪みが生じてしまう可能性がある。
そこで、本課題ではＤ-システインよりも側
鎖がメチレン基一つ分長いＨｏｍｏシステ
インを実験に用いた（図 1）。	
 
	
 
ペプチドの合成を依頼し、０．１	
 Ｍ	
 炭酸水
素アンモニウム溶液中で撹拌することで、分
子内ジスルフィド結合を形成させた。ＨＰＬ
Ｃによる逆相カラムクロマトグラフィで精
製し、分子内ジスルフィド結合の形成をＭＡ
ＬＤＩ－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１５

ＮラベルＴｏｍ２０に対するＮＭＲ滴定実
験により確認した（図２）。	
 

図１.	
 プレ配列ペプチドのアミノ酸配列と
Homo-Cys の構造。配列のコンセンサスとしてさ
ほど重要でない位置に、D 型システインと Homo-

システインを導入した。	
 



約３００種類の条件で自動結晶化スクリー
ニング装置により結晶化スクリーニングを
行ったところ、複合体での結晶が得られた。
放射光施設で X線結晶構造解析実験を行った
結果、高分解能での複合体構造の決定に成功
した。その結果、これまで報告した複合体構
造と比較してＴｏｍ２０とプレ配列の相対
的な位置関係はほぼ一致していたが、側鎖レ
ベルでは異なる相互作用様式が用いられて
いた（図３）。	
 
	
 
(2)上記の研究ではＴｏｍ２０のうち、細胞
質側の可溶性ドメインのみを大腸菌で発現
し、実験に用いてきた。しかし近年、膜貫通
領域の重要性が示唆される実験データも得
られてきた。そこで、今後のＴｏｍ２０全長
の構造生物学的研究を目指し、大腸菌による
大量発現系の構築を試みた。タンパク質は可
溶性を考慮し GST 融合タンパク質として発現
を試みた。また、今後の構造生物学的アプロ
ーチを考慮しＧＳＴとＴｏｍ２０の間には
３Cプロテアーゼの切断サイトを導入した。
発現には、大腸菌ＢＬ２１－ＤＥ３およびＡ
ＲＣＴＩＣ	
 ＥＸＰＲＥＳＳを用いた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
これまでにＴｏｍ２０	
 とプレ配列ペプチド
との複合体の複数個の結晶構造を得ること
ができたが、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、Ｔｏｍ２０	
 は３つの
疎水性側鎖の認識を達成していると考える。
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Ｔｏｍ２０が１

０００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。	
 
	
 また、膜貫通領域を含むＴｏｍ２０蛋白質
全長での発現では、大腸菌ＢＬ２１-ＤＥ３
を用いたが、発現誘導後もＳＤＳ	
 ＰＡＧＥ
上で目的のバンドを観察することができな
かった。そこでタンパク質の安定したフォー
ルディングに優れたＡＲＣＴＩＣ	
 ＥＸＰＲ
ＥＳＳを用いた発現を試みた結果、目的の蛋
白質のバンドが観察された。この研究成果は、
今後の構造生物学的アプローチによる研究
を進める上で、大変貴重な結果である。	
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図２.	
 15N ラベル Tom20 に対する各プレ配列ペプ
チドの NMR 滴定曲線。D-型システインを導入した
分子内 SS 結合ペプチドは、野生型プレ配列ペプ
チドの約 10 倍、Homo-システインを導入したペプ

チドでは約６倍アフィニティーが上昇した。	
 

図３.	
 X 線結晶構造解析により得られた複合体構
造の重ね書き。ピンク、オレンジ、黄色がプレ配
列ペプチドになる。Tom20 とプレ配列の相対的な
位置関係は、ほぼ同じであるが、側鎖レベルでの
認識様式は異なる。	
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