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１．研究実施の概要 

 細胞は，生体膜で仕切られた区画にタンパク質を適切に配置することにより，複雑な細

胞機能を統御している。本研究では，生体膜を舞台とするタンパク質の配置を担うプロテ

インマシンであるトランスロケータについて，その作動原理を分子レベルで理解すること

をめざした。 

 ミトコンドリアのトランスロケータについては，新たなトランスロケータ構成因子が

次々に見つかり，その全貌が予想以上に複雑かつ巧妙であることがわかってきた。トラン

スロケータが基質タンパク質の局在化シグナルをどのように認識し，どのようにトランス

ロケータ間で受け渡し，膜透過や膜への組み込みを実現しているのかを解析している。ト

ランスロケータ構成因子の機能ドメインについて NMR や X 線構造解析も行っている。小

胞体のトランスロケータについては， ポリペプチド鎖の膜透過を制御できる in vitro の実験系

を用いて、小胞体トランスロケータのダイナミクスを解析，小胞体トランスロケータがポリペプチド鎖

の膜透過を駆動するのに，ATP やシャペロンを必ずしも必要としないこと，トランスロケータの構造

そのものがきわめて柔軟なものであることが分かってきた。 

 

２．研究実施内容 

ミトコンドリアと小胞体のトランスロケータについて，以下のように研究を実施した。 

 

ミトコンドリアのトランスロケータ 

（1）新規トランスロケータ構成因子の同定 

 平成 16 年度に引き続き，17 年度は新たに Tim41 を発見した。Tim41 は，ミトコンドリア

内膜のマトリクス側に面する表在性膜タンパク質である。Tim41 の遺伝子破壊株は温度感

受性致死の表現型を示し，高温で内膜のトランスロケータ TIM23 複合体を経由する内膜や

マトリクスのタンパク質のミトコンドリア移行に欠損が生じる。これまで知られているマ

トリクスのトランスロケータ因子は，すべて TIM23 複合体を経由するマトリクスへのタン

パク質移行に関わるものであったが，Tim41 は内膜を通過せず内膜に組み込まれるタンパ



 

ク質にも影響を与える点でユニークである。詳細に Tim41 の機能を解析した結果，Tim41

は内膜のトランスロケータ TIM23 複合体の機能的アセンブリーを維持するのに必要である

ことが分かった。このようなトランスロケータのアセンブリーの形成や維持を補助する専

門の因子が見つかったのは初めてである。 

（2）トランスロケータが基質をアンフォールドする仕組みを解明 

トランスロケータの孔は 20-30Åなので，前駆体タンパク質は立体構造をアンフォールド

しないと孔を通過できない。そこでトランスロケータは前駆体を積極的にアンフォールド

させて，孔を通過させねばならない。そこで，成熟体ドメインとして筋タンパク質のタイ

チンの I27 ドメインの様々な変異体の N 端または C 端にミトコンドリア行きシグナルを付

加した融合タンパク質を用い，ミトコンドリアへのインポート速度と原子間力顕微鏡

（AFM）による力学的安定性を比較した。その結果，ミトコンドリアのトランスロケータ

は、ミトコンドリア行きシグナル近傍が部分的にほどけた膜透過中間体と相互作用し、そ

の安定性を減少させることによって分子全体の効率的なアンフォールディングを引き起こ

すことが明らかになった。 

 

 

（3）ミトコンドリア内膜トランスロケータのプレ配列受容体機能を発見 

 ミトコンドリアのマトリクスへの効率的なタンパク質移行においては，外膜透過と内膜

透過が共役することが重要である。この共役に関わる因子は内膜 TIM23 複合体の構成因子

Tim50 と考えられていたが，その具体的な機構は不明であった。今回 Tim50 の膜間部ドメ

インとミトコンドリア移行シグナルに対応するペプチドの相互作用を NMR で解析したと

ころ，Tim50 はミトコンドリア移行シグナルを認識する受容体として働くこと，さらにそ

の相互作用は外膜受容体 Tom20 とプレ配列との相互作用よりも強いことが示唆された。こ

のことは，プレ配列の外膜受容体 Tom20 から内膜受容体 Tim50 への効率的移行をよく説明

でき，長い間謎であった外膜と内膜という２つの膜透過の共役の仕組みが，初めて解明さ

れたことになる。 

 



 

小胞体のトランスロケータ 

（4）膜透過実験系の改良により，膜透過駆動力とダイナミクスを詳細に解析 

小胞体トランスロケータ内のポリペプチド鎖の動きを制御できる実験系をつくり、膜透

過という複雑な現象をいくつかのステップに分けて解析した。そしてポリペプチド鎖の移

動に，意外にも ATP 等の高エネルギー化合物や小胞体内腔のシャペロンが関与しないこと

や、トランスロケータ機能維持のためにリボソームの寄与が必須なことが明らかになった。

さらに、透過開始時点で働く引き込み駆動力は、定常的にポリペプチド鎖が動く後半の駆

動力に比べてより大きなものであることを見いだした。次に膜透過実験系を、ストレプト

アビジン結合性タグ（SBP-tag）を透過ポリペプチド鎖に付加することによって、より詳細

に膜透過を制御し膜透過力などを測定できるように改良、小胞体トランスロケータチャネ

ルの中に複数の膜貫通セグメントに加えて、複数のシグナル配列と複数の親水性セグメン

トが収納され、動くことが可能であることなどを証明した。また、疎水性配列以外の膜透

過制御要因として知られる正荷電アミノ酸残基の作用を追及し、疎水性配列の配向決定に

も、ポリペプチド鎖膜透過抑制にも、これまで考えられてきたよりはるかに長距離の作用

が有効であることを見いだした。すなわち、小胞体トランスロコンチャネルは予想以上に

柔軟で，多数のポリペプチドセグメントを許容できるフレキシブルなものであることが明

らかになった。 

 

３．研究実施体制 
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