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論文内容の要旨

(目的)

ミトコンドリア内のほとんどの蛋白質は，核の DNA にコードされ，細胞質のリボソーム上でその前

駆体が合成された後， ミ卜コンドリア膜を通過して内部に移行する口この前駆体は特異的にミトコンド

リアにとりこまれ，成熟型蛋白に変換する。従って， ミトコンドリア膜と相互作用するシグナルが前駆

体の構造内に存在すると考えられるが，その前駆体の構造については，最近になって 2 つのミトコンド

リア蛋白で報告されたのみである。本研究では，酵母ミトコンドリアのATPase インヒビター蛋白の前

駆体について， ミトコンドリア膜通過の機作の解明と前駆体の構造決定を目的とした。

(方法ならびに成績)

1)前駆体の合成とミトコンドリアへの移行

酵母から調製したmRNA により〔お SJ ーメチオニン存在下のウサギ網状赤血球溶血液の系で蛋白

を合成し，特異抗体で沈降するATPase インビター蛋白は， S D S ーゲ、ル電気泳動，フルオログラフ

ィで，成熟型より分子量が約 2 ，000 大きい前駆体であった。前駆体は，単離した酵母ミトコンドリア

によって成熟型サイズに変換するが，酸化的りん酸化能を失ったミトコンドリアでは，そのプロセシ

ングは認められなかった。また，酸化的りん酸化反応の阻害剤であるアンチマイシンA とオリゴマイ

シンの共存下で、はフ。ロセシングされず，さらに脱共役剤 (FCC P) によっても強く阻害される乙とか

ら前駆体のミトコンドリアへの移行，プロセシングには，呼吸またはATP 使用による内膜電位差

の保持が必要と考えられる。

2) mRNA の部分精製と前駆体の部分構造

ヴtnノ
臼

円
/
“



前駆体とミトコンドリア膜の相互作用を知る上で，前駆体の構造を明らかにする必要があるが，そ

のために， mRNA を精製し，無細胞系での前駆体の合成量を増大させなければならない。そこで，

酵母の poly (A) RNAを Synchropak G P C -500 の高速液体クロマトグラフィにより分画を行っ

た。 AT Pase インヒピターはアミノ酸 63残基の分子量約 7，400の小分子蛋白であるため，そのmRN

A もサイズが小さく，他の多くのmRNA から分離できた。乙の他l乙不活性型AT Pase一安定化因子

(SDS ーゲ‘ル電気泳動で，分子量 9 ，000および 15，000 )の mRNA も分子サイズで分離するととを

確認し，この方法が，小分子の mRNA については，通常の密度勾配遠心法に比べ，簡便，迅速で，

有効であることが示された。乙のmRNA により合成される ATPase インヒビター蛋白の前駆体量

は，全合成蛋白の約 0.3 %になった。精製mRNAを用い， Sephadex G -50 でアミノ酸プールを除

いた網状赤血球の無細胞系(アミノ末端のブロックを防ぐため， citrate synthase および oxaloace­

tate 添加でアセチノレ CoA を除去)を用い，種々の放射性標識アミノ酸存在下で蛋白合成を行ない，

特異抗体によって各標識アミノ酸を含む AT Pase インヒビター前駆体蛋白を精製した。この前駆体

の一次構造を知るため， Edman 分解法によりアミノ末端からの逐次切断を行ない，各サイクルに回

収される放射活性を調べた。 戸 S )ーメチオニンは，第 1 サイクルに効率よく回収された。 ~H)

ーグリシン，ーセリンも第 1 番目に検出されたが，その活性は計算される量より非常に小さいことか

ら，アミノ末端はメチオニンと結論される。 (3 H) ーセリンは， 3, 5, 10 ， 15番目の他に 22 ， 25番目に
123  4 

回収されたが， AT Paseインヒビター蛋白の成熟型はアミノ末端側が Ser-Glu-Gly -Ser -Thr-
6 

Gly---- であり，前駆体は分子量が約 2，000 大であることを考えると， 22, 25番目のセリン残基は，

それぞれ成熟型の1， 4 番目に相当すると予想された。乙の乙とは， (ヨ H) ーグリシン標識前駆体

において， 16 番目の他に 24 ， 27 番目に放射活性が回収され，それぞれが成熟型の 3， 6 番の残基

l乙対応する乙とから確認された。ロイシンは 5 残基が検出され，分泌蛋白の前駆体と同様， extra ペ

プチドは疎水性である乙とが予想される。

(総括)

1. 酵母ミトコンドリアの AT Pase インヒピター蛋白は，成熟型より分子量が約 2，000 大きい前駆体

として合成される口前駆体のミトコンドリアへの移行，プロセシングには， ミトコンドリア内膜の膜

電位差の保持が必要である。

2. 酵母の Poly (A) RNAを Synchropak G P C -500 カラムを用いた高速ゲ、ル漉過クロマトグラフィ

ーにより分画し， AT Pase インヒビター蛋白をコードする mRNA を約 3 0 倍に精製し，その前駆体

蛋白の合成量を増大させた。

3. 精製 mRNA によって各標識アミノ酸を含む ATPase インヒビター蛋白の前駆体を大量に調製し，

アミノ末端逐次決定法によってアミノ酸配列を分析した。その結果，アミノ末端にメチオニンをもち，

2 1 残基のアミノ酸から成る分子量約 2，000 の extra ペプチドが，アミノ末端に位置している乙とが

明らかになった。
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論文の審査結果の要旨

生体膜は高分子物質に対し，不透性の障壁であるが，分泌蛋白質やミトコンドリア蛋白質などは，そ

れぞれ固有の生体膜を透過する。分泌蛋白質については粗面小胞体で合成されるペプチドが，アミノ末

端に膜に親和性をもっ特殊な構造をもって，翻訳中に小胞体内腔に出ていくことが明らかにされている。

ミトコンドリア蛋自についても，分子量の大きな前駆体が細胞質で合成され， ミトコンドリアへ移行す

ることがわかっている。前駆体の余分のペフ。チドがミトコンドリア膜の認識に関与することは疑いない

が，ペプチド自体の分子構造が明らかで、なく，膜透過機構の詳細は不明の点が多い。

本論文は前駆体と膜との相互作用を解明する上に大きい貢献をなすもので，医学博士の学位を授与す

るに値すると認めた。
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