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論文内容の要旨

真破細胞においてミトコンドリア蛋白質の大部分は核の遣伝子によりコードされており，乙れらの蛋白

質は細胞質の遊離のリポゾーム上で合成されたのちミトコンドリアへ移行する。移行した蛋白質は，主た

る小区画である外膜，膜間部，内膜，マトリックスのいずれかに配置される。したがって乙れらのミトコ

ンドリア蛋白質には， ミトコンドリアを認識する情報に加えて， ミトコンドリア内での局在位置を決定す

る情報も含まれているはずである。私は，酵母ミトコンドリア外膜の 7 0 KDa蛋白質と，内膜蛋白質であ

る cytochrome c 1 を材料とし， ミトコンドリア外膜，内膜への局在化機構について以下の研究を行な

っ fこ。

外膜蛋白質は-i殴に分子サイズの大きな前駆体は持たず，成熟型分子と同じサイズで合成され，外膜に

挿入される。私は，酵母ミトコンドリア外膜の分子量 7 万の蛋白質(以下 7 0 kDa 蛋白質)の局在化シグ

ナルの同定を行なった。 70kDa蛋白質は機能は不明だが，外膜にN末端側のごく限られた領域で結合し

ており， c末端側の大部分は細胞質側に可溶性のドメインとして突出している乙とが証明されている。 N

末端側の配列は， 9 残基呂までミトコンドリア蛋白質の延長ペプチド iとよく見られる塩基性アミノ酸に富

む領域があり，それに続いて 3 7 残基目までは膜結合部と予想される 2 8 個の非解離性アミノ酸の配列が

存在している。まず， 7 0 kDa 蛋白質の様々な長さのN末端側領域を，大腸菌 p ーガラクトシダーゼのN

末端側iζ融合させた蛋白質をコードする融合遺伝子を作製し，酵母細胞に導入した。そして発現産物の挙

動を F ーガラクトシダーゼ活性を指標として解析した。その結果，非ミトコンドリア蛋白質である戸ーガ

ラクトシダーゼのミトコンドリアへの局在化には， 7 0 kDa 蛋白質のN末端側 12 残基で十分であるが，

ミトコンドリア内で外膜に局在化するためには，それに続く 2 9 残基目までの配列が必要であることがわ
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かった口すた，外膜iと留まれない分子種はマトリックスまで移行していた。以上の結果から 7 0 kDa 蛋

白質の外膜局在化は， N末端側 1 2 残基以内によるミトコンドリア識別と，それによって引き起乙される

ポリペプチド鎖のマトリックスへの膜透過を，後ろに続く膜結合部が外膜で停止させることにより起こる

と考えられる。また， ミトコンドリア内部へ移行する蛋白質でも，外膜へ移行する蛋白質でも， ミトコン

ドリア識別と，その後の初期過程は共通であることを示唆するものである。逆に言えば，そのような初期

過程の後，外膜結合部の有無を認識し，蛋白質を外膜へかあるいはマトリックスへと分配する輸送機構が

ミトコンドリア側に備わっていると考えられる。

上で述べたようなN末端側の構造はミトコンドリア内膜へ移行する蛋白質の延長ペプチドにも見いださ

れているo 例えば，酵母ミトコンドリア内膜の cytochrome c1 前駆体の延長ペプチドは 6 1 アミノ酸

残基よりなり，その前半部は塩基性アミノ酸i乙富み，後半部 3 6 -54 残基自には非解離性アミノ酸の配

列が見られる o VanLoon らは， cytochrome c1 前駆体の延長ペプチドとマウスの細胞質蛋白質であ

るジヒドロ葉酸還元酵素との融合蛋白質を用いた実験により，延長ペプチド内にミトコンドリア識別と内

膜局在化のためのシグナルが含まれていると結論した。そこで私は， 7 0 kDa外膜蛋白質とcytochrome

q 前駆体のN末端側構造のどの領域にこれらの蛋白質を一方は外膜へ，他方は内膜へと局在化させるシ

グナルが含まれているのか明らかにする目的で，以下の実験を行なった。

cyt ochrome q 前駆体の延長ペフ。チドの前半部，あるいは全部を， 7 OkDa蛋白質のN末端側の12，

29 , 61 残基と交換した変異 cytochrome c1 遺伝子を作製し， cyt ochrome c 1 欠損の酵母株へ導

入した.そして，各形質転換株について発現産物の局在位置と呼吸能の回復を調べたところ，cytochrome

q 前駆体の延長ペプチドの前半部を， 7 0 kDa 蛋白質のN末端側 12， 29 残基と交換したものでは時吸

能の回復がみられ，発現産物は内膜に局在し呼吸鎖複合体置に組み込まれていた。一方， 70kDa蛋白質

のN末端側 6 1 残基と交換したものでは呼吸能の回復が見られず，発現産物は外膜に局在していた。以上

の結果は cytochrome c1 前駆体の延長ペプチドの前半部は 70kDa蛋白質のミトコンドリア識別シグ

ナルと交換可能であり，それ自身は cytochrome q 分子の膜特異的な局在化には直接は関与していな

い乙とを示しており，その後ろに続く非解離性アミノ酸の領域がそれぞれ外膜か，あるいは内膜への膜特

異的な局在化シグナルとして働いていると考えられる。また， cytochrome c1 前駆体の延長ペプチド

全体を 70kDa蛋白質のN末端側 12， 29 残基と交換したものでも呼吸能の回復がみられ，発現産物は内

膜iと局在し複合体置に組み込まれていた。乙の結果は， cytochrome c1 のミトコンドリア内膜への局

在化に， ミトコンドリア識別シグナルだけで、十分であることを示している。乙れらの融合蛋白質の内膜へ

の局在化がいかなる過程を経るか興味のあるところだが，成熟型 cytochrome c1 分子の領域のどこか

が内膜への局在化シグナルとして関与している可能性も考えられる。

ミトコンドリアへの蛋白質の輸送に関しては，輸送される蛋白質の局在化シグナルに関する研究は多く

報告されているが， ミトコンドリア側の輸送機構は，ほとんど解明されていない。そ乙で私は乙の輸送機

構に関与する因子を同定する目的で以下の実験を行なった。

上でも述べたように cytochrome c1 前駆体の延長ペプチドを 70kDa外膜蛋白質の外膜局在化シクー

ナノレを完全に含むN末端側 6 1 残基と交換したものでは，発現産物は外膜iと局在し cytochrome q 欠
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f員株の呼吸能は回復しない。この形質転換株を変異剤で処理し呼吸能が回復した酵母突然変異株を単離し

た。これらの変異株の中には酵母ゲノム上の突然変異により，本来外膜i乙局在化するはずの 70kDa-

cytochrome ct 融合蛋白質が内膜にまで到達し呼吸能が回復したものが含まれていた。遺伝的解析の

結果，乙の変異株における変異は優性でありクローニングが可能であると判断した。そ乙で乙の変異株の

遺伝子ライブラリーを上記の 7 0 kDa-cytochrome c1 融合遺伝子を含むシャトルベクター上に構築

し， cytochrome c1 欠損株の呼吸能の回復を指標としてスクリーニングを行なった。その結果， 1,086 

bp よりなる ORF を含む 21 kb の DNA断片が得られた。乙のORF によってコードされる蛋白質は分子

量 40，343 であり， nucleo t ide binding si te と予想される配列を有していた。次にこのORFの一部を

大腸菌で発現させ，その産物を抗原として抗体を作製した。 Western blot 法によって酵母細胞内での乙

のORFの発現産物は，分子量 40kDa と確認され， ミトコンドリア外膜に局在することがわかった。ミ

トコンドリアへの蛋白質の移行の様々な段階にATPが要求されるという報告も多くあり，この遺伝子産

物が， ミトコンドリア外膜に局在する乙と， nucleotide binding site と予想される配列を有する乙

となどより， ミトコンドリア外膜上で，蛋白質輸送における ATP要求性の初期の段階に関与しているの

ではないかと考えている。今後，この遺伝子産物の働きについて詳細な解析を進める予定である。

論文の審査結果の要旨

真核細胞ミトコンドリア蛋白質の大部分は核遣伝子でコードされ，合成後ミトコンドリアへ移行するD

そして外膜，膜間部，内膜，マトリックスにそれぞれ配置される。乙の配置の情報は， ミトコンドリアへ

の移行の情報とともに蛋白質の構造部位に含まれていると考えられている。中井君はまず酵母ミトコンド

リア外膜局在性 70kDa蛋白質の局在化シク守ナルがアミノ末端側にある乙とを融合蛋白質の作成と，その

詳細な解析によって明確にした。すなわち末端の 1 2 残基にはミトコンドリアを識別する情報とそれに続

くマトリックスへのポリペプチド鎖の膜透過への誘導がある乙と，そしてそれに続く 2 9 残基目までがポ

リペプチド鎖を外膜に留置させるシクeナルをもっているという乙とである。と同時に乙の研究はミトコン

ドリア外膜そのものにも分配や輸送機構があることを暗示しており，次の研究への糸口となっている。次

いでアミノ末端側延長ペフ。チド内にミトコンドリア識別と内膜局在化の両シク守ナルをもっとされるチトク

ロム q の遺伝子を適宜 70kDaアミノ末端部コードのものと交換し，酵母ミトコンドリアへの融合蛋白

質の移行をしらべた。その結果チトクロム c1 の末端前半部は 70kDa 蛋白質のものと同様ミトコンドリ

ア識別機能をもっ乙とがわかったが，チトクロム c1 のそのあとに続く部分は従来の知見とは必ずしも一

致せず，成熟チトクロム q の中に内膜認識部があるのではなし、かと思われる成果をえた。さてこれにつ

づく研究ではチトクロム q を外膜に留めるようにデザインしたものが， 今度は外膜の変異で内膜に移行

しうるような変異酵母株を作成しこの変異した蛋白質をもつものを単離し，その遺伝子をクローニングし，

1 0 8 6 塩基対から成る ORF の構造を決定した。分子量主約 4 万の外膜局在蛋白質であり，その配列の中

にヌクレオチド結合部位と思われるものがあり，従来からミトコンドリアへの蛋白質移行の各ステップに
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ATP の必要性が認められていることを考え合わせると大へん興味深く，かつ重要な発見である口今後の

発展も大いに楽しみである。以上乙の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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