
〈研究の目的と進め方〉
ゲノムプロジェクトに基づき，細胞機能を「細胞を構

成する全タンパク質の機能の集合」として理解するため
には，細胞構造の階層性という視点が不可欠である。本
研究では細胞内構造として出芽酵母ミトコンドリアをと
りあげる。ミトコンドリアタンパク質はサイトゾルで合
成された後，外膜のTOM，内膜のTIMの働きでミトコン
ドリアに取り込まれ，適切なミトコンドリア内区画に配
置される。取り込まれたタンパク質はミトコンドリア内
シャペロンHsp70，Hsp60の働きで機能化する。これらの
プロセスの全体像を，全ミトコンドリアタンパク質の流
れ（プロテインフラックス）として網羅的に解析し，フ
ラックスの大きさと分岐を制御する因子とメカニズムの
解明の突破口を開くことをめざす。このような視点に立
った研究はまだどこでも行われていず，オルガネラゲノ
ム学というべき新分野の創出につながると考えられる。

〈研究開始時の研究計画〉
【12年度】

ミトコンドリアタンパク質はサイトゾルで合成された
後，外膜のTOM，内膜のTIMの働きでミトコンドリアに
取り込まれ，適切なミトコンドリア内区画に配置される。
取り込まれたタンパク質はミトコンドリア内シャペロン
Hsp70，Hsp60の働きで機能化する。これらのプロセスの
全体像を，全ミトコンドリアタンパク質の流れ（プロテ
インフラックス）として網羅的に解析し，フラックスの
大きさと分岐を制御する因子とメカニズムの解明の突破
口を開くことをめざす。

【13年度】
（1）酵母より単離した高純度ミトコンドリアを分画して

二次元電気泳動で展開，限定分解と質量スペクトル
測定により主要スポットのタンパク質同定を行う。
機能未知のミトコンドリアタンパク質の同定をめざ
すとともに，（3）の実験のための基礎データとする。

（2）酵母ミトコンドリアの内在性膜タンパク質について，
限定分解と質量スペクトル測定によりタンパク質同
定を行う。機能未知のミトコンドリアタンパク質の
同定をめざす。

（3）酵母細胞から全mRNAを単離，35S-Met存在下，ウサ
ギ網状赤血球ライセートの無細胞翻訳系により翻訳
する。翻訳産物を基質として，in vitroで単離ミトコ
ンドリアへの取り込み実験を行う。

〈研究期間の成果〉
【12年度】
（1）酵母細胞からNycodenz密度勾配遠心を用いて高純度

のミトコンドリアを単離精製し，可溶性膜間部，塩
溶出性膜間部，マトリクス，膜画分に分画する方法
を確立した。

（2）分画したミトコンドリアの各画分について二次元電
気泳動を行い，CBB染色した各スポットを限定分解
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→MS測定による同定を開始
（3）酵母細胞から全mRNAを単離，in vitroで翻訳しRI標

識タンパク質を合成した。これを基質として，in
vitroで単離ミトコンドリアへの取り込み実験を行い，
ミトコンドリアを回収して二次元電気泳動を行った。

【13年度】
（1）酵母細胞からNycodenz密度勾配遠心を用いて高純度

のミトコンドリアを単離精製した。マトリクス画分
について二次元電気泳動を行い，CBB染色した各ス
ポットを限定分解→質量スペクトルで同定した。（マ
トリクス画分の二次元電気泳動で84個のスポットが
得られ，そのうち48個のスポットを44種類の酵母タ
ンパク質に同定できた。このうち4種類が機能未知の
酵母タンパク質であった。）

（2）単離ミトコンドリアの内在性膜タンパク質画分につ
いては，一次元電気泳動後，二次元目に展開せずに，
限定分解とMS-MS測定によりタンパク質同定を行っ
た。（20本のバンドのうち10本のバンドを12種の酵母
タンパク質に対応づけることができた。このうち1種
類が機能未知の酵母タンパク質であった。）

（3）酵母細胞から全mRNAを単離，in vitroで翻訳しRI標
識タンパク質を合成した。これを基質として，in
vitroで単離ミトコンドリアへの取り込み実験を行い，
プロテア－ゼでミトコンドリア内に取り込まれなか
ったタンパク質を消化した場合としない場合の各々
について，ミトコンドリアを回収して二次元電気泳
動を行い，標識タンパク質のスポットを検出した。

（4）（3）の実験を受容体Tom70の欠損株について行うこ
とにより，Tom70に依存してミトコンドリアに取り
込まれるタンパク質を網羅的に解析するために，受
容体への結合が律速段階となるようなin vitroインポ
ートの実験条件を確立した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ミトコンドリアへのタンパク質移行に関しては，

Neupert（独），Pfanner（独），三原（日本），森（日本）
らが解析を進めているが，プロテオ－ムの視点に立って，
移行の基質の全体像を捉えようとする研究は当時行われ
ていなかった。その後，ミトコンドリアタンパク質のプ
ロテオーム解析は幾つか行われたが，タンパク質のミト
コンドリア移行をプロテオームワイドで行った研究は報
告されていない。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当時の問題点としては，アフィニティタグを用いたミ

トコンドリアの精製は非特異的吸着が障害となり難航，
二次元電気泳動で得られるスポットの絶対数が十分でな
い，といったことがあった。
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〈今後の課題〉
目標
1) ミトコンドリアの外膜と膜間部のタンパク質について

は全タンパク質の同定をめざす。マトリクスと内膜の
タンパク質については，主要タンパク質の同定と，各
種変異体において影響の現れたタンパク質の同定を優
先的に行う。

2）ミトコンドリア移行がTom20，Tom70の機能に依存す
るタンパク質と高温耐性がHsp60に依存するタンパク
質をできるだけ多く同定する。

具体的な研究計画
1）ミトコンドリアの各画分のタンパク質を二次元電気泳

動で展開し，限定分解とMS測定により主要スポット
のタンパク質同定を行う。一次元電気泳動後，二次元
目に展開せずに，限定分解とMS-MS測定によりタン
パク質同定を行うことも検討する。

2）酵母細胞から全mRNAを単離，35S-Metでラベルした
翻訳産物を基質として，in vitroで単離ミトコンドリ
アへの取り込み実験を行う。ミトコンドリアに取り込
まれたタンパク質を二次元電気泳動で展開し，Tom20

の欠損株，Tom70の欠損株で取り込みに影響の現れた
スポットを検出し，対応する2-1）のスポットをMS測
定により同定する。Hsp60の変異株については，ミト
コンドリアに取り込み後，非許容温度にシフトし，凝
集したタンパク質をミトコンドリアの可溶化，遠心に
より沈殿させる。Hsp60の機能欠損特異的に凝集する
タンパク質を，二次元電気泳動で検出→対応する2-1）
のスポットをMS測定で同定する。

特に力を注ぐべき点、困難が予想される点。
1）で，Tom20，Tom70，Hsp60機能欠損により影響を受

けたスポットを正しく評価することが最も重要かつ難
しいと思われる。
現時点（当時）では，ミトコンドリアタンパク質の

同定数が十分ではない。タンパク質の絶対量の不足が
一つの理由であり，今後実験のスケールアップにより，
同定タンパク質数のかなりの増加が可能と考えられる。
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