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第1章 序論 
 
1-1 ミトコンドリア 

 
ミトコンドリアは全ての真核生物に存在する細胞内小器官であり、主としてエネルギー産生を担

っている。また、構造的な特徴として外膜と内膜からなる脂質二重膜構造を有している(Fig.1-1)。

ミトコンドリア外膜は、主として構造を維持させる役割を担い、電位依存性アニオンチャネル

(voltage-dependant anion channel: VDAC)を介して分子量 6000 以下の物質を非選択的に透

過させる。これに対し、内膜の物質透過性は著しく低く保たれており、ほとんどの低分子やイオン

に関して非透過性である。そのため、ミトコンドリア内膜上における溶質輸送はそれぞれの溶質に

特異的かつ選択的な輸送担体を介して輸送されており、これらのミトコンドリアへ溶質を輸送する

タンパク質が効率的なエネルギー産生に寄与している[1-5]。 

また、哺乳類においてミトコンドリアは ATP の合成に加え、Ca2+をそのマトリクス内部に取り込

むことによって、細胞内の Ca2+濃度を低下させる役割を有していると考えられている[6,7]。この機

構によって細胞内の Ca2+濃度を低下させ、Ca2+濃度を一定に保つことによって細胞内の恒常性

は維持されている。他にも、ミトコンドリアは制御された細胞死であるアポトーシスなどにも関与す

ると考えられており[8,9]、生体内においてミトコンドリアは多様な役割を有していると考えられてい

る。 

 

 

Fig.1-1  ミトコンドリアの構造 
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1-2 ミトコンドリア内膜における溶質輸送 
 

1-1 で述べたように、内膜の物質透過性は極めて低く保たれており、内膜はほとんどの低分子

やイオンに関して非透過性である。このため、ミトコンドリア内膜上における溶質輸送はそれぞれ

の溶質に特異的かつ選択的な輸送担体を介して輸送される(Fig1.-2)。これらの溶質輸送の大部

分を担うタンパク質群としてミトコンドリア溶質輸送担体ファミリー(mitochondrial solute carrier 

family: slc25a)が知られている。このファミリーに属するタンパク質は、哺乳類では約 50 種類[10]、

出芽酵母では約 40 種類[4,11]が存在する。これらは、約 30 kDa ほどの 6 回膜貫通型タンパク質

であり、共通の構造的特徴として約 100アミノ酸残基からなる 3回繰り返し構造、プロリン、アスパ

ラギン酸、アルギニン、リジンなどからなる PDKR モチーフと呼ばれる配列などを有することが知

られている[5]。また、出芽酵母においてはいくつかのミトコンドリア溶質輸送担体破壊株は、ミトコ

ンドリアの酸化的リン酸化能が欠損することが知られている[12,13]。このように、ミトコンドリア溶

質輸送担体は、生体内において極めて重要な役割を果たしているが、その輸送様式に関する解

析は ADP/ATP carrier についてのものに限定されている[14]。そのため、これまでに解析された

ADP/ATP carrier の輸送様式が ADP/ATP carrier に特有のものなのか、他の溶質輸送担体全般

に共通したものなのかについての理解はあまり進んでいない。そのため、リン酸キャリアーなどの

ようにミトコンドリア溶質輸送担体に属するタンパク質の中で輸送する溶質が同定されているタン

パク質について解析することが必要である。 

また、近年ミトコンドリア溶質輸送担体に属していないタンパク質が生理的に重要な溶質である

Ca2+やピルビン酸などの輸送をミトコンドリア内膜で行っていることが明らかとなってきた[15,16]。

これらのタンパク質は、ミトコンドリア溶質輸送担体と構造的な類似性を有さず、複数のタンパク質

が複合体を形成することによってミトコンドリアへの溶質の輸送を担っていることが報告されている。

このことは、ミトコンドリアにおける溶質輸送はこれまでに考えられていたものよりも多様な輸送様

式を持っていることを示唆している。その中でも、Ca2+ユニポーターはこれまでの解析からチャネ

ル様の輸送を行っていると考えられているが、その推定モデルはこれまでに同定されている Ca2+

チャネルと異なっており、その輸送様式について近年盛んに研究が行われている。 

このように、ミトコンドリア内膜の輸送に関与するタンパク質は、近年同定されてきたタンパク質

に限らず、古くから研究が行われているミトコンドリア溶質輸送担体についても輸送様式について

十分な解析が行われていない。この原因として、1-1 で述べたようにミトコンドリアへの溶質輸送は

ミトコンドリアの酸化的リン酸化において重要な役割を果たしており、哺乳類においてはその輸送

に関与するタンパク質の欠損体を作製することが困難なことが挙げられる。また、複雑な複合体を

形成してミトコンドリアへの溶質輸送に関与するタンパク質も存在しており、このようなタンパク質

については複合体の構成タンパク質がお互いの機能に密接に関与しており、構成タンパク質ごと

の機能を明確に区別して解析できる実験系が存在しないことも解析が進んでいない一因となって

いる。これに加えて、近年 Ca2+、リン酸、CoA などの輸送体は、先天的な遺伝子変異によって筋

異常を引き起こすことが報告されており[17-19]、哺乳類のミトコンドリアへ溶質を輸送するタンパ
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ク質に対する注目は高まっている。これらのことから、ミトコンドリアへ溶質を輸送するタンパク質

の機能解析を進めるため、機能解析に適した発現系の構築が期待されている。 

 

 

 

Fig.1-2 ミトコンドリア内膜における溶質輸送 
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1-3 Ca2+ユニポーター 
 

1-1 で述べたようにミトコンドリアは Ca2+をマトリクス内部に取り込むことにより、細胞内の Ca2+

濃度を低下させる役割を有していると考えられている。そのため、ミトコンドリアの内膜にはマトリ

クス内部に Ca2+を取り込むタンパク質である Ca2+ユニポーターと呼ばれるタンパク質が存在する

と考えられていたがその分子実体は不明であった。近年、Ca2+ユニポーターの主要な構成タンパ

ク質として mitochondrial calcium uniporter (MCU)が同定された[20,21]。この発見を皮切りに

mitochondrial calcium uptake 1 、 2(MICU1 、 MICU2)[22,23] 、 essential MCU regulator 

(EMRE)[24]、MCUb[25]など Ca2+ユニポーターの構成タンパク質が複数同定され、Ca2+ユニポ

ーターの分子実体は様々なタンパク質によって形成される複合体であることが明らかとなってきた

(Fig.1-3)。このように、Ca2+ユニポーターを構成している分子が同定されたことによって、各構成タ

ンパク質の機能について近年盛んに解析が行われている。これまでに脂質二重膜への再構成実

験などから MCU のオリゴマーがチャネルの孔の部分を形成し、そのほかのサブユニットが機能

の調節を担っていると考えられている[20,25]。この孔を形成しているMCUは、推定構造から二回

膜貫通型の膜タンパク質であると考えられている[20,21]が、これまでに二回膜貫通タンパク質が

ホモオリゴマーを形成して孔を形成する Ca2+チャネルは報告されていない。このことから、Ca2+ユ

ニポーターはこれまでの Ca2+チャネルにない輸送様式を有していると考えられるが、構造と機能

に関して十分な解析は未だ行われていない。Ca2+ユニポーターは複数のタンパク質の複合体で

あり、それらの構成タンパク質が相互作用することによってお互いの機能に密接に関与している。

そのため、構成タンパク質を一つでも欠損させると他のタンパク質の機能にも影響を与えてしまい、

構成タンパク質の機能を単独で評価することが困難なことが解析の進まない一因となっている。

そのため、各構成タンパク質の機能を単独で評価できる実験系の構築が望まれている。 

 

 
Fig.1-3 Ca2+ユニポーターの分子モデル 
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1-4 リン酸キャリアー(phosphate carrier: PiC) 
 

 リン酸は、ミトコンドリアにおいて ADP と共に ATP 合成の基質となり、酸化的リン酸化に必須の

溶質の一つである。このリン酸は、ミトコンドリア溶質輸送担体ファミリーに属するタンパク質の一

つであるリン酸キャリアー(PiC)によって H+と共に選択的にマトリクス内に輸送される[26]。そのた

め、この PiC は酸化的リン酸化において極めて重要であり、これは PiC を欠損した酵母(ΔPiC)

がミトコンドリアの酸化的リン酸化能を欠損し、非発酵性炭素源培地で生育できなくなることからも

理解できる[23]。 

酵母においては PiC をコードする遺伝子は一つのみであるが、哺乳類においては PiC には二

種類のスプライスバリアントが存在し、それぞれ isoform A(PiC-A)と isoform B(PiC-B)と呼称され

ている[27](Fig.1-4)。PiC-A と PiC-B は、異なった組織分布を示す事が知られており、PiC-A は心

臓、横隔膜、骨格筋などの組織特異的に、PiC-B は様々な組織に広範に発現している[28-30]。ま

た、PiC-A と PiC-B のリン酸輸送活性は PiC-B の方が PiC-A と比較して 5 倍ほど高いことが再

構成実験によって報告されている[29]。しかしながら、この PiC-A と PiC-B のリン酸輸送活性の違

いはいずれのアミノ酸残基の違いによって生じているかは明らかにされておらず、酵母の PiC に

おいては PiC-A 及び PiC-B それぞれに特徴的な領域はいずれも保存されていない。このように、

酵母の PiC に保存されていない哺乳類の PiC に特徴的な領域がアイソフォーム間の活性の違い

に関与していると考えられるが、哺乳類の PiC についてはいずれのアミノ酸残基がその機能発現

及び構造形成において重要な役割を果たしているかについて十分な解析は行われていない。 

また、PiC は ADP/ATP carrier と同様に古くから同定されているタンパク質であり、輸送する溶

質が明確に同定されているミトコンドリア溶質輸送担体の一つとして知られている。そのため、こ

れまでにミトコンドリア溶質輸送担体のモデルとして輸送様式の解析に用いられてきた ADP/ATP 

carrier と同様にモデルタンパク質として用いることが可能なのではないかと考えられている。この

ことから、PiCの輸送様式の解析を行うことはPiC自体の輸送様式の理解に加えて、ミトコンドリア

溶質輸送担体に全般的な輸送様式の特徴について理解することができると考えられる。しかしな

がら、上述したようにリン酸キャリアーは酸化的リン酸化に必須であるため、哺乳類においては欠

損体の構築が困難なことから、解析に適した発現系が存在しないため解析は進んでいない。 

 

 



6 
 

 

Fig.1-4 ラット PiC-A と PiC-B の一次構造の比較 
 ラット PiC の 2 種類のスプライスバリアントのアミノ酸配列を比較した。rPiC-A、rPiC-B はそれぞれラッ

ト PiC の 2 種類のスプライスバリアントのアミノ酸配列を表す。*部分は、2 つのスプライスバリアント間

で保存された領域を示している。 
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1-5 ミトコンドリア研究における出芽酵母の有用性 
 

 真菌の一種である出芽酵母は、ミトコンドリア研究に関して有用なモデル生物として知られてお

り[27]、酸化的リン酸化に関与するタンパク質の研究において広く用いられている。出芽酵母の特

徴として、遺伝子欠損体を容易に得られ、世代時間が短いことも相まって迅速かつ容易に分子生

物学的な解析を行えることが挙げられる[31,32]。 

また、醸造用酵母と近縁であるため解糖系からのエネルギー産生のみで生育可能な点も特徴

である。そのため、ミトコンドリアの呼吸能が欠損しグリセロールなどの非発酵性炭素源培地で生

育不可能な酵母株も、グルコースなどの発酵性炭素源培地では生育可能である。このことから、

出芽酵母では哺乳細胞などの生育に必須であるミトコンドリアの酸化的リン酸化能に必須のタン

パク質の欠損が可能である。そのため、哺乳類のリン酸キャリアーなどの酸化的リン酸化に必須

のミトコンドリア溶質輸送担体についても欠損体に発現させて機能解析を行うことが可能である。 

また、酵母のミトコンドリアは Ca2+ユニポーターなど哺乳類に存在するいくつかの溶質輸送系

が存在しないことが知られている。近年同定された Ca2+ユニポーターは、タンパク質複合体として

機能しており、哺乳細胞で構成タンパク質を欠損させて解析を行うと、相互作用している全ての構

成タンパク質の機能に影響を与えてしまう。そのため、哺乳細胞を用いた系では個々の構成タン

パク質の機能を単独で評価することは困難であるが、内在性の Ca2+ユニポーターが存在しない

出芽酵母では解析したいタンパク質のみを発現させて評価することが可能である。また、これまで

にミトコンドリアに溶質を輸送するタンパク質の機能解析にはリポソームへの再構成実験[33,34]

が広く用いられているが、この系と比較して溶質輸送の駆動力であるミトコンドリアの膜電位を簡

便に再現できることも特徴である。 

 このように、出芽酵母はミトコンドリアへ溶質を輸送するタンパク質の解析に極めて有用である。

しかしながら、哺乳類のミトコンドリアへ溶質を輸送するタンパク質を酵母に発現させて解析を行っ

た例は多くない。その原因としてミトコンドリアへ輸送担体を発現させる時に酵母での発現条件を

詳細に検討しなければいけないことが挙げられる。例として、哺乳類のADP/ATP carrierの場合、

そのままでは酵母に発現せず、N 末端側のアミノ酸配列を酵母のものと入れ替えたキメラ体にす

ることによって酵母に発現することが知られている[35,36]。このように、酵母発現系を用いるには

異種生物のタンパク質の機能発現という課題の克服が必要である。 
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1-6 研究の目的 
 

これまでに述べてきたように、ミトコンドリア内膜における溶質輸送は酸化的リン酸化、細胞内

の Ca2+濃度の調節などミトコンドリアの様々な機能において極めて重要な役割を果たしている。

また、近年ミトコンドリア内膜における溶質輸送はこれまでに考えられていたよりも多様な輸送様

式を持つことが分かってきた。しかしながら、これらの輸送に関与するタンパク質は機能解析に適

した発現系が構築されていないことから、輸送様式に関する解析は十分に進んでいない。1-5 で

述べたようにこれらの輸送に関与するタンパク質の解析を行うために酵母の発現系は非常に有

効な発現系であると考えられるが、哺乳類のタンパク質を酵母に発現させて機能解析をした報告

は多くはない。その一因として、哺乳類のミトコンドリアへの溶質輸送に関与するタンパク質を酵

母において発現させるためには発現条件を詳細に検討しなければいけないことが挙げられる。こ

の技術的な課題さえ克服できれば、哺乳類のミトコンドリアの溶質輸送に関わるタンパク質に対し

て有効な発現系を構築できる。また、複数の発現系を構築する過程で、哺乳類のミトコンドリアの

輸送に関与するタンパク質を酵母に発現させるために必要な条件を一般化することができればそ

の解析は飛躍的に進むと考えられる。 

そこで、本研究では酵母を用いた発現系が機能解析に有効であると考えられる 2 種類の哺乳

類のミトコンドリアへの溶質輸送に関与するタンパク質の酵母発現系の構築を試みることとした。 

また、その発現系の構築を通して哺乳類のミトコンドリアへの溶質輸送に関与するタンパク質を酵

母に発現させるために重要な因子の同定を試みた。まず、複雑な複合体を形成しているため哺乳

細胞を用い発現系では構成タンパク質の機能を単独で評価することが困難である Ca2+ユニポー

ターを酵母に機能的に発現させることを試みた(第 2 章)。続いて、酸化的リン酸化に必須であるた

め哺乳細胞では欠損させて解析を行うことが困難である哺乳類の PiC を酵母に機能的に発現さ

せることを試みた(第 3 章)。最後に、これらの酵母への哺乳類のタンパク質の機能的発現を通し

て哺乳類のミトコンドリアに溶質を輸送するタンパク質を酵母に発現させるために重要な因子につ

いて考察する(第 4 章)。 
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第2章 出芽酵母のミトコンドリアにおける Ca2+ユニポーターの機能的発現 
 

2-1 緒言 
 

近年、ミトコンドリアに存在する Ca2+ユニポーターは MCU[1,2]、MICU1[3]、MICU2[4]、

EMRE[5]、MCUb[6]などの分子がチャネル様の複合体を形成してミトコンドリアに Ca2+を取り込

んでいることが明らかとなってきた。これまでの解析から、Ca2+ユニポーターはこれまでに知られ

ている Ca2+チャネルにない特徴的な輸送様式を有していると考えられており、盛んに研究が行わ

れている。しかしながら、構成タンパク質の詳細な機能の解析は十分に行われていない。これま

でに Ca2+ユニポーターのミトコンドリアにおける Ca2+取り込み活性は MCU と EMRE の二種類の

構成タンパク質が最低限必要なことが報告されている[1,2,5]。そして、その他の構成タンパク質が

活性の促進や抑制などを担って機能の調節を行っている。しかしながら、MCU と EMRE の機能

について詳細に解析する場合、哺乳細胞を用いたノックダウンなどの遺伝子発現を抑制するよう

な解析や変異体を用いた解析では他の構成タンパク質との相互作用がなくなってしまう可能性が

考えられる。そのため、MCUやEMREの機能を評価しているのか、他の調節タンパク質との相互

作用への影響なのかを区別することが困難である。 

そこで、本研究ではこのような問題点を解決できる発現系として出芽酵母を用いた解析系に着

目した。出芽酵母のミトコンドリアは、Ca2+取り込み活性が存在しない生物として知られており[7]、

Ca2+ユニポーターを構成するタンパク質のホモログが保存されていない[3]。そのため、出芽酵母

にMCUとEMREだけを発現させて解析を行えば、他の構成タンパク質の影響を考慮せずに解析

を行えると考えられる。そこで、本研究では MCU と EMRE の酵母発現系の構築を試みた。 
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2-2 結果 
 
2-2-1 mMCU 及び mEMRE の酵母への発現 

初めに、ミトコンドリアがCa2+を取り込むのに最低限必要なタンパク質であるMCU と EMRE の

2 種類のタンパク質を酵母に発現させることを試みた。 

まず、マウス MCU(mMCU)とマウス EMRE(mEMRE)をコードする遺伝子を C 末端側に FLAG

タグを融合させて発現させることが可能なマルチコピーベクターpYO326-TDH3p-FLAGに組み込

んだ。この発現ベクターをそれぞれ野生型酵母(WT)に導入し、形質転換体の選択を行った。続い

て、この形質転換体から単離したミトコンドリアを SDS-PAGE に供し、抗 FLAG 抗体を用いた

Western blotting を行った(Fig.2-1)。その結果、抗 FLAG 抗体を用いた Western blotting では

MCU-FLAGの発現ベクターを導入した株ではmMCU の推定分子量である 39.7 kDaより低い位

置に分解産物と考えられるバンドのみが検出された。一方、EMRE-FLAG の発現ベクターを導入

した株は mEMRE の推定分子量である約 12 kDa 付近にバンドが確認された。また、推定分子量

付近にバンドが確認された mEMRE は、細胞全タンパク質と比較してミトコンドリア画分でバンド

強度が強くなっていることから、ミトコンドリアに移行していることが確認された。これらのことから、

酵母ミトコンドリアにおいて mMCU-FLAG は発現しておらず、mEMRE-FLAG のみが発現してい

ることが示唆された。 
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Fig.2-1 酵母における mMCU 及び mEMRE の発現 
FLAG 対する特異抗体を用いた Western blotting によって mMCU-FLAG、mEMRE-FLAG の発現の確認を

行った。コントロールとしてミトコンドリアに局在するタンパク質である Porin1(Porin)と細胞質のコント

ロールタンパク質である G3PDH(G3P)の抗体を用いた Western blotting も同時に行った。W は、細胞全タン

パク質画分を、M はミトコンドリア画分をそれぞれ表す。また、control は空ベクターを導入した WT から

単離したミトコンドリアを、MCU-FLAG 及び EMRE-FLAG はそれぞれ対応する発現ベクターを導入した

WT から単離した酵母を表す、Nati 及び opti はそれぞれ酵母に対してコドンを最適化していない mMCU を

コードする遺伝子と最適化した mMCU をコードする遺伝子の発現ベクターを用いたことを表す。解析には

FLAG、G3PDH に対する特異抗体を用いた場合には 20 μg、PORIN 1 に対する特異抗体を用いた場合には 5 

μg 分のタンパク質量になるようサンプルを用いた。また、矢印部分は、それぞれのタンパク質と考えられ

るバンドの位置を、★は分解産物と考えられるバンドの位置を表す。 
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続いて、mMCU が発現しなかった理由の検討を行った。一般的に、酵母に異種生物のタンパク

質を発現させる場合に塩基配列中に GC 含量が高い領域が存在すると発現しにくくなることが知

られている。そこで、この点について mMCU をコードする遺伝子中の GC 含量を確認した

(Fig.2-2)。その結果、mMCU をコードする遺伝子の 5´側 100 bp の領域は、他の領域の GC 含

量が 50%程度であるのに対し、その GC 含量が 80%以上と高かった。また、哺乳類の遺伝子を

酵母に発現させる際に酵母での使用頻度が低いレアコドンが多く使われていることにより発現量

が低下することが知られている。このレアコドンの量は、酵母の ADP/ATP carrier をコードする遺

伝子では全体の 1 %程度しか存在しない。また、当研究室でこれまでに酵母に発現させることに

成功している哺乳類のミトコンドリア溶質輸送担体をコードする遺伝子 11種類のレアコドンの量は

平均で 18%、最も高いものでも 21％程度である。そこで、mMCU をコードする遺伝子についてレ

アコドンの存在量を確認したところ全体でも 23%と高く、5´側 100 bp は 28%とさらに高かった。こ

れらのことから、この MCU をコードする遺伝子の 5´側 100 bp の領域が酵母への発現に影響を

与えている可能性が考えられた。 

 

Fig.2-2 野生型 mMCU 及び酵母に対して最適化した mMCU の 5´側の塩基配列の比較 
酵母に対してコドンを最適化していない mMCU をコードする遺伝子と最適化した mMCU をコードする

遺伝子の 5´側の塩基配列を示した。Native は酵母に対してコドンを最適化していない mMCU をコードす

る遺伝子の塩基配列を、Codon-optimized は最適化した mMCU をコードする遺伝子の塩基配列を表す。黒

いボックス部分は、2 つの塩基配列間で一致している領域を表す。 
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そこで mMCU の発現ベクターから mMCU をコードする遺伝子の 5´側 100 bp の塩基配列を

制限酵素によって発現ベクターから切り出した。続いて、この領域に overlap-extension PCR[8]

によって mMCU のアミノ酸配列を変えないよう GC 含量を低下させ、かつコドンを酵母に最適化

した配列を作製し、その配列を発現ベクターに組み込んだ。この作製した最適化 mMCU 発

現ベクターを WT に導入し、形質転換体の選択を行った。続いて、この形質転換体から単離した

ミトコンドリアをSDS-PAGE に供し、抗 FLAG抗体を用いたWestern blotting を行った(Fig.2-1)。

その結果、最適化 mMCU 発現ベクターを導入した WT ではコドンの最適化を行っていない

mMCU の発現ベクターで観察されなかったバンドが観察された。このバンドは mMCU の推定分

子量である 39.7 kDa 付近に検出されたことから、最適化 mMCU の発現ベクターを用いることに

よって mMCU が発現できていることが示唆された。 
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2-2-2 mMCU 及び mEMRE の酵母への共発現 
ここまでの解析によってmMCU とmEMRE を酵母に発現させることに成功した。しかしながら、

ここまでの解析では mMCU と mEMRE をそれぞれ単独で発現させている。そこで、mMCU と

mEMRE を共発現させた場合でも単独で発現させた場合と同程度の発現量で発現させられるか

検討した。まず、mMCU と mEMRE をコードする遺伝子をタグが付加されないマルチコピーベクタ

ーである pYO326-TDH3p と MYC タグが付加されるマルチコピーベクターである

pYO326(LEU2)-TDH3p-MYCそれぞれ組み込んだ。これらの発現ベクターを単独もしくは同時に

WT に導入し、形質転換体の選択を行った。続いて、これらの形質転換体から単離したミトコンドリ

アを SDS-PAGE に供し、抗 MCU 抗体もしくは抗 MYC 抗体を用いた Western blotting を行った

(Fig.2-3)。その結果、mMCU 及び mEMRE を単独で発現させた場合も共発現させた場合も発現

量に大きな変化はなかった。このことから、mMCU と mEMRE を酵母に共発現させることが可能

であることが確認された。 

 

Fig.2-3  mMCU 及び mEMRE を単発現させた場合と共発現させた場合の発現量の比較 
MCU、MYC に対する特異抗体を用いた Western blotting によって酵母に単発現させた場合と共発現させ

た場合の MCU と EMRE-MYC の発現量の変化を確認した。コントロールとしてミトコンドリアに局在する

タンパク質である Porin1(Porin)の抗体を用いた Western blotting も同時に行った。解析には表に示すタンパ

ク質をコードする遺伝子の発現ベクターを導入した酵母から単離したミトコンドリアをMCU及びMYCに

対する特異抗体を用いた場合には 20 μg、PORIN 1 に対する特異抗体を用いた場合には 5 μg 分のタンパク

質量になるよう用いた。 
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2-2-3 mMCU 及び mEMRE を発現した酵母ミトコンドリアの Ca2+の取り込み 
 これまでの解析によってmMCU とmEMREを酵母に共発現させることに成功し、共発現が発現

量に影響を与えないことが確認された。そこで、共発現させたmMCUとmEMREが機能的に発現

しているかを酵母ミトコンドリアが Ca2+取り込み能を獲得するかを調べることによって検討した。 

まず、野生型酵母に空ベクター、もしくはmMCUとmEMRE-MYCの発現ベクターを同時にWT

に導入し、形質転換体の選択を行った。続いて、これらの形質転換体からそれぞれミトコンドリア

を単離し、ミトコンドリアの Ca2+取り込み活性を測定した(Fig.2-4)。その結果、空ベクターを導入し

たWTから単離したミトコンドリアではCa2+の添加に伴いCa2+指示薬の蛍光強度の上昇は観察さ

れたものの、ミトコンドリア内に Ca2+が取り込まれたことによる蛍光強度の減少は観察されなかっ

た。一方、mMCUとmEMRE-MYCを発現した変異体から単離したミトコンドリアはCa2+の添加に

伴い Ca2+指示薬の蛍光強度の上昇が観察された後、ミトコンドリア内に Ca2+が取り込まれたこと

による蛍光強度の減少が観察された。このことから、酵母に Ca2+ユニポーターが機能的に発現し

ていることが示唆された。 

 

 
Fig.2-4 mMCU と mEMRE を発現させた酵母ミトコンドリアの Ca2+の取り込み 
mMCU 及び mEMRE を発現させたことによるミトコンドリアの Ca2+取り込み活性の変化を観察した。空

ベクターを導入した酵母から単離したミトコンドリア(Control)もしくは、コドンを最適化した mMCU 発現

ベクターと mEMRE-MYC 発現ベクターを同時に形質転換した酵母から単離したミトコンドリア(MCU, 

EMRE)140 μg 分を活性測定メディウムに懸濁し、30 μM になるよう Ca2+を添加した後の Ca2+取り込み活性

を測定した。詳細な実験手順は、2-4-8 に示す。 
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2-3 考察 
 

近年、ミトコンドリアに Ca2+を取り込む分子であるCa2+ユニポーターの分子実体が明らかとなっ

てきたが、構成タンパク質について十分な機能の解析は行われていない。この一因として、構成タ

ンパク質が複雑に相互作用しているため、哺乳細胞を用いた系では、MCUやEMREの機能を評

価することが困難なことが挙げられる。この問題点を解決できる発現系として内在性の Ca2+ユニ

ポーターが存在しない出芽酵母を用いた発現系が有効であると考えられる。そこで、本研究では、

ミトコンドリアの Ca2+取り込みに最低限必要な構成タンパク質である MCU と EMRE の酵母発現

系の構築を試みた。 

まず、Ca2+ユニポーターの構成タンパク質である mMCU と mEMRE を酵母に機能的に発現さ

せることを試みた結果、mEMRE は酵母に発現させることができたが、mMCU は発現させること

ができなかった（Fig.2-1）。一般的に、GC 含量が高い領域や酵母で使用頻度が低いコドンである

レアコドンが豊富に存在する領域が存在する配列は酵母への発現を妨げることが知られている。

そこで、mMCU にこのような領域が存在するか確認したところ、mMCU をコードする遺伝子の 5´

側 100 bp の領域が GC 含量が高くかつレアコドンが豊富に存在する領域であった (Fig.2-2)。そ

こで、この領域を出芽酵母に最適化した mMCU をコードする遺伝子を作製し、発現ベクターに組

み込んだ。この発現ベクターを用いて酵母への発現を試みた結果、酵母に対して最適化した

mMCU の発現ベクターを用いることによって酵母において mMCU を発現させることに成功した

(Fig.2-1)。続いて、それぞれ単独で発現させた mMCU と mEMRE を共発現させることが可能か

検討した。その結果、共発現させた場合でも単独で発現させた場合と同程度の発現量で mMCU

と mEMRE を酵母に発現させることに成功した(Fig.2-3)。そこで、mMCU と mEMRE を共発現さ

せた酵母ミトコンドリアが Ca2+取り込み能を獲得するかどうかを検討した(Fig.2-4)。その結果、

mMCU と mEMRE を共発現させた酵母ミトコンドリアでは Ca2+の取り込みが観察された。 

本研究によって、mMCU と mEMRE を酵母において機能的に発現させることに成功した。また、

mMCU を酵母に発現させる際には mMCU をコードする遺伝子のコドンを酵母に対して最適化す

ることが極めて重要であることを明らかとした。コドンは、生物種によって大きく異なることが知られ

ており［9］、一般的にその生物種で使用頻度が低いコドンはレアコドンと呼ばれる。このレアコドン

は、異種生物のタンパク質を発現させた際に発現量を低下させる一因となることが知られており、

これまでにもコドンを最適化することによって発現量を増加させた例が報告されている［10］。この

コドンの最適化によって発現量が上昇する理由についてはいくつかの仮説が考えられている。ま

ず、一つ目の仮説は、レアコドンに対しては対応する tRNA の量が少なく、それによって翻訳速度

が低下するという仮説である［11］。二つ目の仮説は使用頻度が高いコドンが多いほど mRNA の

安定性が上昇し、それが発現量に寄与しているという仮説である［12］。また、出芽酵母において

は、レアコドンは GC 含量が多い塩基配列であるため、コドンの最適化によって GC 含量も低下す

る。そのため、コドンの最適化ではなく塩基配列の GC 含量が発現量を低下させる要因になって

いる可能性も考えられる。このように、コドンの最適化によって発現量が上昇する理由については
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明確にはなっておらず、今回の解析においても発現量が増加した詳細なメカニズムは不明である。

また、今回の解析ではmMCUをコードしている遺伝子の一部の領域のコドンのみを最適化してお

り、mMCU をコードしている遺伝子の全長においてはレアコドンが存在した状態である。このこと

は、レアコドンはその量だけではなく、存在する位置や密集度がタンパク質の発現に影響を与えて

いる可能性を示唆している。今後、この点についてさらに理解が進めば様々なタンパク質につい

て遺伝子をコードする全長の最適化ではなく、発現に影響を与える一部の領域のみの最適化で

発現量を増加させることが可能であり、酵母への異種生物のタンパク質の発現をより効率的に行

えると考えられる。 

また、今回構築した発現系は MCU と EMRE の機能解析に極めて有効であると考えられる。実

際、この解析系を用いて EMRE の詳細な解析が行われており、その解析では EMRE は MCU が

形成する孔にとって構造的に重要な役割を担っていることが考察されている[13]。また、この系は

MCU と EMRE 以外の構成タンパク質に対しても有用であると考えられている。これらの構成タン

パク質についても MCU と EMRE と同様に他のタンパク質との相互作用の影響が考えられる。そ

のため、今回構築した MCU と EMRE の発現系に解析したい構成タンパク質をさらに発現させる

ことによって有効に解析が行えると考えられる。この系は、特に機能について相反する報告がなさ

れている MICU1[14,15]についての解析に有効であると考えられ、今後 Ca2+ユニポーターの各構

成タンパク質についてさらに解析を行っていく予定である。 
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2-4 実験方法 
 
2-4-1 試薬 
Zymolyase 20T: 生化学工業 

X 線フィルム: FUJI FILM 

Bacto-Ager: Difco Laboratories 

Yeast nitrogen base w/o amino acid: Difco Laboratories 

Nitrocellulose filter: Schleicher and Schuel 

Calcium Green-5N: Molecular Probes 

ETH129: SIGMA 

Anti-FLAG antibody (codeF7425-2MG): SIGMA 

Anti-MYC antibody (code 2276S): SIGMA 

Anti-mouse IgG HRP conjugated(A9044): SIGMA 

制限酵素、修飾酵素: 宝酒造(株)、ニッポンジーン、TOYOBO 

その他の試薬はすべて市販特級品を用いた。 

 
 
2-4-2 mMCU 及び mEMRE の酵母発現用ベクターの構築 

mMCU,mEMRE をコードする cDNA は、Table2-1 に示したプライマーを用いて Table2-2 に示

した条件によって PCR で増幅した。その後、得られた cDNA を pUC19δT に組み込み,塩基配列

に変異がないことを確認した。その後、その cDNAをMCUについてはpYO326-TDH3p[15]、もし

くは pYO326-TDH3p–FLAG に、 EMRE については pYO326-TDH3p-FLAG 、もし くは

pYO326(LEU2)-TDH3p-MYC にサブクローニングした。 

 

Table2-1 mMCU 及び mEMRE をコードする遺伝子の増幅に用いたプライマーの塩基配列 

 

 

 

 

 

Primer name Nucleotide sequence 

GE2351 5´- GGGATTCACGGTCATCTCGGATCCTTCC 

GE2356 5´- CAGCGCCGTTTCCAGTTGACATATG 

GE3007 5´- AGGGGCGGAGCTGCATATGGCGTCC 

GE3092 5´- GACCGGATCCATCGTCGTCGTCGTC 
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Table2-2 mMCU 及び mEMRE をコードする遺伝子の PCR の増幅条件 

 DとUはそれぞれ下流(downstream)と上流(upstream)方向のプライマーとして用いたことを

示す。 

 

 

2-4-3 最適化した mMCU の酵母発現ベクターの構築 

初めに、mMCU をコードする遺伝子の 5´側 102 bpの塩基配列を Li らの論文をもとに[9]、最も

酵母で使用頻度が高い塩基配列にコドンを変更した塩基配列を設計した。次にmMCUをコードす

る cDNAを組み込んだ酵母発現ベクターをNdeI、XbaIで消化し、mMCUをコードする遺伝子の5

´側 102 bp を取り除いた。続いて、この領域に酵母に対してコドンを最適化するよう設計した

mMCU をコードする遺伝子の 5´側 102 bp を overlap-extension PCR[10]によって作製し、組

み込んだ。 

 

2-4-4 酵母の培養条件 
出芽酵母はW303-1B(MATα, ade2–1, his3–11,15, leu2–3112, trp1–1, ura3-1, can1–100)

を使用した[16]。この酵母株を、YP培地(1% yeast extract、2% polypeptone)に炭素源として2 % 

glucose、2% galactoseもしくは3% glycerolを添加した培地を用いて30℃定温条件下にて振とう

培養した。また、変異株の選択にはSD培地(0.67% yeast nitrogen base w/o amino acid、2% 

glucose)に必要な栄養源を所定濃度[17]添加したものを用いた。これらを寒天培地として使用す

る際には、2% Bacto-Ager (Difco Laboratories)を添加して、液体培地を固形化した。 

 
2-4-5 酵母の形質転換 
酢酸リチウム法により形質転換を行った[18]。まず、酵母細胞を 2% glucose を含む YP 培地を

用いて30℃定温条件下でOD600が0.3-0.5になるまで培養した後、遠心することにより集菌した。

続いて、この酵母細胞を TE 溶液(10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA)により洗浄後、酢酸リチウム溶

液(0.1 M 酢酸リチウム、10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA)に懸濁し、30℃定温条件下で 1 時間イ

ンキュベートすることによりコンピテントセルを作製した。このコンピテントセルと形質転換する

DNA 溶液を含む溶液(0.1 M 酢酸リチウム、4 mg/ml salmon testis DNA)と PEG 溶液(40% 

PEG 4000、0.1 M 酢酸リチウム、10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA)を混合し、1 分間ボルテックス

を行った。続いて、この混合液を30℃定温条件下で30分インキュベートした後、42℃定温条件下

で 15 分熱処理を行った。この酵母細胞を TE 溶液で洗浄後、選択培地に塗布し 2 日間培養後、

形質転換体を取得した。 

 

Gene Accetion number D primer U primer Template 

mouse MCU NM_001033259.4 GE2356 GE2351 mouse skeletal muscle cDNA 

mouse EMRE NM_026914.1 GE3007 GE3092 mouse skeletal muscle cDNA 
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2-4-6 酵母ミトコンドリアの調製 
酵母ミトコンドリアは2% galactoseを含むYP培地を用いて30℃定温条件下でOD600が2.0付近

になるまで培養した酵母細胞から単離した[19]。まず、培養した酵母細胞液を遠心することにより

集菌した。この酵母細胞を2回水で洗浄した後、10 mM DTTを含む0.1 M Tris-SO4 (pH 8.0)に懸

濁し、30 °C定温条件下100 rpmで15分インキュベートした。その後、この懸濁液を遠心し、

集菌した後、再び水で洗浄した。この酵母細胞液を菌体量1 gに対して11.39 mgのZymolyase 

20T を含むKPiメディウム(1.2 M sorbitol、20 mM NaPi、2 mM EDTA pH 7.4)に懸濁し30 °C

定温条件下100 rpmで15分インキュベートすることによってスフェロプラスト化した。次に、こ

れをKPiメディウムで2回洗浄した後、ミトコンドリア単離液(10 mM Tris–HCl、0.6 M mannitol、

0.1% BSA, 2 mM EDTA pH 7.4)に懸濁し、1150 rpmで7ストロークホモジナイズすることにより

酵母細胞を破砕した。続いて、この破砕液を2500 rpmで5分遠心を2回行い、この上清画分をさら

に7500 rpm、10分遠心した。最後に得られた沈殿をミトコンドリア単離液に懸濁することでミトコン

ドリア画分を得た。タンパク質濃度は、ウシ血清アルブミンを標準物質として、BCA protein assay 

kitを用いて決定した。 

 

 
2-4-7 Western blotting 

Western blotting は常法に準じて行った[18]。まず、10.0%、もしくは 20% ポリアクリルアミドゲ

ルを用いて SDS-PAGE を行った[20]。SDS-PAGE 終了後のゲル中のタンパク質を NCF にセミド

ライ式 blotting 装置(BIO CRAFT)を用いて転写した。転写後、1%もしくは 3% スキムミルクを含

む TS 溶液(150 mM NaCl、0.05% Tween20、20 mM NaPi pH7.4)中で、NCF を室温条件下で

1 時間振とうすることによって、NCF 上のタンパク質非吸着部分をブロッキングした。続いて、この

NCFをスキムミルク及び10000倍に希釈したanti FLAG抗体、もしくはanti PORIN I抗体、5000

倍に希釈した anti MCU 抗体、3000 倍に希釈した anti MYC 抗体を含む TS 溶液中に移し、室温

条件下で 1 時間振とうした。続いて、NCF を TS 溶液で洗浄し、anti FLAG 抗体、もしくは anti 

PORIN 1 抗体を用いた場合は 10000 倍, anti MCU 抗体を用いた場合は 5000 倍に希釈したセ

イヨウワサビペルオキシダーゼ結合ロバ抗ウサギ IgG 抗体を、anti MYC 抗体を用いた場合は

3000 倍に希釈したセイヨウワサビペルオキシダーゼ結合ロバ抗ウサギ IgG 抗体を含む TS 溶液

中に移し、室温条件下で 1 時間振とうした。NCF を TS で洗浄後、ECL(Enhanced 

chemiluminescence)kit にてペルオキシダーゼ活性により生じた化学発光を X 線フィルムに感光

させることで、それぞれのタンパク質を検出した。 
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2-4-8 ミトコンドリアの Ca2+取り込みの測定 
 ミトコンドリアの Ca2+取り込みの測定は Yamamoto らの方法に準じて行った[13]。まず、25℃に

温めた 1 ml の incubation メディウム(0.3 M マンニトール、0.5 mg/ml BSA、10 mM KPi)に Ca2+

指示薬として 1 μM になるよう Calcium Green-5N を添加した。その後、呼吸基質として 2 mM に

なるよう NADH を添加し、0.14 mg/ml になるよう単離したミトコンドリアを懸濁した。この懸濁液中

の Ca2+を蛍光光度計日立 F-2700(励起波長=506 nm,蛍光波長=532 nm)で測定した。また、ポ

ジティブコントロールには 10 μM ETH129 を用いた。 

 
2-4-9 特異抗体の調製 

MCU に特異的な配列のペプチド(KYNQLKDAIAQAEMDLKRLRC)をペプチド自動合成装置

PSSM-8(Shimadzu)により合成した。合成したペプチドに KLH(pierce, code 77606)を結合させ

免疫原性を高めた後、Freund adjivand と乳化させ、ウサギ背面部に皮下注射した。さらに追加

免疫を施した後、ウサギの頸動脈から全血採血を行い、抗血清を得た。この得られた血清を特異

抗体として用いた。 
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第3章 出芽酵母のミトコンドリアにおける哺乳類のリン酸キャリアーの機能的発現 
 

3-1 緒言 
 

ミトコンドリアは、主として ATP の合成を担う細胞内小器官であり、内膜と外膜からなる二重膜

構造を有している。外膜は、電位依存性アニオンチャネルを介して分子量 6000 以下の物質を非

選択的に透過させるが、内膜の物質透過性は極めて低く保たれており、ほとんどのイオンや低分

子に対して非透過性である。そのため、ミトコンドリア内膜における溶質輸送の大部分は、内膜上

に存在するミトコンドリア溶質輸送担体ファミリーによって担われている[1-5]。このファミリーに属

するほとんどのタンパク質は酵母と哺乳類で保存されている。また、酵母のゲノムの遺伝子改変

は哺乳類よりも簡便に行えるため酵母は哺乳類の溶質輸送担体の構造及び機能的解析に極め

て有効である。しかしながら、哺乳類のミトコンドリア輸送担体を酵母に機能的に発現させることが

できるかについては未だ十分な解析は行われていない。 

ミトコンドリア溶質輸送担体ファミリーに属する ADP/ATP carrier の場合は、そのタンパク質をコ

ードする遺伝子を欠損した酵母株は、ミトコンドリアの ATP 合成にこの輸送体が必須であることか

ら非発酵性炭素源培地で生育できなくなる。また、この ADP/ATP carrier 欠損株にウシの

ADP/ATP carrier の発現ベクターを導入しても機能的に発現しない[6,7]。この原因として、出芽酵

母のADP/ATP carrierはウシのADP/ATP carrierと比較してN 末端側のアミノ酸残基が長いこと

が知られており、我々の研究室では過去にウシの ADP/ATP carrier の N 末端側をこの酵母の長

い N 末端と入れ替えることによって酵母において機能的に発現させることに成功している。そのた

め、この発現系を用いてこの発現系を用いて哺乳類の ADP/ATP carrier についてその機能の解

析は進んでいるが、他のミトコンドリア溶質担体についてはほとんど解析が進んでいない。 

ミトコンドリア溶質輸送担体に共通する輸送様式を理解するためには ADP/ATP carrier 以外の

ミトコンドリア溶質輸送担体に属するタンパク質をモデルタンパク質として機能解析を行うことが有

効である。このモデルタンパク質として PiC は極めて有用なモデルとなると考えられる。PiC は、

ATP 合成の基質となるリン酸を H+と共に選択的にミトコンドリアマトリクス内に輸送する酸化的リ

ン酸化に必須のタンパク質として知られており[8]、輸送する溶質が明確になっているタンパク質で

ある。また、この PiC は哺乳類においては 2 種類のスプライスバリアント PiC-A と PiC-B が存在

することが知られており[9-11]、PiC-A については先天的な遺伝子変異が筋異常を引き起こすこと

が知られており生理的にも重要なタンパク質として知られている。しかしながら、哺乳細胞を用い

た解析系では PiC が酸化的リン酸化に必須であるため欠損体の構築が難しいため解析があまり

進んでいない。出芽酵母はミトコンドリアの呼吸能が欠損し非発酵性炭素源培地で生育不可能な

酵母株も、発酵性炭素源培地で生育可能であり[12]、PiC の欠損体についても同様に発酵性炭

素源培地を用いることによって樹立できることが知られている[13]。そのため、PiC を欠損した酵

母(ΔPiC)を用いて哺乳類の PiC の発現系を構築することによって内在性の PiC の活性を考慮せ

ずに哺乳類の PiC の機能解析が可能な発現系を構築できると考えられる。そこで、PiC を欠損し
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た酵母に哺乳類の PiC を機能的に発現させるため解析を行った。 
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3-2 結果 
 
3-2-1 PiC を欠損した酵母株の樹立 
初めに、末端に酵母の PiC と相同領域を持つ HIS3 の遺伝子断片を用いた相同組み換えによ

って WT から、ΔPiCの樹立を試みた。 

まず、酵母のPiC(yPiC)をコードする遺伝子を破壊するためのターゲットDNAを作製するため、

ヒスチジンを合成するタンパク質の遺伝子であるHIS3の DNA 断片の末端に yPiC と相同性のあ

る領域をPCRによって付加した。次に、このDNA断片を用いてWTの形質転換を行い、ヒスチジ

ン欠損培地にて形質転換体の選択を行った。相同組み換えによってゲノム上の PiC をコードする

遺伝子が HIS3 の DNA 断片によって破壊された株のみが得られてくる。続いて、得られた変異株

で実際に PiC をコードする遺伝子が破壊されているか生育レベルを評価することによって確認し

た。樹立した株の生育を確認した結果(Fig.3-1)、グルコースなどの発酵性炭素源培地で生育し、

グリセロールなどの非発酵性炭素源培地では生育しなかった。この株に対してシングルコピー型

の酵母発現用ベクターである pRS314 もしくはマルチコピー型の酵母発現ベクターである

pYO326 に yPiC をコードする遺伝子を組み込んで導入したところ、非発酵性炭素源培地での生

育を回復した。これはこれまでに報告されている ΔPiCの表現型と一致していることから、ΔPiCが

樹立できていることが示唆された。 

 

 

 
Fig.3-1 樹立した ΔPiCの生育レベルの確認 
樹立した ΔPiC の生育レベルを確認した結果を示す。選択培地で前培養した酵母培養液を 2% グルコース

を含む富栄養培地(YPD)または 3％ グリセロールを含む富栄養培地(YPG)に塗布し、30℃定温条件下で 2 日

間培養した結果を示す。なお、WT、ΔPiC は WT の PiC 遺伝子を破壊した株、pRS314/yPiC は

pRS314-yA2P/yPiC を用いて形質転換した ΔPiC、pYO326/yPiC は pYO326-yA2P/yPiC を用いて形質転換した

ΔPiC をそれぞれ表す。 
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/yPiC
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YPD(2 days) YPG(2 days)



30 
 

続いて、ΔPiC が樹立できているかどうかをタンパク質レベルで確認した。まず、Western 

blotting によって WT 及び樹立した株の yPiC の発現量を確認した(Fig.3-2)。その結果、WT では

検出された yPiC のバンドが樹立した株においては検出されなかった。これらのことから、遺伝子

レベル及びタンパク質レベルにおいて ΔPiCが樹立できていることが確認された。 
 

 

Fig.3-2 樹立したΔPiC における yPiC の発現レベルの比較 
yPiC に対する特異抗体を用いて Western blotting を行い、yPiC の発現レベルを確認した。また、コントロ

ールとしてミトコンドリアに局在するタンパク質である Porin1 の抗体を用いた Western blotting も同時に行

った。解析には野生型酵母から単離したミトコンドリア、ΔPiC から単離したミトコンドリアを yPiC に対

する特異抗体を用いた場合には 20 μg、PORIN 1 に対する特異抗体を用いた場合には 5 μg 分のタンパク質

量になるよう用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

yPiC

PORIN1

WT ΔPiC



31 
 

3-2-2 rPiC 発現ベクターの ΔPiCへの導入 

 ここまでの解析によって ΔPiC を樹立することに成功した。そこで、樹立した ΔPiC にラットの

PiC(rPiC)を機能的に発現させることを試みた。 

これまでに哺乳類の PiC についてはその N 末端側に酵母のリン酸輸送担体には存在しないプ

レ配列が存在することが知られている(Fig.3-3)[14-16]。これまでの報告ではこのプレ配列は酵母

において哺乳類の PiC の移行を阻害することが知られている[17]。 

 

 

 
Fig.3-3 yPiC と rPiC の一次構造の比較 
酵母 PiC 及びラット PiC の 2 種類のスプライスバリアントのアミノ酸配列を比較した結果を示す。yPiC、

rPiC-A、rPiC-B はそれぞれ酵母 PiC 及びラット PiC の 2 つのスプライスバリアントのアミノ酸配列を表し、

*部分はアミノ酸配列が保存された領域を示す。また、赤枠で囲んだ部分は哺乳類の PiC に特徴的なプレ配

列を表す。 
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そこで、全長の rPiCに加えてプレ配列を欠損させた rPiC(ΔNrPiC)の酵母発現ベクターをΔPiC

に導入し、形質転換体の選択を行った。続いて、得られた形質転換体の生育を評価した(Fig.3-4)。

その結果、全長及びプレ配列を欠損させた rPiCのいずれの酵母発現ベクターを導入したΔPiCも

グリセロール培地上において生育レベルは回復しなかった。このことから、この条件下では rPiC

は ΔPiCに機能的に発現しないことが明らかとなった。 

 

 

 

Fig.3-4 rPiC の発現ベクターを導入した ΔPiCの生育レベル 
rPiC の発現ベクターを導入したことによる ΔPiC の生育レベルの変化を観察した。選択培地で前培養した

酵母培養液を 2% グルコースを含む富栄養培地(YPD)または 3％ グリセロールを含む富栄養培地(YPG)に

塗布し、30℃定温条件下で 3日間培養した結果を示す。なお、ΔPiCは PiC欠損株を、yPiC、rPiC-A、ΔNrPiC-A、

rPiC-B、ΔNrPiC-B はそれぞれの発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC をそれぞれ表す。 
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3-2-3 ΔNrPiC の酵母における発現レベルの確認 

ここまでの解析ではプレ配列を欠損させても rPiC を酵母において機能的に発現させることがで

きなかった。この原因を明らかにするため、この条件下において rPiC は発現していないのか、発

現しているが機能していないのか確認を行った。 

まず、rPiC及びΔNrPiCをコードする遺伝子をC末端側にFLAGタグを融合させた状態で発現

させられるベクターである pYO326-yA2P-FLAG に組み込んだ。続いて、この発現ベクターを

ΔPiC に導入し、この形質転換体からミトコンドリアを単離し、抗 FLAG 抗体を用いた Western 

blotting によって発現レベルを確認した(Fig.3-5)。その結果、全長の rPiC についてはわずかにし

か発現していなかったものの、プレ配列を欠損させたものについてはyPiCとほぼ同程度まで発現

していた。このことは、rPiC はプレ配列の欠損によって酵母において発現するが、機能を有してい

ないことを示唆している。 

 

 

 
Fig.3-5 ΔPiC に発現させた rPiC の発現レベル 

FLAG に対する特異抗体を用いて Western blotting を行い、rPiC の発現レベルの確認を行った。また、コ

ントロールとしてミトコンドリアに局在するタンパク質である Porin1(PORIN1)の抗体を用いた Western 

blotting も同時に行った。解析には ΔPiC(none)及び yPiC-FLAG、rPiC-A-FLAG、ΔNrPiC-A-FLAG、rPiC-B-FLAG、

ΔNrPiC-B-FLAG の発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC から単離したミトコンドリアを FLAG に対す

る特異抗体を用いた場合には 20 μg、PORIN 1 に対する特異抗体を用いた場合には 5 μg 分のタンパク質量

になるよう用いた。 
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3-2-4 酵母において機能的に発現する rPiC 変異体の探索 
ここまでの解析によって ΔPiC において発現させた rPiC は発現しているにも関わらず機能を有

していないことが示唆された。そこで、酵母において機能的に発現する rPiCを得るためにΔNrPiC

にランダムに変異を導入し、ΔPiCの生育を回復する変異体を得ることを試みた。 

今回は酵母において機能的に発現する rPiC 変異体を探索する手法として PCR-based 

randam mutation と gap-repair cloning[18]を組み合わせた手法を用いた。まず、ΔNrPiCをコー

ドする遺伝子断片を比較的変異を起こしやすい酵素として知られている Taq DNA polymerase を

用いて PCR によって増幅した。これによって様々な位置に変異が導入された ΔNrPiC をコードす

る遺伝子が得られ、これを線状にしたpYO326-yA2P/ΔNrPiCと同時にΔPiCに導入し、形質転換

体を最小グリセロール培地に塗布した。通常の ΔNrPiC はこの培地上で生育できないため、変異

が導入され機能的に発現する ΔNrPiC を有したコロニーのみが得られる。その結果、二つのコロ

ニーが得られ、これらのコロニーに発現している ΔNrPiC の変異の位置を確認したところそれぞれ

F267S と F282S に変異が導入されていた(Fig.3-6)。 

 
Fig.3-6 機能的に発現するΔNrPiC に導入されていた変異の位置 
酵母 PiC 及びラット PiC の 2 種類のスプライスバリアントのアミノ酸配列上に、今回の解析で見出した

変異の位置を示した。yPiC、rPiC-A、rPiC-B はそれぞれ酵母 PiC 及びラットの PiC の 2 つのスプライスバ

リアントのアミノ酸配列を表し、*部分は、アミノ酸配列が保存された領域を示す。また、下線部分は推定

膜貫通領域を表し、赤四角の部分は今回変異が導入されていた位置を表す。 

yPiC 1:------------------------------------------MSVSAAPAIPQYSVSDYM 18
rPiC-A   1:MFSSVAHLARANPFNAPHLQLVHDVSGPRSPPGPPRRSRHLAAAAVEEQYSCEYGSGRFF 60
rPiC-B   1:MFSSVAHLARANPFNAPHLQLVHDVSGPRSPPGPPRRSRHLAAAAVEE-YSCEFGSMKYY 59

................................................ .......  . 

yPiC 19:KF-ALAGAIGCGSTHSSMVPIDVVKTRIQLEPTVYNKGMVGSFKQIIAGEGAGALLTGFG 77
rPiC-A  61:ILCGLGGIISCGTTHTALVPLDLVKCRMQVDPQKY-KGIFNGFSITLKEDGVRGLAKGWA 119
rPiC-B  60:ALCGFGGVLSCGLTHTAVVPLDLVKCRMQVDPQKY-KGIFNGFSITLKEDGVRGLAKGWA 118

.....* ..** **.. **.*.**.*.*..*..* **....*.......*...*..*..

yPiC 78:PTLLGYSIQGAFKFGGYEVFKKFFIDNLGYDTASRYKNSVYMGSAAMAEFLADIALCPLE 137
rPiC-A 120:PTLIGYSMQGLCKFGFYEVFKALYSNILGEENTYLWRTSLYLAASASAEFFADIALAPME 179
rPiC-B 119:PTLIGYSMQGLCKFGFYEVFKALYSNILGEENTYLWRTSLYLAASASAEFFADIALAPME 178

***.***.**..***.*****......**.........*.*....*.***.*****.*.*

yPiC 138:ATRIRLVSQPQFANGLVGGFSRILKEEGIGSFYSGFTPILFKQIPYNIAKFLVFERASEF 197
rPiC-A 180:AAKVRIQTQPGYANTLREAVPKMYKEEGLNAFYKGVAPLWMRQIPYTMMKFACFERTVEA 239
rPiC-B 179:AAKVRIQTQPGYANTLREAVPKMYKEEGLNAFYKGVAPLWMRQIPYTMMKFACFERTVEA 238

*...*...**..**.*........****...**.*..*....****...**..***..*.

yPiC 198:YYGFAGPKEKLSSTSTT--LLNLLSGLTAGLAAAIVSQPADTLLSKVNKTKKAPGQSTVG 255
rPiC-A 240:LYKFVVPKPRSECTKAEQLVVTFVAGYIAGVFCAIVSHPADSVVSVLNKEK---GSTASQ 296
rPiC-B 239:LYKFVVPKPRSECTKAEQLVVTFVAGYIAGVFCAIVSHPADSVVSVLNKEK---GSTASQ 295

.*.*..**.....*...........*..**...****.***...*..**.*   *.....

yPiC 256:LLAQLAKQLGFFGSFAGLPTRLVMVGTLTSLQFGIYGSLKSTLGCPPTIEIGGGGH---- 311
rPiC-A 297:VL----QRLGFRGVWKGLFARIIMIGTLTALQWFIYDSVKVYFRLPRPPPPEMPESLKKK 352
rPiC-B 296:VL----QRLGFRGVWKGLFARIIMIGTLTALQWFIYDSVKVYFRLPRPPPPEMPESLKKK 351

.*    ..***.*...**..*..*.****.**..**.*.*.....*..............

yPiC 311:----- 311
rPiC-A 353:LGLTE                                                        357
rPiC-B 352:LGLTE                                                        356

.....                                                       
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続いて、これらの変異が本当に ΔNrPiC を機能的に発現させるかを確かめるため、これらの変

異体が導入された ΔNrPiCの発現ベクターを構築し、この発現ベクターを ΔPiCに改めて導入して

生育を確認した(Fig.3-7)。その結果、変異を導入していない ΔNrPiCを発現した ΔPiCはグリセロ

ール培地上で生育しないのに対し、ΔNrPiC に F267S と F282S の変異を導入した変異体を発現

させることによって顕著に生育が回復した。このことから、F267S と F282S の変異を導入すること

によって ΔNrPiCを酵母に機能的に発現させられることが示唆された。 

 

 
Fig.3-7 変異が導入された ΔNrPiCの発現による ΔPiCの生育レベルの変化 

変異が導入された ΔNrPiC の発現ベクターを導入したことによる ΔPiC の生育レベルの変化を観察した。

選択培地で前培養した酵母培養液を 2% グルコースを含む富栄養培地(YPD)または 3％ グリセロールを含

む富栄養培地(YPG)に塗布し、30℃定温条件下で 2 日もしくは 5 日間培養した結果を示す。なお、ΔPiC は

PiC 欠損株を、yPiC, rPiC-A, ΔNrPiC-A はそれぞれの発現ベクター、F267S, F282S はそれぞれの変異を導入

した ΔNrPiC-A の発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC をそれぞれ表す。 
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3-2-5 酵母において機能的に発現する ΔNrPiC変異体の性質 
ここまでの解析によって ΔNrPiC を酵母において機能的に発現させられる二つの変異 F267S、

F282S を同定した。続いて、この二つの変異を導入することによって ΔNrPiC は発現量が上昇し

ているのか、機能が亢進しているのかを検討した。 

まず、F267S、F282S の変異が ΔNrPiC の発現量を変化させるか検討した。それぞれの変異

体をコードする遺伝子を C 末端側に FLAG タグを融合させた状態で発現できるベクターである

pYO326-yA2P-FLAG に組み込んだ。続いて、この発現ベクターをΔPiC に導入し、形質転換体

を選択した。得られた変異体からミトコンドリアを単離し、抗 FLAG 抗体を用いたWestern blotting

によって変異の導入による発現レベルの変化を確認した(Fig.3-8)。その結果、F267S、F282S の

変異の導入によって ΔNrPiCの発現レベルは変化していなかった。 

 

 
Fig.3-8 ΔPiCにおける変異の導入による ΔNrPiCの発現量の変化 

FLAG に対する特異抗体を用いてWestern blotting を行い、変異の導入によるΔNrPiC の発現レベルの変化を確認し

た。また、コントロールとしてミトコンドリアに局在するタンパク質である Porin1(PORIN1)の抗体を用いたWestern blotting も

同時に行った。解析には rPiC-FLAG、ΔNrPiC-FLAGはそれぞれの発現ベクター、F267S-FLAG、F282S-FLAGはそれぞ

れの変異を導入した ΔNrPiC-FLAG の発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC からそれぞれ単離したミトコンドリアを

FLAG に対する特異抗体を用いた場合には 20 μg、PORIN 1 に対する特異抗体を用いた場合には 5 μg分のタンパク質

量になるよう用いた。 
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続いて、F267S、F282S の変異の導入によって生育速度がどの程度回復するかを検討するた

め rPiC 及びその変異体を発現した酵母を段階的に希釈した後、グリセロール培地上にスポットし、

生育速度の比較を行った(Fig.3-9)。その結果、yPiC と比較して F267S、F282S の変異が導入さ

れたΔNrPiCを発現した酵母の生育速度は少し遅かった。また、F282Sの変異が導入された変異

体の生育速度は F267S の変異を導入した変異体の生育速度よりも早かった。このことから、

yPiC>F282S 変異体 >F267S 変異体の順で活性が強いことが示唆された。また、このことから今

回見出した変異は発現レベルではなく ΔNrPiC の機能に影響を与えており、それぞれの変異によ

り機能の亢進の程度は異なることが示唆された。 

 

  

 
Fig.3-9 変異を導入した ΔNrPiCを発現した ΔPiCの生育速度の詳細な比較 
変異が導入された ΔNrPiC の発現ベクターを導入したことによる ΔPiC の生育レベルの速度を詳細に比較

した。選択培地で前培養した酵母培養液を 2% グルコースを含む富栄養培地(YPD)または 3％ グリセロー

ルを含む富栄養培地(YPG)に塗布し、30℃定温条件下で 2 日もしくは 3 日間培養した結果を示す。なお、ΔPiC

は PiC 欠損株を、yPiC、rPiC、ΔNrPiC はそれぞれの発現ベクター、F267S、F282S はそれぞれの変異を導

入した ΔNrPiC の発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC をそれぞれ表す。 
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3-2-6 酵母において機能的に発現する ΔNrPiC変異体のリン酸輸送活性 
ここまでの解析によって F267S、F282S の変異は発現量ではなく機能に影響を与えていること

が示唆された。しかしながら、酵母の生育速度は必ずしもタンパク質の機能を反映しているわけで

はない。そこで、実際に F267S、F282S が ΔNrPiCの機能に影響を与えているかを検討した。 

ミトコンドリアはリン酸を取り込むことによって膨潤し、吸光度が減少することが知られている。こ

の吸光度を測定することによってミトコンドリアがリン酸を取り込んでいるかを簡便に評価すること

ができる[19]。まず、ΔPiCから単離したミトコンドリアをNH4Pi溶液に添加したところ、コントロール

である NH4Cl 溶液の場合と比較してミトコンドリアの膨潤による吸光度の顕著な減少は観察され

なかった(Fig.3-10)。一方、F267S、F282S の変異が導入された ΔNrPiCを発現したミトコンドリア

はNH4Pi溶液中で、NH4Cl溶液の場合と比較して顕著な吸光度の減少が観察された。このことか

ら、F267S、F282S の変異は ΔNrPiC の機能に影響を与えていることが示唆された。 

 

Fig.3-10 機能的に発現するΔNrPiC の変異体を発現した酵母ミトコンドリアの swelling 
ΔNrPiC の変異体を発現した酵母ミトコンドリアのリン酸取り込み能を swelling によって評価した。ΔPiC

及び、yPiC、ΔNrPiC はそれぞれの発現ベクター、F267S、F282S はそれぞれの変異を導入した ΔNrPiC の発

現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC から単離したミトコンドリアを NH4Cl もしくは NH4Pi 溶液に添加

し、吸光度の変化を測定した。詳細な実験手順は、3-4-8 に示す。 
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続いて、ミトコンドリアにリン酸が輸送されているかを 32P で標識したリン酸を用いて直接測定し

た(Fig.3-11)。その結果、変異を導入していない ΔNrPiC が発現したミトコンドリアはほとんどリン

酸を取り込まれなかったのに対して F267S、F282S の変異が導入された ΔNrPiC が発現したミト

コンドリアは顕著なリン酸の取り込みが観察された。また、観察されたリン酸取り込み能の強さは

酵母の生育速度とよく相関していた。このことから、F267S、F282SがΔNrPiCの機能に影響を与

えていることがさらに強く示唆された。 

 

 
Fig.3-11 機能的に発現する ΔNrPiCの変異体を発現した酵母ミトコンドリアのリン酸取り込み 

ΔNrPiC の変異体を発現した酵母ミトコンドリアのリン酸取り込み能を 32P で標識したリン酸を用いて評

価した。ΔPiC 及び、yPiC、ΔNrPiC はそれぞれの発現ベクター、F267S、F282S はそれぞれの変異を導入し

た ΔNrPiC の発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC から単離したミトコンドリアに 32P で標識したリン

酸を添加し、ミトコンドリアに取り込まれたリン酸の量を測定した。バックグラウンドとして ΔPiC から単

離したミトコンドリアを用いて測定した値を差し引いて算出し、独立した実験を 3 回行った結果の平均値±

標準偏差で示す。詳細な実験手順は、3-4-9 に示す。 
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3-2-7 F267S、F282S の変異が hPiC に与える影響 
 ここまでの解析から F267S、F282S の変異を導入することによって酵母にΔNrPiC を機能的に

発現させることに成功した。そこで、この変異の導入が rPiCについてのみ有効なのか他の生物種

においても有効であるかを検討した。 

ヒト PiC(hPiC)についても F267S、F282S の変異を導入した変異体をΔPiC に発現させ、その

変異体の生育レベルを確認した(Fig.3-12)。その結果、ヒトについてはラットの場合とは異なりプレ

配列を欠損させただけでも ΔPiC の生育をわずかに回復した。これに加えて F267S、F282S の変

異を導入するとさらに強く生育が回復した。また、プレ配列を欠損させていない場合においては、

F267S、F282Sの変異を導入しても生育はあまり回復しなかった。これらのことから、hPiCにおい

てもプレ配列の欠損及び F267S、F282S の変異の導入が酵母における機能的発現に重要であ

ることが強く示唆された。 

 

 

Fig.3-12 変異を導入した hPiC を発現したΔPiC の生育速度の詳細な比較 
変異が導入された hPiC の発現ベクターを導入したことによる ΔPiC の生育レベルを詳細に比較した。選

択培地で前培養した酵母培養液を 2% グルコースを含む富栄養培地(YPD)または 3％ グリセロールを含む

富栄養培地(YPG)に段階的に希釈してから塗布し、30℃定温条件下で 2 日もしくは 3 日間培養した結果を示

す。なお、ΔPiC は PiC 欠損株を、yPiC、hPiC、ΔNhPiC-A、hPiC(F267S)、ΔNhPiC(F267S)、hPiC(F282S)、

ΔNhPiC(F282S)はそれぞれの発現ベクターを用いて形質転換した ΔPiC をそれぞれ表す。 
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3-3 考察 
 

これまでに、哺乳類のミトコンドリア溶質輸送担体において ADP/ATP carrier 以外の輸送担体

については輸送様式についてほとんど解析が行われていない。これは、ミトコンドリアにリン酸を

輸送する酸化的リン酸化に必須のタンパク質である PiC についても同様であり、哺乳類の PiC に

おいてはいずれのアミノ酸残基がその機能発現及び構造形成において重要な役割を果たしてい

るかについて十分な解析は行われていなかった。出芽酵母はミトコンドリアの呼吸能が欠損し非

発酵性炭素源培地で生育不可能な酵母株も発酵性炭素源培地では生育可能であることから、

PiC を欠損させた酵母株を樹立することが可能である。この株を用いることによって哺乳類の PiC

の酵母における発現条件の検討は必要になってくるものの、内在性の活性を考慮せずに哺乳類

の PiC の機能解析が可能な発現系を構築できると考えられる。そこで、本研究ではΔPiC に哺乳

類の PiC を機能的に発現させるため以下に続く解析を行った。 

初めに、直鎖状 DNA を用いた相同組み換えによって WT の PiC をコードする遺伝子を欠損さ

せ、ΔPiC の樹立を試みた。この樹立した株で PiC が欠損しているかを酵母の表現型(Fig.3-1)及

びWestern blotting (Fig.3-2)によって確認した。その結果、樹立した株はPiCが欠損していること

が確認された。続いて、樹立したΔPiCを用いて rPiCの発現を試みた。これまでに、哺乳類のPiC

はN末端にプレ配列が存在し(Fig.3-3)、このプレ配列は酵母においてはPiCのミトコンドリアへの

移行効率を低下させることが報告されている。そこで、全長の rPiCに加えて、プレ配列を欠損させ

た rPiCの酵母発現ベクターをΔPiCに導入し、その変異株の非発酵性炭素源培地であるグリセロ

ール培地上における生育を観察した(Fig.3-4)。しかしながら、全長の場合に加えてプレ配列を欠

損させた場合も生育は回復しなかった。そこで、rPiC が発現していないのか、発現しているにも関

わらず機能していないのかを検討するため、Western blotting によってタンパク質の発現を確認し

た(Fig.3-5)。その結果、全長の rPiCについては発現していなかったがプレ配列を欠損させた rPiC

は酵母において発現していた。このことから、酵母において発現させた rPiC は発現しているにも

関わらず機能を有していないことが示唆された。そこで、酵母において機能的に発現する rPiC を

得るために rPiCにランダムに変異を導入し、ΔPiCの生育を回復する変異体を得ることを試みた。

その結果、酵母に機能的に発現する変異体として F267S、F282S の変異体が得られた

(Fig.3-6,7)。続いて、この変異は rPiC の発現量を上昇させているのか、機能を亢進させているの

かを検討するため、これらの変異体の発現量を Western blotting によって確認した(Fig.3-8)。そ

の結果、F267S、F282S の変異の導入によって発現量は変化しなかったことから、今回見出した

変異は発現量ではなく機能に影響を与えていることが示唆された。そこで、これらの変異体が発

現したミトコンドリアのリン酸輸送能を評価した(Fig.3-10,11)。その結果、変異を導入していない

ΔNrPiC を発現したミトコンドリアはほとんどリン酸を取り込まなかったのに対して、F267S、

F282S の変異を導入することによって顕著にリン酸取り込み能が亢進した。最後に、F267S、

F282S の変異は rPiC だけではなく hPiC の機能も亢進するのか検討した(Fig.3-12)。その結果、

rPiC と同様に hPiC についても同様に機能を亢進した。 
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今回の解析において哺乳類のPiCを機能的に発現させるためにプレ配列の欠損及び特定のア

ミノ酸残基への変異が重要な因子であることを同定した。プレ配列の欠損については過去に酵母

のミトコンドリアへの移行を阻害することが報告されており[17]、今回得られた知見はそれと一致

するものであった。また、今回見出した rPiC を酵母において機能的に発現させるために必要な変

異であるF267S及びF282Sの変異がなぜ機能を亢進するのかについては今回の解析では明確

な知見は得られていない。これらの変異はいずれも第 6 膜貫通領域中に存在するアミノ残残基で

あり(Fig.3-6)、予測される推定構造から膜貫通領域の外腔側に[20]、つまり脂質と相互作用して

いる領域に存在していると考えられる。これまでにミトコンドリア溶質輸送担体は脂質との相互作

用がその機能発現に重要であることが報告されており[21,22]、生物種ごとに異なるミトコンドリア

内膜の脂質組成[23,24]がその機能発現に影響を与えているのではないかと推測される実験結

果も報告されている[25]。今後、この仮説を検証するために実験を行っていきたいと考えている。 

また、今回の解析では一般的によく用いられる手法である ethyl methane sulfonate を用いた

手法[24]ではなくPCR-based randam mutationとgap-repair cloning[18]を組み合わせた手法を

用いて機能的に発現する変異株を得た。Ethyl methane sulfonate を用いた手法はゲノム上の他

の遺伝子にもランダムに変異を導入してしまうため、目的のクローンに加えて擬陽性のクローンが

数多く得られてしまうという欠点がある。一方、今回用いた手法は変異を導入したい遺伝子上に

のみ変異を導入することができるため擬陽性が得られる確率が低くなる。実際に、今回の解析で

は陽性の 2 つのクローンのみが得られ、擬陽性のクローンは得られなかった。このことから、今回

用いた手法は酵母を用いたミトコンドリア輸送担体の機能復帰変異体を得るために極めて有用な

手法であると考えられる。 
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3-4 実験方法 
 
3-4-1 試薬 
主な試薬は 2-4-1 に準じる。 

 
3-4-2 種々の生物種の PiC の酵母発現用ベクターの構築 
酵母、ラット、ヒトのPiCをコードする cDNAは、Table3-1に示したプライマーを用いてTable3-2

に示した条件によって PCR で増幅した。その後、得られた cDNA を pUC19δT に組み込み,塩基

配列に変異がないことを確認した。その後、その cDNA を pYO326-yA2P、もしくは

pYO326-yA2P-FLAG にサブクローニングした。 

 

Table3-1 種々の生物種の PiC コードする遺伝子の増幅に用いたプライマーの塩基配列 

 

 

Table3-2 種々の生物種の PiC をコードする遺伝子の PCR の増幅条件 

 D と U はそれぞれ下流(downstream)と上流(upstream)方向のプライマーとして用いたこと

を示す。 

Primer name Nucleotide sequence 

GE2595 5´- GGGAACATATGTTCTCGTCCGTGGC 

GE2596 5´- CTTGGATCCAACTACTGAGTTAACCCAAG 

GE2660 5´- CTCATCTCCATATGTCTGTGTCTGC 

GE2661 5´- GAGGATCCCTAATGACCACCACCACC 

GE2666 5´- ACCTGGCACATATGGCCGTGGAAGAG 

GE2670 5´- AGGCATATGTTCTCGTCCGTAGCGC 

GE2671 5´- GGATCCCTACTCAGTTAACCCAAGC 

Gene Accetion number D primer U primer Template 

yPiC NM_001181735.1 GE2660 GE2661 yeast genome 

rPiC-A NM_001270788.1 GE2670 GE2671 rat heart cDNA 

rPiC-B NM_139100.2 GE2670 GE2671 rat brain cDNA 

ΔNrPiC-A NM_001270788.1 GE2666 GE2671 rPiC-A cDNA 

ΔNrPiC-B NM_139100.2 GE2666 GE2671 rPiC-B cDNA 

hPiC-A NM_005888.3 GE2595 GE2596 human heart cDNA 

ΔNhPiC-A NM_005888.3 GE2666 GE2596 hPiC-A cDNA 
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3-4-3 酵母の培養条件 
 手法は第2章の方法に準じて行った。 

 
3-4-4 酵母の形質転換 
手法は第 2 章の方法に準じて行った。 

 

3-4-5 酵母ミトコンドリアの調製 
手法は第 2 章の方法に準じて行った。 

 

3-4-6 Western blotting 
手法は第 2 章の方法に準じて行った。 

 

3-4-7 PCR-based randam mutation 及び gap-repair cloning による変異体の探索 
 実験の流れは Fig.3-13 に従って行った。初めに、ΔNrPiC-A の酵母発現ベクターを鋳型に、変

異を起こしやすい酵素である Taq DNA polymerase を用いて ΔNrPiC-A をコードする遺伝子を

PCR によって増幅し、ΔNrPiC-A をコードする遺伝子に変異を導入した。この変異が導入された

ΔNrPiC-A をコードする遺伝子を BglII 及び BamHI によって消化した pYO326-yA2P/ΔNrPiC-A

の酵母発現ベクターと同時に ΔPiC に形質転換し、SG 寒天培地上に塗布した。この SG 寒天培

地上で形質転換体を 30℃で 10 日培養したところ、2 つのコロニーが得られた。 

 
Fig.3-13 PCR-based randam mutation 及び gap-repair cloning の実験フロー 

ΔPiC

ΔNrPiC

ΔNrPiC ΔNrPiC

PCR-based
random mutation

BglII BamHI

BglII＆ BamHI
digetsion

Co-transformation

SG(-Ura) plate

ΔNrPiC

ΔNrPiC

Gap-repair cloning

ΔNrPiC
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3-4-8 Swelling によるミトコンドリアのリン酸輸送活性の評価 
手法は Zara らの方法に準じて行った[19]。単離したミトコンドリアを 1 ml の NH4Cl 

buffer(120 mM ammonium chloride、20 mM Tris、5 mM rotenone pH7.4) もしくは、NH4Pi 

buffer(120 mM ammonium phosphate、20 mM Tris、5 mM rotenone pH7.4)に 0.1 mg/ml に

なるよう懸濁し、その時の 546 nm の吸光度を測定した。 

 

3-4-9 32P で標識したリン酸を用いたミトコンドリアのリン酸輸送活性の測定 
手法は Zara らの方法に準じて行った[19]。単離したミトコンドリア 0.25 mg 分を 300 ul の活

性測定メディウム(10 mM KCl, 20 mM Tris, 1 μg/ml rotenone, 20 mM butylmalonate pH6.5)に

懸濁し、H3
32PO4 を含むリン酸を 1.35 mM になるよう添加した後、10 秒間反応させた。その後、

1.5 mM meralyl を添加し反応を停止させた後、遠心し上清を除去した。その後、沈殿を 10 mM 

K-PI を含む溶液に再懸濁した後、遠心し上清を除去した。最後に、沈殿を 1% SDS 溶液 100 ul

で溶解し、この溶液 50 ul 中に含まれる H3
32PO4の放射活性を液体シンチレーションカウンターに

よって測定した。 
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第4章 総括 
 

ミトコンドリア内膜における溶質輸送は、それぞれの物質に特異的かつ選択的な輸送担体を介

して輸送されており、これらの輸送担体における輸送が効率的なエネルギー産生に寄与している

[1-5]。また、哺乳類においては Ca2+ユニポーターがそのマトリクス内部に Ca2+を輸送することに

よって、細胞内の Ca2+濃度を減少させる役割を有していると考えられており[6,7]、生体内におい

てミトコンドリアに存在する輸送体は多様な生理機能に関与していると考えられている。しかしな

がら、ミトコンドリア内膜の溶質輸送に関与するタンパク質の輸送様式の解析は、近年同定されて

きたタンパク質に限らず、古くから研究が行われているミトコンドリア溶質輸送担体についても十

分な解析が行われていない。この原因として、機能がミトコンドリアの酸化的リン酸化と直結してお

り、哺乳類においてその輸送機能の欠損体を作製することが困難なことや複雑な複合体を形成す

るものに関しては構成タンパク質ごとの機能を明確に区別して解析を行える実験系が存在しない

ことが挙げられる。出芽酵母はこれらの輸送担体の解析を行うために非常に有効な発現系である

と考えられているが、その発現系の構築には発現条件の詳細な検討が必要である。そこで、本研

究では 2 種類の哺乳類の輸送に関与するタンパク質について、そのタンパク質を酵母に発現させ

るために重要な因子を同定し、機能解析に適した酵母発現系の確立を目的として研究に取り組ん

だ。以下に本研究から得られた結果を要約し、その内容について考察する。 

 
4-1 出芽酵母のミトコンドリアにおける Ca2+ユニポーターの機能的発現(第 2 章) 
 
近年、ミコンドリア内膜上に存在する Ca2+ユニポーターの分子実体が明らかとなってきた。しか

しながら、Ca2+ユニポーターの各構成タンパク質を解析するのに適した発現系が存在しないこと

から、構成タンパク質の詳細な解析は未だ行われていない。酵母は、Ca2+ユニポーターが存在し

ないことが知られており[8]、哺乳類の Ca2+ユニポーターを酵母で発現させることができれば内在

性の Ca2+ユニポーターの構成タンパク質が存在しない状態で解析を行うことができると考えられ

る。そこで、本研究では Ca2+ユニポーターの酵母発現系の構築を試みた。 

本研究において、ミトコンドリアが Ca2+を取り込むのに最低限必要なタンパク質である MCU と

EMRE を酵母に機能的に発現させることに成功し、MCU を酵母に発現させる際にはMCU をコー

ドする遺伝子の 5´側の塩基配列を最適化することが重要であることを明らかとした。この領域は

GC 含量が極めて高く、レアコドンが豊富に存在する領域である。この領域のコドンの最適化によ

って発現量が上昇した理由は、GC 含量が高くその領域が立体構造をとり転写、翻訳を阻害して

いたのが改善された、コドンの最適化によって対応する tRNA の量が多くなった[9]、mRNA の安

定性が上昇した[10]ことなどが考えられる。これらの要因はいずれも主に転写及び翻訳を阻害す

る要因であり、哺乳類の MCU が酵母に発現しない理由は、主に塩基配列にあると考えられるが

詳細なメカニズムについては不明である。これに加えて、本解析では一部の領域のコドンの最適

化のみで発現量が増加したことから、レアコドンの位置や密集度もタンパク質の発現に影響を与
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えていることが示唆された。今後、コドンの最適化が発現量を増加させる詳細なメカニズムが解明

されれば、より効率的に異種生物のタンパク質を酵母に機能発現させることが可能であると考え

られる。また、レアコドンの量は、酵母の ADP/ATP carrier をコードする遺伝子では全体の 1 %程

度しか存在しない。また、当研究室でこれまでに酵母に発現させることに成功している哺乳類のミ

トコンドリア溶質輸送担体をコードする遺伝子11種類のレアコドンの量は平均で18%、最も高いも

のでも 21％程度である。これらの哺乳類のミトコンドリア溶質輸送担体のレアコドンの量は

mMCU をコードする遺伝子よりは少ないが、酵母の ADP/ATP carrier よりは多い。このことから、

mMCU に限らず他の哺乳類のミトコンドリア溶質輸送担体についてもコドンの最適化は有効であ

る可能性が考えられる。今後、他のタンパク質についても有効な手法であるか検討して行きたい

と考えている。 

 

4-2 出芽酵母のミトコンドリアにおける哺乳類の 
リン酸キャリアーの機能的発現(第 3 章) 

 
哺乳類の PiC は、ADP/ATP carrier に続くミトコンドリア溶質輸送担体のモデルタンパク質とし

てその輸送様式の解明が期待されている。哺乳類の PiC の機能解析に適した発現系は構築され

ておらず、哺乳類の PiC においてはいずれのアミノ酸残基がその機能発現及び構造形成におい

て重要な役割を果たしているかについて十分な解析は行われていなかった。出芽酵母は PiC を

欠損させた株を樹立することが可能である。このことから、この株を用いることによって哺乳類の

PiC の酵母における発現条件の検討は必要であるものの、内在性の活性を考慮せずに哺乳類の

PiC の機能解析が可能な発現系を構築できると考えられる。そこで、本研究では、ΔPiC に哺乳

類の PiC を機能的に発現させることを試みた。 

本研究において哺乳類の PiC を酵母において機能的に発現させ、その発現に重要な因子とし

てプレ配列の欠損及び特定のアミノ酸残基への変異が重要な因子であることを同定した。哺乳類

のPiC に特徴的なプレ配列は、過去に酵母においてミトコンドリアへの移行を阻害することが報告

されており[11]、今回得られた知見はそれと一致するものであった。このプレ配列は哺乳類のミト

コンドリアでは逆に移行を促進することが知られており[11]、生物種ごとにミトコンドリアへのタンパ

ク質の輸送メカニズムが異なっていることを示唆している。また、ミトコンドリア内膜に存在するタン

パク質の移行は、N 末端側のアミノ酸配列ではなく膜貫通領域中のアミノ酸配列によって規定さ

れていると考えられている[12]。このことからも、ミトコンドリア内膜へのタンパク質の移行は現在

考えられているよりも複雑であることが示唆されており、哺乳類の輸送担体を酵母で機能的に発

現させるために考慮しなければいけない点である 

また、今回の解析では F267S もしくは F282S の変異を導入することによって哺乳類の PiC を

酵母に発現させることに成功した。しかしながら、これらの変異がなぜ哺乳類の PiC の機能を亢

進するのかについては今回の解析では明確な知見は得られていない。これらの変異はいずれも

第 6 膜貫通領域中に存在する外腔側のアミノ酸残基であると推測される[13]。また、これまでにミ
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トコンドリア溶質輸送担体は脂質との相互作用がその機能発現に重要であることが報告されてい

ることから[14,15]、今回見出したアミノ酸残基は脂質と相互作用に重要な領域な可能性が考えら

れる。ミトコンドリアの内膜の脂質組成は、生物種ごとに異なることが知られており[16,17]、それが

異種生物での発現に影響を与えることが考えられる。今後、このアミノ酸変異が脂質との相互作

用に影響を与えているか詳細な解析を行っていきたいと考えている。 

 

以上、本研究から、哺乳類のミトコンドリアを酵母で機能的に発現させるためには、コドンの最

適化やプレ配列の除去、点変異の導入が有効であることが示唆された。今回の解析では、哺乳

類のタンパク質を酵母に発現させるためにはタンパク質の発現における特定の段階が関与してい

るわけではなく、転写、翻訳、移行、移行した場所での活性など機能的発現に関わる様々な段階

が関与していることが明らかとなった。このことから、これらの各段階において酵母のミトコンドリア

へ溶質を輸送するタンパク質とどの程度異なるかを値として規格化することができれば、哺乳類

のミトコンドリアへ溶質を輸送するタンパク質を発現させる際にその規格を用いて効率的な検討が

行えると考えられる。そのためには、今後さらに複数のタンパク質について解析を行っていく必要

がある。今後、画一的に哺乳類の輸送体を酵母のミトコンドリアに機能的に発現させられることが

可能になり、哺乳類のミトコンドリアにおける溶質輸送の全貌が解明されていくことを期待する。 
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