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1) 要旨 

[目的] Bcs1（ubiquinol-cytochrome c reductase (bc1) synthesis）はミトコンドリア内膜に

存在する膜一回貫通型の AAA タンパク質である。そのヒトホモログ BCS1L は，深刻

な多臓器不全または毛髪異常や感音性難聴を引き起こすが，これらの疾患発症のメカニ

ズムや BCS1Lの分子機能等については不明な点が多い。一方，酵母 Bcs1では比較的解

析が進んでおり，呼吸鎖複合体Ⅲの会合，特に鉄硫黄タンパク質（Rip1）の未成熟複合

体Ⅲへの会合に関与していることが明らかとなっている。そこで本研究では，Bcs1 の

分子機能の解明を目的に，酵母 Bcs1 を用いて解析を行った。 

 

[方法] 様々な変異型Bcs1を発現する酵母株を作製し，Bcs1のどの領域または残基が，

機能に必須であるかを調べた。機能不全を示す変異株における複合体Ⅲ形成への影響や，

未会合 Rip1の蓄積・発現の制御機構，Bcs1 と相互作用因子との結合への影響を検討し

た。また，Bcs1 の他の機能についても検討するため，電子伝達系の他の複合体の機能，

複合体形成への影響を検討した。 

 

[結果] Bcs1 の大部分（C末端領域）はマトリクス側に存在し，Bcs1 の機能やミトコン

ドリアへの局在化に必須である。これに対し，膜間部側に突出している N 末端領域の

役割は不明であった。この N末端領域の欠失 Bcs1 変異株を作製したところ，N末端 44

残基のうち 38番目の残基以降及び 38-40 番目の残基が必須であり，特に 38番目の残基

がある程度の疎水性を持つことが Bcs1 の機能に必要であると分かった。二次構造予測

により，38番目の残基を含む領域は α-helix 構造を形成しており，この構造を破壊する

と Bcs1 は機能不全を示した。また，機能不全を示す N 末端変異型 Bcs1 は野生型と比

較して，相互作用タンパク質との相互作用様式が異なることが分かった。また，Bcs1

は複合体Ⅴの機能に関わる可能性が示唆された。 

 

[考察] Bcs1 の膜間部領域は，Rip1 のマトリクス側から内膜の未成熟複合体Ⅲへの会合

に関わると考えられ，内膜を隔ててどのように関わるのか興味深い。また，Bcs1 の N

末端変異により相互作用因子との結合が変化することから，この相互作用因子を同定す

ることで Bcs1 の作用メカニズムが明らかになると期待される。 

 

[結論] これまで機能的重要性が不明であった Bcs1 の N 末端膜間部領域が機能に必須

であり，特に α-helix 構造を持つことが重要であることを明らかにした。この N 末端領

域は Rip1 のマトリクスから内膜の未成熟複合体Ⅲへの会合に重要であり，相互作用因

子との結合に関与していることが分かった。 
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2) 本博士論文に関する発表論文 

Rie Sawamura, Teru Ogura and Masatoshi Esaki (2014) A conserved α helix of Bcs1, a 

mitochondrial AAA chaperone, is required for the Respiratory Complex III maturation. 

Biochemical and Biophysical Research Communications 443: 997–1002 
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4) 略語一覧 

AAA: ATPase associated with diverse celluar activities 

Amp: Ampicillin 

ATP: Adenosine Triphosphate 

BPB: Bromophenol blue 

BSA: Bovine serum albumin 

CBB: Coomassie brilliant blue 

DTSSP: 3, 3´-Dithiobis [sulfosuccinimidylpropionate] 

DTT: Dithiothreitol 

EDTA: Ethylenediamine -N, N, N’, N’ -tetraacetic acid 

FADH2: Flavin adenine dinucleotide, reduced 

2-ME: 2-Mercaptoethanol 

NADH: Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced 

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PCR: Polymerase chain reaction 

PVDF: Polyvinyldine difluoride 

RT-PCR: Reverse transcription Polymerase chain reaction 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS-T: Tris buffered saline with tween 20 

 

アミノ酸一文字表記 

A = アラニン E = グルタミン酸 Q = グルタミン 

D = アスパラギン酸 N = アスパラギン L = ロイシン 

G = グリシン K = リシン S = セリン 

V = バリン R = アルギニン T = トレオニン 

P = プロリン I = イソロイシン M = メチオニン 

F = フェニルアラニン Y = チロシン C = システイン 

W = トリプトファン H = ヒスチジン  
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5) 研究の背景と目的 

5)-1 AAAタンパク質 

本研究のテーマである Bcs1 タンパク質は，一次構造の特徴から AAA（ATPase 

associated with diverse cellular activities）タンパク質ファミリーに属する。図 1に細胞内

の様々な AAAタンパク質を示す。AAAタンパク質は，よく保存された約 240 アミノ酸

残基で構成され，AAAドメインと呼ばれる ATPase ドメインを共通に保持し，基質タン

パク質とその複合体の立体構造をエネルギー依存的に変換する分子シャペロンである

（Ogura and Wilkinson, 2001）。AAAタンパク質は，真正細菌（原核生物）からヒトに至

るまで普遍的に存在し，真核生物ではほぼ一定の数（20 数個）が存在する（図 1）（Ogura 

and Wilkinson, 2001）。それぞれの AAAタンパク質は様々な細胞機能に関与しており，

大きく分けて 6つのサブグループに分類される。（1）26Sプロテアソームのサブユニッ

ト，（2）NSF（N-ethylmaleimide-sensitive factor）等のタンパク質輸送における膜融合過

程に働く因子，（3）p97等の小胞体とゴルジ体の再構成に関わる因子，（4）Pex1 や Pex6

等のペルオキシソーム形成因子，（5）spastin 等の細胞分裂に関連する因子，（6）FtsH

等のメタロプロテアーゼである（Ogura and Wilkinson, 2001）。この多様性に富んだ機能

が，AAAタンパク質と命名された所以となっている。 

AAAタンパク質ファミリーは，AAAドメイン以外の構造配列により機能の多様性を

広げている一方で，共通してタンパク質またはその複合体のアンフォールディングや脱

会合，脱凝集に関与している（Ogura and Wilkinson, 2001）。 

 

 

図 1 細胞内の様々な AAAタンパク質 
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AAAドメインは，John E. Walker らにより提唱されたWalker型 ATPase を含んでおり

（Walker et al., 1982），多くのヌクレオチド結合タンパク質によく保存された二つのモチ

ーフ，すなわちWalker Aモチーフ: GxxxxGKT/S（x: 任意のアミノ酸）とWalker Bモチ

ーフ: hhhhDE（h: 疎水性アミノ酸）から構成されている（Ogura and Wilkinson, 2001）。

Walker Aモチーフは ATPの二つのリン酸基と相互作用し，ATPを補足する働きを持つ

のに対して，Walker B モチーフのアスパラギン酸残基は ATP の β と γ 位のリン酸基に

配位する Mg
2+と相互作用し，グルタミン酸残基は ATP の加水分解に働く水分子を活性

化する（Ogura and Wilkinson, 2001）。つまり，Walker Aモチーフは ATPの結合，Walker 

Bモチーフは ATPの加水分解に必要である（Ogura and Wilkinson, 2001）。AAAファミ

リータンパク質が，他のWalker 型タンパク質と区別される特徴として，前述したWalker 

A モチーフと Walker B モチーフの他に，約 20 アミノ酸残基からなる保存された SRH

（second region of homology）配列を持っている点にある（Lupas and Martin, 2002）。特に

SRH 配列内の保存されたアルギニン残基は，ATPase 活性に必須であるといわれている

（Karata et al., 1999）。つまり，AAAタンパク質ファミリーはアミノ酸配列の相同性に

基づいて定義される。 

 一般的な AAAタンパク質は六量体であり，リング構造を形成して機能している。中

央には孔（pore）が存在し，基質タンパク質への作用機構として，この孔を利用した「糸

通しモデル」が提唱されている（図 2）（Yamada-Inagawa et al., 2003）。リングの孔に面

して pore ループと呼ばれる構造があり，ここに保存された芳香族アミノ酸残基は機能

に必須である。「糸通しモデル」は，この必須芳香族アミノ酸と基質タンパク質が結合

し，ATP 加水分解で生じたエネルギーを利用して，この芳香族アミノ酸を含む pore ル

ープが構造変化することで，基質タンパク質を孔に通してアンフォールディングさせる

ことを提唱している（錦織・小椋，2006）。この時，基質は N 末端側から AAA ドメイ

ン側に輸送される。この pore ループは「@xG（@: 芳香族アミノ酸，x: 任意のアミノ

酸）」という特徴的配列をしており，多くの AAA タンパク質の場合，Walker A モチー

フとWalker Bモチーフの間に保存されている。しかし，本研究のテーマである Bcs1 に

は，Walker Aモチーフと Walker Bモチーフの間に pore ループの配列が含まれない（図

7 参照）。このことから，Bcs1 は他の AAA タンパク質とは異なる作用機構で機能して

いる可能性が考えられる。 
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図 2 pore ループに保存された残基と「糸通しモデル」（Yamada-Inagawa et al., 2003改変） 

 

5)-2 AAAタンパク質を起因とする疾患 

近年，AAAタンパク質に起因するヒト疾患・実験動物の発生異常が報告されており，

AAAタンパク質は医学的にも注目されているファミリータンパク質である（表 1）。 

本研究のテーマであるミトコンドリア内膜 AAA タンパク質 Bcs1 のヒトホモログ

BCS1Lの変異で発症する疾患として，複合体Ⅲ欠損症（de Lonlay et al., 2001），GRACILE

症候群（Visapää et al., 2002）及び Björnstad症候群（Hinson et al., 2007）が報告されてい

る。複合体Ⅲ欠損症は，出生時の代謝性アシドーシス，新生児細尿管症，肝性細胞溶解

や肝不全のいずれかと一致する肝性合併症を示し，また，すべての場合において神経性

の合併症を発症することが報告されている（de Lonlay et al., 2001）。GRACILE症候群は，

Growth Retardation（成長遅延），Aminoaciduria（アミノ酸尿），Cholestasis（胆汁うっ滞），

Iron overload（鉄過負荷），Lactacidosis（乳酸アシドーシス），そして Early death（早期

死亡）と臨床症状の頭文字がその名前の由来である（Visapää et al., 2002）。Björnstad 症

候群は難聴，捻転毛が主な症状として現れる疾患であり，1998 年に遺伝子座 2q34-36

が原因であることが報告され（Lubianca Neto et al., 1998），2007 年に BCS1Lに起因する

疾患であることが同定された（Hinson et al., 2007）。このように同じ BCS1Lが原因であ

るにもかかわらず，様々な重症度の異なる症状を示すことも BCS1L疾患の特徴である。 

他にもミトコンドリアに局在し，ヒト疾患に関わる AAAタンパク質が存在する。膜

結合型 AAA メタロプロテアーゼである Paraplegin の変異は，ミトコンドリアの呼吸不

全により遺伝性痙性対麻痺（Hereditary spastic paraplegia）を発症する（Casari et al., 1998）。

また，Paraplegin と複合体を形成する AFG3L2の変異は，神経細胞であるプルキンエ細

胞の変性により生じる脊髄小脳失調症 28型を発症する（Maltecca et al., 2009）。 

ミトコンドリア以外では，ペルオキシソーム形成因子である Pex1 と Pex6 の変異は，

ペルオキシソームの形成不全によりヒトでは Zellweger 症候群等の遺伝病を発症する
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（藤木, 2004）。微小管切断活性を有する spastin の変異により，遺伝性痙性対麻痺を発

症する（Hazan et al., 1999）。小胞体関連分解（ERAD），膜融合，アポトーシス及び転写

調節等多くの機能を持つ p97/VCP の変異は，骨パジェット病と前頭側頭葉型認知症を

伴う家族性封入体筋炎や筋委縮性側索硬化症を発症する（Watts et al., 2004; Johnson et al., 

2010）。また，fidgetinは，実験マウスで内耳や眼の発達異常や行動異常を示す fidget（落

着きのない）変異マウスの原因因子として同定された（Cox et al., 2000）。 

 

表 1 ヒト疾患・実験動物の発生異常に関わる AAAタンパク質 

AAA 由来 疾患 出典 

BCS1L ヒト 複合体Ⅲ欠損症 de Lonlay et al., 2001 

BCS1L ヒト GRACILE 症候群 Visapää et al., 2002 

BCS1L ヒト Björnstad症候群 Hinson et al., 2007 

paraplegin ヒト 遺伝性痙性対麻痺（劣性遺伝） Casari et al., 1998 

spastin ヒト 遺伝性痙性対麻痺（優性遺伝） Hazan et al., 1999 

AFG3L2 ヒト 脊髄小脳失調症 28型（SCA28） Maltecca et al., 2009 

Pex1, Pex6 ヒト ペルオキシソーム病 藤木, 2004 

p97/VCP ヒト 骨パジェット病と前頭側頭葉型認知症を

伴う家族性封入体筋炎（IBMPFD） 

Watts et al., 2004 

p97/VCP ヒト 筋委縮性側索硬化症（ALS） Johnson et al., 2010 

fidgetin マウス fidget変異 

（頭部，特に内耳・眼の発達異常） 

Cox et al., 2000 

p97/VCP マウス ポリグルタミン凝集体による神経細胞死 Yasuda et al., 1999 

p97/VCP マウス アポトーシス Shirogane et al., 1999 

MAC-1 線虫 アポトーシス（CED-4結合） Wu et al., 1999 

ter94/VCP ショウジョウ

バエ 

ポリグルタミン凝集体による神経細胞死 Higashiyama et al., 2002 

NSF ショウジョウ

バエ 

comatose（昏睡） Pallanck et al., 1995 

smid ショウジョウ

バエ 

Smallminded 

（中枢神経系の未発達，細胞分裂異常） 

Long et al., 1998 
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5)-3 呼吸鎖複合体Ⅲと分子シャペロン 

ミトコンドリア内膜に存在する呼吸鎖電子伝達系は，細胞機能を維持するために必要

な ATP を生み出すエネルギー変換膜である（図 3）。電子伝達系の呼吸鎖は主に 5 つの

複合体から成り，NADH や FADH2から遊離した電子を次々と受け渡すことで膜間部に

プロトンを汲み出し，マトリクスとの間にプロトン濃度勾配を発生させる。この電気化

学的勾配の自由エネルギーを利用して，ADP から ATP が合成される。この過程におい

て，複合体Ⅲは複合体ⅠもしくはⅡから補酵素 Qを介して伝達された電子を cytochrome 

c に受け渡す役割を担っており，このとき，ミトコンドリアマトリクスから膜間部へと

プロトンを輸送する。 

 

 

図 3 ミトコンドリアの電子伝達系呼吸鎖 

複合体Ⅰ，複合体Ⅲ及び複合体Ⅳが，電子伝達駆動性プロトンポンプとしてマトリク

スから膜間部へプロトンを汲み出す。このプロトン濃度勾配を利用して，ATP合成酵素

は ADPから ATPを産生する。Q: 補酵素，cyt c: cytochrome c 

 

複合体Ⅲは，約 10 個のサブユニット（哺乳類では 11 個，出芽酵母では 10 個）から

構成される酵素複合体であり，最終的に二量体となり二つの複合体Ⅳと巨大複合体を形

成している（Berry et al., 2000; Smith et al., 2004）。出芽酵母の複合体Ⅲを構成するサブ

ユニットは，ミトコンドリア DNAにコードされた Cytochrome b（Cyt b），核 DNAにコ

ードされた core protein 1（Core1），core protein 2（Core2），Cytochrome c1（Cyt c1），Rieske 

iron-sulfur protein（ISP, Rip1），Qcr6，Qcr7，Qcr8，Qcr9，Qcr10である（Smith et al., 2012）。

これまでの報告で，複合体Ⅲ会合の過程が徐々に明らかになってきている（図 4）（Smith 

et al., 2012）。複合体Ⅲ形成の流れを簡潔に記すと，まず，Cyt b が Qcr7 及び Qcr8と複

合体Ⅲ前駆体を形成する（図 4）（Smith et al., 2012）。次に，Cyt c1と Core1，Core2，Qcr6

及び Qcr9 が次々と会合し，Rip1 が会合する前の未成熟複合体Ⅲが形成される（図 4）

（Smith et al., 2012）。最後に Rip1 と Qcr10 が会合し，成熟複合体Ⅲが形成される（図 4）

（Smith et al., 2012）。詳細は明らかになっていないが，いずれかのステップにおいて，
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複合体Ⅲは二量体を形成する。これらの過程に関わるシャペロンとして，Bca1，TTC19，

Mzm1 及び Bcs1が報告されている（Cruciat et al., 1999; Atkinson et al., 2011; Ghezzi et al., 

2011; Mathieu et al., 2011; Cui et al., 2012; Sánchez et al., 2013）。Bca1 は，複合体Ⅲ前駆体

の形成や安定性に関与しているといわれている（Mathieu et al., 2011）。TTC19 は，複合

体Ⅲ欠失を伴った脳症の原因因子として同定され，変異により Core1や Core2 を含む中

間体の蓄積が引き起こることから，複合体Ⅲ会合の初期の過程に関わることが示唆され

ている（Ghezzi et al., 2011）。また，Mzm1は，酵母で同定された因子であり，ミトコン

ドリアマトリクス内で Rip1 と相互作用し，Rip1を凝集や分解から保護する作用がある

とされており，近年，ヒトホモログも同定されている（Atkinson et al., 2011; Cui et al., 

2012; Sánchez et al., 2013）。Bcs1の詳細は後述する。このように，様々なタンパク質を

介して複合体Ⅲが形成される。 

 

図 4 呼吸鎖複合体Ⅲの会合スキーム（Smith et al., 2012 改変） 

複合体Ⅲ前駆体: Cyt b, Qcr7 及び Qcr8 の複合体 

未成熟複合体Ⅲ: 複合体Ⅲ前駆体＋Cyt c1, Core1, Core2, Qcr6 及び Qcr9 の複合体 

成熟複合体Ⅲ: 未成熟複合体Ⅲ＋Rip1と Qcr10の複合体 

Bca1: 複合体Ⅲ前駆体の形成や安定性に関与 

Cyt2 (cytochrome c1 heme lyase): Cyt c1の成熟に関与 

Mzm1: Rip1 を凝集や分解から保護 

Bcs1: Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合に関与 

Cyt1: Cyt c1, Cor1: Core1, Cor2: Core2 
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5)-4 Bcs1 の分子機能 

Bcs1（ubiquinol-cytochrome c reductase (bc1) synthesis）は，約 20年前に呼吸不全を示

す酵母から発見された AAAタンパク質である（Nobrega et al., 1992）。Bcs1 を欠失した

場合，複合体Ⅲの構成因子のうち Rip1と Qcr10の会合不全が起こることから，Bcs1 は

複合体Ⅲの会合に必須である（Cruciat et al., 1999）。特に Rip1 のマトリクスから未成熟

複合体Ⅲへの会合に必須であるが，その作用機構については不明な点が多い（図 5）

（Conte et al., 2011; Wagener et al., 2011）。 

 

 

図 5 Bcs1は Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合に関わる 

単離ミトコンドリアを digitoninで可溶化し，Blue Native-PAGEを行い，抗 Cyt c1抗体

で検出すると，野生株（WT）と野生型 Bcs1 発現株（Bcs1WT）では「成熟複合体Ⅲ二量

体＋複合体Ⅳ×2」，「成熟複合体Ⅲ二量体＋複合体Ⅳ×1」及び「成熟複合体Ⅲ二量体」の

各段階の複合体Ⅲが検出される（Conte et al., 2011; Wagener et al., 2011）。これに対し，

bcs1 欠失株（Δbcs1）では「未成熟複合体Ⅲ」が主に検出され（Conte et al., 2011），同

時に「未成熟複合体Ⅲ二量体」が検出される場合もある（Wargener et al., 2011）。また，

Rip1 欠失株（Δrip1）においても「未成熟複合体Ⅲ」が検出される（Wargener et al., 2011）。

すなわち，Bcs1は Rip1の未成熟複合体Ⅲへの会合に必要である。 
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Bcs1 は，ミトコンドリア内膜に局在する一回膜貫通タンパク質であり，N 末端は膜

間部に露出し，AAA ドメインを含むタンパク質の大部分はマトリクス側に局在してい

る（図 6）（Fölsch et al., 1996）。この AAAドメインを含むマトリクス側領域は異なる生

物種間でよく保存されており（図 7），Bcs1の機能である Rip1の未成熟複合体Ⅲへの会

合にも，AAAドメインの ATPase活性が必須であることが報告されている（Cruciat et al., 

1999）。一方，膜間部に位置する N末端領域は生物種によって長さが様々であり，出芽

酵母 Bcs1 では 44 残基なのに対してヒト BCS1L ではたった 8 残基と短く，相同性が低

い（図 6）。この膜間部の N末端領域は，これまで Bcs1 の機能との関係について言及さ

れておらず機能未知である。先で述べたように一般的な AAAタンパク質は，基質タン

パク質の脱凝集や脱会合を機能としているのに対し（5)-1 AAA タンパク質），Bcs1 は

AAA タンパク質ファミリーの特徴を持っていながら，基質（Rip1）の会合に働く点に

おいて，AAAタンパク質の中でも特異的であるといえる。また，Rip1が Bcs1 を直接介

してマトリクスから内膜の未成熟複合体Ⅲに輸送されるとすると，Rip1は AAAドメイ

ン側から N末端側に輸送されることとなり，一般的な AAAタンパク質の基質輸送と真

逆である。さらに「糸通しモデル」に重要である pore ループを有していない等構造的

な特徴もあり，これが一般的な AAAタンパク質の機能との差異を生んでいる可能性が

考えられる。Bcs1の機能解析は，AAAタンパク質ファミリーの新たな知見を得る意味

でも有意義であると考えられる。 

 

 

図 6 Bcs1ホモログと膜間部の N末端領域 

膜間部領域を赤枠で示す。 
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図 7 Bcs1ホモログのアミノ酸配列の相同性 

AAAドメインを構成する各モチーフを赤で示す。一般的な AAAタンパク質で保存さ

れている pore ループ配列の位置を青で示す。Human: ヒト，Yeast: 酵母，Worm: 線虫 

“*”: 完全に一致，“：”: 強い類似性，“・”: 弱い類似性 

（T-Coffee プログラム, http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/index.html） 
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5)-5 Rip1の未成熟複合体Ⅲへの会合経路 

複合体Ⅲの会合過程において，Bcs1 は Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合に関与する。

Rip1 は核 DNAにコードされており，新生 Rip1 前駆体はサイトゾルで合成される（Priest 

and Hajduk, 1996）。Rip1前駆体は，トランスロケーターを経由してミトコンドリア外膜

と内膜を通過し，一旦マトリクスに輸送される（Priest and Hajduk, 1996）。マトリクス

で N 末端のミトコンドリア局在化シグナル配列がプロセシングされた後（Priest and 

Hajduk, 1996），鉄硫黄クラスターを組込み，フォールディングされ Rip1成熟体となる。

この成熟過程で Mzm1 が分子シャペロンとして，Rip1 の安定性に寄与することが示唆

されている（Cui et al., 2012）。その後，成熟 Rip1は Bcs1を直接的または間接的に介し

て未成熟複合体Ⅲに会合すると考えられるが，その作用機序は明らかになっていない。 

Wagener らは，成熟 Rip1 はリング型六量体を形成した Bcs1 の孔に入り，その状態で

未成熟複合体Ⅲまで輸送され，引き渡されるという仮説を提唱している（図 8）（Wagener 

et al., 2011）。一般的な AAAタンパク質は，基質をアンフォールディングさせるととも

に孔を通すと考えられている（「糸通しモデル」）（Yamada-Inagawa et al., 2003）。また，

その時の基質は N末端側から AAAドメイン側へ輸送される。つまり，Bcs1 が鉄硫黄ク

ラスターを組込んだ（フォールディングした）状態の成熟 Rip1を AAAドメイン側から

N末端側へ輸送するという仮説は，Bcs1 が明らかに通常の AAAタンパク質とは異なる

機能と作用機序を有している可能性があることを示している。 

 

 

 

図 8 Bcs1の Rip1 輸送仮説（Wagener and Neupert , 2012 改変） 
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Wagener らの仮説とともに，Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの組込みにおける Bcs1 の役割

として図 9の①もしくは②の可能性が考えられる。すなわち，①何らかの未知の機構に

よって，内膜へ挿入された Rip1 が Bcs1 を介して未成熟複合体Ⅲへ会合する経路，② 

Bcs1 を直接介して未成熟複合体Ⅲへ会合する二つの経路である。 

 

 

図 9 Rip1の会合経路モデル 

①何らかの未知の機構によって，内膜へ挿入された Rip1が Bcs1を介して未成熟複合

体Ⅲへ会合する経路，②Bcs1 を直接介して未成熟複合体Ⅲへ会合する二つの経路 
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5)-6 bcs1 欠失株における Rip1量の減少とプロテアーゼの関係性 

bcs1 欠失株（Δbcs1）でWestern blottingにおける Rip1の検出量が減少することから（図

10, (A)）（Nobrega et al., 1992），Rip1 は転写レベルでの制御を受けているか，もしくは

未会合 Rip1 がプロテアーゼにより分解されると考えられる。一般的に呼吸鎖複合体に

会合されなかったサブユニットは，ミトコンドリア内のプロテアーゼによって分解され

る（Tatsuta, 2009）。ミトコンドリアマトリクスに局在する Lon プロテアーゼの欠失

（Δpim1）により，Rip1の検出量が増加することから（図 10, (B)）（Bayot et al., 2010），

未会合 Rip1 は Lon プロテアーゼによって分解されている可能性が高い。ただし，Rip1

はミトコンドリアでの成熟過程で異なった局在を示すため，他のプロテアーゼも Rip1

の分解に関与している可能性がある。 

 

 

図 10 bcs1 欠失株と Lonプロテアーゼ欠失株での Rip1量の増減 

(A) bcs1 欠失株（Δbcs1）で Rip1 検出量が減少する（Nobrega et al., 1992 改変） 

(B) Lonプロテアーゼ欠失株（Δpim1）で Rip1 検出量が増加する（Bayot et al., 2010 改変） 
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5)-7 本研究の目的 

ヒト BCS1L の変異はヒト疾患を引き起こすことが報告されているが，そのメカニズ

ムの解析は大きく進んではいない。その理由として，Bcs1 は呼吸活性に必須のタンパ

ク質であり，多細胞生物において Bcs1 が欠失すると増殖不全となることから，変異体

の解析が困難なためである。一方，酵母は発酵（解糖系からのエネルギー）のみで増殖

可能であるため，呼吸活性を失っても発酵培地上で増殖することができる。また，非発

酵培地での増殖は呼吸活性に依存することから，呼吸鎖の必須因子の機能欠損を細胞の

増殖で評価できる。さらに，酵母は遺伝学的手法が確立しており，遺伝子操作を容易に

行うことができるため，様々な変異株を作製することが可能である。酵母 Bcs1 とヒト

BCS1Lはアミノ酸配列に高い相同性を持っており，酵母 bcs1 欠失株（Δbcs1）の非発酵

培地上における増殖不全をヒト BCS1Lが相補できることから（図 11）（de Lonlay et al., 

2001; Visapää et al., 2002），機能も保存されていると考えられる。そこで，本研究では酵

母 Bcs1 の遺伝・生化学的解析を行った。 

現在までに明らかになっているBcs1の機能はRip1の未成熟複合体Ⅲへの会合である

が，その会合経路については未だ不明な点が多いため，本研究では Rip1 の会合経路を

明らかにするための解析を行った。同時に，Bcs1 の他の機能の可能性についても解析

を行った。 

 

図 11 呼吸活性実験 

酵母 bcs1 欠失株（Δbcs1）の呼吸不全をヒト BCS1Lが相補する（de Lonlay et al., 2001

改変） 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

6) 実験方法 

6)-1 株と培養条件 

6)-1-1 大腸菌 

本研究で遺伝子組み換えに使用した大腸菌を表 2に示し，培養には以下の培地を使用

した。 

・LB培地：0.5% Bacto Yeast Extract, 1.0% Bacto-Tryptone, 1.0% NaCl 

・MMI培地：2.5% Bacto Yeast Extract, 1.25% Bact-Tryptone, 0.85% NaCl, 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.2), 0.4% glycerol 

寒天培地の場合は，更に 20 g/L Agarose を添加した。 

形質転換に用いた大腸菌の培養には LB培地を使用し，プラスミドの保持のために必

要に応じて 50 μg/mL Amp を培地に添加した。また，プラスミド回収のための増殖には

MMI培地を用いた。培養はすべて 37°Cで行った。 

 

表 2 本研究で使用した大腸菌株 

菌株 遺伝子型 

TG1 supE, hsdΔ5, thi, Δ(lac-proAB)/F’[traD36, proAB
+
, lacl

q
, lacZΔM15] 

BL21(DE3) F
-
, ompT, hsdSB (rB-mB-), gal (λ cI857, ind1, Sam7, nin5, lacUV5-T7 gene1), 

dcm (DE3) 

 

6)-1-2 酵母 

本研究で使用した酵母菌株を表 3に示し，培養には以下の培地を使用した。 

・YPAD培地: 1.0% Bacto Yeast Extract, 2.0% Bacto Peptone, 2.0% glucose, 0.004% adenine 

・SD-Ura 培地: 0.67% Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids, 2.0% glucose, 0.077% Complete 

Supplement Drop out -Ura 

・S.Lactate-Ura 培地: 0.67% Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids, 2.0% lactate, 0.077% 

Complete Supplement Drop out -Ura 

寒天培地の場合は，更に 20 g/L Agarose を添加した。 

形質転換に用いた酵母の培養には，YPAD培地を使用した。また，プラスミドの保持

のため，選択培地として SD-Ura 培地を用いた。呼吸活性実験には，発酵培地として

SD-Ura 培地，非発酵培地として S.Lactate-Ura 培地を用いた。培養はすべて 30°Cで行っ

た。 

欠失株の作製は，以下のように行った。酵母 bcs1 欠失株（Δbcs1）は，染色体上の

BCS1遺伝子座を KanMX6カセット（Bähler et al., 1998）に置換した株である（村本, 2009）。

プロテアーゼ欠失株については，欠失させたいプロテアーゼの遺伝子に対応したプライ

マー対（表 4）を用いて BYP1804（文部科学省 NBRP「酵母」）をテンプレートとして
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PCRを行い，当該遺伝子の 5′ UTRと 3′ UTRの間に CgHIS3 を含むフラグメントを作製

し，野生型一倍体酵母株 W303-1A と Δbcs1 を形質転換し，染色体上の目的遺伝子を欠

失した株を作製した。形質転換の確認は，野生株と各欠失株を用いてコロニーPCRを行

い，欠失目的遺伝子座を増幅後，その産物の分子量の違いを指標に行った。コロニーPCR

には，各遺伝子に対応した check用プライマー対（表 4）を用いた。 

 

表 3 本研究で使用した酵母株 

菌株 遺伝子型 出典 

W303-1A MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 Bähler et al., 

1998 

Δbcs1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δbcs1::kanMX6 

村本, 2009 

Δyme1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δyme1::CgHIS3 

本研究 

Δyta12 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δyta12::CgHIS3 

本研究 

Δmcx1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δmcx1::CgHIS3 

本研究 

Δpim1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δpim1::CgHIS3 

本研究 

Δyme1/Δbcs1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δyme1::CgHIS3, Δbcs1::kanMX6 

本研究 

Δyta12/Δbcs1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δyta12::CgHIS3, Δbcs1::kanMX6 

本研究 

Δpim1/Δbcs1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δpim1::CgHIS3, Δbcs1::kanMX6 

本研究 

Δmcx1/Δbcs1 MATa ρ
+
, ade2-1, his3-1,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, 

Δmcx1::CgHIS3, Δbcs1::kanMX6 

本研究 
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表 4 本研究で使用した酵母株の作製に用いたプライマー 

菌株 

プライマー 塩基配列 

Δyme1, Δyme1/Δbcs1 

Sc_del_yme1_F-cg 5′-GCAATTTTTAATTATAATACATTGTGGATAGAACGAAAACA

GAGACGTGATAGTTGGGACGCTCGAAGGC-3′ 

Sc_del_yme1_R-cg 5′-CATTCTCGGTCTTGAGGTAGGTTCCTTCATACGTTTAACTTC

TTAGAATAAAAGTAAAACGACGGCCAGT-3′ 

Sc_check_yme1-F 5′-CTTCGAGGAGTGGTAGCTCCTGTAC-3′ 

Sc_check_yme1-R 5′-CTCCTTACGAATAATCTGAAGTTTCAAGC-3′ 

Δyta12, Δyta12/Δbcs1 

Sc_del_yta12_F-cg 5′-TATAGCACACTCAAGAGTCTTGGCAAGCAACTTTAAAGTT

AGAAAGAGTACTATTGGGACGCTCGAAGGC-3′ 

Sc_del_yta12_R-cg 5′-AGCAAGATATGTAGAACAGTCTTCCTCCATTTCTTTGTATTG

TGAAATATCAAGTAAAACGACGGCCAGT-3′ 

Sc_check_yta12-F 5′-CTAATCACCAAGCTATCTGGTGTC-3′ 

Sc_check_yta12-R 5′-CAGCCTCACAGAAGCGCTTTGATC-3′ 

Δpim1, Δpim1/Δbcs1 

Sc_del_pim1_F-cg 5′-GTTTTTTCTTTTGGTTTTCGAGGTGCTTGAACGAAAAGATT

TGCAAATAGAGCTTGGGACGCTCGAAGGC-3′ 

Sc_del_ pim1_R-cg 5′-TTTAAATATTTACAGAATGTTTAAACAGGTATTTAATCCATT

TAGATGAAAAGGTAAAACGACGGCCAGT-3′ 

Sc_check_pim1-F 5′-GTTTGCCACCGGAAGGAAATAAGTC-3′ 

Sc_check_pim1-R-2 5′-CACGCGATTCCGCCATCTTGGGTTTCCCAC-3′ 

Δmcx1, Δmcx1/Δbcs1 

Sc_del_mcx1_F-cg 5′-CAAGGCACTCTAATTACATTTCACACTCTTGGGACGCTCGA

AGGC-3′ 

Sc_del_ mcx1_R-cg 5′-TTATATATTCTATACCATTCATTTTTTTGTAAAACGACGGCC

AGT-3′ 

Sc_check_mcx1-F-2 5′-CGATGATAGAAGGGAATAAGTCATCAGTGG-3′ 

Sc_check_mcx1-R-2 5′-GATAAGGAGTAGTCTCCCAGTATCGTAG-3′ 
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6)-2 プラスミド 

本研究で使用したプラスミドを表 5，それぞれのプラスミドを作製するのに使用した

プライマーを表 6に示した。酵母でのタンパク質発現には，pRS315，pRS316及び pME661

を使用した。pME661 については，指導教官である江崎雅俊助教から提供いただいたも

のを用いた。 

pRS316/BCS1（pME1001）は，プロモーター領域を含む BCS1 全長ゲノム DNA を持

つプラスミドである。酵母 BCS1遺伝子の ORFと 484 bp 5′ 側上流域及び 140 bp 3′ 側

下流域を D41 と C38 プライマーを用い，全ゲノム DNA 抽出液をテンプレートとして

PCRで増幅した。PCR産物（1991 bp）を SacIと XhoIで切断し，pRS316 の SacI – XhoI

サイトに挿入した。今回検討した変異型 Bcs1 を発現するプラスミドは，改変メガプラ

イマー法（Molecular Cloning，3
rd

 edition）で作製した。具体的には 2段階の PCRを行い，

SacIと XhoIで挟まれた目的の DNA配列を作製する。1段階目の PCR（1
st
 PCR）では，

表 6 で記す変異に対応したプライマーとプライマーD27 のセットで pME1001 を鋳型と

して PCRを行った。反応には PrimeSTAR（TaKaRa）を用いた。増幅産物は Wizard
®
 SV 

Gel and PCR Clean-Up System（Promega）で精製した。2段階目の RCR（2
nd

 PCR）では，

プライマーC37 とプライマーA27，精製した増幅産物及び pME1001 を用いて PCR を行

った。再び増幅産物を Wizard 
®
SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega）で精製した。

精製した増幅産物を SacI と XhoI で切断し，pRS316 に挿入した。作製したプラスミド

は，シークエンスにより DNA 配列が正しいかどうかを確認した。シークエンスには，

発生医学研究所のシークエンス支援を利用した。野生型 Bcs1 と His-tag 付野生型 Bcs1

の過剰発現用プラスミドは，BamHI と NotI で挟まれた目的の DNA 配列を作製し，

pME661のBamHI -NotIサイトに挿入した。Atm1とPim1の発現用プラスミドはpME1001

と同様に作製した。Atm1 の発現用プラスミドは，SacI-XhoI で挟まれた目的の DNA 配

列を表 6で対応するプライマーを用いて作製し，pRS316の SacI-XhoIサイトに挿入した。

Pim1 の発現用プラスミドは，SacI と NotI で挟まれた目的の DNA 配列を表 6 で対応す

るプライマーを用いて作製し，pRS315 の SacI-XhoIサイトに挿入した。 

 

表 5 本研究で使用した BCS1関連プラスミド 

プラスミド ベクター 特徴 出典 

pRS315  シングルコピー 

LEU2 マーカー 

Sikorski and Hieter, 1989 

pRS316  シングルコピー 

URA3 マーカー 

Sikorski and Hieter, 1989 

pME661  マルチコピー 

ADH1 プロモーター 

江崎 
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pRS316/BCS1 

（pME1001） 

pRS316 野生型 Bcs1 村本, 2009 

pSR1001 pRS316 Δ2-40 Bcs1 本研究 

pSR1002 pRS316 Δ2-65 Bcs1 本研究 

pSR1003 pRS316 Δ2-10 Bcs1 本研究 

pSR1004 pRS316 Δ11-20 Bcs1 本研究 

pSR1005 pRS316 Δ21-30 Bcs1 本研究 

pSR1006 pRS316 Δ31-40 Bcs1 本研究 

pSR1007 pRS316 Δ2-30 Bcs1 本研究 

pSR1008 pRS316 Δ31-34 Bcs1 本研究 

pSR1009 pRS316 Δ35-37 Bcs1 本研究 

pSR1010 pRS316 Δ38-40 Bcs1 本研究 

pSR1011 pRS316 Δ2-37Bcs1 本研究 

pSR1012 pRS316 Δ38 Bcs1 本研究 

pSR1013 pRS316 Δ2-38 Bcs1 本研究 

pSR1014 pRS316 Δ41-44 Bcs1 本研究 

pSR1015 pRS316 Δ39 Bcs1 本研究 

pSR1016 pRS316 Δ40 Bcs1 本研究 

pSR1017 pRS316 L38A Bcs1 本研究 

pSR1018 pRS316 L38G Bcs1 本研究 

pSR1019 pRS316 L38D Bcs1 本研究 

pSR1020 pRS316 L38K Bcs1 本研究 

pSR1021 pRS316 L38T Bcs1 本研究 

pSR1022 pRS316 L38N Bcs1 本研究 

pSR1023 pRS316 L38R Bcs1 本研究 

pSR1024 pRS316 L38C Bcs1 本研究 

pSR1025 pRS316 L38Q Bcs1 本研究 

pSR1026 pRS316 L38E Bcs1 本研究 

pSR1027 pRS316 L38H Bcs1 本研究 

pSR1028 pRS316 L38I Bcs1 本研究 

pSR1029 pRS316 L 38M Bcs1 本研究 

pSR1030 pRS316 L38F Bcs1 本研究 

pSR1031 pRS316 L38P Bcs1 本研究 

pSR1032 pRS316 L38S Bcs1 本研究 

pSR1033 pRS316 L38W Bcs1 本研究 
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pSR1034 pRS316 L38Y Bcs1 本研究 

pSR1035 pRS316 L38V Bcs1 本研究 

pSR1036 pRS316 D41P/L42P Bcs1 本研究 

pSR1037 pME661 Bcs1 過剰発現 本研究 

pSR1038 pME661 Bcs1-His 過剰発現 本研究 

pSR1039 pRS316 Atm1-myc 本研究 

pSR1040 pRS315 Pim1 本研究 

 

表 6 本研究で使用したプライマー 

プライマー プラスミド 塩基配列 

D41 
pME1001 

5′-GAACTCGAGCTGGATGATCAGGTGCCACAC-3′ 

C38 5′-GACGAGCTCGTATTTTTAAGCCTCTTTATC-3′ 

D27 (1
st
 PCR) 5′-CAGTGGTATTTGTGAGCTCGTATTTTTAAG-3′ 

C37 (2
nd

 PCR) 5′-GAACTCGAGCTTTCTAAATGAATGAATGAG-3′ 

A27 (2
nd

 PCR) 5′-TCGATCTCAGTGGTATTTGTG-3′ 

A-01 pSR1001 5′-CCCTCAATCTACCATGCTAGTTGGCGATGC-3′ 

A-02 pSR1002 5′-CCCTCAATCTACCATGGCTGTAGCTAGATC-3′ 

A-03 pSR1003 5′-GCCCTCAATCTACCATGGATAAACAGGCTACTCC-3′ 

A-04 pSR1004 5′-CCGATTGACATACAATATGTAATTACTCCGCCAAC-3′ 

A-05 pSR1005 5′-ACTCCAAATCTGAGTGGTAATGACTCAGTCCGGGAAAAAC-3′ 

A-06 pSR1006 5′-GCCAACAAATGAAACTGGTCTAGTTGGCGATGCTATGTC-3′ 

A-07 pSR1007 5′-CCCTCAATCTACCATGAATGACTCAGTCC-3′ 

A-08 pSR1008 5′-CAAATGAAACTGGTCGGGAAAAACTTTC-3′ 

A-09 pSR1009 5′-GTAATGACTCAGTCCTTTCAAAACTAGTTG-3′ 

A-10 pSR1010 5′-CTCAGTCCGGGAAAAACTAGTTGGCGATGC-3′ 

A-11 pSR1011 5′-CTCAATCTACCATGCTTTCAAAACTAGTTG-3′ 

A-12 pSR1012 5′-TCAGTCCGGGAAAAATCAAAACTAGTTGGC-3′ 

A-13 pSR1013 5′-CTCAATCTACCATGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

A-14 pSR1014 5′-GGAAAAACTTTCAAAAGCTATGTCAAACAA-3′ 

A-15 pSR1015 5′-TCCGGGAAAAACTTAAACTAGTTGGCGATG-3′ 

A-16 pSR1016 5′-CCGGGAAAAACTTTCACTAGTTGGCGATGC-3′ 

B-14 pSR1017 5′-CAGTCCGGGAAAAAGCTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-17 pSR1018 5′-GTCCGGGAAAAAGGTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-18 pSR1019 5′-GTCCGGGAAAAAGATTCAAAACTAGTTGGC-3′ 



26 

 

B-19 pSR1020 5′-GTCCGGGAAAAAAAGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-20 pSR1021 5′-GTCCGGGAAAAAACTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-21 pSR1022 5′-GTCCGGGAAAAAAATTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-37 pSR1023 5′-GTCCGGGAAAAACGTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-38 pSR1024 5′-GTCCGGGAAAAATGTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-39 pSR1025 5′-GTCCGGGAAAAACAGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-40 pSR1026 5′-GTCCGGGAAAAAGAGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-41 pSR1027 5′-GTCCGGGAAAAACATTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-42 pSR1028 5′-GTCCGGGAAAAAATTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-43 pSR1029 5′-GTCCGGGAAAAAATGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-44 pSR1030 5′-GTCCGGGAAAAATTTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-45 pSR1031 5′-GTCCGGGAAAAACCTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-46 pSR1032 5′-GTCCGGGAAAAATCTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-47 pSR1033 5′-GTCCGGGAAAAATGGTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-48 pSR1034 5′-GTCCGGGAAAAATATTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-49 pSR1035 5′-GTCCGGGAAAAAGTTTCAAAACTAGTTGGC-3′ 

B-36 pSR1036 5′-GGGAAAAACTTTCACCACCAGTTGGCGATG-3′ 

C-02 pSR1037 5′-ACGTGCGGCCGCTTAGAAAATATGATTAGCGTTCC-3′ 

C-03  5′-CCGCGGATCCAAAAAACGAAGTGTGCCCTC-3′ 

C-06 pSR1038 5′-ACGTGCGGCCGCTTAGTGATGATGATGATGATGATGATGA 

TGATGGAAAATATG-3′ 

Atm1_c_m

yc_F 

pSR1039 5′-AAGATCTGGATCATTTAGAGAATGAACTAAAAGACCAGCAAG

AACTAGAACAAAAGTTGATTTCTGAAGAAGATTTGTAAGGCCGC

ATCATGTAATTAGT-3′ 

Atm1_ 

REV 

 5′-CTTAAATCTTGAAAAACTTATACATGTATAAATCAATATTTACTT

ACGAGCGTGTAAAACGACGGCCAGT-3′ 

ScPim1--42

0NotI 

pSR1040 5′-GTAGCGGCCGCTAATGTATGAGCAGGACG-3′ 

ScPim1-+3

87SalI 

 5′-GACGTCGACAATCATCTTCCTCACGTCTAC-3′ 

 

 

 

 

 



27 

 

6)-3 呼吸活性実験 

Bcs1 の細胞機能を解析するため，Δbcs1 を野生型 Bcs1 発現プラスミド，変異型 Bcs1

発現プラスミド及びコントロールベクターで形質転換した。それぞれの形質転換体につ

いて，下記の方法で SD-Ura 培地と S.lactate-Ura 培地での増殖を調べた。 

酵母を約 OD600 = 1.0まで増殖させ，1.0×10
-3

, 1.0×10
-4

, 1.0×10
-5

, 1.0×10
-6

 OD600 unit/5 μL

になるよう滅菌蒸留水で希釈した。各希釈液を 3 μLもしくは 5 μL ずつ寒天培地上に滴

下した。寒天培地は 30°Cで 2-4日間培養した。 

 

6)-4 ミトコンドリアの単離 

Bcs1変異株は SD-Ura培地，プロテアーゼ欠失株はYPAD培地で吸光度OD600 = 1.0-1.5

になるまで 30°C で培養した。1 L の培養液を遠心管に移し，JLA-10.500 ローター

（Beckman）で 5,000 rpm，5分間，25°Cで遠心し，集菌した。上清を捨て，細胞を 100 

mLの蒸留水で懸濁し，5,000 rpm，5分間，25°Cで遠心した。再び上清を捨て，沈殿し

た細胞の湿重量を測定した。50 mLの 0.1 M Tris-SO4 (pH 9.4)，10 mM DTT に懸濁し，

30°Cの恒温槽で 15 分間振盪した。5,000 rpm，5分間，25°Cで遠心後，沈殿した細胞に

50 mL の 1.2 M Sorbitol buffer（1.2 M Sorbitol, 20 mM KPi (pH 7.4) ）に懸濁し，再度同条

件で遠心して細胞を回収した。40 mLの 1.2 M Sorbitol buffer に懸濁後，Zymolyase 20 T

を細胞の湿重量 1 gあたり 5 mg添加した。30°Cの恒温槽で 20-30 分間振盪した。この

間に遠心機とローターを 4°Cに冷やし始め，以降の操作は氷上で行った。Zymolyase 20 

T で細胞膜が溶解（スフェロプラスト化）しているかどうかを確認するために，20 μL

の細胞懸濁液を 1 mL の水もしくは 1.2 M Sorbitol buffer に懸濁した。スフェロプラスト

を水に懸濁すると，浸透圧により細胞が破壊され懸濁液の濁度が低下し透明化するのに

対し，1.2 M Sorbitol buffer に懸濁しても濁度に変化はない。この性質を利用し，スフェ

ロプラスト化を確認した。確認後，3,500 rpm，5分間，4°Cで遠心し，スフェロプラス

トを回収した。30 mL 1.2 M Sorbitol buffer で懸濁し，3,500 rpm，5 分間，4°Cで遠心し

た。これを二回繰り返した。次に，30 mL の Breaking buffer（0.6 M Mannitol, 20 mM 

HEPES-KOH (pH 7.4), 1 mM PMSF）に懸濁したスフェロプラストをダウンス型ホモジナ

イザーに移し変え，15 回ストロークを行いホモジナイズした。ホモジナイズした液を

遠心管に移し，JLA-25.50ローター（Beckman）で 3,500 rpm，10 分間，4°Cで遠心した。

上清を別の遠心管に回収，氷上に保存した。沈殿を 30 mLの Breaking buffer で懸濁して

再度 15回ストロークを行いホモジナイズし，遠心管に移して 3,500 rpm，10 分間，4°C

で遠心後，上清を別の遠心管に回収して氷上に保存した。保存した上清を 10,000 rpm，

10分間，4°Cで遠心後，沈殿を 30 mLの Breaking bufferで懸濁した。懸濁液を 3,500 rpm，

10 分間，4°Cで遠心後，上清を別の遠心管に回収して氷上に保存した。保存した上清を

10,000 rpm，10分間，4°Cで遠心後，沈殿を 30 mLの SEM buffer（250 mM Sucrose, 10 mM 
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MOPS-KOH (pH 7.2), 1 mM EDTA）に懸濁した。10,000 rpm，10分間，4°Cで遠心後，

沈殿を 200 μLの SEM bufferに懸濁した。ミトコンドリアの濃度を測定するため，990 μL

の 0.6% SDS溶液にミトコンドリア懸濁液 10 μLを加えて 95°Cで 5 分間加熱し，280 nm

の吸光度を測定した。測定値が OD280 = 0.21（10 mg/mL）になるよう SEM bufferで希釈

した。サンプルを分注し，-80°Cで保存した。以上の操作を図 12に示した。 

 

 

図 12 ミトコンドリアの単離操作 
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6)-5 Rip1 タンパク質の精製と抗体作製 

Rip1 の 31-C末端残基をコードする DNA断片を pET15b にクローニングした。シーク

エンスで配列を確認後，このプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)に形質転換した。50 μg/mL 

Amp 添加 LB液体培地で一晩培養し，OD600 = 0.1になるよう希釈後，37°Cで培養した。

OD600 = 0.5 になったところで，0.1 mM IPTGを添加し，さらに 2時間培養した。遠心に

より大腸菌を沈殿させ，-20°Cで凍結した。融解後，sonication buffer を加え，ソニケー

ションを行った（以降，ソニケーションは全て浴槽型で行った）。遠心後，沈殿を 2% Trion 

X-100 buffer に懸濁し，ソニケーションを行った。再び遠心し，沈殿を 5 M Urea buffer

に懸濁後，ソニケーションを行った。再度遠心後，沈殿を 8 M Urea bufferに懸濁し，ソ

ニケーションを行った。遠心後，上清を回収し 1 mLあたり 250 μL 分の Ni NTA agarose

（QIAGEN）と室温で 2 時間反応させた。カラム（Micro Bio-Spin
®
 Chromatography 

Columns, BIO RAD）に Ni NTA agarose を移し，wash buffer で 3回洗浄後，elution buffer

で溶出した。得られた Rip1 タンパク質を用いたウサギ抗体作製には，抗体作製受託サ

ービス（MBL）を利用した。使用した試薬を表 7に示した。 

 

表 7 Rip1タンパク質の精製と抗体作製で使用した試薬 

試薬 組成 

sonication buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl,  

protease inhibitor cocktail (Nacalai tesque) 

2% TritonX-100 buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl,  

2% TritonX-100 

5M Urea buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 

5 M Urea 

8M Urea buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1mM DTT, 

8 M Urea 

wash buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 

20 mM imidazole 

elution buffer 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 

300 mM imidazole 
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6)-6 Western blotting 

酵母から抽出した全タンパク質またはミトコンドリアに SDS sample bufferを加えて 5

分間，95°C で処理した。目的に応じた濃度のポリアクリルアミドゲルを用いて

SDS-PAGE を行い，泳動後 PVDF メンブレンにセミドライ法（EzBlot, ATTO）または

Wet 法で転写した。メンブレンを 5%スキムミルクでブロッキングした後，Solution 1

（Immunoreaction Enhancer solution of primary antibody, Toyobo）で一次抗体を適切な濃度

に希釈し，一晩，室温で反応させた。TBS-T buffer でメンブレンを 10 分間振盪する作

業を 3回繰り返し洗浄した後，Solution 2（Immunoreaction Enhancer solution of secondary 

antibody, Toyobo）で二次抗体を適切な濃度に希釈し，1.5時間以上，室温で反応させた。

TBS-T buffer でメンブレンを 10 分間振盪する作業を 3 回繰り返し洗浄した後，メンブ

レンの水分を取除き，Typhoon Trio
+（GE Healthcare）で検出した。検出に用いた一次抗

体は目的タンパク質に対するウサギ抗体を用い，二次抗体は cy5標識抗ウサギ抗体（蛍

光抗体）を用いた。一次抗体については，抗 Bcs1 抗体を Dr. Rosemary Stuart（Marquette 

University, USA）から，抗 Tom44 抗体，抗 Cytochrome c1抗体，抗 Cytochrome b2抗体，

抗 Tim44 抗体及び抗 F1β抗体を遠藤斗志也教授（名古屋大学）から提供いただいたもの

を用いた。表 8にWestern blottingで使用した試薬を示した。 

 

表 8 Western blottingに用いた試薬 

試薬名 組成 

3×SDS sample buffer 150 mM Tris-HCl (pH 6.8), 6% SDS, 15% sucrose, 0.015% BPB 

TBS-T buffer 25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.1% Tween20 

Transfer buffer（Wet法） 1.2% Tris, 1.44% glycine, 20% methanol 

 

6)-7 Blue Native-PAGE 

単離したミトコンドリア 20 μLを 12,000 rpm（TMA-4ローター, TOMY），5分間，4°C

で遠心し，沈殿を 40 μLの 1% digitonin buffer で懸濁した。氷上で 30分間インキュベー

ト後，12,000 rpm（TMA-4ローター, TOMY），30分間，4°Cで遠心した。上清を回収し， 

BlueNative-PAGE sample buffer を添加して，適切な濃度のグラジエントゲルで電気泳動

した。泳動には，Anode buffer と CBB を含む Cathode buffer を用いた。10 mA で約 20

分間泳動後，Cathode buffer を CBB非添加の Cathode buffer へと交換し，その後，20 mA

で約 90分間泳動した。電気泳動後は，ゲルを Blot buffer に移し入れ，60°Cで 1時間イ

ンキュベートした後，Wet 法で PVDF膜に転写した。転写後は，脱色液にメンブレンを

浸して CBBを適度に脱色した後，Western blottingと同様の操作を行った。表 9に Blue 

Native-PAGEで使用した試薬を示した。 
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表 9 Blue Native-PAGE で使用した試薬 

試薬 組成 

1% digitonin buffer 1% digitonin, 50 mM potassium acetate, 30 mM HEPES-KOH (pH 

7.4), 10% glycerol, 1 mM PMSF 

10×BlueNative-PAGE 

sample buffer 

5% CBB G250, 100 mM Bis-Tris (pH 7.0), 

500 mM 6-aminocapionic acid 

Anode buffer 50 mM Bis Tris-HCl (pH 7.0) 

Cathod buffer 15 mM Bis Tris-HCl (pH 7.0), 50 mM Tricine, 0.02% CBB G250 

Blot buffer 100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 4% 2-ME 

脱色液 45% Methanol, 10% acetic acid 

 

6)-8 Proteinase K 消化実験 

単離したミトコンドリアに SEM buffer で希釈した digitonin（0.05%, 0.1%）または 1% 

Triton X-100を添加し，15°Cで 5分間反応させた。PMSFを 1 mM になるよう添加して

反応を止め，SDS sample buffer を加えて 5 分間，95°C で処理した。その後は Western 

blottingと同様の操作を行った。 

 

6)-9 化学架橋実験 

単離したミトコンドリアに SEM buffer で希釈した架橋剤 DTSSPを終濃度 3 mM にな

るよう添加し，25°Cで 30分間インキュベートした。終濃度 10 mM となるよう Tris-HCl 

(pH 8.0)を加えて反応を止め，SDS-PAGE サンプル buffer を添加し，5 分間，95°C で処

理した。その後はWestern blottingと同様の操作を行った。 

 

6)-10 超遠心による不溶性タンパク質・可溶性タンパク質の分離 

単離したミトコンドリア 10 μLを 12,000 rpm（TMA-4ローター, TOMY），5分間，4°C

で遠心し，沈殿に 50 μLの 10 mM MOPS-KOH (pH 7.2)を添加した。ソニケーション処

理で細胞を破砕後，436,000 g（100,000 rpm, TLA 100.2 ローター, Beckman），30 分間，4°C

で遠心分離した。上清を 1.5 mLチューブに移し SDS sample buffer を添加，沈殿は SDS 

sample bufferで懸濁し，5分間，95°Cで処理した。その後はWestern blottingと同様の操

作を行った。 
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6)-11 RT-PCR 

Fast Pure
®
 RNA Kit（TaKaRa）を用い，total RNAを精製した。RNAの純度と濃度を

Nano Drop
®
 ND-1000（Thermo）で測定し，25 pg/μLになるよう希釈した。One Step SYBR

®
 

RT-PCR Kit II（TaKaRa）を使用し，7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）

で測定した。使用したプライマーを表 10に示した。 

 

表 10 本研究で使用したプライマー 

プライマー 塩基配列 

RTpcr-Rip1-mRNA_F 5′-CCGATGCTGACAGAGTCAAA-3′ 

RTpcr-Rip1-mRNA_R 5′-ATGGCAAGGACAGAACCAAC-3′ 

 

6)-12 膜電位測定 

単離したミトコンドリアを用いて，以下

の手順で行った。 

1.8 μLの Buffer（600 mM mannitol, 20 mM 

HEPES-KOH (pH 7.4), 40 mM KPi (pH 7.4), 

0.25% BSA）に 0.1 M ATP または 0.1 M 

NADHを 100 μL，1 M MgCl2を 30 μL，2 mM 

DiSC3(5)を 2 μLずつ順に添加した。蛍光分

光器を用いて励起光（622 nm），蛍光（677 nm）

の条件で継時的に測定した。測定を開始し

た 60秒後にミトコンドリア（10 mg/mL）（図

13, mito.）を 20 uL添加した。測定開始点か

ら 500秒後，1 mg/mL バリノマイシン（図

13, Val.）を 10 μL添加し，測定開始から 1000 秒後まで測定した。吸光度の測定は，FP -750

（JASCO）で行った。 

膜電位測定の原理は，以下のとおりである。DiSC3(5)は蛍光指示薬であり，モノマー

で蛍光を示し，ダイマーで無色となる。また，過分極している生体膜に蓄積する性質が

あり，ミトコンドリアを添加するとモノマーDiSC3(5)は膜へ結合しダイマーを形成する

ため，蛍光が一定量低下する。そこに，バリノマイシンを添加するとマトリクス内に

K
+が流入し，膜電位が消失するため DiSC3(5)はモノマーとして放出され，蛍光が回復す

る（図 13）。この蛍光の回復量は，膜電位に比例する。もし，膜電位を失っている場合

は，この蛍光の回復がみられない。 

 

 

 

図 13 膜電位測定の例 
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6)-13 化学架橋産物の精製と同定 

後述（7)-6 相互作用因子同定の試み）の条件で，化学架橋実験と同様の操作を行っ

た。反応停止後，ソニケーション処理で細胞を破砕後，100,000 rpm（TLA 100.2 ロータ

ー, Beckman），30分間，4°Cで遠心分離した。沈殿に 20 μLの 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)

で希釈した 2% SDS buffer を添加し，ピペッティング操作後，5分間，95°Cで処理した。

180 μLの base buffer（10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1% Triton X-100, 500 mM NaCl, 20 mM 

imidazole）を添加し，15,000 rpm（TMA-4ローター, TOMY），5分間，4°Cで遠心した。

上清と 20 μL分の Ni NTA agarose（QIAGEN）を混ぜ，5分毎にタッピングして 30分間，

氷上で反応させた。Ni NTA agaroseを 100 μLの base buffer で 2回，洗い込みながらカラ

ム（Micro Bio-Spin
®
 Chromatography Columns, BIO RAD）に移した。50 mM imidazole を

含む50 uLのbase bufferで5回洗浄後，100 mMまたは200 mM imidazoleを含むbase buffer

でそれぞれ 2回，溶出した。溶出液 10 μLに SDS sample bufferを添加し，5 分間，95°C

で処理した。SDS-PAGE には，12.5%の市販のゲル（Super Sep
TM

Ace, Wako）を用いた。

泳動したゲルを銀染色し（Silver SNAP Stain for Mass Spectrometry SilverSNAP Stain Kit II, 

Thermo），目的のバンドを質量分析した。質量分析には，発生医学研究所の質量分析支

援を利用した。 
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7) 実験結果 

7)-1 Bcs1 の機能に必須な領域の探索と各複合体形成の検討 

酵母は，呼吸鎖が機能していなくてもグルコースを炭素源とした発酵培地（SD-Ura）

上で増殖可能である。一方，乳酸を炭素源とする非発酵培地（S.Lactate-Ura）ではミト

コンドリアの呼吸活性が増殖に必須である。このため，bcs1 欠失株（Δbcs1）は発酵培

地で増殖を示すが，非発酵培地では増殖不全を示す（図 14）。この性質を利用し，Δbcs1

に様々な変異型 Bcs1 を発現させ，非発酵培地での増殖不全を回復できるか否かを調べ

ることで，どの領域や残基が Bcs1の機能に必須であるかを検討した（呼吸活性実験）。 

親株として使用している野生株（W303-1A 株, WT）は栄養要求性株であり，アデニ

ン（ade2-1），ヒスチジン（his3-1,15），ロイシン（leu2-3,112），トリプトファン（trp1-1）

及びウラシル（ura3-1）を合成するためのタンパク質を欠失していることから，これら

の遺伝子を選択マーカーとして使用することができる。本実験では，野生型 Bcs1 と変

異型 Bcs1の遺伝子を，URA3 を持ったベクターに組込み，様々な Bcs1発現プラスミド

を作製した。作製したプラスミドを Δbcs1 に導入し，ウラシルを除いた発酵培地を用い

て形質転換体を得た。これを，ウラシルを除いた非発酵培地で培養し，増殖を評価した。 

 

Bcs1 は 3つの領域で構成されており，1-44 番目の残基が膜間部領域，45-68番目の残

基が膜貫通領域，69-456番目の残基がマトリクス領域である（図 6）（Fölsch et al., 1996）。

さらに，マトリクス領域は 69-126 番目の残基がミトコンドリア局在化シグナル領域，

219-456 番目の残基が AAAドメインとして報告されている（図 6）（Fölsch et al., 1996）。

膜貫通領域以降のアミノ酸配列は，様々な生物種間で高い相同性を示す。一方，膜間部

にある N末端領域は生物種によって長さが異なり（図 6），Bcs1 の機能に関わる報告も

なかったことから，研究開始当初は特に重要な領域ではないと考えていた。また，一般

的な膜タンパク質は膜貫通領域があると精製が困難であることから，もし膜貫通領域を

含む N 末端領域が Bcs1 機能に必須でなければ，精製しやすい改変 Bcs1 を作製できる

と考えた。そこで，野生型 Bcs1 を発現する株（Bcs1WT），N 末端 2-40 番目の残基欠失

株（Δ2-40）及び 2-65 番目の残基欠失株（Δ2-65）を作製したところ，呼吸活性実験に

おいて，いずれの株も発酵培地で増殖を示したが，Δ2-40 と Δ2-65 は非発酵培地で増殖

不全を示した（図 14）。 
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図 14 呼吸活性実験 

1.0×10
-3

 OD600 unit/5 μLになるよう滅菌蒸留水で希釈した培養液を1.0×10
-6

 OD600 unit/5 

μLまで 10倍ずつ段階希釈し，5 μLずつ寒天培地上にスポットした。培養は 30°Cで 2-4

日間行った。 

 

次に，whole cell lysateと単離したミトコンドリア lysateを用いてSDS-PAGEし，Western 

blottingで Bcs1 を検出した結果，Δ2-40 は whole cell lysate とミトコンドリア lysate のい

ずれにおいても検出されたが，Δ2-65は whole cell lysateでのみ検出された（図 15）。こ

の結果から，ミトコンドリアへの局在化には膜貫通領域が必要であることが示唆された。 

 

 

図 15 各株における各タンパク質の発現 

Bcs1WT，Δ2-40，Δ2-65及び Δbcs1 のWhole cell lysateとミトコンドリア lysate を 12%

アクリルアミドゲルで SDS-PAGEした。検出には，（上）抗 Bcs1 抗体と（下）抗 Tom40

抗体を用いた。 
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次に，Bcs1自身の複合体形成と成熟複合体Ⅲ形成への影響を検討するため，digitonin

で可溶化したミトコンドリアについて複合体の検出に有用である Blue Native-PAGE を

行った。検出にはそれぞれ，抗 Bcs1 抗体と抗 Cyt c1抗体を用いた。これまでの報告で，

Blue Native-PAGE において Bcs1WTでは「成熟複合体Ⅲ二量体＋複合体Ⅳ×2」，「成熟複

合体Ⅲ二量体＋複合体Ⅳ×1」及び「成熟複合体Ⅲ二量体」が検出され，Δbcs1 では「未

成熟複合体Ⅲ」とその二量体が検出されることが報告されている（図 5）（Conte et al., 

2011; Wagener et al., 2011）。Bcs1WT，Δbcs1及び Δ2-40から単離したミトコンドリアを用

いて検討したところ，Bcs1WTとΔ2-40ではBcs1自身の複合体形成に影響はなかったが，

Δbcs1 と Δ2-40からは未成熟複合体Ⅲが検出された（図 16, (A), (B)）。これらの変異は，

コントロールとして用いた外膜タンパク質 Tom40 複合体の形成には影響を及ぼさなか

った（図 16, (C)）。この結果から，N末端 2-40番目の残基は，Rip1 の未成熟複合体Ⅲへ

の会合という Bcs1 の機能に必須であると考えられた。 

 

 

 

図 16 各株のミトコンドリアにおける複合体形成 

1% digitonin bufferで溶出したミトコンドリア lysateを 3-12%グラジエントゲルで電気

泳動した。各複合体の検出には，(A) 抗 Bcs1 抗体，(B) 抗 Cyt c1抗体及び(C) 抗 Tom40

抗体を用いた。 

Ⅲ2+Ⅳ2: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×2，Ⅲ2+Ⅳ: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×1，

Ⅲ2: 成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ2: 未成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ: 未成熟複合体Ⅲ 
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次に，N 末端のどの配列が Bcs1 の機能に最低限必須であるかを明らかにするため，

種々の部分欠失変異型 Bcs1 を発現する株を作製した。その結果，いずれの変異株も発

酵培地で増殖を示した（図 17）。これに対し，非発酵培地では 2-30 番目の残基，2-10

番目の残基，11-20 番目の残基，21-30 番目の残基，31-34 番目の残基，35-37 番目の残

基及び 41-44番目の残基をそれぞれ欠失した Bcs1（Δ2-30, Δ2-10, Δ11-20, Δ21-30, Δ31-34, 

Δ35-37 及び Δ41-44）を発現する株は増殖を示したが，31-40番目の残基と 38-40番目の

残基を欠失した Bcs1（Δ31-40 と Δ38-40）を発現する株は増殖不全を示した（図 17）。

さらに，2-37番目の残基を欠失した Bcs1（Δ2-37）を発現する株と 2-38番目の残基を欠

失した Bcs1（Δ2-38）を発現する株を作製したところ，Δ2-38 のみ非発酵培地で増殖不

全を示した（図 17）。この結果から，Bcs1 の機能には 38 番目の残基以降，特に 38-40

番目の残基が必須であることが明らかになった。 

続いて，38-40番目の残基の単独欠失株を作製したところ，特に 38番目の残基を単独

欠失した Bcs1 を発現する株で最も増殖への影響が見られた（図 18）。 

 

 

図 17 呼吸活性実験 

(A) 発酵培地，(B) 非発酵培地 

それぞれの変異体の欠失領域を右側に模式的に示した。 

黒: 非発酵培地上で増殖する株（呼吸活性有り） 

赤: 非発酵培地上で増殖不全を示す株（呼吸活性無し） 

 



38 

 

 

図 18 呼吸活性実験 

1.0×10
-3

 OD600 unit/5 μLになるよう滅菌蒸留水で希釈した培養液を1.0×10
-6

 OD600 unit/5 

μLまで 10倍ずつ段階希釈し，3 μLずつ寒天培地上にスポットした。培養は 30°Cで 2-4

日間行った。 

 

そこで，Bcs1 の機能に必要な 38 番目の残基のアミノ酸の性質を明らかにするため，

この残基を様々なアミノ酸に置換した変異型 Bcs1 を発現する株を作製した。その結果，

いずれの変異株においても発酵培地上で増殖を示したが，非発酵培地で Bcs1WT と同様

の増殖を示したのは，バリン(V)，フェニルアラニン(F)，システイン(C)，メチオニン(M)，

アラニン(A)，グリシン(G)，トレオニン(T)，セリン(S)，トリプトファン(W)及びチロシ

ン(Y)に置換した変異株であった（図 19）。一方，プロリン(P)とヒスチジン(H)置換体は，

若干の増殖低下がみられた（図 19）。さらに，グルタミン酸(E)，グルタミン(Q)，アス

パラギン(N)，及びアルギニン(R)置換体は著しい増殖低下を示し，アスパラギン酸(D)

とリシン(K)置換体は完全な増殖不全を示した（図 19）。これはアミノ酸の疎水性を示す

hydropathy index と相関しており，疎水性が低くなるほど増殖不全を示す傾向にあるこ

とが分かった（表 11）。つまり，Bcs1 の機能には，38 番目の残基がある程度の疎水性

を持っていることが重要であると考えられた。 
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図 19 呼吸活性実験 

(上) 発酵培地，(下) 非発酵培地 

1.0×10
-3

 OD600 unit/5 μLになるよう滅菌蒸留水で希釈した培養液を1.0×10
-6

 OD600 unit/5 

μLまで 10倍ずつ段階希釈し，3 μLずつ寒天培地上にスポットした。培養は 30°Cで 2-4

日間行った。 
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表 11 各アミノ酸の疎水性と非発酵培地上の増殖 

アミノ酸  疎水性 増殖 

イソロイシン I 4.5 +++ 

バリン V 4.2 ++ 

ロイシン L 3.8 +++ 

フェニルアラニン F 2.8 ++ 

システイン C 2.5 ++ 

メチオニン M 1.9 ++ 

アラニン A 1.8 +++ 

グリシン G -0.4 +++ 

トレオニン T -0.7 +++ 

セリン S -0.8 ++ 

トリプトファン W -0.9 +++ 

チロシン Y -1.3 +++ 

プロリン P -1.6 + 

ヒスチジン H -3.2 + 

グルタミン酸 E -3.5 +/- 

グルタミン Q -3.5 +/- 

アスパラギン酸 D -3.5 - 

アスパラギン N -3.5 +/- 

リシン K -3.9 - 

アルギニン R -4.5 +/- 

疎水性の指標は，Hydropathy index を用いた（Kyte and Doolittle, 1982）。増殖の指標と

して野生型（Bcs1WT(L)）の増殖に対して，同等: +++，若干低下: ++，低下: +，著しい

低下: +/-，増殖不全: -とする。 
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次に，38 番目の残基近傍の構造的特徴を明らかにするため，二次構造を予測した。

その結果，36-47番目の残基において α-helix構造を形成していることが予測された（図

20）。この α-helix 構造が Bcs1 の機能に重要であるかを検討するため，この領域にプロ

リンを導入し，α-helix構造を破壊したところ，非発酵培地で増殖不全を示した（図 21）。

この結果から，この α-helix構造が Bcs1 の機能に必須であると考えられた。 

 

 

図 20 Bcs1 の二次構造予測 

膜間部領域近傍で α-helix を形成している領域を桃色で示した。 

H: α-helix，E: β-sheet（YASPINプログラム; http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/） 

 

 

 

図 21 呼吸活性実験 

1.0×10
-3

 OD600 unit/5 μLになるよう滅菌蒸留水で希釈した培養液を 1.0×10
-6

 OD600 unit/5 

μLまで 10倍ずつ段階希釈し，5 μLずつ寒天培地上にスポットした。培養は 30°Cで 2-4

日間行った。 
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7)-2 抗 Rip1 抗体の作製と特異性の確認 

 Rip1 は複合体Ⅲのサブユニットであり，Bcs1 の機能を解析する上で重要なタンパク

質である。Rip1の動態観察を行うため，抗 Rip1抗体を作製した。Rip1 は生合成過程で

プロセシングを受け，成熟 Rip1 は 33 番目の残基から C末端残基部分である。そこで，

その部分を発現するプラスミドを作製した。ベクタープラスミドは，発現タンパク質に

His-tagを付加する pET15b を用いた。タンパク質の発現は大腸菌で行い，タンパク質の

精製には Ni NTA agaroseを用い，imidazole を含む bufferで溶出した。これを抗原として

抗体作製受託サービス（MBL）に依頼し，ウサギ抗体を作製した。 

作製した抗 Rip1 抗体は，Rip1抗原，Bcs1WT と Rip1 欠失酵母株（Δrip1）の whole cell 

lysateを用いて特異性を確認した。二次抗体には，抗ウサギ HRP抗体を用いた。野生型

Rip1の予測される分子量は約 23.4 kDaであり，Rip1抗原（His-tagが付加しているため，

野生型 Rip1のサイズより上に検出される）（図 22, ＊）と Bcs1WTで検出されたが，Δrip1

では検出されなかった（図 22, 赤矢尻）。この結果から，本研究で作製した抗 Rip1 抗体

は実験に使用できることが確認できた。 

 

図 22 抗 Rip1 抗体確認 

＊: Rip1 抗原，赤矢尻: Rip1 
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7)-3 N末端変異株における各複合体形成の検討 

呼吸活性実験の結果，38 番目の残基が Bcs1 の機能に重要であることが示唆された。

そこで， Bcs1 複合体と成熟複合体Ⅲの複合体形成への影響を検討するため，38番目の

残基がロイシンである野生型 Bcs1（Bcs1WT），アラニン，アスパラギン酸またはアスパ

ラギンに置換した変異型 Bcs1 を発現する株（L38A，L38D及び L38N）と Δbcs1から単

離したミトコンドリアを digitonin で可溶化し，Blue Native-PAGE を行った。また，

SDS-PAGEで各タンパク質の発現を観察した。検討した変異型はそれぞれ非発酵培地上

において，L38Aは増殖，L38Dと L38Nは増殖不全を示す変異である。 

抗 Bcs1 抗体で検出した結果，いずれの変異型 Bcs1 においても，ほぼ同じサイズの複

合体が検出され，発現も Bcs1WTと同等であった（図 23, (A)）。このことから，N末端の

変異は，Bcs1複合体の形成や Bcs1 タンパク質の発現には，ほぼ影響を与えないと考え

られた。 

抗 Cyt c1抗体（複合体Ⅲ）で検出した結果，Bcs1WTと L38Aでは「成熟複合体Ⅲ二量

体＋複合体Ⅳ×2」，「成熟複合体Ⅲ二量体＋複合体Ⅳ×1」及び「成熟複合体Ⅲ二量体」と

考えられる 3種類の複合体が検出された（図 23, (B)上）。これに対し，非発酵培地で増

殖不全を示す L38D，L38N及び Δbcs1 では，「未成熟複合体Ⅲ」とその二量体が主に観

察された。いずれの変異型 Bcs1 でも，Cyt c1発現は Bcs1WTと同程度であった（図 23, (B)

下）。 

さらに，抗 Rip1抗体で検出した結果，Bcs1WTと L38Aで抗 Cyt c1抗体で観察された 3

つのバンドと同じサイズの複合体が検出されたが，L38D，L38N及び Δbcs1 ではバンド

は検出されなかった（図 23, (C)上）。SDS-PAGE で Rip1を検出したところ，複合体を形

成していない L38D，L38N及び Δbcs1 では Bcs1WTと比較して Rip1検出量の減少がみら

れたものの，検出には十分量発現していることが分かった（図 23, (C)下）。したがって，

非発酵培地上で増殖不全を示す L38Dと L38Nは，Rip1 を未成熟複合体Ⅲに会合するこ

とができないということが明らかとなった。 

ミトコンドリア外膜タンパク質である Tom40 をコントロールとして用いた。Tom40

の複合体形成と発現は，全ての Bcs1 変異株において不変であった（図 23, (D)）。 
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図 23 各株のミトコンドリアにおける複合体形成とタンパク質発現 

(上) Blue Native-PAGE，(下) SDS-PAGE 

Blue Native-PAGE では，1% digitonin buffer で溶出したミトコンドリア lysate を 3-12%

または 4-16%グラジエントゲルで電気泳動した。SDS-PAGEでは，全ミトコンドリアタ

ンパク質を対象に 12%アクリルアミドゲルを用いた。検出には，最下部に記したタンパ

ク質に対する抗体を用いた。 

Ⅲ2+Ⅳ2: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×2，Ⅲ2+Ⅳ: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×1，

Ⅲ2: 成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ2: 未成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ: 未成熟複合体Ⅲ 
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7)-4 N末端変異株における Rip1のミトコンドリア内局在の検討 

Blue Native-PAGE と SDS-PAGEの結果より，L38Dと L38Nには複合体Ⅲと未会合の

Rip1 が存在していることが明らかになった。そこで，未会合 Rip1 のミトコンドリア内

における局在を明らかにするため Proteinase K 消化実験を行った。Proteinase K 消化実

験の原理は，以下の通りである。ミトコンドリアを digitonin処理すると濃度依存的に外

側から順々に膜が溶解するため，同時に Proteinase K で処理すると，digitonin で溶解さ

れた画分に存在するタンパク質は消化される。また，1% Triton X-100（TX-100）で処理

すると内膜まですべて溶解するため，同時に Proteinase Kで処理すると，基本的に全て

タンパク質が消化される。つまり，各タンパク質が消化される条件にからミトコンドリ

ア内の局在を知ることができる。各局在の指標として，膜間部タンパク質は Cytochrome 

b2，マトリクスタンパク質は Tim44 を用いた。 

抗 Rip1 抗体で検出した結果，Bcs1WTと L38A では，Rip1 はいずれの処理においても

消化されず，Proteinase K に対して耐性を示した（図 24, Rip1; Bcs1WTと L38A; 矢尻）。

これは，Bcs1 が正しく機能した場合，Rip1 は最終的に複合体Ⅲと複合体Ⅳの巨大複合

体に組みこまれるため，消化され難くなっていると考えられた。これに対して，L38D

と L38N では，Rip1 は低濃度の digitonin 存在下では消化されず，TX-100 処理したとき

にのみ消化された（図 24, Rip1; L38Dと L38N; 矢尻）。この結果から，L38Dと L38Nの

未会合 Rip1はマトリクスもしくはマトリクス側の内膜に局在すると考えられた。 

抗 Bcs1 抗体で検出した結果，Bcs1WTと L38A，L38D と L38N とで異なる分解産物が

観察された。Bcs1WTと L38A では，Cytochrome b2が消化される 0.05% digitonin 処理で

やや小さい分解産物が出現し（図 24, Bcs1; ＊），TX-100 処理で完全に消化される。こ

れは，0.05% digitonin 処理で外膜が溶解し，膜間部に位置する N 末端領域の一部が

Proteinase Kにより消化され，TX-100 処理でマトリクスに位置する AAAドメインを含

む C 末端領域まで消化されるためだと考えられる。これらの結果は，今まで報告され

ていた Bcs1 の配位と一致するものである。これに対して，L38Dと L38Nでは，Bcs1WT

と L38Aで検出された分解産物に加えて，さらに分子量の小さい分解産物（図 24, Bcs1; 

L38Dと L38N; ＊＊）が検出された。このことから，L38Dと L38Nの N末端領域では，

Bcs1WTや L38Aとは異なる部分で消化されていると考えられた。つまり，L38Dと L38N

の N 末端領域は，Bcs1WTや L38A のそれとは異なる構造をとっている可能性が示唆さ

れた。 
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図 24 Proteinase K 消化実験 

単離したミトコンドリアを 0, 0.05, 0.1% digitonin 及び 1% Triton X-100 で処理後，

Proteinase K による消化を行った。Cytochrome b2と Tim44 はそれぞれ膜間部タンパク質

とマトリクスタンパク質である。SDS-PAGE には 9%または 12%アクリルアミドゲルを

用いた。 

Rip1; 矢尻: Bcs1WTと L38Aは耐性を示し，L38Dと L38Nは消化された 

Bcs1; 矢尻: 全長タンパク質，星印（＊と＊＊）: 分解産物 
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7)-5 N末端領域における相互作用因子と変異による影響の検討 

Rip1の局在を調べる過程で，Bcs1 の膜間部領域は L38Dや L38N変異により野生型と

は異なる構造変化を引き起こしていることが予想され，この構造変化が Bcs1 の機能に

影響を与えているのではないかと考えた。膜間部の N 末端領域で何らかの因子と相互

作用している可能性を検討するため，化学架橋実験を行った。化学架橋剤は，DTSSP

を用いた。DTSSP は水溶性の二価性架橋剤であるため，生体膜を通過することは非常

に困難である。つまり，ミトコンドリア外膜は porin からなる透過孔があるため通過す

ることができるが，内膜は通過することができない（図 25, (A)）。したがって，DTSSP

による架橋反応は Bcs1 では膜間部の N 末端領域が架橋の作用点と予想される（図 25, 

(A)）。Bcs1WT，L38A，L38D及び L38Nから単離したミトコンドリアを DTSSPで処理後，

SDS-PAGEと Western blottingを行い，抗 Bcs1 抗体で検出した。SDS-PAGEを行う際は，

還元剤を含まない SDS sample buffer を使用した。これは，DTSSP が構造内にジスルフ

ィド結合を持ち，還元剤で容易に切断されるためである。また，架橋産物以外の要因を

取り除くため，DTSSP 処理と還元剤処理をしない Bcs1WTをネガティブコントロールと

した。その結果，主に３つの架橋産物が得られた（図 25, (B)）。特に赤で示す＊は Bcs1WT

と L38A，L38Dと L38Nで移動度が異なることから，相互作用様式が異なると考えられ

た（図 25, (B)）。 

 

 

図 25 DTSSP処理で生じた架橋産物 

(A) 化学架橋剤 DTSSPの構造と予想作用点（桃色） 

(B) 化学架橋実験結果，矢尻: Bcs1 モノマー, ＊: 架橋産物 
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7)-6 相互作用因子同定の試み 

化学架橋実験の結果から，Bcs1 は N 末端で何らかの相互作用因子と結合している可

能性が考えられた。この相互作用因子の同定は，Bcs1 の機能や Rip1 会合に関わるメカ

ニズムを明らかにする上で重要である。そこで，相互作用因子を同定するべく，C末端

に His-tagを付加した野生型 Bcs1を作製し，DTSSPで Bcs1の N末端と架橋される架橋

産物の精製を行った。精製では効率を上げるため，His-tag付 Bcs1 過剰発現株（Bcs1o.e.）

のミトコンドリアを使用した。架橋産物以外の要因を取り除くため，①DTSSP 処理

Bcs1o.e.，②DTSSP 処理 His-tag 付 Bcs1o.e.及び③DTSSP 非処理 His-tag 付 Bcs1o.e.の 3

つの条件に対して同じ精製処理を行った（表 12）。 

 

表 12 相互作用因子精製の検討条件 

検討条件 DTSSP 処理 His-tag 

① Bcs1 過剰発現株 + - 

② His-tag付 Bcs1 過剰発現株 + + 

③ His-tag付 Bcs1 過剰発現株 - + 

  

精製では His-tagと結合する Ni NTA agaroseを用いて His-tag付 Bcs1 をトラップし，

imidazole を含んだ bufferで溶出した。SDS-PAGEの際には，溶出サンプルに還元剤を含

んだ SDS sample buffer を添加した。還元剤により DTSSPのジスルフィド結合が還元さ

れ，リンカー部位が切断されるため，② DTSSP処理 His-tag付 Bcs1o.e.で特異的に検出

されるバンド（図 26, 矢尻）が Bcs1 との架橋産物であり，Bcs1の相互作用因子候補と

言える。図 26 の矢尻で示す②で観察されるバンドと，②で検出される非特異的なタン

パク質を取り除くため同じ位置の③の部分を切り出し質量分析のサンプルとした。質量

分析により②と③から得られたタンパク質を，表 13 に示した。②でのみ検出されるタ

ンパク質のうち，ミトコンドリアに局在が知られているタンパク質を候補タンパク質と

して表 14 にまとめた。この候補のうち，分子量等を考慮すると Atm1 が第一候補とし

て考えられた。Atm1 はミトコンドリア内膜に局在することが知られており，マトリク

スからサイトゾルへ鉄硫黄クラスターを移動させるトランスポーター機能を有してい

るといわれている（Kispal et al., 1997）。 

次に，Bcs1 と Atm1 が相互作用しているかを検討した。C 末端に c-myc-tag を付加し

た Atm1 を酵母で発現させ，ミトコンドリアを単離した。ミトコンドリアを DTSSP 処

理した後，抗 c-myc-tag 抗体を反応させ，Sepharose Aまたは Gにより免疫沈降した。こ

れに Bcs1が含まれるか，Western blottingで調べた。その結果，Bcs1 は検出されなかっ

た。今後，Atm1 については tag を変更する等，他の方法で検討するとともに，質量分

析で得られた Gut2，Nde1 及び Phb2 といったミトコンドリア内で局在や機能が知られ
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ている（Nijtmans et al., 2000; Grandier-Vazeille et al., 2001; Melo et al., 2001）別の候補に

ついて同様の操作を行うことによって，Bcs1 の相互作用因子を同定することが必要で

ある。 

 

 

図 26 架橋産物の精製（銀染色） 

①-③は表 12の条件と対応する。 

 

表 13 ②と③より検出されたタンパク質 

タンパク質名 分子量

（kDa） ② ③ 

Atm1 - 61.8 

Atp1 Atp1 48.3 

Cir2 Cir2 66.2 

Dld1 Dld1 64.0 

Dpl1 Dpl1 63.9 

Gut2 - 50.1 

- Fmp25 47.2 

Hsp60 Hsp60 60.7 

Ilv3 Ilv3 62.8 

Lcb1 Lcb1 62.2 
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Leu4 Leu4 68.4 

Mcp2 Mcp2 50.8 

- Mep2 53.4 

Mrh1 Mrh1 32.9 

- Mrs4 31.1 

Nca2 Nca2 70.8 

Nde1 - 48.0 

Ost1 Ost1 54.2 

Pcs60 Pcs60 49.0 

Pdi1 - 47.6 

- Pet9 22.0 

Phb2 - 34.4 

Pma2 - 67.2 

Put2 Put2 58.4 

Sac1 Sac1 62.1 

- Sec12 39.7 

Sdh1 Sdh1 64.1 

Stt3 Stt3 81.5 

- Vac8 33.7 

- Vtc4 67.8 

Yck2 Yck2 54.0 

- Yme1 53.5 

hypothetical protein 

FOSTERSO_2400 

(hypothetical protein) 

- 11.8 

 

表 14 候補タンパク質 

タンパク質名 ミトコンドリア内局在 機能 

Atm1 内膜 鉄硫黄クラスターの輸送 

Gut2 内膜 グリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼ 

Nde1 内膜 キノン酸化還元酵素（呼吸鎖複合体Ⅰ） 

Phb2 内膜 分子シャペロンなど様々な機能を有する 
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7)-7 膜電位形成能と複合体形成への影響 

ミトコンドリアは，呼吸活性により膜電位を形成する。その呼吸活性は，呼吸鎖複合

体の電子伝達で形成され，酵母であれば非発酵培地上の増殖で評価することができる。

Bcs1 を欠失した酵母は非発酵培地で増殖不全を示すことから，呼吸活性不全が引き起

こされていると推測され，この原因は Bcs1 の欠失による成熟複合体Ⅲ形成不全である

と考えられる。しかし，Bcs1 の欠失は複合体Ⅲにだけ影響するのだろうか？そこで，

Bcs1 が他の呼吸鎖複合体の機能や成熟にも関与するか否かを明らかにするため，膜電

位の測定により，複合体Ⅰと複合体Ⅴ（F1Fo ATPase）の膜電位形成能を調べた（図 27）。

検討には Bcs1WT，非発酵培地上で増殖不全を示す L38Dと Δbcs1 のミトコンドリアを用

いた。複合体Ⅱはプロトンの放出に関わらず，複合体Ⅳは最終的に複合体Ⅲと巨大複合

体を形成するため，今回の膜電位形成能の測定では活性を検討できない。 

 

 

図 27 膜電位形成能測定原理 

単離ミトコンドリアに NADH を添加すると，複合体Ⅰの活性によりプロトンが汲み

出され膜電位を形成する。つまり，NADHを添加すると複合体Ⅰの膜電位形成能を測定

できる。一方，ATP を添加すると，複合体Ⅴ（F1Fo ATPase）の活性により膜電位を形成

する（ATP 合成反応の逆反応）。つまり，ATP を添加すると複合体Ⅴの膜電位形成能を

測定できる。 

 

まず，ミトコンドリアに NADH を添加し，複合体Ⅰの膜電位形成能を測定したとこ

ろ，Bcs1WT，L38D 及び Δbcs1 のいずれの株においても膜電位が形成され，変異による

差は見られなかった（図 28, +NADH）。このことから，Bcs1 は複合体Ⅰの活性に影響を

及ぼさないと考えられた。続いて，ミトコンドリアに ATP を添加し，複合体Ⅴの膜電

位形成能を測定したところ，Bcs1WT のミトコンドリアで形成される膜電位に対して，

L38Dでは若干低下し，Δbcs1 では，ほぼ形成されなかった（図 28, +ATP）。このことか

ら，Bcs1は複合体Ⅴの形成や機能に関わる可能性が考えられた。 
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図 28 膜電位形成能 

各ミトコンドリアの膜電位は，Bcs1WTに対する相対値で示す。 

+NADH: 複合体Ⅰ活性，+ATP: 複合体Ⅴ（F1Fo ATPase）活性 

 

 次に，複合体Ⅴの複合体形成に対する影響を検討するため，ミトコンドリアを

digitonin で可溶化し，Blue Native-PAGEを行った。Bcs1 複合体と複合体Ⅲはこれまで検

討した結果と同じく，Bcs1 複合体形成には Bcs1の変異による影響がなく（図 29, (A)），

複合体Ⅲは Bcs1WTでは 3 つの各成熟段階の複合体Ⅲ（「成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ

×2」，「成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×1」，「成熟複合体Ⅲ二量体」）が検出され，L38D

と Δbcs1では「未成熟複合体Ⅲ」とその二量体が検出された（図 29, (B)）。複合体Ⅴは

最終的に二量体を形成するが（Everard-Gigot et al., 2005; Wagner et al., 2009），Bcs1WT，

L38D及び Δbcs1 のいずれの株においても，違いは見られなかった（図 29, (C)）。このこ

とから，Bcs1 は複合体Ⅴ形成には影響しないが，複合体Ⅴの機能に影響すると考えら

れた。複合体Ⅴの検出には，複合体Ⅴサブユニットである F1β に対する抗体を用いた。 
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図 29 各株のミトコンドリアにおける複合体形成 

1% digitonin bufferで溶出したミトコンドリア lysateを 3-12%グラジエントゲルで電気

泳動した。各複合体の検出には，(A) 抗 Bcs1 抗体，(B) 抗 Cyt c1抗体及び(C) 抗 F1β 抗

体を用いた。 

Ⅲ2+Ⅳ2: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×2，Ⅲ2+Ⅳ: 成熟複合体Ⅲ二量体+複合体Ⅳ×1，

Ⅲ2: 成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ2: 未成熟複合体Ⅲ二量体，p-Ⅲ: 未成熟複合体Ⅲ，Ⅴ2: 複

合体Ⅴ二量体，Ⅴ: 複合体Ⅴ単量体 
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7)-8 Rip1 のミトコンドリア内挙動の解析 

7)-8-1 Rip1会合経路仮説 

Δbcs1 では，野生株と比べて Rip1 の検出量が減少する（図 8）（Nobrega et al., 1992）。

このことから，Δbcs1 の未会合 Rip1 はプロテアーゼにより分解されていると考えられ

る。ミトコンドリア内には，主に 4つのタンパク質分解装置が存在する。内膜に局在す

る m-AAA プロテアーゼと i-AAA プロテアーゼ，マトリクスに局在する Lon と ClpXP

である（図 30）。m-AAA と i-AAA は内膜に局在し，プロテアーゼドメインをそれぞれ

マトリクス側と膜間部側に持ち，膜内在性や膜間部に局在するタンパク質を主な基質と

している（Leonhard et al., 1996）。マトリクスに局在するタンパク質は，Lonや ClpXP

によって分解される（Wagner et al., 1994; Rottgers et al., 2002）。特に Lonはミトコンドリ

アゲノムの保持やこれにコードされている呼吸鎖のサブユニットの品質管理に関与し

ていることが分かっている（van Dyck et al., 1998）。また，Lonプロテアーゼの基質候補

として Rip1が報告されていることから（Bayot et al., 2010），最も可能性の高いプロテア

ーゼである。しかし，Rip1 の会合経路によっては，他のプロテアーゼでも分解を受け

る可能性があると考えられる。 

そこで，Bcs1 と各プロテアーゼの二重欠失株を作製し，Bcs1 の欠失によって引き起

こる Rip1 の検出量の減少を解消する組合せを調べた。m-AAA または i-AAA によって

解消する場合，未会合 Rip1 は内膜付近（膜近傍のマトリクス，膜間部及び内膜）に局

在していることになり，Bcs1 は「内膜または近傍に局在する Rip1」を未成熟複合体Ⅲ

へ会合させると考えられる（図 30, ①）。これに対して，Lon または ClpXP によって解

消する場合，未会合 Rip1 はマトリクスに局在していることになり，Bcs1 は「マトリク

スに局在する Rip1」を未成熟複合体Ⅲへ会合させると考えられる（図 30, ②）。 

 

図 30 ミトコンドリア内プロテアーゼの局在と Rip1 会合経路仮説 
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7)-8-2 各変異株における Rip1検出量の比較 

 未会合 Rip1 の分解に関わるプロテアーゼを明らかにするため，次の 8 種のプロテア

ーゼ欠失株を作製した（i-AAA プロテアーゼ単独欠失株（Δyme1）と Bcs1 との二重欠

失株（Δyme1/ Δbcs1），m-AAAプロテアーゼ単独欠失株（Δyta12）と Bcs1との二重欠失

株（Δyta12/Δbcs1），Lon プロテアーゼ単独欠失株（Δpim1）と Bcs1 との二重欠失株

（Δpim1/Δbcs1），及び ClpXP プロテアーゼ単独欠失株（Δmcx1）と Bcs1 との二重欠失

株（Δmcx1/Δbcs1））（表 15）。これに野生株（WT）と Δbcs1 を加え，Western blottingを

行い，Rip1の量を比較した。 

 

表 15 作製したプロテアーゼ欠失株 

プロテアーゼ 局在 単独欠失株 Bcs1 との二重欠失株 

i-AAA 内膜 Δyme1 Δyme1/Δbcs1 

m-AAA 内膜 Δyta12 Δyta12/Δbcs1 

Lon  マトリクス Δpim1 Δpim1/Δbcs1 

ClpXP マトリクス Δmcx1 Δmcx1/Δbcs1 

 

 抗 Rip1抗体で検出した結果，Rip1の検出量はWTに対して Δyme1，Δyta12及び Δmcx1

では，ほぼ変わらなかったが，Δpim1では減少がみられた（図 31, 表 16）。一方，Δbcs1

に対して Δyta12/Δbcs1 と Δmcx1/Δbcs1 では Rip1 の検出量は，ほぼ変わりなかったが，

Δyme1/Δbcs1では若干増加が見られ，特筆すべきは Δpim1 /Δbcs1 では著しく増加してお

り，WT とほぼ変わらない量にまで回復していた（図 31, 表 16）。したがって，未会合

Rip1は主に Lonプロテアーゼによって分解を受けている可能性が高いことが分かった。

Rip1 検出量のWT に対する量比を，表 16に示した。内部標準として外膜タンパク質で

ある Tom40 を用いた。各株の Tom40 量は，ほぼ差が見られなかった。 

 

図 31 WT と各欠失株の Rip 量 
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表 16 Rip1 量の比較 

株 WT Δyme1 Δyta12 Δpim1 Δmcx1 Δbcs1 
Δyme1

/Δbcs1 

Δyta12

/Δbcs1 

Δpim1 

/Δbcs1 

Δmcx1

/Δbcs1 

比 1 0.7 0.5 0.3 1.1 0.2 0.4 0.2 0.7 0.1 

WT の Rip1量に対する相対値で示す 

 

今回の検討で，Δpim1 で Rip1 の検出量が WT と比較して減少するという結果が得ら

れた。この結果は，Bayot らの報告にある Δpim1 で Rip1 が蓄積するという結果とは異

なる（図 10）（Bayot et al., 2010）。この違いの原因として，使用している親株が異なる

等様々な理由が考えられた。まず，今回の結果が間違いなく Lonプロテアーゼを欠失さ

せたことによるものであるかを確認するため，Δpim1 と Δpim1/Δbcs1 に野生型 Pim1 を

発現させた。その結果，それぞれ WT と Δbcs1 と同程度の Rip1 量を示した（図 32）。

このことから，Rip1 検出量の増減は，確かに Lon プロテアーゼの欠失によるものであ

ることが示された。Δpim1 における Rip1 量減少の原因として，Lon プロテアーゼの欠

失により，Rip1 の安定性に寄与するといわれている Mzm1 等に影響が出た可能性が考

えられた。 

 

 

図 32 Pim1発現による Rip1量のリカバリー 
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7)-8-3 Rip1 のミトコンドリア内局在の検討 

次に，WT，Δbcs1，Δpim1 及び Δpim1/Δbcs1のミトコンドリアを単離し，各欠失株で

の Rip1の膜局在について検討した。ミトコンドリアを 10 mM MOPS で懸濁し，ソニケ

ーション処理した後，超遠心を行うと不溶性画分（膜タンパク質や凝集体）と可溶性画

分（マトリクスタンパク質）に分離することができる（図 33）。また，1% Triton X-100

（TX-100）を添加して同様の操作を行うと，大部分の膜タンパク質は可溶化されるが，

凝集体は可溶化されずに沈殿する（図 33）。この性質を利用し，WT，Δbcs1，Δpim1 及

び Δpim1/Δbcs1 の Rip1のミトコンドリア内での局在について調べた。 

 

 

 

図 33 超遠心による不溶性画分と可溶性画分の分離 
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図 34 各株の Rip1の膜局在 

N: Non-treatment（無処理），P: Pellet（沈殿），S: Supernatant（上清），TX-100: 1% Trioton 

X-100，p-Rip1: precursor Rip1（Rip1前駆体），m-Rip1: mature Rip1（Rip1成熟体） 

 

Rip1を検出すると，二つのサイズの異なるバンドが観察された。これらはそれぞれ，

Rip1 前駆体（p-Rip1）とプロセシングされた後の Rip1 成熟体（m-Rip1）であると考え

られる（図 34）（Ljungdahl et al., 1989; Priest and Hajduk, 1996）。 

検討の結果，WT では Rip1 前駆体と Rip1 成熟体の両方のバンドが観察され，Δbcs1

では Rip1 成熟体のみ観察された。WT と Δbcs1 の Rip1 は，TX-100 処理なしで沈殿，

TX-100 処理ありで上清に検出された（図 34, Rip1; WT と Δbcs1; 矢尻）。このことから，

WT と Δbcs1 の Rip1 は，Bcs1 非依存的に膜に局在していることが分かった。Δbcs1 で

Rip1 成熟体のみ観察される理由として以下の理由が考えられた。Rip1成熟体は，Mzm1

により凝集や分解から保護されることが分かっている（Cui et al., 2012）。つまり，Mzm1

に保護され分解を免れた Rip1 成熟体は何らかの機構により膜へ輸送されるが，Mzm1

の保護からあぶれた Rip1，特に Rip1 前駆体が優先的に分解されてしまうため，Δbcs1

で Rip1前駆体が観察されないと考えられた。 

Δpim1 と Δpim1/Δbcs1 のミトコンドリアでは，Rip1 前駆体の割合が多いが Rip1 成熟

体も観察された。Rip1 前駆体と成熟体は TX-100 処理なしで沈殿，TX-100 処理ありで

Rip1 前駆体は沈殿，Rip1成熟体は上清に検出される傾向にあった（図 34, Rip1; Δpim1

と Δpim1/Δbcs1; 矢尻）。このことから，Δpim1 と Δpim1/Δbcs1 において Rip1 前駆体は

凝集しており，Rip1 成熟体は膜に局在する傾向にあることが分かった。Rip1 前駆体が

凝集している理由として，Lon プロテアーゼは Rip1 の成熟に，直接または間接的に関

わると考えられた。 

実験のコントロールとしてミトコンドリア外膜タンパク質 Tom40 を用いた。Tom40

は膜タンパク質であるため，TX-100処理なしで沈殿に検出され，TX-100 処理ありで可

溶化され上清に検出された（図 34, Tom40）。 
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7)-8-4 RT-PCRによる Rip1 の mRNA量の測定 

 次に，Bcs1 や Lon プロテアーゼの欠失による Rip1検出量の増減が，転写段階での制

御によるものかどうかを検討するため，定量 RT-PCR により mRNA の測定を行った。

検討は，WT，Δbcs1，Δpim1 及び Δpim1/Δbcs1 について行った。その結果，いずれの株

においても Rip1 の mRNA量にほぼ差は見られなかった（図 35）。以上の結果から，Bcs1

機能不全株において Rip1 検出量の減少には転写レベルの制御は関係なく，主に Lon プ

ロテアーゼによる分解であることが分かった。 

 

 

図 35 RT-PCRによる Rip1 の mRNA測定 

縦軸は Actinの mRNAに対する Rip1の mRNAの量比である。 

 

 実験開始当初は，図 30 の①や②で示したような Rip1の会合経路をプロテアーゼの欠

失により検討できると予想していたが，Lon プロテアーゼの欠失により Rip1 前駆体が

凝集することや，Rip1が Bcs1 非依存的にマトリクス側の内膜に局在することが明らか

になったことから，Rip1 ミトコンドリア内の挙動は当初の仮説のような単純なもので

はないことが分かった。 
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8) 考察 

8)-1 Bcs1 の膜間部 N末端領域の構造的特徴 

Bcs1 は，真核生物の中で高度に保存されている AAA タンパク質であり，酵母 Bcs1

とヒト BCS1Lでは同一性と相同性がそれぞれ 50%と 84%である。その保存性の高い配

列は膜貫通領域以降の AAA ドメインを含むマトリクス側（C 末端領域）であり，それ

に対して膜間部に位置する N末端領域は生物種によって長さが異なり相同性も低い（図

7）。これまでマトリクスの AAAドメインが機能に重要であることは報告されてきたが

（Cruciat et al., 1999），膜間部の N末端領域は Bcs1 の機能との関係について言及されて

こなかった。ところが本研究において，膜間部の N末端領域も Bcs1 の機能に必須であ

ることが明らかになった。 

呼吸活性実験の結果から，酵母 Bcs1 の膜間部の N 末端領域 44 残基のうち，Bcs1 の

機能に必須な領域は，膜貫通領域の近傍の 3残基（38-40番目の残基）であり，特に 38

番目の残基がある程度の疎水性を有している必要があるという特徴が明らかになった

（図 17-19）。また，他生物種の配列と比較すると，この短い 3残基の配列は，他の生物

種においても比較的保存されていることが分かった（図 36）。二次構造予測から，この

38番目の残基を含むN末端領域は α-helix構造を形成していることが予測された（図 20）。

呼吸活性実験の結果，この N末端領域の α-helix構造が Bcs1 の機能に必要であることが

分かった（図 21）。また，他の生物種の Bcs1 についても二次構造予測を行ったところ，

α-helix 構造は他の生物種の Bcs1 ホモログでも，ほぼ同じ位置に保存されていることが

分かった（図 36）。多くの膜内在性タンパク質も膜貫通領域で α-helix構造を形成してお

り，α-helix 構造はチャネルの形成やタンパク質間の相互作用にも関わる構造である。架

橋実験の結果から，相互作用因子の存在が示唆されたことから，何らかの因子との相互

作用にこの α-helix が必要である可能性も考えられる。それを明らかにするためにも，

相互作用因子の同定は Bcs1 の機能解析に必須である。 

Bcs1 の膜間部の N 末端領域は生物種によって長さが異なり，これまでその必要性が

不明であったが，本研究から Bcs1 の機能に必須な残基や構造が，生物種間で保存され

ていることが明らかになった。この N 末端領域の長さは，高等生物になるほど短くな

っていることから，進化の過程で洗練され必須な残基だけが残ったのではないかと考え

られる。 
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図 36 Bcs1 ホモログの N末端側の配列と二次構造予測 

酵母 Bcs1の機能に必須だった配列を赤枠で示した。膜間部領域近傍で α-helix を形成

している領域は桃色で示した。 

H: α-helix，E: β-sheet（YASPINプログラム; http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/） 

 

また，38番目の残基以降の残基のうち，41-43 番目の残基をそれぞれアスパラギン酸

に置換した Bcs1（L41D, V42D及び G43D）を作製したところ，呼吸活性実験において

V42D が非発酵培地上で増殖不全を示した（未発表）。これらの結果をふまえ，非発酵

培地上で増殖を示す（Bcs1 機能あり），増殖不全を示す（Bcs1 機能欠損）変異を整理し

たところ一定の法則を示すことが分かった。α-helix を巻いたとき，膜貫通領域から数え

て 3 番目と 7 番目の位置に疎水性アミノ酸が同時に配置すると増殖を示し，3 番目と 7

番目のどちらかに親水性アミノ酸が配置すると増殖不全を示す傾向にある（図 37）。こ

のことから，Bcs1 の機能には，N末端の α-helix が両親媒性 helix を形成している必要が

あると予想される。一般的にタンパク質表面の疎水性残基は，タンパク質同士の相互作

用に働くことが多い。つまり，この疎水性アミノ酸の面が，化学架橋実験で示唆されて

いる相互作用因子等といった未知の因子との結合に重要であると考えられる。すなわち，

親水性アミノ酸に置換した場合，その法則が壊されることで疎水性アミノ酸の面が消失

するため，相互作用因子との結合にも影響が出たのではないかと考えられる。 
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図 37 Bcs1 の機能と helix のアミノ酸配置の関係 

(A) 非発酵培地上で増殖を示す変異型 Bcs1 

(B) 非発酵培地上で増殖不全を示す変異型 Bcs1 

青字: 膜貫通領域からの順番，赤丸: 疎水性アミノ酸（呼吸活性実験で増殖を示した

チロシン以上の疎水性を持つアミノ酸（表 11），Δ2-38 の場合は 7 番目に当たるメチオ

ニンは末端のため親水性を示す） 

 

8)-2 Bcs1 の膜間部 N末端領域の役割 

 Blue Native-PAGE の結果から，呼吸活性実験において非発酵培地上で増殖不全を示す

N 末端領域欠失 Bcs1 変異株や 38 番目の残基を親水性の高い残基に置換した変異株で，

成熟複合体Ⅲ形成不全が引き起こされることが明らかになった（図 16, 図 23）。また，
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Proteinase K 消化実験の結果から，未会合 Rip1はマトリクスもしくはマトリクス側の内

膜に局在していることが明らかになった（図 24）。つまり，Bcs1 の膜間部の N 末端領

域は膜を隔てて，マトリクス側から内膜の未成熟複合体Ⅲへの Rip1 の会合に何らかの

形で関わることが分かった。 

Proteinase K 消化実験の結果から，成熟複合体Ⅲ形成不全を示す変異型 Bcs1 の膜間部

N 末端領域は，野生型のものと異なる構造をとっている可能性が示唆された（図 24）。

また，化学架橋実験の結果から，これらの変異型 Bcs1 は野生型とは異なる相互作用因

子との結合様式を示すことが分かった（図 25）。Bcs1 単量体の分子量が約 51kDa であ

ることから，化学架橋実験で得られた架橋産物のサイズから Bcs1二量体（図 38, ＊1），

Bcs1 六量体（図 38, ＊3）であると推測される。また，移動度の異なる架橋産物（図 38, 

＊2）は，野生型 Bcs1 と変異型 Bcs1 とで，異なる相互作用因子と結合している可能性

も考えられるが，Proteinase K 消化実験の結果から，変異型 Bcs1 は野生型とは異なる構

造をとっている可能性が示されたことを考慮すると，構造が異なることにより結合位置

が変化し，結果として移動度に差が出たのではないかと考えられる。以上の結果から，

Bcs1が機能するために必要な膜間部N末端領域の構造や相互作用因子との結合様式は，

38 番目の残基により規定されていると考えられる。 

 

 

図 38 L38変異による相互作用様式の変化 

L38を高親水性残基に置換すると野生型と異なる N末端領域の構造を取り，相互作用

様式が変化する。X: 未知の相互作用因子 
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8)-3 Bcs1 複合体の構成 

 Blue Native-PAGE の結果，Bcs1複合体は約 660kDa として検出される（図 16, 図 23）。

一般的な AAAタンパク質は六量体を形成していることから，Bcs1 複合体も六量体を形

成していると考えると，計算上の分子量は約 300 kDa（Bcs1 単量体: 約 51kDa）となり

実際検出される Bcs1 複合体よりも小さい。この分子量の差については，以下のように

考えられる。Bcs1 複合体が Bcs1 のみで構成されている場合，Bcs1 複合体は六量体が二

つ結合している，もしくは十二量体を形成している可能性が考えられる（図 39）。また，

化学架橋実験で相互作用因子の存在が示唆されていることから，何らかの因子と複合体

を形成していることが予想される（図 39）。また，このサイズは 38 番目の残基を親水

性の高い残基に置換した変異型でも野生型と変わらないことから，N末端領域の変異は

Bcs1 自身の複合体形成に影響しないことが分かった。 

 

 

図 39 Bcs1 複合体の構成 

 Bcs1 複合体は分子量から，二つの Bcs1 六量体の結合体もしくは十二量体，または相

互作用因子との結合体であると考えられる。X: 未知の相互作用因子 
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8)-4 ミトコンドリア内 Rip1 の成熟と局在 

 Bcs1 を欠失した株では，野生株と比べて Rip1 のタンパク質量が減少している（図 8）

（Nobrega et al., 1992）。そこで，Bcs1とミトコンドリア内の各プロテアーゼとの二重欠

失株を作製し，どのプロテアーゼとの二重欠失で Bcs1 における Rip1検出量の減少が解

消されるか検討したところ，マトリクスに局在する Lonプロテアーゼとの二重欠失株で

解消されることが分かった（図 31, 表 16）。また，RT-PCRにより mRNA 量を測定した

ところ，検討した株間でほぼ変わらない値を示した（図 35）。これらの結果から，Bcs1

の機能不全で生じた未会合 Rip1 は Lon プロテアーゼにより分解されるため，検出量が

減少することが明らかになった。一方で，Lon プロテアーゼ単独欠失株で Rip1 量が減

少した（図 31, 表 16）。この株のミトコンドリアを単離し，Rip1の状態を検討したとこ

ろ，野生型と比較して Rip1 前駆体の割合が増加しており，これは Lon プロテアーゼと

Bcs1 の二重欠失株でも観察された（図 34）。この結果から，Lonプロテアーゼは直接ま

たは間接的に，Rip1 の成熟や安定性に関わると考えられる。マトリクスにおいて MPP

（Mitochondrial processing peptidase）が Rip1 前駆体のプロセシングに関わること（Isaya 

et al., 1991）や，Mzm1 が Rip1の成熟と凝集からの保護に関わること（Cui et al., 2012）

が分かっていることから，LonプロテアーゼがMPPやMzm1等の Rip1 の成熟に関わる

因子の発現や機能に関わっている可能性も考えられる。また，Lon プロテアーゼは，も

ともとミトコンドリアゲノムの保持やコードされている呼吸鎖のサブユニットの品質

管理に関与していることが報告されていることからも（van Dyck et al., 1998），この結果

は妥当であると考えられる。 

bcs1 欠失株の Rip1の局在を検討したところ，Proteinase K 消化実験の結果から，bcs1

欠失株で Rip1 は，マトリクスもしくはマトリクス側の内膜に局在していることが分か

った（図 24）。また，ミトコンドリアを不溶性画分，可溶性画分に分離したところ，野

生株と bcs1 欠失株のいずれにおいても，Rip1 は不溶性画分に検出され，界面活性剤処

理により可溶性画分で検出されるようになった（図 34）。このことから，Rip1 はマトリ

クス側の内膜に局在していると考えられる。これに加え，内膜プロテアーゼである

i-AAAと Bcs1 の二重欠失株で，bcs1 欠失株と比較して Rip1量が若干増加したことから

も（図 31, 表 16），Rip1 が内膜近傍に存在する可能性が高い。すなわち，Rip1 は Bcs1

非依存的にマトリクス側の内膜に局在している可能性が示唆される。 
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8)-5 Bcs1 の Rip1の未成熟複合体Ⅲへの組込みメカニズム仮説 

Bcs1 は，Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合に必須であることが様々な研究により明ら

かになっている（Cruciat et al., 1999; Nouet et al., 2009; Conte et al., 2011）。これまでの報

告で，Rip1は Bcs1 の C末端領域と結合し，その放出には ATP ase 活性が必要であるこ

とが分かっている（Wagener et al., 2011）。Wagener らは，Bcs1 が輸送担体として Rip1

を内部に取込み，未成熟複合体Ⅲへ輸送するとうい仮説を提唱している（Wagener et al., 

2011）。この説では，Bcs1 六量体の pore の直径は約 2.5-3 nmであり，フォールディング

したままの Rip1 が通過するには小さいため，Bcs1 が ATPase 活性を利用して pore を押

し広げるように自身を変形させることで，Rip1 が通過しやすい形を取るのではないか

といわれている（Wagener et al, 2011）。しかし，実際に Rip1が Bcs1 内部を通過するか

については，明らかになっていない。 

本研究により，Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合を助けるという Bcs1 の機能には，膜

間部の膜貫通領域近傍にあたる N 末端領域の短い 3 残基の配列が必須であり，そのう

ちの最初の残基が Rip1 のマトリクス側の内膜から内膜の未成熟複合体Ⅲへの会合と，

未知の相互作用因子との結合に重要である可能性が示唆された。また，Bcs1 複合体は

二つの六量体もしくは十二量体，または相互作用因子と結合して複合体を形成している

可能性が考えられた。これらをふまえ，Bcs1 の Rip1の未成熟複合体Ⅲへの組込みメカ

ニズムについて考察すると，以下の二通りが考えられる。 

一つ目は，Wagener らが提唱するように Bcs1 自身が輸送担体として Rip1をマトリク

ス側の内膜から内膜の未成熟複合体Ⅲへ輸送する場合である（図 40, (A)）。前述した

Wagener らの仮説のように Bcs1 が六量体を形成し，ATPase 活性でフォールディングし

たままの Rip1 が通過しやすいように自身を変形させる可能性も考えられるが，Blue 

Native-PAGEで検出される複合体のサイズを考慮すると，Bcs1が十二量体を形成してい

ると考えれば，フォールディングしたままの Rip1が Bcs1内を通過することも可能であ

ると予想される。 

二つ目は，Bcs1 以外の因子が輸送担体として Rip1 をマトリクス側の内膜から内膜の

未成熟複合体Ⅲへ輸送する場合である（図 40, (B)）。化学架橋実験より相互作用因子の

存在が示唆されていること，そして Bcs1 は Rip1が会合するまで未成熟複合体Ⅲと結合

しているという報告もあることから（Cruciat et al., 1999），Bcs1 が Rip1 の会合位置を確

保し，輸送担体を経由して内膜に輸送された Rip1 と入れ替わる可能性が考えられる。

この時に，ATPase 活性や N末端領域が必要であると予想される。 

Bcs1 の 38 番目の残基を親水性アミノ酸に置換したとき，Rip1 はマトリクス側から輸

送されなくなり，同時に N 末端領域は野生型と異なる構造をとり，相互作用因子との

結合様式も変化する。この膜間部側の変異が，膜を隔ててマトリクス側の ATPase 活性

に関与するとは考えにくいため，Bcs1 自身の ATPase 活性に影響はないとすると，この
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膜間部領域の変異によって引き起る Bcs1 の機能不全は，基質や相互作用因子との結合

不全が主な原因であると考えられる。 

 

 

図 40 Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合経路仮説 

X: 未知の相互作用因子 

 

8)-6 その他の Bcs1 の機能の可能性 

膜電位形成能実験の結果から，機能不全を示す変異型 Bcs1や Bcs1 の欠失により複合

体Ⅴ活性が低下することが明らかになった（図 28）。この時，Bcs1 の変異や欠失は複合

体Ⅴの複合体形成には影響しなかった（図 29）。また最近になり，Bcs1 の機能と複合体

Ⅴ活性の関係を示唆する研究が報告されている（Ostojić et al., 2013）。このことから，

Rip1 の未成熟複合体Ⅲへの会合以外にも，Bcs1 は複合体Ⅴの機能維持に関わる役割を

持っているのではないかと考えられる。 

 

 

 

 

 

 



68 

 

9) 結語 

 本研究において，これまで機能未知であった Bcs1の膜間部に位置する N末端領域が，

Bcs1 の機能に必須であることを明らかにした。特に膜貫通領域近傍の 38-40 番目の残基

が必須であり，このうち 38 番目の残基がある程度の疎水性を有する必要があることが

分かった。この 38 番目の残基を親水性アミノ酸に置換した場合，Bcs1複合体の形成に

影響しないが，成熟複合体Ⅲの形成不全を示した。この時の未会合 Rip1 は，マトリク

ス側に局在していることが分かった。さらに，この変異により膜間部 N 末端領域は野

生型と異なった構造をしていることが明らかになり，同時に相互作用因子との結合様式

が野生型と異なっている可能性が示唆された。加えて，Bcs1 は Rip1 の会合以外の機能

として，呼吸鎖複合体Ⅴの活性に関与している可能性が示唆された。 

 bcs1 欠失株における未会合 Rip1 の分解は，主にマトリクスに局在する Lonプロテア

ーゼによって行われることが分かった。また，Lon プロテアーゼは Rip1 の成熟に関わ

る可能性が示唆された。 

 

以下に，明らかにしたことを端的に示す。 

(1) Bcs1 の N末端領域は，呼吸活性に必須である。 

(2) Bcs1 の N末端領域は，Bcs1 自身の複合体形成には影響しない。 

(3) Bcs1 の N末端領域は，相互作用因子との結合に関与する。 

(4) Bcs1 の N末端領域は，Rip1の未成熟複合体Ⅲへの会合に重要である。 

(5) Rip1 は，Bcs1非依存的にマトリクス側の内膜に局在する。 

(6) Bcs1 は，複合体Ⅴの活性に関与する。 

(7) 未会合 Rip1は，主に Lonプロテアーゼにより分解される。 

(8) Lon プロテアーゼは，Rip1の成熟に関わる。 

 

これらの結果は，Bcs1の機能と Rip1のミトコンドリア内での挙動を理解するうえで，

重要な知見であると考えられる。 
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