
トランスジェニック植物およびオルガネラの遺伝子
発現

著者 東北大学遺伝生態研究センター
雑誌名 IGEシリーズ
巻 4
ページ 1-58
発行年 1989-03
URL http://hdl.handle.net/10097/49089



ロ6匿シリーズ4i**

トランスジェニック植物
および
オルガネラの遺伝子発現

/

lG∈

東北大学遺伝生態研究センター
Inst托ute of Ggletlc Ecology



I GEシリーズの発刊にあたって

地球上の環境は,今,かってない大きな問題に当

面しております｡世界各地で進行している生態系の

急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも

たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一

方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球

外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ

ります｡生態系の崩壊を防ぎ,より豊かな環境を創

造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ

ている時はありません｡

本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝

子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か

し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,新

たな人間環境の創造に貢献することを目指しており

ます｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際的

であり,多分野の研究者との相互交流と協力によっ

て,はじめて達成′されるものであります｡本研究セ

ンターでは,ワークショップによる研究者間の討論

と意見交換を重視するとともに,その成果をより多

くの方々にご利用いただく出版活動にとり組んでお

り　ます｡こ　こに発刊しますIGE(Institute of

Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力



の一環であります｡

本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ

ており_ますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ

ろうと考えております｡すなわち, (i)特定のテー

マ,又はトピックについての解明に関するもの(*

印を付します), (ii)特定のテーマ又はトピックに

関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの

(**印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的

交流,対話を試みるもの(***印)であります｡

このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し

でも立つことを願って,発刊の辞とします｡

1989年3月

東北大学遺伝生態研究センター
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ワークショップのねらい

亀　谷　寿　昭

近年,著しく発展してきたバイオテクノロジーによって,これまでの自

然界にはない,新しい遺伝子組成からなる植物が続々と作出されつつある｡

これらの植物は実用的利用のみならず遺伝子発現とその安定性,自然界に

おける行動などの遺伝,生態学的観点から,興味ある素材であると考えら

れる｡

本センターにおいても,上記研究課題の一環として形質転換植物の細胞

融合における遺伝子発現と安定性について研究している｡また,細胞融合

によっていくつかの体細胞雑種を育成してきたが,最近,キャベツの核と

大根の葉緑体を合せもつ体細胞雑種の育成に成功した｡この雑種の両親は

正常個体にもかかわらず,この雑種は細胞質雄性不稔であることが判明し

た｡現在,これらのミトコンドリアについて解析を進めている｡

本センターのこのような研究状況をふまえて,｢トランジェニック植物及

びオルがネラの遺伝子発現｣のワークショップを開催した｡本センターで

行なってきた細胞融合の研究の中で｢体細胞雑種の選抜｣は重要な課題で

ある｡これまで,種々の選抜法が試みられてきたが,生化学的突然変異体

を用いる方法は,選抜法だけでなく雑種同定のマーカーとして役立つ｡ト

ランスジェニック植物は,この分野においても,細胞融合の有用なマーカー

植物であると考えられるので,本ワークショップの一課題として, ｢トラン

スジェニック植物の作出と遺伝子発現｣をとりあげた｡

細胞融合は,両親の細胞質が融合時に混合するという点において,性的

東北大学遺伝生態研究センター
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交雑とは全く異なる｡これまでの葉緑体の動向についての大半の研究は,融

合後,葉緑体はランダムに分割し,最終的に稚種細胞内に残存するのは,親

細胞のどちらか一万の葉緑体であることを示している｡しかしながら,両

親由来のもの,-あるいは,ノ組換えを起しているという報告もある｡ミトコ

ンドリアの体細胞雑種における動向は,主に細胞質雄性不稔との関連で解

析されているが,これは細胞質雄性不稔がミトコンドリアDNAにコード

されていることが明らかになってきたからである｡これまでの研究によっ

て,両親由来の'ミトコンドリアが共存し,しかも,長期間保持されている

場令や,ミトコンドリアDNAの組換えが起っているという状況証拠が集

積してきている｡オルガネラのこのような行動については,不明の部分が

多いが,その構造と機能,遺伝子構造は次第に明らかになってきている｡本

ワークショップでは｢オルガネラの構造と機能,遺伝子構造｣をとり上げ

た｡

本センターの研究テーマ｢遺伝子組換え植物の遺伝子発現及びその安定

性｣は,分子一細胞一個体,の各レベルで追究されることが望ましい｡細

胞融合は各レベルの研究を連結し得る可能性をもっていると考えられる

が,手法上の問題が研究遂行の障害となる場合が非常に多い｡本ワーク

ショップでは,その点についても話題を提供していただいた｡



トランスジェニック植物の

作出法について

内　宮　博　文

トランスジェニック植物を作出する方法として, (1)アブロバクテリウ

ムーTiプラスミドを利用した方法, (2)直接, DNAを導入する方法の2

つがある｡以下,その具体的方法を示す｡

1.アグロバクテリウムーTiプラスミドを利用した方法

Tiプラスミドは自然界における遺伝子導入ベクターである｡土壌細菌で

あるアブロバクチリウム(A. tumefaciens)は,双子葉植物および一部の

単子葉植物に感染するとクラウンゴール(crowngall)と呼ばれる腫よう

を形成する｡この現象はこれまでの研究によりアグロバクチリ･ウムが保持

しているTiプラスミド(Tumourinducingplasmid)の一部分であるT-

DNA (TransferredDNA)領域が転移して植物のゲノムに組み込まれ,安

定に維持され,さらにT-DNA上にある遺伝子群が発現した結果であるこ

とが明らかにされた｡

T-DNA上にある遺伝子群は腰ようの形成には必要であるが, T-DNA

自体の転移･組み込みには必要でなく, T-DNAの両端にある25塩基対の

不完全な繰り返し配列(境界配列: border sequence)が必須の要素である｡

従ってこの境界配列の間に外来DNAを挿入すれば,植物のゲノムへ目的

とするDNAを組み込むことができる｡またT-DNA領域の転移にはTi

プラスミド上のVir (virulence)領域の遺伝子産物が必要である｡これら

の遺伝子は,トランス(trams)に作用するためバイナリーベクターとして

筑波大学生物学部
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の使用も可能である｡

Tiプラスミドは約20万塩基対にも及ぶ巨大な分子である｡このような

プラスミドに外来DNAを組み込む方法としては,あらかじめT-DNA領

域の一部を組み込んだ中間ベクターに外来DNAを挿入し,相同組換えに

よりTiプラスミドに目的の遺伝子を導入する方法がよく用いられる｡ま

たT-DNA境界配列を別のプラスミドに移して作成したベクター(binary

ベクターと呼ばれる)に挿入し,他のプラスミJJ (Vir領域をもつもの)と

共存させて, biTlaryベクター上の外来遺伝子を植物ゲノムへ転移する方法

もある｡いずれの方法も,腫よう形成に必須なT-DNA領域内の遺伝子を

取り除くことにより,植物個体の再生が可能である｡

実験　中間ベクターのアグロバクテリウムへの導入

ここではカナマイシン耐性の遺伝子をもつベクター(pNKlとする)の

導入法について触れる｡

大腸菌で増殖するベクターを,アグロバクテリウムに移すためには,バ

クテリアの接合によるプラスミドの転移を利用する｡ただしpBR322のよ

うなCoIEl由来のプラスミドは自ら転移することができないので,ヘル

パープラスミドと呼ばれるプラスミド(例えば, pGJ28とR64drall)によ

りアグロバクチリウムに移す｡

(準備するもの)

1.大腸菌C600株(中間ベクターpNKl:アンピシリン耐性, GJ23株

(ヘルパープラスミドpGJ28およびR64drall:テトラサイクリン耐

性)

2.アブロバクチリウム　C58CICmR (pTiB653)秩:クロラムフェ二

コ-/レ耐性

3. L-Brothプレ･一ト

4. 10mM硫酸マグネシウム(オートクレーブ滅菌)

く操作)

1.アブロバクテリウム,大腸菌(GJ23),大腸菌(中間ベクターpNKl
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を持つもの)をそれぞれ,選択可能な抗生物質を含む液体培地(L-

Broth)2mlで一晩振とう培養する｡アグロバクチリウムは, 28oC,大

腸菌は37oCで培養する｡

2. LIBroth (1.5%o Bactoagar)プレートに上記3種の培養液を100/Jl

ずつ播き, 28oCで一晩培養する｡

3.乾熱滅菌した試験管に10mM硫酸マグネシウムを1ml (1本), 0.9

ml(7本)用意する｡プレート面に生えたバクテリアの層(半面分)を

白金耳でかき集め10mM硫酸マグネシウム1mlに懸濁する(残り半

面は,追試の必要な際に用いるために保存する)｡

4.菌体懸濁液(硫酸マグネシウム溶液) 1ml(100とする)から100/Jl

をとり, 0.9mlの試験管に移す｡これがバクテリアの10~1希釈液とな

る｡ 10~1からさらに次の0.9mlの試験管1本に100JLlを移す(10-2希

釈溶液),順次100/Jlずつ移すことにより, 100-10-7までのバクテリ

アの希釈列ができる｡

5.抗生物質の入ったLBroth (1.5% BactoAgar)プレートを作製し

ておき,これに上記希釈列を100/Jlずつ播く｡バクテリアの希釈液と,

プレートの抗生物質の組み合わせは以上の通りである｡

プレート　　　　　　　　　希釈列　　　　　　培養温度

L-Broth (A, B)　　　100～10~4　　　　　　28oC

L-Broth (A)　　　　10~6--10~7　　　　　　28oC

L-Broth (B, C)　　　　10-7　　　　　　　37oC

アブロバクテリウムの耐性マーカー(クロラムフェニコ-/レ)をA,

大腸菌(中間ベクターpNKl:アンピシリン)の耐性マーカーをB,大

腸菌(GT23:テトラサイクリン)の耐性マーカーをCと略す｡

6.通常2-3日でコロニーが生ずる｡L-Broth (A,B)に生じたコロニー

は,組換え体アグロバクチリウムである｡同じ抗生物質入りの培地で

継代培養する｡ 2回程度植え継いだところで,一70oCに保存する(500/.

ブリセロール/L-Broth)0 LIBroth (A)に生じたコロニーは,アブロ

バクチリウムの総数を示している｡この数をもとに組換え体の生じた

頻度を求める｡ LBroth(B,C)に生じたコロニーは, 2系統の大腸菌
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が接合したものである｡これは組換え体アグロバクチリウムが得られ

なかった場合の考察に役立つ｡

(補足)

腫よう形成遺伝子を除去したTiプラスミド,例えばpGV3850を持つア

ブロバクテリウムを使用する際には, T-DNAとの相同組換えは不要であ

る｡その場合には, pKC7KNのようなベクターを使用する｡組換え体の選

抜は, pGV3850■のアンビシリン耐性とpKC7KNのカナマイシン耐性,ア

ブロバクテリウムのリファンピシン耐性を利用し本法に従って行う｡

実験　プロトプラストへの感染

(準備するもの)

1.酵素液(ろ過滅菌)セルラーゼオノズカR-10 1.4% (W/V),マセ

ロザィ.ムR-10　0.4% (W/V),0.4M　ショ糖

2.洗い液　塩化カルシウム　27.5g/1,MES 0.5% (W/V),pH5.6

3.培地A (K3培地+0.1mg/1 2.4D,1.0mg/1 NAA&0.2mg/1 6-

BAP)

(操作〉

(1)プロトプラストの単離

1.播種後2ケ月ほどの無菌培養したタバコの葉を2mm巾に切る｡

2.酵素液5ml(¢6cmのシャーレ)に葉片を入れる｡このとき葉の裏

側が酵素液に触れるようにする｡

3.暗所で12-16時間放置する｡

4.ミラクロスでろ過後,遠心管125-10mlぐらいずつ分注し洗い液1

mlを静かに上層し, 100g (800rpm)で5分間遠心する｡

5.酵素液と洗い液との間にプロトプラストの層ができるので,上層の

洗い液ごと新しい遠心管に移す｡

6.洗い液で洗浄をもう一度する｡

7.プロトプラスト1×105/mlになるように培地(ショ糖は0.4M)を加



トランスジェニック植物の作出法に/｣いて　　7

え培養する｡

(2)感染および除菌操作･形質転換の選択

1.プロトプラストは2日暗所で静置する｡

2.一晩培養したアグロバクチリウム懸濁液を1mlエツペンドルフ

チューブ(1.5ml)に分注し, 5,000rpm,3分間遠心する｡

3.上清を除き, 0.9%塩化ナトリウムを1ml加えボルテックスで撹は

んし, 5,000rpmで3分間遠心する｡

4.上清を除き, 0.9%塩化ナトリウムを1ml加えボルテックスで撹は

んする

5.プロトプラスト(2日間培養したもの):アブロバクテリウムが1:

100になるように,アグロバクテリウム懸濁液を加え室温で静置する｡

6. 16-36時間後,遠心管に移し洗い液を1ml静かに上層し100%(800

rpm) 5分間遠心する｡

7.上清を除き,洗い液5mlで3回洗う｡

8.培地A(ショ糖　0.3M)を等量加えクラフオラン(Hoechst)を500

JLg/mlになるように加え,シャーレに移し明所に放置する｡

9. 2週間後,洗い液で2回洗い上清を除く｡細胞を培地~A (0.25M

ショ糖, 0.6%アガロース)にうめ培養する｡

10. 1週間後,アガロースごと0.2M　ショ糖液体培地A(カナマイシン

50JJg/mlを含む)に入れて暗所で振とうする(50-60rpm)｡

ll. 4週間後, Km耐性のコロニーをMSB (+Km50/Jg/ml)で分化さ

せる｡

実験リーフディスク法(ペチュニアの葉の切片の場合)

植物体に再生させる場合には,腫よう形成に関与する遺伝子を取り除い

たTiプラスミドを使用する｡

く準備するもの)

1. A. tumefaciens (pGV3850 : pKC7KN)

2. Petunia Hybryda γar. Mitchell
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3.タバコ懸濁培養細胞

4.コルクポーラー(¢6cm)

5. LB液体培地

6.植物培地B (ホルモンはベンジルアデニン1.0mg凡1-ナフタリン

酢酸0.1mg/1に変える)

(操作)

1.温室で育そたペチュニアの若い葉を滅菌する｡

2.コルクポーラーで葉を打ち抜き円盤状の葉の切片(リーフディスク)

をつくる｡

3. LB培地で, 28oC一晩培養したアグロバクテリウム懸濁液にディス

クの周辺部を十分に接触させる｡感染時間が長過ぎると菌の葉組織へ

の浸潤が過度に起こり葉の成長を阻害するので,通常は数分間処理す

る｡ー.

4.感染させたディスクは,紙上で余分な菌液を除いた後,フィーダープ

レート上に置く｡フィーダープレートとは,植物培地A20mlに1ml

のタバコ懸濁培養細胞をまき,その上に紙(ワットマンNo.1相当品)

をのせたものである｡

5. 25oC, 8時間暗黒, 16時間光条件下で2日間培養後,培地B(カナマ

イシン50/Jg/mlおよびクラフオラン500ノJg/mlを含む)に移して前

述の条件下で培養する｡

6. 1-2週間で,ディスクは膨潤し周辺部からカルスを形成し, 2-4週

間で茎葉が分化してくる｡

7.茎葉を切り取り,ホルモンを除いた培地Bに移し根を誘導する｡

8. 2-3週間で発根が見られ,鉢に移植し植物個体を再生する｡

2.直接導入法

実験　タバコ葉肉プロトプラストへのDNA導入(PEG法)

(準備するもの)

酵素液:1.4%　セルラーゼオノズカ　R-10
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0.4%　マセムザイム　R-10

(以下を0.4Mショ糖を含むK3培地に溶かす)

K3培地(表1)

F溶液(表2)

PEG溶液:40%　PEG(ポリエチレングリコール)

6,000 (F溶液に溶かす)

ウシ胸腺DNA溶液(1mg/ml水溶液)

(操作)

1.無菌培養したタバコ(Nicotiana tabacum cvPetitHavanaSRl)の

葉をカミソリで2-3mm程度の切片にする｡

2.シャーレ(¢6cm)に,酵素液を6ml入れ葉の切片を浸漬する｡

3.約16時間後,軽くシャーレを振り,プロトプラストの分離を促進す

る｡

4.ミラクロスを通して細胞残さを除く｡

5.遠心(100×g,5分)｡

6.酵素液の表面に浮揚した緑色のプロトプラスト層をパ宋ツールピ

ペットで集め,新しいK3培地(0.4Mショ糖)を5ml加える｡

7.遠心(100×g,5分)を繰り返す｡

8.プロトプラスト(106濃度)/ml,DNA溶液(カナマイシン耐性の選択

マーカーをもつプラスミド10jLl (-10FLgDNA),ウシ胸腺DNA溶

液50JLl (50FEgDNA)をプラスチックシャーレ上で混合する0

9. 5分後, 0.5mlのPEG溶液をゆっくり加える｡

10.室温で30分放置する(時おりゆっくり撹はんする)0

ll. F溶液を2mlずつ, 5分おきに4回加える｡

12.遠心(100×g,5分)し,上清をパスツールピペットで除く.

13. 5mlのK培地(0.35Mショ糖)をゆっぐり加える｡_

14.細胞数が2×105/mlになるように調整し,暗黒下で培養する｡

15. 1週間後, 2.5mlのK3培地(1.25M　ショ糖),ベンジルアデニン

(0.5mg/1)および,硫酸カナマイシンを(75/Jg/ml)になるように加
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え,光条件下(3,000ルックス)で培養する｡

16. 2週間後,等量のF溶液を加え,遠心(100×g,5分)し,細胞を集

める｡

表l K3培地の組成表

1)主要成分

KNO｡

NH4NO}

(NH4)2SO4

濃度(mg/I)

2.500

250

134

MgSO｡ ･ 7H20　　　　　　　　　250

NaH2PO｡　　　　　　　　　　　150

CaC12 ･ 2H20

2)微量成分

H3BO3

KI

MgSO｡ ･ 4H20

ZnSO4 ･ 7H20

CuSO｡ ･ 5H20

Na2MoO4 ･ 2H20

CoC12 ･ 6H20

5　　　　　5

5　　　　　　　　　2　5　2

3)鉄分

Na2 ･ EDTA　　　　　　　　　　　37.3

FeC13 ･ 6H20　　　　　　　　　　　27.8

4)　ビタミン･有機物

myo一イノシトール　　　　　　　100

ピリドキシン･塩酸　　　　　　　　1.0

チアミン･塩酸　　　　　　　　　10.0

ニコチン酸　　　　　　　　　　　　1.0

5)　ホルモン

2.4D 0.1

ナフタリン酢酸(NAA)　　　　1,0

ベンジルアデニン　　　　　　　　　　　0.2

6)その他

キシロース　　　　　　　　　　　　　　250

CaHPO4 ･ 2H20　　　　　　　　　66.3

a)糖濃度は本文に記す｡ pHを5.6に調整する｡
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表2. F溶滅

成分 僞ｩ7ｆﾖr�ﾂ��

CaCl2.2H20 ��ゅB�

NaCl 唐���

KCl ���3r�

Na2HPO4.2H20 ����#R�

グルコースモノハイドレイ卜 �����

Na2HPO｡･2H20は, 100mlとして別に作

成する｡他の成分をすべて溶解してから加

える｡ pHは7.05とする｡

17.細胞を5mlのK3培地(0.25Mショ糖,ベンジルアデニン0.5mg/1,

硫酸カナマイシン75/Jg/ml)に移し,培養する｡このとき,ゆっくり

(50rpm)振とうするとよい｡

18. 1-2カ月後,カナマイシン耐性のカルスが得られる｡

実験　タバコ葉肉細胞プロトプラストへのDNA (エレクトロ

ポーレーション法)

(計画)

2,3カ月前1.タバコ無菌実生苗の作成

1日目　　　2.酵素処理

2日目　　　3.プロトプラストの単離

4.エレクトロボーレーション

5.プロトプラストの培養

2-3日目　　6.発現解析

(器具の準備)

1.シャーレ(ファルコン社)ガス滅菌したものはプロトプラストの培

養には不適｡

2. 10mlメスピペット

3.ピンセット
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4.メスまたはカミソリ

5.　ミラクロス

6.遠沈管

7.パスツ｢ルピペット

8.エツペンドルフチューブ

9. 1ce bath

10.エレクトロボーレ一夕-

11.血球測定板

(試薬の準備)

1. K3培地

標準的な調製方法を示す｡ホルモン濃度,あるいは糖濃度は,実験の

目的に応じて条件検討をすることが望ましい｡

1-1･ ､ろトック溶液の調製

トト1. ×10　主要成分液(1,000ml)

蒸留水　約900mlに以下の試薬を溶かす｡

KNO3

NH｡NO3

(NH｡)2SO｡

MgSO4 ･ 7H20

NaH2PO｡

CaCl2 ･ 2H20

25　g

2.5　g

1.34 g

2.5　g

1.5　g

9.0　g

試薬が完全に溶けたら, 1,000mlにする｡

1-1-2. ×100　微壷成分液(1,000ml)

蒸留水　約900mlに以下の試薬を溶かす｡

H3BO3

KI

MgSO｡ ･ 4H20

ZnSO｡ ･ 7H20

CuSO｡ ･ 5H20

300　mg

75　mg

1000 mg

200　mg

2.5mg
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Ma2MoO4 ･ 2H20

CoC12 ･ 6H20

25mg

2.5 mg

試薬が完全に溶けたら, 1,000mlにする

1-1-3. ×100　鉄分液(1,000ml)

蒸留水　約900mlに以下の試薬を溶かす｡

EDTA ･ Na2　　　　　　　　　　　37.3 mg

FeC12 ･ 6H20　　　　　　　　　　　27.8 mg

EDTAが完全に溶けてから, FeC12を加える｡試薬が完全に

溶けてから1,000mlにする｡

1-ト4. ×100　ビタミン類液(100ml)

蒸留水　約90mlに以下の試薬を溶かす｡

Pyridoxine-HCl 10 mg

Thiamine HCl 100 mg

Nicotic acid　　　　　　　　　　　　10 mg

試薬が完全に溶けたら, 100mlにする｡-20oCで保存する｡

1-2.培地の調製

1-2-1. 0.4M Sucrose K3培地の作成

以下のように溶液及び試薬を調製する｡

×10主要成分液

×100微量成分液

×100鉄分液

×100ビタミン類液

0.1 mg/ml NAA溶液

0.1mg/m1 2, 4-D溶液

0.1 mg/m1 6-BA溶液

Ⅹylose

CaHPO｡ ･ 2H20

100ml　調製

80 ml

lOml

l ml

1 llll

l llll

1 1111

100 /41

200 JL1

25 mg

7mg
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Sucrose　　　　　　　　　　　　　　14 g

m-lnositol 100 mg

o.1M HClあるいは0.1M NaOHでpH5.7に合わせ

る｡蒸留水を総壷100mlになるまで加えた後, 100ml容三角

フラスコに25mlずつ分注し,オートクレーブ(120oC, 15分)

する｡

ト2-2. 0.4M MannitoI K3培地の作成

以下のように溶液及び試薬を調製する｡

蒸留水

×10主要成分液

× 100微量成分液

×100鉄分液

×100ビタミン類液

100ml　調製

80 ml

lOml

1 1111

1 1111

1 nll

0.1 mg/ml NAA溶液　　　　　　　1 m1

0.1mg/m1 2, 4-D溶液　　　　　100〟1

0.1 mg/m1 6-BA溶液　　　　　　200/Jl

Ⅹylose

CaHPO｡ ･ 2H20

Mannitol

m-lnosotol

25 mg

7mg

7g

100 mg

0.1M HClあるいは0.1M NaOHでpH5.7に合わせる｡蒸

留水を総量100mlになるまで加えた後, 100ml容三角フラ

スコに25mlずつ分注し,オートクレーブ(120oC, 15分)す

る｡

2.酵素液

K3 medium (0.4M sucrose)　100　m1

1.4% cellulase R-10　　　　　　　1.4g
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0.4% macerozyme R-10　　　　　　0.4 g

室温で充分に撹はんし,酵素を溶かす｡ 8,000rpm lO分間遠心分離

し,不溶成分をのぞいてから上清をろ過滅菌する｡

3. MES buffer (to make 200ml)

蒸留水

MES

KCI

CaC12 ･ 2H20

Mannitol

pH5.7に調整する｡

蒸留水を加えて200mlにする｡

(操　作)

1.タバコ無菌実生苗の作成｡

開始

種子の滅菌

播種

棒ビンへ移植する

実生苗の育成

180　m1

21.3 mg

104.4 mg

117.6 mg

14.6g

タバコ(Nicotiana kZbacum)の種子をミ

ラクロスでつくった袋に包み,-こぼれな

いようにホチキスで止める｡ 1%次亜塩

素酸ナトリウム溶液に10分間つけた後,

無菌水で種子を洗う｡

6cmシャーレに0.8%寒天(MS等の培

地でもよい)を入れたものに播種する｡種

子は均等に散らばるようにする｡ふたを

し,パラフイルムでシールする｡人工光

下で培養する｡約1週間で発芽する｡

MSの無機栄養分を含む, 0.8%寒天培地

を入れた棒ビンを多数用_意する｡子葉が

開き,本葉が出始めた頃の実生苗を1個

体ずつ無菌的に棒ビンに移植する｡

2-3カ月,人工光下で培養を続ける｡
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終了

2.タバコ葉肉細胞の酵素処理

開始

酵素を室温に戻す｡諸素液

の分注

無菌実生苗の葉をきざむ

きざんだ葉を酵素液に浸す

酵素処理

冷凍庫で保存してあった酵素液を室温で

溶解する｡実験に必要な数のシャーレを

用意し,酵素液を6mlずつ分注する｡

無菌タバコ実生から色,形のよい健康的

な葉を選ぶ｡葉の中肋を取り除き,残り

の葉身を1mm幅程度に刻み込む｡刻み

が不十分だと,プロトプラストの収量が

低くなる｡

酵素液の入ったシャーレに葉を入れる｡

葉の表側を酵素液でぬらすようにしてか

ら,表側が上になるように葉を浸す｡

シャーレを空かんにいれ,室温(25oC)で

一晩放置する｡

終了

3.タバコ葉肉プロトプラストの単離

開始

プロトプラストを組織から　酵素処理したシャーレを5分間穏やかに

はがす

ミラクロスでこす

遠心分離

プロトプラストの回収

振とうする｡プロトプラストが遊離する｡

滅菌したミラクロスを用意する｡ 0.4M

sucroseを含むK3培地でミラクロスを

湿らす｡酵素処理した液をパスツールピ

ペットで取り,ろ過する｡

ろ液を遠沈管に移し, 100×g (1,000

rpm)で10分間遠心する｡

上層のプロトプラストをパスツールピ

ペットで新しい遠沈管に集める｡



プロトプラストの洗浄

遠心

プロトプラストの希釈

終ア

4.エレクトボーレーション

DNAを加える

水中で冷やす

プロトプラスト液の分注

装置の準備

Fire !

サンプルの水冷

培地の準備
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遠沈管に0.4M Manitolを含むMES

bufferを加え,静かに撹はんする｡

100×g (1,000rpm)で10分間遠心する｡

沈澱したプロトプラストにMES buffer

(0.4M Mannitol)を0.6× (必要な本数)

mlとなるように加える｡あるいは,

bufferを加えてから細胞密度を計算し,

適当な濃度になるように希釈する｡希釈

した後,パスツールピペットで静かに撹

はんする｡

遠沈管に入ったプロトプラスト液に

DNAを加える｡

DNAを加えたら直ちに水中に遠沈管を

入れる｡

1.5mlエツペンドルフチューブに0.6ml

ずつプロトプラスト懸濁液を入れる｡水

中に10分以上置く｡

ェレクトロボーレ一夕-を使用できるよ

うに組み立てる｡

プロトプラストとDNAの混合液をセル

に移し,目的に応じた条件でスイッチを

入れる(タバコ葉肉プロトプラストの場

合250, uF, 50-300V)｡サンプルをもと

のチューブに戻す｡

水中に10分間放置する｡_

K3培地(1.4MMannitol)を2.5mlずつ

シャーレに分注する｡
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遠心分離 サンプルの入ったチューブを100×g

(1,000rpm)で10分間遠心する｡

培地にプロトプラストを移　プロトプラスト(沈澱)を,培地で懸濁

す　　　　　　　　　　　　　しシャーレに移す｡シャーレをパラフイ

ルムでシールする.

プロトプラストの培養　　　シャーレを空かんに入れ,室温で間培養

する｡

終了

(注意する点)

◇各段階で,倒立顕微鏡でプロトプラストの状態をチェックすること｡収

量が低かったり,プロトプラストが壊れてしまったりしたときには,実

験の条件を検討し直すこと｡

◇細胞密度,および生存率を記録しておくとよい｡

実験　カナマイシンリン酸化酵素の検出

〈器具の準備〉

1.電気泳動装置

2.ワットマン　p81ペーパー

く試薬の準備〉

1.緩衝液A

グリセロール 10　%

Tris一塩酸(pH 6.8)　　　　　　62.5 mM

プロモフェノールブルー

SDS

B-メルカプトエタノールa

a)使用直前に加える｡

2.緩衝液B

Tris-リンゴ酸(pH7.1)

MgC12

50　〟g/〟1

0.1%

5　%

67mM

42 mM



塩化アンモニウム
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400 mM

3.ゲル原液

原液　　　　　　　　分離ゲル　　　スタッキングゲル

28.4%アクリルアミド-

1.6%メチレンビスアク

リルアミド

蒸留水

1 M Tris-塩酸

TEMED

10%硫酸アンモニウム

8m1　　　　　　　　0.5m1

4.28 m1　　　　　　　3.82 ml

(pH 8.8) 7.5ml　(pH6.8) 0.625m1

0.02 m1　　　　　　0.005 m1

0.2 m1　　　　　　　0.05 ml

計

4.泳動緩衝液

5mM Tris-(pH6.8)

5mM　グリシン

5. 10mM　リン酸緩衝液(pH7.5)

6.アガロース

7.硫酸カナマイシン

8. γ-32P-ATP (3,000J` Ci/mmol)

20m1　　　　　　　　　5 ml

(操　作)

(1日目)

1.形質転換細胞(10.-100mg)をエツペンドルフチューブに入れ,緩衝

液Aを50-100/`1加え,細胞を破砕する｡

2.遠心(8,000rpm,5分)し,上清10-20J`1を電気泳動する｡泳動は,

12%(pH8.8)の分離ゲルと3%のスタッキングゲルを用い(20mAで

2.5時間)泳動する(ミニゲルの場合)｡

3.泳動後,ゲルを緩衝液Bに30分浸漬する｡

4.ゲル状に潜解した1%アガロースを50oCに保ち,硫酸カナマイシン
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(1mg/ml),γ-32P-ATP(5/Jg-ml)を加え,アクリルアミドゲル上に

均等になるように広げる｡アガロースは固まるのが早いので,すばや

く操作を行う｡

5.その上に,~p81ペーパーをのせる｡さらにペーパータオルを2cmほ

どの高さにし, 1kg程度の重しをのせる｡

6. 2-3時間後, p81ペーパーを蒸留水(60oC)で1時間,リン酸緩衝

液(80oC)で1時間洗う｡

71 p81ペ一六0-をビニールで包み, X線フイルムに感光させるo

(2日目)

1. X線フイルムを現像する｡



ミトコンドリアの構造と機能(Ⅰ)

山　谷　知　行

はじめに

高等植物の緑色組織には,葉緑体とミトコンドリアの二つのエネルギー

獲得器官があり,それぞれ独自の遺伝情報と蛋白質合成系を備えている｡葉

緑体ゲノムに関しては,最近全塩基配列が決定されるなど,研究の進展は

著しい｡一万,ミトコンドリアゲノムでは,分子構造や遺伝子配列の一部

が明らかにされはじめた所であり,葉緑体ゲノムあるいは晴乳動物や酵母

のミトコンドリアゲノムの研究に比較して,著しく遅れているのが現状で

ある｡植物育種学の方面から,細胞質雄性不稔性とミトコンドリアゲノム

の構造変化との関連が示唆されており,制限酵素を用いた解析が進められ

ている1)｡

植物ミトコンドリアのゲノムサイズは220-2,400 kbと不均一な分子種

から構成されることが多く,かつ晴乳動物や酵母のそれと比較してはるか

に大きいことが知られている1)｡しかし,ミトコンドリア自身の持つ遺伝情

報はごく限られたものであり,ミトコンドリアを形成する蛋白質の95%以

上は核遺伝子支配を受けていることが真核生物では一般的に知られてい

る2,3)｡従って,核支配で合成された蛋白質がミトコンドリアの二重膜を通

過して,それぞれのコンパートメントで機能蛋白分子に返還される過程が

重要であり3),代謝的に完全で他のオルガネラの混入のな-いミトコンドリ

アが,これらの解析に要求される｡

東北大学農学部
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さて,高等植物のミトコンドリアの単離についての研究は,主としてカ

リフラワーやジャガイモ塊茎など非緑色組織を材料に用いて進められてき

たが,無傷で純度の高い標品の調製の難しさは折りにふれて解説され,ま

た改良法も示されてきた4).本ワークショップでは,構造と機能を研究する

上で最も重要な点と考えられる,代謝活性が高く他のオルガネラの混入の

少ないミトコンドリアの緑色組織からの単離法について紹介し,単離ミト

コンドリアを用いた2-3の研究例を示す｡

Ⅰ.緑色組織からのミトコンドリアの単離

1)ミトコンドリア単離方法の問題点と媒体

緑葉の細胞内小器官は,核,葉緑体,マイクロボディ,液胞, ER等の多

くの膜系など,ミトコンドリア以外にも数多くあり,中でも葉緑体及びそ

の破壊断片であるチラコイド膜がミトコンドリア単離の大きな障害になっ

ていた｡各細胞内小器官の分離には,動物組織等を例にショ精密度勾配遠

心法が用いられてきた｡しかし,ショ糖中におけるミトコンドリアの密度

は1.18-1.20g/cm3で,葉緑体の1.21-1.24やテラコイド膜の1.16-1.18

と非常に接近した密度を示し5),これらの混入がさけられなかった｡従っ

て,多くの研究には非緑色組織が用いられて来て,緑葉ミトコンドリアの

研究は極めておくれていた｡

1980年を境いに,緑葉から純粋に,短時間で,しかも代謝活性の高いミ

トコンドリアの単離法が開発された｡パーコールを媒体に用いた密度勾配

遠心法である｡パーコールは,シリカゾルをポリビニールピロリドンで被

覆したものでフアルマシア社から販売されており,低粘度,低浸透性で無

毒である特徴をもっている｡以下に,緑葉からのミトコンドリア単離例を

具体的に紹介する6)0

2)緑葉ミトコンドリアの抽出法

A.プロトプラストからの抽出法

プロトプラストは,穏やかに細胞を壊すことができるので,無傷のミト

コンドリアを収率良く得ることができる反面,量的に多く単離できにくい

点もある｡ホ-レンソ一葉プロトプラストを材料にしたNishimuraら7)の
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例では, 15.6%の収率でミトコンドリアを精製している｡彼らの抽出方法

を以下に示す｡

常法に従って得られた約4mgクロロフィル相当のプロトプラストを,

40mlの0.3Mマニトール, lmM EDTA, 0.1%　BSA (脂肪酸フリー),

0.6%ポリビニルポリピロリドンを含む10mM Mops-KOH緩衝液(pH

7.2)に懸濁する｡プロトプラストの破壊法を検討した結果, a)浸透圧法で

はミトコンドリアが液胞膜などに付着すること, b)注射針法(2-3度針

のついた注射筒を通す方法)ではミトコンドリア自身もかなり損傷をうけ

ることが判明し, C)テフロンホモジナイザ-で穏やかに10往復して破壊

する方法が最適であった｡C)で得られたプロトプラスト破壊抽出液を

1,000g10分の遠心をし,葉緑体･デンプン粒･未破壊プロトプラストなど

を除く｡この遠心上清を10,000g10分の遠心後,沈殿画分に粗ミトコンド

リアを得る｡この沈殿画分に, 1mlの0.3Mマニトール, 0･1% BSA (脂

肪酸フリー)を含む20mMHepes-KOH緩衝液(pH7.2)を加え,パスツー

ルピペットで極めて穏やかに吸ったり出したりして懸濁後,テフロンホモ

ジナイザ-で穏やかに均一にして,粗ミトコンドリア画分とする｡なお,汰

殿を懸濁する際に絵画用の小さいブラシでなでる方法もあるが･,-ブラシへ

の吸着がけっこう認められるので,パスツールピペットの方をすすめる｡こ

の粗ミトコンドリア画分には,テラコイド膜断片や他の膜,パーオキシゾ-

ム等他の小器官由来の混入がかなり認められる｡

B.全案からの抽出法

プロトプラストを得る操作を行わず,機械的に組織を破壊するため,高

収率での単離は望めないが,短時間で抽出できることとプロトプラスト作

成過程における細胞やミFコンドリアの変化を考慮しなくても良い利点が

ある｡ホ-レンソ一葉,トウモロコシ茎葉,エンドウ茎葉,ダイズ葉など

が材料として用いられ,報告されてきた｡ここでは,方法は類似している

ので,トウモロコシ茎葉の例を示す8)0

操作はすべて4oCで行う｡発芽5日目のトウモロコシ茎葉約50gに, 5

倍壷の0.4Mマニトール, 1mM EDTA, 0.1% BSA, 0･60/.ポリビニルポ

リピロリドンを含む0.1MHepes-KOH緩衝液(pH7.5)を加え,シャ-
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レ中で鋭利なカミソリで約3分間切りきざむ｡その後乳鉢に移してさらに

磨砕し,抽出液を4層のガーゼで減退する｡源液をAの場合と同様に1,000

g10分と10,000g10分の遠心を行ない,粗ミトコンドリア画分を得る｡乳

鉢磨砕の他に, -7-リングブレンダーやポリトロンで数秒間処理して組織

を磨砕してもよいが,乳鉢の方が再現性がいいようである｡なお,ポリビ

ニルポリピロリドンは,葉縁中のフェノール物質吸着剤として加えている｡

可溶性のポリビニルピロリドンは,後の操作で除去するのが困難になるこ

とから,不溶性の方が良い｡

3)粗ミトコンドリア画分からの精製

粗ミトコンドリア画分からは,パーコール不連続密度勾配遠心法を用い

て,ミトコンドリアを純化する｡パーコールの自己密度形成を利用した精

製法も報告されているが,ここではホ-レンソ一,エンドウ,トウモロコ

シなどに広く適用されている6-8)不連続密度勾配法を紹介する｡

パーコ二ルの不連続層は4層から成り,各層は0.25Mショ糖, 20mM

Mops (あるいはHepesトKOH緩衝液(pH7.2), 0.2% BSA (脂肪酸フ

リー)を含む｡ペックマンスウィングローターSW25-3 (SW27-1) k遠

心チューブ(または,これと同等のもの)に,最下層からA: 4m1600/. (Ⅴ/

v),B: 4m145% (Ⅴ/v),C: 4m128% (Ⅴ/v),D: 4m15% (Ⅴ/v)パーコー

ル溶液を,順次パスツールピペットで界面が乱れないように,遠心チュー

ブの内壁を伝わらせて重層する｡ 1mlの粗ミトコンドリアを最上層に重層

し, L2-65B (L5-75)超遠心機で, 30,000g (ボトム) 30分の超遠心を行な

う｡遠心終了後,フラクションコレクターで分画し,細胞内小器官のマー

カー酵素活性を測定し,精製ミトコンドリアを得る｡なお,この分画に際

しては,遠心チューブに細いガラス管を界面を乱さないように底まで入れ,

ペリスタポンプで最下層から吸引･分画すると便利である｡もちろん装置

があれば,プラクショネ一夕-で分画してもよい｡細胞内小器官のマ-か一

酵素には,フマラーゼ(ミトコンドリア),カタラーゼ(パーオキシゾ-ム),

NADPH-チトクロムC還元酵素(ER), NADH-チトクロムC還元酵素

(液胞膜),クロロフィル(テラコイド膜)を用いる｡ミトコンドリアのマー

カーに,チクロムC酸化酵素を利用している例を多く見るが,この酵素は



ミトコンドリアの構造と機能(Ⅰ)

5　　10　　15　　20

25

界面Ⅰ

界面Ⅲ

界面Ⅲ

界面Ⅳ

試料層

5%

28%

45%

60%

八〇)kI小1卜　　　(V).q･I_卜46(

2　　　　10　　　　00　　　　0

0

6

4

2

0

(●)qr†トロnd

(∫)蝶溢僧額
7-116エ≠IHdCrVN

(上)　　　画分番号　　　(下)

図1バーコール不連続密度勾配遠心法によるホウレンソウ葉プロトプラスト
からのミトコンドリアの単離9)

図左に,バーコールの不連続密度各層の模式図を示した｡図右は,密度勾

配遠心後の各オ)i,ガネラマーカー酵素の分布を示した｡マーカー酸素は,
フマラーゼ(ミトコンドリア),カタラーゼ(ベルオキシゾ-ム),クロロ

フィル(テラコイド膜), NADPH-チトクロムC還元酵素(ER)を用い

た｡酵素活性の単位は, 〟mol/分/各画分で示し,クロロフイ′レ壷はmg/

各画分で示した｡
*　文献6より抜粋

膜結合酵素であり,intactなミトコンドリアのマーカーには,マトリクスに

存在しているフマラーゼの方が良い｡また余談であるが,同様の見地から,

intactなパーオキシゾ-ムを精製する際は,カタラーゼき:りもヒドロキシ

ビルビン酸還元酵素の方がマーカーとしては優れている｡

さて,このパーコール不連続密度勾配遠心法では,図1に示したように

ミトコンドリアはBとCの界面に集まる｡テラコイド膜とパーオキシゾ-

ムはCとDの界面に,またERなどの膜はDと試料層の界面にそれぞれ

集まる｡図中,試料層に検出されている各マーカーの活性は,操作中に小

器官が壊れて可溶性画分に移ったものであり,また図1には示されていな

いが時々各小器官が凝集したと思われる活性が, AとBの界面に認められ

る場合もある｡この系を用いてミトコンドリアのみを対象とする場合は,ミ

トコンドリアの集まるBとCの界面付近に他のマーカー酵素活性が検出

できないことから,パスツールピペットで注意深くミトコンドリアをこの
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界面から回収しても良い｡なお,この画分からパーコールを除去するには,

粗ミトコンドリアの懸濁に使用した緩衝液で10-20倍にミトコンドリア

画分を希釈して, 10,000g10分の遠心を2回くりかえす｡これにより,ミ

トコンドリアは沈殿するがパーコールは上清に分散するので,パーコール

を除去できる｡この沈殿を少量の同じ緩衝液に懸濁し,精製ミトコンドリ

アとして他の実験に使用する｡

4)精製ミトコンドリアの無傷性と活性の検定法

パーコール遠心法で精製された緑葉ミトコンドリア画分への,他小器官

マーカー酵素活性が殆んど検出できないことから,純粋に単離されている

ことが判明した｡正確な純度の検定には,この画分の電顕観察が必要であ

ろう｡一万,単離されたミトコンドリアのintactnessの検定が,例えばペ

プチドや他の物質の輸送などを研究するにあたっては必要とされる｡この

検定法には, a)ミトコンドリア二重膜構造の完全性とb)ミトコンドリ

アの呼吸活性が用いられる｡

a)には,ミトコンドリア二重膜の外膜の完全性を調べる方法がある｡外

膜を通過できない基質を要求し,内膜との膜間層に局在する酵素活性を,高

張液中でミトコンドリアを破壊しない場合と低張液中で破壊した場合を比

較する酵素法である｡このマーカー酵素には,膜間層を向いて内膜に結合

しているコハク酸:チトクロムC還元酵素を用いて, 0.3Mショ糖添加と

無添加処理での活性を比較すると良いoこの方法により,ホ-レンソ-7)や

トウモロコシ基葉ミトコンドリア8)では, 90-95%完全に外膜が保たれて

いた｡

b)の呼吸活性は,クラーク型酸素電極法で簡単に測定できる｡ハンザ

テック社あるいはランクブラザーズ社(いずれも英国)から安価で販売さ

れている｡活性測定の反応溶液組成は, 0.3Mマニトール, 5mM MgC12,

10mM KCl,0.1% BSA (脂肪酸テリー),を含む10mMリン酸ナトリウ

ム緩衝液を基本とし,ミトコンドリア適量を加えて全量を1ないし2mlと

する｡種々の呼吸基質を検討することができる｡既知量のADPを加え,醍

化的リン酸化反応を酸素消費量で追跡することができる(図2)0

また,種々の呼吸阻害剤や他の薬剤の影響もこの方法で簡単に検討する
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図2　トウモロコシ茎葉から純化されたミトコンドリアによるリンゴ酸とコハ

ク酸の酸化

トウモロコシは明所(L),暗所(D)で生育させ,発芽5日Rの茎葉を材

料とした｡呼吸能はハンザテック社の酸素電枢を用い30oCで測定した｡

トレース上の数字は,酸素消費速度をnmo/02Kmin/〝gミトコンドリア

蛋白質で示したものである｡

文献8より抜粋

表1.バーコールあるいはショ精密度勾配遠心法で精製されたミトコ
ンドリアの呼吸活性の比較

.=L 

リンゴ酸 

座竺3)a' 滅$5&"r�lp/oぐー 棉7F�FS2"�JRCR" 

バーコール ′ヾ-コール l l′ヾ-コール �3#��2.7--2.9 ��紕ﾒﾓ"綯�238 �"紕ﾓ"綯�

445 迭���2.6 田�r�2.5 

438 唐縒�2.3 鉄#R�2.5 

シヨ糖 ��c2�8,5 ��纈�115 ��r紕�

a) ADP存在下の02吸収速度｡単位はnimoi 02/分/mg蛋白質o

b)呼吸調節比｡

C) state3での酸素消費量(ng原子)と加えたADP (モル)の比｡理論値

は,リンゴ酸3.0,コハコ酸2.00
*文献6より抜粋
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ことが可能である｡パーコール遠心法で精製された緑葉のミトコンドリア

は,リンゴ酸,コハク酸,クエン酸, α-ケトグルタル酸, NADH,グリシ

ン,グルタミン酸などを酸化できる7-9)｡また,ミトコンドリア当りの酸素

消費速度や呼吸調節比とも,非緑色組織から純化されたミトコンドリアと

同等あるいはそれ以上であり,分画遠心で得られた緑葉の粗ミトコンドリ

アに比較して格段に高い｡また,表1に示したように,シヨ糖密度勾配遠

心法で比較的クロロフィルの混入の少ないミ′トコンドリアに比較しても,

呼吸活性ははるかに高く, ADP/P比も理論値に近い値が得られている｡

5)問題点

以上述べて来たように.,パーコール不連続密度勾配遠心法は,比較的短

時間の間に,他の細胞内小器官の混入が極めて少なく,かつ代謝活性の高

い無傷ミトコンドリアを緑葉から単離できるすぐれた方法である｡しかし,

問題点もいくつか挙げられる｡最大の点は,機械的抽出法を用いる場合,材

料となる植物の生育時期によって得られるミトコンドリアの代謝活性が大

きく変動することである｡トウモロコシでは発芽5日目,エンドウでは発

芽8日目の茎葉を材料とした場合が最適で,葉齢が進むと単離は困難に

なってくる｡これは,組織の機械的強度の発達や単位組織当りのミトコン

ドリア数の減少が大きく影響を与えているようである｡プロトプラストを

出発材料にすると,この間題は解決できるが単離できるミトコンドリア崖

が限られてくる｡最初のステップでの組織の破壊,抽出法を更に検討する

必要があるものと思われる｡

6)緑葉ミトコンドリアを用いた研究例

トウモロコシ及びエンドウを用いた茎葉から単離されたミトコンドリア

を用いて,以下のような研究例を紹介した｡詳細については原報を参照｡

a)単離ミトコンドリアによるCA2十の輸送と光の影響8)｡

b)ミトコンドリアの酸化的リン酸化反応に及ぼす高濃度NH｡十の影

響9)｡

C)　ミトコンドリア内のNH了濃度10)0

d) NADH-グルタミン酸脱水素酵素のミトコンドリア内での局在と反

応平衡11)0



ミトコンドリアの構造と機能(I)　29

e)光呼吸窒素循環系におけるミトコンドリアの役割12･13)｡
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ミトコンドリアの構造と機能(ⅠⅠ)

輩白質の膜透過の分子機構

竹　田　真　敏

1)はじめに

すべての細胞は原核細胞と真核細胞に大別される｡細菌や藍藻類は前者

に属し,後者には酵母,カビ,原生動物,高等藻類のような単細胞生物を

はじめ,ほとんどすべての多細胞生物が含まれる｡膜系が発達している真

核細胞では,核をはじめ,ミトコンドリア,葉緑体,小胞体等の膜(生体

膜)で仕切られた細胞小器官(オルガネラ)が存在し,それらオルガネラ

は遺伝情報の複製･発現,呼吸･エネルギー生成,蛋白質の合成等,細胞

或は生物が生きていくために必要な機能を分担しあっている｡ ･-

ミトコンドリアは外膜と内膜の二重膜に包まれたオルガネラ(図1)で,

分子状酸素による物質の酸化(呼吸)で得られたエネノレギ-をATPに変換

する(酸化的リン酸化)ことを主要な役割としている｡ミトコンドリアは

4つのコンパートメント(外膜,膜間腔,内膜,.マトリックス)に分れ,そ

れぞれ,物質透過,エネルギーの収支,電子伝達･酸化的リン酸化,物質

酸化等,特有の機能を持ち,オルガネラを構成している｡言換えれば,各

コンパートメントには,それらの機能を発現するために特有の蛋白質(酵

莱)が存在している｡

ミトコンドリアのマトリックスには,固有のDNA,RNAがあり,それ

自身,遺伝情報の複製･転写･翻訳の独立した機能を持っている｡ミトコ

ンドリアDNAは環状構造をしており,ゲノムの大きさは,14-18kb(晒乳

山形大学医学部
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図1　ミトコンドリアの構造

文献1より一部改変｡

動物), 73-82kb (酵母), 200-2,500kb (高等植物)と生物種によって大き

く異なる｡しかし,ミトコンドリアDNAに含まれ遺伝情報は,いずれの生

物種でも,高々38-50種程度の蛋白質を翻訳しているに過ぎない(表1, 2)｡

したがって,ミトコンドリアを構成している残りの数百種類(重量にして

90%以上)に及ぶ蛋白質は,核の遺伝情報(DNA)によって支配されてい

る｡

核遺伝子の支配下にある蛋白質は,細胞質のリボソームで合成される｡そ

のため,これらの新しく合成された蛋白質が,ミトコンドリアのしかるべ

き場所に定着して機能を発現するには, (1)ミトコンドリア膜を識別して

内部へ進入する,(2)ミトコンドリアの4つのコンパートメントのいずれ

かに仕分けされる, (3)分子集合して機能蛋白質に変換される,という3

つの段階を経なければならない｡見方をかえれば,新しく合成された蛋白

質には,ミトコンドリアの膜を識別し内部へ進入して,各コンバートメン
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卜へ定着し,機能蛋白質に変換されるための情報が備わっていることにな

る｡

では一体,そのような情報はどのような形(構造)で備わり,どのよう

な仕組み(機構)で発現され,調節されているのだろうか?　これは,ミ

トコンドリアの構造と機能はもちろん,オルガネラの形成,進化さらには

細胞の情報伝達及び形成機構を研究する上で,克服すべき問題であり,現

代細胞生物学における最重要テーマの一つとなっているo細菌の分子遺伝

表1.ミトコンドリア遺伝子

遺伝子産物 ゲノムサイズ(kb) 倅�?ｹ:饂��酵母 俘)9���Z��

14-18 都2ﾓ�"�2()0-2500 

リボソームRNA 大サブユニット ��e2�21S �#e2�

小サブユニット ��%2�#"�15pS ���2�

5S �+ 偖ﾂ�

tRNA シンクロムC酸化酵素 サブユニットⅠ �25 ��rﾒﾓ2ｒ�

十 調�十~ー 

サブユニットⅠⅠ 偖ﾂ�+ 調�

サブユニットⅠⅠⅠ 調�+ 調�

アポシ卜クロムb F.Fo-ATP合成酵素 αサブユニット 調�ｲ�+ + 偖ﾂ���

サブユニット6 剪ｲ�

サブユニット8 偖ﾂ�b���+ 調�

サブユニット9 リポソーム結合蛋白質- VarⅠ/S5 �+ + 3 偖ﾂ���

S13 NADH還元酵素 サブ＼ユニット1-6 劍��7B�

RNAプロセッシング シ卜クロムb 剴��

シトクロム酸化酵素SuⅠ �(6) 尼�

URF �3 尼�
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表2.ミトコンドリアのもつ情報と機能

遺伝子 亢�Eﾂ�

蛋白質合成系 勇$��ﾇ%$��ﾄﾖ�GW&�6Rﾂ�蛋白質合成 

電子伝達系 �5H7X8h6ｨ6(6xﾈｸﾘy&�I(�WF2��遺伝情報の発現 シンクロムb,シンクロムC酸化酵素 侘Hｷ｢�

エネルギー雇生系 その他 亶�-��E�ﾘy�ﾈﾗ��h,ﾉhﾉ�ﾉZ｢�W9k��GW&bﾇ�6b�7h8�5�7�6ｅ3�ﾃ"��呼吸 ATP合成 物質酸化(脂肪酸) 遺伝情報の保持と 安定化 細胞質遺伝(母性遺伝) 雄性不稔 

学,遺伝子操作技術の進歩は,この難問を次第に克服しつつある｡私達は

酵母Fl-ATPaseを用いて,蛋白質のミトコンドリア膜の透過機構,さらに

機能蛋白質への変換機構を研究している｡本稿では,私達の研究を中心に,

周辺の研究も含めて,ミトコンドリア蛋白質の生成機構について述べる｡ま

た,私達のこれまでの研究経過は,いくつかの総説として出版されてい

るト4)｡

2)ミトコンドリアFl-ATPase

ミトコンドリアFl-ATPase(以下, Flと呼ぶ)はα,β,γ,6,6と分子

量の異なった5つのサブユニットからなり,いずれも核の遺伝子に支配さ

れている(例外として,高等植物のミトコンドリアでは, αサブユニット

だけがミトコンドリア遺伝子の支配を受けている)0 Flは内膜のマトリッ

クス側に局在し,生体膜成分であるF｡と複合体(FIF｡)を形成している(図

1の挿入図)｡ FOば,電子伝達系の働きで形成されたプロトン(H+)の輸送

路(チャネル)であり,このプロトンによる電気化学ポテンシャルを利用

して, FlによるATP合成(酸化的リン酸化)が行われる｡したがって, FI

FoはATP合成酵素,或はH+-ATPaseとも呼ばれ,生体のATPの大部

分はこの酵素によって産生される｡このようなFIF｡は,ミトコンドリア内

膜だけでなく,葉緑体チラコイド膜,細菌形質膜など,エネルギー転換生
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体膜に普遍的に存在する｡

FIF｡の触媒部位であるFlのうちでも,活性中心はα及びβサブユニッ

ト(以下, Flα及びFlβと略す)である｡私達はFlのミトコンドリアへの

膜透過及び分子集合機構を明らかにするため,酵母を用い,先ずFlα及び

Flβの構造遺伝子(ATP 1,ATP2)をクローニングし,その全構造を

決定した5･6)｡その結果,酵母のFlα及びFlβ前駆体は,それぞれ544, 511

アミノ酸残基から成ることがわかった｡遺伝子配列より求められたそれぞ

れのアミノ酸配列を図2a, bに示す｡これまで構造の明らかにされた葉緑

体は,大腸菌及びミトコンドリアのFlαおよびFlβのアミノ酸配列と比

較して,活性発現に関与しているアミノ酸をはじめ,構造が保存されてい

ることがわかる(それぞれ54-63%, 70%以上)｡但し,酵母のFlα及びFl

βには,それらのアミノ末端に余分なペプチド(延長ペプチド)がそれぞれ

36及び19残基付いていた｡これらの延長ペプチドは,核遺伝子に支配され

ているミトコンドリアFlα及びFlβに見られるが,大腸菌や核以外のオ

ルガネラ(ミトコンドリア及び葉緑体)の遺伝子に支配されているFla及

びFlβには見られない(図2a,b)0

これまで,酵母からと卜に至るまで50種以上のミトコンドリア蛋白質の

前駆体の構造が報告されている.シトクロムあのように,延長ペプチドが

80残基のアミノ酸から成るもの,外膜蛋白質やADP/ATPキャリアーの

ように前駆体と成熟体の分子量が同じものまで千差万別である｡しかし,そ

れらのアミノ末端付近の構造は2つのタイプに分けられる｡1つは,塩基性

アミノ酸(リジン,アルギ二ン)が多く,酸性アミノ酸(アスパラギン酸,

グルタミン酸)は見られない｡それに対して他方は,酸性アミノ酸に富ん

でいる｡ Flα及びFIPはじめ,多くのミトコンドリア蛋白質は,前者のグ

ループに属し, ADP/ATPキャリアーやポリン等は,後者のグループに属

する(図3)0
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(a) Flo

M-VTエRADEISNI IRERIEQYNREVKIVNTGTVLOVGDGrA

M--QLNSTEISELIKQRIAQFNVVSEAHNEGTIVSVS[×ニ∨工

MEFSPRAAELTTLLESRMINFYTNLKVDE IGRV>SVGDGI A

MLARTAAIRSLSRTL I NSTKAARPAAAALASTRRLASTKAOPTEVSS I LEERIKGVSDEANLNETGRVLAVG【Xi工人
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50

Fu HGLDEVMAGELVEFEEGT IGエALNLESNNVGVVLMGDGLL IQEGSSVKATGRIAQI PVSEAYLGRV INALAKPI

R I HGLADCPKX;EM工S LPGNRYA I ALN LERO SVGAVVMGPYADL AEGMKVKC TGR I LEVPVGRGL LGRVVNT LGAP I

RVYGLNEIQAGEMVEFASGVKGIALNLENENVG I>VFGSDTA n(EGDLVKRTGS IVDVPAGKAMLGRVVDALGVPI

RVFGLNQAEELVEFSSGVKg7飴"LEPGQVGIVLFGSDRLVKEGELVKRTGMVD>PVGPGLLGRVVDALq",冒工

DGRGEISASEFRLIESAAPGI ISRRSVYEPLQTGLIAIDSMIPIGRGQRELI IGDRQTGKTAVATDTILNくX)G()N-

DGKGPLDHDGFSAVE:A I APGVエEROSVDQP>OTGYKAVDSMエP I GRGQ{ELI IGORQTGJ<TALAIDAI INQRDS-

DGKGALSDHERRRVEVKAPGI I ERKSVHEPqTGLKAVDSLVPIGRGQRELⅠ IGDROTGKTAIAIDT I LNQKCMNR

DGKGPI DAASRSRAQVKAPGI LPRRSVHEPVQTGLKAVDALVPIGRGOREL Ⅰ IGDRQTGKTAVALDT rLNQKFMNN
200

-V1 - - - - Ⅰ -CVYVA IGQKASSVAOVVTTLQE-RGAMEYTエVVAETADSPATLQYLAPYTGAALAEYFMYRERHTLI

GI - - -K1 - -CIYVAIGQKAST工SNVVRKLEE-HGALANT IVVVATASESAALQYLARMPVALMGEYFRDRGEDALI

GTNESETLYCVYVAIGQKRSTVAQLVQl LSEA-NALEYSMLVAATASOPAPLQFLAPYSGCAMGEYFRDNGMHAL I

GSDESKKLYCVYVAVGQKRST2VgLVQTL -EQHDAMKYS 1 IVAATASEAAPLQYLAPFTAAS IGEWFRDNGJ(HAL I
300

I YDDPSKQA()AYRqMSLLLRRPPGREAYLGDVFYLHSRLLERAAKLSSS-L- - - -GE -一一- -GSMTALPI>ETQS

I YDDLSKQAVAYRQI SLLLRRPPGREAFPGDVFYLHSRLLERAARVNAEYVEAFTKGEVKGKTGSLTALPI I ETQA

I YDDLSKQAVAYRqMSLLLRRPPGREAFPGDVFYLHSRLLERAAKRS -D- - --QT- --I-G-AGSLTALPVIETQA

VYDDLSKASLAYRQLSLMLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKLS-E- - I - - 1K-E--G-SGSLTALPVIET(Xi
350

GDVSAY I PTNVI SITDGQIFLSADLFNSGZ RPA INVGI SVSRVGSAAQIKAMKQVAGJ(LKLELAQFAELEAFAQFA

GDVSAFVPTNVI SITDGqIFLETNLFNAGZ RPAVNPGI SVSRVGGAAOTY IMKMLSGGIRTALAQYRELAAFSqFA

GDVSAY IPTNVZ SIT【X∋QICLETELFYRGI RPAINVGLSVSRVGSAAQLKAMKQVCGSSlくLELAQYREVAAFAQFG

GDVSAY I PTNVZ S I T【)ら()IFLEAELFYKGI RPAINVGLSVSRVGSAAQVKALKQVAGSLKLFLAOYREVAAFAQFG

400

SDLDlくATQNQLARGQRLRELLKQSQSAPLTVEEQIMT IYTGTNGYLOSLEVGQVRKFLV∈LRTYLKTNKPOF-QE I

SOL DOATRlくQLDHGQKV T E L L KQKQYAPM SVA(X)S LVL F AAERGY LADVE LS K ∫ G SF EAAL LAYVORDHAPLMOE工

SDLDAATqALLNRGARLTEVPKQPQYEPLP工EKQIVVIYAAVNGFCDRMPLDRI SQYEKNI LST INPELLKSFLEK

SDLDAEKQTLVRGQRLTQLLKQ"QYSPLA'EEQSMIトAGV"GHSGWYELSR IGEFESSFLSYLKS"H"ELLTE I
500

I SSTKTFTEEAEALLKEAIQEqdDRF I LQEQA

NG-TGGYNDEIEGIくU(G- I L- -DSFKATQSIJ
′

GGLTNERKMEPDASLKESALNL

RE-KGELSKELLASLKSATE一一一一SFVATF

図2　F.α及びFlβ0)アミノ酸配列の比較｡

文献2より　一部改変｡

(a) Flα

1:タバコ(葉緑体), 2:大腸菌, 3:トウモロコシ(ミトコンドリア)

4:酵母(S.(.creL,isl'ae,ミトコンドリア)｡

(b) F.β

1:タバコ, 2:ホウレンソウ, 3･トウモロコシ(以1-.,葉緑林), 4:

ウシ(ミトコンドリア,延長ペプチド部分は未決定), 5:大腸菌, 6:

酵母(S.cereuisi-ae,ミトコンドリア)o

★:活性に必要なアミノ酸｡

○: 2価カナオン結合部位｡

■ DCCD結合部位｡

↓:プロテアーゼによる切断箇所0
-の部分は共通なアミノ酸配列領域を示す｡
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(い　Flβ

MR I NPTT SGSGVSTLEKKNPGRVVQI IGP>LDVAFPPGKNPMI YNAL∨∨- l lO

MR I NPTT SDPGVSTLEKKNLGR I AQI IGPVLNVAFPPGKMPN I YNAL I VK I - -

MRTNPTTSRPGI STIEEKSVGRIDOI IGPVLDITFPPGKLPYIYNALl>KS一一

SPSPKAGATTGRIVAVIGAVVDVOFDEGLPP- ILNALEV- - -Q

MATGK I VQVIGAVVDVEFl:て)DA>PR>YDALEV - - O

MVLPRLYTATSRAAFKAAKQSAPLLSTSWKRCMASAAOSTPITGKVTAVIGAIVDVHFEQSELPAILNALEエKTPQ
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50

GRDS>GQP 1 NVACEV(〕QLLGNNRVRA I AMSATEGLTRGMEV I DTGAPI SVPVGGATLGR I FNVLGEPVDNLGPVDT

GROTAGQPMNVTCEV()QLLGNNRVRAVAHSATDGLTRGHEVI DTGAPLSVPVGGPTLGFu FNVLGEPVDNLRPVDI

- RDTADKQ I NVTCEVQQLLGNNRVRAVAMSATEGLMRGMEV I DTGTPLSVPVGGATLGR IFNVLGEPI DNLGP>DT

GRETR- - - I-LVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEGLVRGQKVLDSGAPIRIPVGPETLGRIMNVエGEPエDERGPIKT

NGNER -一一一一LVLEVO()OLGGGIVRT IAMGSSDGLRRGLDVKDLEHPI EVPVGKATLGR I MNVLGEPvDHKGE I GE

GK=一一一一一一LVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEGLVRGEK>LDTGGPISVPVGRETLGRIエNVIGEPIDERGPIKS
l(X)

ST TSPZ HRSAPAF 10LDTKLSIFETGIE>VDLLAPYRRGGKIGLF'GGAGVGKTVLIMELINNIAKAHGGVS>FGGV

RTTSPIHRSAPAFTOLDTKSLlFFTGIK>VNLLAPYRRGGKIGLFGGAGVGKTVZ IMELINNIAKAHGGVSVFGGV

SATFPZHRSAP^F I ELDTKLSIFFTGtKVVDLLAPYRRGGKIGLFGGAGVGLTVLIMELINNIALAHGGVSVFGGV

KQFAA 1 HAEAPEFVEMSVEQE LLVTGDKVVDL LAPYAKGGK I GLFGGAGVGKTVF IMEL INN>AKAHGGY SVFAGV

EERlVAtHRAAPSYEELSNSQELLETGIK>IOLMCPFAKGGKVGLFGGAGVGKTVNM叫ELIRNIArEHSGYSVFAG>

KLRKPIHADPPSFAEOSTSAE I LETGTK>VDLLAPYARGGKIGLFGGAGVGKTVFIOELINNIAKAHGGFSVFTGV
150　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200

GERT REGNDLYMEMKE SGVI NEEN I AE SKVALVYGOMN∈PPGARMR>GLTALTMAEYFRO>NEQD>LLF I DNエFRF

GERTREGNDLYMEMKESGV I NEON I AE SKVAL>YGOMNEPPGARMRVGLTALTMAEYFROVNEQOVLLF I DN I FRF

GERTREGNDI YMEMJ(ESGVVNEKN I EE SLVALVYGQMNEPPGARMRVGLTALTMAEYFRDVNKQOVLLFエDNLFRF

GERTREGNDLYHEMI ESGV I NLKDAT - SlくVALVYGOMNQPPGARAR>ALTGLTVAEYFR【X)EGODVL LF I DNエFRF

GERTREGNDFYHEMTDSNV1 - -D-一一KVSLVYGqMNEPPGNRLRVALTGLTMAEKFRD-EGRDVLLFVDNIYRY

GERTREGNDLYREMKETGVINLIEG-ESKVALVFGqvINEPPGARARVALTGLTIAEYFRDEEGQDVLLFIDNrFRF
250

VQAGSEVSALLGRMPSAVGYOPTLSTEMGSLQERエTSTKEGS I T S IQAVYVPADOLTDPAPATTFAHLDATTVLSR

VQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLSTEMGSLQER I TSTKEGS I TSLQAVYVPADDLTDPAPATTFAH.LpATTVL SR

VOAGSEVSALLGRMPSAVGYOPTLSTEMGSLQER I TSTLLGS I TSLQAVYVPADDLTNPAPATTFAHLDATTVL SR

TQAGSEVSALLGR 1 PSAVGYQPTLATNMGThqER I TTTKIくGS I TSVQAIYVPADDLTDPAPAVTFAHLDATTVLSR

T LAGTE>SALLGRMPSA>GYQPTLAEEトGVLQER I TSTLTGS I TSVQAVYVPADDLTCIPSPAT TFAHLDATVVL SR

TQAGSE>SAL LGR I PSAVGYQPTLATDMGLLQER I T T TKKGSVTSVQAVYVPADDLTDPSPST SFAHLOAS SVL SR
300　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　350

GLAAKGI YPAvDPLDSTSTMLQPRIVGEEHYETAOR-VKQTLQRYKELQDHAILGLOELSEEDRLLVAPARKIER

GLAAKGI YPAVDPLDSTSTMLOPRIVGEEHYEエAQR-VKETLQRYKELQDI IAlLGLDELSEEDRLTVARAFulER

GLASKGI YPAVDPLDSTSTMLQPRIVGNEHYETAQR-VKETLQRYKELQOHAILGLO〔LSEEDRLTvARARJ( IER

AIAELGIYPAVDPLDSTGRIMNPNIVGSEHYD>AIRGVOKILQOYKSLODI IAZLGMDELSEEDKLT>SRARKIQR

QIASL.GIYPA>DPLDSTSROLDPLVVGOEHYDTA-RG>QSILQRYQELKDI IAILGHO∈LSEEDKLVVARARKIOR

GI SELGIYPA>DPLDSKSRLLD^AVVGQEHYDVASK-VQETLQTYKSLODHAILGトのELSEODKLTvERARKIQR

4(X)

F L SQPFFVAEVF TGSPGKYVGLAET I RGFQL Ⅰ LSGELDGLPEQAFYLVGNエDEATAKAHNLEME SNLKK

FLSQPFFVAEVFTGSPGKYVGLAETIRGFOLILSGEYDSLPEQAFYLVGNエDEATAKNOJLEMESKLKK

FLSQPFFVAEVFTGSPGKYVGLAETIRGFQLILSGEYDGLPEQAFYLVGNIDEASTKAINLEEESRLKK

F L S()PFOVAEVF TGHLGKLVPLKET I KGFOqI LAGEYDHLPEQAFYMVGP I EEAVAKADKLAEEHS

F L SOPFFVAEVF TGSPGKYVSLKDT I RGFKGIMEGEYDHLPEQAFYMVGS I EEAVEKAKJ(L

F L SOPFA>AEVF TGI PGKLVRLKDTVASFKAVLEGKYDN IPEHAFYMVGGI ED>VRKAEKLAREAN
4 50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　500
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A･nlno Te-lnus Sequence of Hltochondrlal Pro⊂eln (Yeast)

Net

i       +             + 10       ◆                  20+亡hA

F1-alpha　"et Leu A1a Arg Th.r AIL Ala Iュe Arg Ser Leo S三r Arg Thr Leo I三e ABn Ser Tb.r Lys　'4

Fl-beta Her Val Leo Pro Arg L三u Tyr Thr Ala Thr Ser Ar且Aia Ala Phe Ly8 Aia A王a Ly写Cln　'4

Cyt:o⊂hrDtne E_　Met Thr Thr Ala Val Arg Leu Leo Pro SET Leu Gly Are Thr Ala H18 Ly8 Are Ser Leu　　　+4

percxldase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+

EF-Tu HeC SET Ala Lew Leo Pro Arg Leu Leu Thr Arg Thr Ala Phe Lys Ala Ser Cly Ly8　Leu　　　叫

+　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　　　　　+

CytochrotDe C Me亡　Leu Ser Leo Arg Gin SET lle Arg Phe Phe Lys Pro Ala Thr Arg Tbr Leu Cy8　Ser　　　+4

0xldaSe IV　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　+　　　　　　　　　　　　　　　+　　十

PUT 2　　　　　　Met Leu Ser Ala Arg Cys Leu Lys SET lle Tyr The Ly8　Arg SET Phe SET GITt Leu Gly　　　+4

+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

Alcohol DH Met Leu Arg Tbr Ser Thr Leu Pわe Thr Arg Arg Val Glrl Pro Ser Leu Phe Ser Arg ASn　　　+4

ⅠⅠⅠ                 +      +             +         +                          +

Cytochrozne b2　Met Leu Ly8 Tyr Lys Pro Lew Leu Ly8 Ile SET Lys Am Cy与Glu Ala Ala lleLeu Arg　　叫

+　　+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+

CytochroTne b Met Val Ash Trp Gュn Thr Leo Phe Met Val Ser Leu Arg Arg Gュn Gly Ser SET S一空r Arg　　　+)

nRFZA proc.enz.　　　+　　　　　　　　　　　　+　　　　+

70 i OH戸 Met Ly等Ser The lle Thr Arg Ash Lys Thr Ala lle Leo Ala Tわr Val All Ala Thr Gly　　　+3

+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+

Cytochromt!　　Het Pro GITI Ser Phe Thr SET lle Ala Arg Ile Cly A叩Tyr lle Leu Ly8 Ser Pro Vdl　　　十1

bc;i.三三.三De Met Asp Met Leu ｡iu v｡1 Gュn ｡1u T,r HIs Clu G上n LeuLys Ile Thr Val Val Pro Val　_,◆

誌も/ iipk Met Ser His Thr CIu Thr Cln Tbr Clrl Gュn Ser H19　Phe Gly Val A叩　Phe Leu Net Gly　　　-2

亡arrler　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　l

Porlne Met Ser Pro Pro Val Tyr SET Asp lle Ser Arg Ash lle A8n A叩Leu Leu ABn LyS AJ=p　　-1

図3　ミトコンドリア蛋白質のアミノ末端付近の構造(酵母)｡

文献3より一一郡改変｡

EF-Tu : Elongation factor Tu.

PUT : △-Pyrr()line-51Carboxylate dehydrogenase.

3)ミトコンドリアFl-ATPaseの膜透過機構

3-1.遺伝子操作による酵母Flβ前駆体の膜識別と進入のシグナルの

解析

酵母一大腸菌のシャトルベクターpSEYIOlを用い,ATP2と大腸菌β

ガラクトシダーゼ遺伝子(kICZ)との融合遺伝子を構築した(pβZl,図4-

a)｡次にヌクレア-ゼBa131により,種々の長さの融合遺伝子を14種類

構築した(pβZ2-15,図4-b)｡これら融合遺伝子は,大腸菌,酵母いずれ

の系でも発現される｡発現された融合蛋白質は,Flβ前駆体のアミノ末端よ

ltx14　Flβ遺伝[･ (ATPl))とβガラクトシダーゼ遺伝7- (la(I)との融合｡

(a)遺伝子融釦こ用いたベクターと融合部位の構造.

文献あより　一部改変｡

(b)融合遺伝If･の構造｡

間中のZ5-Z15はIa(.Z a)融命部位を示すo

↓　　　　プロテr/I-ゼによる切断箇所0

----.オリゴマイシンと相El二作川する部分｡

0　　　　2価カナオン結合部位｡

■　　　: DCCD結合部位｡
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N C

2 20Obp

Eco RI Bam川　　Bam HI Eco RJ

Bam Hl

票詣票志芸慧 GTC GTT

aa9　aa10

/dc ～

1013aa lac Z

( Zu:p:m,

融合部位
-ATT TAC CCT Gc九 GTG CAT CCC GTC GTT TTA-

He Tyl Pro Ala VaI Asp Pro Val Vat Leu

377　378　379　380　381 382
19 10 ll .

F.-ATP合成的某

βサブユニットの

iA伝子

挿入部位

大梢琶と的母の
シャトルベクター

アンヒシリン耐性iA信子

2JJm DNA

ウラシルiL信子

ATP　2　　　　　　　　　　　　bC ～

1 ll　　　　　　　　　1 21

ATG CTT TTG CCA AGA CTA TAT ACT GCT ACA TCC CGT GCT GCT TTT AJu CCA GCC AAA CA人 TCC GCT CCG CTT CTA TCC ACT

IDet Val leu pro are leo ty-hr Ala thr Ser丘rg ala ala phe lys ala ala Ly8 Gュn SET Ala Pro Leo Leu Ser Thr

31　　　　　P,uII　　　　　　41Z15　　　　　　　　　　　　51

TCG TCG AAA AGA TGT ATG GCC TCA GCT GCT CA人 TCT ACT CCA ATC ACC GGT AAA GTT ACC GCT GTC Am GGT GCC AてT CTT

ser trp ly=rg eye tDet al‥er 81a als gln且er thr pro ll-hr g1y ly8 VAl thr ala va1 lie Sly ala lュe val

z14　　　　61　　　　　　　　　　　　　　71　　　　　　　　　　　　　　81

GAG GTT CAT TTT GAA CA人 TCA GAG TTG CCC GCT ATT TTG AAC GCT TTA GAL ATT仙A Ac上 CCT CAA GGT 人AG TTG GTT TTC

asp val hlS phe 各lu glnさer 各lu leu pro al且11e leu aBn all leu 各lu lュe ly6 thr pro名ln sly lyB leu val leo

91 Z13　　　　　　　　　Kpnl 101 Z12

CAA Gm GCT CAA CAT TTG GGT GAA AÅc ACT GTC AGA ACC ATT GCT ATC GAT GGT ACC CAA GGT TTG GTC CCT GGT GAA AAC

gluval alA gュn h18 leo Sly 各lu 4Sn 【hr val arg thr lie Alamet 88p g1y thr glu阜1y leu val arg gIy 各lu ly8

111　　　　　　　　　　　　　121 Zll　　　　　　　　　　　13l

GTT CTr GAC ACT GGT GGC CCT Arc TCC GTC CCA GTT GGG AGA GAA ACT TTA GGC AGA ATC ATC AAC CTT Ate GGT GAA CCT

v31 1eu asp thr sly 各ly pro lie 8erVal pro val Sly arg 各lu thr leo 各ly ar8 lle lュe ash Val lュe 各ly 各lu pro

141　　　Z10　　　　　　　　　151　　　　　　　　　　　　　　161

AてT CAT GAA AGA GCT CCA ATT AACTCC AAA CTA AGA AAG CCA ATT CAC GCA GAC CCT CCT ACT TTT GCA GAL CAA TCT ACT

ile asp 各lu arg 各ly pro lie lyS Ber ly6 1eu Arg ly8 Pro lュe hlB al且aSp Pro pro Ser Phe a18 各lu glrL Bet thr

171Z9　　　　　　　　　　　　181

TCG GCT GAA ATr TTG GAA Ac九 GGで▲TC AAA GTC GTC GAで CTA TTA GCT CCT TAT Gce AGA GGT GGT AAG ATT GGT CTT TTC

ser all glu l上e leu glu thr Sly l上e lys val vAl asp leo leu ala pro tyr JILL arg 各ly 各ly lyB lュe Sly leu phe

191　　　　　　　　　　　　201　　　　　　　　Z8　　　21"col Z7

GGT GGT CCA CGT GTC GGT AAG ACT CTG TTC AてT CA人 GAA TTG ATT AÅc AAT ATC Gce AAG Gce CAT GGT CGT TTr TCC GTT

かy Sly al血 Sly vAl 各ly ly-hr val The lie glt1 各lu leo lュe A8n且Sn llHla IyB 'la hls 各ly Sly ph日吉r va1

221　　　　　　　　　　　　　231　　　　　　　　　　　　　241Z6

TTC ACC GGT GTT GCT CAR AGG ACC AGA CAC CGT 人AT GA〔 TTG TAG CCT GAA Ate AAG CA人 ACT GCT GTC ATT AÅc TTC CAA

pheとhr gly v81 Sly glu且rg thr arg 各lu 各ly a且n asp leu tyrarg glu tDet lys glu thr鳥Iy val lle且Sn leu glu

251　　　　　　　　　　　　　　261　　　　　　　　　　　Z5

CCT GAL TCC AAG GTC CCC TTA CTT TAG GGT CA人 ATG AÅc GAA CCT CCA GGA Gce AGA Gce AGA GTC GCT TTA ACT GGT TTG

各ly glu Ser ly8 Val al且1eu val tyr畠1y gin tnet aSn 各lu pro pro gly ala arg ala ar暑 Val all leu thr 各ly leo
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り41-382個のアミノ酸残基を含み,酵素活性を保ったβガラクトシダー

ゼと融合していた｡ Flβ前駆体の382残基を持つ融合蛋白質をβ Zlと命

名し,以下, Flβ前駆体の長さの順にβZ2-15 (342-41残基含む)と命

名した7)｡

次に,これらの融合遺伝子を野生株酵母SEY2102 (α, ura3-52, leu21

3, 112,suc2-△ 9, hl'S4-519,ga12)に導入し,形質転換酵母から,ミト

コンドリアを単離し,βガラクトシダーゼを指原にして,融合蛋白質とミト

コンドリアとの相互作用(ミトコンドリアへの取り込み,局在部位)を調

べた｡その結果,融合蛋白質は3つに大別されることがわかった｡クラス

I(βZ1-6,382-241残基): 95%以上ミトコンドリアへ転送されるが,酵

母はグリセロール培地で生育できない｡クラスⅠⅠ (β Z7-9, 214-171残

塞):90%以上ミトコンドリアへ転送され,酵母はグリセロール培地でも

生育できる｡クラスⅠⅠⅠ (βZ10-15,144-41残基): 60%程度しかミトコ

ンドリ7/>転送されず,高濃度の塩によって容易にミトコンドリアから遊

離するが,酵母はグリセロール培地でも生育できる7)｡

さらに,融合遺伝子pβZlを用い, ATP2内の特異的な制限酵素切断

部位を利用して, Flβ前駆体の構造を一部分欠損させた融合遺伝子を種々

構築した｡ β-ガラクトシダーゼを指標にして,これら欠損融合遺伝子のミ

トコンドリアへの取り込みを調べた(図5)｡それらの結果,アミノ末端の

10残基のアミノ酸があれば, Flβ前駆体はミトコンドリアへ転送される,

すなわち,Flβ前駆体がミトコンドリア膜を識別し,ミトコンドリアの内部

へ進入できるシグナル(膜識別と進入のシグナル, Targetingandimport

signal)は,アミノ末端の10残基中に存在することがわかった7･8'｡

ところで,図3からもわかるように,膜識別と進入のシグナルと思われ

るミトコンドリア蛋白質のアミノ末端付近の構造には,塩基性アミノ酸に

富む以外,これといった特徴(Consensussequence)が見出されなかった｡

しかし,Chou-Fasman則9)にしたがって,Flα及びFlβ前駆体の二次構造

の予想を行うと,膜識別と進入のシグナル部分を含むアミノ末端付近が, α

ヘリックス構造をとる確率の高いことがわかった｡そこで,その部分がα

ヘリックス構造をとると仮定して, αへリックスを二次元に投影した
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pβ

GLY Mt (%βgal)

十

pβzl I ATP2　38Za.a.ド:,ll:tB恐登玉81Sa.a.　-

pβ △4-37ZI

pβ △10-37ZI

pβ △29T371.1　　　　　　　　　　･■一･･~ ･･■-::. : ･■: ･ -:∴

pβ △36141T.1　　　　　　　　　　:::･:･:･:･ L ･ ･--･∴

pβ △35G50ZI

pβ △971211Zl　　　て=.こ･L:=:~`　　　　:-∴･:･:∴･1 ~･: ■:･ ･.-.

+

+

+

+

5　　0　　0　　5　0　　5　　5　5　　59　9　1　<　1　6　9　6　8

図5　融合及び欠損遺伝子産物のミトコンドリアへの移行｡

文献7, 8より一部改変｡

GLY:グリセロール培地で生育できる(+),できない(-)0

Mt (%βgal):ミトコンドリアに取り込まれたβガラクトシダーゼ活

性｡

矢印(I,也)で示した数字は,それぞれプロセッシング,オリゴマイシ

ン感受性, 2価カチオン結合, DCCD結合及び活性中心に関与しているア

ミノ酸の位置を表わす｡

pβ: nativeFlβ前駆体をコードする遺伝子(ATP2)o

pβ△29T37ZI Flβ前駆体のアミノ末端から29-37番目のアミノ酸配

列を欠損させた融合蛋白質をコードする遺伝子｡
T, Gは欠損遺伝子の構築によって,欠損部位に新しく生じた

スレオ二ン,グリシンを表わす｡

□:欠損領域｡

(Helicalwheelplot)｡その結果,塩基性アミノ願等の親水性のアミノ酸は

αへリックス構造の一方の側に集中し,それと反対側に,疎水性のアミノ

酸がクラスターをなす両親媒性構造をとることがわかった2･5)｡このような

両親媒性構造は,他のミヤコンドリア蛋白質のシグナル部分にも見出され

た(図6)0

3-2.ミトコンドリア蛋白質の受容体と膜透過に必要なエネルギー

新しく合成された前駆体は,リボソームを離れた後,ミトコンドリアの

外膜に結合する｡このことから,外膜にはミトコンドリア蛋白質前駆体と

結合する受容体の存在が予想されるが,未だ受容体として同定された物質

はない｡しかし,トリプシン処理したミトコンドリアには前駆体が取り込
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24　　　　　　　18

cox4　　18

6　　　　　　　　4

t A
3　　　　　　　　　11

zo　旦些　22

9　　　　　　　　15

凶6　ミトコンドリア蛋白質U)シグナル領域に見られるFA]J親媒性構造｡

(a) F.β型

ATPl:酵付F】α,ATP2:酵母Flβ,OMP:酵母70KD外膜卦']質,

COX4:酵母シトクロム(･酸化酵素サブユニットⅠV, 0TC: Human

オル二ナントランスカルバミラーゼ｡

(b) ADP/ATPキャリアー型

OPI:酵母ADP/ATPキャリアー, POR:酵母ポリンo

番号は,それぞれの前駆体のアミノ末端からUjアミノ酸o)位吊を表わ

す｡
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G R

13　　　　　　　　　　7

2 op1　18

9　　　　　　　　　　　1

6　　　　　　　　　　4

5　　　　　　1

Q N

‖il　　　　　　　　　　由

2 poR　18

まれなし､ことから,前駆体と外膜との結合部位には蛋白質性物質が関与し

ていることは確かなようである｡

最近,前駆体のミトコンドリアへの転送に必要な細胞質因子が高度(2万

倍)に精製され,その性質が明らかになってきた10)｡それによると,この細

胞質因f･は,分子崖10-20万であり,前駆体のシグナル部分と親和性をも

つことがわかった｡したがって,新しく合成された前駆体が,直接外膜に

結合するのではなく,細胞質因子と結合した前駆体が外膜の受容体と結合

するという考え方が有力になってきた｡

新しく合成された前駆体は,リボソームから離れた後,プロテアーゼ等

の攻撃を防ぐため,高次構造(多量体等)等, "一定の折たたまれた(folding)

構造''を形成し, -一時的に安定化されていると考えられる11)｡しかし,この

構造のままではミトコンドリア膜(受容体)と結合できない｡そのため,前

駆体はその構造の一部をほぐし(unfolding),ミトコンドリアへ移行でき

る,言換えれば,前駆体(或は前駆体一細胞質因子複合体)がミトコンド

リア外膜の受容体に結合ノできるコンフォーメーション(Translocation-

Competent c()nformation)をとらなければならない｡この過程では, ATP

或はGTPの加水分解が要求される12-14)｡このNTPの加水分解には,熱

ショック蛋白質(hsp70サブファミリー)が関与していると思われ15),熱

ショック蛋白質が前駆体の構造をほぐす酵素の本体(Unfoldase)ではない

か,という興味深い考え方が有力になってきた16)｡

Flβはじめ,前駆体(或は前駆体と細胞質困i'･複合体)とミトコンドリア
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外膜(受容体)との結合する過程では,内膜に膜電位(△少)は形成されな

くともよい｡しかし,前駆体がミトコンドリアの内部へ移行する過程には

膜電位を必要とする日｡膜電位は,前駆体のシグナル部分が,内膜を透過す

るのに必要であって,それに続く成熟体部分が内膜を透過するのには必要

ではない1'｡言換えjいざ,内膜に膜電位が形成されると,前駆体のシグナル

部分はマトリックスに到達できるが,前駆体のカルポキシル側の大部分は

ミトコンドリアの外側,つまり,細胞質に残った状態である1'｡細胞質に

残っている前駆体部分がミトコンドリア膜を透過するためには,この部分

の構造がほぐれ(unfolding),膜を透過できる構造をとる必要がある｡その

ため,この段階で,もう】一度ATP或はGTPの加水分解によるエネルギー

が要求される12-14'｡この段階では,最初の前駆体と受容体との結合に比べ

て,より多くのNTPの加水分解エネルギーが使われる14)0

前述したように,ミトコンドリアの外膜には受容体が存在すると思われ

るが,前駆体と受容体との結合様式は一つではない｡膜識別と進入のシグ

ナル部分と思われる前駆体のアミノ末端付近の構造を見ても, F.βのグ

ループとADP/ATPキャリアーやポリン等とは違うようである(図3)｡前

躯体と外膜との結合部位のプロテアーゼに対する感受性の違いl),さらに,

この節で述べたように,前駆体と受容体との結合及び膜透過に必要な駆動

刀(エネルギー)の使われ方,違い等から考えると,前駆体と受容体との

結合様式には,Flβ型(大部分のミトコンドリア蛋白質が含まれる),ADP/

ATPキャリアー型,シトクロムC型の3通りあると思われる3･4)0

3-3.前駆体の進入ゲ-卜と膜透過中間体の検索

ミトコンドリア外膜の受容体と結合した前駆体は,そのままではミトコ

ンドリアの内部へ進入できないことはすでに述べた｡前駆体が内部へ進入

するには,ここで膜電位が必要となる｡ミトコンドリアをMn2十等の2価カ

ナオン或はコ′､ク酸やADPで処理すると,内膜と外膜が融合した状態が

電子顕微鏡で観察される17･18)｡これは,呼吸系の酵素の働きが活発になり,

内膜が活性化され膜電位が形成されたことによると考えられる｡ Flβ等の

ミトコンドリア蛋白質前駆体は,この外膜と内膜が融合した部位を通って,

ミトコンドリア内部へ進入していることが,生化学,分子遺伝学及び免疫
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電顕法によって形態学的にも確かめられた19-21)0

3-1で述べたように, ATP2-klCZ融合遺伝子によって発現したFlβTP

ガラクトシダーゼ融合蛋白質は, Flβ前駆体の膜透過と進入のシグナルを

持っているため,ミトコンドリアへ移行出来る(図5)｡また, nativeFlβ

と閣様,熱ショック蛋白質(hsp70)によってミトコンドリアへの移行が阻

害される20)｡しかし,融合蛋白質のうち, Flβの寄与が大きい(382-241ア

ミノ酸残基) βZl～βZ6が発現している酵母は,形質転換前の酵母(野生

秩)と違って,グリセロール等の非発酵性の炭素源では生育できなくな

る2･7) (図5)0

この原因を明らかにするため,最初に融合蛋白質のうち,それぞれ異な

るクラスに属するβZ8,βZ15を選び,これら融合蛋白質のミトコンドリ

アでの局在部位を調べた｡これら融合蛋白質を発現している酵母よりミト

コンドリアを単離し,ショ糖密度勾配遠心法等によるミトコンドリアの細

分画及びミトコンドリアをTritonxlOOやプロテアーゼで処理し融合蛋

白質への影響を検討した｡その結果,いずれの融合蛋白質もミトコンドリ

ア膜画分に回収されるが7), Flβ部分が長い融合蛋白質ほど, TritonxlOO

やプロテアーゼの影響を受けにくいことが示された2･7･20)｡また,しゝずれのミ

トコンドリアにおいても,呼吸調節率(Respiratorycontrolrate)は4-5

と野生株酵母(対照)と同じであり,シトクロムC酸化酵素(内膜),リン

ゴ酸脱水素酵素(MDH,マトリックス), Adenylate kinase (膜間腔),

Antimycininsensitive NADH cytochrome c reductase (外膜)等,他の

ミトコンドリアの酵素活性にも差が見られない20)ことから,融合蛋白質の

移行によってミトコンドリアの構成成分等は損傷を受けていないこともわ

かった｡

第2章でも述べたように, F.βは本来内膜のマトリックス側で, Flの一

員としてF｡と複合体F.F｡を形成してATP合成を行なっている｡した

がって, nativeFlβはマトリックスに到達できる可溶性蛋白質である｡し

かし, Flβ-βガラクトシダーゼ融合蛋白質は,マトリックスではなく,膜

画分に局在していることが上記の実験によって示された｡そこで私達は,こ

れら融合蛋白質はミトコンドリアを通過途上で,膜に留まっている膜透過
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中間体(Translocational intermediate)のモデルになると考え,プロテイ

ンA一金を用いた免疫電顕法によって,視覚的にそれら膜透過中間体を捕

らえることに成功した20･21)o

βガラクトシダーゼ抗体でインキュベ-トしたミトコンドリアをプロテ

インA-金で標識し,固定後,超薄切片を作製して2°) (走査型電子頻微鏡で

見る場合は超薄切片にはしない)21),ミトコンドリアを観察すると,金粒子

はミトコンドリア外膜の外側(細胞質側)に, 1個のオルガネラ当り, 4-5

か所見られた｡'1か所につき,金粒子は数個～数卜個集中していた20･21)｡ま

た,金粒子の局在部位は, ｢メ朋美と外膜が接近していることも観察された20)o

面白いことに,βZlを取り込んでいるミトコンドリアでは,金粒子はオル

ガネラの外側だけでなく内側にも観察された20)｡

以上二の諸実験から,次の結論が得られた｡ FIβ-βガラクトシダーゼ融合

蛋白質は, Flβ部分が大きい(長い)ほど, nativeFlβと同様,ミトコン

ドリアの膜透過装置を経由して,ミトコンドリアの内部へ進入が,Flβ部分

の占める割合の大きい(382アミノ酸残某) βZlでも,融合蛋白質分子全

体は,内膜を通り抜けてはいない｡したがって, βZl等クラスⅠに属する

融合蛋白質を発現し,ミトコンドリアに取り込んだ酵母では,融合蛋白質

が内膜に留まっている(ひっかかっている?)ため,内膜の本来の活発な

動きが抑えられ,ミトコンドリアとしての機能が低下することによって,グ

リセロール等の非発酵性炭素源では生育出来なくなるものと思われる20)｡

3-4.前駆体のプロセッシングと機能蛋白質への分子集合

ミトコンドリアの内部に到達した前駆体の多は,マトリックスの金属プ

ロテアーゼ22.23)によって延長ペプチド(シグナル部分を含む)を切り離し,

成熟体となり,膜等然るべき部位にアセンブリーされて,機能を持った蛋

白質複合体に変換される5･6)｡この金属プロテアーゼは,種を越えて広く存

在していると思われ,基質特異性が極めて高く,ミトコンドリア蛋自質前

駆体以外のポリペプチドは切断されない｡切断箇所の認識も特定のアミノ

酸配列ではなく,より高度なコンフォーメーションによって支配される4)o

最近,このプロセッシングプロテアーゼの遺伝子が,アカバンカビ及び酵

母より単離され,それらの塩基配列から蛋白質の･次構造が求められ
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図7　F.-ATPaseのミトコンドリアへの転送及び分(･架台機構o

文献4より･部改変｡

⊂二コ: F.β前駆体

[=l:膜識別と進入U)シグナル

[=コ:細胞質因子
R　二′受容体

△少:内膜の膜電位

[=コ:進入ゲート

P　:マトリックスの金属プロテアーゼ

OM:外膜

IM :内膜

た24･25)｡マトリックスのプロセッシングプロテアーゼは,膜に埋め込まれて

いないこと,ミトコンドリア蛋白質以外の前駆体には作用しないこと,金

属プロテアーゼであること等から,バクテリアの形質膜や真核生物小胞体

膜のシグナルペプチダーゼとは異なったタイプのプロセッシンブペプチ

ダーゼと思われる.

Flβ遺伝子(ATP2)を破壊した酵母からミトコンドリアを単離し, F.

αが正常に取り込まれているかどうか調べたところ,Flβがない細胞でも,

Flαはミトコンドリアへ移行し,野生株と同様,【安定に存在していること

がわかった6)｡すなわち, l'nuiuoにおいては,ミトコンドリアの外側で合

成されたFlα及びFlβ前駆体は,それぞれ独立にミトコンドリアへ移行

していることが示された6)｡/

また, Flβが発現されない酵母は, Flβを持っている野生株酵母に比べ

て,ミトコンドリアの呼吸調節率には変化が見られないが,オリゴマイシ

ン非感受性になり, Fo部分すなわちプロトンチャネルが正常に働いていな

いことも明らかになった7)0

これまでの実験で明らかになった,リボソームで新しく合成されたFlβ

前駆体が,ミトコンドリア膜を透過する分子機構の概略を図7にまとめた｡
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4)おわりに

分子遺伝学26),遺伝子操作技術の長足の進歩により,細胞質のリボソー

ムで新しく合成された蛋白質が,ミトコンドリアへ移行する分子機構が次

第に明らかになり,ミトコンドリアの生合成機構の研究も分子レベルで議

論できるようになってきた｡しかし,これまでの研究は,主として,細胞

質側の情事酎こ基づく成果であり,それに比べて,蛋白質を受入れる主体で

あるミトコンドリア側の情報,言換えれば,ミトコンドリアDNAで合成さ

れる蛋白質の機能,或は核支配蛋白質との相互作用の機構及び他のオルガ

ネラとの物質の伝達機構等に関しては,不明の点が多い｡ミトコンドリア

の主要な機能である酸化的リン酸化の担い手であるFIFoを一つとって

ち,触媒部位Flのαサブユニットが,酵母はじめ真核生物では,全て核遺

伝子の支配を受けているのに,高等植物だけはミトコンドリアの遺伝子に

支配されていること(因に,酵母とマメのFlαでは,延長ペプチドを除く

と, 70%以上のホモロジーがある), F.のα,β及びγサブユニットの比

が,真核,原核生物及びオルガネラの由来を問わず,化学量論的に3:3:1

であること,生体膜成分であるF｡ (ミトコンドリアや葉緑体のFIF｡では,

このうちの2-3種のサブユニットはオルガネラ自身の遺伝子に支配され

ている)は,種間の類似性が極めて低い,つまり,種特異性が見られるこ

と等があげられる｡

最近,高等植物に見られる雄性不稔現象が,ミトコンドリア遺伝子によっ

て支配されていることがわかってきた｡まだ,トウモロコシ,ツクバネア

サガオ等数種の植物でしか報告されていないが,ミトコンドリアの持つ機

舵,情報,特異性を考えても極めて興味深い問題である｡私達も現在,東

北大学遺伝子生態研究センターの亀谷寿昭博士のグループと共同で,ニン

ジンの雄性不稔株ミトコンドリアDNAより,雄性不稔に関わる遺伝子の

クローニングを進めている27)｡また,高等植物でもミトコンドリアDNAの

全構造の解明が進められている(平井氏の論文参照)｡これらの研究の進展

によって,ミトコンドリアの構造と機能はさらに明らかになり,ミトコン

ドリアの進化,起源等の問題点も次第に明らかになってくるものと期待さ
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イネオルガネラDNAの構造

平　井　篤　志

1)　はじめに

高等植物には現在細胞核,葉緑体,ミトコンドリアに遺伝情報が存在し

ていることが明らかになっている｡そのうちの一つである葉緑体は地球上

の全生物が共存するために必須な炭素源を供給している光合成を行う重要

な器官である｡そこには120-160kbの環状DNAがあり,独自の遺伝情報

発現と光合成に必要な各種遺伝子が納められている｡タバコやゼこゴケで

はすでに葉緑体DNAの全塩基配列が決定されており,それによると4種

のリボソームRNA,30種の転移RNA,90種近くのタンパク質の遺伝子が

含まれていることが明らかにされている｡このうち遺伝情報発現のために

はRNAポリメラーゼの一部,すべてのリボソームRNAと19種のリボ

ソームタンパク質などがcodeされている｡

また光合成に関しては炭酸ガス固定に直接関与するRibulose 1, 5-bis-

phosphatecarboxylase (Fracti()nIタンパク質)の大サブユニット,光リ

ン酸化反応に関与しATPを産生する共役因子(Coupling. factor)の内

CFlのα,βおよびeサブ1/ニットとCF.のIおよびIIIサブユニット,光

化学系Ⅰの反応中心であるP7｡｡のアポタンパク質,光化学系ⅠⅠに関与する

タンパク質の内クロロフィルaと結合する51KDと44KDタンパク,キノ

ンと結合すると言われている32KDタンパクとD2タンパク,電子伝達系

に関与するチトクロームfとb6･b55｡などの遺伝子が含まれ,核にある遺伝

名古屋大学農学部
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子と協調して光合成能を遺伝的に支配している｡

このように葉緑体ゲノムは重要であるが最近父性遺伝をするといわれて

いる針葉樹などを除き一般的には母性遺伝を行うため交雑によりこれを改

良することができないので,遺伝子工学や細胞工学などの新技術による育

種に大きな期待がかけられている｡

一方すでに全塩基配列が2植物で決定されていることからもわかるよう

に,葉緑体DNAの大きさは適当な6塩基認静の制限酵素で10130の断片

に切断することができ,プラスミドにクローニングしその微細構造を調べ

ることが他のDNAと比べて比較的容易である｡

この葉緑体DNAの分子構造を調べることは第1には光合成関連遺伝子

の構造と機能効率の関係を明らかにし,より効率の良い遺伝子を検索そし

て将来は合成するのに役立つであろう｡第2には遺伝情報発現の機構を解

明し,遺伝子発現の適正な効率化を目指すことを可能にする｡特に葉緑体

の遺伝情報発現系は原核生物と真核生物の両方の特徴を持っており,この

機構を調べることは興味深い｡第3に葉緑体DNAの構造解析を進めて行

けば,その複製機構が解明されるであろう｡それを利用した外来遺伝子導

入システムが作られる可能性があり,それにより葉緑体ゲノムの改変が可

能になるであろう｡このように葉緑体DNAの構造と機能をクローニング

技術を用いて解析することは基礎科学の面でも,またその応用の1つであ

る植物育種の面でも重要である｡

2)葉緑体DNAの単離

高等植物の葉緑体DNAを単離するのに一般的にはまず葉緑体を単離し

てそれからDNAを抽出する方法が取られている｡葉緑体は浸透圧を保つ

ように蕉糖溶液中で穏和な条件で細胞を破壊し,薦糖密度勾配遠心法で得

る場合が多い｡しかし四塩化炭素と-キサンによる非水系で単離･純化さ

れることもあり,小麦で適用されている｡またイネのように組織が硬く,葉

緑体の単離が困難である場合は液体窒素中で幼苗を磨砕し,その粉末から

葉緑体を抽出し,低速の蕉糖密度勾配遠心法で純化し,さらにそれから

DNAを抽出するのが良いようである｡この方法はイネだけでなく若い葉
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を用いればマツなど樹木にも有効であり,ほとんどの植物に利用できるの

ではないかと思われる｡しかし何れの場合でも若い生長している植物を材

料とすることが非常に大切である｡

単離した葉緑体にDNaseを処理して,核DNAなどの混在を防ぐ方法

があるが,エンドウなどには有効でもタバコなどには利用できないので注

意することが必要である｡

3)制限酵素による分析

葉緑体DNAは長さが100kbp以上あるので制限酵素で適当な長さに切

断しないと操作が困難である｡このときDNAの純度によっては制限酵素

で切れないことがある｡これは酵素反応を阻害する重金属,洗剤,炭水化

物や塩などが混じっているためで, Ammoniumacetateのエタノール沈澱

や沈澱を70%エタノールで洗う操作をやり直すだけでうまく行くことも

ある｡しかしそれでも制限酵素が完全には働かない場合は塩化セシウムに

ょる平衡密度勾配遠心法を行う必要がある｡

制限酵素による断片をアガロース電気泳動を行うと他の種の葉緑体

DNAと構造的にどの程度似ているかを知ることができ,断片の大きさを

合計することにより, DNAの大きさも知ることができる｡

イネ葉緑体DNAを種々の制限酵素で切断し,アガロース電気泳動して

分析したが, EcoRI,BamHI,HindIIIで切断した場合は断片の数が多く

なり,同じ6塩基認識の制限酵素でもSalI, PstI, PvuIIで切断した場合

は断片数が少なくなる｡これは他の葉緑体DNAと同じ傾向である｡また

SalI, Pst I, Pvu IIの断片の長さの合計はいずれも130.kbでイネ葉緑体

DNAの大きさが130kbであることを示している｡他の葉緑体DNAでも

同じ方法で大きさが推定されているが単子葉植物のトウモロコシの139

kbや小麦の135kbは,双子葉植物のタバコ,大豆,ホウレンソウなどより

30kbほど小さい｡

またこれらの実験で種々の制限酵素による断片数と最大の断片のサイズ

がわかれば,クローニングするときにどの制限酵素を用いれば良いかを知

ることができる｡
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4)物理地図の作成

DNAの構造を知るために必要な制限酵素断片の物理地図は1976年に

トウモロコシのが発表されて以来,タバコ,ホウレンソウ,大豆,小麦,イ

ネなどほとんどの重要な作物で報告されている｡ DNAの構造を明らかに

するためには,制限酵素による断片が実際のDNAでどのように配列して

いるかを調べる必要がある｡

このためには普通2-3種類の制限酵素をそれぞれ単独で働かせた時の断

片と同時に働かせた場合の断片を比較して決定するが,葉緑体DNAは大

きすぎてこの方法だけでは決めることが出来ない｡そこでいくつかの断片

をアガロースから切り出すか,クローニングしてラベルをし,それをプロー

ブにしてSouthern hybridizationを行い決定することが行われている｡

イネの場合はタバコの葉緑体DNAのBam-2断片が逆位重複配列

(invertedlePeatS)に挟まれるshort single copy regionに位置すること

に着日し,このBam-2断片とハイブリダイズするイネの断片も同じ位置

にあると仮定して断片を組み立てた｡また同じ大きさの断片が2本存在す

る場合はそれがinverted repeatsに相当すると仮定して実験を進めたがこ

れは常に止しいとは限らなかった｡

5)遺伝子の位置の同定

つぎに葉緑体DNAに含まれる種々の遺伝子が環状DNAのどこに位置

しているかを調べなければならない｡そのためには,他の植物の目的とす

る遺伝子が手に入ればそれを含むDNA断片を放射能でラベルし,それと

ハイブリダイズする制限酵素断片をSouthern法で捜すことができる｡し

かし例えばタバコとイネくらい進化的に離れている植物間ではタンパク質

をコードしている部分だけをプローブにしないと間違った結果が得られる

ことがある｡これはタンパク質をコードしていない部分の進化が早く,い

ろいろな部分と相補性を持つためと考えられる｡

イネ葉緑体DNAの場合はRuBisCOの大サブユニット(rbcL)と

ATPaseのβサブユニット(atpB)の遺伝子を含むDNA断片は共にイネ
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のPs卜14の断片と相補性を持っていたo　またチトクロームf(petA)の情

報を含む断片はイネ葉緑体DNAのPs卜1,Pvu-2,Bam-1といずれも大き

な断片とハイブリダイズする｡またATP Synthaseのαサブユニット

(atpA)の場合も同様にして決定した｡この他にもと卜のミトコンドリア

遺伝子であるndh遺伝子がイネ葉緑体DNAにもあることが明らかにさ

れているo細菌と葉緑体でリボソームRNAの塩基配列がよく似ているこ

とは知られているが,私たちは32Pでラベルした大腸菌のリボソーム

RNAを剛､てイネ葉緑体DNA亡でのγ-DNAの位置を決定した｡

6)制限酵素断片のクローニング

ほとんどの植物から葉緑体DNAを抽出することは可能ではあるが,実

験に必要な星を十分得ることは容易ではないo特に硬い組織から抽出する

場合は核や葉緑体を傷つけずに単離する必要があるため,液体窒素などを

使用して破砕効率を下げなければならない｡これは葉緑体DNAの抽出効

率を非常に低下させる｡DNAのより詳細な構造解析のためには,純化した

DNAが多量に必要になるので,バクテリアの系に葉緑体DNAの全断片

をクローニングし,培養したバクテリアから均一な葉緑体DNA断片を単

離できるようにすることが望まれる｡

DNAの制限酵素断片をバクテリアのプラスミド系にクローニングする

ことは現在では標準的な手法になっている｡しかしあるDNAの完全なク

ローンを得るためには2種類以上の制限酵素断片をクローニングする必要

がある｡なぜなら6塩基認識の制限酵素でも200-300塩基の断片を切り出

すことがあるが,それらは電気泳動でも検出しにくく存在さえ気が付かな

い場合があり,その部分05クローンを欠くことになる｡これを防ぐために

は断片数があまり多くなく,最大の断片でも20kbを超えない2種類以上

の制限酵素による全断片をクローニングすることが必要である｡

さらにクローニングした断片の中から挿入された断片の大きさがもとの

葉緑体DNAの断片と同じであり,しかもラベルした葉緑体DNAとハイ

プリグイズするクローンを選抜し,葉緑体DNAの組換え体としなければ

ならない｡クローニングはDNA断片を挿入された1分子のプラスミドか
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ら多数のコピーを作る技術である｡従って非常に少ない混在したDNA断

片を間違ってクローニングする可能性は常に有り得る｡私たちもクローニ

ングの過程で,葉緑体DNA断片と同じサイズでありながら葉緑体DNA

とハイブリダイズしないクローンなどを多数得ている｡クローンを得たら

すぐ挿入されたDNA断片が目的とするものであるかチェックすることが

大切である｡

クローニング用のベクターとして,プラスミ/ドの他にファージやコスミ

ドを用いる方法かある｡ 1ファージは9-22kbp,コスミドは20-40kbpの

大きな断片をクローニングできるので,全葉緑体DNAをクローニングす

る時などは便利であろう｡-　とくに入ファージでは最近いくつかの断片を

オーバーラップしてクローニングしていくために,挿入断片の末端に相補

的なRNAを合成するためのプロモーターを持っているのもあり便利に

なっている｡しかしプラスミドと異なりDNAを取るのに慣れが必要で

あったりト.コスミドのように不安定な面もありプラスミドより絶対的に良

いわけではない｡

7)遺伝子の塩基配列の決定

前述のように葉緑体DNAには光合成に重要な働きをする遺伝子が多数

含まれている｡それらの遺伝子の合成の制御機構や,構造と機能の関係を

調べることは興味有ることである｡遺伝子の塩基配列が明らかになればア

ミノ酸配列を知ることができ,それからタンパク質の構造を推定すること

が出来る｡いくつかの種の植物からある酵素を取りその酵素活性と構造を

比べれば両者の関係が明らかになるであろう｡

また葉緑体は原核生物の遺伝情報発現系に良く似たシステムを持ってい

るが, promoterやterminatorの構造から発現の制御機構がやがて解明さ

れるであろう｡そうすればある種のタンパク質を多量に発現させることも

いずれ可能になるであろう｡このようなことから遺伝子の塩基配列の決定

は非常に重要な仕事である｡

そこで葉緑体DNAに含まれる遺伝子のうち光合成に重要な働きをする

遺伝子の塩基配列を決定することを試みた｡ RuBisCOの大サブユニット
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(LS)遺伝子と,プロトン輸送性ATP合成酵素複合体(ATP Synthase)

のβおよびeサブユニット遺伝子のうち,β遺伝子はC｡植物でもC4植物

でも発現されるが, LS遺伝子は, C｡植物の葉肉細胞では発現されない｡ま

た,LS遺伝子とβ遺伝子のプロモーターは隣あって存在するが,その発現

量は全く異なる｡そこで,イネ葉緑体遺伝子の発現機構の解明のためLS遺

伝子と, βおよびeサブユニット遺伝子の構造と発現を解析した｡

まずLS,β･e遺伝子の存在するクローン, B-1/pBR322/HBIOl及びP-

14/pUC8/JM83から, 500bp前後の断片をM13RFDNAにサブクローニ

ングを行い,ジデオキシン法によりDNAの塩基配列を決定した｡また幼苗

より,RNAを調製し,Slマッピング法によりmRNAの転写開始領域を同

定した｡

その結果, LS遺伝子とβ遺伝子は,互いに異なるDNA鎖ヒに784bp

離れて存在しているが,その間はタンパク質をコードしていない領域にも

関わらずイネとトウモロコシで非常に高いホモロジーを示した｡またLS

遺伝子は477個, β遺伝子は498個のアミノ酸残基をコードしていること

が明らかになった｡ β遺伝子の翻訳終止部とe遺伝子の翻訳開始部は,他

の高等植物と同様, 4b重なっていた｡各遺伝子の翻訳開始コドンの5-15

b上流には, 16S rRNAの3′末端付近と相補的である, SD配列が存在し

ていた｡また,トウモロコシのLSとの相同性は,アミノ酸レベルで92%,

βサブユニットでは,トウモロコシと97%,小麦と96%,大麦と97%であ

り,LSよりもβサブユニットのアミノ酸配列の万が,植物間で保存されて

いることがわかった｡

LS遺伝子, β遺伝子,共にそのプロモーター配列は,トウモロコシや小

麦,大麦とほとんど同じであったが, LS遺伝子の5′flankingregionを比

較すると,トウモロコシにのみ,他の3植物と異なる配列が見つかり, C3

植物とC｡植物のLS遺伝子発現機構の差異を考える上で興味深い結果が

得られた｡

またLS遺伝子の転写集結点付近にはStem & loop構造が取られるよ

うである｡この構造はRNAに転写されたときに非常に安定であることが

わかっている｡
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8)ミトコンドリアDNAの構造

~股に高等植物のミトコンドリアDNAは均一な分子ではなく,マス

ターコピーから組替えにより種々の環状分子が現れると考えられているo

したがって,制限酵素などで切断すると多数の断片が現れゲノムサイズが

非常に大きいとされてし1る｡このミトコンドリアDNAにはエネルギー虐

生や雄性不稔に関係がある遺伝子が納められT/いるといわれている｡そこ

で私たちはイネ切緑葉からミトコンドリアDNAを単離し,この断片を入-

DNAにクローニングした｡現在ミトコンドリアのクローンを重ねて,環状

DNAの物理地図を作製中である｡
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