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緒緒  言言  

 
核内で転写された膜タンパク質は、翻訳と共に（co-translational）もしくは翻訳された後に（post-translational）

目的のオルガネラへと局在化（targeting）する。C 末領域に疎水性の膜貫通領域を一つ持つ TA（Tail-Anchored）
タンパク質は、サイトゾルで翻訳された後に進化的に保存された経路によって小胞体（ER：Endoplasmic 
Reticulum）、ミトコンドリア、ペルオキシソームへと配送される。TA タンパク質の ER への配送は、Get3      
（酵母）／TRC40（ヒト）が調節する GET（Guided Entry of Tail-anchored）経路が担い、GET 経路が欠損す

ると本来 ER に配送されるべき TA タンパク質がミトコンドリアに誤局在することが報告されている［1］。しか

し、TA タンパク質のミトコンドリアへの配送に関わる因子や経路などの局在化メカニズムについては未だ不明

点が多く残されている。 
ミトコンドリア外膜に存在する AAA-ATPase の Msp1（酵母）／ATAD1（ヒト）は、ミトコンドリアに誤局

在した TA タンパク質を外膜から引き抜き、分解系に回すことが知られている［2，3］。出芽酵母の Msp1 につい

ては、著者らのグループが確立したタンパク質の選択的誘導発現系を用いた解析から、Msp1 によってミトコン

ドリア外膜から引き抜かれた TA タンパク質が GET 経路を介して ER に再配送されること、そして ER におい

てユビキチン‐プロテアソーム分解系の ERAD（ER-Associated Degradation）によって分解、もしくは TA     
タンパク質が本来局在する分泌経路下流のオルガネラに再び局在化することが明らかとなった［4，5］。一方、

ER 膜に存在する P-ATPase の Spf1（酵母）／ATP13A1（ヒト）も TA タンパク質の引き抜き活性を有し、     
Spf1／ATP13A1 の欠損は本来ミトコンドリアに配送されるべき TA タンパク質の ER 誤局在を引き起こすこと

が報告されている［3，6～8］。したがって、ER においてもミトコンドリアと同様に、ATPase を介した膜タンパ

ク質の引き抜きによる「膜タンパク質の再配送機構」が存在することが示唆される［9］。 
本研究では、著者らのグループが見出した ATPase による「膜タンパク質の再配送機構」［4，5］をもとに、

ER に存在する P-ATPase の Spf1 に着目し、ATPase を介した膜タンパク質の引き抜きによる再配送が膜タンパ

ク質の正しい細胞内分布を実現する新たな局在制御システムの存在を明らかとするため、Spf1 の分子機能解析を

行った。その結果、Spf1 の欠損はミトコンドリア外膜に存在する TA タンパク質だけでなく、N アンカー型膜タ

ンパク質の ER 誤局在も引き起こし、Spf1 の再発現は ER に誤局在したミトコンドリア外膜タンパク質をミトコ

ンドリアへと再配送することが確認された。これらの知見から、一部のミトコンドリア外膜タンパク質は ER へ

の局在化（誤局在）を可能とし、ER に誤局在したミトコンドリア外膜タンパク質は Spf1 による引き抜きを介し

てミトコンドリアへと再配送されることで正しい細胞内分布を実現する新たな局在制御システムが存在すること

が示唆された。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．SSppff11 のの欠欠損損ははミミトトココンンドドリリアア外外膜膜タタンンパパクク質質のの EERR 誤誤局局在在をを引引きき起起ここすす  
出芽酵母を用いて Spf1 の欠損によるミトコンドリア外膜（MOM：Mitochondrial Outer Membrane）タンパ
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ク質および内膜（MIM：Mitochondrial Inner Membrane）タンパク質のミトコンドリア局在への影響を検証す

るため、内在性 MOM タンパク質（Fis1、Tom20、Tom70、Msp1）および MIM タンパク質（Oxa1）の N 末ま

たは C 末に蛍光タンパク質 mNG（mNeonGreen）を付加した野生（WT：Wild Type）株と Spf1 欠損（spf1Δ）

株を作製し、蛍光顕微鏡を用いて細胞内局在解析を行った。その結果、MIM タンパク質の Oxa1 は spf1Δ株で

もミトコンドリアに局在する（図 1b）一方で、WT 株ではミトコンドリア外膜に局在する TA タンパク質の Fis1
が spf1Δ株では ER に誤局在することが確認された（図 1a）。また、N アンカー型膜タンパク質の Tom20、Tom70
が spf1Δ株でもミトコンドリアに局在するのに対し（図 1a）、Msp1 は ER に誤局在することが観察された     
（図 1a）。したがって、Spf1 の欠損はミトコンドリア外膜に存在する TA タンパク質だけでなく、一部の N アン

カー型膜タンパク質の ER 誤局在も引き起こすことが明らかとなった。 
 

 
図 1．Spf1 の欠損条件における MOM および MIM タンパク質の細胞内局在 

a） 野生株（WT）および Spf1 欠損株（spf1Δ）における内在性 MOM タンパク

質の細胞内局在解析を行った。緑色は MOM タンパク質（mNG-Fis1、Tom20-
mNG、Tom70-mNG、Msp1-mNG）、矢印は ER に誤局在したシグナルを

示す（スケールバー：5μm）。 
b） 野生株（WT）および Spf1 欠損株（spf1Δ）における内在性 MIM タンパク

質の細胞内局在解析を行った。緑色は MIM タンパク質（Oxa1-mNG）を示

す（スケールバー：5μm）。 
 
22．．ミミトトココンンドドリリアア外外膜膜タタンンパパクク質質のの EERR 誤誤局局在在はは SSppff11 のの欠欠損損依依存存的的にに引引きき起起ここさされれるる  

Spf1 の欠損は ER ストレス［7］や細胞内の脂質恒常性異常［8］を引き起こすことが報告されている。そこで、

Spf1 の欠損が引き起こす MOM タンパク質の ER 誤局在と他の障害との関係について検証を行うため、mNG の

付加によって内在性タンパク質を可視化した WT 株および遺伝子欠損株を作製し、ER ストレスおよびミトコン

ドリア障害条件、また脂質恒常性異常条件における内在性 Fis1（TA タンパク質）および Msp1（N アンカー型

膜タンパク質）の細胞内局在解析を行った。その結果、Fis1 および Msp1 の ER 誤局在は ER ストレス（図 2a）、
またミトコンドリア障害（図 2b）条件においても確認されなかった。さらに、エルゴステロール合成経路に関与

する転写因子の Upc2 と Ecm22（Upc2 のパラログ）を欠損した脂質恒常性異常モデル株（ecm22Δupc2Δ）［10］
においても Fis1 と Msp1 の ER 誤局在は確認されなかった（図 2c）。したがって、MOM タンパク質の ER 誤局

在は細胞内における ER ストレスやミトコンドリア障害、また脂質恒常性の異常に関わらず、Spf1 の欠損依存的

に引き起こされることが確認された。 
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図 2．各 spf1Δ模倣条件における MOM タンパク質の細胞内局在 
a） DTT の添加（final 5 mM, 30℃ 2 h）による ER ストレス条件下の内在性

Fis1（TA：TA タンパク質）および Msp1（NA：N アンカー型膜タンパク

質）の細胞内局在を蛍光顕微鏡によって観察した。緑色は MOM タンパク

質（mNG-Fis1、Msp1-mNG）、赤色はミトコンドリア（Su9-RFP）を示

す（スケールバー：5μm）。 
b） CCCP の添加（final 20μM、30℃、30 min）によるミトコンドリア障害条

件下の内在性 Fis1（TA：TA タンパク質）および Msp1（NA：N アンカー

型膜タンパク質）の細胞内局在を蛍光顕微鏡によって観察した。緑色は

MOM タンパク質（mNG-Fis1、Msp1-mNG）、赤色はミトコンドリア（Su9-
RFP）を示す（スケールバー：5μm）。 

c） Upc2 および Ecm22 の欠損による脂質恒常性異常条件下の内在性 Fis1
（TA：TA タンパク質）および Msp1（NA：N アンカー型膜タンパク質）

の細胞内局在を蛍光顕微鏡によって観察した。緑色は MOM タンパク質

（mNG-Fis1、Msp1-mNG）、赤色は ER（BipN-mCherry-HDEL）を示

す（スケールバー：5μm）。 
 
33．．SSppff11 はは EERR にに誤誤局局在在ししたたミミトトココンンドドリリアア外外膜膜タタンンパパクク質質ををミミトトココンンドドリリアアへへ再再配配送送すするる  

Spf1 による膜タンパク質の引き抜きを介した再配送について検証を行うため、著者らの確立した目的タンパク

質の選択的誘導発現系［4，5］を用い、spf1Δ株にガラクトース誘導性プロモーターによって発現する

GAL1p_3xFLAG-mNG-Fis1C132-155（TA タンパク質）また Msp1N1-35-3xFLAG-mNG（N アンカー型膜タンパ

ク質）およびシアナミド誘導性プロモーターによって発現する DDI2p_Spf1-HA をインテグレーションし、蛍光

顕微鏡によって ER 誤局在タンパク質の Spf1-rescue（再発現）条件における観察を行った。目的のタンパク質

をガラクトースによって発現した後にグルコース培地を用いた洗浄とインキュベーションによって発現を停止し、

シアナミドによる Spf1 の発現後 1 時間ごとに観察を行った。その結果、ER に誤局在した Fis1（図 3a）と Msp1
（図 3b）は、Spf1 の発現と共にミトコンドリアへと局在移行する様子が観察された。さらに、Su9-RFP に       
よって可視化されたミトコンドリアと Fis1（図 3a、右グラフ）および Msp1（図 3b、右グラフ）の共存率を      
定量解析した結果、共存率（Pearson's R）が経時的に増加することが確認された。 
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図 3．Spf1 の再発現（Spf1-rescue）による ER 誤局在タンパク質の再配送 

a） Spf1 の欠損株（spf1Δ）にガラクトース誘導性プロモーターを用いて発現さ

せた 3xFLAG-mNG-Fis1C132-155（TA タンパク質）を、シアナミド誘導性プ

ロモーターによる Spf1 の発現後 1 時間ごとに観察（0 h、1 h、2 h、3 h）
した。緑色は TA タンパク質（3xFLAG-mNG-Fis1C132-155）、赤色はミトコ

ンドリア（Su9-RFP）を示す。右のグラフは、3xFLAG-mNG-Fis1C132-155

（緑色）とミトコンドリア（赤色）の共存率を Pearson’s correlation 
coefficient（R）を用いて定量解析した結果を示す。統計処理には 2way 
ANOVA（***p＜0.001、****p＜0.0001）を用いた（スケールバー：5μm）。 

b） Spf1 の欠損株（spf1Δ）にガラクトース誘導性プロモーターを用いて発現さ

せた Msp1N1-35-3xFLAG-mNG（N アンカー型膜タンパク質）を、シアナミ

ド誘導性プロモーターによる Spf1 の発現後 1 時間ごとに観察（0 h、1 h、
2 h、3 h）した。緑色は N アンカー型膜タンパク質（Msp1N1-35-3xFLAG-
mNG）、赤色はミトコンドリア（Su9-RFP）を示す。右のグラフは、Msp1N1-

35-3xFLAG-mNG（緑色）とミトコンドリア（赤色）の共存率を Pearson’s 
correlation coefficient（R）を用いて定量解析した結果を示す。統計処理に

は 2way ANOVA（**p＜0.01）を用いた（スケールバー：5μm）。 
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考考  察察  

 
今回の解析から、Spf1 の欠損によってミトコンドリア外膜に存在する TA タンパク質だけでなく、一部の     

N アンカー型膜タンパク質も ER に誤局在することが新たに明らかとなった。また、Spf1 の欠損によって引き起

こされる MOM タンパク質の ER 誤局在は、ER ストレスやミトコンドリア障害、そして細胞内の脂質恒常性異

常にも依存しないことから、ER における誤局在タンパク質の引き抜き不全によって誤局在タンパク質の蓄積が

生じていることが考えられる。さらに、Spf1 の再発現は ER に誤局在した MOM タンパク質をミトコンドリア

へと再配送することが確認された。したがって、一部の MOM タンパク質は ER への局在化（誤局在）を可能と

し、誤局在した MOM タンパク質は Spf1 による引き抜きを介してミトコンドリアへと再配送されることで正し

い細胞内分布を実現する「新たな局在制御システム」が存在することが示唆される。また、これらの知見から未

だ不明点の多い TA タンパク質のミトコンドリア局在化経路についても、新規合成タンパク質が ER を経由して

ミトコンドリアへと局在化する再配送を介した間接的な経路が存在する可能性が考えられる。今後は Spf1 の   
欠損が引き起こす膜タンパク質の ER 誤局在について、その分子メカニズムおよび Spf1 の基質タンパク質を   
網羅的に探索することで、Spf1 が ER で制御する「膜タンパク質の再配送機構」の全容解明を目指したい。 
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