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	 TOM複合体はミトコンドリア外膜のタンパク質膜透過装置（トランスロケータ）で、サイトゾルで合
成された前駆体ミトコンドリアタンパク質のほとんどは TOM 複合体のチャネルの内側を通ってミトコ

ンドリアに取り込まれる。TOM複合体は βバレル型膜タンパク質 Tom40と１回膜貫通ヘリックスを有
する６つのサブユニットで構成され、３分子の Tom40チャネルを含む三量体複合体として機能するが、
膜透過チャネルを含む全体構造の精密構造解析が達成されていないため詳細な輸送機構を議論すること

ができない。そこで本研究課題では、クライオ電子顕微鏡単粒子解析によって TOM 複合体の高分解能

立体構造を決定し、TOM複合体によるミトコンドリアタンパク質輸送メカニズムを近原子分解能レベル
で解明することを目的とする。そのために、我々は出芽酵母から単離したミトコンドリア画分を界面活

性剤ジギトニンで可溶化し、分子量約 450kDa の均一な TOM 複合体を精製する実験系を確立した。さ
らに精製 TOM複合体のジギトニンミセルを Amphipolへ置換し、TOM複合体粒子が観察される試料凍
結条件を検討した。TOM 複合体粒子が観察された条件について、大阪大学蛋白質研究所の所有する

TitanKRIOS（FEI）にて、電子直接検出カメラ Falcon IIと Volta phase plateを用いて約 400枚のデ
ータセットを収集したが、粒子のコントラストが弱く形状も不均一であったため、解釈可能な 2D 
classification を行うことができなかった。今後は、Amphipol 置換条件のさらなる最適化やナノディス
クへの再構成法を確立することで試料の安定化を目指す。また、出芽酵母の発現系を用いて、膜透過反

応が停止したリボソーム・ミトコンドリアタンパク質・TOM複合体からなる膜透過中間体の精製にも成
功し、TOM複合体単独と同様にしてクライオ電子顕微鏡単粒子解析を試みた。約 1800枚のデータセッ
トを収集し 2D classification を行ったところ、リボソームに特徴的な高次構造が見出され、さらに 3D 
reconstructionによって 17.2 Å分解能で density mapが得られた。しかし、TOM複合体部分の局所分
解能が著しく低く構造決定には至っていない。今後は測定条件のさらなる最適化や、TOM複合体部分の
focused refinementによって、TOM複合体の高分解能構造決定を目指す。 
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