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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）である TOM複合体は、βバレル

型チャネルタンパク質 Tom40 と他の 6 つのサブユニットで構成される膜タンパク質複合体である。

TOM複合体は 3つのチャネルを持つ３量体として機能し、多様なミトコンドリアタンパク質がチャネ

ル内部に備わる複数の通り道を使って輸送されることが明らかになった。しかし、構造生物学的な知

見はいまだ乏しく、チャネル内部における基質タンパク質の輸送メカニズムを原子分解能レベルで議

論するには至っていない。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３量体機

能型 TOM 複合体の高分解能構造を決定することでミトコンドリアタンパク質の膜透過機構を解明す

ることを目的とした。Tom22サブユニットの C末端にヒスチジンタグを導入した酵母株より界面活性

剤ジギトニン存在下でアフィニティ精製した TOM複合体は、ネガティブ染色において３つの孔を有す

る均一な３量体構造が観察され、さらに界面活性剤を LMNGへ置換した試料においては高コントラス

トの２量体構造が見出されたが、クライオ電子顕微鏡を用いた予備的な観察では複合体の変性凝集や

解離によって構造解析を進めることはできなかった。現在は、界面活性剤のスクリーニングや GraDeR

法によるフリーミセルの除去、両親媒性ポリマーAmphipolへの置換、GraFix法による架橋等を行うこ

とで試料条件の最適化を進めている。GraFix 法では、３量体構造を保ったまま、複合体間で凝集する

ことなく構成サブユニット同士が架橋される条件を見出し、クライオ電子顕微鏡観察において分散性

の高い粒子を観察することに成功したが、2D classification において解釈可能な３量体構造を得ること

はできず、測定条件の更なる最適化が必要である。今後は、酵母 TOM複合体のナノディスクへの再構

成を試みるとともに、他の生物種由来の TOM複合体をスクリーニングすることで、より安定性の高い

構造解析に適した試料を探索する。均一な TOM複合体粒子が観察される条件が決定されれば、電子直

接検出カメラと Volta phase plateを備えた TitanKRIOS（FEI）によってデータセットを収集し、３量体

TOM複合体の高分解能での構造決定を目指す。 
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