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1. 緒⾔ 

 

1-1. 哺乳類ミトコンドリアの蛋⽩質合成系 

 

 ミトコンドリアには、核とは別に独自の DNA(mtDNA)がある。哺乳類では 1 個のミ

トコンドリア内に数コピーの mtDNA が存在する。哺乳類の mtDNA はおよそ 16,000

塩基対の環状⼆本鎖 DNA であり、2 個のリボソーム RNA(rRNA)と、22 個の tRNA、

13 個の蛋⽩質の遺伝⼦がコードされている(図 1)。1) この 13 個の蛋⽩質を翻訳するた

めにミトコンドリアには細胞質とは独⽴した独自の蛋⽩質合成系が存在している。

mtDNA にコードされている 13 個の蛋⽩質は全て呼吸鎖複合体のサブユニットである。

呼吸鎖複合体は Complex I (NADH 脱⽔素酵素)、Complex II (コハク酸脱⽔素酵素)、

Complex III (シトクロム bc1 複合体)、Complex IV (シトクロム c 酸化酵素)、Complex V 

(ATP 合成酵素)の 5 個の複合体から構成される。Complex II は核の DNA にコードされ

た蛋⽩質のみで構成されているが、他の 4 個の複合体は核にコードされたサブユニット

と mtDNA にコードされたサブユニットから構成されており、ミトコンドリア内膜上で

組み合わさって活性を持つようになる。 

 
ミトコンドリアは真核細胞に細菌が共⽣してできた細胞⼩器官と⾔われており、ミト

コンドリアの蛋⽩質合成系の基本的なメカニズムはバクテリアの蛋⽩質合成系と類似

している。その⼀⽅で、ミトコンドリアの蛋⽩質合成系に特有な点もいくつか知られて

いる。2), 3) ミトコンドリアの mRNA はまず 2 個の⻑い polycistronic な前駆体 mRNA

として転写される。その後、プロセシングやポリアデニル化を受けて 11 個の mRNA と

成熟していく。11 個のうち 9 個は monocistronic、2 個は bicistronic な mRNA である。

2 個の bicistronic な mRNA はそれぞれ ATP8 と ATP6、ND4L と ND4 をコードしてお

り、どちらもオーバーラップした領域を含んでいる。ミトコンドリアの mRNA はバク

テリアの mRNA で⾒られる Shine-Dalgarno 配列や真核細胞の細胞質の mRNA に⾒ら

れる Cap 構造はなく、先導配列を⽋いた leaderless mRNA となっている。また、異常

構造を持った tRNA が使用されていることや、変則暗号を使用していることもミトコン

ドリア蛋⽩質合成系に特有のものとなっている。2), 3) 
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1-2. 哺乳類ミトコンドリアのリボソーム 

 

哺乳類の mtDNA にコードされた蛋⽩質はすべて膜タンパク質であり、これらの膜タ

ンパク質を合成するためにミトコンドリアリボソームはマトリクス側から内膜に相互

作用していると⾔われている。4) 哺乳類ミトコンドリアのリボソームの沈降係数は 55S

で、大サブユニットと⼩サブユニットの沈降係数はそれぞれ 39S と 28S である。ミトコ

ンドリアリボソームは抗⽣物質に対する感受性の類似性などからバクテリアに類似し

たリボソームと考えられている。5) ミトコンドリアのリボソームの分⼦量は約 2.7 x 106 

Da であり、E. coli のリボソームの分⼦量とほぼ同じだが、rRNA 成分は半分もなく、

リボソーム蛋⽩質の数は 2 倍以上ある。そのため浮遊密度が低くなり、沈降係数がバク

テリアのリボソーム(70S)よりも低くなっている。6) ミトコンドリアのリボソームのリ

ボソームタンパク質は約 80 個あり、すべて核の DNA にコードされている。⼩サブユ

ニットのリボソーム蛋⽩質は 29 個あり、その中で 14 個はバクテリアのリボソームにホ

モログを持つ（表 1）。大サブユニットのリボソーム蛋⽩質は 48 個あり、その中で 28

個はバクテリアのリボソームにホモログを持つ（表 2）。ミトコンドリアの rRNA は 12S 

rRNA と 16S rRNA があり、どちらも mtDNA にコードされている。バクテリアのリボ

ソームの 5S rRNA に対応する 3 個目の rRNA は⾒つかっていない。ミトコンドリアの

リボソーム蛋⽩質は細胞質で翻訳された後ミトコンドリアに輸送される。ミトコンドリ

アの rRNA はミトコンドリアで転写される。違う場所で合成されたリボソーム蛋⽩質

と rRNA が組み合わさって、ミトコンドリアリボソームは出来上がるが、ミトコンド

リアリボソームの⽣合成機構については、アセンブリーの機序をはじめとして細胞周期

とどのように連動しているかなど、あまり理解されていない。近年、表 3 に⽰すように

ミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質の変異による神経変性疾患などのヒト疾患の発症

が報告されている。7)-15) MRPL3、MRPL32、MRPS16、MRPS22 の異常による疾患で

はリボソームの⽣合成の異常が⽰唆されている。このような疾患の発症機構を理解する

ためにはリボソームの⽣合成機構の解明が必要であると考えられる。 
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1-3. リボソームの⽣合成における G タンパク質 

 

リボソームの⽣合成では rRNA のプロセシングや修飾とリボソーム蛋⽩質の組み込

みが協調的に⾏われている。これらの過程はhelicaseや修飾酵素、Gタンパク質(GTPase)

などの様々な⽣合成因⼦によって制御されている。本研究では⽣合成に関わる GTPase

に着目した。バクテリアのリボソームの⽣合成に関わる GTPase は 5 個のファミリー

(Obg、YihA、Era、YfgK(EngA)、YlqF/YawG)に分類される。16) リボソームの⽣合成

に関わる GTPase の多くは⽣育に必須であり、これらの GTPase に変異を加えると細胞

内での 70S リボソームの量が減少するという共通の表現型を⽰すことが知られている。

17), 18) また、リボソームの⽣合成に関わる GTPase は真核細胞にも広く保存されている。

リボソームの⽣合成に関わる GTPase を⽋損させた時に蓄積するリボソームの前駆体に

含まれるリボソーム蛋⽩質や rRNA の解析により、GTPase の⽋損によってどのような

未成熟なリボソームが蓄積するのかはよく調べられている。しかし、GTPase の機能に

関する詳細な分⼦メカニズムはあまりわかっていない。その中で、E. coli のリボソーム

の⽣合成に関わる GTPase である Era や RsgA に関しては解析が進んでいる。Era は後

期に組み上がる⼩サブユニットのリボソーム蛋⽩質のリボソームへの結合速度を上げ

ると⾔われている。19) また、RsgA はリボソームの⼩サブユニットの⽣合成の後期にお

いてリボソームの⽣合成因⼦である RbfA を解離させる働きがあることが知られている。

20) このように GTPase はリボソームの⽣合成において様々な働きをすると考えられる。 

 
これまでに酵⺟のミトコンドリアでは 3 つの GTPase ( Mtg1, Mtg2, Mtg3)がミトコン

ドリアリボソームの⽣合成に関わることが知られている。21)-23) Mtg1 と Mtg2 は大サ

ブユニットの⽣合成、Mtg3 は⼩サブユニットの⽣合成に関与していると⾔われている。

哺乳類ミトコンドリアにおいては、mtRsfA/C7orf30 が大サブユニットの⽣合成に関与

していると報告されている。24)-26) また、2 つの GTPase、ERAL1 と NOA1/C4orf14(酵

⺟ Mtg3 のホモログ)が⼩サブユニットの⽣合成に関与すると⾔われている。27)-29) 本研

究では酵⺟の Mtg1 のホモログであるヒトの Mtg1(アミノ酸のアライメントを図 2 に⽰

す)と酵⺟の Mtg2 のホモログである ObgH1(アミノ酸のアライメントを図 3 に⽰す)の

機能解析を⾏った。 
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1-4. ObgH1  
 

ObgH1 はミトコンドリアに局在する Obg ファミリー蛋⽩質である。30) Obg ファミ

リー蛋⽩質は細菌から真核細胞において広く保存されている GTPase であり、16) リボ

ソームの⽣合成やストレス応答、胞⼦形成、染⾊体分配、DNA 複製など様々な細胞内

プロセスに関わると⾔われている。18) ここではリボソームとの関係についてを中⼼に

説明する。 

 
バクテリアの Obg 蛋⽩質はリボソームの 50S サブユニットと相互作用する。31),  32) 

また、B. subtilis では Obg 蛋⽩質がリボソーム蛋⽩質である L13 と相互作用することが

⽰されており、33) L13 を介して Obg 蛋⽩質はリボソームの大サブユニットと相互作用

すると考えられる(図 1)。Obg 蛋⽩質とリボソームの結合にヌクレオチドが必要かどう

かの解析も⾏われてきた。細胞抽出液を用いた解析ではヌクレオチドが存在してもしな

くても、さらにはグアニンヌクレオチドの種類にかかわらず 50S に結合する。32) しか

し、精製した 70S リボソームを用いた場合には GTP の非加⽔分解アナログである

GDPNP 存在下で強く結合し、GDP 存在下ではほとんど結合しない。32) また 30S にも

結合することが⽰されている。31), 32) さらに Obg 蛋⽩質は精製した 16S や 23S rRNA

と GTP 存在下でのみ結合することが⽰されている。31) これらのことから Obg 蛋⽩質

は GTP 型でリボソームと相互作用すると考えられる。 

 
E. coli の Obg 蛋⽩質である ObgE の機能を⽋損させた株のポリソームプロファイル

を調べると、70S リボソームが減り、30S と 50S サブユニットが増え、同時に 50S の前

駆体が出現する。31), 32) さらに RNA のプロセシングに異常が起き、16S と 23S rRNA の

前駆体が蓄積する。31), 32) 50S の前駆体ではリボソーム蛋⽩質 L33、L34、L16 といった

後期に組み上がっていくリボソーム蛋⽩質の量が減っている(図 4、5)。これより、ObgE

はリボソームの後期の assebly に関わっていると考えられている。32) 

 
酵⺟のミトコンドリアに局在する Obg 蛋⽩質である Mtg2 はミトコンドリアの内膜

にマトリクス側から相互作用し、ミトコンドリアのリボソームの大サブユニットに結合

する。22) Mtg2 の機能を⽋失させた株ではミトコンドリアの翻訳能に異常が⽣じ、呼

吸鎖複合体の Complex IV のサブユニットである COI と COIII、Complex III のサブユ

ニットである Cytb の翻訳量は減少し、Complex IV のサブユニットである COII の翻訳
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量は増加する。またそのときのミトコンドリアリボソームのプロファイルを調べると、

⼩サブユニットと大サブユニットの割合はあまり変化しないがサブユニット全体の量

が減る。22) また⽣合成の初期に組み込まれるリボソーム蛋⽩質でリボソームに組み込

まれないと不安定である Mrp13 や Mrp49 の細胞内での蛋⽩量は Mtg2 の機能を⽋損さ

せても変化がないことから、Mtg2 はリボソームの初期の⽣合成には関与しないと考え

られている。22) 

 
バクテリアの RrmJ は 23S rRNA の peptidyl transferase center にある U2552 を修飾

するメチルトランスフェラーゼである。rrmJ の⽋損株では rRNA の修飾がおきなくな

り、70S リボソームが減少し、同時に 30S と 50S サブユニットが増える。34)  E. coli の

Obg の過剰発現は rrmJ の⽋損によるポリソームプロファイルの変化を回復させるが、

このとき U2552 の修飾は起きていないことが知られている。32)  酵⺟の場合、RrmJ の

ホモログである Mrm2 はミトコンドリアのリボソームの大サブユニットの rRNA であ

る 21S rRNA の U2791 をメチル化する役割があり、mrm2 の⽋損は呼吸⽋損を⽰すが、

酵⺟の Mtg2 の大量発現は mrm2 の⽋損を相補できる。22) これらのことからもバクテ

リアや酵⺟ミトコンドリアの Obg 蛋⽩質はリボソームの⽣合成に関与していると考え

られる。 

 
ヒトには Obg 蛋⽩質が２つ知られており、ObgH1 と ObgH2 がある。どちらも E. coli

の ObgE の⽋損による⽣育障害を相補できることから、ObgE と同様の機能を持ってい

ると考えられる。30) 免疫染⾊法により、ObgH1 はミトコンドリアに、ObgH2 は核⼩

体に局在すること知られており、30) ObgH1 と ObgH2 はそれぞれミトコンドリアと核

⼩体で ObgE と同じような機能、すなわちリボソームの⽣合成に関与しているのではな

いかと考えられる。 
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1-5. Mtg1 

 
Mtg1 は細菌（グラム陽性菌）から真核細胞において保存されている YlqF/YawG フ

ァミリー蛋⽩質である。 

 
B. subtilis では YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質である YlqF の⽋損により 70S リボソー

ムが減少し 50S の前駆体である 45S 中間体が蓄積することが知られている。35)-38) この

ことから YlqF はリボソームの大サブユニットの⽣合成過程で働くと考えられている。

この 45S 中間体にはリボソーム蛋⽩質 L16、L27、L36 が⽋落している。35)-38) L16、L27、

L36 の大サブユニットにおける位置は図 6 の通りであり、45S 中間体では A 位、P 位や

peptidyltransferase center (PTC)が正しい構造を取れていないのではないかと考えられ

ている。18) YlqF は 45S 中間体や 50S 大サブユニットと GTP 型で相互作用するが、50S

との結合は GTP の非加⽔分解アナログである GTPγS の存在下でないと観察されない。

35) また、YlqF の GTPase は 50S 大サブユニットによって活性化されるが、45S 中間体

では活性化されない。39) これらのことから、YlqF が GTP 型で未成熟のリボソームの

大サブユニットに結合すると、L16、L27、L36 がリボソームにリクルートされ、リボソ

ームが成熟すると YlqF が GTP を加⽔分解してリボソームから解離すると考えられてい

る。 

 
YlqF がリボソームのどの位置に結合するのかについてはリボソーム蛋⽩質と rRNA

について解析が⾏われている。rRNA の結合部位については DMS footprint 解析が⾏わ

れている。この解析によって YlqF が大サブユニットに結合すると、23S rRNA の Helix 

38 にある C928 と C942、Helix81 にある A2301、Helix 85 にある A2354 が保護される

ことがわかった。35) リボソーム蛋⽩質との結合については Yeast two-hybrid 法や pull 

down 法を用いた実験が⾏われている。これらの実験により YlqF は L25 と相互作用す

ることがわかっている(図 6)。35) 

 
酵⺟のミトコンドリアの YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質である Mtg1 はミトコンドリ

アの内膜にマトリクス側から相互作用しているが、ミトコンドリアのリボソームとは相

互作用していないと⾔われている。21) Mtg1 の変異はミトコンドリアの rRNA の分解

やミトコンドリアの翻訳活性の低下をもたらし、その結果、呼吸⽋損を引き起こす。21) 

また大サブユニットの rRNA の domain V と central peptidyl transferase domain をつ
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なぐステム内の点変異が mtg1 null 変異体のミトコンドリア翻訳活性異常を抑制できる

ことがわかっている。21) これらのことは Mtg1 がミトコンドリアリボソームの大サブ

ユニットの⽣合成に関与していると考えても⽭盾はないことである。 

 
ヒトの Mtg1 も免疫染⾊法により、ミトコンドリアに局在することがわかっている。

21) また、酵⺟の mtg1 ⽋損による呼吸⽋損を相補できることから、ヒトの Mtg1 もミ

トコンドリアリボソームの⽣合成に関与していると考えられる。21)  
 
 

1-6. 本研究の目的 

 
1-3 項で述べたように、近年、哺乳類ミトコンドリアリボソームの⽣合成因⼦の解析

が進んできている。しかし、完全な理解までにはまだ不⼗分である。1-4 項、1-5 項で

述べたように ObgH1 や Mtg1 は哺乳類ミトコンドリアリボソームの⽣合成に関わって

いる可能性が⾼い。そこで、本研究では ObgH1 と Mtg1 の哺乳類ミトコンドリアリボ

ソームの⽣合成における機能の解析を⾏うことで、哺乳類ミトコンドリアリボソームの

⽣合成機構に関する知⾒を得ることを目的とした。 
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2. 実験⽅法 

 

2-1. 細胞培養 

 
ヒト培養細胞は 10% FBS, penicillin(100 units/ml), streptomycin (100 μg/ml)を加えた

D-MEM 中で 37℃、5% CO2 条件で培養した。 
 
 

2-2. ヒト培養細胞からのミトコンドリアの調製 

 
回収した細胞を冷たい PBS(-)で洗い、5 × 107 cells /ml となるように MSED(+) buffer 

(20 mM HEPES-KOH (pH 7.4), 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1 mM EDTA, 0.1 % 
BSA, 0.2 mM Mg(OAc)2, 1 mM DTT, Protease inhibitor (Roche,EDTA-free))に懸濁した。

細胞懸濁液を nitrogen cavitation bomb (Parr Instrument Co., Moline,IL,USA)を用いて

破砕した(5 ml ずつ、225 p.s.i、30 min)。サンプルを遠⼼(1,000 × g (TOMY GRX-220), 5 

min, 4 ℃)して核やデブリを除き、上清を回収した(= sup1)。ペレットは 5 ml の

1×MSED(+) buffer で懸濁した。この時、18G 針を用いてサンプルを 3 往復させた。こ

れを遠⼼(1,000 × g (TOMY GRX-220), 10 min, 4 ℃)して、上清を回収した(= sup2)。Sup1

と 2 をまとめて遠⼼(800 × g (TOMY GRX-220), 20 min, 4 ℃)し、上清を回収した。サン

プルを遠⼼(3,000 × g (TOMY GRX-220), 30 min, 4 ℃)し、ペレットを回収した。(上清は

細胞質画分として回収した。) ペレットを 5ml の MSED(+) buffer に懸濁し蛋⽩定量を

⾏った。サンプルを遠⼼(3,000 × g (TOMY GRX-220), 30 min, 4 ℃)し、ペレット( = ミト

コンドリア)を回収した。 
 
 

2-3. ミトコンドリアの細分画 

2-3-1. ミトコンドリアの細分画-1 

まずミトコンドリアをミトプラスト(ミトコンドリアの外膜を壊した状態のもの)と

外膜・膜間領域画分に分画した。10 mg のミトコンドリアを 500 µg/ml となるように
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swelling buffer (10 mM KH2PO4/K2HPO4 (pH7.4))で懸濁し、氷上で穏やかに 20 分間混

ぜた。等量の shrinking buffer (10 mM KH2PO4/K2HPO4 (pH7.4), 10 mM MgCl2, 

32 %(w/v) sucrose 30% (v/v) glycerol)を加え,氷上で穏やかに 20 分間混ぜた。遠⼼

(~10,000 × g (TOMY GRX-220), 1 h , 4 ℃)し、pellet はミトプラスト, sup は外膜・膜間

領域画分として回収した。 
 
 

2-3-2. ミトコンドリアの細分画-2 

ミトプラストをマトリクス画分と内膜画分に分画した。mitoplast を MSED(-) (20 mM 

HEPES-KOH (pH7.4), 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1mM EDTA)で wash し、遠⼼

(~10,000 × g (TOMY GRX-220), 30 min, 4 ℃)した (2 回繰り返し)。pellet を 500 µl の

MSED(-)で懸濁し、超⾳波破砕を⾏った(極細 tip,10 watt, 2 秒 on 2 秒 off, total 3 min)。

サンプルを遠⼼(150,000 × g, 1 h (65 krpm, TLA100.2))した。sup はマトリクス画分とし

て回収。pellet は MSED(-)で rinse し、150 µl の RIPA (25 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM 

NaCl, 1 % NP-40, 1 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 1 mM EDTA , 5 µg/ml 
chymostatin, 5 µg/ml pepstatin A, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml antipain)に懸濁して、内

膜画分として回収した。 
 
 

2-3-3. ミトコンドリアの細分画-3 

外膜画分と膜間領域画分を分離した。2-3-1 項で得られた外膜・膜間領域画分のサン

プルを遠⼼(150,000 × g, 1 h (35 krpm, SW41Ti)して pellet は 150 µl RIPA で懸濁して、

外膜画分として回収した。sup には Triton-X100 を 0.1 %(v/v)になるように添加し、1 ml

くらいまで濃縮(Millipore, 10 kDa cut off)した。そこに 1.0 ml PBS(+0.1 %[v/v] 

Triton-X100, 5 % glycerol [v/v]を添加)し 1 ml まで濃縮した(×4)。0.25 ml まで濃縮し、

膜間領域画分として回収した。 
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2-4. Proteinase K assay 

 
ミトコンドリアとミトプラストを MSED(-) buffer で懸濁し、Proteinase K (TAKARA)

を最終濃度 0、0.2、2 μg/ml となるように加えた。これらのサンプルを氷上で 30 分間反

応させた。phenylmethylsulfonyl fluoride と LiDS sample buffer (40 mM Tris-HCl (pH 

6.8), 2 % (w/v) LiDS, 10 % (v/v) glycerol, 10 % (w/v) bromphenol blue, 350 mM 
β-mercaptoethanol)を加え、反応を⽌めた。サンプルは 95 ℃で 5 min インキュベート

し、氷上においた後、SDS-PAGE を⾏い、immunoblotting 法により解析した。 
 
 

2-5. ObgH1、Mtg1 の発現と精製 

 
ObgH1（31〜406 amino acids）をコードした DNA flagment を京都大学大学院⽣命

科学研究科の⽵安邦夫教授に供与していただいた ObgH1/pGEX5X-3 を鋳型にした

PCR により増幅し、pET15b (Novagen)に挿⼊した。図 24 の実験のみ 72〜406 amino 

acids の ObgH1 を使用した。Mtg1 (27~334 amino acids)をコードした DNA flagment

は HeLa 細胞由来の poly(A) RNA を用いた逆転写 PCR 法によって増幅し、pET15b に

挿⼊した。 

 
 ObgH1/pET15b と Mtg1/pET15b により E. coli Rosetta (DE3) /pLysS (Novagen)を形質

転換した。蛋⽩質発現は 0.1 mM isopropyl-1-thio-D-galactopyranoside (IPTG)により誘

導し、18℃、overnight で発現させた。菌体を Buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM 

KCl、5 mM MgCl2、10 % Glycerol、3.5 mM β-mercaptoethanol、0.1 mM PMSF、20 μM 

GDP)で懸濁し、超⾳波破砕により菌体を破砕した。細胞破砕液を遠⼼(10,000 x g、30 

min、4 ℃)し、上清を回収し、Ni-NTA column chromatography (QIAGEN)にロードし

た。Elute Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM KCl、150 mM Imidazole、10 % 

Glycerol、3.5 mM β-mercaptoethanol、20 μM GDP)により溶出し、透析 Buffer 1(20 mM 

Hepes-KOH (pH 7.5)、100 mM KCl、10 % Glycerol、7 mM β-mercaptoethanol、20 μM 

GDP)により透析した。次に HiTrap SP HP column chromatography (GE Healthcare)を

用いて KCL の濃度勾配 (0.1 ~ 0.3 mM)を利用して精製した。ObgH1、Mtg1 を含む画分

を回収し、透析 Buffer 2 (20 mM Hepes-KOH (pH 7.5)、200 mM KCl、10 % Glycerol、
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7 mM β-mercaptoethanol、20 μM GDP)で透析し、-80℃で保存した。 
 
 

2-6. ミトコンドリアリボソームの調製 

 

 ブタ肝臓のミトコンドリアリボソームはヒトミトコンドリアリボソームとホモロジ

ーが⾼く、大量調整が簡便であるために、本研究ではヒトミトコンドリアリボソームの

モデルとしてブタ肝臓のミトコンドリアリボソームを用いた。55S リボソームの調製は

以前の⽅法 40), 41) に倣い、調製した。 
 
 

2-6-1. ブタ肝臓からミトプラストの調製 

ブタ肝臓を 2-3 cm 四⽅に刻み、0.5 kg ずつ量り取り、0.25 M Sucrose で⼆回リンスし

たあと、ミンチ器にかけた。0.5 kg の肝臓あたり、1L の IM buffer (2 mM Hepes-KOH(pH 

7.5)、70 mM Sucrose、0.22 M mannitol、0.9 mM EDTA)を加え、ダウンス式ホモジナイ

ザーでホモジナイズした。ホモジェネートを遠⼼(500 x g, 25min, 4℃)し、上清を回収し

た。 上清を再び遠⼼(5,000 x g, 25min, 4℃)し、ペレットを回収した。4kg の肝臓分のペ

レットを 5L の IM Buffer で懸濁し、ワーリングブレンダーにより細かく砕いた。サン

プルを遠⼼(500 x g, 15min, 4℃)し、上清を回収した。上清を再び遠⼼(5,000 x g, 25min, 

4℃)し、ペレットを回収した。ペレットを 3L の IM Buffer に懸濁し、ワーリングブレ

ンダーで細かく砕き、IM Buffer を加えて 4L にメスアップした。スターラーで攪拌しな

がら冷えた Digitonin 溶液(200 mg/kg liver)を加え、15min 攪拌した。IM Buffer を加え

て 6 L にメスアップした。サンプルを遠⼼(5,000 x g, 25min. 4℃)し、ペレットを回収し、

再びペレットを 3L の IM Buffer に懸濁して遠⼼(5,000 x g, 25min, 4℃)し、ペレットを回

収した。ペレットを 600 ml の IM Buffer(+PMSF, 最終濃度 0.1mM)に懸濁し、遠⼼(9,300 

x g, 30min, 4℃)、ペレット(=ミトプラスト)を回収した。 
 
 

2-6-2. ミトプラストからクルードリボソームの調製 

30 g のミトプラストをホモジナイザーで 0.1 g/ml になるように Extraction Buffer 

(0.26 M Sucrose、40 mM KCl、15 mM MgCl2、15 mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.8 mM EDTA、
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1.6 % Trition X-100、6 mM β-mercaptoethanol、0.05 mM Seprmine、0.05 mM Spermidine、

0.1 mM PMSF)に懸濁し、4℃で 15 分攪拌したあと、遠⼼(45Ti (Beckman Coulter)、21,000 

rpm、30 min、4℃)した。上清(＝S30)を回収し、KCl を最終濃度 300mM となるよう加

え、4℃で攪拌した。45Ti 遠⼼チューブに 11ml ずつ Sucrose Cushion Buffer(1 M Sucrose、

100 mM KCl、20 mM MgCl2、20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 % Trition X-100、6 mM 

β-mercaptoethanol)を⼊れ、その上に S30 を重層し、遠⼼(45Ti (Beckman Coulter)、35,000 

rpm、22〜30 hr、4℃)した。ペレットを遠⼼チューブ 1 本につき 100-200 μl の Base 

Buffer( 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、20 mM MgCl2、80 mM KCl、6 mM β-mercaptoethanol)

に懸濁し、4℃で 1 時間震盪した。懸濁したサンプルを遠⼼(13,000 x g, 5min, 4℃)し、

上清を回収した。ペレットを Base Buffer に再び懸濁してから遠⼼し、上清をあわせ、

KCl 濃度を 200mM にした 20 ml の Base Buffer に加えた。45Ti 用遠⼼チューブに 20ｍl

の TritonX-100 を含まない Sucrose Cushion Buffer を⼊れ、サンプルを重層し、(45Ti 

(Beckman Coulter)、35,000 rpm、20 hr、4℃)した。ペレットを回収し、遠⼼チューブ

１本につき 100-200 μl の re-association buffer (15 mM Tris-HCl (pH 8.0)、20 mM MgCl2、

40 mM KCl、6 mM β-mercaptoethanol)を加え、4℃で 1 時間震盪してペレットを溶かし

た。サンプルを遠⼼(13,000 x g, 5min, 4℃)し、上清を回収した。ペレットを少量の

re-association buffer で再懸濁し、ペレットが透明なデブリのみになるまで遠⼼(13,000 x 

g, 5min, 4℃)を繰り返した。得られた上清を合わせ、ミトコンドリアクルードリボソー

ムとして回収した。 
 
 

2-6-3. クルードリボソームから 55S ミトコンドリアリボソームの調製 

ミトコンドリアクルードリボソーム(max.600 μl, 70 A260/grad)を 6-38% (w/v) Sucrose 

Gradient/re-association Buffer に重層し、遠⼼(SW28 (Beckman Coulter)、20,000 rpm、

16 hr、4℃)し、density gradient fractionators (Towa Labo, Model 152-001)で回収した。

55S mt ribosome のフラクションを回収し、Sucrose を含まない re-association buffer で

45Ti 用遠⼼チューブの肩までメスアップし、遠⼼(45Ti (Beckman Coulter)、23,000 rpm、

27 hr、4℃)し、ペレットを回収した。ペレットを各チューブ 100 μl の sucrose を含まな

い re-association buffer に懸濁し、4℃で１時間震盪した。サンプルを遠⼼(13,000 x g, 

5min, 4℃)し、上清を回収した。ペレットを少量の sucrose を含まない re-association 

buffer で再懸濁し、遠⼼(13,000 x g, 5min, 4℃)し、得られた上清を上記の上清とあわせ、

55S ミトコンドリアリボソームを回収した。 
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2-6-4. 28S ⼩サブユニット、39S 大サブユニットの調製 

精製した 55S リボソームを dissociation buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、2 mM 

MgCl2、200 mM KCl、6 mM β-mercaptoethanol)中で 28S ⼩サブユニットと 39S 大サブ

ユニットに解離させた。このサンプルをショ糖密度勾配にかけ(SW28 (Beckman 

Coulter)、20,000 rpm、16 hr、4℃)、28S と 39S のフラクションを回収し、遠⼼(70Ti 

(Beckman Coulter)、40,000 rpm、6hr、4℃)し、ペレットを回収した。ペレットを

re-association buffer に懸濁した。 
 
 

2-7. E. coli リボソームの調製 

 

E. coli 由来の 70S リボソームは本研究室で開発された PURE system で用いている 70S

リボソーム 42)を使用した。E. coli のリボソームのサブユニット(50S と 30S) については

70S リボソームを低 Mg2+濃度条件でサブユニットに解離させ、ショ糖密度勾配遠⼼によ

り調製したものを使用した。 
 
 

2-8. Ribosome-binding assay 

 

 0.2 μM 55S ribosome と 2 μM ObgH1/Mtg1 を 100 μl の binding buffer (15 mM 

Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM KCl、5 mM MgCl2、1 mM DTT、1 mM guanine nucleotide)

中で反応させた。室温、20 分の反応後、15-30 % (w/v)のショ糖密度勾配に重層し、遠

⼼（SW41Ti (Beckman Coulter)、39,000 rpm、5.5 h）した。遠⼼後、density gradient 

fractionators (Towa Labo, Model 152-001)を用いて、260 nm の吸光を測定しながら分画

した。E. coli の 70S リボソームとの結合実験では、0.2 μM 70S ribosome と 2 μM 

ObgH1/Mtg1 を 100 μl の binding buffer (15 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM KCl、5 mM 

MgCl2、1 mM DTT、1 mM guanine nucleotide)中で反応させた。室温、20 分の反応後、

15-30 % (w/v)のショ糖密度勾配に重層し、遠⼼（SW41Ti (Beckman Coulter)、39,000 rpm、

4 h）した。In vivo でのミトコンドリアリボソームと ObgH1、Mtg1 の結合の解析のた

めには、精製したミトコンドリアを extraction buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM 

NH4Cl, 10 mM Mg(OAc)2, 2 % NP-40, 7 mM β-mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 80 U/ml 
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HPR I)（GDPNP を加えるときは 2 mM の濃度で加えた）で溶解し、10-30 % (w/v)のシ

ョ糖密度勾配に重層し、遠⼼ (SW41Ti (Beckman Coulter), 135,000 × g (33,000 rpm), 7 h)

した。フラクションは SDS-PAGE の後、immunoblot により解析した。 

 
 

2-9. Double stranded RNA (dsRNA) transfection 

 
次に⽰す dsRNA を Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いて HeLa 細胞にトランス

フェクションした。ObgH1 をノックダウンするための dsRNA の sense 鎖の配列は 

5'-GCAACGGUGGACACGUCAU-3'、antisense 鎖の配列は 5'-AUGACGUGUCCAC 

CGUUGCCU-3'である。 Mtg1 をノックダウンするための dsRNA の sense 鎖の配列は 

5'-GUUAAAGGGCUGUUUCUU-3'、antisense 鎖の配列は 5'-AAGAAACAGGCCCU 

UUAACUG-3' )である。RNAi 実験において control として Firefly Luciferase をノック

ダ ウ ン す る た め の dsRNA を 用 い た 。 こ の dsRNA の  sense 鎖 は 

5'-GUGCGCUGCUGGUGCCAAC-3'、antisense 5'-GUUGGCACCAGCAGCGCACUU- 

3')である。ミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質の量や呼吸鎖複合体の形成の解析の時に

は、3 ⽇後に再びトランスフェクションを⾏った。はじめのトランスフェクションから

5 ⽇後に細胞を回収し解析に進んだ。ミトコンドリアの翻訳活性解析やミトコンドリア

リボソーム RNA の解析の時には、4 ⽇後に 2 回目のトランスフェクションを⾏った。1

回目のトランスフェクションから 7 ⽇後にミトコンドリアの翻訳解析や RNA の調製に

進んだ。 
 
 

2-10. Mitochondrial translation assay (パルスラベル法) 

 
RNAi 処理した細胞を wash medium (10 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 0.5% PS, 100�M 

Cys in DMEM(-Met))で洗浄し、pre-incubate medium (10 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 

0.5 % PS, 100 μM Cys, 2 % FBS, 2 mM Glutamine, 0.2 mg/ml Emetine in DMEM(-Met))
を⼊れ、37 ℃, 15 min, 5 % CO2 でインキュベートした。Pre-incubate medium を取り除

き、incubate medium (10 mM HEPES-KOH (pH 7.5),  100 μM Cys, 2% FBS, 2mM 

Glutamine, 0.2 mg/ml Emetine, 0.2 mCi/dish 35S-Met in DMEM (-Met))を加え、37 ℃, 2 
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h, 5 % CO2 でインキュベートした。ラベルした後、細胞を回収し 1 % [v/v] Triton X-100

を含む PBS で細胞を溶解し、10,000 x g, 5 min 遠⼼することで不溶性のものを取り除い

た。上清を 15 % SDS-PAGE により分離して、Coomassie Brilliant Blue (CBB)で染⾊し

たあと、BAS5000 (Fujifilm)により、放射性のバンドを検出した。 
 
 

2-11. RNA isolation and northern blotting 

 

HeLa 細胞から ISOGEN (ニッポンジーン)を用いて total RNA を分離した。Northern 

blotting のために、total RNA を変性 1%アガロースで電気泳動し、Hybond-NX 

membrane (GE Healthcare)に転写した。放射ラベルされたプローブは[γ32P]ATP を用い

てオリゴ DNA (5’-cttctattgacttgggttaatcgtgtgacc-3’ for 12S mt rRNA, 5’-atcttggacaac 

cagctatcaccaggctcg-3’ for 16S mt rRNA)をリン酸化して作った。 

 
 

2-12. Blue native PAGE 

 
RNAi 処理した HeLa 細胞を回収し、蛋⽩濃度が 5 mg/ml となるように PBS で再懸

濁した。細胞懸濁液と同量の 4 mg/ml digitonin ( in PBS)を混ぜ合わせ、氷上で 15 分イ

ンキュベートした。サンプルを 10,000 x g, 10 min, 4 ℃で遠⼼し、ミトコンドリアが濃

縮された pellet を PBS で 2 回 wash した。Pellet を Solubilization buffer (50 mM NaCl, 5 

mM 6-aminohexanoic acid, 50 mM imidazole, 10 % glycerol, 1 % digitonin)で懸濁し、氷

上で 15 分インキュベートすることで可溶化した。可溶化サンプルを遠⼼（20,000 x g, 20 

min）して、上清を NativePAGE Novex 3-12 % Bis-Tris Gel (Invitrogen)で Blue-Native 

gel 電気泳動を⾏った。泳動終了後、ゲルを denaturing buffer (20 mM Tris-HCl [pH 6.8], 

1 % SDS, 100 mM β-mercaptoethanol)中で 60℃、15 分インキュベートし、蛋⽩質を

PVDF 膜にトランスファーし immunoblot 解析を⾏った。 
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2-13. GTPase 活性の測定 

 
基本的な GTPase 活性測定では、GTPase assay buffer(20 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 

100 mM KCl, 4.5 mM Mg(OAc)2, 1 mM DTT, 2 mM spermidine, and 0.05 mM 
spermine) 25 μl 中でリボソームと因⼦を反応させる。反応は 7.5 mM γ-[32P]GTP (~50 

cpm/pmol)を 0.5 μl 加えることを開始させた。30℃で 20 分反応させた後、100 μl の 0.1 N 

H2SO4-1.5 mM NaH2PO4 と 25 μl の 5 % sodium molybdate. Phosphomolybdate を加え

て反応を⽌めた。Phosphomolybdate complexes を 250 μl の n-butanol で抽出し、butanol

層 200 μl に含まれる放射活性をシンチレーションカウンターで測定した。E. coli のリボ

ソーム依存的な GTPase 活性の測定では、0.2 μM の E. coli のリボソーム (70S リボソー

ム、50S 大サブユニット、30S ⼩サブユニット)と 4 μM の ObgH1、Mtg1 とを反応させ

た。ミトコンドリアリボソームのサブユニットを用いた実験では、0.2 μM のミトコン

ドリアリボソーム (55S リボソーム、39S 大サブユニット、28S ⼩サブユニット)と 10μM

の Mtg1 を反応させた。Mtg1 の量を変える実験では、0.2 μM の 55S リボソームと Mtg1(0、

0.5、1、2、4、8 μM)を反応させた。反応速度定数を求める実験では、0.2 μM の 55S リ

ボソームと 10 μM Mtg1 と GTP (0、9.375、18.75、37.5、75、150 μM)を加えて反応させ

た。 

 

 

2-14. クロスリンク実験 

 
Sulfo-MBS はチオール基との反応性を持つので、Sulfo-MBS を用いたクロスリンクの

実験の場合、還元剤としてβ-mercaptoethanol と DTT を使うことができない。そこで、

チオール基を持たない還元剤である tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)⼊りの

buffer に 39S 大サブユニットと Mtg1 が溶けている buffer を交換した。0.2 μM の 39S 大

サブユニットと 2 μM の Mtg1 を 100 μl の crosslink Buffer 1(20 mM Hepes-KOH (pH 

7.5)、2 mM MgCl2、100 mM KCl、1 mM TCEP、2 mM GDPNP)中で反応させた (20 min、

室温)。その後、Sulfo-MBS (f.c. 0.1 mM)を加えて 37 ℃で 1 h クロスリンク反応を⾏っ

た。Tris-HCl (pH 7.5) (f.c. 20 mM)とβ-mercaptoethanol (f.c. 20 mM)を加えて、37 ℃で

10 min インキュベートし、クロスリンク反応を停⽌させた。サンプルを 30 % (w/v) 

Sucrose Cushion Buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、50 mM KCl、5 mM MgCl2、1 mM 
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TCEP)に重層し、遠⼼（70Ti (Beckman Coulter)、42,000 rpm、13 h）した。56 μl の 1 % 

SDS で懸濁し、98 ℃で 2 min ボイルした。その後、crosslink Buffer 2 (20 mM KPi (pH 

7.4)、300 mM NaCl、20 mM imidazole (pH 7.4)、0.1 % DDM)で 400 μl にメスアップし

た。crosslink Buffer 2 で平衡化した MgneHis (Promega) 2 μl 分を加えて、2h、4 ℃で

反応させた。crosslink Buffer 2 で wash を⾏ったあと、Sample Buffer Solution (2ME +) 

(Wako)に 500 mM imidazole を添加したものを 8 μl で溶出した。100 pmol 分（上の 5

倍）の 39S リボソームを用いて溶出されてきたもの全てを 10 % SDS-PAGE で分離し、

Quick-CBB PLUS (Wako)で染⾊した。クロスリンクされたもののバンドの位置のゲル

を切り取り、Genomine 社に依頼して LC/MSMS により蛋⽩質を同定した。 

 
 

2-15. C10orf46 安定発現株の作製 

 
C10orf46 安定発現株の作製にあたり、まず Flp-in system (invitrogen)を組み込んだ 

HeLa 細胞を作製した。Hela 細胞に pFRT/lacZeo をトランスフェクションし、100 μg/ml 

Zeocin でセレクションし、クローニングを⾏った。β-Galactosidase Enzyme Assay 

System (Promega)を用いて、β-ガラクトシダーゼ活性が⼀番⾼いクローン(Flp-in HeLa

細胞)を採用した。C10orf46-myc/pcDNA 5.0/FRT (Life Technologies に合成遺伝⼦を注

⽂)と pOG44 (invitrogen)を Flp-in HeLa 細胞にトランスフェクションした。200 μg/ml

の Hygromycin B でセレクションし、クローニングを⾏い、細胞抽出液を myc 抗体で

ウエスタンブロッティングすることで C10orf46 の発現を確認した。 

 

 

2-16. Bi-molecular fluorescent complementation 実験 

 
まず、HeLa 細胞由来の poly(A) RNA を用いた逆転写 PCR によって調製した cDNA

から Mtg1 の ORF 全⻑を増幅し、pcDNA 3.1 Zeo(+)に組み込み Mtg1/pcDNA 3.1 Zeo(+)

を作製した。Venus の N 末側半分(VN)と C 末側半分(VC)の配列は Bi-molecular 

fluorescent complementation 実 験 43) 用 の ベ ク タ ー で あ る pBiFC-VN173 と

pBiFC-VC155 (addgene)を鋳型にした PCR で増幅し、Mtg1/pcDNA 3.1 Zeo(+)、

C10orf46-myc/pcDNA 5.0/FRT に 組 み 込 み 、 Mtg1-VN/pcDNA 3.1 Zeo(+) 、
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Mtg1-VC/pcDNA 3.1 Zeo(+)、C10orf46-myc-VN /pcDNA 5.0/FRT、C10orf46-myc-VC 

/pcDNA 5.0/FRT を作製した。 

 
 共焦点顕微鏡観察をするために、HeLa 細胞を 4 well の LAB-TEK CHAMBERED 

COVERGLASS (nunc)に 1 x 104 cells/well でまいた。次の⽇、VN、VC を含むプラスミド

をそれぞれ 125 μg ずつトランスフェクションした。トランスフェクションしてから 3

⽇後に、100 nM の Mito Tracker Red (Molecular Probes)と 1 μg/ml の Hoechst 33342 

(Molecular Probes)を含む培地で培養（10 min、室温）し、染⾊反応をした。PBS で wash

したあと、共焦点顕微鏡により観察した。 

 

 

2-17. 本研究で用いた抗体 

 
抗 ObgH1 抗体（affinity 精製）、抗 Mtg1 抗体（affinity 精製）、MRPL7/L12 抗体(血清)、

MRPS12 抗体(血清)は本研究室で作製した。抗-Complex I 39kDa subunit 抗体、抗

Complex II 70kDa subunit 抗体、抗 Complex III subunit Core 1 抗体、抗 Complex IV 

subunit I 抗体、抗 Complex IV subunit II 抗体、抗 Complex IV subunit IV 抗体、抗

Complex V a subunit 抗体は Molecular Probes から購⼊した。抗 Porin 抗体は

Calbiochem から購⼊した。抗 cyt C 抗体は BioVision から購⼊した。抗 Hsp60 抗体は

Sigma から購⼊した。抗 Tom40 抗体、抗 ATP8 抗体は Santa Cruz Biotechnology から

購⼊した。抗 Tom20 抗体、抗 MRPS29 抗体は BD Bioscience から購⼊した。抗 MRPL45

抗体は Abcam から購⼊した。 抗 EF-Tu/Tsmt は University of North Carolina の Linda 

Spremulli 教授からご供与して頂いた。 

 
 

2-18. 抗体の精製 

 

抗 ObgH1 血清と抗 Mtg1 血清を用いた細胞の抽出液に対するウエスタンブロッティ

ングでは非特異バンドが多かったので、抗血清を affinity 精製することにした。200 μl

の NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare)を antibody purified Buffer (20 

mM Hepes-KOH (pH7.5)、100 mM KCl)で平衡化したあと、500 μg の recombinant 
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ObgH1 または Mtg1 を加え、4 ℃、overnight で樹脂に結合させた。0.5 M Tris-HCl (pH 

8.0) 1.5 ml を加え、2 時間、室温でインキュベートし、反応を⽌めた。その後、50 mM 

Tris-HCl (pH8.5) 1.5 ml で wash し、50 mM KOAc (pH 3.5) 1.5 ml で wash した（x 4 回）。

樹脂を PBS で平衡化した後、2 ml の抗血清を加えて 2 時間室温でインキュベートした。

樹脂を 4 ml の PBS で 4 回 wash したあと、0.1 M glycine-HCl (pH 2.5)を 4 回加え、抗

体を溶出した。溶出した抗体 800 ml に 500 ml の 0.5 M Tris-HCl (pH 8.5)を直ちに加え

て、10 % (v/v) glycerol を含む PBS で透析した。 
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3. 結果 

 

3-1. ObgH1、Mtg1 のミトコンドリア内局在 

 

これまでの免疫染⾊法による解析により、ヒト培養細胞において ObgH1 や Mtg1 は

ミトコンドリアに局在することが知られている。21), 30) そこで、まず、ObgH1 や Mtg1

のミトコンドリア内での局在について調べた。ヒト培養細胞からミトコンドリアを調製

し、外膜、膜間、内膜、マトリクスの 4 つに分画した。それぞれのフラクションについ

てウエスタンブロッティングを⾏うことで ObgH1、Mtg1 の局在を調べた。その結果、

ObgH1、Mtg1 ともに内膜のフラクションに検出された（図 7）。ObgH1、Mtg1 は膜貫

通ドメインを持っていないので内膜と相互作用する蛋⽩質であると考えられる。 

 
ミトコンドリアの分画の実験では内膜との相互作用が膜間側からなのか、マトリクス

側からなのかを区別することができない。そこで、次に内膜との相互作用が膜間側から

かマトリクス側からかを調べるために、proteinase K アッセイを⾏った。Proteinase K

アッセイではミトコンドリアと外膜を壊したミトプラストに対して proteinase K を反

応させる。0.2 μg/ml の Peoteinase K は膜を透過することはできないので膜よりよりも

外側にあるものが分解される。外膜より外側にあるものはミトコンドリアでも分解を受

け、膜間領域にあるものはミトコンドリアでは分解されないが、ミトプラストでは分解

を受ける。また、マトリクス領域にあるものはミトコンドリアでもミトプラストでも分

解されない。図 8 に⽰すように、マトリクスの蛋⽩質である Hsp60 はミトプラストに

おいても分解されない。ミトコンドリアの外膜蛋⽩質で膜間領域に露出した領域を持つ

Tom40 はミトコンドリアでは分解されないが、ミトプラストにおいて分解される。外

膜蛋⽩質で細胞質に露出した領域を持つ Tom20 はミトコンドリアにおいても分解され

る。ObgH1、Mtg1 に関しては 0.2 μg/ml の proteinase K 濃度においてミトコンドリア

やミトプラストのどちらでも切断されずに残っていることがわかった（図 8）。この結

果より ObgH1 や Mtg1 は内膜よりも内側に存在していることがわかった。ミトコンド

リアの分画の実験結果と合わせて考えると ObgH1 や Mtg1 はミトコンドリアのマトリ

クス側から内膜と相互作用していることがわかった。 
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3-2. ObgH1、Mtg1 のミトコンドリアリボソームとの相互作用 

 

ObgH1、Mtg1 はそれぞれ Obg family、YlqF/YawG family に属している。バクテリ

アの Obg は GTP 依存的に 50S 大サブユニットと相互作用することが知られている。31), 

32), 44) また、酵⺟の Obg family 蛋⽩質でミトコンドリアに局在する Mtg2 もリボソー

ムの大サブユニットに結合することが知られている。22) バクテリアの YlqF もまた

GTP 依存的にリボソームの大サブユニットに結合すると報告されているが、35), 39) 酵⺟

のミトコンドリアに局在する YlqF/YawG family 蛋⽩質である Mtg1 はリボソームと相

互作用しないと報告されている。21)  

 
ヒトのミトコンドリアに局在する ObgH1 や Mtg1 がミトコンドリアのリボソームと

相互作用するかを recombinant の蛋⽩質を用いた系とミトコンドリア抽出液を用いた

系で解析した。図 9 では、ブタの肝臓から調製したミトコンドリアリボソームと

recombinant の ObgH1 や Mtg1 を様々な種類のグアニンヌクレオチドの存在下で反応

させた。反応サンプルをショ糖密度勾配により分画し、それぞれのフラクションについ

てウエスタンブロッティングにより ObgH1、Mtg1 を検出した。その結果、ObgH1 は

GTP や GDPNP（GTP の非加⽔分解アナログ）の存在下で 39S 大サブユニットに結合

していた。GDP 存在下では 39S 大サブユニットと結合しないことから、ObgH1 は GTP

型で大サブユニットと相互作用することがわかった。Mtg1 は GDPNP 存在下でのみ大

サブユニットと相互作用しており、GTP や GDP 存在下ではリボソームとの結合は検出

できなかった。バクテリアの YlqF でも同様に GTP の非加⽔分解アナログである GTPγS

存在下でのみリボソームと相互作用しており、GTP の場合にはリボソームに結合する

と速やかに GTP の加⽔分解をおこし、リボソームから解離すると考えられている。こ

れらより、Mtg1 も GTP 型でリボソームに結合し、GTP の加⽔分解とともにリボソー

ムから解離しているのではないかと考えられる。また、ObgH1 も Mtg1 も 55S リボソ

ームには結合しないことがわかった。 

 
本研究で用いているミトコンドリアのリボソームはブタの肝臓から遠⼼分離によっ

て調製している。そのため、ミトコンドリアリボソームを調製するときにミトコンドリ

アリボソーム以外の大きな複合体が混⼊してくる可能性も考えられる。そこで図 9 の実

験における ObgH1 や Mtg1 のシグナルがリボソームとの結合によるものかを確認する

ために、E. coli のリボソームを用いた実験を⾏った。図 9 の実験と同様に、E. coli の 70S
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と recombinant の ObgH1 または Mtg1 を GDPNP 存在下で混合し、ショ糖密度勾配に

より分画した後にウエスタンブロッティングにより ObgH1 と Mtg1 を検出した。その結

果、図 10 に⽰すように ObgH1 も Mtg1 も GDPNP 存在下で E. coli のリボソームの大サ

ブユニットに結合していることがわかった。よって、図 9 における 39S 大サブユニット

のフラクションの ObgH1、Mtg1 のシグナルはリボソームとの結合によるものであると

⽰唆された。 

 
次にミトコンドリアの抽出液を用いた実験において、endogenous な ObgH1、Mtg1

がミトコンドリアリボソームと結合するのかを解析した。ミトコンドリアの抽出液をシ

ョ糖密度勾配により分画し、それぞれのフラクションについてウエスタンブロッティン

グにより ObgH1、Mtg1 を検出した。その結果、endogenous な ObgH1 は図 9 の実験

結果と同様に 39S 大サブユニットと結合していることがわかった（図 11）。それに対し、

endogenous な Mtg1 はリボソームとは結合しておらず、top fraction に存在しているこ

とがわかった。図 9 の実験より、Mtg1 は GDPNP 存在下でのみ 39S リボソームと相互

作用することがわかっている。また、B. subtilis では細胞抽出液をショ糖密度勾配によ

り分画すると、GTPγS 存在下のみで YlqF はリボソームの大サブユニットに結合し、GTP

や GDP 存在下では結合しないことが報告されている。35) そこでミトコンドリアの抽

出液を用いた実験でも GDPNP を加えることで結合するのではないかと考え、検証した。

ミトコンドリアの抽出液を調製するときに GDPNP 存在下で調製し、図 11 の実験と同

様に実験を⾏った。その結果、図 12 に⽰すように 39S リボソームに結合する Mtg1 を

検出することができた。また、これまで酵⺟の Mtg1 とミトコンドリアのリボソームと

相互作用しないと⾔われていた。21) その実験ではグアニンヌクレオチドを加えておら

ず、そのためにリボソームとの結合が検出できなかったと考えられる。 

 
 

3-3. ObgH1、Mtg1 をノックダウンした時に与える影響 

 

Obg ファミリー蛋⽩質や YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質はリボソームの大サブユニッ

トと相互作用し、リボソームの⽣合成の後期に関与していると⾔われている。32), 35), 37), 38) 

そこでミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアリボソームの大サブユニットと相互作

用する ObgH1 や Mtg1 はミトコンドリアのリボソームの⽣合成に関与しているのでは

ないかと考えた。もし、ObgH1 や Mtg1 がミトコンドリアリボソームの⽣合成に関与
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するのであれば、ObgH1 や Mtg1 をノックダウンするとミトコンドリアリボソームの

⽣合成が異常になり、ミトコンドリアの翻訳活性やミトコンドリアの翻訳産物を必要と

する呼吸鎖複合体に影響が出ると考えられる。そこで ObgH1 や Mtg1 をノックダウン

した時のミトコンドリアリボソームに与える影響、ミトコンドリアの翻訳活性に与える

影響、呼吸鎖複合体に与える影響について解析した。HeLa 細胞を dsRNA で処理して

から 5 ⽇後には、ObgH1 や Mtg1 の蛋⽩量は control の細胞と⽐べて、それぞれ約 15 %、

10 %になっていた(図 14)。 

 

3-3-1. ミトコンドリア rRNA とリボソーム蛋⽩質の解析 

 

リボソームの⽣合成が異常になると rRNA の分解やプロセシンク異常による前駆体

の蓄積が起きることが多い。E. coli の Obg を⽋損させると、大、⼩サブユニットの rRNA

である 16S、23S rRNA の前駆体が蓄積することが知られている。31), 32) また酵⺟のミ

トコンドリアの Mtg1 を⽋損させると rRNA の分解が起きることが知られている。21) 

そこで、ObgH1 や Mtg1 をノックダウンした時にミトコンドリアの rRNA に影響が出

るのかを調べるために、細胞内のミトコンドリアの rRNA について解析を⾏った。

dsRNA によって ObgH1 や Mtg1 をノックダウンしてから 7 ⽇後の HeLa 細胞から total 

RNA を抽出し、ノーザンブロッティングにより解析を⾏った。その結果、図 13 に⽰す

ようにミトコンドリアの rRNA (12S と 16S)の量に影響はなかった。また、rRNA の前

駆体の蓄積も検出されなかった。 

 
次にミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質について解析した。dsRNA により ObgH1、

Mtg1 をノックダウンしてから 5 ⽇後の HeLa 細胞を回収した。細胞の抽出液を調製し、

細胞内でのミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質の細胞内での量について、ウエスタンブ

ロッティングにより解析した。その結果、図 14 に⽰すように解析したリボソーム蛋⽩

質(L7/L12、L45、S12 と S29)の蛋⽩量に大きな変化はなかった。 
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3-3-2. ミトコンドリアの翻訳活性の解析 

 

次にミトコンドリアの翻訳活性について解析を⾏った。酵⺟ミトコンドリアの Obg 

ファミリー蛋⽩質である Mtg2 の温度感受性株においては、非許容温度にするとミトコ

ンドリアの翻訳パターンが変化する。22) COI、COIII、Cytb の翻訳量は減少するが、

COII の翻訳量は増加することが知られている。22) 酵⺟ミトコンドリアの YlqF/YawG 

family 蛋⽩質である Mtg1 の温度感受性株では、非許容温度にするとミトコンドリアの

翻訳活性が全体的に低下することが知られている。21) そこでヒトの ObgH1 や Mtg1

のノックダウンがミトコンドリアの翻訳活性に与える影響を解析するために、パルスラ

ベル実験を⾏った。dsRNA 処理をしてから 7 ⽇後の HeLa 細胞を細胞質の翻訳阻害剤

である emetine 存在下で培養することで、細胞質での翻訳を⽌め、その後 、

[35S]-methionine ⼊りの培地中で培養し、新たにミトコンドリアで合成された蛋⽩質の

みを 2 時間ラベルした。ラベルされたミトコンドリアでの翻訳産物をオートラジオグラ

フィーにより検出することで、翻訳活性を解析した。その結果、図 15 に⽰すように

ObgH1 をノックダウンすると、ミトコンドリアでの翻訳のパターンが変わることがわ

かった。ほとんどの蛋⽩質の翻訳に関しては大きな変化はなかったが、complex V のサ

ブユニットである ATP6、ATP8 の翻訳量が約 1.5 倍になっていた。酵⺟ミトコンドリア

の Mtg2 の温度感受性株で上昇が⾒られた COII の翻訳量はそれほど大きな変化はなか

った。また、酵⺟ミトコンドリアの Mtg2 の温度感受性株では ATP6 や ATP8 の翻訳活

性に関しては解析しておらず、どのような影響があるかは不明である。それに対して、

Mtg1 をノックダウンするとミトコンドリア全体の翻訳活性が約 60%に減少していた。

これは酵⺟ミトコンドリアの Mtg1 の温度感受性株の場合と同様の結果である。 
 
 

3-3-3. 呼吸鎖複合体のサブユニットの解析 

 

ミトコンドリアにある呼吸鎖複合体は 5 個の複合体から構成されている。哺乳類ミト

コンドリアで翻訳される 13 個の蛋⽩質は全て呼吸鎖複合体のサブユニットである。

Compelx I のサブユニットが 7 個、Complex III のサブユニットが 1 個、Complex IV の

サブユニットが 3 個、Complex V のサブユニットが 2 個となっている。Complex II は

核 DNA にコードされた蛋⽩質のみで構成されている。ミトコンドリアの翻訳活性が異
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常になると呼吸鎖複合体にも影響がでると考えられる。そこで ObgH1 や Mtg1 をノッ

クダウンした時の呼吸鎖複合体に与える影響について解析した。まず細胞内の呼吸鎖複

合体のサブユニットの量について解析した。dsRNA により ObgH1 や Mtg1 をノックダ

ウンしてから 5 ⽇後の HeLa 細胞を回収し、細胞全体の抽出液を調製し、ウエスタンブ

ロッティングにより呼吸鎖サブユニットの蛋⽩量を解析した。核 DNA にコードされて

いる呼吸鎖複合体のサブユニットを各複合体１個ずつとミトコンドリアの DNAにコー

ドされている蛋⽩質として Complex IV のサブユニットである COI と COII、 Complex 

V のサブユニットである ATP8 について解析を⾏った。その結果、図 16 に⽰すように、

ObgH1 をノックダウンした場合には核 DNA にコードされているサブユニットの量も、

ミトコンドリアの DNAにコードされているサブユニットの量も明らかな変化はなかっ

た。それに対して Mtg1 をノックダウンした場合には核 DNA にコードされたサブユニ

ットはほとんど変化がなかったが、mtDNA にコードされたサブユニットの量は約 60%

に減少する傾向が⾒て取れた。 
 

 

3-3-4. 呼吸鎖複合体のアセンブリーの解析 

 

次に、呼吸鎖複合体のアセンブリーの解析を⾏った。dsRNA により ObgH1 や Mtg1

をノックダウンしてから 5 ⽇後の HeLa 細胞からミトコンドリアを回収し、Blue-Native 

PAGE を⾏った後に、核の DNA にコードされた呼吸鎖複合体のサブユニットの抗体を

用いてウエスタンブロッティングを⾏った。哺乳類では Complex I、III、IV からなる

supercomplex と呼ばれる大きな複合体をつくることが知られている。45) 今回の実験

ではその supercomplex のバンドも確認できた。ObgH1 をノックダウンした時には、

図 17 に⽰すように Complex I、II、III、IV のアセンブリーに影響はほとんど⾒られな

かったが、Complex V に関してはアセンブリーの異常が⾒られ、成熟した Complex V

の量が少し減少し、前駆体のような異常な複合体の蓄積（図 17� ）が検出された。図

15 で⽰したように ObgH1 をノックダウンすると Complex V のサブユニットである

ATP6、ATP8 の翻訳活性が上昇していたことと、Complex V のアセンブリーの異常は

関連していると考えられる。それに対し、Mtg1 をノックダウンすると、Complex I や

complex IV の形成が著しく異常になり量が減少していた。それに伴って supercomplex

の量も減少していた。また、Complex V の形成も異常になり、ObgH1 のノックダウン

の時と同様に異常な複合体が蓄積していた。Mtg1 をノックダウンし時にはミトコンド
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リアの翻訳活性が全体的に低下していたことから、呼吸鎖複合体のアセンブリーも全体

的に異常になったと考えられる。また、核の DNA のサブユニットのみで構成される

Complex II に関しては、ObgH1 や Mtg1 をノックダウンしても形成に影響を与えなか

った。これらのことからミトコンドリアの翻訳と呼吸鎖複合体のアセンブリーは密接に

関連していると考えられる。 
 

 

3-4. ObgH1、Mtg1 の GTPase 活性測定 

 

Obg ファミリー蛋⽩質は低い intrinsic な GTPase 活性をもっていることが知られて

いる。30), 46) それに対し、YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質はリボソーム依存的な GTPase

活性を持っていることが知られている。35), 38), 39) そこでヒトの ObgH1、Mtg1 もそれ

ぞれ Obg ファミリー蛋⽩質や YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質と同様の GTPase 活性を

持つかどうかについて解析を⾏った。まずは調整が容易である E. coli のリボソーム

（70S リボソーム、50S 大サブユニット、30S ⼩サブユニット）を用いて解析を⾏っ

た。ObgH1 や Mtg1 は E coli のリボソームの 50S 大サブユニットに結合できることや

ObgH1 は E. coli の ObgE の⽋損を相補できることから E. coli のリボソームがミトコ

ンドリア 55S リボソームの代わりをすることができると考えた。その結果、図 18 に

⽰すように ObgH1 は intrinsic な GTPase を持っていることがわかったが、リボソー

ム依存的な GTPase 活性を検出することはできなかった。それに対して、Mtg1 は

intrinsic な GTPase 活性は検出できなかったが、50S 大サブユニットがあるときには

GTP を加⽔分解することがわかった。つまり、Mtg1 はリボソームの大サブユニット

依存的な GTPase 活性を持っていることがわかった。 

 

E. coli のリボソームを用いた実験により、Mtg1 はリボソーム依存的な GTPase 活性

を持つことがわかった。そこで、Mtg1 はミトコンドリアのリボソームによっても

GTPase 活性を活性化されるかを検証した。55S リボソーム、39S 大サブユニット、28S

⼩サブユニットを用いて GTPase 活性を測定した。その結果、図 19 に⽰すように E. coli

のリボソームを用いた場合と同様に 39S 大サブユニットが存在するときに Mtg1 は

GTP を加⽔分解することがわかった。これより Mtg1 はリボソームの 39S 大サブユニ

ット依存的な GTPase 活性を持っていることがわかった。次に Mtg1 の GTPase 活性

の Mtg1 量依存性を調べた。Mtg1 の濃度を 0 ~8 μM まで変化させ GTPase 活性を測
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定した。その結果、図 20 に⽰すように 8 μM の Mtg1 の時にはほぼ飽和していた。こ

の結果を受け、10 μM の Mtg1 の条件で 55S リボソーム依存的な GTPase の kcat を求

めることにした。その結果が図 21 であり、kcat = 0.031 ± 0.001 min-1 であった(表 4)。 
 

 

3-5. Mtg1 とミトコンドリアリボソームのクロスリンク 

 

3-2 項で述べたとおり、Mtg1 はミトコンドリアリボソームの大サブユニットと相互

作用することがわかった。これまでにヒト以外の YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質とリ

ボソームの相互作用部位について解析が⾏われている。B. subtilis では YlqF はリボソ

ーム蛋⽩質の L25 や大サブユニットの rRNA である 23S rRNA の Helix 38、81、85

と相互作用すると⾔われている。35) それに対し、O. sativa（イネ）の YlqF/YawG フ

ァミリー蛋⽩質である Nug2 は L10a（バクテリアの L1 に相当）と相互作用すること

が知られている。47) このように YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質であっても結合する

部位は異なっている。さらに、ミトコンドリアのリボソームには B. subtils の YlqF が

相互作用する L25 や rRNA の Helix 38、85 は保存されていない。2), 33) これらのこと

から Mtg1 がミトコンドリアリボソームの大サブユニットのどこに相互作用している

のかという疑問が⽣じてくる。そこで、Mtg1 とミトコンドリアリボソームの大サブ

ユニット(39S)とをクロスリンクすることで、Mtg1 の binding partner を⾒つけ、Mtg1

の結合部位に関する知⾒を得ることにした。Gruschke, S. et al. (2010)48) を参考にして

実験を⾏った。具体的な⽅法を図 22 に⽰した。まず精製した 39S リボソームと His tag

付きの Mtg1 を GDPNP 存在下で混合し、リボソームに Mtg1 を結合させたあと

crosslinker である Sulfo-MBS でクロスリンクした。その後、30 %の sucrose cushion

に重層して超遠⼼を⾏うことでリボソームに結合した Mtg1 と free の Mtg1 とを分離

した。そして、SDS によりリボソームをバラバラにしたあと Ni 精製を⾏うことで

Mtg1 とクロスリンクされたものを回収した。回収したサンプルを SDS-PAGE した結

果が図 23 である。Mtg1 単独のバンドの他に Mtg1 と何かがクロスリンクされて分⼦

量が大きくなったと思われるバントが確認できた。このバンドを LC/MSMS により同

定した結果、C10orf46 がクロスリンクされたものであることがわかった。 
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3-6. C10orf46 のミトコンドリア局在の検証 

 

Mtg1 とミトコンドリアリボソームの大サブユニットとのクロスリンク実験で Mtg1

とクロスリンクされてきたものとして C10orf46 が同定された。この C10orf46 はこれま

でにミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質として同定されてきたものの中には含まれて

いない。C10orf46 はアミノ酸数 369 個の蛋⽩質であり、E3 ubiquitin ligase の Cullin 

family に特徴的な Cullin motif を持っている。C10orf46 は S 期への移⾏に重要な

Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2)の活性を制御することで細胞周期に関っている蛋⽩

質である。49) また、アルツハイマー病の患者の海⾺で C10orf46 の発現量が低下して

おり、C10orf46 はアルツハイマー病にも関わっているのではないかと⾔われている 50) 

C10orf46 の細胞内局在についても調べられており、細胞周期に合わせて核と細胞質を

⾏き来することがわかっている。49) さらにアミノ酸配列から蛋⽩質の細胞内局在部位

を予測する WoLF PSORT を用い、C10orf46 の局在予測を⾏った結果は、「細胞質に局

在する確率が 18.0 %、細胞質と核に存在する確率が 16.5%、  核に局在する確率が

11.0%」であり、核や細胞質に局在する可能性が⾼いという結果を得た。つまり、ミト

コンドリアに局在するという報告はひとつもない。そこで本当に C10orf46 がミトコン

ドリアに局在し、リボソームと相互作用するのかという疑問が⽣じる。クロスリンク実

験で用いたミトコンドリアリボソームはブタの肝臓から遠⼼分離により精製したもの

であり、コンタミネーションがまったくないとは⾔い切れない。そこで Mtg1 とのクロ

スリンク実験が⼈為的結果ではないことを⽰すために C10orf46 がミトコンドリアにも

存在することを⽰すことを試みた。まず、C10orf46 の C 末端に myc tag を融合した蛋

⽩質を発現する細胞株を作製し、細胞内での発現を確認した。myc の抗体を用いてウエ

スタンブロッティングを⾏った結果、⼆つのバンドが検出された(図 24)。C10orf46 の分

⼦量は 41 kDa であることから、泳動度から判断して⼆つのバントうち上のバンドが全

⻑の C10orf46 であると考えられる。細胞内での発現が確認できたので、この

C10orf46-myc 発現株を用いて、ミトコンドリアを調製し、ミトコンドリアを外膜、膜

間、内膜、マトリクスに分画することで、C10orf46 がミトコンドリアに存在するかを

解析した。その結果、図 25 に⽰すように C10orf46 の大部分は細胞質に存在していたが、

⼀部の C10orf46 がミトコンドリアの内膜に存在する結果を得た。 
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3-7. Mtg1 と C10orf46 の相互作用の検証 

 
 C10orf46 はミトコンドリアにも存在している可能性があることがわかったので、

Mtg1 と C10orf46 とのミトコンドリア内での相互作用を検証することにした。そこで

BiFC (bi-molecular fluorescent complementation)法を用いた。この⽅法は、相互作用を

調べたい⼆つのタンパク質と、蛍光タンパク質である Venus を⼆つに分割した N 末側

半分(VN)、C 末側半分(VC)とをそれぞれ融合タンパク質にし、相互作用した時のみ Venus

の蛍光が発するという仕組みである（図 26）。 

 Mtg1、C10orf46 の C 末に Venus を半分に分割した VN、VC を融合した発現プラスミ

ドを用意し、HeLa 細胞に Mtg1-VN と C10orf46-VC、C10orf46-VN と Mtg1-VC の組み合

わせでトランスフェクションし、共焦点顕微鏡で観察した。その結果が図 27 であり、

多くの細胞では核で光っているのが観察された。核以外で光っている細胞もいくつか存

在した。Venus のシグナルとミトコンドリアのシグナルと marge しているように⾒え

るものもいたが、それらの多くはミトコンドリアが dot 状に光っているなど異常な染ま

り⽅をしていた。BiFC 法による解析では Mtg1 と C10orf46 がミトコンドリアで相互作

用しているという確固たる証拠は⽰せなかった。 
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4. 考察 

 

本研究ではミトコンドリアのリボソームの⽣合成におけるヒト G タンパク質、

ObgH1 と Mtg1 の機能を解明しようとした。そして、ObgH1 や Mtg1 はミトコンドリ

アのリボソームの大サブユニット上で働き、ミトコンドリアの翻訳や呼吸鎖複合体のア

センブリーに関与していることを明らかにした。ここでは、本研究で得られた結果につ

いて考察していきたい。 
 
 

4-1. ObgH1、Mtg1 のミトコンドリア内局在 

 

ミトコンドリアの分画の実験や proteinase K アッセイにより ObgH1 も Mtg1 もミト

コンドリアの内膜とマトリクス側から相互作用していることがわかった。哺乳類ミトコ

ンドリアの DNA にコードされている 13 個の蛋⽩質は全て呼吸鎖複合体のサブユニッ

トであり、それらは全て膜タンパク質である。これらの膜タンパク質のみを合成するた

めに、ミトコンドリアのリボソームは内膜と相互作用していると⾔われている。4) ま

た、ミトコンドリアのリボソームタンパク質である MRPL32 はリボソームに組み込ま

れる前から内膜上に局在しており、そこに未成熟なリボソームがリクルートされ、リボ

ソームが成熟していくことが知られている。10) バクテリアにおける MRPL32 ホモログ

であるリボソーム蛋⽩質 L32 は後期にアセンブリーされるタンパク質であることから、

ミトコンドリアのリボソームのアセンブリーは後期になると内膜上で起きるのではな

いかと考えられる。バクテリアの Obg や YlqF はリボソームの後期のアセンブリーに関

与していると⾔われており、32), 35), 37), 38) ObgH1 や Mtg1 も内膜上でミトコンドリアリ

ボソームの⽣合成の後期に関与しているのかもしれない。 

 

 

4-2. ObgH1、Mtg1 のミトコンドリアリボソームとの結合と 

GTPase 活性 
 
ミトコンドリアリボソームとの結合実験により ObgH1 や Mtg1 はミトコンドリアリ

ボソームの大サブユニットに結合することがわかった。Mtg1 は GDPNP 存在下でのみ
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大サブユニットと結合しており、GTP や GDP 存在下ではリボソームとは結合しないこ

とがわかった。さらに、GTPase 活性の解析より、Mtg1 はリボソームの大サブユニッ

ト依存的な GTPase 活性を持つことが明らかになった。これらのことから、Mtg1 は GTP

型で大サブユニットと結合し、GTP の加⽔分解に伴って大サブユニットから解離する

と考えられる。バクテリアにおいて YlqF は未成熟なリボソームの大サブユニットに

GTP 型で結合し、リボソームが成熟すると GTP を加⽔分解し大サブユニットから解離

していくことがわかっている。39) よって Mtg1 も未成熟なミトコンドリアリボソーム

に結合し、ミトコンドリアリボソームが成熟すると GTP の加⽔分解とともにリボソー

ムから解離することで、未成熟なリボソームがミトコンドリア内での翻訳反応に参加し

ないようにするためのチェックポイントとして働いているのではないかと考えられる。

また、バクテリアの GTPase である RsgA はリボソームの⼩サブユニットの⽣合成の後

期においてリボソームの⽣合成因⼦である RbfA を解離させる働きがあることが知られ

ており、20) Mtg1 も他の⽣合成因⼦を解離させるために働いているかもしれない。 

 
Mtg1 は 39S 大サブユニット依存的な GTPase 活性を持つことがわかり、55S リボソ

ームを用いて kcat を求めたところ、kcat = 0.031 ± 0.001 min-1 であった。O. sativa の

YlqF/YawG ファミリー蛋⽩質である Nug2 の 60S 大サブユニット依存的な GTPase の

kcat (0.178± 0.005 min-1)とはほぼ同等であったが、B. subtilis の YlqF の 50S リボソーム依

存的な GTPase の kcat (13.5 ± 2.63 min-1)と⽐べると、かなり⼩さいものとなっている。

このことから本来の Mtg1 の GTPase の活性化因⼦が今回用いた成熟なリボソーム（55S

リボソームや 39S 大サブユニット）ではない可能性も考えられる。未成熟なリボソーム

が活性化因⼦である可能性もある。さらにはリボソームの他に因⼦が必要であるかもし

れない。 

 
ObgH1 は GTP や GDPNP 存在下で大サブユニットと結合しており、GDP 存在下で

は結合しないことがわかった。このことから、ObgH1 も GTP 型でリボソームの大サブ

ユニットと結合し、GTP を加⽔分解し、GDP 型になるとリボソームとは結合できなく

なり解離するのではないかと考えられる。ObgH1 は intrinsic な GTPase 活性は検出で

きたが、リボソーム依存的な GTPase 活性は検出できなかった。この結果や GTP 存在

下でもリボソームと安定的に結合していることから、今回調製したミトコンドリアのリ

ボソームでは ObgH1 の GTPase 活性を活性化できず、他のメカニズムによって活性化

され、GTP の加⽔分解が促進されると考えられる。E. coli において Obg の機能⽋損株
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では 50S サブユニットの⽣合成中間体が蓄積する。32) この中間体には RsfA/YbeB など

の成熟した 50S に結合しているタンパク質の量が減っている。32) RsfA/YbeB のヒトミ

トコンドリアホモログである mtRsfA/C7orf30 はリボソームの⽣合成に関与していると

⾔われており、24), 25) このような⽣合成因⼦が ObgH1 の結合しているリボソームにリ

クルートされることで、ObgH1 が GTP を加⽔分解しリボソームから解離する可能性も

考えられる。 

 
次にブタ肝臓から調製した 55S ミトコンドリアリボソームと recombinant の ObgH1、

Mtg1 を結合させた時のプロファイルについて考察する。図 9 において ObgH1 をミト

コンドリアリボソームに結合させた時のリボソームのプロファイルと、Mtg1 を結合さ

せた時のリボソームのプロファイルは異なっていることがわかる。図 9 と同様の実験を

⾏い、GDPNP 存在下でブタ肝臓から調製した 55S リボソームと ObgH1 または Mtg1

を混合した時と、55S リボソームだけの時のリボソームプロファイルを⽐べると図 28

のようになる。まず、28S のピークを⾒ると、ObgH1 を結合させるとピーク⾯積が大

きくなり、Mtg1 を結合させた時には少し⼩さくなることがわかる。次に 39S 大サブユ

ニット付近のピークが大きく異なっていることがわかる。ここには明らかに複数の状態

のものが混在しているのがわかる。ObgH1 を結合させた時にはピークが⼩さい⽅に偏

っているのに対して、因⼦を⼊れないときや Mtg1 を結合させた時にはピークが ObgH1

を結合させ時に⽐べ大きい⽅にシフトしている。ObgH1 を結合させた時に 28S のピー

ク⾯積が大きくなり、それに伴って 39S のピークが左にシフトしていることを考えると、

39S 付近のピークの中で⼩さい⽅が 39S であり、大きい⽅は 39S と 28S が結合している

が 55S にはなりきれていない不完全な会合体の可能性が考えられる。これらのことから、

ObgH1 は anti-association factor として働き、ObgH1 が 39S 大サブユニットに結合す

ることでサブユニットの解離している状態に平衡が偏っているのではないかと考えら

れる。それに対し、Mtg1 を加えた場合には 28S リボソームのピークが少し下がること

から、リボソームが会合している状態に平衡をずらしているのではないかと考えられる。

図 9 の Mtg1 の結合をみると 39S 付近のピークに幅広く結合しており、⼩さい⽅のピー

クにも大きい⽅のピークにも結合することがわかる。つまり Mtg1 が 39S 大サブユニッ

トに結合しても、28S ⼩サブユニットが 39S 大サブユニットに結合できるのかもしれな

い。 
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4-3. Mtg1 をノックダウンした時の細胞に与える影響 

 

 Mtg1 を RNAi によりノックダウンした時のミトコンドリアの rRNA、リボソーム蛋

⽩質、ミトコンドリアの翻訳活性、呼吸鎖複合体に与える影響について調べた。O. sativa

において細胞質のリボソームの⽣合成に関与すると⾔われている YlqF/YawG ファミリ

ー蛋⽩質の Nug2 を⽋損させると、rRNA の前駆体が蓄積されることが知られている。

47) また、酵⺟ミトコンドリアの Mtg1 を⽋損させると rRNA の分解が起きることが報

告されている。21) 今回、Mtg1 をノックダウンしても rRNA の分解や前駆体の蓄積は

⾒られなかった。バクテリアの YlqF を⽋損させた時の rRNA についてはこれまでに報

告されていない。バクテリアの YlqF を⽋損させた時に蓄積する大サブユニットの中間

体はリボソーム蛋⽩質の L16、L27、L36 が抜け落ちただけのものであり、35)–38) rRNA

は成熟したものになっている可能性も考えられる。哺乳類ミトコンドリアの rRNA は

mtDNA のゲノムから転写されたときに余分な配列がほとんどついておらず、プロセシ

ングの過程はバクテリアや細胞質の rRNA のプロセンシングと異なり、tRNA を切り出

せばよいだけである。51), 52) そのため、Mtg1 をノックダウンしても rRNA の分解や前駆

体の蓄積が検出できなかったのかもしれない。また、ノックダウンの実験では Mtg1 を

細胞内から完全に除くことはできず、残存した Mtg1 が機能することで rRNA への影響

を軽減している可能性も考えられる。また、リボソーム蛋⽩質に関しても、Mtg1 をノ

ックダウンしても細胞内での量に大きな変化はなかった。本研究では MRPL7/L12、

MRPL45、MRPS29、MRPS12 の蛋⽩量しか解析しておらず、他のリボソーム蛋⽩質で

は変化が⽣じているかもしれない。リボソームの⽣合成に異常が⽣じても、細胞内での

リボソーム蛋⽩質の量に変化がないという報告もある。25) Mtg1 がミトコンドリアリ

ボソームの⽣合成に関与しているかについては Mtg1 をノックダウンした細胞のミトコ

ンドリアリボソームのプロファイルを解析し、プロファイルに変化があるか、さらには

ミトコンドリアリボソーム蛋⽩質の挙動に変化はないかを解析する必要がある。また

Mtg1 をノックダウンしたミトコンドリアのリボソームを回収してリボソーム蛋⽩質に

関して網羅的に解析することができれば、どのリボソーム蛋⽩質がリボソームに組み上

がるのに Mtg1 が必要かわかると考えられる。図 15 に⽰すように Mtg1 をノックダウ

ンした細胞では、ミトコンドリアの翻訳活性が全体的に低下していた。これはリボソー

ムの⽣合成に⽋陥が⽣じ、成熟したリボソームの量が減少したためだと考えられる。ま

た、呼吸鎖複合体のアセンブリーについて解析したところ、図 17 に⽰すように mtDNA

にコードされた蛋⽩質をサブユニットに持つ複合体のアセンブリーは異常になってお
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り成熟した複合体の量が減少していた。核の DNA にコードされたサブユニットのみで

構成される Complex II のアセンブリーはほとんど影響がなかった。このことは Mtg1

をノックダウンするとミトコンドリアの翻訳活性が全体的に低下することと⽭盾しな

い。 

 

 

4-4. ObgH1 をノックダウンした時の細胞に与える影響 

  

ObgH1 を RNAi によりノックダウンした時のミトコンドリアの rRNA、リボソーム

蛋⽩質、ミトコンドリアの翻訳活性、呼吸鎖複合体に与える影響について調べた。E. coli

の Obg の機能を⽋損させると、大サブユニットの rRNA だけでなく、⼩サブユニット

の rRNA に関しても前駆体が蓄積することが知られている。31), 32) 今回、ObgH1 をノ

ックダウンしても、Mtg1 の時と同様に rRNA の分解、前駆体の蓄積は⾒られなかった。

リボソーム蛋⽩質についてもほとんど変化はなく、リボソームの⽣合成に関与するとい

う証拠は得られなかった。ObgH1 をノックダウンした時のミトコンドリアの翻訳活性

を解析すると、多くの蛋⽩質の翻訳活性は変化がないのに対し、Complex V のサブユ

ニットである ATP6、ATP8 の翻訳量が特異的に上昇する結果を得た。さらに、呼吸鎖

複合体のアセンブリーを解析すると、Complex V のアセンブリーのみが異常になって

おり、そのほかの複合体に影響はなかった。このことから ObgH1 が Complex V のサ

ブユニットの翻訳、さらには Complex V のアセンブリーに関与していることが⽰唆さ

れた。哺乳類ミトコンドリアの ATP6 と ATP8 は同じ mRNA 上にコードされている。

ObgH1 をノックダウンすると ATP6 と ATP8 のみ翻訳量が上昇していることを考える

と、ATP6 と ATP8 をコードしている mRNA の安定性が上がり mRNA 量が増加してい

る可能性も考えられる。Compelx V のサブユニットの翻訳は呼吸鎖複合体のアセンブ

リーの状態に影響されることが知られている。例えば、酵⺟のミトコンドリアにおいて、

ATP6 と ATP8 の合成には Complex V の⼀部である F1 ATPase が必要であり、F1 ATPase

がない時にはほとんど翻訳がおきないことが知られている。53) また、Complex III や

IV のアセンブリーが異常になっている場合に、ATP6 や ATP8 の翻訳量が上昇している

ことが報告されている。54) ObgH1 のノックダウンによって本研究では検出できなか

ったような呼吸鎖複合体のアセンブリーの異常があり、その結果、Complex V のサブ

ユニットの翻訳活性を上昇させた可能性も考えられる。 
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ミトコンドリアリボソームの⽣合成因⼦と呼吸鎖複合体のアセンブリーの関係について

知られていることがある。酵⺟の Mtg3 のヒトホモログである NOA1/C4orf14 はミトコ

ンドリアリボソームの⼩サブユニットに結合し、⼩サブユニットの⽣合成に関与すると

⾔われている。29) その⼀⽅で、呼吸鎖複合体の Complex IV に結合し、Complex IV

の ア セ ン ブ リ ー や 安 定 性 に 関 与 す る こ と も 報 告 さ れ て い る 。 55) ObgH1 も

NOA1/C4orf14 と同様に呼吸鎖複合体、特に Complex V に結合して Complex V のアセ

ンブリーに関与する可能性も考えられる。 

 
 ObgH1 をノックダウンしたときと Mtg1 をノックダウンしたときの細胞へ与える影

響は異なっていた。Mtg1 をノックダウンするとミトコンドリアの翻訳活性が全体的に

低下するのに対して、ObgH1 をノックダウンした時には全体的な翻訳活性はそれほど

大きな変化はなかった。ObgH1 は E. coli の ObgE の⽋損による⽣育障害を相補できる

ことから、ObgE と同様にリボソームの⽣合成に関わると考えられる。ミトコンドリア

のリボソームの⽣合成に関わる因⼦であるとすると、ノックダウンした時には Mtg1 の

時のようにミトコンドリアの翻訳活性が全体的に低下するのではないかと考えられる。

では、なぜ ObgH1 のノックダウンはミトコンドリアの全体的な翻訳活性にそれほど大

きな影響を与えなかったのだろうか。まずは ObgH1 の量について考えてみる。RNAi

によるノックダウンでは遺伝⼦発現の抑制ではどうしても少し蛋⽩質が残存してしま

う。図 14 で⽰すように、ObgH1 をノックダウンした細胞でもコントロールの 15%の

ObgH1 は残存している。このわずかに残った ObgH1 がミトコンドリアのリボソーム

の⽣合成に関して機能し、⼗分であったためにミトコンドリアの翻訳活性が変わらなか

った可能性が考えられる。さらに図 14 を⾒ると ObgH1 をノックダウンした時に Mtg1

の量が少し増加していることが⾒て取れる。この Mtg1 のように ObgH1 をノックダウ

ンすることで発現量が変化する蛋⽩質がほかにも存在するかもしれない。このような蛋

⽩質の発現量の変化により ObgH1 のノックダウンを相補している可能性も考えられる。 

 
E. coli や C. crescentus では、Obg 蛋⽩質の変異で染⾊体の複製や分配に⽋陥が⽣じる

ことが知られており、18), 56), 57) Obg 蛋⽩質は DNA のメタボリズムと翻訳とを繋ぐ役割

があるのではないかとも⾔われている。哺乳類のミトコンドリアにおいては、mtDNA

の維持や複製に関わるミトコンドリアの核様体の構成要素である ATAD3 を含む複合体

に ObgH1 が含まれているという報告がある。58) そのため ObgH1 は mtDNA のメタ

ボリズムとミトコンドリアの翻訳とを繋ぐ役割をしている可能性も考えられる。 
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4-5. Mtg1 とミトコンドリアリボソームとのクロスリンク 

 

Mtg1 とミトコンドリアリボソームの大サブユニットとのクロスリンクの実験により

C10orf46 が Mtg1 のクロスリンクのパートナーとして同定された。3-6 項でも述べたよ

うに C10orf46 はミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質でもなく、ミトコンドリアに局在

する蛋⽩質としても知られていない。ミトコンドリアリボソームをブタの肝臓から調製

するときに、同じくらいの大きさのものが混じってしまう可能性も考えられる。しかし、

本実験においてはまず 55S リボソームを調製したあとに、Mg2+濃度を下げることでサブ

ユニットに解離させ、もう⼀度ショ糖密度勾配で分離をして 39S 大サブユニットを調製

している。そのため、リボソーム以外の複合体などが独⽴に混じってくる可能性はかな

り低いと考えられる。 

 
C10orf46 は細胞周期に関わる因⼦である CDK2 と相互作用し、CDK2 の活性を制御

している。49) C10orf46 は G1 後期から S 期にかけて発現量が上がり、S 期の中期あた

りで発現量は下がり、S 期後期から G2 期にかけて再び発現量が上がることが知られて

いる。49) 免疫染⾊法によって C10orf46 の局在が調べられており、G0 期には細胞質に

局在し、G1 期になると核に局在を移す。S 期の間はそのまま核に局在しているが、G2

期になると細胞質にも広がり、M 期になると細胞質に局在するようになることが報告

されている。50) また、C10orf46 を過剰発現させるとミトコンドリアの呼吸鎖複合体の

Complex II の活性が上昇し、細胞増殖が活性化されるることが⽰されている。それに

対し、C10orf46 を RNAi により発現抑制をすると Complex II の活性が低下し、G1/S 

arrest を引き起こされ、細胞増殖が阻害されることが⽰されている。49) これらのこと

から、C10orf46 が細胞増殖やミトコンドリアの活性に関与していることがわかる。本

研究では哺乳類ミトコンドリアリボソームの⽣合成因⼦と考えられる Mtg1 と

C10orf46 のミトコンドリア内での相互作用について BiFC 法を用いて解析を⾏った。し

かし、ミトコンドリア内で相互作用するという決定的な証拠は得られなかった。Mtg1

と C10orf46 のどちらかのみを venus と融合させると、⽚⽅の局在に影響を受けるよう

な結果も得ている。そのため局在が異なる⼆つの蛋⽩質を解析するのは難しいのかもし

れない。また、C10orf46 は細胞周期によって局在が変わることは明らかなので、細胞

周期を揃えて実験を⾏うことで、得られる結果が変わってくるかもしれない。C10orf46

と Mtg1 がミトコンドリア内で相互作用し、何らかの機能を果たしていることが⽰すこ

とができれば、細胞周期とミトコンドリアリボソームの⽣合成が連動して働くための機
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構の発⾒につながるかもしれない。 

 

 

4-6. ObgH の作業仮説 

 
 本研究で得られた ObgH1 についての結果をもとに次のような作業仮説を考えている

（図 29）。ObgH1 は GTP 型でリボソームの大サブユニットと結合し、大サブユニット

を Complex V の近傍で正しく配置することで、Complex V の近傍で ATP6 や ATP8 の

翻訳が⾏われるようにしているのではないかと考えている。そうすることで ATP6 や

ATP8 が速やかに Complex V に組み込まれ、ATP6 や ATP8 の翻訳と Complex V のア

センブリーが制御されているのではないかと考えられる。ObgH1 をノックダウンした

時には、リボソームの大サブユニットが正しく配置されず、ATP6 と ATP8 の翻訳と

Complex V へのアセンブリーが連動されず、Complex V のアセンブリーは異常になり、

ATP6 や ATP8 の翻訳量も異常に増加したのではないかと考えている。 

 

 

4-7. Mtg1 の作業仮説 

 
本研究で得られた ObgH1 についての結果やバクテリアの YlqF の機能をもとに次の

ような作業仮説を考えている（図 30）。Mtg1 が内膜上で未成熟なミトコンドリアリボ

ソームの大サブユニット(Pre-39S)に GTP 型で結合し、結合することでいくつかのリボ

ソーム蛋⽩質がリクルートされ、リボソームが成熟するのではないかと考えている。リ

ボソームが成熟すると Mtg1 が GTP を加⽔分解し、GDP 型になるとリボソームから解

離していくと考えられる。Mtg1 をノックダウンした場合には、リボソームの⽣合成が

途中でストップしてしまい、Pre-39S の状態で⽌まってしまうのではないかと考えられ

る。そのため、成熟したリボソームの量が減少し、ミトコンドリアの翻訳活性の低下や

呼吸鎖複合体のアセンブリーの異常が観察されたと考えられる。 
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5. 表と図 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 E. coli のリボソーム蛋⽩質とヒトミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質の⽐較（⼩サ

ブユニット） 

 

 

O'Brien, T.W. (2003)6)から引用。 

Human mitochondrial ribosomal protein の MW の値は N 末配列解析から決められた成熟した蛋⽩質のもの、また

は TargetP や MitoProt から予測された成熟した蛋⽩質の値。 

MRPS18 は 3 つの isoform が存在する。 
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表 2 E. coli のリボソーム蛋⽩質とヒトミトコンドリアのリボソーム蛋⽩質の⽐較（大サ

ブユニット） 

 

O'Brien, T.W. (2003)6)から引用。 

Human mitochondrial ribosomal protein の MW の値は N 末配列解析から決められた成熟タンパク質のもの、または

TargetP や MitoProt から予測された成熟タンパク質の値。 

P : MRPL35 や MRPL53 の mass の値は前駆体の値。 
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表 3  mt リボソーム蛋⽩質の異常によるヒト疾患 

 

遺伝⼦ 疾患 ⽂献 

MRPS6 パーキンソン病 11 

MRPS12 難聴 (常染⾊体優勢遺伝) 7 

MRPS14 難聴 (常染⾊体優勢遺伝) 7 

MRPS16* ミトコンドリア脳筋症 8, 13 

MRPS22* ミトコンドリア脳筋症 12, 13 

MRPS23 網膜⾊素変性症 7 

MRPS26 Hallervorden-Spatz 症候群 7 

MRPL3* ⼼筋症、精神運動遅滞 7, 14 

MRPL4 難聴 (常染⾊体劣勢遺伝) 7 

MRPL9 網膜⾊素変性症 7 

MRPL32* 遺伝性痙性対⿇痺 10 

MRPL37 パーキンソン病 9 

MRPL39 Usher 症候群 7 

MRPL44 乳児⼼筋症 15 

* : mt リボソームの⽣合成に異常があることが⽰唆されている。 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4 ObgH1、Mtg1 の GTPase 活性 

 

kcat (min-1) Reference 

ObgH1 0.014±0.005 30 

ObgH1 + 55S N.D. This study 

Mtg1 N.D This study 

Mtg1 + 55S 0.031±0.001 This study 

 

データは 3 回の実験の平均±標準偏差を⽰す。 

N.D. = not detected. 
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図 1 哺乳類のミトコンドリア DNA にコードされている遺伝⼦ 

 
哺乳類ミトコンドリア DNA には 2 個のミトコンドリアリボソーム RNA (⻘⾊)と 22 個の

tRNA(灰⾊、チャージされるアミノ酸を 1 ⽂字表記で⽰した)と 13 個の蛋⽩質(赤⾊)をコー

ドされている。リボソーム RNA は 12S rRNA と 16S rRNA がコードされている。tRNA は

tRNALeu と tRNASer が 2 種類ずつ、その他の tRNA が 1 種類ずつコードされている。蛋⽩

質は呼吸鎖複合体の Complex I のサブユニットが 7 種類 (ND1、ND2、ND3、ND4、ND4L、

ND5、ND6)、Complex III のサブユニットが 1 種類 (Cytb)、Complex IV のサブユニット

が 3 種類 (COI、COII、COIII)、Complex V のサブユニットが 2 種類 (ATP6、ATP8)がコ

ードされている。 
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図 2 YlqF 蛋⽩質のアライメント 

 
H. sapiens の Mtg1 と S. cerevisiae の Mtg1 と B. subtilis の YlqF のアミノ酸配列を⽐較。

Clustal W を用いてアミノ酸配列を並べた。 
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図 3 Obg 蛋⽩質のアライメント 

 
H. sapiens の ObgH1 と S. cerevisiae の Mtg2 と E. coli の ObgE のアミノ酸配列を⽐較。

Clustal W を用いてアミノ酸配列を並べた。 
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図 4 Obg に関わるリボソーム蛋⽩質の位置 

 
E. coli の 50S 大サブユニット結晶構造 (PDB ID : 3R8S)。Interface から⾒た構造。Obg

はリボソーム蛋⽩質 L13 と直接相互作用する。Obg を機能⽋損させた株で蓄積する未

成熟な大サブユニットにはリボソーム蛋⽩質 L16、L33、L34 の量が減少している。 
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図 5 リボソームの 50S 大サブユニットのアセンブリーマップ 

 
23S rRNA(13S、8S、12S)にリボソームの大サブユニットの蛋⽩質（○で⽰した）と 5S rRNA

が結合していく順番を⽰す。赤の⽮印は結合に強い依存性を持つことを⽰し、⿊の⽮印

は弱い依存性を持つことを⽰す。緑で囲まれた蛋⽩質は 5S rRNA の組み込みに必須の蛋

⽩質である。この図は Herold M et al. (1987)59)、Kaczanowska M et al. (2007)60)から引用。
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図 6 YlqF に関わるリボソーム蛋⽩質、rRNA の位置 

 
E. coli の 50S 大サブユニット結晶構造 (PDB ID : 3R8S)。Interface から⾒た構造。YlqF

はリボソーム蛋⽩質 L25 と直接相互作用する。YlqF を⽋損させた株で蓄積する未成熟

な大サブユニットにはリボソーム蛋⽩質 L16、L27、L36 の量が減少している。Magenta

で⽰したのが DMS footprint 解析で保護された塩基付近の rRNA (Helix 38 の⼀部、

Helix81、Helix 85)。 
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図 7 ObgH1 と Mtg1 のミトコンドリア内の局在（ミトコンドリアの分画） 

 
ミトコンドリアは外膜、膜間、内膜、マトリクスの 4 つの領域に分けることができる(上)。

培養細胞からミトコンドリアを調製し、外膜、膜間、内膜、マトリクスに分画した。そ

れぞれのフラクションについてウエスタンブロッティングを⾏い、蛋⽩質を検出した

（下）。外膜タンパク質のコントロールとして Porin、膜間のタンパク質のコントロー

ルとして cyt C、内膜タンパク質のコントロールとして COIV、マトリクス蛋⽩質のコ

ントロールとして EF-Tumt と EF-Tsmt についてウエスタンブロッティングを⾏った。
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図 8 proteinase K assay 

 
ミトコンドリアとミトプラストを調製し、Proteinase K (0, 0.2, 2 μg/ml)を加え、氷上

で 30 分インキュベートし、ウエスタンブロッティングを⾏い、それぞれの蛋⽩質を検

出した。マトリクスのタンパク質として Hsp60 、膜間に露出した領域をもつ外膜タ

ンパク質として Tom40、細胞質に露出した領域をもつ外膜タンパク質として Tom20

をコントロールとしてウエスタンブロッティングを⾏った。 
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図 9 ObgH1、Mtg1 とミトコンドリアリボソームの相互作用解析(in vitro) 

 
精製した 55S (f.c. 0.2 μM) リボソームと recombinant の ObgH1 (左)と Mtg1 (右) (f.c. 2 

μM)を様々な種類のグアニンヌクレオチド存在下で混合し、15-30 % (w/v) のショ糖

密度勾配により分離した( 39,000 rpm, 5.5 h, SW41Ti rotor (Beckman Coulter))。フラ

クションをそれぞれ ObgH1、Mtg1 に対する抗体を用いウエスタンブロッティングに

より ObgH1、Mtg1 を検出した。 
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図 10  GDPNP 存在下での ObgH1、Mtg1 と E. coli リボソームの相互作用解析 

 
精製した 70S (f.c. 0.2 μM) リボソームと recombinant の ObgH1 と Mtg1 (f.c. 2 μM)を

GDPNP 存在下で混合し、15-30 % (w/v) のショ糖密度勾配により分離した( 39,000 

rpm, 4 h, SW41Ti rotor (Beckman Coulter))。フラクションをそれぞれ ObgH1、Mtg1

に対する抗体を用いウエスタンブロッティングにより ObgH1、Mtg1 を検出した。 
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図 11 ミトコンドリア抽出液を用いた ObgH1、Mtg1 とミトコンドリアリボソームの

相互作用解析 

 
ミトコンドリアの抽出液を 10-30 % (w/v) のショ糖密度勾配により分画した( 33,000 

rpm, 7 h, SW41Ti rotor (Beckman Coulter))。フラクションをそれぞれ ObgH1 (左)、

Mtg1 (右)に対する抗体で検出した。MRPS29 : ミトコンドリアリボソームの⼩サブユ

ニットのリボソームタンパク質。MRPL7/L12 : ミトコンドリアリボソームの大サブユ

ニットのリボソームタンパク質。
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図 12 ミトコンドリア抽出液を用いた Mtg1 とミトコンドリアリボソームの相互作用

解析（GDPNP 存在下） 

 
ミトコンドリアを GDPNP 存在下で溶解し、その抽出液を 10-30 % (w/v) のショ糖密

度勾配により分画した( 33,000 rpm, 7 h, SW41Ti rotor (Beckman Coulter))。フラクシ

ョンをそれぞれ Mtg1 に対する抗体で検出した。MRPS29 : ミトコンドリアリボソー

ムの⼩サブユニットのリボソーム蛋⽩質。MRPL7/L12 : ミトコンドリアリボソームの

大サブユニットのリボソーム蛋⽩質。 
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図 13 ミトコンドリアの rRNAの解析 
 

ObgH1、Mtg1 を RNAi によりノックダウンしてから 7 ⽇後に total RNA を回収し、

1% 変性アガロースにより分離した。その後、32P でラベルされたプローブを用いたノ

ーザンブロッティングにより 12S、16S mt rRNA を検出した。ロードのコントロール

として細胞質の rRNA である 18S rRNA を ethidium bromide で染⾊した。 
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図 14 リボソーム蛋⽩質の解析 

 
ObgH1、Mtg1 を RNAi によりノックダウンしてから 5 ⽇後に細胞抽出液を調製し、

それぞれのタンパク質に対する抗体を用い、ウエスタンブロッティングにより検出し

た。MRPL7/L12、MRPL45 : ミトコンドリアリボソーム大サブユニットのリボソーム

タンパク質。MRPS29、MRPS12 : ミトコンドリアリボソームの⼩サブユニットのリボ

ソームタンパク質。 
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図 15 ミトコンドリアの翻訳活性の解析（パルスラベル法） 

 
ObgH1、Mtg1 を RNAi によりノックダウンしてから７⽇後の細胞に対し、emetine

を加え、細胞質での翻訳を⽌めた。その後、[35S]でラベルされた Met ⼊りの培地で 2h

培養し、新たにミトコンドリアで合成されたタンパク質のみをラベルした。細胞を回

収したあと、細胞質のタンパク質も⼀緒に SDS-PAGE を⾏い、CBB で染⾊することで

ローディングコントロールとした。ミトコンドリアの翻訳はオートラジオグラフィー

により検出した(上)。それぞれのバンドの強度を定量し、control を 1 として⽰した(下)。

エラーバーは 3 回の実験の標準偏差を⽰す。 
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図 16 呼吸鎖複合体のサブユニットレベルの解析 

 
ObgH1、Mtg1 を RNAi によりノックダウンしてから 5 ⽇後の細胞の抽出液を調製し、

それぞれに⽰す蛋⽩質に対する抗体による immunoblotting により蛋⽩質の量を解析

した。COI、COII : mtDNA にコードされた Complex IV のサブユニット。ATP8 : 

mtDNA にコードされた Complex V のサブユニット。その他の蛋⽩質 : 核 DNA にコ

ードされた呼吸鎖複合体のサブユニット(左)。mtDNA にコードされた蛋⽩質のバンド

の強度を定量し、control の値を 1 とした時の相対値をグラフに⽰した(右)。エラーバ

ーは 3 回の実験の標準偏差を⽰す。 
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図 17 呼吸鎖複合体のアセンブリーの解析(Blue-Native PAGE) 

 
ObgH1、Mtg1 を RNAi によりノックダウンしてから 5 ⽇後の細胞からミトコンドリ

アを調製し、Digitonin で溶解した後に、Blue Native PAGE を⾏った。その後、核 DNA

にコードされた呼吸鎖複合体のサブユニットに対する抗体による western blotting に

より呼吸鎖複合体のアセンブリーの解析を⾏った。＊ : Compelx V の前駆体のような

異常な複合体。＊＊ : Complex V の free の F1 複合体(?) ＊＊＊：非特異バンド。 
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図 18 ObgH1、Mtg1 の GTPase 活性 (E. coli の ribosome 依存) 

 
Recombinant の ObgH1 または Mtg1 (f.c. 4 μM)とγ-[32P]GTP をそれぞれ⽰した E. coli

のリボソームのサブユニット (f.c. 0.2 μM) 存在下で混合し、30 ℃で 20 分間反応させ

たあと、遊離した[32P]Pi を測定した。 
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図 19 Mtg1の GTPase活性 (mitochondrial ribosome依存) 

 
Recombinant の Mtg1 (f.c. 10 μM)とγ-[32P]GTP をそれぞれ⽰したミトコンドリアリボ

ソームのサブユニット (f.c. 0.2 μM) 存在下で混合し、30 ℃で 20 分間反応させたあと、

遊離した[32P]Pi を測定した。 
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図 20 Mtg1の GTPase活性 (Mtg1の量について) 

 
Recombinant の Mtg1 (f.c. 0-8 μM)とγ-[32P]GTP をミトコンドリアの 55S リボソーム 

(f.c. 0.2 μM) の存在下で混合し、30 ℃で 20 分間反応させたあと、遊離した[32P]Pi を測

定した。エラーバーは 3 回の実験の標準偏差を⽰す。 
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図 21 Mtg1 の GTPase 活性 (kcat の決定) 

 
Recombinant の Mtg1 (f.c. 10 μM)とγ-[32P]GTP ( f.c. 0-150 μM) をミトコンドリアの

55S リボソーム (f.c. 0.2 μM) の存在下で混合し、30 ℃で 20 分間反応させたあと、遊

離した[32P]Pi を測定した。エラーバーは 3 回の実験の標準偏差を⽰す。 

 



65 
 

 
図 22 クロスリンク実験のスキーム 

 
Mtg1 の大サブユニット上での結合部位に関する知⾒を得るために、クロスリンクを

⾏った。精製した 39S 大サブユニットと His-tag 付 Mtg1 を GDPNP 存在下で混ぜ、

sulfo-MBS を用いてクロスリンクした。サンプルを超遠⼼することで free の Mtg1 を

除き、SDS により Mtg1 結合 39S 大サブユニットをバラバラにした後、Ni 精製するこ

とで Mtg1 とクロスリンクしたものを回収した。LC-MS/MS によりクロスリンクした

蛋⽩質を同定した。 
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図 23 クロスリンクされたものの SDS-PAGE 

 
Mtg1 と 39S 大サブユニットのクロスリンク実験により回収された産物を SDS-PAGE

により分離し、CBB により染⾊した。Mtg1 がクロスリンクされて泳動度が⼩さくな

ったものバンド (arrowhead)を LC/MSMS により同定した。その結果 C10orf46 (分⼦

量 41 kDa)が同定された。 
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図 24 C10orf46 の発現チェック 

 
C10orf46-myc を発現する細胞株の細胞抽出液を SDS-PAGE により分離し、myc tag

に対する抗体を用いて Western blotting により C10orf46 を検出した。41 kDa 付近の

バンドが全⻑の C10orf46 であると考えられる。35 kDa 付近のバンドは分解産物だと

考えている。 
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図 25 C10orf46 の局在解析 

 
(A)  C10orf46-myc を発現する細胞株からミトコンドリアを調製し、ミトコンドリア

を外膜、膜間、内膜、マトリクスに分画した。それぞれのフラクションについてウエ

スタンブロッティングにより蛋⽩質を検出した。Porin、Tom40：外膜タンパク質、

COIV : 内膜タンパク質、cyt C : 膜間タンパク質。C10orf46 は myc 抗体により検出

した。＊ : C10orf46 のバンド。＊＊ : 非特異バンド。 

(B)  C10orf46-myc を発現する細胞株のミトコンドリア画分と細胞質画分での

C10orf46 の量の⽐較。ミトコンドリア分画のフラクションは 10 μg、細胞質画分は 50 

μg ロードした。C10orf46 は myc 抗体により検出した。 

(A) 

(B) 
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図 26  BiFC (bi-molecular fluorescent complementation)法の模式図 

 
相互作用解析をしたい⼆つの蛋⽩質にそれぞれ Venus を 2 つに分割した N 末側半分

(VN)、C 末側半分(VC)を融合する。⼆つのタンパク質が相互作用すると Venus の蛍光

が発する。 
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図 27  BiFC 法による C10orf46 と Mtg1 の相互作用解析 

 
BiFC 法を用いて C10orf46 と Mtg1 がミトコンドリアで相互作用するかを解析した。 

HeLa 細胞に Mtg1-VN と C10orf46-VC (A)または C10orf46-VN と Mtg1-VC (B)をトラン

スフェクションし、共焦点顕微鏡により Venus がどこで蛍光を発するかを観察した。

左上が Venus の画像。核は Hoechst 33342 で染⾊した(左下)。ミトコンドリアは

MitoTracker Red により染⾊した(右上)。右下が merge した画像。 
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図 28 ObgH1、Mtg1 とミトコンドリアリボソームの相互作用解析 

 
精製した 55S (f.c. 0.2 μM) リボソームと recombinant の ObgH1 (左)と Mtg1 (右) (f.c. 2 

μM)を GDPNP 存在下で混合し、15-30 % (w/v) のショ糖密度勾配により分離した

( 39,000 rpm, 5.5 h, SW41Ti rotor (Beckman Coulter))。因⼦を加えなかった時、

ObgH1、Mtg1 を加えた時の⽐較。ここでは ObgH1(72~406 amino acids)を使用した

が、ObgH1(31-406 amino acids)でも同様の傾向が⾒られている。 
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図 29 ObgH1 の作業仮説 

 
(A) ObgH1 がある時。ObgH1 が 39S 大サブユニットを Complex V の近傍に正しく配

置することで、Complex V のサブユニットである ATP6、ATP8 が Complex V の近く

で翻訳され速やかにアセンブリーが起きる。 

(B) ObgH1 がない時。39S 大サブユニットが正しく配置されず、ATP6、ATP8 を翻訳

しても正しくアセンブリーされない。 
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図 30 Mtg1 の作業仮説 

 
(A) Mtg1 がある時。Pre-39S 大サブユニットに GTP 型 Mtg1 が結合する。残りのリボ

ソーム蛋⽩質蛋⽩質がリクルートされ大サブユニットが成熟すると、Mtg1 が GTP を

加⽔分解し、リボソームから解離する。 

(B) Mtg1 がない時。39S 大サブユニットの⽣合成が途中で⽌まってしまう。 
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