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ミトコンドリア内膜の ADP/ATP 透過担体の C 末端領域の構造特性と機能
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Mitochondrial ADP/ATP carrier (AAC) is a protein catalyzing the transport of adenine nucleotides across inner
mitochondrial membrane. In this review article, we ˆrst brie‰y introduce structural and functional properties of this
protein. Next, we describe the results of our recent studies on the diŠerence in the C-terminal region between yeast type 2
AAC isoform and bovine type 1 AAC isoform. Furthermore, based on the reactivities of cysteine residues that replaced
amino acids in the sixth transmembrane segment, the probable structural features of the C-terminal region of this carrier
are discussed.
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1. はじめに

ミトコンドリアは細胞内での主たるエネルギー変

換の場であり，ここで生体が摂取した栄養分のエネ

ルギーは生体が利用可能な ATP の形に変換される．

ATP はミトコンドリア内膜を介した H＋ の電気化

学ポテンシャル差を駆動力としてマトリックス内で

合成される．効率的な ATP の合成を可能にするた

めに，形成された H＋ の電気化学ポテンシャル差が

自発的に消失してしまわないように，ミトコンドリ

ア内膜のイオンや溶質に対する透過性は極めて低く

保たれている．一方で，ミトコンドリアのマトリッ

クス内は ATP 合成の場であるだけでなく，クエン

酸サイクルや脂肪酸の b 酸化なども行われる場所

であり，これらの反応に係わる多くの分子がミトコ

ンドリアの内膜を介して輸送される必要がある．こ

のような分子はミトコンドリア内膜に存在する溶質

輸送担体と呼ばれるタンパク質によって輸送されて

いることが知られている．これらの輸送担体はいず

れも分子サイズがおよそ 30 kDa の 6 回膜貫通型タ

ンパク質であり，分子中に 3 回の繰り返し構造を有

すること，PDKR モチーフ（PXD/EXXK/R）と

呼ばれる保存されたアミノ酸配列が観察されること

などの構造的特徴から，共通の祖先遺伝子から形成

されたものと考えられており，ミトコンドリア輸送

担体ファミリー（SLC25 ファミリーと命名されて

いる）として扱われている．1)本稿で紹介する ADP

/ATP 透過担体はこのファミリーのうち最初に同定

されたタンパク質である．
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Fig. 1. Proposed Transport Mechanism of the Mitochondrial ADP/ATP Carrier and Chemical Structures of Its Speciˆc Inhibitors
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2. ADP/ATP 透過担体の構造と機能特性25)

哺乳類のミトコンドリアの ADP/ATP 透過担体

は 297 アミノ酸残基からなる 32 kDa 程度のタンパ

ク質である．最初に一次構造が決定されたのはウシ

の心臓のミトコンドリアに発現した ADP/ATP 透

過担体であり，現在心筋型のアイソフォームとして

知られる AAC1 のものであった．これまで哺乳類

では 3 種のアイソフォームが存在するとされてきた

が（げっ歯類では 3 型アイソフォームが欠失してお

り 2 種），最近睾丸に選択的に発現した第 4 のアイ

ソフォームの存在が報告された．6,7)しかし，アイソ

フォーム間の機能の違いに関する知見はまだほとん

ど報告されていない．

化学修飾実験などの結果から，このタンパク質は

N 末端と C 末端の両方をサイトソル側に突出させ

た 6 回膜貫通構造をとるものと考えられてきた．8)

最近の X 線結晶構造解析の結果もこれまでの知見

が妥当であることを証明するものであった．9)

またこのタンパク質の機能としては，文字通りミ

トコンドリア内膜を介した ADP と ATP の交換輸

送を行うものであるが，特に ADP と ATP に親和

性が高くこれら 2 種のアデニンヌクレオチドのみを

選択的に輸送する．基質結合部位をサイトソル側に

向けた c 状態とマトリックス側に向けた m 状態の

2 つのコンホメーションをとり，これら 2 つのコン

ホメーションを相互変換することによって結合した

ヌクレオチドの輸送を行っていると考えられてい

る．また，このタンパク質の特異的阻害剤として，

西洋アザミから単離されたカルボキシアトラクチロ

シドと Pseudomonas cocovenenans が産生するボン

クレキン酸が知られているが，これらはこの担体を

それぞれ c 状態，m 状態に固定することによって

その輸送活性を阻害することが知られている．タン

パク質のコンホメーション変化の様子とそれぞれの

コンホメーションに親和性の高い 2 種の阻害剤の構

造を Fig. 1 に示す．

3. 遺伝子改変酵母を用いた ADP/ATP 透過担

体の構造と機能の解析

特定のタンパク質の構造と機能の関係を研究する

場合には発現系の利用が効果的で，部位特異的な変

異によってもたらされるタンパク質の機能の変化か

ら，構造と機能の議論がなされることが多い．最も

一般的な人工的なタンパク質の発現系は大腸菌を用

いる系であると思われるが，輸送担体などの膜タン

パク質の場合には発現させたタンパク質は封入体と

なることが多く，その機能を解析するためには発現

したタンパク質の可溶化，refolding や再構成など

の必要が出てくるため大腸菌の発現系は利用し難

い．輸送担体を含めミトコンドリアのタンパク質の

場合には酵母の発現系の利用が最も効果的である．

酵母を用いた酵母ミトコンドリアの ADP/ATP

透過担体の発現系については，既に Douglas らに
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Fig. 2. Homology Alignment of the Amino Acid Sequence of Yeast AAC2 (yAAC2) and Bovine AAC1 (bAAC1)
The two amino acid sequences were aligned to show maximum matching, and hyphens represent inserted gaps. Conserved amino acid residues between the two

carriers are shown by white lettering on a black background.
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よって報告されていた．10)われわれはウシのミトコ

ンドリアに発現した 1 型の ADP/ATP 透過担体

（AAC1）を対象とした研究を進めてきたが，酵母

の発現系を利用したウシの AAC1 変異体の調製に

も着手した．酵母で恒常的に発現している AAC2

のプロモーターをプラスミドに乗せ，その下流にウ

シの AAC1 をコードする cDNA をサブクローニン

グすることによってウシの AAC1 の発現プラスミ

ドを構築した．ついで酵母の内在性の AAC をコー

ドする 3 種の遺伝子を破壊した株を作成し，ここに

調製したウシの AAC1 の発現プラスミドを導入す

ることによって酵母にウシの AAC1 を発現させる

ことを試みた．その結果，native なウシの AAC1

を酵母に発現することはできなかった．そこで，酵

母の AAC2 とウシの AAC1 のアミノ酸配列を比較

したところ，N 末端の長さが酵母とウシの AAC で

は顕著に異なり，酵母の AAC2 のほうがウシの

AAC1 よりも 15 残基長いことが判明した（Fig.

2）．この N 末端の長さの違いがウシの AAC1 を発

現させることができるかどうかに影響を与えている

可能性が考えられたので，ウシの AAC1 の N 末端

を酵母の AAC2 の N 末端と置き換えたキメラ

AAC の発現ベクターを調製し，これを内在性の

AAC をコードする遺伝子を破壊した酵母に導入し

た．その結果，酵母でウシの AAC1（ただし N 末

端は酵母の AAC2 のアミノ酸配列）を発現させる

ことができ，酵母の発現系を用いた哺乳類の AAC

研究の道を開くことができた．11)

4. 最近の C 末端領域に関する研究事例から

上述の通り，酵母の AAC2 とウシの AAC1 を比

較すると N 末端の違いが顕著であったが，C 末に

も若干の違いが認められた．このタンパク質の C

末端はその機能発現における重要性が指摘されなが

らも，まだこの領域の構造的，機能的な特性に関す

る報告はなされていなかったため，最近われわれは

この領域に焦点をあてた研究を推進した．本稿では

特にこの研究成果について紹介したい．

酵母の AAC2 とウシの AAC1 の C 末を比較する

と，酵母の AAC2 ではウシの AAC1 の C 末から 4

残基目と 5 残基目の間に 6 残基のアミノ酸配列を挿

入した形になっていることが明らかである．そこで

ADP/ATP 透過担体の機能発現におけるこの領域

の重要性を検討する目的で，酵母の AAC2 とウシ

の AAC1 の C 末端を順に 1 残基ずつ欠失させた変

異株の発現ベクターを調製し，これを機能的な

AAC 遺伝子を欠落させた酵母細胞に導入した．

酵母はミトコンドリアの機能が完全に欠失した状

態であっても解糖系だけの機能で生育可能であるた

め，機能的な AAC 遺伝子を欠落させた酵母細胞で

あっても，グルコースを炭素源とした培地上では生

育可能である．一方，グリセリンを単一炭素源とし

た場合には，ATP はミトコンドリアでの酸化的リ

ン酸化反応でしか合成できなくなるので，機能的な

AAC 遺伝子を欠落させた酵母細胞は成育不能とな

る．したがって，グリセリンを単一炭素源とした寒

天培地上での生育を観察することによって，発現さ
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Fig. 3. Functional Features and Expression Levels of C-ter-
minus-truncated Yeast AAC2 Mutants

Panel A presents the viability of transformants expressing various yeast
AAC2 mutants on glucose (YPD) or glycerol (YPGly) plates. Panel B
presents the results of Western analysis on the expression levels of yeast
AAC2 mutants and the b subunit of F1-ATPase in the mitochondrial frac-
tion.

Fig. 4. Functional Features and Expression Levels of C-ter-
minus-truncated Bovine AAC1 Mutants

Panel A presents the viability of transformants expressing various bo-
vine AAC1 mutants on glucose (YPD) or glycerol (YPGly) plates. Panel B
shows the results of Western analysis on the expression levels of bovine
AAC1 mutants and b subunit of F1-ATPase in the mitochondrial fraction.
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せた ADP/ATP 透過担体の機能を荒っぽく見積も

ることが可能である．

その結果，Fig. 3 に示すように，酵母の AAC2

の C 末端を 6 残基目まで欠失させても AAC2 の機

能には大きな支障はないが，7 残基目を欠失させる

と完全に機能が消失することが明らかになった．7

残基を欠失させた場合にも，ミトコンドリアでの発

現は影響を受けていなかったことから，7 残基目は

発現に重要なのではなく，機能に重要であることが

明らかになった．また，Fig. 4 に示すように，ウシ

の AAC1（実際には N 末端を酵母の AAC2 の N 末

端と置き換えたキメラタンパク質 y2NbAAC1 を用

いている）の C 末端を 1 残基欠失させただけでグ

リセリンを単一炭素源とした寒天培地上での生育が

みられなくなること，またこの際に，ミトコンドリ

アでの発現が顕著に低下していることを明らかにす

ることができた．酵母の AAC2 とウシの AAC1 で

C 末端のアミノ酸残基の欠失に伴う機能不全が，前

者はタンパク質の発現低下によるものではなく，後

者ではタンパク質の発現低下によるものであるとい

うように異なる理由によるものであったものの，酵

母の AAC2 では欠失させても支障がない C 末端の

長さである 6 アミノ酸残基がちょうどウシの C 末

端の長さとの違いであったことは，機能発現に必要

な C 末端の長さが生物種を超えて保存されている

ことを意味しており興味深いものであった．12)

次にわれわれはこの領域のダイナミックな構造特

性について検討することにした．われわれは以前の

研究において酵母の AAC2 のシステイン残基をす

べてアラニンに置換してもそのヌクレオチド輸送活

性に支障がないことを明らかにしている．13)また，

このシステイン不含酵母 AAC2 を基にして，この

分子中の特定のアミノ酸残基をシステインに置換し

た変異株を調製し，それぞれの変異株中でのシステ

イン残基が外から添加した蛍光性の SH 試薬とどの

ような反応性を示すかを解析することによって，そ

れぞれのアミノ酸残基の存在様式を議論することが

できた．14,15)そこでこの手法を酵母の AAC2 の C

末端領域に適用し，システインスキャニングを行っ

た．

酵母の AAC2 の第 6 膜貫通領域と C 末端を構成

すると考えられる 287Gly から 318Lys までのアミ

ノ酸をそれぞれシステインに置換した変異株を調製

し，それらをカルボキシアトラクチロシド若しくは
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Fig. 5. Reactivities of Single-Cys Mutants of Yeast AAC2 with Fluorescent SH Reagent
Mitochondria isolated from each mutant were incubated with eosin maleimide and the degree of labeling of each mutant was determined. Open and closed bars

represent the results obtained in the presence of carboxyatractyloside or bongkrekic acid, respectively.

Fig. 6. Summarized Structural and Functional Properties of the C-terminal Region of Yeast AAC2 (yAAC2) and Bovine AAC1
(bAAC1)

203No. 2

ボンクレキン酸存在下でエオシンマレイミド処理し，

AAC2 のバンドで観察されたエオシンの蛍光強度

を測定した．その結果， Fig. 5 に示す通り，

310Met から 318Lys までをシステインに置換した

変異株ではカルボキシアトラクチロシド，ボンクレ

キン酸いずれの存在下においてもエオシンマレイミ

ドとよく反応することが明らかになった．したがっ

てこの領域はいずれの条件においても膜から突出し

た状態になっていると考えられる．一方，第 6 膜貫

通領域を形成すると考えられる 287Gly から 309Gln

の間でも，いくつかのアミノ酸残基についてはシス

テインに置換した場合にエオシンマレイミドと反応

することが明らかになり，これらの領域が比較的親

水性の高い環境に面していると考えられた．とりわ

け，295Gly と 296Val のシステイン置換体はカルボ

キシアトラクチロシド存在下にのみエオシンマレイ

ミドと反応性を示したので，この担体のコンホメー

ション変化を反映した結果であると考えられた．

本研究によって明らかにされたウシの AAC1 と

酵母の AAC2 の C 末領域の構造的，機能的な特性

を Fig. 6 にまとめた．

5. おわりに

冒頭でも触れたとおり，ミトコンドリアの ADP/

ATP 透過担体は既に X 線結晶構造解析も行われて

いるが，基質の輸送機構の分子論を議論するために

は担体のダイナミクスに関する知見の蓄積が重要で
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ある．その目的でこれらの研究成果が役立つことを

期待している．
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