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〈要 約〉

　真核生物にはリボソームの異常な停止により生じる不完全な新生ポリペプチド鎖を監視しこれを除去するリボソーム品質管理機構が備わっている．サイトゾルタンパク質の場合，異常な新生ポリペプチド鎖はRqc2によるC末端への複数のAlaおよびThrの付加，および，ユビキチンリガーゼLtn1によるユビキチン化により，プロテアソームにより分解される．一方，ミトコンドリアタンパク質の場合，サイトゾルでの翻訳とミトコンドリアへの輸送が共役しているため，異常な新生ポリペプチド鎖の一部はサイトゾルにおける分解を回避しミトコンドリアへと輸送されてしまう．筆者らは，サイトゾルにおける分解の困難な異常な新生ミトコンドリアタンパク質を処理する新規の品質管理機構を同定した．Ltn1およびリボソーム品質管理機構にかかわる新規のタンパク質Vms1を欠損した細胞においては，Rqc2によりC末端にAlaおよびThrの付加されたミトコンドリアタンパク質がほかのミトコンドリアタンパク質をまき込んで凝集し，ミトコンドリアの機能の破綻がひき起こされた．Vms1は60Sリボソームと結合し，サイトゾルにおいて分解されない新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加を抑制した．AlaおよびThrの付加の抑制された新生ポリペプチド鎖はミトコンドリアへと輸送され，ミトコンドリアにおける品質管理機構により処理された．
はじめに

　ミトコンドリアはヒトを含む真核生物に必須のオルガネラであり，エネルギーの産生，アミノ酸や脂肪酸の代謝，鉄硫黄クラスター，ヘム，脂質などの合成のほか，アポトーシスや老化とも密接にかかわる．ミトコンドリアタンパク質のほとんどは核のゲノムにコードされており，サイトゾルにおいて翻訳され，ミトコンドリア膜透過装置を介してミトコンドリアへと輸送される．輸送されたミトコンドリアタンパク質は正しくフォールディングされ，場合によっては複数のサブユニットから構成されるタンパク質複合体に正確に組み込まれる．これら一連の過程においてはエラーが生じやすく，一定の確率でミスフォールドしたタンパク質や異常なタンパク質が生じる．細胞にはこのような有害なタンパク質を除去する厳密な品質管理機構が備わっている．遺伝子の損傷や老化にともなう品質管理機構の異常はミトコンドリアの機能の破綻をひき起こし，パーキンソン病やアルツハイマー病などの神経変性疾患とも密接にかかわる．
　異常なタンパク質の生じる原因のひとつに翻訳中のリボソームの異常な停止があげられる．たとえば，終止コドンを欠損した異常なmRNAが翻訳されると，正常な翻訳終結が起こらずリボソームはmRNAの3’末端において停止する．停止したリボソームは60Sリボソームと40Sリボソームに解体される1)．リボソームの異常な停止により生じた不完全な新生ポリペプチド鎖は60Sリボソームと結合したままの状態でリボソーム品質管理機構により処理される．リボソーム品質管理機構は出芽酵母をモデルとして精力的に研究されている．サイトゾルタンパク質の場合，異常な新生ポリペプチド鎖はRqc2（ヒトにおいては，NEMF）によるC末端への複数のAlaおよびThrの付加，および，ユビキチンリガーゼLtn1（ヒトにおいては，Listerin）によるユビキチン化により，プロテアソームによりすみやかに分解される2,3)．近年，異常な新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加はLtn1による効率的なユビキチン化およびサイトゾルにおける分解を促進することが報告された4,5)．
　新生ミトコンドリアタンパク質の品質管理は，サイトゾルタンパク質の品質管理よりも複雑である．ミトコンドリアタンパク質のミトコンドリアへの輸送は，サイトゾルにおける翻訳が完了するまえに開始される例が多く知られている．この場合，リボソームの異常な停止は新生ポリペプチド鎖がミトコンドリア膜を透過しているときに起こり，新生ポリペプチド鎖はすでにミトコンドリアの内部に露出しているため，サイトゾルにおけるユビキチン化および分解を回避してしまう6)．それでは，このような異常な新生ポリペプチド鎖はどのように処理されるのだろうか？　筆者らは，サイトゾルにおける分解の困難な異常な新生ミトコンドリアタンパク質の品質管理機構に着目した．
1．リボソーム品質管理機構にかかわる新規のタンパク質Vms1

　サイトゾルタンパク質であるVms1は酸化ストレス条件においてミトコンドリアの表面に局在し異常なミトコンドリアタンパク質の品質管理にかかわることが報告されていた7)．しかし，どのようなタンパク質がVms1の基質になるのか，その分子機構は不明であった．Vms1の機能を明らかにするため，出芽酵母をモデルとして，Vms1の相互作用タンパク質のプロテオームを解析した結果，Vms1は60Sリボソームの結合タンパク質であることが明らかにされた．さらに，Vms1と相互作用するタンパク質としてリボソーム品質管理機構にかかわるRqc2およびLtn1が同定された．この結果より，Vms1はミトコンドリアにおいてリボソーム品質管理機構にかかわることが示唆された．
2．Vms1およびLtn1の欠損はRqc2に依存的なミトコンドリアタンパク質の凝集をひき起こす

　リボソーム品質管理機構にかかわるタンパク質を欠損した出芽酵母株を作製しその表現型を解析した結果，Vms1およびLtn1を欠損した細胞においては，ストレスをあたえていない通常の生育条件においてでさえ，ミトコンドリアタンパク質が特異的に凝集することが明らかにされた．分子シャペロン，プロテアーゼ，翻訳因子，呼吸鎖複合体の構成タンパク質など，ミトコンドリアの機能に必須の多くのタンパク質が凝集し，呼吸鎖複合体やATP合成酵素など，エネルギーの産生に必要なタンパク質複合体の形成が顕著に阻害された．
　サイトゾルに存在するVms1およびLtn1を欠損した細胞において，なぜ，ミトコンドリアタンパク質が凝集するのだろうか？　近年，Rqc2によりC末端にAlaおよびThrの付加されたタンパク質が分解されずにサイトゾルに蓄積すると，凝集体を形成することが報告された8,9)．そこで，Vms1およびLtn1を欠損した細胞においてはRqc2によりC末端にAlaおよびThrの付加された異常な新生ポリペプチド鎖がミトコンドリアに蓄積してタンパク質の凝集をひき起こすのではないかと考えた．Rqc2を欠損させた細胞においてはVms1およびLtn1の欠損によるミトコンドリアタンパク質の凝集が抑制され，ミトコンドリアの機能が回復した．この結果から，Vms1およびLtn1を欠損した細胞におけるミトコンドリアタンパク質の特異的な凝集はRqc2によりひき起こされることが示された．
3．Rqc2による新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加がミトコンドリアタンパク質の凝集をひき起こす

　Rqc2によりC末端にAlaおよびThrの付加された異常なタンパク質が実際にミトコンドリアタンパク質の凝集をひき起こすのかどうか調べるため，リボソームの異常な停止により生じる不完全な新生ポリペプチド鎖のモデルとして，終止コドンを欠損させたGFP遺伝子の翻訳産物を解析した．この異常なGFPにミトコンドリア移行シグナルを付加してミトコンドリアに局在させたところ，Ltn1あるいはVms1を欠損した細胞において高分子量の凝集体が観察された．この凝集体の形成はRqc2に依存的であったことから，C末端へのAlaおよびThrの付加がリボソームの異常な停止により生じた不完全な新生ポリペプチド鎖の凝集をひき起こすことが示唆された．一方，異常なGFPをサイトゾルに局在させたところ，Ltn1を欠損した細胞においては高分子量の凝集体が観察されたが，Vms1を欠損した細胞において凝集体はみられなかった．このことから，Vms1はミトコンドリアタンパク質の凝集の抑制に特異的に機能することが示唆された．また，C末端にAlaおよびThrの付加された異常なGFPは，ミトコンドリアの内部においてミトコンドリアの機能に必須のタンパク質をまき込んで封入体を形成した．さらに，C末端へのAlaおよびThrの付加がタンパク質の凝集の直接の原因であるかどうかを検証するため，ミトコンドリア移行シグナルを付加した正常なGFPのC末端にAla-Thrの10回くり返し配列を人工的に付加したところ凝集がひき起こされた．以上より，ミトコンドリアタンパク質のC末端へのAlaおよびThrの付加がミトコンドリアの内部における封入体の形成のひき金になることが明らかにされた．
4．Vms1はRqc2による異常な新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加を抑制する

　Ltn1は異常な新生ポリペプチド鎖をユビキチン化し，プロテアソームにより分解することにより異常な新生ポリペプチド鎖の蓄積および凝集を抑制する．それでは，Vms1はどのようにして異常な新生ポリペプチド鎖の凝集を抑制するのだろうか？　細胞溶出液からミトコンドリア移行シグナルを付加した異常なGFPを単離しプロテオーム解析した結果，Vms1の欠損によりRqc2と異常なGFPとの相互作用が促進され，AlaおよびThrの付加および凝集体の形成が亢進されることが示された．一方，Vms1を過剰に発現させるとRqc2の60Sリボソームからの解離が促進され，AlaおよびThrの付加が抑制された．AlaおよびThrの付加が抑制された異常なGFPはサイトゾルにおいて分解されるのではなく，ミトコンドリアへと輸送され，ミトコンドリアにおける品質管理機構により処理された．また，Vms1は異常な新生ポリペプチド鎖の分解に必要なCdc48（ヒトにおいては，p97）と結合するドメインをもつが，このドメインはAlaおよびThrの付加の抑制には必要ではなかった．以上から，Vms1は新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加を抑制するという，サイトゾルにおける分解とは異なる手段を用いることにより，ミトコンドリアの内部における凝集体の形成を抑制することが明らかにされた（図1）．ミトコンドリアタンパク質はサイトゾルタンパク質とは異なり，サイトゾルでの翻訳とミトコンドリアへの輸送とが共役しているため，異常な新生ポリペプチド鎖の一部はサイトゾルにおける分解を回避してしまう．Vms1が機能しないとRqc2によるC末端へのAlaおよびThrの付加が亢進し，異常な新生ポリペプチド鎖はミトコンドリアの内部においてミトコンドリアの機能に必須のタンパク質をまき込んで凝集してしまう．Vms1は，このようなサイトゾルにおける分解の困難な異常なタンパク質を適切に処理するために進化したと考えられる．
おわりに

　Vms1およびLtn1を欠損した細胞では，とくにストレスをあたえていない通常の生育条件においてもミトコンドリアの機能が破綻することが示された．このことから，細胞においてはつねに異常な新生ポリペプチド鎖が生じており，新生ミトコンドリアタンパク質の品質管理機構によりたえずミトコンドリアの恒常性が維持されることが示唆された．Vms1を含むリボソーム品質管理機構にかかわるタンパク質はヒトにも保存されていることから，この研究において明らかにされたリボソーム品質管理機構の異常は，ミトコンドリアの異常に起因する神経変性疾患などとも密接に関連することが予想される．実際に，Listerin変異体を発現するマウスは神経変性疾患を発症することが報告されている10)．また，Rqc2によるC末端へのAlaおよびThrの付加の亢進およびVms1によるその抑制がどのような分子機構によるのかも興味深い．今後は，クライオ電子顕微鏡解析，X線結晶構造解析，生化学的な解析などを組み合わせることにより，Vms1によるC末端へのAlaおよびThrの付加の制御の詳細な分子機構が明らかにされるであろう．
　Rqc2は真核生物のみならず，ミトコンドリアが共生する以前の真核生物の祖先と考えられる古細菌にまで広く保存されている．一方，Vms1は古細菌には保存されていないが，酵母，植物，ヒトを含む真核生物に広く保存されている．真核生物の誕生の際，ミトコンドリア遺伝子のほとんどは核へと移動し，サイトゾルにおける翻訳系によりタンパク質を合成しミトコンドリアに取り込むというシステムがつくりあげられたときに，Rqc2による異常な新生ポリペプチド鎖のC末端へのAlaおよびThrの付加は大きな問題になったであろう．Vms1は，このミトコンドリアの共生の過程において生じたジレンマを克服するために現われたのかもしれない．
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〈図説明〉

図1　新生ミトコンドリアタンパク質の品質管理機構

（a）Ltn1経路．異常な新生ミトコンドリアタンパク質はLtn1によりユビキチン化され，サイトゾルにおいてプロテアソームにより分解される．Ub：ユビキチン．
（b）Vms1経路．サイトゾルにおける分解の困難な新生ミトコンドリアタンパク質のC末端へのAlaおよびThrの付加はVms1により抑制される．新生ポリペプチド鎖はミトコンドリアへと輸送され，ミトコンドリアにおける品質管理機構により処理される．
