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【1】研究の概要 
[1-1]本研究の目的・概要 
 ミトコンドリアはエネルギー変換、アポトー

シスの誘導などを行う細胞の恒常性に必須の

細胞内小器官である。近年、ミトコンドリアと

小胞体は二つの膜同士が数十ナノメートルに

までに近接した、接触場を形成することが発見

され、この接触場はミトコンドリアにおける脂

質合成やカルシウムイオン濃度制御、ミトコン

ドリア分裂制御等に重要な役割を果たすこと

が報告されている (Rowland & Voeltz, Nat. Rev. 
Mol. Cell Biol., 2012) 。最近、我々は哺乳動物細

胞において小胞体タンパク質 PDZD8 がミトコ

ンドリア―小胞体接触場形成の決定的因子で

あることを発見した (Hirabayashi et al., Science, 
2017) 。さらに最近、我々は PDZD8-3xHA KI マ
ウスを用いた免疫沈降―質量分析法、PDZD8-
TurboID KI HeLa 細胞を用いた近接ビオチン標

識―質量分析法 (どちらも小迫教授との共同研

究) によるスクリーニングにより、PDZD8 の結

合分子としてミトコンドリア局在タンパク質

FKBP8 を 同 定 し た  (Nakamura, Aoyama-
Ishiwatari, Nagao et al., bioRxiv, 2023)。これまで

に、精製組み換え PDZD8 と精製組み換え

FKBP8 のプルダウン実験により、PDZD8 と

FKBP8 は試験管内で直接結合することを明ら

かにしたものの、PDZD8 と FKBP8 の分子レベ

ルでの結合様式は不明である。特に、PDZD8 と

FKBP8 の相互作用界面、さらに、複合体内にお

いて両タンパク質が空間的にどのように配置

しているのかは不明である。そこで本共同研究

では、in vitro 再構成系とクロスリンキング―質

量分析法を用いて、PDZD8-FKBP8 結合を分子

レベルで解析することを目的とした。 
 

[1-2]研究の方法・経過 
 本共同研究では、組み換えタンパク質に対し

て、クロスリンキング―質量分析法を用いるこ

とで PDZD8-FKBP8 複合体の空間情報を得るこ

とを試みた。 
Expi293 細胞に PDZD8-Flag を過剰発現させ、抗

Flagタグビーズによるアフィニティークロマトグ

ラフィーとサイズ排除クロマトグラフィーで精

製した。また、FKBP8-Histag を発現した大腸菌株

C43 (DE3)を破砕し、 IMAC (immobilized metal 
affinity chromatography) とサイズ排除クロマトグ

ラフィーで精製した。これら精製済みの組み換え

PDZD8 と組み換え FKBP8 に対して、小迫研究

室にてクロスリンキング―質量分析を行った。

実験は計画通りに進行し、クロスリンクされた

様々なペプチドを同定した。 
 
  

図: 小胞体タンパク質 PDZD8 とミトコンドリアタン
パク質 FKBP8 の直接の結合により小胞体膜とミトコ
ンドリア外膜を繋留することを我々が発見したが、そ
の結合様式は不明である。 



【2】研究成果 
[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 
 クロスリンクされたペプチドの LC-MS/MS
解析の結果、分子内でクロスリンクされたペプ

チド、分子間でクロスリンクされたペプチドを

同定することに成功した。分子内でクロスリン

クされたペプチドはそのタンパク質の 3 次構造、

4 次構造の情報を与えるが、本共同研究で得ら

れた結果は予想された構造と一貫性があった。

さらに分子間でクロスリンクされたペプチド

情報からは、相互作用表面のいくつかの候補が

得られた。現在、クロスリンキング―質量分析

法で示唆された相互作用様式について生化学

的手法で検証中である。 
 
[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 
 従来、複合体形成に必要なドメインを調べるた

めには、ドメイン欠損変異体を細胞に過剰発現し、

免疫沈降―ウェスタンブロット実験を行うこと

が一般的であるが、これは細胞内における未知の

相互作用タンパク質のバイパス的な結合などの

可能性を排除できないために、実験の解釈が難し

くなることがある。 
本共同研究で用いたクロスリンキング―質量分

析法は、試験管内に PDZD8 と FKBP8 のみが存在

する状況下でクロスリンクを行ったため、前述の

懸念を回避できる。さらに、接触界面をアミノ酸

残基レベルで同定できるため、結合ドメイン同士

の配向を高い精度で推定可能である。故に、本共

同研究で得られた結果は、PDZD8―FKBP8結合の

相互作用解析において重要な知見と言える。 
本共同研究による PDZD8-FKBP8 の結合様式の解

明は、哺乳細胞における小胞体膜―ミトコンドリ

ア膜繋留機構の分子レベルでの解明を意味して

おり、当該研究分野におけるインパクトが大きい。 
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【4】今後の課題等 
今後の課題、その他等 
 本年度中には、具体的な相互作用界面の同定

には至らなかったが、本共同研究で得られた知

見に基づいた解析により、PDZD8-FKBP8 複合

体の分子レベルでの相互作用解析、つまり哺乳

細胞における小胞体膜―ミトコンドリア膜繋留

機構の分子レベルでの解明を行う。 
 


