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研究成果の概要（和文）：ウシ心筋ミトコンドリア複合体-I（NADH-ユビキノン酸化還元酵素）

の強力な阻害剤であるキナゾリンおよび∆lac-アセトゲニンの結合部位を光親和性標識法で明

らかにするために、光反応性プローブをそれぞれ合成した（[125I]AzQ および[125I]DAA）。[125I]AzQ

は、49 kDa サブユニットと ND1 サブユニットの境界に結合することがわかった。 [125I]DAA は

ND1サブユニットのマトリックス側に位置する第3ループ領域に結合することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To identify the binding site of quinazoline and ∆lac-acetogenin 
in bovine heart mitochondrial complex-I (NADH-quinone oxidoreductase), we synthesized 

photoreactive probes [125I]AzQ and [125I]DAA, respectively.  We revealed that [125I]AzQ 

binds at the interface of the 49 kDa and ND1 subunits.  On the other hand, careful 

examination of the fragmentation patterns of the ND1 subunit cross-linked by [125I]DAA 

strongly suggested that the cross-linked residues are located at two different sites in 

the third matrix-side loop connecting the 5th and 6th transmembrane helices. 
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１．研究開始当初の背景 

 NADH-ユビキノン酸化還元酵素（以後、複

合体-I と呼ぶ）はミトコンドリア呼吸鎖系の

初発酵素で、ATP 合成や物質輸送の駆動力と

なるプロトンポンプ活性を有するエネルギ

ー代謝にとって極めて重要な酵素である。ヒ

トでは、複合体-I の機能障害による活性酸素

の発生や ATP 生成量の低下が原因となって、

パーキンソン病などの神経変性疾患や種々

のミトコンドリア病が発症することがわか

ってきた。また、農業科学分野では殺虫・殺

ダニ剤の新しいターゲット酵素としても近

年注目されていることから、本酵素の基礎研

究の大幅な進展が期待されている。 

 しかし、哺乳類ミトコンドリアの複合体-I

は 45 個の異なるサブユニットから構成され

る巨大な膜酵素（980 kDa）であるために、

安定に単離・保存することが未だに容易でな

く、呼吸鎖酵素の中で最も研究の進展が遅れ

ている酵素である。複合体-I は親水性ドメイ
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ンと膜ドメインからなる L 字型構造を取って

いることが電子線解析からわかっていたが、

昨年、好熱菌複合体-I の親水性ドメイン単独

の結晶構造が解かれ、NADH から電子を受容す

る１個のフラビン（FMN）とこれに続く９個

の鉄-イオウ錯体の位置がそれぞれ明らかに

なった。 

 しかし、ユビキノン還元とこれに共役した

プロトンポンプ活性という酵素の中枢機能

を担っている膜ドメインについての知見は

極めて限られている。例えば、「ユビキノン

反応部位や阻害剤結合部位がどこに何個あ

るのか」という基本的なことさえわかってい

ない。また、活性酸素の発生源としては３つ

のラジカル中間体［FMN／鉄-イオウ錯体（特

に、N2錯体）／ユビキノンラジカル］が候補

として挙げられているが、未だに明確な結論

は得られていない。このように、複合体-I 研

究を格段に発展させるためには、膜ドメイン

についての機能解明の進展が急務であった。 

 

 

２．研究の目的 

 強力な阻害剤の作用部位は、膜ドメインの

中枢機能を担っている反応場（ホットスポッ

ト）であると考えられることから、独自に合

成開発した天然型アセトゲニンおよびユニ

ークな２系統の阻害剤プローブの結合部位

をアミノ酸残基レベルで明らかにすること

によって作用機構研究をさらに進展させ、膜

ドメインの機能とこれを担う酵素の構造的

基盤を解明することを本研究の目的とした。   

 具体的には、以下の３つの研究課題を遂行

することを計画した。 

（１）天然型アセトゲニンの光親和性標識プ

ローブ[125I]TDAが ND1サブユニットに結合す

ることを受けて、 [125I]TDA で架橋した ND1

のタンパク質化学的解析をさらに進展させ

ることによって、結合部位をアミノ酸残基レ

ベルで明らかにする。これとは別に、Δlac-

アセトゲニンとキナゾリン型阻害剤の光親

和性標識プローブ（[125I]DAAおよび[125I]AzQ）

を新たに設計・合成し、両者の結合サブユニ

ットをそれぞれ明らかにした後、プローブ分

子で架橋されるアミノ酸残基を同定する。 

（２）上記で同定されたウシ心筋複合体-I の

阻害剤結合領域に相当する大腸菌酵素の領

域に、アミノ酸変異を集中的に導入した一連

の変異酵素を作製し、これを用いて各阻害剤

に対する感受性の変動を精査することによ

って、阻害剤の結合に関与するアミノ酸残基

を総合的に明らかにする［海外共同研究者・

矢木隆夫（米国 Scripps 研究所・教授）との

共同研究］。 

（３）天然アセトゲニンとΔlac-アセトゲニ

ンでは活性酸素の発生量が顕著に異なるこ

とに着目し、EPR（電子常磁性共鳴）スペク

トルによって FMN／N2錯体／ユビキノンラジ

カルの３つのラジカル中間体の電子環境に

及ぼす影響を両化合物の間で比較する。この

EPR 情報と上記の結合部位に関する構造情報

とを統合することによって活性酸素の発生

源を同定する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）光親和性標識実験の方法について概略

を箇条書きする。 

①ウシ心臓の筋肉組織から調製した亜ミト

コンドリア粒子を光親和性プローブ存在下

で UV 照射し、複合体-I に結合させた。こ

のミトコンドリア内膜標品を BN-PAGE

（5-15％ゲル）に供して複合体-I のバンド

を単離した。 

②得られた複合体-Iを SDS-PAGEに供して光

親和性プローブで架橋されたサブユニット

を分離し、これをゲルから電気的に溶出さ

せた。溶出したサンプルを濃縮し、種々の

プロテアーゼによる限定消化を行なった。

期待される全てのペプチド断片の分子量を

予測した。 

③ペプチダ ーゼ処理し た サ ン プ ル を

tricine-SDS-PAGEで電気泳動した後、ゲル

のオートラジオグラフィーから消化された

ペプチド断片のおおまかな分子量を調べた。

実際に得られたペプチド断片と予想された

消化パターンとの比較から、断片のシーケ

ンスを決定した。幾つかの断片について、

エドマン分解により N 末端シーケンスを実

施した。 

④非放射性プローブを用いてスケールアッ

プした条件下で同様の実験を行い、同定し

た架橋ペプチドを質量分析が繰り返し実施

できる量まで精製・蓄積した。得られた架

橋 ペ プ チ ド に つ い て 精 密 質 量 分 析

（MALDI-TOF-MS、LC-MS/MS）を行い、プロ

ーブ分子の結合に関わるアミノ酸残基の同

定を試みた。 
 

（２）目的２の大腸菌変異酵素の作成は、海

外共同研究者の矢木研究室で行われた実験

であるため、ここでは記述することを省略す

る。実験の詳細は、JBC 284, 9814-9823, 2009

に報告されている。 

 

（３）ウシ心筋ミトコンドリアからの複合体

-I の精製がうまくいかなかったため、目的３

で記載した EPR 測定には至らなかった。 

 

 

４．研究成果 

 [125I]TDAで標識したND1サブユニットを限

定消化し、ペプチドマッピングによって結合

部位の同定を試みた。その結果、[125I]TDA は



4 番目か 5 番目 の膜貫通ヘリ ック ス

（Val144-Glu192）に結合することが明らか

になった。両ヘリックスの中間に位置する

Glu170 で切断できなかったため、いずれの膜

貫通ヘリックスかは同定できなかった。 

 キナゾリン型阻害剤の光反応性プローブ

[125I]AzQ を合成し（図 1）、光親和性標識を実

施した。[125I]AzQは、親水性ドメインの49 kDa

サブユニットと膜ドメインの ND1 サブユニッ

トを 4：1 の比率で標識した。このことから、

両サブユニットの境界に結合していること

が強く示唆された。標識された 49 kDa サブ

ユニットに対して限定ペプチド消化と、エド

マン分解による N末シーケンスを行ってペプ

チドマッピングしたところ、[125I]AzQ は

Asp41-Arg63 の領域に結合することが明らか

になった。サブユニット以下のレベルで阻害

剤結合部位を明らかにしたのは本研究が初

めてである。 

図 1．[125I]AzQ の構造。 

 

 Δlac-アセトゲニンは三芳の研究室で合

成開発された複合体-I 阻害剤であり、従来の

阻害剤では見られないユニークな特性を有

する。この特異な阻害剤の詳細な作用機構研

究は、複合体-I 研究を進める推進力になるこ

とが期待されるため、光親和性標識を実施し、

結合部位を明らかにしようとした。 

 Δlac-アセトゲニンの bis-THF 環部分に光

反応性のジアジリン環を導入した[125I]DAA

を合成した（図 2）。光親和性標識の結果、

[125I]DAAは膜ドメインを構成するND1サブユ

ニットに特異的に結合することがわかった。

標識された ND1サブユニットに対して限定ペ

プチド消化を行ってペプチドマッピングし

たところ、bis-THF 環部は 5 番目と 6番目の

膜貫通ヘリックスを結ぶマトリックス側ル

ープの site-B に結合していることを明らか

にした（図３）。また、天然型アセトゲニン

の bis-THF 環部は、site-A に結合することが

わかった。 

 海外共同研究者の矢木グループでは、大腸

菌複合体-Iの ND1およびND5サブユニットに

部位特異的変異を導入することに成功した

（JBC 284, 9814-9823, 2009）。今後、ND1 変

異酵素に関して、上記阻害剤の感受性や標識

パターンが野生型酵素と比べてどのように

変化するかを調べ、阻害剤の結合様式につい

て更に詳細な情報を得ていきたい。 

 

 

 

図 2．Δlac-アセトゲニンと[125I]DAA の構造。 

 

 

 

図 3．ND1 サブユニットにおける[125I]DAA の

THF 環部の結合部位を示す。図の上方に親水

性ドメインが位置する。 
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