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研究成果の概要（和文）：ナトリウムイオン輸送型NADH-キノン酸化還元酵素（NQR）は、基質の酸化還元と共役
してナトリウムイオンの能動輸送を行う膜タンパク質複合体である。基質の酸化還元とナトリウムイオン輸送の
共役メカニズムを調べるため、様々な側鎖構造を有するキノン類を合成し、活性を評価した。その結果、炭素鎖
が３つよりも短い側鎖を有するキノン類では還元は観察されるにも関わらず、ナトリウムイオンが輸送されない
ことがわかった。この知見は、キノンの側鎖構造が輸送に決定的な役割を担っていることを意味するものであっ
た。

研究成果の概要（英文）：The sodium pumping NADH-quinone oxidoreductase (NQR) couples electron 
transfer from NADH to ubiquinone with sodium pumping. To investigate the coupling mechanism of redox
 reactions and sodium translocation, various quinones with different side chain structures were 
synthesized, and their activities were evaluated. The results revealed that while reduction was 
observed with quinones having no side chain or short side chain, sodium ion transport did not occur.
 This finding suggests that the side chain structure of quinones plays a crucial role in transport 
mechanisms.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 呼吸鎖酵素　ユビキノン　コレラ菌　ケミカルバイオロジー　Cryo-EM

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NQRはコレラ菌（Vibrio cholerae）などの多くの病原性細菌の生育に必須であり、機能の類似した哺乳類ミトコ
ンドリアのプロトン輸送型NADH-キノン酸化還元酵素（呼吸鎖複合体-I）とは構造的にも進化的にも異なるた
め、病原性細菌に対する有望な創薬標的として注目されている。そのため、NQRの作用機構を明らかにすること
は、NQRの基礎研究の進展に貢献するだけでなく、新規抗菌剤分子の設計戦略に資するところも大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Na+輸送型 NADH-キノン酸化還元酵素（以下、NQR と略す）は、基質の酸化還元と
共役して Na+の能動輸送を行う膜タンパク質複合体である。NQR は 6 つのサブユニッ
ト（NqrA～F）から構成され、NADHNqrF→FADNqrF→2Fe-2SNqrF→FeNqrD→FMNNqrC→
FMNNqrB→リボフラビン(RBF)NqrB→キノン(Q)NqrA と電子が流れる。本酵素はコレラ菌
（Vibrio cholerae）などの多くの病原性細菌の生育に必須であり、哺乳類ミトコンドリ
アの H+輸送型 NADH-キノン酸化還元酵素（呼吸鎖複合体-I）とは構造的にも進化的に
も異なるため、病原性細菌に対する有望な創薬標的として注目されている。2014 年に
コレラ菌 NQR の X 線結晶構造が報告されたが、基質であるキノンや阻害剤が共結晶化
されていなかった。また、コファクター間の距離が異常に長い箇所が 3 カ所あり(29～
33 Å)、ターンオーバー中に大きな構造変化を伴うと考えられている。特に、NQR の酸
化還元反応に共役した Na+輸送では、大きな構造変化を伴うと予想されるが、酵素の構
造情報が極めて限定的であるために、共役のメカニズムはブラックボックスである。 
 
２．研究の目的 

応募者の予備実験において、側鎖を持たない ubiquinone-0（UQ0）をコレラ菌 NQR
の基質とした場合、UQ0 の還元は観察されるにも関わらず、Na+が輸送されない、とい
う予想外の知見を得ていた。この知見は、キノンの側鎖構造が Na+輸送に決定的な役割
を担っていることを意味するものである。同時に、NQR においては、酸化還元反応と
Na+輸送が“脱共役”する場合があることを示しており、共役メカニズム解明のための重
要な手がかりとなる。そこで本研究では、「キノンの側鎖構造が Na+輸送に決定的な役
割を担っている」という知見を切り口として、キノン還元と Na+輸送の共役メカニズム
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

構造系統的なキノン類縁体を合成して、キノン還元活性と Na+輸送活性の相関関係
を精査し、Na+輸送に要求されるキノン側鎖の構造因子を明らかにする。さらに、Cryo-
電子顕微鏡（EM）を用いた単粒子解析により Na+-NQR の構造を原子レベルで解明し、
Na+輸送メカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
①キノン側鎖の構造と Na+輸送活性の関係の精査 
 キノンの側鎖構造が NQR のキノン還元活性や Na+輸送活性に及ぼす影響を調べるた
め、側鎖長の異なるキノン類縁体を合成した。コレラ菌 NQR を再構成したプロテオリ
ポソームを用い、UQ 類縁体ごとの UQ 還元活性と、Na+輸送活性（Na+輸送により形
成される膜電位）を測定した。その結果、側鎖を持たない UQ0 と同様、メチル基やエ
チル基を側鎖として有する UQCH3 や UQC2H5 を基質とした場合、それらは還元されるに
も関わらず、Na+は全く輸送されないことがわかった (図 1)。一方、それらよりも長い
側鎖もしくはプレニル基を有する UQ 類では、側鎖構造に関わらずキノン還元と共役



した Na+輸送が観測された。また、タンパク質内での電子伝達に関与するコファクター
が一部欠損した変異型 NQR では、長鎖 UQ 類と同様に UQ0 や UQCH3、UQC2H5 も電子
受容活性が無かったため、NQR の途中から電子がリークしていないことも確かめられ
た。UQ 側鎖が短いものを基質とした場
合に NQR からキノンへの電子伝達活
性と Na+輸送活性が非共役するという
事実は、UQ が最終電子受容体として
NQR の触媒サイクルをリセットするだ
けでなく、Na+輸送反応に直接的に関与
していることを強く示唆している。 
 
②クライオ電子顕微鏡による Na+-NQR の精密立体構造の解明 

NQR の反応機構を理解するためには、2014 年に報告された X 線結晶構造では限界
があった。そこで、クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）を用いた単粒子解析による立体構
造の解析を行った。その結果、2.7 Åの高分解能で密度情報が得られた (図 2A)。この
密度情報から、98%の配列と全てのコファクターの精密構造モデルを構築することがで
きた。また、モデル構築の中で、X 線結晶構造で
はリボフラビン(RBF)が NqrB と NqrE に挟まれ
た領域に帰属されていたのに対し、cryo-EM 構
造では NqrB サブユニットの内部に位置するな
ど、X 線結晶構造から得られていた複数のコファ
クターの構造情報を修正した。さらに、NqrF サ
ブユニットの構造を 3 つの state に分離できたこ
とから、NqrF サブユニットが柔軟に動いている
ことが示唆された。 

さ ら に 、 NQR の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る
korormicin A および aurachin D-42 が結合した
cryo-EM 構造も取得した。これらの阻害剤は、
NqrB サブユニットの N 末領域と膜貫通ヘリッ
クス（TMH）1、TMH2、TMH3 に囲まれた空
間に結合していた (図 2B)。この領域（Gly2–
Leu26）は、阻害剤非結合型酵素ではモデル化で
きなかったことから、かなり柔軟な構造をとって
おり、阻害剤が結合することで動きが固定される
ことが示唆された。 
 

図 1. ユビキノン側鎖の構造と Na+輸送の関係. 

図２. (A) NQR の cryo-EM 構造. 
(B) korormicin A の結合様式. 
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