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研究成果の概要（和文）：ユビキノンに代表されるキノン類は呼吸鎖電子伝達系における電子伝達担体である
が、最近の研究では電子伝達には直接関与しないものの、ユビキノンを“補因子”として持つことで機能する
「ユビキノン結合性タンパク質」の存在が幾つか示唆されている。ミトコンドリア外膜に存在する電位依存性ア
ニオンチャンネル（VDAC）は、そうしたユビキノン結合性タンパク質の候補の一つであるが、両者の相互作用や
生理的な意義をを明確に実証した例はこれまでになかった。代表者は、ユビキノンとVDACの相互作用を初めて直
接的に実証し、ユビキノンがVDACに特異的に結合することで膜透過性亢進が制御されることを示した。

研究成果の概要（英文）：The role of the voltage-dependent anion channel (VDAC) as a key link between
 the mitochondrial matrix and cytosol has been firmly established; however, its involvement in the 
regulation of mitochondrial permeability transition (PT) remains highly controversial.  In the 
present study, we investigated whether the ubiquinone molecule directly binds to VDAC in 
Saccharomyces cerevisiae mitochondria by photoaffinity labeling using two photoreactive ubiquinones 
(PUQ-1 and PUQ-2).  We demonstrated that ubiquinone specifically binds to the C-terminal region 
Phe221-Lys234 of the VDAC, connecting the 15th and 16th β-strand sheets.   PUQ-1 and PUQ-2 both 
significantly suppressed the Ca2+-induced mitochondrial PT (monitored by mitochondrial swelling) at 
the one digit μM level.  The results of the present study provided, for the first time to our 
knowledge, direct evidence indicating that the ubiquinone molecule specifically binds to VDAC1 
through its quinone-head ring.

研究分野：生物有機化学

キーワード： ユビキノン　ミトコンドリア　VDAC　光親和性標識　ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	
ユビキノンに代表されるキノン類は、バク
テリアから高等生物に至るまで幅広く分布
する生理活性分子であり、その主な役割は呼
吸鎖電子伝達系における電子伝達担体とし
てはたらくことである。また近年の研究では、
電子伝達には直接関与しないものの、ユビキ
ノンを“補因子”として持つことで機能す
る“ユビキノン結合性タンパク質”の存在
が幾つか示唆されている。ミトコンドリア外
膜に存在する電位依存性アニオンチャンネ
ル（voltage	dependent	anion	channel;	VDAC）
は、そうしたユビキノン結合性タンパク質の
候補の一つである。VDAC はミトコンドリア-
細胞質間での代謝物の輸送に関与するタン
パク質であるが、いわゆる膜透過性亢進と呼
ばれるシトクロム c の細胞質への漏出など、
アポトーシスの鍵現象に深く関与すること
が知られている。ユビキノンが膜透過性亢進
の制御に関与することが示唆されていたが、
両者の相互作用を明確に実証した例はこれ
までにない。	

 
図 1. 本研究に用いたユビキノンプローブ（PUQ-1
および PUQ-2）とクリックケミストリーのパート
ナーとなる検出タグの構造. 
                                            

	
２．研究の目的 
	
本 研 究では、出芽酵母 (Saccharomyces	
cerevisiae)ミトコンドリアを実験材料とし
て、独自に合成したユビキノンプローブを用
いた光親和性標識実験を切り口に、VDAC とユ

ビキノンの相互作用を明らかにすることを
目的とした。	
	
３．研究の方法 
	
ユビキノンのキノン環とイソプレン側鎖末
端に、アジド基とアルキンをそれぞれ導入し
たユビキノンプローブを合成した（PUQ-1,	
PUQ-2,	図 1）。本化合物は光親和性標識実験
後に、クリックケミストリー（[3+2]-環化付
加反応）を利用して蛍光発色団やビオチンな
どの任意の検出タグを導入することを意図
している。	
	
４．研究成果 
 
1.出芽酵母ミトコンドリアを用いた光親和
性標識実験 
	 出芽酵母からミトコンドリアを単離し、
UQ-1 によって光親和性標識を行い、クリック
ケミストリーによってTAMRAタグを導入した
ところ、およそ 30	kDa 付近のタンパク質に
強い蛍光が観察された(図 2)。続いて、光親
和性標識されたタンパク質にビオチンタグ
を導入し、固定化アビジンを用いて標識され
たタンパク質を回収し、ペプチドマスフィン
ガープリンティングやウエスタンブロット
による解析を行った。その結果、標識された
タンパク質は VDAC であることが明らかにな
った。また、UQ-1 による VDAC の標識は、過
剰量の短鎖ユビキノン存在下で強く(〜
80％)抑制されたことから、標識は特異的で
あると考えられる。	

 
図2. PUQ-1を用いた光親和性標識実験. 出芽酵母
ミトコンドリアを光親和性標識した後（input）、
サンプルの一部をヒドロキシアパタイトからむで
精製し、VDAC を含むミトコンドリア膜タンパク質
を精製した（elute）. その後、標識されたタンパ
ク質を TAMRA-N3と反応させ、標識されたタンパク
質を可視化した.対照実験として、VDAC を欠損し
た出芽酵母（Δpor1）より単離したミトコンドリ
アの標識実験の結果を示した. 
                                            

 
2.VDAC におけるユビキノン結合部位の同定 
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VDAC(全 283 残基)における UQ-1 の結合部位
を同定するため、V8-protease を用いて標識
された VDAC の限定消化を行ったところ（ク
リーブランドマッピング）、再現性よく10	kDa
付近の消化断片へ蛍光シグナルが移行した。
対応するCBB 染色されたスポットのN末端シ
ーケンス解析を行ったところ、断片は VDAC
の N末端側に近い領域（Phe221-Ala283,	6.7	
kDa）であることがわかった。さらに、標識
された VDAC を LysC で徹底消化したところ、
3	kDa 付近のペプチド断片へ蛍光シグナルが
移行した。このバンドは Leu212-Lys234（2.6	
kDa）と予測できる。以上の結果を総合する
と、VDAC の C末端付近に位置し、膜間スペー
ス 側 に 面 し た ル ー プ 領 域 を 含 む
Phe221-Lys234（14 残基）の領域にユビキノ
ン環部の結合部位が存在することがわかっ
た（図 3）。	
 

 

図3. 出芽酵母VDACにおけるユビキノン結合部位.
出芽酵母 VDAC におけるユビキノン結合部位
（Phe212-Lys234）をヒト VDAC の立体構造(PDB 
2K4T)を用いて表示した.  
                                         

 
考察 
膜透過性亢進や脱共役タンパク質など、エ
ネルギー代謝機能を調整するミトコンドリ
ア膜タンパク質がユビキノンと親和性を持
つ可能性は以前から報告されてきたが、明確
に実証した報告例はなかった。	
VDAC を欠損した酵母では、呼吸鎖酵素の発
現量やユビキノンの含量には変動がないに
も関わらず、呼吸活性や ATP 合成能が著しく
低下する。このことから、VDAC が代謝物の輸
送のみならず、エネルギー代謝の幅広い場面
に寄与していると考えられる。	
ユビキノンとVDACの直接的相互作用を実証
した本研究結果は、ミトコンドリアの機能制

御における VDAC の役割を考察する上での重
要な手掛かりとなる。そこで、出芽酵母ミト
コンドリアの膜透過性亢進に着目し、本現象
におけるユビキノンの影響について精査し
た。その結果、PUQ-1 は Ca2+で誘導される膜
透過性亢進を低濃度で抑制した（図 4）。一連
の実験結果は、ユビキノンと VDAC の相互作
用を初めて直接的に実証したものであり、ユ
ビキノンが VDAC に特異的に結合することで
膜透過性亢進が制御されることを示唆する
ものである。	
以 上 の 成 果 は 、 ア メ リ カ 化 学 会
Biochemistry 誌に掲載され、“Highlighted	
Article”に選ばれた。（発表論文 3）	
	

 
図4. 出芽酵母VDACにおけるCa2+誘導型膜透過性
亢進. ユビキノンプローブは µM オーダーの濃度
で Ca2+誘導型の膜透過性亢進を抑制した.これは、
膜透過性亢進を阻害することが知られているリン
酸（Pi）と同等の効果であった.  
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