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研究成果の概要（和文）：Na+輸送性NADH-ユビキノン酸化還元酵素（Na+-NQR）は、コレラ菌など一部の病原性
細菌の重要な呼吸鎖酵素であり、抗菌剤の標的分子として期待できる。天然物コロルミシンはNa+-NQR選択的な
阻害剤であり、NqrBサブユニットのN末端領域に結合する。コロルミシンに対する抵抗性獲得には、NqrB-N末端
領域の構造変化が関係することがわかっている。本研究では、Na+-NQRの構造変化と抵抗性獲得の関係を解明す
るため、N末端領域に機能性プローブ分子を導入する方法論を検討した。タンパク質-リガンド親和性に基づく
NAS化学修飾法によって、NqrB-Lys22を特異的に化学修飾することに成功した

研究成果の概要（英文）：Na+-pumping NADH-ubiquinone oxidoreductase (Na+-NQR) is an essential 
respiratory enzyme of many pathogenic bacteria such as Vibrio cholerae, and hence, a promising 
target of antibiotics. Natural product korormicin is a selective inhibitor of Na+-NQR, which binds 
to the N-terminal region of the Nqr-B subunit. We recently demonstrated that korormicin-resistance 
of Na+-NQR may be closely related to conformational changes of the N-terminal region. To elucidate 
the relationship between the conformational changes of the N-terminal region and the acquired 
resistance against korormicin, we investigated the chemical method that enables us to introduce a 
functional molecule probe to the N-terminal region. Based on protein-ligand affinity-driven NAS 
chemistry, we succeeded in pinpoint chemical modification of the N-terminal region.

研究分野：生物有機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
飲食店などでの病原性細菌に由来する食中毒が時々報道されるものの、コレラ菌による大規模な感染症は日本で
はもはや深刻ではなくなった。しかし、発展途上国では地域的流行が散発しており、依然として人命に関わる深
刻な感染症である。そのため、Na+-NQRを標的分子とする選択的殺菌剤の開発に向けた基盤技術の構築は、極め
て重要な研究課題である。また、薬剤耐性菌の出現が深刻な問題となっている現在、Na+-NQRのような新しい創
薬標的を継続的に研究する意義は大きい。

※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 
（1）Na+-NQR は、NADH の酸化とユビキノンの還元という酸化還元反応と共役して Na+の能動輸送
を行なう呼吸鎖酵素である（分子質量約 200 kDa､サブユニット数 6個（NqrA〜F）、文献１およ
び図１）。本酵素はコレラ菌や緑膿菌など一部の病原性細菌に分布し、ATP 合成や鞭毛運動の駆
動力となる Na+の電気化学ポテンシャル勾配を形成することから、細胞のエネルギー代謝を担う
基幹酵素である。Na+-NQR の反応機構研究の進展は、本酵素を標的とする新しい抗菌剤の開発研
究に資するところが大きい[文献２]。 
 
（2）代表者はコレラ菌Na+-NQR の強力な阻害剤として天然物コロルミシンおよびオーラシンD-
42 を取得し［図２］、この２化合物について作用機構研究を行って来た[文献３]。特筆すべきこ
とに、NqrB サブユニットの N-末端領域の根本に相当する箇所にアミノ酸変異を持つ幾つかの変
異酵素では、野生型酵素と同様に阻害剤が結合しているにも関わらず

．．．．．．．．．．．．．．．．
、約１万倍という顕著な阻

害剤抵抗性を示した。この事実は、変異によって NqrB の構造が変化し、阻害剤が結合した状態
であっても電子伝達に要求される N-末端領域のコンフォメーション変化を取り得ることを示唆
している。コロルミシンはミトコンドリアの呼吸鎖酵素群を全く阻害しないため、選択性に優れ
た Na+-NQR 阻害剤として貴重な抗菌剤シーズ化合物となることが期待されている[文献２]。これ
を踏まえると、コロルミシン抵抗性を含む本酵素のユニークな阻害剤抵抗性メカニズムを明ら
かにすることは、基礎および応用研究の両面から大きな学術的意義を持つ。上記の知見を踏まえ
ると、抵抗性獲得メカニズムの解明には NqrB サブユニットの N-末端領域のコンフォメーション
変化を直接的に観察する

．．．．．．．．
ことが不可欠であると考えた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

NqrB サブユニットの N-末端領域のコンフォメーション変化を１分子観察で捉えることを将
来的な目標に見据え、その実験的な足がかりを作るために、N-末端領域の求核性アミノ酸残基を
特異的に化学修飾することを目的とした。すなわち、蛍光プローブやナノビーズを N-末端領域
にクリックケミストリーで固定させるために、アルキンまたはアジド基を「タンパク質-リガン
ド 親和性」に基づく化学修飾法によって導入することを試みた。コレラ菌 Na+-NQR の強力な阻
害剤であるコロルミシンやオーラシン D-42 を鋳型としたリガンド分子を合成し、tosyl 化学法
および N-acyl-N-alkyl sulfonamide chemistry（NAS化学法）を検討することとした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）オーラシン D-42 を鋳型として tosyl 化学法に供することができるリガンド分子 tAD1 を合
成した（図２）。また、コロルミシンを鋳型として NAS 化学法に供することができるリガンド分
子 NAS-K1 および NAS-K2 を合成した（図２）。tAD1、NAS-K1 および NAS-K2 は強い阻害活性（結
合親和性）を維持していることを確認した。 
 
（2）コレラ菌から単離精製した野生型Na+-NQRおよびコロルミシン抵抗性Na+-NQR（NqrB-G141A）
に対して、合成したリガンド分子を用いて tosyl 化学法[文献４]および NAS 化学法[文献５]を
実施した。NAS化学では、リシン残基が特異的に求核剤となることがわかっている（図３、文献
５）。化学修飾後、検出用の蛍光プローブ（TAMRA）をクリックケミストリーで結合させた。化学
修飾されたアミノ酸残基の同定は、限定消化酵素によるペプチドマッピングと精密質量分析を
組み合わせて行った[文献３,６]。 

図１．コレラ菌 Na+-NQR の X線結晶構造（A）とコファクターの位置（B）を示す。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（1）Na+-NQR と t-AD1 を室温で 6時間以上インキュベーションして tosyl 化学を実施したとこ
ろ、SDS-PAGE 上で Na+-NQR の顕著な凝集が認められた。tosyl 化学の進行は遅いため長いインキ
ュベーション時間が必要であるが、この結果は単離酵素が長いインキュベーションに耐えない
ことを示している。この予想外の結果を受け、tosyl 化学以外の「タンパク質-リガンド 親和性」
化学修飾法を検討し、より短時間で反応が完結するNAS 化学法に切り替えることにした。 
 
（2）Na+-NQR と NAS-K1 あるいは NAS-K2 を室温でインキュベーションして NAS 化学を実施した
ところ、約 10分で修飾反応は完結することがわかった。化学修飾されたことを示す SDS-PAGE 上
の TAMRA の蛍光は、NAS-K1 および NAS-K2 ともに主に NqrB サブユニットに認められた。また、
オーラシン D-42 やコロルミシンを過剰に共存させておくと、NqrB に対する化学修飾はほぼ完全
に抑制された。インキュベーション時間を 10 分よりも長くすると NqrB の修飾率が若干上昇す
るが、他のサブユニットへの修飾が無視できなくなった。 
 
（3）ペプチドマッピングの結果、化学修飾されたリシン残基はサイトプラズム側に突き出たN-
末端領域にあることがわかった。このN-末端領域の約2/3（NqrB-Met1〜Pro37）は、2014 年の X
線結晶構造ではモデル化されていない領域である。修飾されたリシン残基候補としては、NqrB-
Lys4、-Lys5、-Lys19、-Lys22、-Lys42、-Lys54 が考えられる。さらに同定を進めた結果、主に
NqrB-Lys22、わずかに NqrB-Lys54 が化学修飾されていることがわかった[文献６]。これを確認
するため、NqrB-K22A 変異体を作成して NAS 化学を実施したところ、修飾率が顕著に低下し、こ
の結論を裏付ける結果となった[文献６]。疎水性の高い NAS-K1 や NAS-K2 が、NqrB-Lys22 と-
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図２．本研究に用いた試験化合物の構造を示す（括弧内に IC50値を記載した）。 

図３．NAS 化学法によってリシン残基に一次タグを導入し、続くクリックケミストリーで
二次タグ（検出基など）を導入する。 



 

 

Lys54 に同時に接触できるという事実から、モデル化されていない N-末端領域はサイトプラズ
ム側に突き出した構造を取っていると考えるよりも、折れ曲がって膜側に配向している可能性
が示唆された（図４の右側モデル）。結晶構造モデルではリボフラビンとユビキノン結合部位が
直線距離で約 40Åも離れていて電子移動が起こりえないが、このモデルによると両者の距離が
縮まることが予想できる。 
 
（4）次にコロルミシン耐性変異酵素（NqrB-G141A）を用いて NAS 化学を実施したところ、NqrB-
Lys22 の修飾率が下がり、NqrB-Lys54 の修飾率が顕著に増大し、リガンド分子と酵素との相互作
用が変化することがわかった。この結果は、NqrB-Gly141 の変異によって、この残基から空間的
にかなり離れている N-末端領域の構造変化が誘導されたことを示唆しており、（3）で予想した
N-末端領域のコンフォメーションを支持する。ここで、コロルミシンの結合部位とユビキノン環
部の結合部位は直接的にオーバーラップしないことがわかっている[文献６]。これらの知見を
総合的に考慮してコロルミシン耐性のメカニズムを考察すると、NqrB-G141A 変異による N-末端
領域の構造変化によって、コロルミシンが結合しているにも関わらず、ユビキノンがリボフラビ
ンに接近して電子を受容することができるようになったものと予想される。 
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図４．結晶構造でモデル化されていない NqrB サブユニットの N-末端領域（NqrB-Met1
〜Pro37）の予想されるコンフォメーションを模式的に示す。 
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