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研究成果の概要（和文）： 

 NAD(H)と NADP(H)の機能の違いとその諸機能が生命現象に与えるインパクトの大きさから、
NADP(H)の合成および分解系の理解は重要である。本研究では、特に出芽酵母由来 NADPH 合成酵
素(NADH キナーゼ:NADHK, Pos5)と NADH との複合体の立体構造を、X 線結晶構造解析により初め
て分解能 2.0 Å で決定した。本構造を、構造既知のヒトおよび細菌由来 NADP+合成酵素(NAD キ
ナーゼ)の立体構造と比較するなどして詳細に解析した結果、Pos5 の Arg293 が、Pos5 が高い
NADH キナーゼ活性を示す構造要因の一つと推察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Due to the difference of the physiological roles between NAD(H) and NADP(H) as well 
as the significant impacts of them on the cellular metabolism, it is important to elucidate 
the mechanism underlying the regulation of biosynthesis and degradation of NADP(H). In 
this study, the tertiary structure of budding yeast NADPH-biosynthetic enzyme (NADH 
kinase; Pos5) complexed with NADH was determined at 2.0 Å. Detailed analysis including 
the comparison of the tertiary structure of Pos5 with those of human and bacterial 
NADP+-biosynthetic enzymes (NAD kinases) revealed that the Pos5 Arg293 is at least one 
of the structural determinants of Pos5 for high NADH kinase activity and for 
discriminating NADH from NAD+. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 NAD(H)は異化反応における電子運搬体と
して、さらに ADP リボシル化反応やヒストン
脱アセチル化反応の基質として重要であり、
NADP(H)は主に生合成反応および酸化ストレ
スからの防御反応における電子運搬体とし
て機能する。NAD(H)と NADP(H)の機能の違い
とその諸機能が生命現象に与えるインパク

トの大きさから、NADP(H)の合成および分解
系の理解は重要である。さらに、NADP(H)の
生理機能の重要性を考えると、NADP(H)合成
系酵素が細胞内外の変化に応じた可逆的な
リン酸化/脱リン酸化による活性制御を受け
ている可能性は高い。また、NADP+合成酵素
(NAD キナーゼ：NADK)の反応産物 NADP(H)に
よる NADK 活性の阻害も合目的であると考え
られるが、ヒト由来 NADK の NADP(H)による阻
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害機構は不明である。真核生物 NADK の立体
構造も決定されていない。出芽酵母由来
NADPH 合成酵素(NADH キナーゼ:NADHK, Pos5) 
の立体構造レベルでの NADHK 反応触媒機構
（特に Pos5 が強力な NADHK 活性を示す構造
要因）も不明である。 
 
２．研究の目的 
 
 上記の学術的背景に基づき、本研究では以
下の(1)〜(4)を明らかにする。(1) NADP(H)
合成系酵素のリン酸化による制御の詳細を
明らかにする。(2) ヒト由来 NADK の NADP(H)
による活性制御機構を明らかにする。(3) 出
芽酵母の NADP(H)分解酵素(NADP(H)ase)を同
定する。(4) Pos5 が強力な NADHK 活性を示す
構造要因を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) NADP(H)合成系酵素のリン酸化：NADPH 合
成酵素である Zwf1(グルコース-6-リン酸脱
水素酵素:G6PDH)は、アルファ・ファクター
(性フェロモン)処理によりリン酸化される。
アルファ・ファクター処理後、細胞の同調性
を確認し、細胞抽出物を調製してその活性を
調べた。出芽酵母由来 NADK(Utr1)のリン酸化
による局在性変化を調べるために、Utr1 の可
視化を GFP を用いて試みた。 
(2) ヒト由来 NADK の NADP(H)による活性制
御：均一な精製ヒト由来 NADK を取得し、そ
の詳細な機能解析を行った。 
(3) 出芽酵母の NADP(H)ase の同定：出芽酵
母は、構成的に発現する酸性(Pho3)およびア
ルカリフォスファターゼ(Pho13)、ならびに
リン酸で発現が抑制される酸性(Pho5/10/ 
11)およびアルカリフォスファターゼ(Pho8)
を有する。これらの非特異的フォスファター
ゼの干渉を除外するため、Pho13遺伝子欠損
株(pho13)および対照としての野生株を 10 mM
リン酸および 15 µMチアミン存在下で培養し、
その NADP(H) ase 活性を測定した。 
(4) Pos5 が強力な NADHK 活性を示す構造要
因：Pos5-NADH 複合体の立体構造を X 線結晶
構造解析により決定し、結核菌およびヒト由
来 NADK の立体構造(立体構造決定済み)との
詳細な比較解析および部位特異的変異導入
実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) NADP(H)合成系酵素のリン酸化：アルフ
ァ・ファクター処理無しでは G6PDH 活性が
2.5U/mg、処理ありでは 3.1U/mg であった。
これは、同処理により、G6PDH (Zwf1)がリン
酸化された結果、その活性が若干(約 24%)増
大したことを示唆した。一方、Utr1 の十分な
可視化には至らなかった。 

(2) ヒト由来 NADK の NADP(H)による活性制
御：均一な精製ヒト由来 NADK の取得および
その機能解析を試みた。しかし、得られたヒ
ト由来 NADK は約 43kDa で、N末端配列が三箇
所で切断除去された、不均一な標品であった。
そこでヒト由来 NADK の N 末端を均一にする
ため、あらかじめ N 末端を除いたヒト由来
NADK の発現系を構築し、同時に発現量の向上
も試みた。大腸菌宿主および発現条件を検討
し、無細胞抽出液の比活性で、既報の約 20
倍のヒト由来 NADK の発現量を達成した。発
現量の上昇には、pLysS が大きく寄与したと
考えられた。ヒスタグを用いて TALON で精製
したヒト由来 NADK の N 末端配列解析を行っ
たところ、N 末端のヒスタグ配列が確認でき
た。従って、当該ヒト由来 NADK は N 末端の
切断を受けていない、均一な標品であると判
断できた。次にヒト由来 NADK の性質を調べ
た。ヒト由来 NADK は NAD+に対してはミカエ
リスメンテン型の飽和曲線を、ATP に対して

はシグモイド型の曲線を示した（図 1）。 
 本酵素はNADK活性の約 10%のNADHK活性を
示した。他の酵素学的諸性質に関しては、ATP
に対してシグモイド曲線を示すこと、NADHK
活性を持つことなど以外は既報と大きな違
いはなかった。なお、結核菌や枯草菌の NADK
は、ATP に対しシグモイド型を示すことが報
告されているが、ヒト由来 NADK の ATP に対
する曲線がシグモイド型を示すという知見
は本研究ではじめて得られた。次に、NADP+、
NADPH、および NADH がヒト由来 NADK の NADK
活性に及ぼす影響を調べた。ヒト由来 NADK
は酸化型補酵素 NADP+では阻害されなかった
が、還元型補酵素 NADPH および NADH でその
活性が阻害された。このことから、ヒト由来
NADK はレドックス状態により制御されてい

図図図図 1111    ヒトヒトヒトヒト由来由来由来由来 NADKNADKNADKNADK 活性活性活性活性にににに対対対対するするするする基基基基

質濃度質濃度質濃度質濃度のののの影響影響影響影響    

ATP (黒四角)、NAD+ (白四角)。 



ることが示唆された。また、ヒト由来 NADK
は NADP+で阻害されなかったが、結核菌 NAD
キナーゼ Ppnk は NADP+で阻害されると報告さ
れているので、NADP+類似化合物が結核治療薬
になる可能性も示唆された。NADH および
NADPHによるNADK阻害の形式を調べたところ、
NADH による阻害は NAD+に対する拮抗阻害で
あることが示された。なお、Kiは 0.13 mMで
あった。一方、NADPH による阻害も NAD+に対
する拮抗阻害であることが示された。Ki は
0.34 mMであった。 
 (3) 出芽酵母の NADP(H)ase の同定：方法欄
記載の方法で NADP(H)ase 活性を測定したと
ころ、出芽酵母野生株、pho13 ともに一晩反
応させてようやく活性が検出される程度の
微弱な NADPase 活性しか示さなかった。 
(4) Pos5 が強力な NADHK 活性を示す構造要
因：Pos5-NADH 複合体の立体構造を NADHK と
して初めて決定した(図 2)。 

 結核菌およびヒト由来 NADK の立体構造と
の詳細な比較解析を通じて、Pos5 の Arg293
に起因する NADH 結合部位の表面電荷の差異
が当該要因の一つではないかとの仮説をた
てた（図 3）。本 Arg293 は、Ppnk およびヒト
由来 NADK の立体構造上では各々His226 なら
びに His351 に対応していた。なお、真菌 NADK
は Pos5ホモログタンパク質と Utr1ホモログ
タンパク質に分類されるが、Pos5 Arg293 は
真菌 Pos5 ホモログタンパク質の一次構造中
ではArgとして、Ppnk His226とヒト由来NADK 
His351 は真菌 Utr1 ホモログタンパク質の一
次構造中では Hisとして保存されていた (以
下、かかる特徴的な保存様式を Pos5 ホモロ
グタンパク質特異的な保存と称する)。なお、
Pos5 の NADH 結合部位を構成する殆どのアミ
ノ酸残基は、Ppnk およびヒト由来 NADK のそ
れと立体構造上で保存されていた。Pos5 の
Arg293 を His残基に置換した Pos5 R293H精
製酵素の NADK 活性に対する NADHK 活性の比

（NADHK/NADK 比）は、予想どおり 8.6 から
2.1 に減少した。すなわち、NADK 活性の比活
性(U/mg)は His 残基の置換により 0.7 から
1.7 へと上昇し、NADHK 活性の比活性は 6.0
から 3.6 へと減少した。より詳細な情報を得
るため精製酵素の動力学的パラメーターを
決定したところ、Pos5 R293H の NAD+に対する
Km [Km(NAD

+)]が低下したことから、確かに当
該 Arg293は野生型 Pos5の低いNADK活性[高
い Km (NAD

+)]の要因の一つと推察された。一
方、Vmaxに関しては Pos5 R293H の Vmax (NADH)
が野生型 Pos5のそれと比べて約 50%減少した。
これは、確かに当該 Arg293 が野生型 Pos5 の
高い NADHK 活性[高い Vmax (NADH)]の要因の一
つであることを示した。以上の結果から、
Pos5の Arg293は Pos5の高い NADHK活性の構
造要因の一つであると考えられた。 
 Pos5 の Arg293 以外の構造要因の候補とし
て、ニコチンアミド結合部位近傍の荷電状態
に影響を及ぼしている Pos5 His231 に着目し
た。Pos5 His231 は、立体構造上で Ppnk Glu164
に、さらにヒト由来 NADK Asp289 に対応して
いた。NADKホモログ全体においても Asp残基

図図図図 3333    Pos5Pos5Pos5Pos5（（（（上上上上））））およびヒトおよびヒトおよびヒトおよびヒト由来由来由来由来 NADKNADKNADKNADK（（（（下下下下））））

のののの NAD(H)NAD(H)NAD(H)NAD(H)結合部位結合部位結合部位結合部位のののの表面電荷表面電荷表面電荷表面電荷    

青色が陽性電荷、赤色が陰性電荷を示
す。Pos5 の陽性電荷は、Pos5 Arg293
に起因する(Arg 残基の pKa は 12)。当
該残基は、ヒト NADKにおいては、His351
に対応する(His残基の pKa は 6)。 

図図図図 2222    Pos5Pos5Pos5Pos5----NADHNADHNADHNADH 複合体複合体複合体複合体のののの立体構造立体構造立体構造立体構造    

ホモ四量体構造を形成する。各サブ
ユニットに NADH分子（赤色）が一
分子ずつ結合する。 



として保存されていた。さらに、Pos5 His231
は Pos5 ホモログタンパク質に特異的に完全
に保存されていた。しかし、Pos5 His231 を
ヒト NADK型の Asp に置換した Pos5 H231D精
製酵素は NADK 活性を完全に喪失し、NADHK 活
性も激減した。Pos5 R293H H231D精製酵素に
至っては、NADK および NADHK両活性が消失し
た。したがって、Pos5 His231 が基質識別に
関わるかどうかを明確にすることはできな
かった。 
 次にヒト由来 NADK の NADHK 活性の上昇を
期待して、His351残基（Pos5 Arg293 に対応：
図 3）を Arg残基に置換したが、ヒト由来 NADK 
H351R 精製酵素の NADHK および NADK 両活性
が消失した。そこで、Pos5 Arg293 の側鎖の
配向を助ける残基の存在を想定し、当該
Arg293 と相互作用する残基を精査したとこ
ろ、Ser272 が Arg293 の側鎖と水素結合を形
成していた。Ser272 はヒト由来 NADK におい
ては、Ala330残基に対応していた。なお、当
該 Ser 残基は、Pos5 ホモログの全ておよび
NADKホモログの一部においては Ser残基とし
て特異的に保存されており、NADKホモログの
残り大部分においては Ala残基として高度に
保存されていた。そこで、ヒト由来 NADK H351R
の Ala330 を Ser 残基に置換したところ、精
製酵素の NADHK および NADK 両活性が回復し
た。さらに、NADHK/NADK 比は 0.043 から 1.3
に大きく増大した(ヒト由来 NADK H351R 
A330S の活性自体は低下した。すなわち、二
重置換により、NADK 活性の比活性は 14 から
0.00192 へと低下し、NADHK 活性の比活性も
0.6 から 0.0026 へと低下した)。本結果は、
Pos5 Arg293 の重要性を支持するとともに、
Pos5 Ser271 の Arg293側鎖の配向を助ける上
での重要性も示した。また、出芽酵母が NAD+

生合成前駆体キノリン酸を細胞外へ分泌す
ること、および本キノリン酸の再利用が生理
的に重要であることなども見出した。 
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