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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア呼吸鎖の最上流部に位置する最も巨大で複雑な複合

体Ⅰの反応機構を解明するには構造情報が不可欠であるため、ウシ心筋から高純度で安定な標

品を精製する方法を詳細に検討した。脂質膜中で安定化される性質を生かし 2次元及びそれら

を重層させた 3次元結晶作成をおこなった。また、ラマン分光学法を用いて活性中心であるフ

ラビン周辺の構造情報を得てこれとバクテリア由来酵素の構造を比較により本酵素の活性酸素

産生を抑える仕組みを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：For elucidation of the mechanisms of huge Complex I, locates at 

the entrance of the mitochondrial respiratory chains, determination of the atomic 

structure of the whole Complex I is essential.  We have established the method for 

purification of intact Complex I from bovine heart and surveyed the 2-D and 3-D 

crystallization conditions to provide the crystals of the enzyme complex. The resonance 

Raman spectra of FMN in purified enzyme were determined, suggest the existence of a 

mechanism for prevention of spontaneous production of reactive oxygen species. 
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１．研究開始当初の背景 

呼吸鎖の中で最も巨大で複雑な複合体Ⅰに

ついては、Sazanov L. A.らのグループが

Thermus thermophilusの複合体Ⅰの親水部の

みの構造を3.1Å分解能の酸化型だけでなく

NADHによる還元型の構造を報告した。しかし、

分解能が不十分であるだけでなく、何より基
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質であるユビキノンの結合部位やプロトンポ

ンプを行なう疎水部が全く含まれないことか

ら、本酵素の立体構造が明らかにされたとは

言い難かった。 

また、高純度の安定な標品が得られていない

ため分光学的な研究はほとんどなされてお

らず、還元型酵素の EPR による解析がなされ

ているだけであった。 

 
２．研究の目的 

複合体Ⅰはミトコンドリア呼吸鎖の最上流

部に位置し、NADH からユビキノン（Q10）へ

と電子を伝達するとともにプロトンを能動

輸送する分子量 1000KDa の巨大な複合体であ

る。反応機構を解明するためには本酵素の疎

水部を含む全立体構造及び活性中心付近の

詳細な構造を明らかにする必要がある。本研

究では、ウシ由来酵素の全立体構造解明のた

めに、本酵素が巨大で電子顕微鏡で観察可能

である利点、及び脂質膜中で構造が長期間安

定に保持される性質を利用し２次元結晶化

条件の検索を行いながら３次元結晶化を行

う。得られた結晶から Spring8 において回折

データの収集を行い、X 線結晶構造解析を進

めるとともに振動分光学的手法（ラマン、赤

外）を用いて活性中心周辺の詳細な立体構造

を解明し、反応機構を明らかにすることを目

指す。 

 
３．研究の方法 

ウシ心筋ミトコンドリアから複合体Ⅰを精

製し、その酵素が安定に保たれているかを特

異的阻害剤であるピエリシジン Aに対する感

受性を調べた。得られた酵素を脂質膜へ再構

成し配列する条件を電子顕微鏡による観察

を行いながら検索した。また酵素配列が認め

られる条件で、できるだけその脂質膜が重層

する条件を探し、3 次元結晶化を試みた。 

精製法の検討によって得られたヘムタンパ

ク質の混入のない高純度で安定な標品を、高

度に改良された方法を用いて、酸化型、還元

型酵素の共鳴ラマンスペクトルの測定を行

った。 

 
４．研究成果 

複合体Ⅰはミトコンドリア呼吸鎖の最上流

部に位置し、NADH からユビキノン（Q10）へ

と電子を伝達すると共にプロトンを能動輸

送する。このように生理的に重要である一方

ミトコンドリア中での主な活性酸素の発生

源となっており医学的にも興味が持たれて

いる。 

巨大膜たんぱく質であるミトコンドリア複

合体Ⅰの構造解明を目指し、構造解明に至る

までで最も大きなハードルである、精製結晶

化を行った。L字型という特有の形を持つ本

酵素は界面活性剤で可溶化された状態では

不安定であったが、脂質膜へ再構成を行うと

安定化されることが分かった。しかし、活性

測定だけでは確認不可能な結晶性を下げて

いると思われる不活性な酵素が存在するこ

とが分かった。この不活性酵素の除去を硫酸

アンモニウム分画の代わりにショ糖密度勾

配遠心を行って可能にしたことにより、２㎛

四方以上面積を持つ高い結晶性を示す 2次元

結晶が得られ、その再現性が格段に高まった。

しかし、２次元結晶から電子線回折データを

収集するには頻度がまだ不十分であった。２

次元結晶を重層させた 3次元結晶化を試みた

ところ偏光顕微鏡下で偏光を示す３次元結

晶様の塊は観察されたが単結晶の可能性を

示す X線回折は得られなかった。 

得られた高純度標品に対して高度に改良さ

れた方法を用いて、酸化型、還元型酵素の共

鳴ラマンスペクトルの測定を行った。同時に

水溶液中の FMNの共鳴ラマンスペクトルの測

定も行い、これらの共鳴ラマンスペクトルか

ら FMN 由来のラマンバンドを帰属し、複合体 



 

 

I に結合した FMN と水溶液中の FMN のラマン

スペクトルの比較から、複合体 I における

FMN とタンパク部分との相互作用について考

察した。その比較から、(1) FMN の 1631 cm-1

のラマンバンドの高波数シフトと 1252 cm-1

のラマンバンドの強度増大、(2) FMN の 1258 

cm-1 と 1161 cm-1 のラマンバンドの低波数シ

フトの 2 つの変化が検出された。これらの結

果から、複合体 I の FMN は高い誘電環境に

囲まれていることが分かった。この高い誘電

環境が、疎水性分子である O2の C(4a)部位へ

の到達を妨げていると考えられる。このよう

にして複合体 I の FMN は活性酸素種生成を

伴わない電子伝達反応を実現していると考

えられる。 
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ホームページ等 
http://www.sci.u-hyogo.ac.jp/life/GCOE/

japanese/pico_intro/yoshikawa/index.htm 
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