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研究成果の概要（和文）：呼吸鎖NADH-キノン酸化還元酵素（以後、複合体-I）のX線結晶構造に基づいて、ピス
トン運動モデルが2013年に提案された。この酵素の動きを1分子計測によって検証することを目標に見据え、動
きを検出するプローブ分子を、複合体-Iに対して位置特異的に化学修飾することにより、１分子計測を可能にす
る技術的基盤を開拓することを目指した。トシル化学法によって、ウシ心筋ミトコンドリア複合体-Iのキノン結
合ポケットを構成する49 kDaサブユニットのAsp160を特異的にアジド化する方法論を確立した。さらに、このア
ジド基を足場として、いろいろな２次タグをクリックケミストリーで導入できることを示した。

研究成果の概要（英文）：The so-called “Piston Movement Model” has been proposed in 2013, which 
assumes that the membrane domain of respiratory complex I (NADH-quinone oxidoreductase) undergoes 
large structural changes to pump protons across membrane.  To verify this model by single-molecule 
analyses using functional molecular probes that can detect rotation or flick, we aimed to establish 
the methodology that enables the specific chemical modify of the enzyme.  I succeeded in the 
specific modification (azidation) of Asp160 in 49 kDa subunit (Asp160-(CH2)3-N3), which is located 
in the quinone binding pocket of complex I, via ligand-directed tosyl（LDT）chemistry.  I 
demonstrated that this azido group is able to serve as a “footing” for subsequent diverse chemical
 modifications via the so-called click chemistry.

研究分野： 生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 複合体-I はミトコンドリアやバクテリア
の呼吸鎖系の初発酵素で、ATP 生合成の駆動
力となるプロトン輸送を担う重要な酵素で
ある。ヒトでは、複合体-Iの機能障害による
ATP 合成量の低下や、活性酸素の発生が原因
となって、パーキンソン病などの神経変性疾
患が発症することがわかってきた。また医農
薬分野では、抗寄生虫薬や殺虫・殺ダニ剤の
有望な標的酵素としても注目されているこ
とから、本酵素の基礎研究の大幅な進展が期
待されている。しかし、複合体-I は非常に複
雑で大きな膜酵素であるために（例えば、ヒ
トのミトコンドリア複合体-I は 45 個の異な
るサブユニットから構成される）、呼吸鎖酵
素の中で最も研究の進展が遅れている。 
 2013 年に Sazanov らによって、好熱細菌
Thermus thermophilusの酸化型複合体-I（サ
ブユニット数 16 個）の全体構造が分解能 3.3
Åで初めて解かれ、特徴的な L字型構造をと
っていることがわかった。本酵素は親水性ド
メインと膜ドメインから構成され、前者には
NADH から電子を受容する 1 個のフラビン
（FMN）と 9個の Fe-S 錯体が直鎖状に配列し、
キノン（Q）に電子を与える。膜ドメインは
プロトン輸送を担うが、cofactor は存在しな
い。 
 特筆すべき点として、Nqo12 サブユニット
の C 末端部の非常に長い HL ヘリックスが、
Nqo12〜14 サブユニットを束ねるように膜を
横切って配置しいることがわかった。この構
造的特徴、および Nqo12〜14 が Na+/H+アンチ
ポーターのホモログである事実と合わせ、
Sazanov らはプロトン輸送機構としてピスト
ン運動モデルを提案した。すなわち、『親水
性ドメインで起こる酸化還元反応によって、
両ドメインの境界領域に構造変化が誘起さ
れ、これが駆動力となって、HL ヘリックスに
よって束ねられた 3 個の膜サブユニット
（Nqo12〜14）が連動して構造変化すること
により 3 個のプロトンが輸送される。』とい
う極めてユニークなモデルである。しかし、
これを支持する直接的な証拠は今のところ
何も得られていない。 
 膜輸送体の作動機構は一般に開閉機構と
回転機構に大別されてきたが、ピストン運動
モデルが事実とすれば、従来の範疇に収まら
ない極めてユニークな作動原理である。ピス
トン運動を検証するために、FoF1-ATPase など
の分子モーター研究で威力を発揮してきた
種々の1分子計測法は強力な手法になると期
待できるが、世界的に見ても未だ誰も着手で
きていない。そこで、機能性プローブ分子を
創製・活用する有機化学的アプローチによっ
て、複合体-Iの動きを直接捉える 1分子計測
の実現に向けた技術的基盤を開拓すること
の意義は極めて大きい。 
 
２．研究の目的 
 代表者は複合体-I が本当にピストン運動

しているのかどうかを、1 分子計測で直視し
て検証することを将来的な目標に見据え、1
分子計測の実現にとって鍵となる回転やゆ
らぎを検出する機能性プローブ分子を独自
に合成し、クリックケミストリーによって複
合体-I に対して位置特異的に導入すること
を計画した。 
 そのために、まず機能性プローブ分子を固
定する“足場（１次タグ）”を酵素内に位置
特異的に作り出す必要がある。そこで、複合
体-I の強力な阻害剤であるアセトゲニンや
アミロライドをリガンド分子として利用し、
ligand-directed tosyl chemistry（トシル
化学法）によって１次タグを位置特異的に導
入することを目的とした。さらに、導入した
１次タグに対して、機能性プローブ分子（２
次タグ）をクリックケミストリーによって導
入するための条件検討を行った。 

 
３．研究の方法 
（１）化合物の合成 
 複合体-I の阻害剤であるアセトゲニンお
よびアミロライドを鋳型として、トシル化学
に用いるリガンド分子 AL2、AL6 および AAT
をそれぞれ合成した（図１）。２次タグとし
て、TAMRA-DIBO および BODIPY-tetrazine を
用いた（図１）。 
 
（２）トシル化学法および１次タグが結合し
た複合体-I 中のアミノ酸残基の同定方法に
ついて箇条書きする。 
①ウシ心臓の筋肉組織から調製した亜ミト
コンドリア粒子（SMP）をリガンド分子と 35℃
で 1日インキュべーションし、トシル化学を
完結させた。複合体-I に置換したアジド基の
位置を同定するために、SMP を可溶化した後、
click chemistry で蛍光 TAMRA-DIBO を結合さ
せた。 
②複合体-Iを SDS-PAGE に供して TAMRA-DIBO
で標識されたサブユニットを分離し、これを
ゲルから電気的に溶出させた。溶出したサン
プルを濃縮し、種々のプロテアーゼによる限
定消化を行なった。切断箇所が予想される全
てのペプチド断片の分子量を予測した。 
③ペプチダーゼ処理したサンプルを tricine 
SDS-PAGE で電気泳動した後、ゲルの蛍光から
消化されたペプチド断片のおおまかな分子
量を調べた。実際に得られたペプチド断片と
予想される消化パターンとの比較から、ペプ
チド断片の N末シーケンスを決定した。幾つ
かの断片について、エドマン分解により N末
端シーケンスを実施した。また、幾つかのペ
プチド断片について精密質量分析（MALDI 
TOF-MS、LC-MS）を行い、TAMRA-DIBO が結合
しているアミノ酸残基の同定を行った。 
 
（２）トシル化学後に２次タグを導入する方
法について箇条書きする。 
①トシル化学を完結させた SMP懸濁液に残る
未反応のリガンド分子を BSAに吸着させた後、



超遠心で SMP を回収した。 
②この SMP と TAMRA-DIBO を 35℃で 1 日イン
キュべーションし、strain-promoted クリッ
クケミストリーを完結した。同様に、SMP と
BODIPY-tetrazine をインキュべーションし
て Diels-Alder 環化付加を完結した。 
③SMP から BN-PAGE で精製した複合体-I を
SDS-PAGE に供し、２次タグと反応したサブユ
ニットを同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．本研究に用いた化合物の構造を示す。 
 
４．研究成果 
 ウシ心筋 SMPと AL2 とのトシル化学によっ
て、複合体-Iのみを特異的にアジド化できる
ことがわかった。一連のペプチド化学分析に
よって、アジド化された部位はキノン結合ポ
ケットを構成する 49 kDa サブユニットの
Asp160（49 kD Asp160）であることを明らか
にした。アジド化の反応収率は約 30％であっ
た（図２）。 
 キノン結合ポケット内に固定したこのア
ジド基（Asp160-(CH2)3-N3）を足場として、２
次タグをクリックケミストリー（[3+2]環化
付加反応）によって導入する方法を検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．AL2 を用いてトシル化学を行った後、
SMP から複合体-I を精製し、これを可溶化し
て ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー に よ っ て
TAMRA-DIBO を結合させた。49 kDa サブユニ
ット（三角印）のみに蛍光が認められた。左
レーンは、複合体-I の各サブユニットを CBB
染色したもの。 
 
 
複合体-IをSMPから可溶化することなくイン
タ ク ト な 状 態 で 反 応 さ せ る た め 、
strain-promoted クリックケミストリーを利
用することとした。Asp160-(CH2)3-N3 と環歪
みを持つ蛍光分子 TAMRA-DIBO との反応性を
調べた結果、両者は SMP 中で直接的に反応す
ることがわかった。TAMRA-DIBO の構造を考慮
す る と 、 分 子 中 の シ ク ロ オ ク チ ン と
Asp160-(CH2)3-N3 が直接的に接触するために
は、TAMRA-DIBO 分子全体がキノン結合ポケッ
ト内に進入しなければならない。しかし、
TAMRA-DIBO は結晶構造（Baradaran et al. 
Nature 2013、図３参照）から予想されるキ
ノン結合ポケットの直径よりもかなり嵩高
い分子であり、ポケット内への進入は不可能
であるはずである。本結果は、実際のキノン
結合ポケットは、結晶構造で示されたよりも
大きく開かれた構造を取っていることを強
く示唆している。 
 SMP を実験材料に用いた Asp160-(CH2)3-N3

と TAMRA-DIBO との strain-promoted クリッ
クケミストリーでは、その反応収率が低いこ
とに加え（おそらく数％レベル）、TAMRA-DIBO
と他のミトコンドリアタンパク質の求核性
アミノ酸残基が反応するという深刻な副反
応が避けられなかった。これは、大きな環歪
みを持つ TAMRA-DIBO の反応性が高いためと
考えられた。そこで、アジド基に代わってシ
クロプロペンユニット、TAMRA-DIBO に代わっ
て テ ト ラ ジ ン を部 分 構 造 と し て 持 つ
BODIPY-tetrazineを用いてDiels-Alder環化
付加反応を試みことにした。このために、ト
シル化学プローブとして、AL2 に代わって 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．［上段］T. thermophilus 複合体-I の
結晶構造。赤丸はキノン結合ポケットの入口
の位置を示す。49 kDa サブユニットを青色で
示す。［中段］キノン結合ポケットの入口か
らポケット内を見た図を示す。49 kDa Asp160
を赤色で示す。［下段］キノン結合ポケット
の断面図を示す。49 kDa Asp160（赤）はポ
ケットの最深部に位置する。 
 
 
シクロプロペンを持つAL6を合成した（図１）。 
 AL6 を用いたトシル化学によって、SMP 中
のインタクトな複合体-I の 49 kD Asp160 に
シクロプロペンユニットを固定した後
（ Asp160-(CH2)3-cyclopropene ）、 BODIPY- 
tetrazine を作用させたところ、Diels-Alder
環化付加によって両者が直接的に反応する
ことを確認した。この時の反応収率は、
Asp160-(CH2)3-N3とTAMRA-DIBOの反応を上回
り、他のタンパク質との副反応は無視できる
ほど軽微なものであった。この結果から、AL6
を用いるトシル化学と、それに続くテトラジ
ン構造を持つ２次タグとのDiels-Alder環化
付加を連用する２ステップ反応で、いろいろ

な２次タグを導入することができる可能性
が示された。 
 上述の通り、49 kD Asp160 に１次タグを導
入するためにトシル化学法を採用してきた
が、同法に用いるプローブ分子のバリエーシ
ョンを検討するため、アセトゲニンに代わっ
てアミロライドを鋳型にしたリガンド分子
AAT を合成した（図１）。AAT を用いて SMP に
対してトシル化学を行った結果、AAT を用い
た場合でも、49 kD Asp160 がピンポイントで
化学修飾（アルキン化）されることがわかっ
た。この結果から、リガンド分子の構造に関
わらず、49 kD Asp160 は強い求核性を発揮す
ることが明らかになった。溶液中（水中）に
おけるカルボキシ基の求核性はそもそも極
めて低いことを考慮すると、49 kD Asp160 の
強い求核性には、キノン結合ポケット内の何
らかの局所的な環境要因が働いていること
が強く示唆された。 
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