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研究成果の概要：ミトコンドリアのシングルサブユニット・NADH-キノン酸化還元酵素 
(ndi1) のキノン結合部位を、類似の構造を持つと予想される酵素の立体構造を元にして部位指
定変異体を作製し反応速度論的に解析した。その結果、キノンの結合部位は補欠分子族 FAD の
近傍にある NADH 結合部位とほぼ同位置に存在することが明らかとなった。しかし、キノンの反
応生成物であるユビキノールが NADH を非競合的に阻害することから、両基質の結合部位は比較
的近い位置にあるが、空間的に重複していないことが示された。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,370,000 0 1,370,000 

２００８年度 1,350,000 405,000 1,755,000 

  年度  

  年度  

  年度  

総 計 2,720,000 405,000 3,125,000 

 
 
研究分野：呼吸鎖電子伝達系  
科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学 
キーワード：ミトコンドリア，酵素，キノン還元反応，フラボプロテイン，電子伝達系 
 
１．研究開始当初の背景 

最近、多くの呼吸鎖酵素において基質で
あるキノンとは異なる酵素結合型キノンが
分子内の電子伝達に関与していることが報
告されているが、酵母ミトコンドリアのシン
グルサブユニット・NADH-キノン酸化還元酵
素 (ndi1)においても結合型キノンが存在す
ることが明らかとなったことから、結合型キ
ノンの生理機能について検討した結果、結合
型キノンが酵素からミトコンドリア内膜へ
の電子伝達を顕著に促進し、さらに酵素から
の活性酸素の生成を抑えることを発見した
（図 1）。これらの結果は、結合型キノンが生

理的な条件において酵素活性発現および活
性酸素の生成抑制に非常に重要な役割をし
ていることを示唆するが、その分子機構につ
いては十分な解明がなされていない。 



 
２．研究の目的 
本研究は酵母ミトコンドリアのシングルサ
ブユニット・NADH-キノン酸化還元酵素 
(ndi1)をモデル系として用い、ミトコンドリ
ア呼吸鎖電子伝達系より非生理的な条件下
で生じる活性酸素の生成機構を分子のレベ
ルで理解することを目的とした。 

そこで、まず生理的な条件でのキノン還
元反応の詳細な分子機構を理解する必要が
あり、 Ndi1 におけるキノン結合部位の同定
が不可欠であったため、本研究では部位指定
変異法により、キノン結合部位の同定を行っ
た。 
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B３．研究の方法 
シングルサブユニット・NADH-キノン酸化

還元酵素 (NDH-2) ファミリーに属する酵素
における反応速度論敵解析から、NDH-2 のキ
ノン結合部位は NADH の結合部位と空間的に
どういつであるという報告がある(J. Biol. 
Chem., 280, 3138-3142)。そこで、Ndi1（513
残基）に対して相同性が高く、かつ、プロテ
イン・データベース (PDB) に登録されてい
る Drosophia melanogaster の Tioredoxin 
reductase および Pseudomonas putida の 
Dihydrolipoamide dehydrogenase の立体構
造から、NADH 結合部位付近で NDH-2 ファミリ
ーにおいて相同性の高いアミノ酸残基の変
異体を部位指定変異法により調製し、細胞膜
から精製した。それらの変異体の基質（キノ
ンおよび NADH）に対する反応速度論的解析を
基に、基質であるキノンの結合に関与するア
ミノ残基の同定を試みた（図 2および 3）。 
 
４．研究成果 

部位指定変異体の反応速度論的解析の結
果、特に Asp383 のカルボキシル基がキノン
の結合に関与し、また Lue195 の疎水性側鎖
は活性発現に重要であることが予想された。
さらに Glu242 変異体はキノン非結合型酵素
と同じく基質阻害を示したことから、Glu242
は基質結合部位近辺に存在し分子内電子伝
達に関与していることが予想された（表 1）。
これら 3 つのアミノ酸残基は ndi1 の FAD の
近傍にある NADH 結合部位とほぼ同位置に存
在することから、キノンと NADH の結合部位
が同じ位置にあることが予想された。しかし、
キノンの反応生成物であるユビキノールが
NADH を非競合的に阻害し、さらに NADH を競
合的に阻害する Reactive blue-2 がユビキノ
ンを非競合的に阻害することから（図 4）、両
基質の結合部位が仮に近い位置にあったと
しても空間的に重複していないことが示さ
れた。また、この結果は、反応速度論的解析
から予測される Ndi1 の反応機構（ピンポン
bibi 機構）とも矛盾する。そこで、次に、こ 

 
図 2-A Tioredoxin reductase (Drosophia 
melanogaster) お よ び Dihydrolipoamide 
dehydrogenase (Pseudomonas putid) の基質
結合部位、黄色・青：Tioredoxin reductase、
緑・白：Dihydrolipoamide dehydrogenase、 
図 2-B NADH/NADPH 結合部位付近のアミノ酸
残基、（）内：Dihydrolipoamide dehydrogenase 
 

3 アライメント 

反応機構は Ndi1 の酸化還元状態の違いに
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図
 
の
よる構造変化が引き起こしているのではな
いかと考え、補欠分子族である FAD の酸化還
元状態の違いによる構造変化を、Ndi1 をプロ
テアーゼ処理し、SDS-PAGE により解析した。
その結果、FAD の酸化還元状態の違いによっ 



表 1 Ndi1野生型と変異体のキノンに対する
親和性および最大活性 

 
ては、構造変化を起こさないが、酵素に NADH

結合型キノンに関しては、ピンポン bibi
機構
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が結合している状態でのみ構造変化を引き
起こすことが示された（図 5）。さらに、結合
型キノンは、Ndi1 に NADH が結合している状
態では酵素から解離しないことからも構造
変化が起こっていると予想される。 

図 4 Reactive blue-2 による NADH に対する
阻害様式(A)および UQに対する阻害様式(B)、
ユビキノールによる NADH に対する阻害様式
(C)および UQ に対する阻害様式(D) 

図 5 様々な基質を加えた後にプロテアーゼ
で切断した Ndi1 の SDS-PAGE、NADPH、ジチオ
ナイトで還元しても切断パターンに変化は
無い。Time：プロテアーゼ処理の時間 
 

において、第一基質である NADH が酵素
に結合する前にキノンが結合することはな
いため、単独で酵素に結合しているキノンは
基質であるキノンではなく、FAD と同じく補
欠分子族様の機能をしていると考えてきた
が、今回の結果より、結合型キノンといわれ
るキノンは実は第一基質として酵素に結合
し、その後 NADH が酵素に結合した ternary 
complexを形成することでNADHからFADを介
してキノンへスムーズに電子伝達を行って
いるのではないかと予想された。 
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