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研究成果の概要（和文）：ピロロキノリンキノン（PQQ）は、細菌類の脱水素酵素の酸化還元

補酵素であり、哺乳類においては重要な栄養素、または、ビタミンである可能性が指摘されて

いる。本研究では、PQQ のビタミンとしての可能性を探るために、マウス由来の NIH3T3 線

維芽細胞から PQQ 結合蛋白質の探索を行った。その結果、細胞骨格タンパク質、熱ショック

蛋白質ファミリー、炭水化物代謝酵素、解糖系酵素でなどを同定することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： Pyrroloquinoline quinone (PQQ), a redox cofactor for bacterial 
dehydrogenases, has been implicated to be an important nutrient or vitamin in mammals functioning. In 
the present study, to investigate the potential of PQQ as vitamin, we searched for PQQ-binding protein 
in mouse NIH3T3 fibroblasts. We found cytoskeletal proteins, heat shock protein families, carbohydrate 
metabolic enzyme, and glycolytic enzyme as novel PQQ-binding proteins.  
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１．研究開始当初の背景 
 ピロロキノリンキノン (PQQ) は、メタノ
ール資化性細菌のメタノール脱水素酵素の
酸化還元補酵素として 1979 年に同定された
化合物であり、その後、原核生物においてい
くつかの PQQ 依存性脱水素酵素の存在が明
らかになっている。PQQ は野菜や肉類など
の食品にも含有され、PQQ の生合成能を持
たないヒトの組織においても検出されるた
めに、我々は食事から PQQ を摂取している
と考えられている。1989 年に、Rucker らの

グループによって PQQ 欠乏餌を与えたマウ
スが発育不良、皮膚の脆弱化、および繁殖能
力の低下等の異常を呈することが報告され、
哺乳類における PQQ の栄養学的な重要性が
初めて示された。これらの症状は、微量の
PQQ を与えることによって改善されること
から、PQQ は哺乳類においても補酵素とし
て機能するビタミンの一種ではないかと推
測された。最近になって、笠原らがマウスの
リジン代謝酵素の一つであるアミノアジピ
ン酸セミアルデヒド (AAS) 脱水素酵素中に
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PQQ が結合する特徴的なアミノ酸配列を見
い出すとともに PQQ 欠乏マウスにおけるリ
ジン代謝の異常を明らかにした。しかしなが
ら、PQQ が AAS 脱水素酵素と結合して補酵
素として機能するという直接的な証明はな
されておらず、PQQ は未だビタミンとして
は認定されていない。その栄養生理学的な側
面に加えて、PQQ は抗酸化作用、繊維芽細
胞増殖促進作用、神経細胞保護作用などの生
理作用を持つことが見い出され、その薬理的
効能も注目されている。このように PQQ は、
ビタミン候補物質として挙げられているだ
けではなく、我々の健康の維持および増進に
貢献する有望な機能性食品因子であると考
えられている。近年、機能性食品成分が細胞
内外の酵素、受容体、輸送担体、転写因子等
の蛋白質と相互作用することによってその
生理機能を発現することが解明されつつあ
り、その重要性が国内外において注目されて
いる。現在までに、PQQ と細胞内において
相互作用する蛋白質の網羅的な解析は行わ
れておらず、細胞内における PQQ の作用機
序に関する知見は極めて乏しいため、研究の
進展が期待されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、哺乳類の培養細胞中から
PQQ 結合蛋白質を同定し、その機能および
PQQ の作用を調べることによって、PQQ が
ビタミンである可能性を探るとともに、PQQ
の持つ生理機能の作用機序を解明すること
である。 
 
 
３．研究の方法 
① PQQ アフィニティービーズの作製とその
評価 
(1) PQQ アフィニティービーズの作製 
 スペーサーを介してアミノ基を持つアガ
ロースビーズ (EAH Sepharose 4B) にカルボ
ジイミド (EDC) を用いたカップリング反応
によって PQQ を固定化させた。 
(2) PQQ アフィニティービーズおよびプロー
ブの評価  
 PQQ は、３つのカルボキシル基を持つため
ランダムかつ複数のアミノ基とのカップリ
ング反応が起こる可能性がある（図１）。本
研究では、その反応を制御し最適な反応条件
を探るために Acinetobacter calcoaceticus 由来
の PQQ 依存性グルコースデヒドロゲナーゼ
のアポ体を調製し、PQQ アフィニティービー
ズとの結合を SDS-PAGE によって評価した。
また、グルコースデヒドロゲナーゼ活性を測
定することによって PQQ アフィニティービ
ーズの補酵素としての機能性を評価した。  
② 培養細胞からの PQQ 結合蛋白質の精製と

プロテオミクスによる同定 
 マウス由来の繊維芽細胞株 NIH3T3 細胞を
培養し、細胞内からの PQQ 結合蛋白質の探
索を行った。 
(1) 細胞溶解液をPQQアフィニティービーズ
とインキュベートし、pull-down アッセイによ
って PQQ 結合蛋白質を精製した。 
(2) 得られたPQQ結合蛋白質をSDS-PAGEに
よって解析した。分離された PQQ 結合蛋白
質をゲルからピッキングし、トリプシンによ
るゲル内消化を行った後、ペプチド断片を
MALDI TOF/MS により分析した。得られたペ
プチドマップをもとにペプチドマスフィン
ガープリンティング  (PMF) 法による
MASCOT 解析を行い、PQQ 結合蛋白質を同
定した。 

 
 
４．研究成果 
 本研究では、PQQ 結合蛋白質を同定するた
め PQQ アフィニティービーズを作製し、微
生物由来の既知の PQQ 依存性酵素を機能性
の評価系に利用することでより効果的なア
フィニティー素材の開発を行った。PQQ アフ
ィニティービーズは、スペーサーを介してア
ミノ基を持つ EAH Sepharose 4B に架橋剤で
だる EDC を用いたカップリング反応によっ
て作製した。作製したアフィニティービーズ
の 評 価 を 行 う た め に Acinetobacter 
calcoaceticus由来の PQQ依存性グルコースデ
ヒドロゲナーゼのアポ体を調製し、検討を行
った。その結果、PQQ 依存性グルコースデヒ
ドロゲナーゼのアポ体は、EAH Sepharose に
は結合せず、PQQ アフィニティービーズにの
み結合することをSDS-PAGEによって明らか
にした（図２）。また、アポ体とアフィニテ
ィービーズの複合体がグルコースデヒドロ
ゲナーゼ活性を有することが確認され、その
機能性が明らかになった。 
 次に、作製した PQQ アフィニティービー
ズを使用することで PQQ による細胞増殖促
進作用が報告されているマウス由来の
NIH3T3線維芽細胞から PQQ結合蛋白質の探
索を行った。細胞溶解液と PQQ アフィニテ
ィービーズをインキュベートして pull-down
法によって PQQ 結合蛋白質のアフィニティ

図１ PQQ の構造 



 

 

ー分離を行い、結合した蛋白質を SDS-PAGE
によって分析した（図３）。その結果、アフ
ィニティービーズに特異的に結合する蛋白
質バンドが検出された。その蛋白質バンドを
ピッキングし、トリプシンによるゲル内消化
を行った後、MALDI-TOF MS によって解析を
行った。その結果、表１に示す myosin や actin
などの細胞骨格タンパク質、HSP ファミリー
タンパク質、炭水化物代謝酵素である aldose 
reductase、解糖系酵素である pyruvate kinase、
伸長因子である elongation factor-2を同定する
ことができた。 
 今後は、同定された蛋白質と PQQ の結合
によってもたらされる蛋白質機能の解析、お

よび細胞応答の解析を進めていく。そして、
PQQ の新規な生理作用やビタミン様作用の
機序の解明を目指す。 
 
表１ 同定された PQQ 結合蛋白質 
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