
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2014～2013

ユビキノンが鍵因子となるミトコンドリア膜タンパク質の分子機構解明

Molecular mechanism of mitochondrial proteins using ubiquinone as a cofactor

８０５４３９２５研究者番号：

村井　正俊（Murai, Masatoshi）

京都大学・（連合）農学研究科（研究院）・助教

研究期間：

２５８５００８１

平成 年 月 日現在２７   ４ １５

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：ユビキノンの主な役割は呼吸鎖電子伝達系における基質としてはたらくことであるが、ユビ
キノンを“活性因子”として一定の生理活性を発揮するタンパク質の存在が近年示唆されている。出芽酵母や分裂酵母
で見出されたCoq10はそのようなタンパク質の一つであり、コレステロールなどの疎水性分子の細胞内輸送に関与する
、いわゆるSTARTドメインスーパーファミリーに属するタンパク質である。Coq10 はミトコンドリアにおける円滑な電
子伝達に必須であるが、その機能は不明である。応募者は酵母由来のCoq10 を実験材料に光親和性標識実験を行い、Co
q10 がUQ を強く結合することを初めて見出した。

研究成果の概要（英文）：Ubiquinone (UQ) is thought to diffuse freely in the inner mitochondrial membrane 
to facilitate electron transfer between the respiratory complexes. Recent studies have focused on 
physiological importance of mitochondrial Coq10, which is a member of the steroidogenic acute regulatory 
protein (StAR)-related lipid transfer (START) domain superfamily. To get insights into the role of Coq10, 
we expressed the recombinant Schizosaccharomyces pombe Coq10 in Escherichia coli membrane, and carried 
out photoaffinity labeling study using a synthetic UQ probe. Comprehensive biochemical and proteomic 
analyses revealed that the UQ probe specifically binds to the N-terminus F39-K45 of the Coq10, which 
corresponds to the ligand-binding pocket in many proteins containing START domain. Our results provide 
the first exact evidence indicating that Coq10 accommodates UQ in a similar manner with other SATRT 
domain proteins do.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキノンに代表されるキノン類は、バク
テリアから高等生物に至るまで幅広く分布
する生理活性分子であり、その主な役割は呼
吸鎖電子伝達系における基質（電子伝達担
体）としてはたらくことである。また、近年
の研究では、電子伝達には直接関与しないも
のの、ユビキノンを“補因子”として持つこ
とで機能する「ユビキノン結合性タンパク
質」の存在が幾つか示唆されているが、そう
した相互作用を明確に実証した例はこれま
でに無い。 
 
２．研究の目的 
 出芽酵母や分裂酵母で見出された Coq10
は、そのようなユビキノン結合性タンパク質
の一つである。ミトコンドリア内膜上に局在
する Coq10 は、ユビキノン生合成には直接的
に関与しないが、生合成されたユビキノンに
“シャペロン的”に作用し、ミトコンドリア
内膜中で円滑な電子伝達をサポートしてい
るのではないかと考えられているが、その役
割は依然として不明である。我々は、ユビキ
ノンプローブを用いた光親和性標識実験を
切り口に、ミトコンドリアにおける Coq10 の
役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ユビキノンのベンゾキノン骨格と分子末
端にそれぞれ、アジド基と末端アルキンを導
入したユビキノンプローブ(UQ-1)を合成し
た。本化合物は光親和性標識実験後に、クリ
ックケミストリー（[3+2]-環化付加反応）を
利用してビオチンなどの任意の検出タグを
導入することができる（Figure 1）。 

 

Figure 1. Structures of the UQ analogue and biotin 
tags used in this study. 
 
 
４．研究成果 
 分裂酵母由来のCoq10を発現させた大腸菌
膜標品を、UQ-1 によって光親和性標識し、ク
リックケミストリーによってビオチンタグ
を導入した。ウエスタンブロットやアビジン
沈降、および精密質量分析によって標識後の

膜標品の解析をすすめた結果、Coq10 は UQ-1
によるラベル化を受けることが分かった。過
剰量の人工キノン存在下でCoq10のラベル化
が強く抑制されることから、特異的かつ高い
親和性で結合していると結論付けた。
(Figure 2) 

 

Figure 2. Photoaffinity labeling of E. coli membrane 
preparation expressing S. pombe Coq10.  
 
 

 
Figure 3. UQ-binding site in Coq10. 
 
 続いて、Coq10 におけるユビキノン結合部
位を明らかにする目的で、UQ-1 でラベル化さ
れたCoq10のプロテアーゼ限定分解を行った。
リジルエンドペプチターゼ、エンドプロテア
ーゼ Asp-N、エンドプロテアーゼ Arg-C、臭
化シアンによる断片化により、ユビキノン結
合部位が N末端側に近い Phe39-Lys45 の領域
に存在することが明らかになった。 
 本領域の保存されたアミノ酸をアラニン
置換した Coq10 変異体(F39A, P41A)を作成し、
化合物1による光親和性標識実験を行ったと
ころ、野生型 Coq10 と比較して標識量は有意
に減少した。この結果は、Coq10 におけるユ
ビキノンの結合部位が、上記の領域
(F39-K45)に存在するという光親和性標識実
験の傍証と言える。 
 Coq10 におけるユビキノン結合部位を、
Caulobacter crescentus 由来の Coq10ホモロ
グである CC1736 の立体構造に当てはめたも
のを Figure 3 に示した。Coq10 はコレスレロ
ールなどの疎水性分子の細胞内輸送に関与



するSteroidgenic acute regulatory protein 
(STAR)-related lipid transfer(START)ドメ
インスーパーファミリーの一員である。
STARTタンパク質は2本のα-ヘリックスとβ
- シ ー ト で 構 成 さ れ た ”Hydrophobic 
tunnel”と呼ばれる特徴的な立体構造を共
通に持つことが知られている。今回明らかに
したユビキノン結合部位は Hydrophobic 
tunnel の一部（α-ヘリックス側の空間の一
部）を構成し、Coq10 が他の START ドメイン
タンパク質と同様の仕組みで、ユビキノンを
取り込んでいるものと考えられる。 
 
 
 
 
 これと平行して、ミトコンドリア NADH-ユビ
キノン酸化還元酵素(複合体-I)における、ユ
ビキノン結合部位結合ポケットの位置特異
的な化学修飾を試みた。本研究は、複合体-I
の鍵サブユニットに様々な機能性タグを導
入し、複合体-I の構造変化を解析することを
将来的な目標に据えたテーマである。複合体
-I の特異的阻害剤であるアセトゲニンを鋳
型としたリガンド(AL)分子を合成し、
Ligand-directed tosylate chemistry（トシ
ル化学）を利用して、ウシ心筋複合体-I のを
位置特異的に化学修飾することを試みた。そ
の結果、ユビキノン結合ポケットの最深部を
構成する 49 kDa サブユニットの 160 番目の
Asp160 が、特異的に化学修飾されることが分
かった (Figure 4)。 

 
Figure 4. Site specific chemical modification of 
mitochondrial complex I. 
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