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学位論文　の　内　容　の　要　旨

ユビキノン（ＵＱ）は、原核生物では原形質膜に、真核生物ではミトコンドリア内膜に局在し、

電子伝達系の必須因子として知られている。ユビキノンの側鎖長の違いは生物種の分類に用いら

れ、例えばＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉはＵＱ・8、ｍＯｕＳｅはＵＱ・9、そしてＳｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｐｏｍｂｅや

ｈｕｍａｎはＵＱ－10を合成する。この側鎖長の違いは生物が保持するポリプレニルニリン酸合成酵

素によって決定されている。ユビキノンはｐ・ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ（ＰＨＢ）の合成を初発とし、8つ

の酵素、9段階のステップを経て合成され、大腸菌と出芽酵母では合成経路が若干異なっている。

出芽酵母においてユビキノン合成に関わる8つのＣＯＱ遺伝子のうち、6つの遺伝子はすでに単

離されているが、ＣＯＱ4及びＣＯＱ8の機能は未だ解明されていない。

ユビキノンは一定の長さのイソプレノイド鎖を持ち、ポリプレニルニリン酸合成酵素によって

側鎖が供給されている。長鎖プレニルニリン酸合成酵素は、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｓｕｂｏｘｉｄａｎｓ

などの原核生物において研究が報告されているが、真核生物ではあまり研究が進んでいない。

第1章において本論文のバックグラウンドについて述べた。

第2章において著者は分裂酵母のユビキノン合成系に関わるａｂｃＩＳＰ（ｃｏｑ8Ｓｐ）の機能解析及

びｃｏｑ8Ｓｐ破壊株の表現型解析について述べた。分裂酵母由来ａｂｃＩＳｐ遺伝子は出芽酵母のＡＢＣｌ

のホモログとして単離されたが、ユビキノン合成系との関わりについてまだ報告されていない。
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そこで、著者は分裂酵母のｃｏｑ8Ｓｐ欠損株の表現型を解析したところ、ユビキノン欠損、酸化ス

トレス感受性、最少培地上でのシステインまたはグルタチオン要求性、硫化水素発生という他の

ユビキノン生産棟と同様の表現型を示した。この結果はＣｏｑ8Ｓｐがユピキノン合成に必須である

こと及びユビキノンが分裂酵母において抗酸化剤として機能していることを示唆する。ユビキノ

ンの抗酸化機能について確認するため、酸化ストレス誘導性でカタラーゼをコードするｃｔｔｌの発

現量を確認したところユビキノン非生産棟においてｃｔｔｌの誘導が確認された。この結果は、ユピ

キノン非生産棟が酸化ストレスを蓄積し、ユビキノンに抗酸化機能があることを示唆する。また、

分裂酵母のユビキノン非生産株は硫化水素発生という興味深い表現型を示す。この表現型はユピ

キノンと硫黄代謝の関わりについて示すものである。

第3章において著者は分裂酵母のデカプレニルニリン酸合成酵素はＤｐｓｌと新規サブユニット

Ｄｌｐｌと複合体として機能することを報告する。著者はまず分裂酵母のゲノムＤＮＡデーターベー

スを用いてＤｐｓｌと相同性の高い遺伝子を見出し、Ｄｐｓｌのパートナーとなり得るＤＩｐｌを検索し

た。ＤＩｐｌは保存領域であるｄｏｍａｉｎＩからｄｏｍａｉｎＶＩＩを持つが、全てのプレニルニリン酸合成

酵素に存在するＤＤＸＸＤ配列を含んでいなかった。著者はｄｌｐｌ破壊株を作製し表現型の解析を

行ったところ、この破壊株はユビキノンを合成できず、典型的なユビキノン生産棟の表現型を示

した。また、大腸菌において、ｄｐｓｌとｄｌｐｌを同時に発現したところ、大腸菌が本来保持してい

るＵＱ・8に加えて、少量のＵＱ・10の合成が確認された。そこで、Ｄｐｓｌ－Ｄｌｐｌ複合体の分子量を

測定するため、大腸菌において融合タンパク質であるＧＳＴ・ＤＩｐｌとＨｉｓ・Ｄｐｓｌを発現させ、その

粗タン／ｉク質に重合剤ｄｉｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌｓｕｂｅｒａｔｅ（ＤＳＳ）を作用させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウェスタンプ

ロット解析を行ったところ、約175ｋＤａの複合体が検出された。この大きさは計算上のヘテロ4

量体である188ｋＤａとほぼ一致した。これらの結果により分裂酵母由来Ｄｐｓｌ－ＤＩｐｌはヘテロテ

トラマーを形成することを証明した。

第4章において著者はヒト、マウス由来長鎖プレニルニリン酸合成酵素の解析を行った。これ

らの酵素は分裂酵母と同じくヘテロ複合体を形成すると考え、著者はヒト及びマウス由来Ｄｐｓｌ

ホモログとＤｌｐｌホモログを単離し、ヒトのホモログをｂＤＰＳｌ及びｈＤＬＰｌ、マウスのホモログ

をｍＳＤＳｌ及びｍＤＬＰｌと命名した。大腸菌において両生物種由来ＤｐｓｌホモログまたはＤＩｐｌ

ホモログを単独で発現した場合は、大腸菌由来ＵＱ・8のみ検出されたのに対し、ｍＳＤＳｌとｍＤＬＰｌ

を同時に発現させた株ではＵＱ－9が、ｈＤＰＳｌとｈＤＬＰｌを同時に発現させた株ではＵＱ・10が検

出され、ｉｎｖｉｔｒｏでの活性測定においてソラネシルニリン酸合成酵素活性及びデカプレニルニリン

酸合成酵素活性をそれぞれ確認した。そこで、マウス由来ソラネシルニリン酸合成酵素の複合体

サイズを測定するため、ＧＳＴ－ｍＳＤＳｌ及びＨｉｓ・ｍＤＬＰｌ融合タンパク質を発現した大腸菌より粗

タンパクを調製し、ゲル濾過クロマトグラフィーにより複合体サイズを測定したところ、この複

合体は230ｋＤａであった。この分子量はマウス由来ソラネシルニリン酸合成酵素のヘテロ4量体

の推定分子質量である227ｋＤａと一致した。

以上、これらのことから著者は新たに以下のことを証明した。（1）分裂酵母のｃｏｑ8Ｓｐ

（ａｂｃＩＳｐ）遺伝子破壊株の表現型解析によりこの遺伝子がユビキノン合成に関わることを証明し
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た。また、分裂酵母のユビキノン非生産棟において酸化ストレスが蓄積していることを確認した。

（2）分裂酵母由来デカプレニルニリン酸合成酵素の活性発現に必須な新規遺伝子ｄｌｐｌを単離し

た。またＤｐｓｌとＤｌｐｌがヘテロ4量体を形成して活性発現することを証明した。（3）マウス及

びヒト由来長鎖プレニルニリン酸合成酵素遺伝子を単離した。晴乳類由来長鎖プレニルニリン酸

合成酵素は分裂酵母と同様にヘテロ4量体を形成することを証明した。

論文審査　の　結果の　要　旨

ユビキノン（ＵＱ）は、原核生物では原形質膜に、一兵核生物ではミトコンドリア内膜に局在し、

電子伝達系の必須因子として知られている。ユビキノンの側鎖長の違いは生物種の分類に用いら

れ、例えばＥｇｃｈｅｒｊｃｈｊａｃｏ］ｊｉまＵＱ－8、ｍＯｕＳｅはＵＱ－9、そして5ｕｊｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｃｓｐｏｍｂｅやｈｕｍａｎ

はＵＱ－10を合成する。この側鎖長の違いは生物が保持するポリプレニルニリン酸合成酵素によっ

て決定されている。ユビキノンはｐ－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ（ＰＨＢ）の合成を初発とし、8つの酵素、9

段階のステップを経て合成され、大腸菌と出芽酵母では合成経路が若干異なっている。出芽酵母

においてユビキノン合成に関わる8つのα昭遺伝子のうち、6つの遺伝子はすでに単離されてい

るが、〝脚及び仰の機能は未だ解明されていない。

ユビキノンは一定の長さのイソプレノイド鎖を持ち、ポリプレニルニリン酸合成酵素によって

側鎖が供給されている。長鎖プレニルニリン酸合成酵素は、点（甘〃、〟〟Ｃ〃♂由ｃ／ｅ′∫〟カ仇ｒノぬ〟∫

などの原核生物において研究が報告されているが、真核生物ではあまり研究が進んでいない。

分裂酵母由来∂おノ励遺伝子は出芽酵母のＡ紺ノのホモログとして単離されたが、ユビキノン合

成系との関わりについてまだ報告されていない。そこで、分裂酵母のＣ叩鋤欠損株の表現型を解

析したところ、ユピキノン欠損、酸化ストレス感受性、最少培地上でのシステインまたはグルタ

チオン要求性、硫化水素発生という他のユビキノン生産棟と同様の表現型を示した。この結果は

Ｃｏｑ8Ｓｐがユビキノン合成に必須であること及びユビキノンが分裂酵母において抗酸化剤として機

能していることを示唆する。ユビキノンの抗酸化機能について確認するため、酸化ストレス誘導

性でカタラーゼをコードする〟〃の発現量を確認したところユビキノン非生産株において〟〃

の誘導が確認された。この結果は、ユビキノン非生産棟が酸化ストレスを蓄積し、ユビキノンに

抗酸化機能があることを示唆する。また、分裂酵母のユビキノン非生産棟は硫化水素発生という

興味深い表現型を示す。この表現型はユビキノンと硫黄代謝の関わりについて示すものである。

次に分裂酵母のデカプレニルニリン酸合成酵素はＤｐｓｌと新規サブユニットＤｌｐｌと複合体とし

て機能することを報告している。分裂酵母のゲノムＤＮＡデーターベースを用いてＤｐｓｌと相同性の

高い遺伝子を見出し、Ｉ）ｐｓｌのパートナーとなり得るＤＩｐｌを検索した。Ｉ）1ｐｌは保存領域である

ｄｏｍａｉｎＩからｄｏｍａｉｎＶＩＩを持つが、全てのプレニルニリン酸合成酵素に存在するＩ）Ｉ）ⅩⅩＤ、配列を含

んでいなかった。鋤ノ破壊株を作製しその表現型の解析を行ったところ、この破壊株はユビキノ
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ンを合成できず、典型的なユビキノン生産棟の表現型を示した。また、大腸菌において、㊥∫ノと

鋤ノを同時に発現したところ、大腸菌が本来保持しているＵＱ－8に加えて、少量のＵＱ－10の合成

が確認された。そこで、ＤｐｓトＤｌｐｌ複合体の分子量を測定するため、大腸菌において融合タンパ

ク質である　ＧＳトＩ）1ｐｌとＨｉｓ－Ｄｐｓｌを発現させ、その粗タンパク質に重合剤ｄｉｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ

Ｓｕｂｅｒａｔｅ（ＤＳＳ）を作用させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウェスタンプロット解析を行ったところ、約175ｋＤａの

複合体が検出された。この大きさは計算上のヘテロ4量体である188ｋＤａとほぼ一致した。これ

らの結果により分裂酵母由来Ｄｐｓｌ－Ｄｌｐｌはヘテロテトラマーを形成することを証明した。

第3にヒト、マウス由来長鎖プレニルニリン酸合成酵素の解析を行っている。これらの酵素は

分裂酵母と同じくヘテロ複合体を形成すると考え、ヒト及びマウス由来ＤｐｓｌホモログとＩ）1ｐｌホ

モログを単離し、ヒトのホモログをｈＤＰＳｌ及びｈＩ）ＬＰｌ、マウスのホモログをｍＳＤＳｌ及びｍＩ）ＬＰｌと

命名した。大腸菌において両生物種由来ＤｐｓｌホモログまたはＤｌｐｌホモログを単独で発現した場

合は、大腸菌由来ＵＱ－8のみ検出されたのに対し、血畝ダノと威タノを同時に発現させた株ではＵＱ－9

が、劇沢〃とＡ以タノを同時に発現させた株ではＵＱ－10が検出され、血Ｆ〟〝での活性測定におい

てソラネシルニリン酸合成酵素活性及びデカプレニルニリン酸合成酵素活性をそれぞれ確認した。

そこで、マウス由来ソラネシルニリン酸合成酵素の複合体サイズを測定するため、ＧＳトｍＳＤＳｌ及

びＨｉｓ－ｍＤＬＰｌ融合タンパク質を発現した大腸菌より粗タンパクを調製し、ゲル濾過クロマトグラ

フィーにより複合体サイズを測定したところ、この複合体は230ｋＤａであった。この分子量はマ

ウス由来ソラネシルニリン酸合成酵素のヘテロ4量体の推定分子質量である227ｋＤａと一致した。

これらの研究成果は、真核生物におけるユビキノン側鎖合成経路が、原核生物とは異なった形

をとっていることを証明したもので、ユビキノンの生合成系に新しい知見を付与し、ユビキノン

の新たな機能についても知見を与えたもので、新規性の高い発見である。
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