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ミトコンドリアにおける NADP（H）供給とその調節に関する分子生化学的研究

群馬大学生体調節研究所 大 橋 一 登

は じ め に
NAD+ は様々な反応に用いられる主要かつ始原的な補酵素と

考えられている．その合成原料であるナイアシン（ビタミン B3）
は，原始生命の原材料が存在するとされる小惑星リュウグウか
らも発見されている．NAD+及びその還元型の NADH（両者を
まとめて NAD（H）と表記する）とこれらのリン酸化型である
NADP+及び NADPH（NADP（H）と表記する）は現在までに知
られている全ての生物種で用いられる補酵素であり，多くの酵
素反応に必要とされる．NAD（H）は主に異化反応に，NADP

（H）は主に同化反応に用いられる．NAD（H）と NADP（H）の量
的変動は様々な代謝系に影響を及ぼすため，NAD（H）のリン酸
化によって NADP（H）を生成する NAD キナーゼ（NADK）や
NADH キナーゼ（NADHK）は，代謝調節において重要である．
一方，ミトコンドリアは，共生微生物が起源とされるオルガネ
ラであり，TCA回路や電子伝達系が局在することから，細胞の

「エネルギー工場」と考えられてきた．しかし，近年ではそれだ
けに留まらず，代謝制御の中枢としての役割が示されつつある．
このような背景の下，著者らはミトコンドリアの NADP（H）供
給機構に関する研究に取り組んだ．以下にその概要を示す．
1. ヒトのミトコンドリア局在性NADキナーゼ C5orf33の発
見とその生理的重要性

ミトコンドリアの NADP（H）は，脂質やアミノ酸の生合成
や活性酸素種（ROS）の除去など様々な代謝に深く関わってい
る．ヒトのミトコンドリアの NAD+ は，細胞質から供給され
る．しかし，NADP（H）の供給源は不明であり，その解明が望
まれていた．著者らは，一般的な NADK とは分子系統樹上で
全く別の枝を形成するが，NADK特有のモチーフ構造を有す
るヒト由来機能未知タンパク質C5orf33 を見出した．そこで，
C5orf33 の組み換えタンパク質を精製し，その機能を解析し
た（図1）．その結果，C5orf33 は ATP に加えて原始的なエネ
ルギー担体であるポリリン酸もリン酸供与体として利用するこ
とを明らかにした．さらに，C5orf33 の kcat は 0.15（1/sec）で
あ り， ヒ ト 細 胞 質NADK 1）の kcat の 61（1/sec）と 比 べ て 
約1/400 と非常に弱い NADK活性しか有していないことを見
出だした．しかし，C5orf33 の NAD+ に対する Km は 0.02 mM
であり，ヒト細胞質NADK の NAD+ に対する Km の 1.07 mM
と比較して極めて低いことが分かった．生理的な NAD+濃度

（ミ ト コ ン ド リ ア :約0.25 mM, 細 胞 質: 約0.39 mM）で は，
C5orf33 は約3.9 U/μmol の比活性を示し，ヒト細胞質NADK
の約12.1 U/μmol に比して，1/3程度の遜色ない活性であるこ
とを明らかにした．また，ヒト培養細胞系で C5orf33 のミトコ
ンドリア局在性や ROS除去機能を明確にし，C5orf33 はヒト
のミトコンドリア局在性NADK であり（図1）, ヒトのミトコン
ドリアの NADP+供給源であると結論した 2）．なお，C5orf33

の立体構造やアミノ酸・脂質の生合成における必要性などが報
告されている．特に医学分野では C5orf33 の生理学的機能と疾
患との関連が明らかにされつつあり，より詳細な理解が重要な
段階に達している．
2. 出芽酵母ミトコンドリア局在性NADHKによる基質
（NADHと NAD+）識別の構造要因

真核生物である出芽酵母では，ミトコンドリア局在NADHK
である Pos5（図1）が，ミトコンドリアの NADP（H）供給源で
あることが明らかにされている．Pos5 は一般的な NADK と一
次構造上で高い相同性を示すにも関わらず，NADH に対する
高い親和性と高い NADHK活性を有するが，その生理的な意義
は不明である．NADHK活性の原因となる構造要因の特定は，
生物種における NADHK の分布を明らかにし，NADHK の生
理的意義の理解に役立つ．そこで，X線結晶構造解析により
Pos5 と NADH の複合体（Pos5-NADH）の立体構造を NADHK
として初めて決定した．Pos5-NADH と NADK の立体構造を比
較すると，NADH と相互作用するアミノ酸残基の多くは
NADK でも保存されていた．しかし，Pos5 のアルギニン

（Arg）-293 に相当するアミノ酸残基は NADK では保存されて
おらず，ヒスチジン（His）残基に相当した．基質結合部位の表
面電荷を計算すると，Pos5 は正電荷を，NADK は負電荷を帯
びていた．Arg と His の pKa はそれぞれ 12 と 6 であり，Pos5
の Arg-293 が Pos5 の NADH結合部位の正電荷に寄与している
と考えられた．実際，Pos5 の Arg-293 を His残基へと置換する
と，NADHK活性の低下と NADK活性の上昇が確認され，
NAD+対する Km は低下した．そのため，Pos5 は NADH結合
部位の正電荷（Arg-293 が寄与）により，正に荷電した NAD+

との親和性を低くし，NADH と NAD+ の識別を可能にしてい
ると考えられた（図2）．以上より，Arg-293 は Pos5 の基質

（NAD+ と NADH）識別，並びに高い NADHK活性の構造要因
であることが明らかになった 3）．なお，Pos5 の Arg-293 に相当
するアミノ酸残基は，分子系統樹とアライメント解析で一部の
真菌類由来タンパク質に保存され，これらは NADHK と推測
されるに至った．それゆえ，NADHK活性は，これらの真菌類

図1. ヒ ト の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 性NADK (C5orf33) と 
出芽酵母のミトコンドリア局在NADHK (Pos5)
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の NADP（H）供給を特徴付ける可能性がある．以上より，出芽
酵母のミトコンドリアにおける特徴的な NADP（H）供給の仕組
みを主に NADHK の構造生物学的側面から明らかにし，その
仕組みが一部の真菌類に普遍的である可能性を示した．
3. ミトコンドリアの NADP（H）供給に必要な NAD+生合成
系への研究展開

ミトコンドリアの NADP（H）供給は，利用可能な NAD+量に依
存する．NAD+ はトリプトファン（Trp）からの de novo経路

（図3A）, またはニコチン酸などの NAD+前駆体からの salvage経
路で供給される．Trp からキノリン酸（QA）を合成するキヌレニ
ン（KYN）経路は，NAD+ の供給に重要である．出芽酵母で KYN
経路の研究を進め，Trp の代謝で生じるキヌレン酸（KA）や
NAD+前駆体の QA が細胞外に放出されることを見出した 4, 5）．さ
らに，過剰な Trp存在下では，KYN から KA を生合成する
kynurenine aminotransferase（KAT; Aro8 と Aro9）の発現上昇
と KA の増加が顕著に認められた．これらの結果から，de novo
経路での NAD+供給には一部の Trp のみが必要とされ，余剰な
Trp は KA へと代謝されて細胞外に放出されると考えられた．即
ち，KYN経路は NAD+合成経路であると同時に，不要な Trp の
分解経路であることを示した．特に，KAT は Trp分解に極めて
重要で，機能不明であった KA は排出物と考えられた．なお，
KA は高等動物の尿中に多く含まれることも知られており，この
事実は KA が排出物であることを支持している．また，本研究で
得られた知見から，細胞内での Trp蓄積の有害性が示唆された．
そこで，過剰な Trp への耐性に必要な遺伝子を調べ，細胞表層
ストレス応答に関わる Cell Wall Integrity（CWI）経路の MAP キ
ナーゼカスケードが Trp への耐性に必要であることを示した．実
際，過剰な Trp によって，CWI経路の MAP キナーゼである Slt2
のリン酸化が抑制されていたことなどから，Trp の蓄積が CWI経
路の活性化による細胞表層ストレスへの応答を妨げることが示唆
された（図3B）6）．このように，高濃度Trp の細胞毒性と KYN経
路の解析により，NAD+ の de novo合成の多面的制御機構の存在
が示された．また，細胞内NAD+ レベルの維持には，オートファ
ジーが必要と考えられている．著者らはオートファジーに必須の
Atg8 タンパク質の脂質化反応機構7）や膜タンパク質である Atg2
の立体構造と機能の解析8）にも取り組んだ．NAD+供給系にはま
だ明らかになっていない制御機構があると考えている．多角的な
研究の発展によって，NAD+供給系の全体像の解明が期待される．
お わ り に

本研究により，ミトコンドリアの NADP（H）供給にかかる
様々な調節機構の存在が示された．ミトコンドリアの NADP

（H）は様々な代謝活動に必要とされ，特に生活習慣病や寿命
との関連も深い．そのため，ミトコンドリアの NADP（H）供
給を調節する分子機構の理解が重要であると考えている．今後
は応用も見据えながら，新しい知見を積み重ねて行きたい．
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図2. 出芽酵母ミトコンドリア局在NADHK による 
基質 (NADH と NAD+) 識別の構造要因

図3. 出芽酵母における NAD+生合成系の多面的制御
A) Trp からの NAD+生合成経路. B) Trp蓄積による
CWI経路の MAP キナーゼカスケードの抑制.
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