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2．酸素適応における回虫ＡＳＣ〃ｉｓミトコンドリア

複合体Ⅱの役割一構造・機能とその発現一

北潔

(掲載決定：平成３年８月７日）

る。次に大きな分子量約28ｋＤａのサブユニットは３種

の異なるタイプの鉄一イオウ中心（非ヘム鉄）を含んで

おりＩｐサブユニットと呼ばれている。このサブユニッ

トはＦＡＤからの電子を受取り，ＤＣＩＰ（ジクロロフェ

ノールインドフェノール）など水溶性の電子受容体へ伝

達する機能を持っている。つまりこのＦＰおよびＩｐサ

ブユニットから，いわゆるコハク酸脱水素酵素活性

(ＳＤＨ）を示す触媒部位が形成されている。この２種の

ポリペプチドは膜タンパク質としては比較的親水性のI性

質を持っており，この触媒部位が膜に安定に結合するた

めには約l5kDaとl3kDaより構成される２種の小さな

疎水I性のサブユニットが必要である。この疎水性サブユ

ニットにはヘム６が結合し，シトクロム６として分光学

的に同定することができ，それぞれｃｙｂＬｃｙｂＳと呼
ばれている（ＫｉｔａｅｔａＺ.，1991)。この様な基本構造は

嫌気的エネルギー代謝を行っている寄生性の動物でもほ

ぼ同様であるが，しかし寄生虫ミトコンドリアの複合体

Ⅱは逆反応のフマル酸還元酵素活性を合わせ持ち，複合

体Ｉ（ＮＡＤＨ－ユビキノン酸化還元酵素）と共に形成

される嫌気的呼吸鎖電子伝達系であるＮＡＤＨ－フマル

酸酸化還元系の末端酸化酵素として機能している。以上

の点を模式的に図ｌに示した。

われわれは回虫成虫筋ミトコンドリアより複合体Ⅱを

精製し（TakamiyaetaZ.，1986）高いフマル酸還元

活性を持つことを見い出した（ＫｉｔａｅｔａＺ.，l988a)。

さらに複合体ＩとⅡの間の電子伝達には酸化還元電位の

低いロドキノンが必須であることを単離した複合体及び

キノン類のリポソームヘの再構成実験から示し，複合体

Ⅱの嫌気的エネルギー代謝における生理的意義を明らか

にしてきた（ＫｉｔａｅｔａＺ.，1988b)。一方，回虫はその

生活環において卵の発生に酸素を必要とし，感染幼虫で

ある第二期幼虫にいたる時期は好気的エネルギー代謝を

行い，そのミトコンドリア呼吸系は哺乳類同様と考えら

れている。事実幼虫ミトコンドリアにはシトクロム酸化

酵素が観察され，複合体Ⅱのフマル酸還元酵素活性は低

く，免疫化学的解析から成虫の酵素とは異なったアイソ

ザイムの存在を示唆する結果も得られている。この様な

回虫複合体Ⅱの１性質を哺乳類のそれとUUi議しつつ割ＩＣ学

的，タンパク質化学的な面から詳細に調べてきたが（Ｆ

Ｉ．はじめに

種々の寄生虫は寄生生活への適応進化の過程において

宿主内の環境に適応し，宿主特異,性や臓器特異性を備え

るようになった。エネルギー転換系の様な全生物に共通

の代謝系の適応や進化また基本的な反応機構を理解す

るうえで寄生虫は最適な研究対象のひとつと考えられる。

われわれは宿主哺乳類の小腸という低酸素分圧の環境に

生息する回虫Ａｓｃｍｓの成虫が嫌気的なエネルギー代

謝を行い，そのミトコンドリア呼吸鎖電子伝達系は哺乳

類のそれとは非常に異なった構成になっている点を明ら

かにした（大家，1989)。そして生化学的な解析から代

謝系の中でフマル酸還元酵素として機能する複合体Ⅱが

重要な役割を果たしていることが判ってきた（大家，

1990)。ここではさらにその特徴を調べ，構造と機能に

ついて明確にするために行っている分子生物学的アプロー

チについて概説する。

Ⅱ回虫のエネルギー代謝と複合体Ⅱ

嫌気的グルコース分解の最終産物としてコハク酸を蓄

積するホスホエノールピルビン酸（ＰＥＰＣＫ）－コハク

酸経路は蠕虫のみならず，トリパノソーマなどの原虫に

も広く分布している。この代謝系の最終ステップである

フマル酸のコハク酸への還元を触媒するフマル酸還元酵

素の実体は長年のこの領域の研究者の間の懸案であった

が，われわれはこれがミトコンドリア電子伝達系の複合

体Ⅱであることを明確にしてきた（ＴａｋａｍｉｙａｅｔａＺ､’

1986；ＫｉｔａｅｔａＺ.，l988a)。複合体Ⅱは通常コハク酸一

ユビキノン酸化還元酵素と呼ばれ，哺乳類など好気性生

物においてはＴＣＡ回路系の酵素中唯一の膜結合性酵素

としてコハク酸をフマル酸へ酸化すると同時にこの還元

力を膜中に存在する疎水性のキノン類へ伝達する反応を

触媒している。複合体Ⅱは一般的に種を通して共通のサ

ブユニット構造を持ち，４種のポリペプチドより構成さ

れている。分子量約70ｋＤａの最も大きいポリペプチド

はＦＡＤを補欠分子族として含みＦｐサブユニットと呼

ばれている。ここで基質であるコハク酸の酸化が行われ
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図ｌ回虫複合体Ⅱの構造：Ｓｌ～Ｓ３はそれぞれ鉄一イオウ中心を表す。Ｑ９，

ＲＱ９はそれぞれユビキノンー９，ロドキノンー９を表す。

urushimaetaZ.，１９９０；ＴａｋａｍｉｙａｅｔａＺ.，1990)，

さらに各サブユニットの構造と機能を明らかにし，酵素

反応の方向性の決定要因などの特徴や寄生現象成立過程

におけるエネルギー転換系の進化適応について理解する

ためには各サブユニットの一次構造についての情報が必

須である。また環境の変化に対応した生合成の調節機構

を調べるうえで酵素の遺伝子の染色体上での構造を知る

必要がある。しかし遺伝子の全塩基配列が判明している

大腸菌など細菌の場合と異なり，哺乳類も含めミトコン

ドリアの複合体Ⅱに関する遺伝学的情報は皆無であった。

以上の理由から，回虫及び哺乳類ミトコンドリア複合体

Ⅱを構成する全サブユニットに対するｃＤＮＡ（相補的

ＤＮＡ）のクローニングを開始した。

は抗体を用いたｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング

による方法が有用と考えられる。われわれは回虫成虫筋

及びウシ心筋の複合体Ⅱの全サブユニットに対する抗体

をすでに作成しているのでこの方法をとった。われわれ

が対象としている寄生虫では市販のｃＤＮＡライブラリー

がないので，われわれ自身で質の高いｃＤＮＡライブラ

リーを作成する必要があった。以下にｃＤＮＡライブラ

リーの作成と抗体によるスクリーニングの概略を述べる。

これらの基本操作については多くの成書に詳しく記載さ

れているので（松村正実，1990など)，ここでは特に注

意すべき点を中心に説明する。

質の高いｃＤＮＡライブラリーの作成にはインタクト

なｍＲＮＡの調製が必須の条件となる。まず最初に全

ＲＮＡの抽出を行うが，ＲＮＡはＲＮａｓｅによる分解を

受けやすく，ＤＮＡの調製に比べてはるかに注意を要す

る。培養細胞や肝臓などでは比較的容易に分解の少ない

ＲＮＡの抽出が可能であるが，回虫成虫筋の場合，チオ

シアン酸グアニジン存在下で凍結試料をワーリングブレ

ンダーにより破砕する方法が最も有効であった。これを

塩化セシウムで遠心し全ＲＮＡ画分を沈殿として得た。

さらにオリゴ．（Ｔ）セルロースカラムによりポリＡを

３，末端に持っているｍＲＮＡを精製した。このｍＲＮＡ

より逆転写酵素を用いて合成したｃＤＮＡの両端にＥｃｏＲＩ

リンカーを結合させ，ファージベクターであるスｇｔｌｌＤＮＡ

のEcoRI部位へ挿入した。このＤＮＡ画分をスファー

ジのタンパク質コート画分と混合することによりmUit7o

パッケージを行い，ｃＤＮＡの産物がβ－ガラクトシダー

ゼと融合タンパク質として発現されるスｇｔｌｌｃＤＮＡラ

イブラリーを作成した。このライブラリーを回虫成虫筋

Ⅲ回虫成虫筋スｇｔｌｌｃＤＮＡライブラリーの作成と抗
体によるスクリーニング

あるタンパク質の遺伝子やｃＤＮＡを得るためにはい

くつかの方法がある。そのタンパク質のアミノ酸配列か

ら演鐸される配列のＤＮＡを合成しプローブとする場

合，また他の生物種で同じ機能を持つタンパク質の一次

構造において，その触媒部位や基質結合部位など相同性

が高い領域に対するプローブを作成してスクリーニング

する場合がある。さらに，目的のタンパク質に対する特

異性の高い抗体があれば発現ベクターに組み込んだ

ｃＤＮＡライブラリーを用いて実際にタンパク質を合成

させ,フィルター上の抗原抗体反応によって目的とする

タンパク質のｃＤＮＡクローンを同定することができる。

材料として微量の試料しか得ることのできない寄生虫の

場合，相同性に関する,情報の少ないタンパク質について
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ミトコンドリア複合体Ⅱの各サブユニットに対する抗体

でスクリーニングを行った。１枚のプレートに約104個

のプラークを作り，ＩＰＴＧ（イソプロピルーβ－，－チ

オガラクトピラノシド）で融合タンパク質を誘導後ニト

ロセルロースフィルターに写しとる。この後の操作は免

疫ブロッティングと全く同一である。感度の点から

は'２５１で標識した二次抗体が適当であるが，操作性と

時間的な点も考えた結果，現在はアルカリホスファター

ゼ法を用いている。陽性クローンが検出された場合，こ

のファージＤＮＡよりEcoRI断片を切り出して塩基配

列決定用のｐＵＣ１１８などのプラスミドにサブクローンす

る。ここで陽性クローンが目的とするものかどうかを調

べるため，融合タンパク質に対する抗体をスクリーニン

グに用いた抗体画分より単離し，これを用いて行った免

疫ブロッティングで目的とするタンパク質と同じ分子量

のバンドが検出されることを確認しておいた。こうして

現在までに回虫Ｆｐ，ｃｙｂＬ及びcybS，ヒトＦｐ，Ｉｐ，

cybLに対するクローンを得ている。この中でｃＤＮＡ

の全塩基配列の決定が完了したヒト鉄一イオウ中心サブ

ユニット（Ip）について次節で述べる。

のクラスタータイプと考えられている。われわれはＥＰ

Ｒの実験から回虫IｐサブユニットのＳ－３クラスター

の酸化還元電位が細菌のフマル酸還元酵素のそれに近い

事実を見い出しており（Hata-TanakaetaZ.，1988)，

現在最も興味を持って研究を進めているサブユニットで

ある。図２はわれわれが決定したヒト肝ＩｐｃＤＮＡの塩

基配列から予想されるアミノ酸配列（ＫｉｔａｅｍＺ.，1990）

をペプチドの分析より決定したウシ心筋（ＹａｏｅｔａＺ.，

1986)，及びＤＮＡの塩基配列より予想した大腸菌のそ

れ（DarlisonetaZ.，1984）と比較した結果を示して

いる。ここに挙げた３種はどれもコハク酸酸化系として

機能しており，高い相同性を示している。特に太線で示

した部分はシステインに富んでおり，鉄一イオウ中心結

合部位と考えられる。実際にこの領域は植物や細菌のフェ

レドキシンの鉄一イオウ中心結合部位と高い相同性を示

しており，そのタイプの特徴からＮ末端側から順に，

Ｓ－ＬＳ－２，Ｓ－３の結合部位と考えられる。ここで

見られるフェレドキシンとの相同性はＩｐがフェレドキ
シンにその起源を発することを示している。われわれの

ヒト肝Ｉｐの結果はミトコンドリア複合体Ⅱに関する塩

基配列では最初の報告であるが，その直後にカルフォル

ニア大学のグループによって決定された酵母Ｉｐの配列
も非常に相同性の高いものであった。（Ｌｏｍｂａｒｄｏｅｔ

ａＬ，1990)。

Ⅳ、ヒト複合体ⅡＩｐサブユニットのクローニング

ＩｐサブユニットはＦｐサブユニット上のＦＡＤから

の還元力を受けとり，次の電子伝達成分であるシトクロ

ム６またはキノン類へ伝達する機能を果たしている。ＩＰ
サブユニットに含まれている鉄一イオウ中心はＳ－Ｌ

Ｓ－２，Ｓ－３と呼ばれ，ＥＰＲやＭＣＤの解析からそれ

ぞれ［２Ｆｅ－２Ｓｌ［４Ｆｅ－４Ｓ］及び［３Ｆｅ－４Ｓ］

ＶｃＤＮＡ－ＰＣＲ法による回虫複合体ⅡＩｐサブユニッ
トｃＤＮＡの解析

前に述べた様に回虫，ヒト複合体Ⅱのサブユニットの
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図２複合体ⅡのＩｐサブユニットの相同性と鉄一イオウ中心結合部位：ＨＬはヒト肝，ＢＨ１ｌさウシ几筋，ＥＣ

は大腸菌ｓｄｈＢ遺伝子産物を示す。太線がそれぞれＮ末端側よりＳ－１，Ｓ－２，ｓ－３の結合部位。
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大部分は抗体により陽性クローンが検出され，その塩基

配列決定が現在進行中である。しかし，この中で回虫

Iｐサブユニットについては特異性の高い抗体を用いて

何度スクリーニングを試みても陽性クローンを得ること

ができなかった。そこでわれわれの決定したヒトＩｐ，

またその後報告のあった酵母Ip，さらに以前より塩基

配列の判っている細菌Ｉｐの相同性の高い部分を利用し，

実際にはＰＣＲ法を用いてｃＤＮＡの塩基配列決定を行

うこととした（Inniset．αZ.，1990)。まず最初に相同

性の特に高いシスティンに富む３ケ所の領域のうちＮ

末端側に近いＳ－１結合部位とＣ末端側に近いＳ－３結

合部位に対するプライマーを上記の生物種のＩｐサブユ
ニットの塩基配列を参考にして作成した。そして逆転写

酵素により回虫筋ｍＲＮＡからｃＤＮＡを合成し，これ

をテンプレートとして２種のプライマー間でＰＣＲを行っ

た。その結果，予想される約480塩基対のＰＣＲ産物が

確認された。次にこのＰＣＲ産物の塩基配列を直接塩基

配列決定法により決定した。ＰＣＲ法の数少ない欠点の

ひとつとして数百塩基対にl塩基の割合で誤った塩基が

入る点があり，サブクローンを行った後の配列決定の問

題点となっている。しかしこれはＰＣＲ産物を直接塩基

配列決定することで解決される。また最近，非放射性の

実験系という観点から蛍光標識を用いたＤＮＡ塩基配

列決定法が改良され，その感度，決定できる塩基数も放

射性同位元素を用いた系と同程度になりつつあることか

ら，このシステムを利用し，ダイターミネーター法によ

り決定を行っている。現在までにＳ－ｌとＳ－３結合部

位の間に存在するＳ－２結合部位を含む約350塩基対の

領域の配列が決定できた。このうちＳ－２結合部位の近

傍の配列を図３に示す。回虫複合体Ⅱは哺乳類と異なり

高いフマル酸還元酵素活性を示すにもかかわらず，その

アミノ酸配列は細菌で明らかになっているフマル酸還元

系の配列よりも哺乳類や大腸菌のコハク酸酸化系に近い

性質を持っていた。これは回虫成虫複合体Ⅱがその生理

的機能として持っているフマル酸還元酵素活性は直接細

菌に由来するものではなく，一旦好気的環境に適応して

形成された真核生物のミトコンドリアにおけるコハク酸

酸化系としての複合体Ⅱが，寄生という環境の変化に対

応して新たに獲得した性質と考えることができる。現在，

残っているＮ末端側に関してはペプチドから決定した

アミノ酸配列より予想して作成したプライマーとＳ－２

結合部位に対するプライマー，またＣ末端側について

はＳ－２結合部位に対するプライマーとポリＴをプラ

イマーとしてＰＣＲを行い，その塩基配列決定を進めて

いる。今後他のサブユニットの一次構造の解明を進め，

酵素活性を発現するための基本的な一次構造上の特徴や

その進化的意義について考察を深め，寄生現象の成立過

程の本質に迫っていきたいと考えている。
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