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研究成果の概要（和文）：チトクロムc酸化酵素(CcO)は酸素の還元反応と共役したプロトン膜間輸送を行う。こ
の共役機構の詳細を解明するため赤外吸収分光法で酸素還元反応ダイナミクスの追跡を行った。反応の観測を可
能にするフローセルシステムを完成させ、時間分解赤外測定を行って、プロトン化残基を観察することに初めて
成功した。詳細な解析の結果、反応過程で、1.プロトン供給部位がまず構造変化し, 2.プロトン放出サイトでプ
ロトンの逐次的脱着と, 3.プロトン貯蔵部位での構造変化が反応と同期して起こることを見出した。これはCcO
において、緩衝溶液中生理条件下での反応でプロトンポンプ関連残基を実時間・直接観測した世界初の例であ
る。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome c oxidase (CcO) carries proton pumping in the membrane coupled 
with the reduction reaction of oxygen. In order to clarify the details of this coupling mechanism, I
 traced the oxygen reduction reaction dynamics with time-resolved IR (TRIR) absorption spectroscopy.
 For the first time, we have developed a flow cell system that allows us to observe the reaction and
 perform TRIR measurements to observe protonated residues. As a result of detailed analysis, in the 
course of the reaction, 1. The proton supply site first undergoes structural change, 2. Sequential 
desorption of protons at the proton release site, 3. Structural change at the proton storage site 
occurs synchronously with the reaction. This is the world's first example of real-time, direct 
observation of proton pump related residues in CcO in a buffer solution under physiological 
conditions.

研究分野： 生体分子分光学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアが生体エネルギー工場と呼ばれるのは、その中でチトクロムc酸化酵素（CcO）が呼吸した酸素で
燃焼させて生命活動のエネルギー源を得ているためで、地球上のほとんどの生命体にとり必須の酵素である。し
かしこの酵素反応の不具合は活性酸素種を発生させ、様々な疾病（癌、心筋梗塞、脳卒中、アルツハイマー等）
の根本原因となる。その不具合は、酵素の内部のほんのわずかな水素結合の違いで起こると言われていて、原子
レベルでの機構解明が必須である。本研究はその酵素反応を実際に起こっている状態で直接観測することに成功
したもので、こうした原因解明や、燃料電池といった環境負荷の少ないデバイスへの展開も期待できる。
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１．研究開始当初の背景 
チトクロム c酸化酵素（CcO）はミトコンドリア内膜に存在する呼吸鎖末端酵素で、酸素を水に

まで還元することでプロトンを膜間輸送しプロトン勾配をつくる機能をもつ。好気性条件下で
生きる全ての生物は CcO の作るプロトン勾配を利用して ATP を合成することで生命活動のエネ
ルギー源としており、地球上のほとんどの生命体にとり必須の酵素である。この酵素反応の際に
不可避的に発生する活性酸素種は、様々な疾病（ガン、心筋梗塞、脳卒中、アルツハイマーなど）
の根本原因となる。しかし、疫学的に、優れたアミノ酸配列を持っている酵素の場合にはこうし
た疾病にかかる確率が低下することが知られており、酵素の反応レベルにまで降りた原子レベ
ルダイナミクスの解明が重要であることがわかってきている。また、酸素の水素と電子を用いた
還元反応と共役して、プロトン勾配形成（電気的エネルギーの蓄積）を行う機能は燃料電池その
ものであり、将来的な環境負荷の少ないエネルギー創出源デバイスの開拓への展望も視野に入
る。 
 一方、CcO は酸素還元反応と共役して膜間でプロトンを輸送しており、原子レベルダイナミク
スの解明のためには、生理条件下で酸素還元反応の進行している状態で、プロトン（H+）の輸送
されている状態を観測する必要がある。X線構造解析は非常に有効な手段であり、構造化学的観
点から CcO に関して多くの詳細な研究がなされてきている。しかしこの手法では、測定を結晶状
態の試料で行う必要があり、またプロトンは（原則的には）観測されない。他方、緩衝溶液中で、
プロトンの動きを直接かつ実時間で観測できる手法としては赤外分光法がある。このため、CcO
の機構解明には最も適した手法と考えられるが、赤外分光法には水の持つ非常に強い吸収のた
め他の本来の試料由来の信号が隠されてしまい、水溶液中での測定は極めて困難であるという
欠点があった。このため、反応している実時間で緩衝溶液中（水溶液中）の測定の可能な赤外分
光システムの開発が求められている状況であった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は新規時間分解赤外分光システムを開発し、水溶液中での CcO 反応を時間分解測定
することに成功した。そこで２つの相補的な振動分光法である赤外分光新システムと時間分解
共鳴ラマン分光法を駆使して CcO の酸素還元反応の経時変化を調べ、それと共役したこの酵素
の機能であるプロトンポンプにおける蛋白質構造ダイナミクスの詳細を解明することを目的と
する。水溶液中の酵素反応を赤外分光法でも測定できるような反応観測用フローシステムを新
たに開発して、ナノ秒からミリ秒に至る CcO の酸素還元反応を実時間で観測することを目指す。
特にプロトン輸送経路上にあり、プロトンを輸送することのできるアミノ酸（グルタミン酸・ア
スパラギン酸）のプロトン化状態に注目して、そのダイナミクスの解明を行う。また、基質とし
ての配位子（酸素）の脱着を行い、電子状態変化を通して、酸素還元反応のエネルギーを転換す
る中心の役割を果たすヘムの構造ダイナミクスについても解明を進める。 
 
３．研究の方法 
CcO（分子量約 210kDa）はミトコンドリア内膜の呼吸鎖電子伝達系で電子伝達駆動性プロト

ンポンプとして機能する膜タンパク質で、エネルギー代謝に不可欠な役割を果たす。そのウシ

心筋由来のものについて分解能 1.8Åで立体構造が決定されている。（図１）CcO は２つの heme

（６配位の heme a と５配位の heme a3）と銅(CuB)を活性中心にもち、このうち heme a3が酸素

の水への還元を行い、heme a がこの還元反

応に共役してプロトンポンプを駆動してい

ると考えられている。プロトンポンプに関与

していると考えられる経路のうち H-

pathway と呼ばれる経路が最も重要である

ことが示唆されている。heme a はこの H-

pathway の途中にあり、その末端にはアスパ

ラギン酸残基（Asp51）がある。また、helix 

X と呼ばれる-helix は His を介して heme 

a, heme a3と直接結合している上に、鍵とな

る Asp51 はこの helix X 上にあり、この残基

のカルボキシル基の脱プロトン化過程が膜

間空間側へのプロトン放出であると類推されている。   図１ CcO の活性中心の構造 



したがって heme a3の酸素還元反応過程と H-pathway 上の helix X や水素結合性アミノ酸残
基の構造ダイナミクスがどう共役しているのかを明らかにすることが、プロトンポンプ機構の
解明の鍵となる。 
赤外分光法では水素結合に関連した結合やヘリックスの状態を詳細に検出できるため、プロト

ンポンプに関与する蛋白質部位のダイナミクスの検出には時間分解の赤外分光測定が重要であ
る。研究代表者は、高輝度赤外光源をもちいた新規赤外分光法の開拓を行って、目標としていた
性能を満たす新規の赤外分光装置を完成させ、この装置を用いて CcO の CO 光解離過程の時間分
解測定に成功した。そこで新規に開発したこの装置と既設の時間分解共鳴ラマン分光法を駆使
して実際の酸素還元反応を観測し、蛋白質プロトンポンプにおける蛋白質構造ダイナミクスの
詳細を解明することにした。これらの振動分光法はお互いに相補的であり、それぞれ、蛋白質部
分（赤外）と活性中心（ラマン）に関する情報をあたえるため、２つの振動分光法を併せて観測
することで「反応」と「プロトンポンプ」の共役という極めて複雑で巧妙な蛋白質機能が解明で
きる。 
まず赤外でも測定可能なフローシステムを開発する。酸素還元反応を観測するためには、COが

活性中心に結合した酵素を酸素雰囲気化の溶液に溶け込ませ、パルスレーザにより CO を光解離
させることで反応を開始させる。そのあと遅延時間を赤外レーザパルスにより酸素との反応過
程を追跡する。この反応を行うための、酸素肺システムとレーザと同期したフローシステムを低
温下で可能にする測定系を構築する。特に既に観測できることがわかっている Asp51 と helix X
に着目して、具体的な輸送経路やそれにともなう構造ダイナミクスについて明らかにする。 
 
４．研究成果 
この酸素還元反応とプロトンポンプに関して、その共役機構の詳細はいまだ明らかになってお

らずその解明が最重要課題である。この共役機構を解明するために時間分解の共鳴ラマン分光
法と赤外吸収分光法という振動分光法による酸素還元反応の追跡を行った。 
まず、ラマン分光法では酸素のモデルとして COを用い、その光解離過程を追跡することで還元

反応サイトの配位子脱着に伴う蛋白質のダイナミクスを調べた。その結果以下の点を明らかに
した。まずプロトンポンプ経路に直結したヘリックスに heme a3が配位した残基が緩和し、続い
て heme a3の位置がシフトすることが起こる。また、このシフトはプロトンポンプ経路の水素結
合状態によって影響され、プロトンが少ない状況（反応の後期過程に相当）では、シフトは小さ
くかつ遅く起こることがわかった。さらにかなり遅れて、heme a のヘリックスに相互作用する
部位が動くことも観測された。これらのことは、反応の基質である酸素が heme a3に配位するこ
とで、単に heme a3の構造を変化させることだけでなく、プロトンポンプに関連したタンパク質
部位にも影響を及ぼし、プロトンポンプを容易にかつ反応と共役できるように制御しているこ
とを示している。具体的には heme a3の位置のシフトは、プロピオン酸基で起こり、そのプロピ
オン酸基は輸送するプロトンを蓄積していると提唱されている Water pool と相互作用している
ため、heme a,a3の位置のシフトは、プロトンの蓄積状況を判断してダイナミクスを制御してい
ることが示唆された。プロトンポンプ経路に関して、特に出口サイトについて未だ多くの議論が
なされているが、H pathway での制御を議論する上で強い証拠となった。 
また赤外分光法では、酸素還元反応の観測を可能にするフローセルシステムが完成し、それを

用いた時間分解可視・赤外測定を行い、プロトン化したサイトを観察できる領域を測定すること
に初めて成功した。こうした反応過程を実時間の赤外吸収での測定が可能になった最初の例で
ある。この中でプロトン放出サイトなどのカルボキシル基のバンドが時間発展にともない、強度
変調と波数シフトすることが見いだされた。詳細な解析を行なった結果、反応過程で、(1)プロ
トン供給部位がまず構造変化し、(2)プロトン放出サイトでプロトンの逐次的脱着と(3)プロト
ンを貯蔵している Water pool での構造変化が反応と同期して起こることを見出した。それぞれ
の過程が、段階的に起こっておりかつ反応中心での電荷状態と共役して起こっていることも確
認できた。この成果は CcO において、緩衝溶液中生理条件下で反応を実時間でプロトンポンプ関
連残基を直接観測した世界初の例である。ここで特筆すべきは、H pathway の出口サイトに位置
している D51 の振る舞いである。ここでは逐次的脱着が観測されたのだが、それは P state と F 
state の中間でプロトン化が観測されていて、反応に置ける heme a から heme a3への電子移動
に共役しているのではないかというこれまでの仮説を実証し、プロトンポンプの現場を直接観
測できたことになった。 
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