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研究成果の概要（和文）：チトクロム酸化酵素の全脂質の構造が決定され、His503がプロトンポンプ

と酸素還元の共役部位であること、休止型酵素の酸素還元部位には過酸化物が結合していること、

Fea3
2+に結合しているO2

-が１段階３電子還元されること、水経路がプロトンポンプの逆流を効率よく防

ぐこと等が明らかになった。NADH-ユビキノン還元酵素とFoF1ATP合成酵素が二次元結晶化された

。水溶液中の蛋白質に適用できる超高感度赤外分光装置が開発された。

研究成果の概要（英文）：Complete structures of the intrinsic lipids in bovine cytochrome c oxidase 
were determined. His503 couples the proton-pumping process with O2 reduction process. Resting 
oxidized enzyme has a peroxide bridged in the O2 reduction site. The bound O2

- at Fea3
2+ is completely 

reduced by a non-consecutive three electron donation. The water-channel of the H-channel blocks the 
reverse proton leak to provide the highly effective energy coupling. Two dimensional crystals of 
NADH-ubiquinone reductase and F0F1ATPase were obtained. Highly sensitive infrared apparatus 
applicable for any protein system in aqueous solution was constructed.  
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１．研究開始当初の背景
（１） チトクロム酸化酵素（CcO）：それまで、８年
にわたる CcO 結晶化に最適の界面活性剤の、
有機合成による探索の結果、再現性に問題はあ
ったが、1.6Å分解能での構造解析が可能な X

線回折像を与える結晶が得られた。したがって、
水素原子レベルの X 線構造解析は困難ではあ
るが現実的な課題と考えられる状況であった。ま
た、プロトンポンプ経路と考えられる構造が発見
され、酵素反応中間体である P 型と F 型の 2.0
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～2.1Å分解能での構造解析が本格的に開始さ
れていた。最大の問題はP, F, O 等の中間体
を結晶中で単離することであった。
（２）NADH-ユビキノン還元酵素（Complex I）：当
研究計画開始より約 10 年前に微結晶を得てい
るが明瞭な X 線回折斑点を示さなかった。微結
晶が析出するような標品でも酵素活性を持つ酵
素は 10～20%程度しか含まれていないことが阻
害剤による酵素活性の滴定により明らかになっ
た。その後、精製条件を検討した結果、活性酵
素を 2/3 以上含む、安定な標品が得られてい
た。
（３）F1F0ATP 合成酵素（F1F0ATPase）：精製条件
を精密に検討し、これまでに知られている本酵
素の全てのサブユニットを含み不純タンパク質
がほとんど認められない標品の精製法が確立さ
れた。抗体結合型酵素の結晶化のため、数種の
モノクロナール抗体の調製が進められていた。
（４）赤外分光学的解析：可視分光測定に用いる
程度の濃度の酵素溶液のタンパク質部分の時
分割赤外分光のための装置が小倉尚志博士に
より設計され、当研究計画発足以前より5年間に
わたって試作がくり返されていた。しかし、その
後、この装置の改善の余地がさらに発見された。
一方、市販の FTIR 装置による静的赤外分光法
により測定された CcO の酸化還元差スペクトル
の強度は非常に低く、酸化還元反応に共役して
立体構造が変化するアミノ差残基は極めて少数
であることが示されていた。
２．研究の目的

ミトコンドリアエネルギー変換の全容を解明す
るためにはそれを駆動する最も重要な構成成分
であるチトクロム酸化酵素(CcO)と NADH―ユビ
キノン還元酵素(Complex I)と ATP 合成酵素
(F1FoATPase)との３複合体の反応機構を明らか
にしなければならない。そこで、本研究では、
CcO については、種々の酵素反応中間体を結
晶中で低温固定しＸ線結晶構造を 1.2 Å分解能
で水素原子の位置をも含めて決定するとともに、
プロトン輸送に伴うアミノ酸残基の立体構造変化
を含めた化学構造変化を、時分割高感度赤外
分光法により動的に追跡する。このとき、同位体
標識により、検討したいアミノ酸残基の赤外吸収
変化を他の変化と区別する。Ｘ線構造解析は、
他の方法では得られない立体構造情報をもたら
すが、本研究ではさらに反応に関与する官能基
や原子の化学反応性に関する、より精密な情報
と、反応に伴う実時間変化に関する情報とを獲
得するために時分割高感度赤外分光法により
反 応 経 過 を 解 析 す る 。 Complex I お よ び
F1FoATPase については、結晶化条件を確立し、
2.8 Å 分解能より高分解能で種々の酵素反応中
間体を低温固定しＸ線構造を決定する。一方、
酵素反応に伴う時分割赤外分光学的解析を行
う。このようにして、上述の CcO の研究のように
水素原子レベルのＸ線構造解析と同位体標識
酵素を用いた時分割赤外分光による高精度の

反応機構解析の足がかりとする。
３．研究の方法
（１）CcO（チトクロム酸化酵素）
①結晶化と X 線結晶構造解析
ウシ心筋 CcO の結晶化に適した界面活性

剤を有機合成によって探索することにより
結晶の品位の向上をはかる。結晶化条件は本
研究期間を通じて検討し,できる限り分解能
の向上を目指した。我々の研究対象であるウ
シ心筋 CcO 結晶の充填様式は、水素原子の位
置を決定するためには 1.4Å分解能以上の高
分解能が必要であることを示している。そこ
で 1.4Å分解能の構造解析が可能な X 線回折
強度データの収集、さらにはその精度の向上
をはかる。また種々の近似解析法を開発し水
素原子の位置決定を試みる。このようにして、
プロトンの輸送に伴う輸送経路のアミノ酸
側鎖の立体構造変化やプロトン化状態の変
化を直接Ｘ線構造中に検出することを目指
した。
この酵素の酵素反応中間体である P 型と F

型は結晶中で安定化することが容易でない
ことが明らかになり、それら結晶の調製法の
再検討と分解能の向上をはかった。これら中
間体のＸ線構造解析により、O2還元反応とプ
ロトン輸送のための立体構造変化との共役
の機構を解明することを目指す。さらに、完
全酸化型や完全還元型だけではなく、阻害剤
存在下で調製した、酸化状態の異る酸化還元
中心を持つ酵素の構造解析により、どの酸化
還元中心がどの立体構造変化を制御してい
るかを明らかにする。上記全ての中間体およ
び阻害剤結合型の 1.2Å分解能の構造解析を
目標とした。
なお、ウシ心筋 CcO の構造決定の一環とし

て脂質の構造解析や休止酸化型の酸素還元
中心の精密構造解析を異常分散効果の解析
も利用しつつ推進した。
②赤外分光学的機能解析
高感度時分割赤外分光装置により、ウシ心

筋CcOのO2還元反応に伴う赤外吸収スペクト
ルの時間変化を精密に解析し、どの酸化還元
中心がどの赤外吸収帯の変化を制御してい
るかを明らかにすることを計画していた。し
かし、高感度時分割赤外分光装置の性能向上
に集中する必要があり、計画変更をせざるを
得なかった。
（２）ComplexⅠ(NADH-ユビキノン還元酵素)
.有機合成による界面活性剤の探索により、結
晶化のために最も重要な、精製法の改良に重
点を置いた。さらに、活性酵素分子が現在 1/3
程度しか含まれていない標品が得られている
ので、微結晶化による純化も試みた。（ウシ心
筋チトクロムbc1複合体では変性酵素が50%以
上含まれているような標品から微結晶化によ
り変性酵素を除去することができる。）純度、
活性、安定性ともに、種々の機能研究に十分



な標品が得られているので、フラビンと鉄イ
オウ中心の共鳴ラマンスペクトルを解析した。
平行して２次元結晶化も試みた。
（３）F1F0ATPase(ATP 合成酵素)
ComplexⅠと同様に界面活性剤の探索により
精製法の改良に努力する。さらに、平成 16-17
年度はモノクロナール抗体結合型酵素の結
晶化に重点を置いた。また、有色の不純物の
ほとんど含まれていない高純度標品が得ら
れているので非共鳴ラマン分光法による構
造解析も推進した。さらに２次元結晶化条件
の探索も行なった。

４．研究成果
（１）CcO
①結晶化と X 線結晶構造解析

3 オキサトリデシルマンノシドで安定化したウシ
心筋チトクロム酸化酵素の、1.65Å分解能での
Ｘ線構造では酵素は単量体で存在していること
が認められた。しかしデシルマルトシドで安定化
した標品では２量体で存在していたので、ミトコ
ンドリア膜内では単量体と２量体の相互変換が
示唆される。

CcOのO2還元とプロトンポンプ機構解明のた
めに呼吸阻害剤結合のＸ線構造に及ぼす効果
を検討した。その結果、ＣＯは低温のときはCuB

1+

にside-on型で、常温ではend-on型でFea3
2+ に

結合し、NOはbent end-on型にFea3
2+に結合して

いること、Fea3
2+ に結合したCOもNOもCuB

1+から
2.5Å以上離れており、相互作用は非常に弱い
と考えられること、さらに、CuB

1+は３残基のHisと
平面３配位構造をとっていた。したがって、Fea3

2+

の配位子はCuB
1+とほとんど相互作用がないこと

を強く示唆している。これがFea3
2+-O2結合型の

安定性の構造的要因と考えられる。完全還元型
CN-結合型では、CN-は水分子を導入しCuBの
配位子の一つであるHis290がCuBから脱離し、
CN-と残りの２個のHisが新たな平面３配位構造
を形成した。一方O2はFea3

2+に結合したときスー
パーオキシドに近い電子状態になっていること
が赤外分光解析により明らかにされている。した
がって、O2結合型もCN-と同様に水分子を取り
込んで上述の構造を形成すると考えられる。こ
れらの結果はO2がFea3

2+に結合して１電子を受
容して形成されたスーパーオキシドにより水分子
が導入され１段階３電子還元の引き金になって
いることを示唆している。さらに、ＣＯやＮＯ結合
によりH-pathwayの下部にある水経路の上部の
容積が大幅に減少した。さらに、F型やP型やO
型でも同様であり、還元型以外のときは大幅に
減少し水の通過が実質的に遮断されていた。こ
の変化によりプロトンポンプの逆流を効率よく防
ぐことにより、エネルギー変換効率を高めること
に寄与していると考えられる。これらの成果は
CcOの反応機構の理解を飛躍的に高める歴史
的成果といえる。

ヘム A のビドロキシファルネシルエチル基の

水酸基の結合している炭素（ヘム A の持つ唯一
の不斉炭素）の絶対配置がチトクロム酸化酵素
のＸ線構造解析結果から決定された。

Zn2+と Cd2+のＸ線構造での結合様式と酵素活
性阻害様式を組織的に解析し、酸素還元のた
めの H+の輸送経路の一つである D 経路の
His503 が酵素の酸化還元に共役した H+の能動
的な取り込みを、プロトンポンプに共役して、促
進していることを明らかにした。膜間腔側に Zn2+

が結合しプロトンポンプを阻害することが報告さ
れているが、そのような効果を示唆する Zn2+結合
は認められなかった。

休止状態酸化型酵素の酸素還元中心には過
酸化物が架橋していることをＸ線構造解析法に
より非経験的に決定した。この過程で SPring-8
の強力Ｘ線による水和電子が金属中心を還元
すること、しかし、１００Ｋでは蛋白質の動きがほ
とんど抑えられるため、金属中心の還元に伴う
立体構造変化はほとんど起こらないことが明らか
になった。なお、休止状態酸化型酵素の酸素還
元中心には過酸化物が架橋していることは、塩
素イオンの異常分散効果が観測できなかったこ
と、共鳴ラマン分光法により O-O 伸縮振動が観
測されたことによっても確かめられた。

過酸化水素によって調製された酸素還元反
応中間体のＰ型とＦ型の混合物のＸ線構造が解
明され、酸素原子間距離は休止期のそれより明
らかに長く O-O 結合は切断されていた。

ウシ心筋 CcO の結晶化およびＸ線回折実験
条件の検討を当研究期間中継続し SPring-8 で
0.93Å分解能の回折斑点を検出した。さらに、
酸化型および還元型酵素について、1.4Å分解
能での構造解析が可能な X 線回折強度データ
の収集に成功した。水素原子位置決定を、方法
の開発を進めながら推進する一方、酸化還元に
伴う、非水素原子の位置変化を解析した。その
結果、Mg2+中心付近の水分子の位置に明らか
な変化が認められた。
②脂質の構造決定

CcO 固有のリン脂質の構造と組成は、結晶化
条件（精製条件）が確立していなかったため、未
解決であった。反応機構の解明のためには、全
ての構成成分の化学構造を決定する必要があ
る。我々は、結晶化標品から脂質を単離し、質
量分析法等によって、含まれている全ての脂質
（７種のリン脂質と７種のトリグリセリド）の構造を
決定した。次に、酸化型 1.8Å分解能の CcO の
電子密度に基づいて脂質の構造を同定し、１０
分子のリン脂質と３分子のトリグリセリドが含まれ
ていることを明らかにした。サブユニット III に強く
結合している３分子のリン脂質の脂肪酸の不飽
和結合の cis/trans 構造の区別が 1.8Å分解能
のＸ線構造で可能であった。それら３分子のリン
脂質は酸素輸送経路に配置されて、酸素輸送
を制御していることが DCCD 結合型酵素のＸ線
構造から明らかにされた。さらに、単量体/２量体
変換に伴う脂質結合位置の変化が検出された。



（２）ComplexⅠ
ペリシジン感受性酵素分子（変性していない

酵素分子）70%以上を含む標品の精製法を確立
した。この標品により Complex I はＦＭＮ，Ｑ１０，Ｚ
ｎ２＋を各１当量、無機イオウと鉄イオンを各３０当
量含むことを明らかにした。また、Optical
diffraction を示す２次元結晶が得られた。２次元
結晶は、負染色像の再考分解能（20Å）に到達
し、現在氷抱埋２次元結晶の電子顕微鏡観察
によって結晶化条件の最適化を推進している。
また、２次元結晶化条件の再現性がコール酸添
加により大きく向上した。

ＦＭＮと鉄イオウ中心の共鳴ラマンスペクトル
の検出に成功した。蛋白質の分子量が高いほど
ＦＭＮの共鳴ラマンスペクトルの測定は困難であ
る。したがって、Complex I はＦＭＮのラマンスペ
クトルの測定できた最大の蛋白質である。
（３）F1FoATPase

F1FoATPaseの全てのサブユニットを含み、可視

吸収を持つ不純物をほとんど含まない安定な標

品の精製法を確立した。そこで、非共鳴ラマンス

ペクトルの測定を推進しATP結合による芳香族ア

ミノ酸の環境変化を検出した。またOptical

diffractionを示す２次元結晶が得られた。この二

次元結晶の電子顕微鏡像は欠損のない酵素分子

が結晶化されたことを示している。これまでサ

ブユニットの欠損のない結晶は得られておらず

、この結果は極めて意義深い。

（４）超高感度時間分解赤外分光装置の開発
フロー法による赤外分光学的解析を目指して、

フェムト秒レーザーの白色性を利用した赤外光
源とＭＣＴマルチチャネル検出器で構成される
赤外分光装置の開発に努力した。その結果フロ
ーセルに必要な最短光路長(50 ﾐｸﾛﾝ)で高精度
の赤外分光測定が可能となった。
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