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研究成果の概要（和文）：　チトクロムc酸化酵素（CcO）は呼吸鎖末端酵素で、酸素の還元を担っている。酸素
還元反応の際に分子内を電子が伝達されるのに同期して、プロトンが能動輸送される。酵素反応サイクル中の中
間体及び中間体類似の構造を決定して、この酸素還元に伴う電子移動とプロトン能動輸送の同期の仕組みの解明
を目指している。
　酸素還元は６種の反応中間体、R, A, P, F, O, Eを経て段階的に進行する。これらの反応中間体のうちすでに
構造決定していたR以外のA、P、F、O、E中間体の構造を決定し、反応サイクル中の６中間体全ての構造を確定し
た。これらの構造に基づいてプロトン能動輸送機構を提案している。

研究成果の概要（英文）： Cytochrome c oxidase (CcO) reduces molecular oxygen (O2) to water, coupled 
with a proton pump. Electrons for the O2 reduction are transferred from cytochrome c in the positive
 side phase of the inner mitochondrial membrane to the O2 reduction site. The O2 reduction is 
performed via a catalytic cycle consisting of six stages, R, A, P, F, O and E. Four electrons are 
transferred from cytochrome c to CcO to reduce an O2 molecule. Each electron transfer to the O2 
reduction site coupled with one proton active transfer across the mitochondrial inner-membrane. We 
have determined bovine CcO structures in various states to elucidate the coupling mechanism of the 
O2 reduction and proton pumping. 
In the present study structure of R-state was re-refined to improve quality of its structure, and 
crystal structures of A-, P-, F-, O- and E-states of CcO were successfully determined at high 
resolution. These structures support a proton pumping mechanism via H-pathway that has been proposed
 by us. 

研究分野：生物物理学、蛋白質科学、蛋白質結晶学
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元　生体超分子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　チトクロムc酸化酵素（CcO）は呼吸鎖末端酵素で、酸素の還元とそれに同期したプロトンの能動輸送によって
エネルギーを生産している。我々は長年酸素還元・プロトン能動輸送の仕組みの解明のためにウシCcOの結晶構
造解析を行ってきた。
種々の反応中間体類似体等の構造解析を行い、酸素還元・プロトン能動輸送機構を提案している。この提案に対
して、細菌CcOの変異体の機能解析等による多くの反論が出た。それらの反論を逐次新たな構造解析によって克
服して、哺乳類に関する酸素還元・プロトン能動輸送機構としては我々の提案が認知されるようになってきた。
この度の反応中間体の構造も我々の提案を一層強く支持する結果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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)は呼吸によって得た酸素を還元してエネルギーを

獲得する蛋白質である。研究対象にしているウシの CcO は１３種のサブユニッ

トからなる大きな生体超分子であり、精緻な構造変化によって化学反応を精密

に制御する蛋白質の典型例である。我々は 1970 年代末より本酵素の構造研究を

おこなって来て、酸素還元反応に伴う構造変化によって、生体膜を横断するプロ

トン能動輸送を行う仕組みを提案している。一方、細菌の CcO の生化学的研究

によって我々の主張するプロトン能動輸送機構に対する反論が欧米の研究者に

よって展開されている。我々は、ウシ CcO の様々な状態の X 線結晶構造解析に

よって、少なくとも哺乳類酵素においては説の妥当性が認められるようになっ

てきた。反応中間体の更に精密な構造解析を行なって精緻な構造変化によって、

機能する分子機械として蛋白質の見事な姿を如実にする事が期待されている。 

 

２．研究の目的 

チトクロム c 酸化酵素(CcO)は呼吸鎖末端酵素で、酸素の還元とそれに同期し

たプロトンの能動輸送を担っている。本酵素は 反応過程で微細な構造変化によ

って反応を精密に制御する蛋白質の典型例である。反応サイクルの幾つかの中

間体の構造に基づいて、H-パスプロトンポンプ機構を提案している。更なる中間

体構造の精密構造解析を行い、反応機構の全容を解明するのが本研究の主題で

ある。CcO に限らず、反応中間体構造解析における最大の問題点は、複数の構造

が混ざり、それをいかに 分離して個々の構造を同定するかである。本研究では

構造の混ざりを解く方法を確立して中間体構造の全容を明らかにして、プロト

ンポンプ機構を完結させる。 この研究は、精巧な機構で働く蛋白質の典型とし

ての CcO のプロトンポンプ機構の解明にとどまらず、蛋白質機能解明のための

精密な結晶構造解析法を開拓するということでも意義深い研究である。  

 

３．研究の方法 

本酵素の酸素還元中心はヘム a3 と CuB で構成されている。酸素還元は 6種の

反応中間体、R, A, P, F, O, E を経て段階的に進行する。これまでに Rや A中

間体類似物の他、反応サイクルにはない休止酸化型などの構造を決定している。

プロトンポンプ機構の全容を解明するためには、全ての中間体の構造が求めら

れる。本研究では、既に決定している構造をさらに精密に決定し、新たに P, F, 

O などの中間体の構造を決める。CcO に限らず反応サイクルの中間体の構造決定

では、結晶中で互いに構造が少し違っている複数の中間体の構造が混ざる。この

混ざりの中から、如何にしてそれぞれの正確な構造を決定するかが大きな問題

になる。これを克服する解析法を確立して、各種中間体の構造解析を行う。 具

体的には以下の結晶構造解析を行い、反応機構の解明を行う。 (１)還元型結晶

の 1.60 オングストローム分解能での混ざりを解いた構造解析、(２)P 及び F 中

間体結晶の 1 .70 オングストローム分解能での混ざりを解いた構造解析、(3)O

及び E中間体結晶の 1.8オングストローム分解能での混ざりを解いた構造解析、



(4)A 中間体の結晶構造。  

 

４．研究成果 

 酸素還元は６種の反応中間体、R, A, P, F, O, Eを経て段階的に進行する。

プロトン能動輸送経路は水チャネルとそれに続く水素結合ネットワークとプロ

トンプールで構成されている。我々は、R状態で水チャネルが開いて４プロト

ンがマトリックス側からプロトンプールに蓄積されると主張している。P以降

の過程で電子がCuA、heme aをへてheme a3に供給される度に１プロトンずつプ

ロトンプールから水素結合ネットワークを介して膜間腔側に輸送される。R状

態（還元型）でのみヘリックスXの構造が水チャネルを開いた状態にする。P,F

中間体の構造決定を完了し、これらの中間体の活性中心の構造とこれまで見過

ごされていた多型構造を精密に決定し、専門誌に報告した。このことによって

P,F中間体の構造結晶学的に確定できた。無損傷休止酸化型結晶でも再精密化

を行って、活性中心の構造を確定することができた。更に、O中間体用に調製

した結晶試料を解析したところ、調製法によって結晶中に少量のA中間体を含

む還元型結晶、O中間体と休止酸化型を含む結晶、E中間体と休止酸化型を含む

結晶が存在することが判明し、A中間体、O中間体、E中間体の構造を決定し

た。完全還元型結晶の再精密化を行い、プロトンポンプにとって重要な役割を

果たすヘリックスXに多型構造を同定した。これらを合わせて、専門誌に掲載

された。これら中間体の構造に基づいてプロトン能動輸送機構の全容を概観す

る事ができるようになった。更に現在、各中間体において分子内を電子が移動

する際に起こる微細な構造変化を明らかにして機能解明の深化に取組んでい

る。 
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