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研究成果の概要（和文）：我々が開発した HeLa 細胞を宿主とするウシ・ヒト雑種酵素発現系を利用し

て、ウシ心筋チトクロム酸化酵素で提案されている H+輸送経路の一つ D-pathway の変異体解析を行

った。細菌酵素のこれに対応した経路の変異体解析が支持する H+能動輸送機能は否定された。振動

分光法を用いた H+輸送機構の研究に必須である部位特異的同位体標識のために無細胞系によるタ

ンパク質発現を試みた。大腸菌を利用してサブユニット数が少ない細菌酵素の機能発現系は確立し

た。 

研究成果の概要（英文）：Function of a putative proton transfer pathway, D-pathway of bovine heart 
cytochrome c oxidase (CcO) was analyzed by site-directed mutagenesis employing HeLa cell 
expression system we have developed to produce bovine/human hybrid CcO. Corresponding bacterial 
pathway has been proposed to convey pumping and water-forming protons, which is supported by 
mutagenesis. Our analyses did not support the proton pumping function. Study on proton transfer 
mechanism of proteins by vibrational spectroscopy requires site-specific isotope labeling of proteins, 
which can be achieved by cell-free protein synthesis. We have successfully developed a E. coli cell free 
system to produce normal bacterial CcO . 
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１．研究開始当初の背景 
（１）チトクロム c酸化酵素は、細胞呼吸系の末端
酸化酵素であり、ミトコンドリア（mt）内膜（細菌で
は細胞膜）を貫通するタンパク質複合体である。
膜の正電荷側に局在したチトクロム c（Cyt c）
から電子を受容し、分子状酸素を還元するととも

に、膜の負電荷側から H+を得て水を形成する。
この反応に共役して、膜の負電荷側から正電荷
側へ H+を能動輸送（ポンプ）する。以上の反応
によって生じる電気化学的 H+濃度勾配が ATP
合成を駆動する。ウシ心筋および細菌酵素の X
線結晶構造解析により両者の間で相同な3つの
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H+輸送経路（D-、K-、H-pathway）が示唆されて
いる。 
D-と K-pathway は、膜負電荷側と酸素還元

部位とを連結するため、両経路は水形成用 H+

輸送経路であると示唆され、細菌酵素の変異体
解析により支持されている。水形成用に４等量の
H+が必要であるが、二つの経路により、２等量ず
つ（あるいは１と３等量）輸送されることが示され
ている。またD-pathwayは、ポンプ用H+をも輸送
すると提案され、変異体解析が支持している
（1-3）。この経路に対応する経路がウシ酵素に
もあり、構造が酷似しているのみならず、機能に
重要なアミノ酸残基が保存されている。したがっ
て、ウシ酵素のD-pathway も同じ機能をもつと推
測されている。一方、我々は、ウシ酵素のX線構
造と変異体解析により、D-pathway と異なる経路
が H+ポンプ経路であると提案している（4, 5）。し
かし、この経路のポンプ部位アミノ酸残基
（Asp51）は、動物にはよく保存されているものの、
細菌、植物、下等真核生物には保存されていな
いため、D-pathway 説がこの分野で支持されて
いる。 
 
（２）H+輸送機構の研究には、変異体解析が

有効である。加えて、経路を構成するアミノ酸残
基側鎖に於ける H+の脱着を示すことは直接的
証拠を与える。赤外分光法が適しているものの、
タンパク質内に目的のアミノ酸と同じアミノ酸が
数多く含まれる。したがって、同位体シフトにより
識別する必要がある。部位特異的同位体標識
は、無細胞系タンパク質合成によって可能であ
る。膜タンパク質複合体であり、また４つの酸化
還元中心をもつ本酵素の無細胞系での機能発
現は極めて困難な作業と考えられるものの、これ
まで数年に渡って、ウシと細菌の酵素を無細胞
系で機能発現させる努力を続けていた。サブユ
ニット構成が比較的単純な細菌酵素は、大腸菌
の無細胞系を用いて、機能をもつ酵素の合成に
成功しているもの機能化効率が極めて低い。 
 
２．研究の目的 
細菌酵素の D-pathway は H+ポンプ経路であ

ると提案され、構造上の類似性から対応するウ
シ酵素の経路も同じ機能を持つと推測され、
我々の提案と対立している。しかし、ウシ酵素で
は、その機能はまだ検討されていない。本研究
では、我々が開発した HeLa 細胞を用いたウシ・
ヒト雑種酵素発現系を用い、変異体解析によっ
て、その機能を検討することを目的にした。また
提案されているH+輸送経路の検証には、経路を
構成するアミノ酸残基における H+の脱着を赤外
分光法で実証することが重要である。しかし、同
種のアミノ酸を数多くもつタンパク質では、特定
のアミノ酸側鎖官能基由来のシグナルの帰属に
は、部位特異的同位体標識が必須である。この
標識は無細胞系でのタンパク質合成によって可
能であるため、ウシまたは細菌酵素の無細胞発

現系を構築することを目的とする。 
３．研究の方法 
 本研究では、ウシ心筋チトクロム c酸化酵
素の D-pathway の機能を検証するため、4 種
の変異体(Asn98Asp、Asn163Asp、Glu242Gln、
Asp91Asn)を作成し、変異が機能に及ぼす効
果を検討した。後者の二つの部位は経路の入
り口と出口に対応し、細菌酵素で同様な変異
が酸素還元活性を失わせることが知られて
いる。一方、前者二カ所の部位と変異とは、
対応する細菌酵素で、高い酸素還元活性を保
持したまま、H+ポンプ活性を失わせる特異な
変異である。これら部位での結果が唯一細菌
酵素での D-pathway ポンプ説を支持している。 
 
(1)変異遺伝子の調製と発現ベクターの HeLa
細胞への導入 
ウシ酵素は 13 個のサブユニットから構成

される。D-pathway は mtDNA にコードされる
サブユニット I（Sub I）が担っている。変異
を導入したウシ Sub I 遺伝子を、強力なプロ
モーター（CMV プロモーター）の支配下に置
き、既に報告している方法によって、発現ベ
クターを構築し、発現ベクターを安定に保持
する細胞株を樹立した（1, 2）。細胞質で合
成された Sub I は、N 端に融合させた mt 標的
シグナル配列により mt 内膜に輸送され、そ
こでヒトの他のサブユニットと集合し機能
化する（1, 2）。この細胞には、内在性のヒ
ト酵素が共存するものの、雑種酵素を優勢に
発現する。 
 
(2)内在性ヒト酵素とウシ・ヒト雑種酵素   
ヒト Sub I に特異的な抗体を用いたイムノ

ブロット法を用い、ヒト酵素を定量すること
により雑種酵素量を見積もった。培養細胞か
ら mt 標品を調製し、本酵素に特有の可視吸
収スペクトルの吸光度によりチトクロム酸
化酵素量を決定した。一定量の酵素標品を
SDS-PAGE し、イムノブロット法によりヒト
Sub I 量を定量した。高い定量性が必要な実
験では n=4 の測定を行い偏差は 15 %以下であ
った。 
 
(3)活性測定   
本発現系ではウシ・ヒト雑種酵素が優勢に

発現するため変異体酵素を単離しないで雑
種酵素の機能を評価できる。変異体発現株を
培養後、細胞から mt 画分を調製した。低張
液で処理により mt の外膜が破壊されたミト
プラストを調製し、反応液に添加した還元型
Cyt c 酸化活性と H+ポンプ活性を測定した。
高い定量性が必要な実験では n=7-11 の測定
を行い偏差は５ %以下であった。 
①Cyt c酸化活性 
自 記 分 光 装 置 （ パ ー キ ン エ ル マ ー

Lambda18）を用い、還元型 Cyt cの酸化反応



を、550 nm の吸光度変化で測定した。 

②H+ポンプ活性 

還元型 Cyt cの酸化反応と共役した、膜内

側から外側（反応液中）への H+の放出によっ

て起こる pH 変化を、pH 電極で測定した。反

応液中に添加した H+当量と pH変化の関係は、

標準の HCl を利用して決定した。 

 

(4)変異の確認 

必要があれば樹立した細胞での発現ベク

ター上の Sub I 遺伝子の塩基配列と全ヒトサ

ブユニット遺伝子の塩基配列を決定した。ゲ

ノム DNA を抽出し、目的の DNA 領域を PCR に

より増幅後、塩基配列を決定した。また、イ

ントロン領域を含み、目的遺伝子領域が長鎖

におよぶものについては、mRNA の抽出後、

RT-PCR により cDNA を調製し、目的の領域を

PCR により増幅後、塩基配列を決定した。こ

れにより、導入した変異遺伝子の保持、およ

び、新たな変異の有無を確認した。 

 

(5)大腸菌の無細胞系での細菌チトクロム酸

化酵素の合成 

Paracoccus denitrificansのチトクロム酸

化酵素の３つの遺伝子発現ベクターを構築

し、大腸菌の無細胞タンパク質合成系を用い

て合成した。合成系は市販のものを用いた。

但し、ロットによって目的の遺伝子の発現効

率が異なるため、発現効率の高いものを選ん

で使用した。詳細は報告した論文（7）に記

載されているため省くが、膜タンパク質を発

現する場合、必要な膜系として、多くの系を

試した結果、大腸菌の細胞が部分的に破壊さ

れているものの、膜の内側と外側のトポロジ

ーが生細胞と同じ方向に保持されているも

のが機能化に最も優れていることがわかっ

たためこれを用いた。これは低圧で大腸菌を

フレンチプレス処理して調製した。 

 
４．研究成果 
(1)Asn98Asp、Asn163Asp 変異体解析結果 
①イムノブロット解析 
Asn98Asp、Asn163Asp 変異体発現ベクター

を導入した株において、雑種酵素が優勢に発
現しているか否かを、イムノブロット法によ
り検討した(図 1a、b)。両変異体発現標品と
もに WT に比べバンドの黒化度が低下してい
た。WT および変異体試料の酵素濃度を一定に
して SDS-PAGE を行った。したがって、ヒト
Sub I が顕著に減少し、ウシ Sub I が優勢に
発現していることを示す。 
②活性測定 
雑種酵素が優勢に発現した株を用いてチ

トクロム c（Cyt c）酸化活性および H+ポンプ

活性測定を行った(図 2)。両変異体は、WT と 
同様に速やかに還元型 Cyt c を酸化した(図
2a、b、c)。また H+ポンプ活性測定では、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
還元型 Cyt c添加後、反応液が酸性化した(図
2d、e、f)。これは、膜内側から外側への H+

の放出を示す。H+イオノフォアの FCCP を添加
すると、H+の放出は認められなかった。これ
は、健全なミトコンドリア（mt）内膜に存在
する本酵素により、H+が放出されたことを示
す。両変異体においても、H+が膜内側から外
側へ放出された。したがって、両変異は、Cyt 
c 酸化活性にも、H+ポンプ活性にも影響を与
えなかった。 
 

 
③変異の確認 
 変異(Asn98Asp、Asn163Asp)は、酵素活性
に影響を与えなかった。この結果は、細菌酵
素の変異体解析結果とは異なる。細胞内で起
こる可能性がある機能復帰突然変異を検討
した。本細胞の発現ベクター内のウシ Sub I
および、チトクロム酸化酵素の全サブユニッ
ト遺伝子の塩基配列を決定した。その結果、
Sub I に導入した変異は保持され、それ以外

WT Asn98Asp  (a) 

WT Asn163As

p  

(b) 

図１.変異体 Asn98Asp、Asn163Asp
株細胞 mt 画分のブロット解析  

図 2. 変異体 Asn98Asp、Asn163Asp
発現標品の活性測定 (a)、(b)、(c)チ
トクロム c 酸化活性。(d)、(e)、(f)H+

ポンプ活性。 



の変異は認められなかった。したがって、こ
れらの変異は酵素機能に影響を与えないこ
とを示す。 
 
(2)Glu242Gln 解析結果 
①培養条件の検討 
 Glu242Gln 変異体は、通常の培養条件では
細胞死が起こり、また生育が遅いため、種々
測定に必要な量の細胞を得ることが困難で
あった。細菌酵素では、この変異は、酸素還
元活性を消失させるため、mt のエネルギー産
生能が低下することが予想される。そこで、
mtDNA 欠損株を培養する際に用いる培地に変
更した（培地組成；DMEM-high glucose, 10% 
fetal bovine serum, 200μg/mL G418, 1% 
penicillin-streptomycin, 1mM sodium 
pyruvate, 50μg/mL uridine）。さらに、プ
レートに蒔く細胞数を多くした結果、測定に
必要な量の細胞を得ることができた。 
 
②イムノブロット解析 
 Glu242Gln変異体株細胞のmt画分を調製し、
雑種酵素の発現の有無をイムノブロット解
析によって確認した(図 3)。その結果より、
内在性のヒト酵素が 60%、雑種酵素が 40%発
現していた。 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
③活性測定 
得られた変異体発現株を用いて、Cyt c 酸

化活性および H+ポンプ活性を測定した(図 4)。
変異体を含む mt 標品は、WT を含む標品に比
べ Cyt c 酸化活性が 40%低下した。また、H+

ポンプ活性も WT に比べ 40%低下した。 
 この変異体株では、内在性のヒト酵素が 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

60%、雑種酵素が 40%発現していた。40%の活
性の低下は、雑種酵素によると考えられる。
したがって、変異 Glu242Gln は酵素活性を消
失させた。 
 
(3)Asp91Asn 変異体解析 
①培養条件の検討 
Asp91Asn 変異体発現細胞も細胞死が顕著

であった。mtDNA 欠損株用培地を用いた。し
かし、細胞死を抑制することはできなかった。
そこで、この培地に活性酸素除去剤である
N-acetyl-L-cysteine(NAC)を終濃度 1mM とな
るように添加した。その結果、細胞死が抑制
された。また、NAC 添加培地で培養した細胞
を、NAC 添加および無添加の培地へ同じ細胞
数継代した。その後、3-4 日毎に新しい培地
へ等体積の細胞懸濁液を継代した。その結果、
NAC 無添加培地では細胞数が減少した(図 5、
培養開始 26 日後に撮影)。Asp91Asn 変異体株
では、チトクロム c酸化酵素の酸素還元活性
が低下した結果、呼吸鎖から活性酸素が発生
し細胞死を誘導することが示唆された。 

 
②イムノブロット解析 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 変異体 Glu242Gln 発現細胞
の活性測定 (a)、(b) チトクロム c
酸化活性。(c)、(d)H+ポンプ活性。 

図 5. Asp91Asn 変異体株培養への 
NAC の効果 

(a) NAC 無添加       (b) NAC 添加 

WT 

 
Asp91Asn 

 

図 6.変異体 Asp91Asn 株細胞 mt
画分のイムノブロット解析 

図 7.変異体 Asp91Asn 株細胞 mt 画
分の活性測定 (a)、(b) Cyt c 酸化
活性。(c)、(d)H+ポンプ活性。 

WT Glu242Gl

n 

図 3. 変異体 Glu242Gln 株細胞
mt 画分のイムノブロット解析 



Asp91Asn 変異体株において、雑種酵素の発現
の有無をイムノブロットで確認した（図 6）。
その結果より、内在性のヒト酵素が 60%、雑
種酵素が 40%発現した株であった。 

③活性測定 

この変異体株を用いて、Cyt c 酸化活性お
よび H+ポンプ活性測定を行った(図 7)。その
結果、両活性とも野生型発現細胞の活性から
40%低下した。この株の雑種酵素の発現量は
40%であるため、この活性の低下は雑種酵素
が酵素活性を消失したことによるものであ
る。 
 
 (4) ウシ D-pathway の変異体解析の結論 
変異 Asn98Asp、Asn163Asp は、ウシ酵素の

活性に影響を与えなかった。これは、
D-pathway がポンプ用 H+を輸送しないこと示
唆する。また、この結果は、細菌酵素の変異
体解析結果とは異なる。一方、Asp91Asn、
Glu242Gln 変異は、酸素還元活性を消失させ
た。これは、本経路が水形成用 H+を輸送する
ことを支持する。以上の結果より、ウシ酵素
D-pathway は、水形成用 H+は輸送するが、ポ
ンプ用 H+は輸送しないことが示唆される。ウ
シと細菌酵素の間で、構造が酷似し、しかも
機能に重要なアミノ酸残基は保存されてい
るにもかかわらず、機能が異なることがわか
った。 
 
(5)無細胞系での機能発現 
Paracoccus denitrificansのチトクロム酸

化酵素の３つのサブユニット（Sub I-III）
の遺伝子を市販の pUC ベクターのクローニン
グ部位に挿入して発現ベクターを構築した。
１２回膜貫通型の Sub I の発現量は少なかっ
たが、細菌の P450cam 遺伝子の 5’UTR を 5’
側に挿入した結果、顕著に発現量が増加した。
３つのサブユニットの発現量がほぼ一定に
なるようにベクター量を調節し、大腸菌の細
胞膜に機能発現させることに成功した。膜画
分から可溶化し精製した結果、吸収スペクト
ルと Cyt c酸化活性が正常な標品を得ること
ができた。詳細は、報告した論文（7）を参
照していただきたい。 
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