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研究成果の概要（和文）：タンパク質のプロトンポンプ機構を解明するために、生理条件下（室

温・水溶液中）のタンパク質に適用可能な超高感度ナノ秒時間分解赤外分光装置を開発した。

本装置はウシ心筋チトクロム c 酸化酵素に応用され、このタンパク質の持つ水チャネルの動的

ゲーティング機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：A new highly-sensitive IR spectrometer that can measure nanosecond 
time-resolved IR spectra of proteins under physiological conditions has been developed to study the 
proton-pumping mechanisms of proteins. The spectrometer has been applied to bovine cytochrome c
oxidase. The dynamic regulation mechanism of water channel gate of this protein is elucidated.  
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１．研究開始当初の背景
タンパク質のプロトンポンプ機構を解明

するためには、X 線結晶構造解析では通常決
定できない水素原子の位置を高精度で決定
し、プロトン移動や水素結合ネットワークの
変化を実験で捕らえることが必要となる。ア
ミノ酸残基のプロトン化や水素結合の生
成・消滅を部位特異的に検出できる強力な手
法に赤外分光法がある。しかし、タンパク質
の赤外分光は、水の強い赤外吸収が問題とな

るため極めて困難であり、これまで非常に限
られた系にしか応用されてこなかった。

２．研究の目的
本研究の目的は、生理条件下（室温・水溶

液中）のタンパク質に適用可能な超高感度の
時間分解赤外分光装置を新規開発し、タンパ
ク質のプロトンポンプ機構を解明すること
である。
装置の第一の応用として、チトクロム c 酸



化酵素のプロトンポンプ機構を解明する。チ
トクロム c 酸化酵素は、われわれが呼吸で取
り入れた酸素を水にまで還元すると共に、そ
の反応で得られる自由エネルギーを用いて、
プロトンをポンプする。1920 年代に発見され
て以来、生体エネルギー分野で常に挑戦的な
研究課題であり続けてきたタンパク質であ
る。 

３．研究の方法
光源にフェムト秒赤外レーザー光を使用

した。フェムト秒パルス光は、従来の光源（黒
体輻射光源）とは桁違いの輝度を持っており、
水の赤外吸収に負けない赤外光透過を実現
する。検出器には、マルチチャンネル MCT
検出器を用いた。これにより、多波長同時測
定が可能となった。

４．研究成果
装置を完成させ、室温・水溶液中のチトク

ロム酸化酵素の CO 光解離にともなうタンパ
ク質の構造変化を観測した。光路長 50 µm の
回転セルで実験し（これまでの常識を覆した
光路長）、COOH 基の赤外吸収信号のわずか
0.01 %の変化を高精度検出することに成功し
た。しかもスペクトルの測定時間はわずか１
分であった（これまでの装置では何時間もか
かる）。
またタンパク骨格由来の信号（Amide I）の

解析から、チトクロム酸化酵素の水チャネル
の開閉が、活性中心の一つである CuB でのリ
ガンド脱着と同期して起こることが明らか
となった。

次の課題は、フローセルを用いて、酸素還
元反応と共役したプロトンポンプを観測す
ることである。
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