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研究成果の概要（和文）：ウシチトクロム酸化酵素(CcO)の水素原子レベルのＸ線構造によりプ

ロトン（Ｈ＋）ポンプ経路（Ｈ経路）の４Ｈ＋受容機構、時分割赤外分光解析により O2還元中心

のＨ経路開閉制御機構が解明された。NADH-ユビキノン還元酵素の活性酸素生成防御機構が振動

分光学的に解明され、F型 ATP 合成酵素の２次元結晶化条件はほぼ確立された。CcO 膜貫通領域

の立体構造変化のチトクロム cによる誘起が両者複合体の２次元結晶化条件により示唆された。 

研究成果の概要（英文）：X-ray structure of bovine heart cytochrome oxidase at the hydrogen 
atom level showed that the proton-pumping pathway (H-pathway) can accept 4 protons, while 
the time-resolved infrared analysis showed that the open/closed transition of H-pathway 
is controlled by the O2 reduction site. The mechanism of suppression of reactive oxygen 
production by NADH-ubiquinone reductase has been proposed vibrational spectroscopically. 
The 2D crystallization conditions for FoF1ATP synthase has been essentially established. 
The induction of conformationl changes in the transmembrane region of CcO by cytocrome 
c was discovered during the 2D crystallization of the complex of the two proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

生命現象はタンパク質の駆動する化学反応と
見ることができる。タンパク質の機能（どのように
化学反応を駆動するか？）は機能中心を構成す
る原子の空間配置と電子状態（化学反応性）の
化学反応の進行に伴う変化を追跡することによ
って（原子の挙動として捉えることによって）解明
することができる。原子配置は結晶構造解析、

電子状態は分光学（アミノ酸残基の電子状態の
解析には赤外分光学が必須）的解析により決定
することができる。しかし、水溶中のタンパク質に
適用できる赤外分光装置が開発されていなかっ
たため、「原子レベルの機能解明」は研究開始
当初までは不可能であった。 
ミトコンドリア呼吸系は巨大な 4 種の膜タンパ

ク質複合体酵素により駆動されており、それぞれ
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は全く異なる反応によって駆動されるプロトンポ
ンプである。したがって、ミトコンドリア呼吸機構
解明（生命科学の最重要研究課題の一つであ
る。）にはこれら全ての酵素の機能解明が必要
である。さらにミトコンドリア内膜には極めて高濃
度にタンパク質が集積され、種々の相互作用の
存在が推定されているため、上述の 4 種の酵素
間の相互作用を原子レベルで解明することも必
要である。「原子レベルの機能解明」のためには、
水素原子レベルの結晶構造解析が不可欠であ
る。しかし、これら 4 種の酵素は巨大で複雑な組
成と構造の膜タンパク質複合体であり、精製結
晶化が極めて困難であるため、NADH‐ユビキノ
ン還元酵素と FoF1ATPase については、サブユ
ニットの欠損のない酵素の立体構造さえも決定
されていなかった。応募者は申請時直前に、サ
ブユニットの欠損のない FoF1ATPase と NADH‐
ユビキノン還元酵素との２次元結晶化に成功し、
チトクロム酸化酵素の水素原子レベルの構造解
析が可能な分解能に近い X 線回折強度データ
を得ていた。一方、種々の酸化還元・配位子結
合状態の 1.8Å分解能のＸ線構造からチトクロム
酸化酵素の反応機構に関する種々の新知見を
得ていた。さらに、水溶系に適用できる超高分
解能赤外分光装置が開発されたこと等によって、
ミトコンドリア呼吸系全体のエネルギー変換機構
の原子レベルの解明を現実的な研究課題と認
識するに至った。 
２．研究の目的 

ミトコンドリア呼吸機構を解明するためには、
呼吸系を駆動する４種のプロトンポンプ酵素の
機能と酵素間の相互作用とを、それらに関与す
る原子の配置を結晶構造解析法、化学反応性
を振動分光法によって決定し、原子の挙動とし
て（原子レベルで）捉えることが必須である。
我々はチトクロム酸化酵素の 1.4 Å分解能の X
線構造を決定し NADH-ユビキノン還元酵素と
F0F1ATPase の２次元結晶化に成功していた。本
研究ではチトクロム酸化酵素の機能を水素原子
レベル（0.8Å以上）の構造解析と、独自に開発
された水溶液中のタンパク質にも適用できる超
高感度装置による赤外分光解析とにより原子レ
ベルで解明し、他の２酵素の結晶構造を 2.8Å
分解能で決定する。さらに、これら酵素を共結晶
化し結晶構造解析により相互作用機構を解明
する。こうしてミトコンドリア呼吸機構の全容の解
明のための重要な足がかりを作る。 
３．研究の方法 

チトクロム酸化酵素：結晶中で種々の反応中
間体を低温捕捉し、水素原子レベル(0.8A 分
解能以上)で X 線構造を決定する。（これによ
り、プロトンポンプ経路が同定できるであろ
う。）一方、超高感度時間分解赤外分光装置
により、O2還元反応に伴う赤外吸収変化を追
跡する。このとき、機能中心のアミノ酸を部
位特異的に同位体標識し、X 線構造と関連付
ける。得られた実験結果から理論解析により

原子レベルのプロトンポンプ機構を導く。
NADH-ユビキノン還元酵素と F0F1ATPase:２
次元及び３次元結晶化条件を最適化し、電子線
および X 線構造解析により 2.8A 分解能で立体
構造を決定し、アミノ酸側鎖の配向まで決定す
るとともに水素原子レベルの構造解析の足がか
りとする。これらの結果に基づいて反応機構を理
論的に予測する。相互作用解析：上記３種の酵
素間およびチトクロム酸化酵素―チトクロム c 間
の共結晶化条件を確立し、相互作用機構を立
体構造に基づいて解明する。 
４．研究成果 
（１）チトクロム酸化酵素 
 チトクロム酸化酵素の酸素還元反応中間
体である P 型、F 型、O 型の結晶の調製法に
ついて種々検討し、休止型及び還元型との酸
素還元中心の構造比較を行なった。どの中間
体の酸素還元中心にも２当量の酸素原子が
認められた。しかし、原子間距離は水素結合
距離より短かったが休止型の過酸化物の酸
素原子間距離より明らかに長かった。これは
P 型、F 型は休止型酵素結晶を過酸化水素で
処理することによって調製されているため、
休止型が残存しているためであると考えら
れる。チトクロム酸化酵素反応中間体である
P 型、F 型、O 型の構造を決定するために、
混在する休止型の寄与を差し引く方法を組
織的に検討した。その結果、これまで分光学
的知見の全く得られていなかった CuBの配位
構造を実験的に決定することに成功した。ま
た、反応の進行に伴い CuB-Fea3 間の距離が明
確に変化することが認められた。この結果は
本酵素の機能が酸素還元中心によって精密
に制御されていることを示唆している。 

 ウシ心筋チトクロム酸化酵素の 1.4 Å 分解
能のX線構造解析が可能なX線回折強度デー
タの精度を大幅に高めることに成功し、非水
素原子の構造解析を行なった。その結果、酸
化還元にともなって、酸素還元中心に含まれ
るヘム a3 平面が併進すること、CuB に配位し
ている３個のイミダゾール基のうちの１個
が明らかに移動することが明らかになった。
これらの変化は分子状酸素を活性酸素種を
遊離させずに還元するために CuBの機能が精
妙に制御されていることを示している。さら
に、ウシ心筋チトクロム酸化酵素結晶の X 線
回折実験のため結晶の不凍剤浸漬条件を温
度因子とモザイシテイーを指標として組織
的に検討し、1.25 Å 分解能の構造解析が可能
な回折強度データの収集に成功した。ウシ心
筋チトクロム酸化酵素のX線回折実験条件の
さらに詳細な検討により、X 線構造の分解能
を酸化型 /還元型それぞれ 1.8/1.9Åから
1.5/1.6Åに向上させることに成功した。その
結果 Mg2+部位の配位構造と CuAとヘム a と
の間の電子伝達経路に酸化還元に伴う立体
構造変化が検出された。さらに、Mg2+部位を



中心として、21 個の水分子で構成されている
水クラスターが分子表面とも酸素還元中心
とも隔離されておりプロトンの出入りは生
理的時間内には無視できること、４当量のプ
ロトン受容官能基がクラスター壁面に配置
されていることが示された。また短い水素結
合ネットワークがこの水クラスターと本酵
素のプロトンポンプ経路（H 経路）とを連結
していた。これらの結果はこの水クラスター
がポンプ用プロトン 4当量を効率よく取り込
み、一時保管する機能を持つことを示してい
る。 

また本研究により長年の懸案であった混
合原子価 CN結合型結晶の調製法が確立され、
X 線回折実験を行い、現在構造解析が進めら
れている。High-frequency ENDOR 解析のため
に設計試作したクライオループに結晶を凍
結し米国アルバートアインシュタイン医科
大学に空輸し予備実験を行った。その結果、
この方法は、X 線構造解析による決定が困難
な遷移金属近傍の水素原子の構造解析に極
めて有望であることが明らかになった。 

またこれも長年の懸案であった水溶液中で

の赤外分光解析装置の開発が完了し、時間分

解赤外分光法によるポンプープローブ法の測

定条件が確立し、回転セルを利用したCO光解

離後の赤外吸収スペクトルの時間変化の測定

条件の確立に成功した。その結果酸素還元部

位とプロトンポンプ経路との間を連結する

構造が発見され、それがポンプのためのプ

ロトンの取り込みとポンププロトンの逆流

防止を実現していることを明らかにするこ

とができた。これは時分割赤外分光法のタ

ンパク質への応用の最初の例として注目さ

れている。またフローセルの開発もほぼ完了

した。 

哺乳動物細胞を用いたウシ心筋チトクロム

酸化酵素のD経路の部位特異的変異解析によ

り、細菌酵素ではプロトンポンプは阻害され

るが酸素還元は阻害されないＤ経路のアミノ

酸残基の変異はウシ酵素の機能に全く影響が

ないことが明らかになった。この結果はウシ

酵素と細菌酵素とのD経路の構造は酷似して

いるが機能が異なることを示す。したがって

、これまでの長年の常識に反して、チトクロ

ム酸化酵素も創薬のターゲットになることが

示された。 

（２）NADH-ユビキノン還元酵素 

 本酵素の２次元結晶化条件については残念

ながら画期的な進歩は見られなかったため、

現在２次元結晶重層による３次元結晶化を検

討している。また本酵素のFMNの共鳴ラマン

スペクトルの測定に成功した。フラビン由来

のラマンスペクトルの帰属のためには還元型

の測定が不可欠であるが、完全還元は容易で

はない。そこでNADH還元酵素系を共存させ

て完全還元型を調製する条件を確立し、フラ

ビンスペクトルの帰属に成功した。分子量１

００万もある、ウシ心筋NADHユビキノン還

元酵素のFMNの共鳴ラマンスペクトルをこ

れまでに報告されているフラビンタンパク質

のどれよりも高精度で測定することに成功し

、X線構造を参照して活性酸素防御機構を演

繹した。 

（３）F0F1合成酵素 

 本酵素の２次元結晶化には大きな進歩があり

極低温２次元電子線構造解析が可能な２次元結

晶化条件がほぼ確立された。これはサブユニット

の欠落のない本酵素の結晶化の最初の例として

重要な成果であると考えられる。 

（４）相互作用解析 

 チトクロムｃ－チトクロム酸化酵素複合体

の２次元結晶化条件の探索に長足の進歩があ

り、極低温電子顕微鏡解析を開始した。また

、チトクロムｃ/チトクロム酸化酵素複合体

の2次元結晶化条件の詳細な検討に基づい

て、チトクロムｃ結合がチトクロム酸化酵

素の膜貫通領域の立体構造を変化させるこ

と示した。さらにチトクロムｃ－チトクロム

酸化酵素複合体間相互作用のNMR解析により

チトクロムｃのチトクロム酸化酵素に対する

親和性は酸化還元により大きくは変化しない

ことにより電子伝達が制御されていることを

明らかにした。 
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