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研究成果の概要（和文）：呼吸鎖電子伝達系のヘム・銅酸素還元酵素は酸素分子の還元反応（電子伝達）で放出される
エネルギーを効率的に水素イオン能動輸送（プロトンポンプ）の駆動力へと変換する。ヘム・銅酸素還元酵素ファミリ
ーに属するaa3タイプのX線結晶構造に基づいて、1) 酸素分子の結合様式、2) O-O結合開裂機構、3) 反応中間体構造、
4) 休止型構造、5) 電子伝達に伴う構造変化が明らかになった。cbb3タイプの精製方法が確立され、cbb3タイプとaa3
タイプの酵素活性を比較することにより、電子伝達効率の特性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Heme-copper oxygen reductase in respiratory electron transport chain efficiently 
converts energy released in the reduction reaction of molecular oxygen (electron transfer) to driving 
force for the active transport of hydrogen ion (proton pump). 1) binding manner of molecular oxygen, 2) 
O-O bond cleavage mechanism, 3) reaction intermediate structure, 4) the resting form structure, 5) 
structural change coupled to electron transfer were found based on the x-ray crystal structures of 
aa3-type, which belongs to the heme-copper oxygen reductase family. Purification method of cbb3-type was 
established, and property of the electron transfer efficiency was found by comparing the enzymatic 
activity of cbb3-type with that of aa3-type.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリア内膜や細菌細胞膜にある呼吸鎖

は酸化還元反応（電子伝達）で放出されるエネ
ルギーによって水素イオン（プロトン）を能動輸
送する（プロトンポンプ）。エネルギーは、膜を介
したプロトン濃度勾配に変換され、ATP 合成や
物質輸送などの重要な生命活動に利用される。 
呼吸鎖電子伝達系のヘム・銅酸素還元酵素

は O2 還元反応とプロトンポンプのエネルギー変
換を効率的に実現する。ヘム・銅酸素還元酵素
は原核生物から高等生物まで普遍的に存在し、
スーパーファミリーを形成する。スーパーファミリ
ーは数タイプのサブファミリーに分類され、aa3 と
cbb3タイプではプロトン輸送経路とエネルギー変
換効率が異なり、O2 分圧の異なる環境に適応し
て機能する。 

aa3 タイプは古くから研究対象にされ、生化学
的知見が蓄積されてきた。結晶構造が報告され
た 1995 年以降は、我々も含め複数の研究グル
ープにより構造解析も進められてきた。cbb3 タイ
プは近年発見され、2010 年に他の研究グルー
プから結晶構造が報告された。 
 
２．研究の目的 
効率の高いエネルギー変換機構を解明する

ことを目的として、aa3 タイプの構造機能解析を
行う。エネルギー変換効率を決定する構造化学
的要因を解明することを目的として、aa3 タイプの
構造と機能を cbb3 タイプと比較解析する。 
 
３．研究の方法 

aa3 タイプについては、エネルギー変換機能
に関わる構造変化を X 線結晶解析によって高
精度で決定する。cbb3 タイプについては、高分
解能での構造決定を目指した結晶化を行うとと
もに、酵素活性を測定する。 
 
４．研究成果 
aa3 タイプ 
O2結合様式および O-O 結合開裂機構  O2 還
元反応（O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O）の過程では、
還元状態にある触媒部位（ヘム・銅部位）に結合
した O2 へ電子とプロトンが移動することにより、
O-O 結合が速やかに開裂する。一方で、O2 アナ
ログ分子である CO, NO, CN－イオンは還元状態
の触媒部位に安定に結合する。O2 の結合様式、
ならびに O-O 結合開裂に伴う酵素の構造変化
を明らかにするため、不安定な O2 に代えアナロ
グ分子が結合した酵素の結晶構造を決定した。 

CO と NO はそれぞれ銅原子とヘム鉄原子に
結合することが分かった。これらの結合様式は、
O2 が触媒部位へ結合するときの結合様式と見
做される。結合に伴いタンパク質部分にも構造
変化が起き、この変化はプロトンポンプ機構に関
与することが示唆される。〔雑誌論文 7 学会発
表 42, 44〕 

CN－イオンの結合に伴い触媒部位付近に構
造変化が生じ、CN－と触媒部位間に 3 つの化学
結合が形成されることが分かった。O2 還元反応
過程では、それらの結合を介して 3 電子と 1 プロ

トンが O2
－へ移動することにより、活性酸素種の

生成を抑え効率よくO-O結合の開裂が実現する
と考えられる。〔雑誌論文 7 学会発表 31, 33, 34, 
35, 43, 45〕 
 
O2還元反応中間体・酵素複合体の構造 O2 還
元反応の過程では、O-O 結合が開裂した後から
酵素が始め状態に戻るまでに、4 電子と 4 プロト
ンが触媒部位へ段階的に移動する。各段階で
は反応中間体・酵素複合体（P，F，O，E）が順に
生成し消滅する。各複合体は分光学的手法によ
り同定される。一方で、H2O2 と酵素との反応では、
P 型もしくは F 型が H2O2 濃度に依存して生成し、
安定に存在することが知られている。反応中間
体の生成消滅に伴う酵素分子の構造変化を明
らかにするため、P，F，O 型を含む結晶標品の
作製方法を確立し、X 線結晶解析を行った。 

酵素結晶と H2O2 を反応させ、結晶の可視吸
収スペクトルの時間変化から反応中間体を確認
し、P 型または F 型を含む結晶を調製した。結晶
を急速凍結することにより反応の進行を止め、中
間体構造を固定した。凍結結晶の X 線回折実
験を行い、1.8 Å 分解能までの回折データを収
集した。構造解析の結果、H2O2 との反応の前後
で触媒部位の構造に変化があることが分かった。
〔学会発表 17, 18, 21, 26, 27, 38, 39〕 
酵素結晶と O2 を反応させ、結晶の可視吸収

スペクトルの時間変化を測定することにより反応
中間体を確認し、O 型を含む結晶を調製した。
1.6 Å 分解能までの回折データに基づいた解析
の結果、触媒部位の構造が O2 との反応前およ
び休止型酵素のいずれとも異なっていることが
分かった。さらに、O 型に特有のプロトン輸送経
路の水分子の水素結合構造が明らかになった。
〔学会発表 17, 18, 21, 25, 32, 40〕 
 
休止型酵素の構造 O2 存在下で長時間単離さ
れた酵素は不活性な酸化状態である休止型とし
て安定化する。休止型の結晶からは他の状態の
結晶と比べて経験的に高い分解能の回折デー
タが測定される。構造解析の精度向上を目的と
して、休止型の X 線結晶解析法の検討を行った。
また、休止型の触媒部位に結合している分子種
を同定するための X 線結晶解析を行った。 
結晶の凍結方法ならびに X 線回折測定法を

検討した結果、最高 1.2 Å 分解能以上の回折点
が観測され回折データの分解能が向上した。
1.4 Å 分解能までのデータに基づいた解析の結
果、電子密度図の精度が顕著に向上し、酵素内
部や表面での水分子の配置やアミノ酸側鎖の
構造が詳細に決定された。〔学会発表 12, 19, 
20, 24, 29, 36〕 
重原子による X 線の異常散乱効果を利用し

た構造解析の結果、休止型の触媒部位に結合
している分子種が Cl－イオンではないことが明ら
かになった。〔雑誌論文 4 学会発表 41〕さらに、
多数の同形な休止型の凍結結晶を作製し、
XFEL の短時間パルス X 線を利用した X 線構
造解析を行った結果から、分子種は O2

2－イオン
であることが示唆される。〔雑誌論文 1〕 



電子伝達に伴う構造変化 O2 還元反応過程で
の電子伝達に伴い、触媒部位を含めた4つの金
属部位では酸化還元状態が変化する。酸化還
元に伴う構造変化を明らかにするため、全ての
部位が酸化状態にある酵素（休止型、N3

－結合
酸化型、CN－結合酸化型）、全てが還元状態の
酵素（還元型）、酸化状態と還元状態の部位が
混在する酵素（CO 結合部分酸化型、CN－結合
部分還元型）の X 線結晶解析を行った。 
休止型と還元型の 1.4 Å分解能までの回折デ

ータに基づいた構造比較の結果、以前見出され
た構造変化に加えて、酵素の触媒部位付近に
ある Mg2+イオン結合部位と接する水分子のクラ
スター構造の変化が見出された。構造変化が電
子伝達経路の僅かな構造変化と共役することか
ら、水分子の動きは電子移動と共役したプロトン
輸送機能を担うことが示唆される。〔学会発表 2, 
3, 11, 28, 30, 37〕 

N3
－結合酸化型と CN－結合酸化型の構造解

析から、酸化状態の触媒部位付近にある水分子
の水素結合様式が明らかになった。〔学会発表 
4, 9〕CO 結合部分酸化型ならびに CN－結合部
分還元型の構造解析から、酸化還元に伴う構造
変化を引き起こす金属部位を決定した。〔学会
発表 5, 10〕 
 
cbb3 タイプ 
酵素の精製と結晶化 高分解能 X 線結晶構造
解析を行うため、cbb3 タイプの細菌における発
現系を構築し、酵素の精製と結晶化を行った。
発現条件を検討した結果、好気的条件におい
て発現量が増加することが分かった。精製過程
での細胞膜の分画、膜可溶化およびクロマトグ
ラフィー条件を検討した結果、精製標品の収量、
収率および純度が有意に向上した。精製標品
の結晶化条件を検討した結果、微結晶様のもの
が観察された。〔学会発表 6, 7, 13, 15, 22〕 
 
O2 還元反応の特性 O2 還元反応における電子
伝達効率の特性を明らかにするため、aa3タイプ
と cbb3 タイプの酵素活性を比較した。電子供与
体としてアスコルビン酸メディエーター（電子
伝達の媒介体）として TMPD を用いたところ、
O2 消費速度が TMPD と酵素間の電子伝達によ
り律速されることが分かった。さらに cbb3タイプの
方が aa3 タイプよりも顕著に高い O2 消費活性を
示すことが分かった。cbb3 タイプの電子伝達効
率は pH 中性領域で最大になり、pH 特性がメ
ディエーター分子濃度に依存することが分
かった。〔学会発表 1, 8, 13, 14〕 
 
NO 還元酵素 
研究最終年度からヘム・銅酸素還元酵素スーパ
ーファミリーに属する NO 還元酵素も対象とし、
構造機能解析に向けた酵素と電子供与体タン
パク質の精製、電子供与体酸化活性（電子伝達
活性）の測定および共結晶化を行った。その結
果、好気条件下において活性が確認され、NO
還元酵素とアズリンの混合液中で微結晶が観察
された。 
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