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研究成果の概要（和文）：チトクロムc酸化酵素(CcO)の酸素の水への還元反応とプロトンプロトンポンプの共役機構を
解明するため、反応が観測できるフローシステムを開発した。その結果反応初期過程において、ヘムa3とHisの蛋白質
ー反応サイト間の相互作用が迅速に変化して酸素親和性を調整するとともに、プロトンポンプ経路上のゲートの開閉を
同期して行っていることがわかった。これは実時間で共役機構が実験的に観測された初めての例である。また、酸素が
ヘムa3に配位する前にCuBに配位して、反応開始のタイミングを調整していることも明らかになった。これらのことは
酸素還元反応自体がプロトンポンプ機構を制御していることを示している。

研究成果の概要（英文）：To investigate the coupling mechanism of the oxygen reduction reaction to water 
molecule and proton pumping in cytochrome c oxidase, new flow system that enable the time-resolved 
spectroscopy has been developed. By using this system, in the initial reaction process, heme a3 and His 
protein-reaction site interaction changed immediately changes to adjust the oxygen affinity. And it was 
also confirmed that it synchronizes with the open-close of the gate through water channel. This is the 
first example that observed the coupling mechanisms of the oxygen reduction reaction and the proton 
pumping in real time by the experimental observation. Furthermore, it was clarified that oxygen binds to 
CuB before ligate to heme a3, and it controlled the timing of the start of the oxygen reduction reaction. 
These observations exhibit that oxygen reduction reaction itself controlled the proton pumping 
mechanisms.

研究分野： 生体分子分光学
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１．研究開始当初の背景 
	 チトクローム酸化酵素（以下 CcO：分
子量約 210kDa）はミトコンドリア内膜の呼
吸鎖電子伝達系で電子伝達駆動性プロトン
ポンプとして機能する膜タンパク質で、エ
ネルギー代謝に不可欠な役割を果たす。そ
のウシ心筋由来のものについて分解能 1.8Å
で立体構造が決定されている[1]。（図１）

CcOは２つの heme（６配位の heme aと 
	 	 	 	 図１	 CcO の活性中心	 
 
５配位の heme a3）と銅(CuB)を活性中心に
もち、このうち heme a3が酸素の水への還
元を行い、heme aがこの還元反応に共役し
てプロトンポンプを駆動していると考えら
れている。プロトンポンプに関与している
と考えられる経路のうち H-pathway と呼ば
れる経路が最も重要であることが示唆され
ている。heme aはこの H-pathwayの途中に
あり、その末端にはアスパラギン酸残基
（Asp51）がある。また、helix Xと呼ばれ
るα-helixは Hisを介して heme a, heme a3と
直接結合している上に、鍵となる Asp51は
この helix X上にあり、この残基のカルボキ
シル基の脱プロトン化過程が膜間空間側へ
のプロトン放出であると類推されている
[2]。したがって heme a3の酸素還元反応過
程とH-pathway上の helix Xや水素結合性ア
ミノ酸残基の構造ダイナミクスがどう共役
しているのかを明らかにすることが、プロ
トンポンプ機構の解明の鍵となる。 
	 赤外分光法では水素結合に関連した結合
やヘリックスの状態を詳細に検出できるた
め、プロトンポンプに関与する蛋白質部位の
ダイナミクスの検出には時間分解の赤外分
光測定が重要である。しかしこれまで従来の
FT-IR 法では装置的な制約から限られた系に
しか適用できず、CcOのような巨大な膜蛋白
質の時間分解赤外測定は行われていなかっ
た。こういった観点から申請者は、高輝度赤
外光源をもちいた新規赤外分光法の開拓を
行って、ごく最近目標としていた性能を満た
す新規の赤外分光装置を完成させた。この装
置を用いて CcOの CO光解離過程の時間分解

測定に成功した[3]。この測定では、上記のプ
ロトン輸送系路上の helix Xや Aspなどのア
ミノ酸残基のダイナミクスを観測できた。こ
の結果から酸素還元反応の初期過程におい
て heme a3や CuBの配位子結合状態がプロト
ンポンプ経路の動的揺らぎ・開閉をリレー的
に制御していることが強く示唆された。さら
に進んで CcO の酸素還元反応中のプロトン
ポンプを観測することが求められた。 
 
２．研究の目的 
	 新規に開発した時間分解赤外吸収測定装
置と既設の時間分解共鳴ラマン分光法を駆
使して実際の酸素還元反応を観測し、蛋白質
プロトンポンプにおける蛋白質構造ダイナ
ミクスの詳細を解明することを目指した。特
に酸素還元反応とプロトンポンプの共役機
構を明らかにするためには、反応中の様子を
吸収分光で測定できるようなフローセルシ
ステムの開発が必須である。そこで赤外分光
にも適応可能なフローシステムを開発し、プ
ロトンポンプ過程の直接観測を行った。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では新規開発した赤外分光法と時
間分解共鳴ラマン分光法を駆使して CcO の
酸素還元反応を時間分解測定することでプ
ロトンポンプ機構を構造ダイナミクスの観
点から解明することを目的としている。その
ためにまず赤外でも測定可能なフローシス
テムを開発した。酸素還元反応を観測するた
めには、CO が活性中心に結合した酵素を酸
素雰囲気化の溶液に溶け込ませ、パルスレー
ザにより COを光解離させることで反応を開
始させる。そのあと遅延時間を赤外レーザパ
ルスにより酸素との反応過程を追跡する。こ
の反応を行うための、酸素肺システムとレー
ザと同期したフローシステムを低温下で可
能にする測定系を構築した。また、周波数可
変の励起レーザを導入し、CcOの異なった中
間体からの反応を誘起し、電子移動過程や酸
素活性化過程とプロトン輸送過程の関連に
ついても調べて、ナノ秒からミリ秒に至る
CcO の酸素還元反応と共役したプロトンポ
ンプ機構全体の詳細を解析した。 
	 
４．研究成果	 
①	 CO 光解離反応の時間分解振動分光法測
定の結果、以下のような点が明らかになった。
heme a3の Fe2+から光解離したCOは即座にそ
の対面にある CuBに配位するが、2 µsec.以内
に蛋白質外部に逃げていく。この過程にほぼ
同期して heme a3に配位している His376 の
νFe-Hisが 221 cm-1から 215 cm-1へと大きく低波
数シフトし酸素親和性が低下した。さらに主
鎖構造の経時変化の解析から helix Xの bulge
構造が極めて速く変化し過渡的に通常の
α-helix様の構造をとり、これがまた上記過程
と同期して bulge 構造へと緩和していくこと
がわかった。	 

 



②	 目的としているフローシステムの開発
に成功した。反応は CO型の CcOを酸素肺
と呼んでいる酸素を供給する部分を通過さ
せ溶液内に酸素を充分溶解させた後、励起
用レーザパルスで CO の光解離を起こして
酸素との反応を開始させ、遅延時間をおい
た赤外パルス光で構造ダイナミクスを観測
する。また充分に低温（< 5℃）でないと光
解離による反応開始以前に酸素との反応が
始まってしまうので送出用のシリンジポン
プからフローセルに至る試料溶液が通過す
る経路はすべて冷却を行った。可視領域の
場合と異なり、赤外領域でのフローセルの
作製はいくつかの問題点がある。まず、赤
外光が透過するためには窓材が CaF2 のよ
うな脆いものしかない。水溶液は非常に強
い赤外吸収があるので透過厚を最大でも
50 µm以下にしなければならない。レーザ
の繰り返しが 1kHz なので、その間に次の
試料が来る程度の流速は確保しなければな
らない。このことは、かなり脆い窓材に強

い圧力をかけて非常に薄い流路を粘性の強
い試料を流さなければならないことを意味
している。これらの問題点を克服できるよ
う、セルの設計や素材-特にスペーサに関し
て検討し作成した。実際に酸素還元反応の
様子を詳細に観測したところ、このフロー
システムを用いて R->A->P->F->O と呼ば
れる各中間体を精度良く捕捉することに成
功した。	 
③	 このフローシステムを用いた酸素還元
反応の過渡吸収測定により、酸素が heme a3
に配位する前に CuBに配位する過渡種が存在
することがわかった。これは従来の手法では
観測できなかった過渡種であり、本研究によ
り初めて明らかにされた物である。	 
	 これらの結果をもとに図２に示すような
反応初期過程における酸素還元反応とプロ
トンポンプの共役機構を提唱する。反応開始
前はプロトンポンプ経路のゲートは開いて
いる状態で、水分子が自由に行き来している。
この段階で酸素分子が２核中心にやってき
たとき、まず CuBに配位する。この状態で経
路上に充分水（プロトン）が供給されている
と heme a3の酸素親和性が上がり、酸素分子
が配位して反応が開始され、それと同期して
ゲートが閉まり、逆流を防ぐというものある。
つまり bulge 構造はゲートおよびセンサーと
して働き、状態に応じて Fe-Hisの強さを調整
することで、反応開始とプロトンの流れを制
御するような共役機構が存在すると考えら
れる。残念ながらプロトンポンプ共役機構の
全容の解明には至っていないが、今回の結果
により従来は推測の域を出なかった共役機
構に関して、実際の過渡種の観測に成功して
その詳細が明らかになった。	 
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図２	 反応初期共役機構 

 

that the escape of CO into the bulk solution and the conversion of the
helix structure from the α-helix to the bulge were synchronized. Here,
heme a3\His stretching gradually shifts from 221 to 215 cm−1 with a
time constant of 0.6 μs [98,100]. It is noted that the CuB-bound CO did
not geminately rebind to heme a3, despite the fact that heme a3–CO is
muchmore stable than CuB–CO in a stationary state at ambient temper-
atures. This is also against common sense for typical heme proteins,
in which several percent of CO geminately rebind to heme after CO-
photolysis. Meanwhile, the Fe\His stretching frequency is known to
correlate with the O2 affinity of heme [104,105]. Considering the results
from deoxyHb, the low frequency shift from 221 to 215 cm−1 corre-
sponds to a 100-fold lowering of the O2 affinity. These results suggest
that in the reverse process in which a ligand that comes into the BNC
site, it first binds to CuB temporarily and then to heme a3 according to
its affinity. This binding to CuB is also thought to cause the structural
change in helix X.

On the other hand, the carboxyl group of Glu242 that locates
between heme a and heme a3 called the H+ shuttle, changed in a way
that almost synchronized with the structural changes mentioned
above, and the carboxyl group of Asp51 located at the exit of the H-
pathway responded later (15 μs). The time-dependent difference spec-
tral changes in the COOH region are shown in Fig. 6, where the weaker
1750 cm−1 band beside the stronger 1749 cm−1 band is evident. The
inset shows the time constant of the intensity change to be 15.7 μs.
The gating of the H+ pathway, presumably at Asp51, which must be
done in such a way as to maintain H+/e− = 1 in terms of individual
electron transfer, is carried out by heme a during the O2 reduction
reactions for four times [4]. Since the processes take place after the O2

binding to heme a3, they are different from the present subject of gating,
but further studies on the short-lived intermediates of the reaction are
required to elucidate the roles of these residues during the reaction.

From the present TRIR and TR3 observations, the scheme illustrated
in Fig. 7 is postulated for the initial process of O2 binding to heme a3. In
the first place, O2 binds to CuB, but it does not bind to heme a3, because
the O2 affinity is low at this step (Fig. 7A). At this stage, the bulge
structure of helix X is eliminated, where the gate for a water channel
is the “open” state, and H2O is able to enter and exit via this gate.
Here, we assume that hydrogen bonding to Ser382 functions as a sensor
of the water channel. When Ser382 forms a hydrogen bond with the
water channel and changes protein structure, it induces a change in
the O2 affinity of heme a3 through the helix X and Fe\His bond
(Fig. 7B). When a sufficient amount of H2O (the H+ source) is supplied
to the water channel, the O2 affinity becomes the highest and O2 moves
from CuB to heme a3 (Fig. 7C). Synchronized with this O2 binding, the
gate of the water channel becomes “closed” and then the O2 reduction
reaction proceeds while the gate retains the closed bulge structure
(Fig. 7D). Compared with the O2 binding kinetics (N10 μs) and the
further reactions, the closure of the gate observed here is substantially
faster (~1 μs). Thus this process ensures the timely closure of the gate
before the reaction starts.

This model shows why the gate is present on the side of the water
channel in helix X. From X-ray structural analysis [9], the gate is closed
while any kind of ligand is bound to heme a3. This means that the water
channel is closed during the H+ pumping processes, so an exchange of
H2O (or H3O+) between the inside hydrogen bond network and the
bulk water on the negative side is possible only when heme a3 is in
the ligand-free FR state. Four H+ equivalents must enter the channel
in the FR state before O2 binds to heme a3. When O2 binds to heme a3,
the gate is closed to prevent backward flow of H2O (or H3O+), until
the reaction at heme a3 is complete.

The model described above may seem to stand in contrast to the
well-known models in which the pumped protons are taken up and
released one-at-a-time in four separate steps of the reaction cycle [6].
Practically, however, there is no contradiction because the gating occurs
before the four separate steps of the reaction. In other words, the
present model explains what is happening at the beginning of the

reaction, but does not describe intermediate states during the proton
pumping reaction process. As has often been observed in the proton
pumping protein [106], the migration of water or proton into the
entrance of the gate takes place by a diffusionary process, and it is also

A

B

C

D

Fig. 7. Proposed mechanism of initial stage of O2 binding. See the text for details.
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