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研究成果の概要（和文）：呼吸鎖電子伝達系末端のシトクロムc酸化酵素（CcO）を、生体膜モデルであるナノディスク
に埋め込み、界面活性剤可溶化系よりも生体内に近い環境下でのCcOの機能を検討するとともに、ドッキングシミュレ
ーションにより、これまで実験的には検討できなかったCcO上のシトクロムc（Cyt c）相互作用部位についても、その
構造化学的知見を得ることに成功した。さらに、電子伝達機構を制御するうえで重要な蛋白質の構造揺らぎについて検
討を行い、Cyt cは構造揺らぎが抑制された部分でCcOと相互作用することが示された。以上の結果から、Cyt cからCcO
への電子伝達反応を制御する動的な構造要因について検討を行った。

研究成果の概要（英文）：We reconstituted cytochrome c oxidase (CcO) into a biomembrane model, nanodisc, 
to characterize its functions in the absence of detergents. The resonance Raman spectra revealed that the 
reconstitution of CcO into the nanodisc increases the oxygen affinity, leading to efficient reduction of 
dioxygen to water molecules. To discuss interactions regulating the electron transfer (ET) reactions, we 
examined the cytochrome c (Cyt c) interaction site on CcO by docking simulation. Unexpectedly, 
electrostatic interactions do not contribute to the stabilization of the complex, but regulate the 
binding orientation of Cyt c on CcO. Instead, hydrophobic interactions are the primary factors to 
stabilize the complex, and the dehydration associated with the formation of the hydrophobic interactions 
is the key process to facilitate the complex formation. On the other hand, the structural fluctuations 
are suppressed in the CcO interaction site on Cyt c, which would also characterize the ET reaction.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： シトクロムc酸化酵素　シトクロムc　ナノディスク　電子伝達反応　ヘム　MSP　ドッキングシミュレー
ション　構造揺らぎ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアにおける呼吸鎖は、酸素呼

吸生物の主なエネルギー生産システム（図 1）
であり、多くの蛋白質が互いに相互作用しな

がら非常に高い効率で細胞内エネルギー通
貨である ATP を生産している。この呼吸鎖
では、図１に示すように、解糖系（Citric acid 
cycle）で得られた NADH や FADH2 がミト
コンドリア内膜に存在する蛋白質複合体（複
合体 I：Complex I、複合体 II：Complex II）
に電子を与え、これらの電子はシトクロム
bc1複合体（Cyt bc1：複合体 III、Complex III）
に伝達され、最終的に可溶性ヘム蛋白質シト
クロム c（Cyt c）を介してシトクロム c 酸化
酵素（CcO：複合体 IV、Complex IV）に受
容される。CcO に受け渡された電子は分子状
酸素と反応することで消費され、分子状酸素
は 4個の電子を受け取ることで水に変換され
る。さらに、このような電子伝達過程におい
て生じるエネルギーを利用して Complex I、
Complex III、Complex IV では、電子伝達と
共役したミトコンドリアのマトリックス部
分から膜間部へと水素イオンの能動的輸送
が起こり、その結果生じる膜間の水素イオン
濃度の差による化学ポテンシャルを用いて、
ATP 合成酵素である複合体 V（Complex V）
が駆動され、ATP が合成される。つまり、ミ
トコンドリアの呼吸鎖においては、その電子
伝達で生じるエネルギーを用いて ATP を合
成していると考えることができる。 

呼吸鎖における電子伝達反応は、このよう
に生体内おいて極めて重要な機能を果たし
ているにもかかわらず、なぜ特定の蛋白質間
でのみ特異的に電子伝達が起こるのか、酸素
の還元反応やプロトンポンプ機能と電子伝
達反応はどのように相関しているのかなど、
基本的な分子機構については構造化学的に
ほとんど説明されてはいない。これは、関与
する蛋白質が多数のサブユニットからなる
巨大分子量膜結合蛋白質であるため、その構
造化学的な検討が遅れていることに起因し
ている。特に、高等動物の CcO では連携研究
者の吉川教授などのグループにより、最近に
なってその高分解能の結晶構造が報告され
たばかりで、電子伝達機構を解明する上で重
要な電子伝達複合体の構造解析については、
高分解能で詳細な実験的な検討は行われて

はいない。高等動物の CcO を用いたアミノ酸
残基レベルでの詳細な Cyt c との相互作用研
究は本研究者等の成果（Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 2011,108, 12271）が世界初である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題ではこの呼吸鎖の駆動システム
である電子伝達系の制御機構、特に呼吸鎖の
電子伝達反応の末端で、最もその制御機構が
複雑で、かつエネルギー生産にとって重要で
あると想定されているシトクロム c（Cyt c）
によるシトクロム c 酸化酵素（Complex IV：
CcO）への電子伝達過程（図 1・下）につい
て、原子座標レベルでの電子伝達複合体の構
造を解明することで、その制御機構を明らか
にすることを目標とする。具体的な達成目標
としては、 
１． 呼吸鎖末端電子伝達反応における特異

的蛋白質認識機構と蛋白質間電子伝達
経路の解明 

２． 呼吸鎖末端電子伝達反応を制御する蛋
白質の動的特性 

を設定する。特に、本研究では、このような
膜結合蛋白質における分子論的解析を、従来
の界面活性剤可溶化ではなく、生体内細胞膜
モデルとして近年注目されているナノディ
スクを用いて可溶化して行うことを目指す。
生体内と同様な膜結合環境を再現するナノ
ディスク化により、以上のような目標を達成
することで、生体内でのエネルギー生産にと
って必須なCyt cからCcOへの電子伝達の分
子制御機構が、実際に酵素機能している状態
下、原子レベルの構造分解能で解明されるこ
とが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 呼吸鎖末端電子伝達反応における特異的

蛋白質認識機構と蛋白質間電子伝達経路
の解明 

これまでのCyt cからCcOへの電子伝達反応
の分子論的検討は、界面活性剤で可溶化した
CcO を用いて行われてきたが、その相互作用
部位には界面活性剤が結合し、本来の相互作
用部位とは異なった部位での電子伝達反応
を追跡している可能性がある。そこで本研究
では、近年、新たに生体膜モデルとして開発
された「ナノディスク」に CcO を再構成する
ことで、より生体内環境に近い状態での Cyt 
c から CcO への電子伝達反応を行わせ、その
相互作用部位を検討する。「ナノディスク」
の作成は既に報告されているが、これまで報
告されているナノディスクは直径 10 nm 程
度で、これまで本研究者らが取り組んできた
ウシ由来の CcO の膜貫通部分の直径にほぼ
等しく、ウシ由来の CcO のナノディスク化は
困難である。そこで、本研究課題ではコレラ
菌由来で、わずか 3 つのサブユニット（ウシ
由来の酵素はサブユニット数 13）からなる
CcO を用いて、ナノディスク化を検討する。 
 さらに、Cyt c と CcO との間の特異的蛋白

図 1 ミトコンドリアにおける呼吸鎖 



質認識機構については、これまで本研究者に
より NMR を用いてその Cyt c の相互作用部
位が同定されてきたが、その詳細な相互作用
様式については十分検討されてはいない。そ
こで、本研究では蛋白質複合体形成時に誘起
され、蛋白質複合体形成において熱力学的に
重要な意味を有する脱水和に注目し、その熱
力学的特徴から相互作用の機能的意義を明
らかにする。さらに、Cyt c 側からの相互作
用の検討だけではなく、CcO 側の相互作用部
位についてもその同定を試みる。CcO は分子
量 40 万を超える膜結合蛋白質であり、実験
的な構造化学的研究は困難であるため、ドッ
キングシミュレーションによる理論計算か
ら、その相互作用部位を検討する。 
(2) 呼吸鎖末端電子伝達反応を制御する蛋白

質の動的特性 
これまでの電子伝達反応の構造的、機能的

解析から、電子伝達反応はその蛋白質の静的
な構造だけではなく、過渡的に変化する構造
の揺らぎによっても大きな影響を受けるこ
とや、ある一定の過渡的な構造になってはじ
めて電子伝達が誘起される動的構造が制御
する機構も提唱されている。そこで本研究で
は、Cyt c と CcO の電子伝達反応において、
蛋白質の動的構造がどのような意義を有す
るのかを検討するため、Cyt c の主鎖ペプチ
ドの NMR シグナルの緩和分散解析を行い、
電子伝達複合体における蛋白質間相互作用
部位の動的な構造的特徴を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 呼吸鎖末端電子伝達反応における特異的

蛋白質認識機構と蛋白質間電子伝達経路
の解明 

シトクロム c酸化酵素のナノディスク化 こ
れまで本研究者が研究対象としてきたウシ
由来の CcO は膜貫通部位の直径が 10 nm を
超える可能性もあるため、これまでに報告さ
れているナノディスクでは再構成できない
可能性がある。そこで本研究ではサブユニッ
ト数が３個で少なく、膜貫通部位の直径が 8 
nm 程度に抑えることが可能なコレラ菌由来
の CcO（cbb3）のナノディスク化を検討した。 
 本研究者らによって確立されたナノディ
スク化の手法により、ナノディスク化蛋白質
MSP を用いることで、cbb3 のナノディスク
化を試みたところ、図 2 の SDS 電気泳動像

に示されるように cbb3 の各サブユニット、
MSP が同時に溶出する画分が得られ、cbb3

のナノディスク化（ナノディスク化 cbb3：
ND-cbb3）に成功したことが示された。ここ
で得られた ND-cbb3 のヘム近傍構造を検討
するため、共鳴ラマンスペクトルを用いて検
討したところ（図 3）、ヘムの骨格振動領域
のラマン線については、界面活性剤可溶化と
ナノディスク化 cbb3 で大きな変化はないも
のの、酸素分子のモデルである一酸化炭素
（CO）がヘム鉄に結合した場合のヘム鉄と
CO との間の伸縮振動のラマン線は、
ND-cbb3のほうが明らかにその強度が大きく、
これはラマンスペクトル測定の際のレーザ
ー光による CO 解離が少ない、すなわち、ヘ
ム鉄の CO に対する親和性が強いことを意味
している。今後、ナノディスク化による機能
変化についても ND-cbb3 の酸素親和性の測
定等を行うことにより、さらに検討を進める
予定である。 
電子伝達複合体形成反応の熱力学的解析 
CcOのナノディス化と並行して、Cyt c – CcO
間の電子伝達複合体形成を制御する相互作
用についても検討を行った。これまでの本研
究者の結果から、Cyt c－CcO 間電子伝達複

    Marker     cbb
3   

MSP   Nanodisc 

 [kDa] 

40 

15 

30 

20 

MSP 

cbb
3
 I

cbb
3
 II

cbb
3
 II

図 2 ナノディスク化した CcO の SDS 電気泳

動結果 cbb3I,cbb3II, cbb3III はそれぞれ

cbb3のサブユニット I、II、III に対応する。

図 3 ND-cbb3 の共鳴ラマンスペクトル

ヘム骨格振動領域（左）と Fe-CO 振動領域

（右）いずれも上がナノディスク化 cbb3、

下が界面活性剤可溶化 cbb3 

3

2

1

0

-1

8642
(MPa) 

lnK
d

WT 

I81

I11

K79

K13

I9

図 4 野生型（WT）と変異体における複合

体形成の解離定数の浸透圧依存性 



合体形成においては、その NMR による相互 
作用解析（Sakamoto et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 2011, 108, 12271）から、これまで
の静電的相互作用だけではなく、疎水的相互
作用についても、その重要性が指摘されてき
た。本研究では、Cyt c – CcO 間の電子伝達
複合体形成反応の熱力学的特徴を検討する
た め 、 電 子 伝 達 反 応 の 定 常 状 態 で の
Michaelis-Menten 解析の結果をもとに、そ
の電子伝達反応中間体であるMichael複合体
の形成に重要な相互作用の同定とその熱力
学的意義を、相互作用形成に伴う脱水和を検
討することで明らかにした。まず、各相互作
用の熱力学的意義の検討のため、Cyt c 側の
CcO 相互作用アミノ酸残基に系統的に変異
を導入した変異 Cyt c を作成し、その CcO に
対する電子伝達活性を種々の浸透圧下で測
定することにより、脱水和によるエントロピ
ー変化を通して、相互作用形成が複合体形成
反応に対してどのような熱力学的寄与をす
るのか、明らかにした。今回、注目した相互
作用に関与するアミノ酸残基は表 1に示した
通りで、いずれも既に報告した NMR による
相互作用解析から、CcO との複合体形成時に
静電的相互作用することが示され、このうち

Lys13やLys79などのLys残基は変異させる
ことにより、その CcO に対する親和性が大き
く低下することが報告されていることから、
静電的相互作用部位としては重要であると
考えられていた。しかし、図 4 や表 1 に示す
ように、Lys13 や Lys79 の変異体における脱
水和水分子数は 13あるいは 15個程度であり、
これらのLys残基の置換によって減少する脱
水和水分子数は 5 個以下となって、疎水性相
互作用残基である Ile81 に変異を導入した場
合の約 10個の減少に比べると変化が小さい。
このような相互作用部位のアミノ酸残基の
置換による脱水和水分子数の変化から、これ
らの Lys 残基が関与する静電的相互作用は、
Ile 残基が関与する疎水性相互作用に比べ、
Cyt c－CcO 複合体形成反応におけるエント
ロピー変化を通した熱力学的寄与は小さく、
電子伝達複合体形成の主要な熱力学的駆動
力は疎水性相互作用であることを意味して
いる。 
電子伝達複合体形成に重要な蛋白質間相互
作用の同定 これまでの Cyt c－CcO 電子伝
達複合体形成反応において、Cyt c 側の相互
作用部位は、その CcO との複合体の NMR 測
定や CcO との相互作用部位に変異を有する
変異 Cyt c の電子伝達活性の検討から、アミ
ノ酸レベルで詳細に検討が行われてきたが、
CcO 側についてはその巨大な分子量と膜結
合蛋白質であるため、全く検討されていなか
った。本研究では、本研究者らが既に報告し
た Cyt c－CcO 複合体の相互作用部位の構造
情報と、相互作用部位のアミノ酸置換による
電子伝達活性の変化を考慮したドッキング
シミュレーションと、その構造をもとにした
MM-PBSA 法の利用により、CcO 側の相互作
用アミノ酸残基を同定するとともに、各相互
作用の複合体形成に対するエネルギー的寄
与を算出した。その結果、複合体形成反応に
おいて、大きな（> 3 kcal/mol）結合あるい
は反発エネルギーを示すアミノ酸残基は図 5
にようになった。この図からの明らかなよう

Cyt c Vw (ml mol-1) NH2O

WT －314 ± 37 17 ± 2

I9A －317 ± 29 17 ± 2

I11A －246 ± 46 14 ± 3

K13A －241 ± 12 13 ± 1

K79A －278 ± 24 15 ± 1

I81A －139 ± 41 8 ± 2

図 5 電子伝達複合体形成における各相互作用アミノ酸残基のエネルギー的寄与

Gnonpolar は疎水性残基からの脱水和エネルギー、EvdW は van der Waals 接触によーは静

電的相互作用形成のエネルギー 

表 1 変異Cyt cの複合体形成におけるおけ
る体積変化と脱水和水分子数 



に、疎水性相互作用のエネルギー（疎水性ア
ミノ酸残基のGnonpolar とEvdW）はほとんど
の残基において負となり、複合体形成を安定
化する方向である一方で、静電的相互作用形
成のエネルギー（荷電アミノ酸残基の
Gelectro）は相互作用アミノ酸残基によって正
にも負にもなり、全体としては正の値をとる
ことから、静電的相互作用は全体としては複
合体を不安定化することを意味している。つ
まり、前項で示した脱水和の結果と同様、Cyt 
c－CcO 電子伝達複合体形成反応における主
な駆動力は疎水性相互作用であり、静電的相
互作用は電荷の反発や引力を利用して Cyt c
の CcO 場への結合の配向を制御するものの、
複合体自体の安定化には寄与していないこ
とを示している。 
  
(2)  呼吸鎖末端電子伝達反応を制御におけ

る蛋白質の動的特性 

酸化型、還元型 Cyt c の立体構造解析 電子
伝達制御機構を考慮するうえで、蛋白質の動
的挙動が重要であることが近年の解析から
示唆されている。このような動的挙動を解析
する手法として、NMR シグナルの緩和分散
解析による構造情報が注目されている。本研
究では、このような緩和解析に必要な Cyt c
の溶液中での詳細な構造決定を行った。安定
同位体ラベルヒト由来 Cyt c の NOE 測定と
その解析の結果から、還元型（図 6a、c）、酸
化型（図 6b、d）の立体構造を決定すること
ができ、また、酸化還元による構造変化は図
6e、f のような結果となった（Imai et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 469, 
(2016)）978-984）。酸化型、還元型、いずれ
の構造も既に報告されているウマ由来の Cyt 
c とは大きな構造的差異は認められないもの
の、酸化型と還元型においては、ループ 3（23
－28 残基）については比較的大きな構造的差
異が認められ、電子伝達によりこのループ部
分の構造が有意に変化することが明らかと
なった。しかし、ループ 3 は、本研究者らが
すでに決定した CcO 相互作用部位とは離れ
ており、電子伝達複合体形成時の相互作用部
位は電子伝達に伴って、大きな構造変化をし
ないことが示された。 
緩和分散測定 NMR シグナルの緩和分散解
析については、CPMG 法を用いた。この手法
によるマイクロ秒からミリ秒の時間領域に
おける構造的揺らぎは図 7のようになること
が明らかとなった。以前の order parameter
（ s2）を用いた議論（Sakamoto et. al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 398, 
(2010)）231-236）から、酸化型、還元型の
Cyt c の主鎖構造は、いずれもピコ秒からマ
イクロ秒の領域での運動性が低く、強く束縛
された運動しかしていないことが示されて
いる。今回の緩和分散解析の結果からも、マ
イクロ秒からミリ秒の領域で化学交換によ
る複数の構造間の遷移が観測されるのは、一

図 6 Cyt c の立体構造 還元型（a）、酸化
型(b)、還元型の 20 種のエネルギー最小化
構造（c）、酸化型の 20 種のエネルギー最小
化構造（d）、酸化型と還元型の主鎖構造の
相違（e）、20 種のエネルギー最小化構造に
おける酸化型と還元型の構造的相違（f） 

図 7  Cyt c における構造的揺らぎ

（Conformational Exchange） 還元型(a)、
酸化型(b)Rexは化学交換の速度を示す 



部のアミノ酸残基に限られ、Cyt c は電子伝
達蛋白質特有の柔軟性の低い動的構造を有
することが示された。しかし、全体的には構
造的揺らぎは小さいものの、His33 といった
ループ 3 の領域や、Asn103 が位置する C 末
端付近には交換速度が 2500 s-1～4000s-1 程
度の二状態間の遷移が観測され、Cyt c にお
いても特定の領域には構造揺らぎが存在す
ることが明らかとなった。しかも興味深いこ
とに、これらの構造的揺らぎを示した部位は、
酸化型と還元型で構造的差異が大きく観測
される部位（図 6e、f）と一致しており、Cyt 
c の電子伝達に伴って構造変化する部位に構
造的揺らぎが局在していることを意味して
いる。つまり、ループ 3 や C 末端領域は CcO
との相互作用部位からは遠いものの、構造的
にその揺らぎが大きく、電子伝達に伴うヘム
の電荷の変化やそれに伴う軸配位子周辺の
構造変化を鋭敏に反映すると考えられた。 
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