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研究成果の概要（和文）：チトクロム酸化酵素は分子状酸素(O2)の還元によりプロトンポンプを駆動して、ATP
合成に利用されるプロトン濃度勾配を形成する、生命維持に最も重要な酵素の一つである。本研究により、X線
自由電子レーザー設備を活用して、本酵素の(i) O2還元中心の構造が決定され、(ii) O2がO2還元中心を構成し
ている銅イオンに結合することによりプロトンポンプの逆流を遮断することが明らかされた。前者は５０年来の
懸案を解決するものであり、後者は前者とともに本酵素のエネルギー変換機構を水素原子レベルで解明するとい
う生命科学研究者の夢を現実のものとするものである。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome c oxidase, which is one of the most important enzymes for 
preserving the Life, reduces molecular oxygen (O2) coupled with proton pumping which creates the 
proton gradient for driving ATP synthesis by FoF1 ATPase. By using the X-ray free electron laser 
facility, we have succeeded in (i) determination of the O2 reduction site and (ii) showing that the 
pumping proton back leak is blocked by O2 binding to a copper ion site included in the O2 reduction 
site. The O2 reduction site structure has been yet to be determined for the last 50 years. The 
latter accomplishment together with the former set a mile stone for elucidation of the mechanism of 
this enzyme at the hydrogen atom level resolution which is a dream of most of Life Scientist.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 「電子構造生物学」の当初の背景 
タンパク質の機能中心を構成する原子（官能
基）の空間配置と化学反応性の、生理過程（化
学反応）の進行に伴う変化を高分解能で追跡
し、タンパク質の生理機能の原子/電子の挙動
としての解明を目指すことを電子構造生物
学と命名する。タンパク質内部ではタンパク
質外では実現が極めて困難な微小環境が形
成されている。このような環境での生理過程
（化学反応）は均一溶媒系での化学反応 に
基づいて構築された「化学」の語彙だけでは
記述できない特性を持っており、これこそが、
細胞の示す種々の高度な機能の原動力であ
る。このような化学反応の機構解明には化 
学の語彙を増やす（化学を進歩させる）こと
が必要となる。このようにして、「電子構造生
物学」 は生物学と化学の境界を消失させつつ、
生命現象の本質に迫る強力な研究分野となる。 
タンパク質の機能中心の原子の空間配置
と化学反応性はそのタンパク質の駆動する
化学反応の進行に伴って時々刻々変化する。
しかし、その変化を追跡できるような時分割
解析法は開発されていなかったが、本研究開
始当初 XFEL施設により、フェムト秒レベル
の時分割Ｘ線構造解析が可能であることが呼
吸鎖末端酸化酵素の 1.9  Å 分解能のＸ線 
構造解析により実証された。また我々は 水溶
液中のタンパク質に適用可能な超高感度時
分割赤外分光装置を開発していた。 
このようにタンパク質の機能中心の構造
機能の高性能の時分割解析法が開発されて
いなかったという、電子構造生物学構築の最
大の障壁はほぼ取り除かれていた。 
(2)「呼吸鎖末端酸化酵素のプロトンポンプ機
構研究」の当初の背景 
呼吸鎖末端酸化酵素（以下 CcO と略記）は O2 
を水にまで還元するとともにプロトン（以下 H+と略
記）をミトコンドリア内膜内側から外側へ能動輸送
し（H+ポンプと呼ばれている）、 生じた H+濃度勾
配は FoF1ATP 合成酵素が ATP 合成に利用する。
H-pathway（水素結合ネットワークと水分子が通
過できる経路（水経路）で構成された経路）がウ
シ CcO の H+ポンプ経路であること がＸ線構造
および変異体解析により実証された。また本酵素 
のＸ線構造は、O2 還元中心への電子供与体で
ある heme a の酸化により生じた正荷電が H+ポン
プの 静電的駆動力となること、さらに O2 還元中
心の heme a3 への O2 結合によって水経路が閉
鎖される ことによって H+の逆流が防止されるこ
とを示している。さらにこの水経路の開閉 と経路
の構造変化によるプロトン取り込みの促進が酸
素還元中心の CuB によって制御されている こ
とが上述の高感度時分割赤外分光解析により実
証され、O2 還元中心も H

+ポン プ駆動に寄与し
ていることが示された。また NMR 解析は、エネル
ギー変換（H+/e-比）の高効率化のために電子
伝達速度がチトクロムｃによって制御されている
事を示した。これらは H+ポンプ機構の本質に迫
る重要な知見ではあるが、水素原子レベルの構

造 情報 が 得 ら れ て い な い た め 、 H+ が 
H-pathway を通過することさえ直接には実証さ
れてはいなかった。ウ シ心筋 CcO の 1.25Å 分
解能（水素原子の決定可能）の構造解析に必要
なＸ線回折強度データが収集されていた。 
２．研究の目的 
生体エネルギー変換の最も重要な過程の一
つである呼吸鎖末端酸化酵素のプロトンポ
ンプ機構を解明するためには酵素反応にと
もなう水素原子レベルの分解能の時分割構
造（原子位置）機能（原子の化学反応性）解
析が不可欠である。そこで、Ｘ線自由電子レ
ーザー(XFEL)による時分割Ｘ線構造解析と、
捕捉可能な反応中間体の水素原子レベルの
静的Ｘ線構造解析とにより、水素原子レベル
の時分割構造変化を解析する。この構造変化
に伴う機能中心の化学反応性の時間変化を、 
新規に開発した、水溶液に適用可能な時分割
赤外分光設備により追跡する。これらの結果
から、どのような機能の原子が、どこに配置
されて、どのように協調してプロトンをポン
プするかを演繹する。これを事例研究として、
新規学問分野「電子構造生物学」の重要性を
提示する。 
３．研究の方法 
Caged O2 化合物を新規に設計合成し、新規
に開発した時分割装置により O2 還元反応を
可視及び赤外分光学的に溶液及び結晶で解
析する。赤外吸収帯の帰属は結晶の偏光赤外
分光解析により行う。一方 O2 還元反応の H

+ポ
ンプと共役している過程に重点を置いて、Ｘ
線自由電子レーザー施設 (SACLA)により時分
割Ｘ線構造解析を行う。（この H+ポンプ共役過
程の出現、消失は可視分光により追跡する。）
さらに、種々の捕捉可能な酸素還元反応中間
体やそのモデルである呼吸阻害剤結合型の水
素原子レベルの静止 X 線解析により時分割 X 
線解析結果を補足し水素原子レベルの構造 
変化を導出する。これらの時分割Ｘ線解析
（原子位置）及び時分割赤外分光解析（原子
の化学反応性）実験結果を理論解析も活用し
て精査し H+ポンプ機構を原子/電子の挙動と
して演繹する。 
４．研究成果 
(1) 静止Ｘ線回折データのみにもとづくＸ
線構造解析法の開発(SACLAでは振動写真の
測定は不可能であるためこの方法が不可欠
である。)と XFEL 照射による周辺のＸ線損
傷範囲の精密測定等を行い休止酸化型の無
損傷Ｘ線構造を 1.9オングストローム分解能
で決定した。これはフェムト秒レベルの時分
割Ｘ線構造解析が可能であることを示す歴
史的成果と世界的に認められている。また休
止酸化型 CcOの無損傷構造の決定は、この構
造の長年にわたる議論に終止符を打つだけ
ではなく CcO のプロトンポンプ機構解明に
大きく貢献する成果といえる (Nature 
Methodsに発表)。 
(2) HigD1a のプロトンポンプ機能促進を示
唆する結果（PNASに発表）は医学的、細胞



生物学的重要性に加えて、HigD1a がプロト
ンポンプ機構の解明のための重要な probeと
して機能する可能性を示すものである。 
(3) O2還元中心の機能解析のためアジ化物結
合型 CcO の構造を X 線構造解析とラマン分
光法により解析し２当量を受容できること
が認められた。また、高分解能Ｘ線構造解析
により、プロトン輸送経路からのプロトンの
流出により heme aの電子親和性が低下する
ことが明らかにされ、プロトンが heme aに
駆動されていることが実験的に示された。 
(4) 質量分析によりCcOへの不安定なリン酸
化、アセチル化部位が多数発見された（PNAS
に発表）。また２量体形成機構への脂質の関
与が証明された（PNASに発表）。 
(5) チトクロムｃ/CcO 複合体の３次元構造
解析から明らかにされた複合体形成機構は、
プロトンポンプにはチトクロムｃ(cyt.c)から
の制御された電子伝達が不可欠であるので、
プロトンポンプ機構解明に大きく貢献する
ことが期待できる。結合した cyt.c の温度因
子は結合部位に近いほど低くなっていた。こ
れは複合体形成によるエントロピー減少の
補償に寄与しているといえる。また、三層の
水分子配列形成による複合体の安定化は、エ
ネルギー変換効率の最適化に大きく寄与し
ていると考えられるがこのような例は他に
は知られていない。(EMBO Jに発表)。 
(6) Cyt.c/CcO間電子伝達に及ぼすCyt.cのア
ミノ酸変異効果に基づいて代謝回転中の
Cyt.c/CcO 複合体形成機構が理論的に解析さ
れた。複合体界面のアミノ酸残基の結合の熱
力学はむしろ複合体の不安定化に寄与する
残基の存在を示唆している（JBC発表済）。 
(7) CcOのプロトンポンプは heme aの正荷
電とプロトンとの静電的反撥により駆動さ
れる。その方向性決定機構の解明のため、CO
結合型 CcO の光解離過程の X 線自由電子レ
ーザー設備(SACLA)を利用した時分割構造
解析を行った。その結果、CuB に結合した
O2 がポンププロトン輸送経路を閉鎖して逆
流を防ぐことが明らかにされた。また CuBと
プロトン輸送経路の開閉を行うアミノ酸残
基とを連携させるリレーシステムの作動に
遅れが認められた。このような実験事実は
SACLA でしか発見できないと言える
（Science Advances, accepted）。 
(8) CO-flash photolysis 法による CcO の
O2還元過程の赤外分光解析のための装置（蛋
白濃度20%程度の高濃度溶液を50程度の光
路長のセルを高速で通過させる装置）の開発
を完了した。可視分光により中間体生成過程
を確認し、COOH基領域の時分割赤外分光解
析に成功した。完全還元型 CcOによる O2還
元過程の解析によりこれまでに検出されて
いる第２(P)-第３(F)中間体の遷移の途中に
新たな COOHバンドが検出された。(完全還
元型 CcOによるO2還元過程では完全還元型
(R)が O2を受容し、酸素化型(A)を形成し順次
P, F, O中間体が形成され、O2は完全還元さ

れる。) 
(9)静止Ｘ線構造解析により４プロトン受容
機能を示唆させる Mg イオンを含む巨大な
（23個の水分子を含む）水クラスターが発見
された。これは P-sideへも O2輸送経路へも
プロトン交換可能な連結は認められず、短い
水素結合ネットワークにより H-pathway の
水素結合ネットワークに連結されている。ま
た水分子の酸化還元による位置の変化は認
められるが総数に変化はなかったため、クラ
スター内の水分子は可動であるが外部とは
交換しないことを示している。(JBCに発表) 
(10)F 中間体、O 中間体を結晶中で調製しＸ
線構造を決定した。結晶中では溶液中と明ら
かに異なった反応過程を示し、また他の中間
体の形成を完全に防止することには成功し
なかった。そこで複数の構造の混在している
電子密度から正確に目的の構造を決定する
方法を開発し、高分解能での構造決定に成功
した。その結果両中間体ともにポンププロト
ン輸送経路は閉構造であることが示された。
また、CuB2+-OH-構造が実験的に証明された。 
(11)代謝回転中の CcO/cyt.c 複合体形成に及
ぼす浸透圧効果の解析に基づいて、複合体形
成に伴う脱水和の定量的解析を行い、両タン
パク質の構造から予想されるよりはるかに
少ない脱水和が観測された。 
(12)1.35 angstrom 分解能のＸ線構造解析に
より Carboxyl group のプロトン化状態が
C-O 結合距離の違いから間接的にではある
が決定できることが明らかになった。この結
果は、本酵素のプロトンポンプ機構を原子の
挙動として水素原子レベルでとらえること
が現実的研究課題と見做せる段階に到達し
ていることを示している。 
(13)Caged O2の設計合成。これまで Caged 
O2はCcO溶液の Stopped flow解析に利用さ
れてきた。しかし、時分割Ｘ線構造解析には
還元剤が過剰に存在する条件で結晶に浸み
込ませてからポンププローブ測定装置に嫌
気条件下で移送しなければならない。既報の
化合物は光や還元剤に敏感で上述の目的に
は安定性が不十分であることが明らかにな
った。そこで新規化合物をいくつか設計合成
し安定性と量子収率の改善に努力した。現在
光感受性の低い化合物はいくつか得られて
いるが還元剤感受性の問題は解決するべく
新規化合物の設計合成に努力している。 
(14)P 中間体結晶の調製とＸ線構造解析。
H2O2 濃度の調整により可視吸収を指標とし
て、P中間体結晶調製条件を検討した。完全
還元型 R の混入が顕著であるため高分解能
解析は不可能であったため、CO/O2等モル混
合気体による調整を試みたが再現性の向上
が必要であることが明らかになった。 
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