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研究成果の概要（和文）：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
されるエネルギーを利用して水素イオンを移動し、生命活動に利用可能なエネルギーを効率的に生産する。エネ
ルギー変換の分子機構を理解するために、呼吸鎖末端酵素ファミリーの分子構造と機能の研究を行った。その結
果、酵素触媒部位および水素イオン移動経路の構造的性質、酵素とその電子供与体とでの電子伝達の機能的特性
が示された。

研究成果の概要（英文）：Respiratory chains in mitochondrial and bacterial membrane transfer hydrogen
 ions (protons) by using energy released from the redox reaction (electron transfer), and 
efficiently generates energy available for the life. To understand the energy transduction 
mechanism, I studied molecular structure and function of the respiratory terminal enzymes. The 
results showed that structural property of the catalytic site and the proton transfer pathway, and 
functional property of the electron transfer between the enzyme and its electron donor.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 生物物理　ナノバイオ　蛋白質　酵素　呼吸鎖　生体エネルギー変換　X線結晶構造解析　酵素反応速度
論的解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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。 

呼吸鎖電子伝達系は酸化還元反応の基質群
と酵素群で構成される。電子は最終的に末端酵
素へ伝達され、分子状酸素（O2）や一酸化窒素
（NO）を還元する反応に使われる。O2 還元酵素
（Dioxygen Reductase : O2R）には、ミトコンドリア
のシトクロム酸化酵素に代表される好気呼吸を
担うもの（aa3 タイプ酵素）や細菌の微好気呼吸
を担うもの（cbb3 タイプ酵素）が存在する。一方、
NO 還元酵素（Nitric Oxide Reductase : NOR）は
病原菌や脱窒菌などにおいて嫌気呼吸を担う。
O2R 群と NOR 群のゲノム解析と立体構造解析
から、これらの酵素が進化的類縁関係にあるフ
ァミリーを形成し、非常によく似たコア構造（酵素
機能上必須な分子構造）を持つことが明らかに
なった。このことは、末端酵素ファミリーにおける
エネルギー変換の分子機構が共通の動作原理
に基づくことを示唆している。 

aa3タイプ酵素は複数の複雑なプロトン輸送経
路を有し、末端酵素ファミリー中で最も高いプロ
トンポンプ効率（電子伝達あたりのプロトン輸送
数）を示す。古くから精製結晶化が試みられ、
1995 年に初めて結晶構造が決定された。本研
究代表者は、1998 年から現在まで牛ミトコンドリ
ア由来の aa3 タイプ酵素を用いて X 線結晶構造
解析を進めてきた。2010~2014 年度には基盤研
究 B の研究費補助を受け、aa3 と O2 分子アナロ
グとの結合構造を決定し、O2 還元部位の構造変
化を見出した。 

cbb3 タイプ酵素は近年発見され、2010 年に初
めて結晶構造が決定された。cbb3 は、末端酵素
ファミリー中で最も高い O2 親和性と O2 還元触媒
活性を示す。また、aa3 と比べて単純な構造のプ
ロトン輸送経路でプロトンポンプを行う。本研究
代表者は、2010~2014 年度の基盤研究 B にお
いてコレラ菌由来の cbb3 の活性測定系を確立し、
cbb3 の電子受容効率が aa3 と比べて顕著に高い
ことを明らかにした。 

NORは2010年に初めて結晶構造が決定され
た。NOR は弱い O2 還元触媒活性を示すが、プ
ロトンポンプ機能を持たない。本研究代表者は、
緑膿菌由来のチトクロム c 依存性 NOR（cNOR）
と髄膜炎菌由来のキノール依存性 NOR
（qNOR）の構造機能解析を、それぞれ 2014 年
度と 2015 年度から開始した。 
 
２．研究の目的 
aa3, cbb3, cNOR, qNOR の構造に基づいて、
電子伝達機構と基質の還元触媒機構を明ら
かにすること、各酵素の構造と機能の比較か
ら、電子伝達およびエネルギー変換機構の普
遍的原理、機能多様性に関わる構造要因を明
らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
aa3 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
決定した。さらに構造に基づいてアミノ酸残基の
pKa 値を計算により求めた。cbb3 については、電
子伝達効率の特性を明らかにするため、シトクロ
ム c4の酸化活性を分光法により測定した。cNOR
については、電子伝達効率の特性を明らかにす
るため、シトクロム c551 およびアズリンの酸化活性
を分光法により測定した。qNOR については、活
性型酵素の構造を決定するため、酵素の単離・
精製・結晶構造解析を行った。さらに、電子伝達
機構を明らかにするため、キノールの酸化活性
および活性阻害剤の効果を電極法により測定し
た。 
 
４．研究成果 
aa3 タイプ 
阻害剤（シアン化物イオン）結合構造  本酵素
の活性阻害剤であるシアン化物イオン（CN－）は
酸化型の酵素触媒部位に結合する。休止酸化
型酵素の結晶を KCN 溶液に浸すことによって
CN－結合酸化型酵素の結晶を作製し、X 線結
晶解析によりCN－の結合様式、およびCN－の結
合に伴う酵素構造の変化を 2.0 Å 分解能で決定
した。その結果、CN－は酸化型触媒部位のヘム
鉄に結合し、C-N 軸がヘム面に対してほぼ垂直
の結合構造であることを明らかにした。さらに、
CN－結合酸化型酵素と休止酸化型酵素の構造
を比較した結果、休止酸化型の触媒部位に結
合している過酸化物イオンは CN－と置き換わる
ことが分かった。触媒部位以外の酵素の構造に
関しては、CN－結合酸化型と休止酸化型とで顕
著な違いは見られなかった。〔雑誌論文 3〕 
 
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（休止酸化型）と全
てが還元状態の酵素（還元型）の X 線結晶解析
をそれぞれ 1.5 Å と 1.6 Å 分解能で行った。その
結果、酵素内部（触媒部位付近）にあるマグネシ
ウムイオン結合部位と接する水分子のクラスター
構造の酸化還元に伴う構造変化を決定した。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。
〔雑誌論文 2 学会発表 10, 20〕 
 
酵素反応中間体の構造 O2 還元反応の過程で
は、還元（R）型の触媒部位に O2 が結合し、O-O
結合が開裂した後、4 つの電子が触媒部位へ段
階的に移動する。それに伴い酵素反応中間体
（A, P, F，O，E, R）が順次生成される。各中間体
は分光学的手法により同定されている。P-F, F-O, 
O-E, E-R の各遷移はプロトンポンプを伴う。一方
で、休止酸化型の触媒部位への電子移動では
プロトンポンプは起こらない。還元型酵素結晶と
O2 を反応させ、結晶の可視吸収スペクトル測定



により O 型を確認し、1.6 Å 分解能での結晶構造
解析を行った。その結果、還元型触媒部位には
存在しなかった 2 個の酸素原子が O 型の触媒
部位に結合しているのが確認された。この酸素
原子の構造は休止酸化型の触媒部位に結合し
ている過酸化物イオンの構造とは異なっていた。
さらに、休止酸化型構造では見られなかった水
分子が O 型の触媒部位付近に観測された。〔学
会発表 16〕 
 
プロトン移動経路の pKa 解析 牛ミトコンドリア由
来の aa3 タイプ酵素にはマグネシウムイオン 1 個
とナトリウムイオン 1 個が含まれる。これまでに、
これらのイオン結合部位が酸素還元反応と共役
したプロトン輸送に関与することが示唆されてい
る。一方で、細菌由来の aa3 タイプ酵素にはナト
リウムイオンに替わってカルシウムイオン 1 個が
含まれる。本研究では、これらのイオンのリガンド
分子のプロトン化状態を理解するため、pKa 解
析を行った。その結果、マグネシウムイオンのリ
ガンドである 2 つのカルボキシル基と、ナトリウム
イオンまたはカルシウムイオンのリガンドである 1
つのカルボキシル基は脱プロトン化状態である
ことが示唆される。〔学会発表 3〕 
 
cbb3 タイプ 
電子伝達の特性 末端酵素ファミリーの電子伝
達の特性を比較するため、コレラ菌由来の cbb3

タイプ酵素と牛ミトコンドリア由来の aa3 タイプ酵
素について O2 消費速度と電子伝達体酸化速度
を測定した。電子供与体としてアスコルビン酸、
メディエーターとして TMPD を用いて、O2 消費
速度を測定した結果、cbb3 は aa3 と比べて顕著
に高い O2 消費速度を示し、速度は中性領域で
高くアルカリ領域で低くなることが分かった。aa3

の電子伝達体としてウマ由来のシトクロム c、cbb3

の電子伝達体としてコレラ菌由来のシトクロム c4

を用いて、還元型電子伝達体の酸化速度を測
定した結果、aa3 は cbb3 と比べて高い酸化速度
を示し、速度は aa3 では酸性領域で高く、cbb3 で
は中性領域で高くなることが分かった。電子伝
達速度を比べた結果、aa3 ではシトクロム c 方が
TMPD よりも顕著に高くなることが分かった。一
方、cbb3 では TMPD の方がシトクロム c4 よりも高
くなることが分かった。〔学会発表 13〕 
 
NO 還元酵素 
cNOR の電子伝達の特性 末端酵素ファミリー
の電子伝達の特性を比較するため、cNOR によ
るシトクロム c551（Cyt c551）およびアズリン（Az）の
酸化反応について、初期定常状態における速
度論的解析を行った。電子供与体としてアスコ
ルビン酸、メディエーターとして TMPD を用いて、
cNOR による NO 消費速度と O2 消費速度を測定
した結果、pH 7.0、25 °C における電子伝達速度
は NO では 12 s–1、O2 では 6.0 s–1 であった。O2

を電子受容体として cNOR による還元型 Cyt c551

と還元型 Az それぞれの酸化速度を吸光度変化
により測定した結果、pH 7.0、25 °C における Cyt 
c551 酸化反応の速度論的パラメーターは kcat = 

8.6 s–1、Km = 4.0 μM であった。一方、Az 酸化反
応では kcat = 11.5 s–1、Km = 19 μM であった。pH
を 5.0 から 9.0 の範囲で変化させた場合、いずれ
の pH においても kcat は Az の方が Cyt c551 よりも
やや高く、Km は Cyt c551 の方が Az よりも顕著に
低いことが分かった。pH の低下に伴い Cyt c551、
Az ともに kcat が顕著に上昇した一方で、Km はや
や上昇した。従って、kcat/Km は pH の低下に伴い
上昇することが分かった。〔学会発表 4, 14〕 
 
qNOR の結晶構造解析 活性型 qNOR の高分
解能構造を決定することを目的として、髄膜炎
菌由来の qNOR を精製し、結晶構造解析を行っ
た。結晶化条件を検討した結果、3.5 Å 分解能
の電子密度図が得られた。〔学会発表 1, 2, 5, 
15〕 
 
qNOR の電子伝達の特性 キノールから髄膜炎
菌 qNOR への電子伝達に対して、キノールアナ
ログ分子（HQNO）の結合が及ぼす効果を調べ
た。水溶性キノールであるメナジオール（MD）を
電子供与体として用いて、MD 濃度と HQNO 濃
度を変化させたときの NO 消費速度を測定した。
解析の結果、HQNO は髄膜炎菌 qNOR の阻害
剤として働き、その阻害形式は非競合的である
ことが分かった。よって、qNOR の電子伝達（プロ
トン輸送）経路の構造が HQNO の結合によって
変化し、その結果阻害効果が現れることが示唆
される。〔学会発表 1〕 
 
qNOR の電荷移動の特性 qNOR 中での電子と
プロトンの移動方向について、精製された髄膜
炎菌 qNOR を膜小胞に組み込んだ再構成系を
用いて調べられた。その結果、髄膜炎菌 qNOR
は NO 還元反応に必要なプロトンを細胞質領域
から取り込むことにより、膜電位を生成することが
示唆される。〔雑誌論文 1〕 
 
末端酵素ファミリー 
プロトン移動経路の構造解析 末端酵素ファミリ
ーの大多数の構造において、膜貫通領域と細
胞外領域との境界面は水分子クラスターを含み、
プロトンの輸送経路の一部であると提唱されて
いる。9 種類の酵素の境界面構造を比較するた
め、分子表面計算を行った。その結果、水分子
クラスターは外界の溶媒領域から隔離されてお
り、タンパク質内部と外界とのプロトン移動には
局所的な構造変化または特定のアミノ酸残基の
プロトン化/脱プロトン化が必要なことが分かった。
〔学会発表 6〕 
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