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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（プロトン）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。呼吸鎖末端酵素におけるエネルギー変換の分子機構を理解するため、ミトコンドリアのシトクロム酸化
酵素と細菌由来一酸化窒素還元酵素の構造と機能の研究を行った。その結果、構造解析の分解能が向上したとと
もに、基質、阻害剤等との反応に伴う酵素の構造変化や、酵素の単量体化２量体化に伴う活性制御メカニズムに
関する知見が得られた。

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
 of the respiratory terminal enzymes, I studied molecular structure and function of mitochondrial 
cytochrome c oxidase and bacterial nitric oxide reductases. The resolution of structural analysis 
was improved. The results showed structural changes of the enzymes depending on the reaction with 
the substrates and inhibitors, and indicated the regulation mechanism of enzymatic activity 
depending on the monomerization/dimerization of enzyme.

研究分野：生物物理学

キーワード： 生体エネルギー　生物物理　呼吸鎖　膜蛋白質　酵素　X線結晶解析　電顕単粒子解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸鎖酵素は生体膜を介したプロトン移動による効率的なエネルギー変換を行う。ミトコンドリア呼吸鎖の代謝
異常は活性酸素産生などに関係する。病原菌の呼吸鎖酵素は宿主免疫系から菌体を守る働きを担う。本研究では
呼吸鎖酵素のエネルギー変換機構に関して分子レベルでの知見が得られたとともに、これらの知見は高効率なエ
ネルギー変換素子の構築、代謝異常のメカニズム解明、病原菌に対する薬剤の創出につながることが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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）で放出されたエネ
ルギーを使って水素イオン（プロトン）を能動輸送する。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還元反応）4e− + 4H+ + O2  →  2H2O 
（NO 還元反応）2e− + 2H+ + 2NO  →  H2O + N2O 
O2還元酵素（Dioxygen Reductase : O2R）はミトコンドリアのシトクロム酸化酵素（Cytochrome 
c Oxidase：CcO）に代表される末端酵素で、好気呼吸によるエネルギー生産を担う。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
と NOR は分子進化上のファミリーを形成し、よく似た構造を持つ。いずれの酵素も膜貫通領域内
にヘム 1 分子と銅（または鉄）原子から成る O2（または NO）還元反応の触媒部位（活性中心）
と、電子伝達を担うもう 1つのヘム分子を持つ。O2または NO の還元反応に必要なプロトンは膜
内側の溶媒領域から膜貫通領域を通って活性中心まで能動輸送される。また、O2R は膜を貫くプ
ロトン能動輸送（プロトンポンプ）機能を持つが、NOR にはプロトンポンプ機能がない。 
（O2R 機能） 4e− + (8H+ 膜内側) + O2  →  (2H2O 活性中心) + (4H+ 膜外側) 
（NOR 機能） 2e− + (2H+ 膜内側) + 2NO  →  (H2O + N2O 活性中心) 
O2R の構造機能研究は国内外において長年行われてきた。ミトコンドリア CcO の構造解析に関
しては、1995 年に最初の構造が決定されて以来、CcO の酸化状態が異なる構造や CcO に阻害剤が
結合した構造などが報告されてきた。一方で、NOR の構造機能研究の蓄積はまだ浅い。緑膿菌シ
トクロム c 依存性 NOR（cNOR）の構造は 2010 年に初めて決定された。また、髄膜炎菌キノール
依存性 NOR（qNOR）の構造は 2016 年に 4.5 Å分解能で報告された。本研究代表者は、1998 年以
来ウシ心筋ミトコンドリア CcO の構造機能研究に携わり、おもに X 線結晶構造解析を行ってき
た。また、2014 年度からは NOR の構造機能研究も開始した。2010～2017 年度には基盤研究 Bお
よび基盤研究 Cの研究費補助を受け、CcO および NOR の構造機能研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
O2R と NOR の構造機能を詳細に比較解析することにより、エネルギー変換の動作原理やエネルギ
ー効率に関わる構造要因の解明につながると期待される。本研究では、CcO の反応中間体や NOR
の活性型高分解能構造など、プロトンポンプ機構に重要な構造を決定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
CcO については、ウシ心筋ミトコンドリアから単離精製し結晶化した標品を用いて、SPring-8 
BL44XU ビームラインを利用した X 線回折実験を実施し、エネルギー変換機能に関わる構造変化
を結晶解析によって高精度で決定した。cNOR については、緑膿菌由来の精製標品およびシトク
ロム c551およびアズリンを用いて、分光法による活性測定を行った。qNOR については、大腸菌で
発現させた髄膜炎 qNOR の精製標品を用いて、電極法による活性測定、および上記ビームライン
を利用した X線結晶解析と低温電子顕微鏡を利用した単粒子解析による構造決定を行った。 
 
４．研究成果 
CcO に関する研究成果 
(1) 構造解析の分解能向上 最初の CcO 構造の分解能は 2.8 Åであったが、本研究代表者らは
これまで分解能向上を目指して X線結晶解析実験の条件検討を進め、2016 年には 1.5 Å分解能
の構造を報告した。本研究では、結晶凍結条件などを改良することにより分解能をさらに 1.3 Å
にまで向上させた。その結果、酵素中のアミノ酸の側鎖構造や酵素に結合しているリン脂質の構
造、水分子の配置がより詳細に明らかになった。〔発表論文 1、学会発表 1,2〕 
 
(2) 単量体・２量体の構造機能 CcO の機能単位は単量体であるが、これまでに得られた結晶構
造中では CcO は２量体として存在していた。一方、ミトコンドリア膜を穏やかな条件で可溶化す
ると、CcO は単量体または他の呼吸鎖酵素と会合した超複合体状態として得られ、超複合体中の
CcO は単量体として存在する。２量体 CcO と単量体 CcO を両親媒性高分子である Amphipol によ
り安定化し活性を測定した結果、単量体は２量体よりも高い活性を示すことが明らかになった。
さらに、新規に合成された界面活性剤（3-oxatridecyl-β-D-mannoside）を用いることにより単
量体 CcO の結晶が得られた。単量体 CcO 結晶の構造を 1.85 Å分解能で解析し２量体構造と比較
した結果、２量体構造の会合面には可溶化の際に添加されたコール酸が結合して２量体を安定
化しているのに対し、単量体構造の該当部位にコール酸は存在しなかった。さらに、２量体構造
ではコール酸の結合によりプロトン輸送経路を形成する水素結合ネットワークが途切れること
から、これが２量体化による活性低下の原因であると考えられる。従って、ミトコンドリア膜に
おいてもコール酸と類似の生理活性物質が２量体化を引き起こし、活性を制御している可能性



が示唆される。〔発表論文 4、学会発表 5,7,8〕 
 
(3) CcO に結合した脂質構造 CcO の高次構造（２量体、超複合体）形成における脂質の役割を
明らかにするため、単量体 CcO に結合するリン脂質の構造をリン原子の異常散乱効果を利用し
た X線結晶解析により決定した。その結果、CcO の膜貫通領域表面には３分子のカルジオリピン
が結合していることが明らかになった。これらのうち２分子のカルジオリピンは、単量体 CcO の
構造を超複合体構造に重ね合わせた場合 CcO と他の呼吸鎖酵素との会合面に存在することから、
超複合体構造形成を担うことが示唆される。〔発表論文 4、学会発表 5,7,8〕 
さらに、２量体 CcO の会合面に存在する脂質および界面活性剤の構造を 1.3 Å分解能での結
晶解析により決定した。その結果、２量体会合面には脂質および界面活性剤の炭化水素鎖が疎水
性相互作用により結合していることが明らかになった。２量体形成には特異的なリン脂質の関
与はなく、脂質の炭化水素鎖および上記のコール酸が関与することが示唆される。〔発表論文 1、
学会発表 1,2〕 
 
(4) O2アナログ分子結合構造 CcO の活性性阻害剤であるアジ化物イオン（N3−）は酸化型の活性
中心に結合する。酸素還元反応過程における CcO の構造変化を調べるためのプローブとして N3−

を用いた構造解析を行った。休止酸化型酵素の結晶を NaN3溶液に浸すことによって N3−結合酸化
型酵素の結晶を作製し、X線結晶解析により N3−の結合様式、および N3−の結合に伴う酵素構造の
変化を 1.85 Å分解能で決定した。その結果、N3−は酸化型活性中心のヘム鉄と銅原子に１分子ず
つ結合することが明らかになった。さらに、N3−結合酸化型 CcO と休止酸化型 CcO の構造を比較
した結果、N3−の結合により活性中心のヘム分子位置がずれ動き、プロトン輸送経路を構成する水
分子を介した水素結合ネットワークの構造が変化することが分かった。〔発表論文 5〕 
 
(5) H2O2反応産物結合構造 CcO の酸素還元過程においては、還元型活性中心のヘム鉄と銅原子
（Fe2+ Cu1+）に酸素（O2）が結合する。一方で、酸化型活性中心と過酸化水素（H2O2）が反応する
ことにより、酸素還元反応中間体と類似の化学種が生成し安定化することが知られている。そこ
で、休止酸化型 CcO 結晶を電子メディエーター（フェナジンメトサルフェート）存在下で過酸化
水素と反応させ、生成した反応中間体を低温で捕捉し、X線結晶解析により活性中心の構造を 1.8 
Å分解能で決定した。その結果、本反応中間体の活性中心のヘム鉄と銅原子の原子間距離（4.6 
Å）は、休止酸化型（4.8 Å）および還元型（5.1 Å）と比べて顕著に短くなることが分かった。
さらに、活性中心の化学種は（Fe4+=O2−  HO−−Cu2+）であることが示唆される。〔発表論文 3、学会
発表 9〕 
 
(6) O2還元反応中間体構造 CcO の酸素還元過程においては、活性中心のヘム鉄と銅原子が酸化
型（Fe3+ Cu2+）になる反応中間体が生成する。この酸化型反応中間体は電子伝達と共役したプロ
トンポンプ機能を有するが、活性中心の酸化状態が同じく Fe3+ Cu2+で既に構造決定されている
休止酸化型 CcO にプロトンポンプ機能はない。以前にも酸化型反応中間体の構造解析を行った
が、構造の再現性と解析精度をさらに向上させるため、本研究では還元型 CcO 結晶を酸素と反応
させ、生成した反応中間体を低温で捕捉し、X線結晶解析により活性中心の構造を 1.6 Å分解能
で決定した。その結果、休止酸化型の Fe3+と Cu2+には 2原子分子（過酸化物イオン：O22-）が架橋
しているのに対し、酸化型反応中間体では Fe3+と Cu2+それぞれに結合する酸素原子の電子密度が
観測された。〔学会発表 3〕 
 
(7) Na+/Ca2+結合部位構造 ウシ心筋ミトコンドリア CcOの分子表面にはナトリウムイオン（Na+）
が通常結合する部位が存在するが、細菌の類似酵素の相当する部位にはカルシウムイオン（Ca2+）
が結合している。また、CcO に結合した Na+を Ca2+に置換することは可能であるが、細菌酵素の
Ca2+を置換することはできない。さらに、CcO への Ca2+の結合により酵素活性が阻害されること
が報告されている。CcO の Na+/Ca2+結合部位の性質を明らかにするため、Na+を Ca2+に置換した酸
化型と還元型の CcO 構造を、それぞれ 1.7 Å分解能で決定した。その結果、Ca2+の結合は電子伝
達経路の構造を僅かに変化させることが明らかになった。〔学会発表 12,13〕 
 
NOR に関する研究成果 
(8) cNOR の電子供与体酸化活性 呼吸鎖末端酵素の電子伝達の特性を比較するため、緑膿菌シ
トクロム c依存性 NOR（cNOR）による電子供与体（シトクロム c551、アズリン）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。その結果、シトクロム c551がアズリンと比
べて優先的な電子供与体であること、cNOR 内の電子移動とプロトン移動とが共役していること
が示唆される。また、酸化速度がイオン強度依存性を示さなかったことや、シトクロム c551の疎
水性表面にあるアミノ酸変異が反応速度に影響を与えたことから、電子伝達体と cNOR との結合、
および電子伝達において疎水性相互作用が重要であることが示唆される。 
 
(9) qNOR の NO 還元活性および活性阻害 髄膜炎菌キノール依存性 NOR（qNOR）による NO 還元
反応について、電子供与体としてユビキノール１、およびメナジオールを用いて、初期定常状態
における速度論的解析を行った。その結果、膜貫通領域表面の親水性アミノ酸変異が反応速度を



大きく低下させたことから、これらのアミノ酸残基がキノール結合と電子伝達に重要であるこ
とが示唆される。阻害剤を用いた速度論的解析の結果、ベンゾキノンがユビキノール１やメナジ
オールに対して競合的な活性阻害剤として作用することが分かった。〔学会発表 11〕 
 
(10) qNOR の構造解析 髄膜炎菌 qNOR の機能単位は単量体であるが、その精製標品には単量体
と２量体が含まれ、２量体の方が単量体よりも高い活性を示す。qNOR 単量体の X 結晶解析によ
り、阻害剤（亜鉛）が結合した単量体構造を 3.15Å分解能で決定した。また、qNOR２量体の低温
電子顕微鏡単粒子解析により、２量体構造を 3.06Å分解能で決定した。その結果、２量体化が
プロトン輸送経路および活性中心構造を適正化することにより活性が高くなることが示唆され
る。〔発表論文 2、学会発表 4,6〕 
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