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研究成果の概要（和文）：チトクロム酸化酵素は、食物をO2によって酸化する最終段階を触媒するとともに、そ
れによって得られるエネルギーを使ってプロトンをポンプしている。これは酸素呼吸による生体エネルギー変換
の要であるが、その仕組みはまだ謎のままである。本研究ではチトクロム酸化酵素のプロトンポンプ機構を原子
レベルで解明することを最終目標に、この酵素の反応を光で制御する手法、及びその手法を用いて反応を追跡で
きる測定装置を開発した。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome c oxidase catalyzes the final step of food oxidation, coupled 
with proton pump to store the energy. This is one of the most important steps for the respiratory 
energy conversion; however, its mechanism is still mystery. In this study, to elucidate the 
proton-pump machinery of cytochrome c oxidase at the atomic level, we have developed the method that
 can control the enzymatic reaction by light and the instrument that can track the reaction in real 
time. 

研究分野：生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸と生体エネルギー発生の機構は古くから人々の興味を惹きつけてきた生命科学の中心課題の一つであるが、
その本質はミトコンドリアで行われているプロトンポンプにある。しかしその機構はまだ謎のままであり、教科
書にも載っていない。本研究ではこの謎に挑む研究基盤を確立した。なお、近年、チトクロム酸化酵素の活性化
因子が発見されており、ミトコンドリア病の治療薬開発の観点で注目されている。チトクロム酸化酵素の機構を
原子レベルで解明しさらにそれを制御することは、将来社会の健康保持・増進に寄与するであろう。

※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 
 チトクロム酸化酵素は、我々が呼吸で取り入れた酸素（O2）を水（H2O）にまで還元するとと
もに（O2還元反応）、それによって得られる自由エネルギーを使ってプロトンをポンプしている
（図 1）。この酵素は、呼吸による生体エネルギー変換の要のタンパク質の一つであるため、1920
年代に発見されて以来、光合成系と並んで注目されてきた。膨大な研究の歴史がある。今では本
酵素の O2還元反応機構は、ほぼ分かっている。しかし、プロトンポンプ機構はまだ謎のままで
あり、教科書にも載っていない。 
 ウシ由来の酵素の高分解能 X線構造解析では、“プ
ロトンの通り道”になりえる水素結合ネットワークが
3 つ発見されている（H 経路、D 経路、K 経路）（図
1）。K経路と D経路は、O2還元反応（O2 + 4H+ + 4e- 
→ H2O）で消費される 4H+の輸送経路である。一方、
H経路の役割についてはまだコンセンサスが無い。①
H 経路がプロトンポンプとして働くと主張するグル
ープと②D経路が（O2還元反応のためのプロトン輸送
に加えて）プロトンポンプとして働くと主張するグル
ープが、実に 20 年以上に渡り論争を続けている。興
味深い事に、H経路は動物の酵素にのみ保存されてお
り、植物や細菌の酵素には無い。論争の解決に向けて
これまで変異体解析も行われてきたが、変異の効果の
解釈を巡って決着の方向にない。プロトンポンプ経路
を同定し、プロトンポンプ機構を解明するためには、
変異体ではなく天然酵素を用いて、プロトンポンプが
起こる際の構造変化を原子レベルで直接観測すると
いった決定的な実験データが必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は、X線自由電子レーザー（XFEL）による時間分解結晶構造解析と時間分
解赤外分光解析を組み合わせた先端的計測により、チトクロム酸化酵素のプロトンポンプ機構
を原子レベルで解明することである。すなわち、時間分解結晶構造解析でプロトン輸送経路の構
造変化を動画観察するとともに、時間分解赤外分光でプロトン移動を追跡する。本研究はそれら
の測定に必要な手法開発・装置開発から取り掛かる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ウシ心筋由来のチトクロム酸化酵素を扱う。時間分解結晶構造解析ならびに時間
分解赤外分光測定では、UV照射によって基質 O2を放出するケージド化合物（ケージド O2）を
トリガーに用いる。即ち、ケージド O2を浸潤させた酵素試料（結晶もしくは溶液）に UVパル
ス光を照射して反応を駆動し、その後の構造変化や反応過程をポンプ-プローブ法によって観測
する。ケージド O2には、ペルオキソ Co(III)錯体を用いる。 
時間分解結晶構造解析では、以前 SACLA で開発した実験装置（J. Synchrotron Rad. 2017, 24, 

1086）をベースに、嫌気条件等の必要な環境を整備して使用する。一方、時間分解赤外分光では、
実験装置の開発が必要である。チトクロム酸化酵素の反応は基質 O2を消費するため（ケージド
O2を消費するため）、一回一回のポンプ-プローブ測定毎に試料交換ができる装置が必要となる。
本研究では赤外顕微鏡を導入し、チトクロム酸化酵素の反応を追跡できるポンプ-プローブ測定
装置を開発した上で、それを適用する。 
 
４．研究成果 
(1) ケージド O2の特性評価 
 時間分解紫外可視分光法により、まずはケージド O2 の
最適励起波長、量子効率、及び O2放出のタイムスケールを
調べた（図 2）。ポンプ光の照射には、ナノ秒波長可変 OPO
レーザーを用いた。その結果、314 nmの励起波長で最も効
率的に O2を放出し、その時の量子効率が 0.5であることが
分かった。また O2放出時間は 10 µs 以内であった（10 µs
以降の微細なバンド変形は光分解物の構造変化に由来）。
この O2 放出時間はチトクロム酸化酵素の反応を計測する
上で十分に速い。また、ケージド O2の水への溶解度は 50 
mMを超えることも確認された。チトクロム酸化酵素の結
晶中濃度が 2 mM程度であることを考えると、時間分解結

図 1. チトクロム酸化酵素. O2 還元部位は
ヘム鉄 (Fea3) と銅原子 (CuB) からなる. 
その他の金属部位は電子伝達を担う.  

 
図 2. UV照射後のケージドO2の時間
分解紫外可視差スペクトル.  



晶構造解析ではケージド O2を 4 mM浸潤させれば十分である。即ち、溶解度についても問題は
無い。 
以上、ケージド O2の時間分解測定トリガーとしての有用性が確認された。但し、10oC 以下、
暗所で扱わないと、ケージド O2から O2がリークすることが判明し、時間分解結晶構造解析や時
間分解赤外分光測定では温度コントロール・遮光条件が必須であることが分かった。また還元剤
（ジチオナイト）との共存も避ける必要があり、測定プロトコルの確立も必要とされた。 
 
(2) ケージドO2を用いたチトクロム酸化酵素の反応制御 
 チトクロム酸化酵素の反応は、ヘムの可視吸収スペク
トル変化で追跡可能である。ケージド O2 を混合したチ
トクロム酸化酵素（溶液）の UV照射後の時間分解紫外
可視スペクトルを図 3に示す。測定温度は 10oCとし、反
応開始時点でのチトクロム酸化酵素は完全還元型とし
た。Global fitでスペクトル変化を解析した結果、ケージ
ド O2からの O2放出後、次のように酵素反応が進行する
ことが分かった：①時定数 27 µs で基質 O2がヘム a3に
結合した A中間体が生成（Fe3+-O2

-…CuB
1+: Tyr244-OH）、

②360 µsで O=Oが開裂した P 中間体が生成（Fe4+=O2- -

HO-CuB
2+: Tyr244-O-）、③480 µs で F 中間体が生成

（Fe4+=O2- H2O-CuB
2+ : Tyr244-O-）、④2.3 msで O中間体

が生成（Fe3+-OH- H2O-CuB
2+: Tyr244-O-）。P中間体→F中

間体、及び F中間体→O中間体の遷移過程においてプロ
トンがポンプされるので、ケージド O2 を用いた反応系
はプトロンポンプ機構の研究に有効であることが示さ
れた。 
 
(3) 時間分解結晶構造解析への取り組み 
 結晶相での反応を解析するために、ケージド O2を浸潤したチトクロム酸化酵素結晶の UV照
射後の時間分解紫外可視測定を試みた。試料内部の励起効率を損なわず、且つ十分な回折分解能
を担保できる結晶サイズを選別した。測定セルには後述のマイクロチップを使用した。結晶相で
の反応を測定した結果、A 中間体と F 中間体の生成を確認することができた（その他の中間体
の生成は現在確認中である）。結晶中でも反応が進行することを確認し、ケージド O2濃度、励起
条件、温度等の実験条件も決定した。 
一方、SACLAの基盤開発もこの 3年間で進展した。研究開始当時、SACLAでの時間分解結晶
構造解析では温度・嫌気環境の厳密な制御が難しかったが、それらの環境制御が可能になった。
正に時間分解結晶構造解析を開始する準備が整ったと言える。 
 
(4) 時間分解赤外分光への取り組み 
 時間分解 X 線結晶構造解析は、プロトンポンプ過程の構造変化を原子レベルで観測できる強
力な手法であるが、プロトン移動を直接観測することは不可能である。そこで本研究では、時間
分解赤外分光を使用し、時間分解結晶構造解析との相関解析を行う。但し、時間分解赤外分光を
チトクロム酸化酵素に適用するためには、測定装置の開発が必要である。ケージド O2をトリガ
ーに用いたポンプ-プローブ測定を実現するためには、一回の測定毎に試料交換が必要となる。 
 本研究では、多数の微小ウェルを集積したマイクロチッ
プを作製し、赤外顕微鏡に導入した（図 4）。一つ一つのウ
ェルに保持された溶液（もしくは結晶）に対して、ポンプ
光を照射し、時間分解測定を実施する。チップを自動走査
することで試料交換がなされる。ポンプ光には、ナノ秒波
長可変 OPOレーザーを使用し、赤外光と同軸に入射した。
最初の動作確認には、嫌気環境を必要としない一酸化窒素
還元酵素（P450nor）をモデル試料に用いた。この酵素の基
質は NOなので、ケージド NOをトリガーに用いたポンプ
-プローブ測定を行った。その結果、中間体の捕捉に成功し、
NO 伸縮振動数の解析から反応活性種のプトロン化状態が
解 明 さ れ た （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2021 118, 
e2101481118）。本装置の威力が十分に示された。     
その後、嫌気環境の整備も終え、チトクロム酸化酵素の測
定の準備が整った所である。プロトンポンプの過程で、H
経路にある Asp51（νC=O 1738 cm-1）、D経路にある Glu242
（νC=O 1748 cm-1）やヘムプロピオン酸（νC=O 1676 cm-1）が
どう振舞うのか大いに興味が持たれる。 
 

 

図4. 時間分解赤外分光測定. マイク
ロチップを走査しながら各試料ウェル
でポンプ-プローブ測定を行う. カセグ
レン式の対物鏡で赤外光を集光.  

 
図 3. UV照射後のチトクロム酸化酵素-
ケージド O2 混合系の時間分解紫外可
視差スペクトル.  



(6) まとめ 
 長年議論されてきたチトクロム酸化酵素のプロトンポンプ機構の解明という大きな目標に向
けて、手法開発・基盤開発から取り掛かった。時間分解結晶構造解析・時間分解赤外分光を用い
てプロトンポンプを追跡する所までは期間内に至らなかったが、それに向けた準備は十分に整
えることができ、まさに期待が高まった所にある。一方、本研究で開発された基盤や手法は他の
酵素にも応用可能であり、実際に一酸化窒素還元酵素（嫌気呼吸酵素）の中間体の解析に成功し
た。その他、ケージド O2は酸素添加酵素の解析にも有効であることが見出されており、多様な
発展研究が見込まれる。 
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