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研究成果の概要（和文）：細胞呼吸を担っていて生命の維持に不可欠の膜タンパク質の一つ

にチトクロムＣ酸化酵素がある。本酵素は酸素分子を水に変換するとともにプロトン（水

素イオン）を膜の内側から外側へポンプする。本酵素のしくみを明らかにするためには共

鳴ラマン分光法によりピコメートルレベルの微細構造を決定する必要がある。本研究では

プロトンのポンプを効率良く行うために必要な寿命の短い中間構造と２つのヘムの協同的

構造変化を検出した。さらに、プロトンポンプに関わるいくつかのヘム側鎖のラマン信号

の帰属決定を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Cytochrome c oxidase plays an essentially important function in 
cell respiration to maintain life, and catalyzes dioxygen reduction to water, which is 
coupled with proton pumping across the membrane. In order to elucidate the 
mechanism of this enzyme, high resolution structures at a picometer level are to be 
determined by resonance Raman spectroscopy. In the present study, we have 
established assignments of some Raman siganals. In addition, an intermediate 
conformational state and cooperative dynamics of the two hemes have been detected, 
which are essential for an efficient proton pump. 
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チトクロムＣ酸化酵素（CcO）が重要な働き
をしている。すなわち、電子を酸素分子に渡
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して水を合成する。同時にプロトンをミトコ
ンドリア内膜を横切ってポンプする。こうし
てできる膜を隔てたプロトン濃度勾配が細
胞内エネルギー通貨であるATP 合成を駆動す
る。このようなプロトン濃度勾配を介する
ATP 合成のしくみは１９６２年にピーター・
ミッチェルによって提案されたが、それを担
う膜タンパク質複合体の反応機構は未解明
である。 
 研究開始までに、共鳴ラマン分光法により
Ｏ２還元反応の４つの反応中間体の構造が得
られていた。また、結晶構造をもとにタンパ
ク中のプロトン輸送経路がわかっていた。し
かし、酸素還元反応とプロトンポンプ反応が
如何にして共役するかは不明であった。この
謎を解くためには構造ダイナミクスを明ら
かにする必要があった。分子量が大きいため
ＮＭＲ分光法は使えない。最適な方法の１つ
は共鳴ラマン分光法であり、CcO が持つ２つ
のヘム（ヘム aと a3）の構造変化を鋭敏に反
映する振動スペクトルが選択的に得られる。 
２．研究の目的 
 CcO のヘム a3は酸素を還元する触媒部位で
あり、ヘム aはその酸化還元によりプロトン
ポンプを駆動する。本研究の目的は、（１）
ヘム a3に結合した CO を光解離したあとのヘ
ムおよびその近傍構造の時間変化を調べる。
特に①Fe-His 結合の振動数と強度、②ヘム a
のビニル基の振動数の２点に注目する。また、
構造ダイナミクスを追跡するために帰属を
決めなければならないラマン線がある。この
ため、（２）ヘム a の側鎖置換基のうちプロ
トン輸送経路に関わっているものの信号の
帰属を行う。特に以下の振動モードを調べる。
①２位ヒドロキシファルネシルエチル（HFE）
基、②７位プロピオン酸基。 
３．研究の方法 
 （１）パルスの時間幅 10 ns の緑色光（波
長 532.0 nm）により CO を光解離し、遅延時
間 10 ns~5 ms 後に同じくパルス幅 10 ns の
藍色光（波長 435.7 nm）によりヘムの共鳴ラ
マンスペクトルを測定する。このようにして、
タンパク質構造の CO 結合型から平衡状態還
元型へのダイナミクスを追跡する。なお、解
離した CO の再結合は 10 ms で起きるので測
定した遅延時間内に CO の再結合は起こらな
い。（２）ヘム aの HFE 基の OH 基や７位プロ
ピオン酸基と水素結合しているアミノ酸に
変異を導入した CcO を細菌（Paracoccus 
denitrificans）を用いて作成する。その共
鳴ラマンスペクトルを測定し、野生型（WT）
と比較して変化のあったラマン線の帰属を
決める。①T50 と S417 が HFE 基の OH 基に近
いので、それぞれ T50A と T417A 変異体を作
成する。②Y406 が７位プロピオン酸基と水素
結合を形成しているのでY406F 変異体を作成
する。 

４．研究成果 

（１）CO結合型CcOのCO光解離後のヘムの構造

ダイナミクスをΔt = 10 ns~5 msの時間領域
で共鳴ラマン分光法により追跡した。ヘムa

とヘムa3の２つのヘムの側鎖ビニル基が同じ

ダイナミクスを示した。これは２つのヘムの

協同的動きの存在を意味する。また、CO結合

型が平衡状態還元型へと遷移する間のΔt = 2 
µs~5 msの時間領域に中間的コンフォメーシ
ョンを検出した。すなわち、ヘムa3のFe-His

伸縮振動モードの振動数は平衡状態還元型の

振動数と同じ215 cm-1だが、強度は有意に低か

った。Fe-His伸縮振動モードの振動数から考

えてCcOのO2に対する親和性がCO解離直後（

Fe-His伸縮振動221 cm-1）と比べて低いことが

示唆される。つまり、O2親和性が調節可能で

あることが見出された。この結果と前述の２

つのヘムの協同性は、ポンプされるプロトン

がプロトンポンプ部位を満たしたとき初めて

O2をヘムa3に結合させて反応を始めることに

よる、効率的なプロトンポンプ機能のための

しくみであると考えられる。 

（２）T50A、S417A、Y406F 各変異体の可視吸
収スペクトルおよび電子伝達活性を測定し
たところ WT と比べて差がなかった。次に励
起波長 413.1 nm の共鳴ラマンスペクトルを
還元型について測定し比較した。WT で 1251 
cm-1のラマン線はT50Aでは低波数シフトした
が、S417A では変化が検出されなかった。こ
の結果から、1251 cm-1のラマン線を HFE 基に
由来すると帰属した。OH 基は T50 と水素結合
していることがはっきりした。これは結晶構
造の再検討を促す結果である。一方、WT で
364 cm-1のラマン線は Y406F では低波数シフ
トしたのでこれをを７位のプロピオン酸基
の CβCcCd変角振動に帰属した。これらの新規
帰属決定はプロトンポンプ機構を解明する
ための強力な手掛かりを与える時間分解共
鳴ラマンスペクトルを解釈するための基礎
データである。 
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