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Ⅰ ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳ（チトクロム酸化酵素）の

高分解能構造解析 

High resolution X-ray structural analysis of mitochondrial complex IV  

(cytochrome c oxidase) 

 

伊藤(新澤)恭子・吉川信也・月原富武 

Shinzawa-Itoh, K., Yoshikawa, S., Tsukihara, T. 

 

チトクロム酸化酵素は 1分子の酸素を還元するエネルギーを利用して 4等量のプロトンをH-pathway

と呼ばれる経路を介してプロトンポンプする。本酵素は４つの金属酸化還元中心（CuA、Fea、CuB、Fea3）

を持っており、プロトンポンプ機構の解明には、これらの金属酸化還元中心の酸化状態および配位子

結合状態の異なる様々な状態の構造を高分解能で解析することが必須である。そのため、配位子や活

性中心の酸化還元状態の異なる条件の結晶を作製し、高分解能構造を決定すると共に構造の比較を行

った。これまで得られた結晶構造はすべて、pH が 6.0 以下での構造であったが、フッ素化界面活性剤

を用いることにより中性領域での結晶化が可能となり、その pH 領域での構造を酸化型及び還元型につ

いて明らかにし報告した。SACLA のフェムト秒 X 線レーザーを用いた結晶構造解析で放射線損傷の

ない X 線結晶構造解析が可能となったので、フェムト秒パルス X 線レーザーを用いたポンプ−プロー

ブ法により、これまで捉えることのできなかった寿命の短い反応中間体の構造解明を進めた。 

 

 

Ⅱ チトクロム cと複合体Ⅳの複合体の X線結晶構造解析 

X-ray structural analysis of cytochrome c and cytochrome c oxidase complex 

 

伊藤(新澤)恭子・吉川信也・月原富武 

Shinzawa-Itoh, K., Yoshikawa, S., Tsukihara, T. 

 

電子供与体であるチトクロム c と複合体Ⅳの共結晶化に成功し 2.0Å分解能での構造解明を行った。

その X 線結晶構造から電子伝達経路、結合様式を明らかにした。他のタンパク質の複合体の構造と比

較すると、チトクロム c と複合体Ⅳは、間に水を介した新しい様式で相互作用していることが明らか
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となった。また、チトクロム c の電子伝達に関わるサイトだけでなく、活性調節や複合体Ⅲとの間で効

率よい電子伝達が可能とするための第二の結合サイトが存在することを明らかにした。 

 

 

Ⅲ ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の構造と機能 

Structural and Functional Studies on Respiratory Supercomplex 

 

月原富武・伊藤(新澤)恭子 

Tsukihara, T., Shinzawa-Itoh, K.  

 

ミトコンドリア内膜に於いて呼吸鎖の複合体Ⅰ,Ⅲ,Ⅳは超複合体を形成している。各複合体がどのよう

に相互作用し機能しているのかを解明するために、超複合体を安定に単離・精製する方法を確立し、そ

の組成を明らかにした。得られた標品は KCN 感受性の NADH 酸化活性を示した。精製された超複合

体のラマン分光法による解析外可能となり、複合体形成に伴う複合体Ⅳの構造に対する影響の検討を

した。また、超複合体を形成する個々の複合体を精製し会合させ、結晶化を行う試みを開始した。 

一方で、超複合体をほとんど形成することなく効率の良い呼吸を可能としているショウジョウバエの

ミトコンドリアにおける適応を発見し論文としてまとめた。 

 

 

Ⅳ 複合体Ⅴ（FoF1-ATP 合成酵素）複合体Ⅰ(NADH 還元酵素)

の構造研究 

Structural Studies on complex V (F0F1-ATP synthase) and complex I (NADH reductase) 

 

伊藤(新澤)恭子 

Shinzawa-Itoh, K 

 

ウシ心筋ミトコンドリア膜から複合体Ⅰと複合体Ⅴを選択的に可溶化し、精製する方法を確立し、論

文としてまとめて報告した。両者ともに 45 種類、17 種類の全てのサブユニットを持ち、特異的阻害剤

であるピエリシジン A とオリゴマイシンによる阻害を受ける構造の損傷を受けていない。両者からは

二次元結晶を得ることができた。これまでにまだ全体構造と膜中構造の詳細な報告がない、複合体Ⅴ

については、凍結保存している標品から Fo 部分の単離精製、そして 3 次元結晶化の試みを開始した。 
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国内会議 

3. 月原冨武・吉川信也：Ｘ線自由電子レーザーを用いたチトクロム酸化酵素の時分割構造

解析によって明らかとなった、リガンド結合に伴うプロトンポンプ経路の閉鎖機構、第

17 回日本蛋白質科学会年化（仙台市）、ポスター、2017 
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6. 宮本朱梨：ウシ心筋チトクロム酸化酵素の常温還元型構造解析、第 90 回 日本生化学会

大会（神戸市）、ポスター、2017 

 

 

大学院生命理学研究科 

   博士前期課程 

       宮本  朱梨： チトクロム酸化酵素酸化型の構造精密化 

   博士課程（5年一貫） 

       Luo Fang Jia： 高分解能構造解析のためのデータ処理プログラム作製 

 

 

科学研究費補助金等 

1  戦略的創造研究推進事業（CREST）（平成 24～29年度） 

   研究課題  ミトコンドリア呼吸鎖の構造生命科学－構造がもたらす正確さ 

   研究代表者 月原冨武 

2  光・量子融合連携研究開発プログラム（平成 25～29 年度） 

   研究課題  チトクロム c 酸化酵素の水素イオン能動輸送機構の解明 

   研究代表者 月原冨武 

3  科学研究費補助金（平成 29～31 年度）基盤研究 B 

   研究課題  ATP 合成に関わるミトコンドリア呼吸鎖超複合体と ATP 合成酵素の高分解能構造解

析 

   研究代表者 伊藤（新澤）恭子 
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Structural Cell Physiology                         構造細胞生理学 

Picobiology Institute                   ピコバイオロジー研究所 

  

 

 

Ⅰ ユビキチン - プロテアソーム経路 

反応機構の解明 

X-ray structural analysis of the ubiquitin proteasome pathway 

 

水島恒裕・西尾和也 

Mizushima, T., Nishio, K. 

 

ユビキチン - プロテアソーム経路は生体内において特異的にタンパク質をユビキチン化修飾するこ

とにより、細胞周期の制御やタンパク質の品質管理といった、多くの生命現象を調節する役割を担っ

ている。本経路において特異的タンパク質分解の役割を担う 26S プロテアソームは分子量 250 万、66

のサブユニットからなる超分子複合体を形成し、機能している。また、不要タンパク質を認識しユビ

キチンを付加するユビキチンリガーゼの多くが超分子複合体を形成している。複合体を形成すること

により高度な機能を獲得した、これらのタンパク質の立体構造を解析することによりその反応機構の

解明を目指す。 

 

 

Ⅱ 病原菌エフェクタータンパク質の構造解析による 

感染機構の解明 

Structural analysis of Shigella effector proteins to reveal the pathogenic mechanism 

 

水島恒裕・西尾和也 

Mizushima, T., Nishio, K. 

 

病原菌は感染に際しエフェクターと呼ばれるタンパク質を宿主細胞に分泌し、宿主の持つ防御機構

を妨げることで感染を拡大する。その際、病原菌エフェクターは免疫系や細胞接着に関連する宿主内

タンパク質を標的として働いている。病原菌エフェクターと宿主内標的タンパク質の複合体構造を X

線結晶構造解析により決定することで感染機構の理解を目指す。さらに、エフェクターを特異的に阻

害する治療薬開発の基盤とすることを目的とする。 
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ンパク質 Ucc1 との相互作用制御機構、2017 年度生命科学系学会合同年次大会、神戸ポートアイ

ランド（神戸市）、2017  

 

大学院生命理学研究科 

博士前期課程 

田本和宏：プロテアソーム複合体形成における専用シャペロン作用機構の構造学的研究 

松田拳：TRIM29 ユビキチンリガーゼによる特異的基質認識機構の研究 
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科学研究費補助金等 
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研究代表者 水島恒裕 

2  科学研究費助成事業（平成 27～29 年度）基盤研究 B 課題番号：16K14700 

研究課題  赤痢菌エフェクターによる新規標的タンパク質認識、感染機構の構造生物学的解析 

研究代表者 水島恒裕 
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Theoretical Research of                   タンパク質機能理論 

Protein Functions 

Picobiology Institute               ピコバイオロジー研究所 

 

 

    生物機能メカニズムの理論解析および 

新規理論解析技術の開発 

 

Theoretical studies of functional mechanisms based on  

3D molecular and electronic structures of biological macromolecular systems 

 

舘野 賢 ・ 姜 志姈 

Tateno, M. and Kang J. 

 

 

生命機能を担う実体は，生体高分子と，他の生体分子（リガンドと呼ばれる）との相互作

用にある。多様なリガンドが，多様な生体高分子の“扉”を次々と叩いていく（Open the doors !），

それが生命のはたらき（生物機能）の源泉である。したがって生命のメカニズムの本質を解明

するためには，生体高分子とそれらに結合するリガンド（他の生体高分子や，低分子量・化合

物など）が生み出す「立体構造と電子構造のダイナミクス」を，基本原理に基づいて理解するこ

とが不可欠である。 

そのために本研究室では，生物機能のメカニズムを，DNA，RNA，タンパク質などの生体

高分子の分子構造・立体構造，電子構造などに基づいて，理論的に解明することを目的とし

ている。同時に，こうした研究を推進するための新規理論および解析技術の開発とその実装を

行い，スーパーコンピュータなどを駆使した大規模演算（High Performance Computing; HPC）

によって，それらの応用の基盤を構築すると共に，実験では解明できない生命の本質的な理

解を，これらの新手法によって実現にするための統合的な技術開発を進めている。 

これらの研究によって，生体高分子がどのようなアーキテクチャによって形成されている

か，またそれがどのような原理に基づいて実現されてきたかなど，分子進化における原理的な

変遷を含め，生命科学におけるより根源的な課題を解決することを目的としている。そのため

には，生命物理学や生命情報学における理論研究が不可欠であり，それら無しには実験結
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果の解析さえも不可能な場合が，先端的研究では普段に見られる。本研究室ではさらに，そ

れらを基盤とした応用も展開している所である。 

 

I. 生体高分子における電子移動経路の形成メカニズムの理論的解明 

ヒドロゲナーゼは，水素（H2）の生成および分解の両反応を触媒し，主に微生物が保持

する酵素である。酸素（O2）の存在下においても活性を維持する酸素耐性ヒドロゲナーゼも存

在し，燃料電池の極板など，実用的な用途への応用も期待されている。そのため近年，ヒドロ

ゲナーゼによる触媒反応，特にその酸素耐性発現のメカニズムが，国際的に精力的な研究の

対象とされてきた。我々は、膜結合性ヒドロゲナーゼ（Membrane-Bound Hydrogenase; MBH）

が有する Ni-Fe 活性部位最近傍の[4Fe-3S] クラスタ（プロキシマル・クラスタ）の電子構造を理

論的に調べて，酸素耐性発現のメカニズムを電子状態に基づいて解明することを目的に，本

年度の研究を行った。 

最近，膜結合性ヒドロゲナーゼにおいて，プロキシマル・クラスタが超酸化状態に遷移し

た際に，鉄（Fe）原子に水酸基（OH-）が結合することが同定された。しかし，その機能的な役割

はほとんど不明である。そこで我々は、プロキシマル・クラスタの電子状態が，水酸基の結合に

よってどのような影響を受けるかについて，ab initio 電子構造計算を駆使して解析した。その

結果，プロキシマル・クラスタ（超酸化状態）のフロンティア軌道は，水酸基の結合により大きく

変化することが明らかになった。 

これまでに，酸素による Ni-Fe活性部位の不活性化，およびその再活性化（酸素耐性）の

双方で，プロキシマル・クラスタへの電子移動が重要な役割を果たすことが明らかになってい

る。こうした電子移動と密接な連関を有すると考えられる分子軌道は，非占有最低軌道

（LUMO）等である。そこで我々は、分子軌道とそれらを構成する原子軌道に関する詳細な軌

道解析を行い，LUMO などに対する水酸基の影響を詳細に解析した。その結果，プロキシマ

ル・クラスタに水酸基が結合していない場合には，LUMO はひとつの Fe 原子（Fe4）に局在化

するのに対して，水酸基が Fe 原子（Fe1）に結合すると，その近傍に存在する２個の硫黄（S）

原子および１個の Fe 原子（Fe4）の最外殻電子軌道と混成を形成することにより，LUMO の非

局在化が誘導されることを明らかにした。 

他方で我々は，プロキシマル・クラスタへ電子を供給し得る電子移動経路を同定するため

に，経験的な探索法によって解析し，上述の電子構造解析とは独立に，電子移動経路の候補

を見出した。これらの解析結果により，水酸基が結合していないプロキシマル・クラスタの

LUMO（局在）は，電子移動経路探索計算によって同定された電子移動経路と空間的にほと

んど無関係であるのに対して，水酸基が結合したプロキシマル・クラスタの LUMO（非局在）は，

同定された電子移動経路上に存在し，両者が非常によく重なっていることが分かった。これは，
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プロキシマル・クラスタへ電子を供給するための電子移動経路が，水酸基の結合によって誘

導・形成されることを意味するものである。 

このようにして，プロキシマル・クラスタにおける電子移動経路の形成メカニズムが，電子

構造レベルで初めて詳細に明らかになった。本研究の解析対象である膜結合性ヒドロゲナー

ゼは，その酸素耐性発現のメカニズムの研究が国際的にも極めて精力的に推進されており，

近年では，機能部位の酸化還元状態，電子・プロトン輸送，およびそれらに伴う酵素の立体構

造変化などについて，関連性が明らかになってきた。他方で，酵素の酸化還元状態の遷移に

伴うそれらのメカニズムを，電子構造のレベルで解明しようとする研究は，Ni-Fe 活性部位など

にいまだ限られている。本研究は，酸素耐性の発現に不可欠なプロキシマル・クラスタの役割

と，OH-イオン結合の役割，さらにはそのメカニズムの詳細を，電子構造解析に基づいて明ら

かにした初めての研究であり，先鋭的な成果といえるものである。 

したがって本研究の成果は，膜結合性ヒドロゲナーゼの電子およびプロトン輸送メカニズ

ムや他の酸化還元状態への遷移，およびそれらに伴う酵素の立体構造変化など，今後の研

究における基盤になり得るものである。さらには，他のヒドロゲナーゼにおける電子構造や酸素

耐性メカニズムとの異同を探究し，統合的なメカニズムを電子構造レベルで解明するためにも，

将来の研究の基礎となり得るものである。これは，生体高分子における電子移動経路が，微細

な分子種（例えば OH-）の結合により制御・生成され得ることを意味するものである。 
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