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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) 

 

島田敦広・伊藤(新澤)恭子・吉川信也・月原富武 

Shimada, A., 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。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

析が可能であることを証明した。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行い、経時的な構造変化の追

跡を行った。その結果は、Science Advance に論文として採択され掲載された。 

 

 

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 

 

島田悟・伊藤(新澤)恭子・吉川信也・月原富武 

Shimada, S., 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

となった。この結果は、EMBO J に論文として採択され掲載された。また、チトクロム c の電子伝達に
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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 

 

島田悟・月原富武・伊藤(新澤)恭子 

Shimada, S., 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

開始した。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。 

 

 

Ⅳ 複合体Ⅴ（FoF1-ATP 合成酵素）の構造研究 

Structural Studies on complex V (F0F1-ATP synthase) 

 

伊藤(新澤)恭子・島田悟・月原冨武・Christoph Gerle 

Shinzawa-Itoh, K., Shimada, S., Tsukihara, T., Gerle, C. 

 

ウシ心筋ミトコンドリア膜から 17 種類全てのサブユニットを持ち、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酵素を収率よく得る精製法を確立した。チューブ状結晶から、本酵素の

ダイマー形成が膜に曲率を与えることがわかった。界面活性剤を lauryl maltose-neopentyl glycol (LMNG)

に置き換えると電子顕微鏡観察に於いてバックグランドを大きく下げることが出来たため、単粒子構

造解析が可能な像を得ることが出来、11Å分解能の立体構造を得ることに成功した。本酵素のプロト

ンポンプに伴う ATP 合成を理解するには、膜内部分、Fo 部分の高分解能構造解明は必須である。 

そのため、我々が精製し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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