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ミトコンドリアでは、酸化的リン酸化により ATPが合成される。それを担うのは電子伝

達系であり、いくつかの膜タンパク質複合体からなる。チトクロム酸化酵素（CcO）はミ

トコンドリア呼吸鎖の末端に位置している膜タンパク質であり、酸素の還元を行うととも

に、プロトンのポンプを行っている。生じたプロトン濃度勾配によって形成された電気化

学ポテンシャルによって ADPより ATPが合成される。CcOは古くより活発に研究がなさ

れてきたが、結晶化は困難で、1995年にはじめてウシおよびバクテリア由来の標品におい

て X 線結晶構造解析がなされた。これにより、分子レベルでの CcO の全体構造が明らか

となった。しかし、プロトンポンプ機構については、いまだ多くの仮説があり議論が続い

ている。一方、共鳴ラマン分光法は、溶液状態の試料に対しても適応することができ、活

性中心の構造変化を選択的かつ鋭敏に検出することができる。特に、寿命の短い分子種の

観測には適しており、ヘムａ３による酸素還元反応における反応中間体の構造においては

他の方法で得られない特徴的な情報を提供してきた。 



 
 

 

しかし、これまでは単離した酵素についての研究がほとんどであった。単離を行うと、

ミトコンドリア膜中に存在する場合と違い、膜電位やプロトン濃度勾配が無くなってしま

い、これらの要素が酵素の構造や機能に影響を及ぼしている場合、その影響を観測するこ

とができない。また、ミトコンドリアにはこの他にも様々な物質が存在しており、それら

が酵素の構造に影響を及ぼしているかもしれない。また、精製に用いる可溶化剤などが構

造変化を引き起こす恐れがないとは言い切れない。そこで本研究ではそれらの artifactを

無くし、本来の環境における CcOの構造変化を探るため、無傷のミトコンドリアを共鳴ラ

マン分光法を用いて測定し、膜中での構造変化を明らかにすることを目指した。共鳴ラマ

ン分光法を用い、波長を適切に選択すると様々なタンパク質が存在しているミトコンドリ

ア内でも CcOのヘムの振動のみを選択的に測定することができる。よって、生体内での環

境により近い状態で CcOの構造を追跡することができる。また、励起波長を変えることに

より、CcO のみでなく他のタンパク質の分子振動を選択的に観測することも可能であり、

ミトコンドリア中の様々な分子に応用していくことができる。 

無傷ミトコンドリアはウシ心筋とブタ心筋より調製し、ミトコンドリアの膜構造が保た

れていることは呼吸調節率を測定することにより確かめた。ウシ心筋については、一酸化

炭素存在下のミトコンドリアを測定し、Fe-CO結合に関係するバンドを観測することに成

功した。これらのバンドは、517 cm-1 , 576 cm-1 , 369 cm-1 に現れ、それぞれ、Fe-COの

伸縮振動，Fe-C-O の変角振動とポルフィリンモードの combination，Fe-CO の変角振動

に帰属した。これらの振動数は可溶化 CcO の振動数と一致した。Fe-CO 結合に関係する

バンドはヘムタンパク質において活性中心付近の環境を敏感に反映することが知られてお

り、活性中心の probe としてよく利用される。仮に、単離した CcO とヘム周囲の構造に

違いがあればこれらの振動数に違いが起こるはずである。しかし、これらの振動数が一致

したということは、活性中心付近の環境が単離したものと大きな違いがないことを表して

いる。このようにラマン分光法を用いると多くのタンパク質が存在し、振動が無数に存在

するような場合でも、単離することなしに特定の酵素の特定の分子振動のみを検出するこ

とができる。また、ブタ心筋についても同様の実験を行い、ウシ心筋と同じ振動数に３つ



 
 

 

の同位体シフトを起こすバンドが見いだされた。よって、ブタ心筋についても活性中心付

近の環境が単離したものと大きな違いがないことが示唆された。ブタ心筋についてウシ心

筋と同様の結果が得られたことは、ミトコンドリア研究の対象として適していると考えら

れる。 

次にミトコンドリア中において、チトクロム酸化酵素と酸素との反応中間体をとらえる

ことを試みた。ウシ心筋においては、シリンジの一方に酸素を飽和させたバッファーを入

れ、もう一方のシリンジに COを結合させたミトコンドリアを入れた。この両者を混合さ

せ、CO を 590 nm の強いレーザー光を照射させることにより反応を開始させた 

(Mixed-Flow装置)。この結果、反応開始後 0.7 - 2.5 msの領域に酸素化型反応中間体と思

われるバンドを観測した。振動数は 566 cm-1であり単離したものと比べわずかに低波数に

検出された。しかし S/N比が悪く、これがミトコンドリア膜中に存在することによるもの

か否かは確定できなかった。 

Mixed-Flow装置では S/N比の向上に膨大な量のミトコンドリアが必要となる。この問

題を解決するために、可溶化 CcOの反応中間体測定で用いられた酵素反応追跡用人工心肺

装置を用いた。これは、サンプルを循環させる装置であり、酸素と反応し酸化型となった

サンプルを再び還元し、再度酸素と反応を起こさせることができる。人工心肺装置を用い

ると、少量しか得られないサンプルであっても、長時間測定することができ、S/N比が飛

躍的に改善される。この装置は、可溶化 CcOに用いられてきたので、ミトコンドリア用に

改良した。この装置を用い、酸素化型、パーフェリル型、フェリル型の反応中間体につい

て、可溶化酵素に対応するバンドを観測した。すなわち、ミトコンドリアにおいて 571 cm-1

に現れるバンドが 18O2により 544 cm-1に同位体シフトを示すことから酸素化型反応中間

体の Fe-O2伸縮振動に帰属した。次に観測される 804, 785 cm-1付近のバンドも 18O2によ

り、764, 750 cm-1に低波数シフトを起こしたことから、パーフェリル型およびフェリル型

の Fe=O伸縮振動に由来すると考えられる。 

これらの反応中間体の振動数は可溶化 CcOと比較して、大きな違いはない。しかし、酸

素化型反応中間体は、バンドの強度は 0.4, 0.6, 1.4 msの順に減衰していくものの、1.4 ms



 
 

 

においても観測された。一方、可溶化 CcOにおいてはこの領域では酸素化型反応中間体は

観測されない。このことから、ミトコンドリア膜中においては、反応中間体の寿命が長い

可能性が示唆された。3 msまでの領域まで観測を行ったが、ヒドロキシル型についてはミ

トコンドリアにおいて観測されていない。よって、これ以降の領域で生成している可能性

が高い。高波数領域においては、反応開始後約 0.5 msの領域においてν4モードに由来す

るバンドが 1377 cm-1に高波数シフトを起こした。これは、中間体のうち酸素化型の生成

によると考えられる。これらの結果より、これまで単離した CcOにおいて議論されてきた

反応中間体が、実際のミトコンドリア中でも確かに存在し生理的意義を持つことが明らか

となった。 


