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１． 研究のねらい 

生体反応の特異性が、精緻に設計されたタンパク質の構造に基づいていることはよく知られて

いる。その設計原理を理解するためには、反応の動的過程において各原子がどのように動き、

機能部位の電子構造やプロトン化状態がどのように制御されているかを詳しく調べる必要があ

る。 

タンパク質の三次元構造を高い空間分解能で決定できる実験手法は X 線結晶構造解析であ

り、これまでに多くのタンパク質に利用されてきた。この手法を用いれば 0.1 Å レベルで原子配置

を決定することが可能である。一方、機能部位の原子団（官能基）の電子構造やプロトン化状態

を解析できる強力な手法は、赤外分光法である。赤外分光法とは、COOH/COO－などの官能基

の振動状態を観測する実験手法である。官能基の振動数はわずか0.01 Åレベル（結合次数レベ

ル）の構造変化を鋭敏に反映するため、X 線結晶構造解析では困難な精密な構造解析に有用

である。しかし、赤外分光法はタンパク質の三次元構造の可視化には無力である。したがって、X

線結晶構造解析と赤外分光法は互いに相補的な手法であり、これらをうまく組み合わせることが

できればタンパク質の反応機構解明に有効であろう。 

時間分解 X 線結晶構造解析は、X 線自由電子レーザー（XFEL）の出現により新たな道が拓か

れた。XFEL は最先端のフェムト秒 X 線源であり、数十 fs の時間分解能を実現できる。一方、時

間分解赤外分光法は、最先端のフェムト秒赤外レーザーを用いることで、100 fs の時間分解測

定が可能である。またフェムト秒パルスは輝度が高いので、タンパク質結晶のような微小試料の

高感度測定も期待できる。結晶の赤外分光は X 線結晶構造解析との相補利用・相関利用に有

用であろう。そこで本研究では上記の先端光源を用いて、時間分解 X 線結晶構造解析と時間分

解結晶赤外分光法の基盤技術を開発する。その基盤技術を、生体エネルギー分野で重要なチト

クロム酸化酵素に応用する。この酵素が O2 を水に変換することでエネルギーを得るしくみを明ら

かにして、光合成系と並んで重要な呼吸系のエネルギー変換システムの解明と応用に繋げる。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究は、時間分解 X 線結晶構造解析ならびに時間分解赤外分光解析の基盤技術を開発

し、それらを用いてチトクロム酸化酵素の反応機構を解明することを目的とした。チトクロム酸

化酵素とは、呼吸で取り入れた O2 を水にまで還元するとともに、プロトンをポンプするエネル

ギー変換酵素である。O2 還元反応は、ヘム鉄と銅原子（CuB）からなる金属中心で触媒され

る。最近の X 線結晶構造解析から、ヘム鉄に CO（O2 アナログ）が結合すると、H 経路（プロト

ンポンプ推定経路）のゲートが閉じることが明らかにされた。そこでまずは、金属中心とH 経路



 

との間の連動機構を明らかにするために、CO 光解離に伴うダイナミクスの追跡を目指した。 

 時間分解赤外分光装置は、高輝度のフェムト秒赤外レーザーを用いることで高感度の装置

を開発した[原著論文 2]。さらに結晶マウント用の赤外フローセルを開発することで、結晶試料

の CO 光解離後のダイナミクスの観測に成功した。装置は、励起条件を含めて、時間分解 X

線結晶構造解析の実験条件の決定に利用された。 

 一方、時間分解 X 線結晶構造解析の装置は、SACLA（理研・播磨の XFEL 施設）を用いて開

発した。CO 光解離のための励起光学系は、X 線とほぼ同軸の二方向から励起することで、数

百 μm の大型結晶でも十分に励起できる系を開発した[原著論文 1]。CO 光解離後の時間分

解 X 線結晶構造解析のデータセット収集には成功しており、現在、中間体構造を解析中であ

る。 

 また、時間分解赤外分光・時間分解 X 線結晶構造解析の基盤開発・応用研究は、本研究を

進める中で当初の計画を超えた発展を見せた。時間分解赤外分光においては、極微量送液

マイクロフローシステムの開発を通して、酵素反応の時間分解観測を可能にした。NO 還元酵

素に適用し、trans 機構で酵素反応が進むことを解明した。一方、時間分解 X 線結晶構造解

析においては、数十 µm の微結晶をフローするシリアルフェムト秒結晶解析法（SFX）の研究チ

ームと共同研究を開始し、SFX の装置を時間分解測定が可能な系に発展させた。第一の応

用としてバクテリオロドプシンの中間体を観測しているところである。 

（２）詳細 

「時間分解結晶赤外分光の基盤開発」 

 フェムト秒赤外レーザーを用いた時間分解赤外分光装置を開発し、理研・播磨キャンパス内

に設置した。赤外光はダブルビームに分割し、片方は赤外パルス強度のゆらぎの補正に利

用した。赤外ビームの試料位置での大きさは、放物面鏡（f25.4）を用いることで（aperture 無し

で）約 100 µm にまで絞れた。スペクトル測定には、分光器およびマルチチャンネル MCT 検出

器（2段64素子）を用いた。検出器からの信号はboxcar積分器で1パルス毎にゲート検出し、

24 ビットで AD 変換した。 

 時間分解測定には、ポンプ・プローブ法を用いた。励起用レーザーとして、Nd:YAG レーザー

（4 ns, 532 nm）および XeCl レーザー（8 ns, 308 nm）を設置した。前者はバクテリオロドプシン

の光反応やヘムタンパク質のリガンド光解離に有用であり、後者はケージド化合物の光分解

に有用である。これらの励起用レーザーと赤外レーザーを同期させることによって、ナノ秒の

時間分解測定を可能にした。（なお、フェムト秒赤外レーザーの前段から 800 nm のフェムト秒

パルスを一部切り出し、波長変換することでフェムト秒の励起用パルスを生成できる。これを

利用すれば、100 フェムト秒の時間分解測定が可能となるが、本研究期間でそこまでは達成

できなかった。） 

 次に、結晶マウント用の赤外フローセルを開発した。このフローセルの流路はテーパー型を

しており、結晶を母液とともに流すと、結晶の厚みと流路の深さが一致したところで結晶が留

まる。その後は穏やかに母液をフローすることで（数 µL/min）、結晶は安定に固定される。流

路の最も浅い箇所の深さは 10 µm とした。このセルは CaF2 単結晶を sub-µm 精度で微細加工

することにより作製された（慶応大・閻らとの共同研究）。セルは水冷により温調可能である。

このセルの利点は二つある。一つは、非常に強い赤外吸収を持つ水が赤外光軸上にほとん



 

ど存在しない条件となるため、高精度の赤外分光測定が可能な点である。もう一つは、フロー

する母液の種類を適宜選択することにより、セル内で試料の状態を制御可能な点である。 

 

「時間分解 X 線結晶構造解析の基盤開発」 

 時間分解測定には、ポンプ・プローブ法を用いた。ここでは、ループマウントした大型結晶の

時間分解測定系について述べる（時間分解 SFX については後述）。 

 大型結晶の利用は、チトクロム酸化酵素のような巨大タンパク質（格子定数の大きな結晶）

の高分解能構造解析に有利である。大型結晶を励起する場合、結晶全体を励起することは

不可能なため、励起光を X 線とほぼ同軸で且つ局所的に照射する必要がある。そのための

励起光学系を開発した（図 1）。この光学系は、X 線の上流側・下流側で対称な設計であるた

め、結晶を表面・裏面の 2 方向から励起することが可能である。実際に 2 方向励起は大型結

晶の 100 %励起に有効であった。 

 
図 1. 大型結晶励起光学系 

 さらに図 1 の光学系において、励起光の光軸に可視白色光（390-700 nm）を重ねることで、

可視吸収スペクトルのその場測定を可能にした。回折データ収集前後での可視吸収測定は、

試料状態の確認に有用であった。 

 励起用レーザーについては、ナノ秒の時間分解能で十分な場合は、ナノ秒レーザーを使用

する。一方、数十fsの時間分解能が必要な場合は、SACLA共用のフェムト秒同期レーザーシ

ステム（http://xfel.riken.jp/users/eqp000_2.html）を使用可能である。 

 時間分解 X 線結晶構造解析においては、光学系のほかに、常温で結晶を安定に保持する

機構も必須である。そのための調温調湿装置は、共同研究者が開発した（JASRI・馬場ら）。

ウシ心筋チトクロム酸化酵素結晶において最適な4℃の条件でも98 %以上の調湿環境を実現

できるものが開発された。 

 

「ウシ心筋チトクロム酸化酵素の応用研究」 

 CO 光解離に伴うダイナミクスを時間分解結晶赤外分光と時間分解 X 線結晶構造解析で追

跡した。CO がヘム鉄から解離すると、プロトンポンプ経路（H 経路）上の水チャネルが閉状態

から開状態へ遷移することが、過去の高分解能 X 線結晶構造解析から明らかにされている。

この構造の動的変化の解明が目的である。ヘム鉄からの CO の光解離は、532 nm のナノ秒

パルスによって誘起した。 

 まずは、結晶マウント用赤外フローセルを使用し、4℃の条件で時間分解赤外吸収スペクト



 

ルを測定した。その結果、ヘム鉄から光解離した CO は、20 ns 以内に CuB に結合し、その後

4.4 µs と 13 ms の 2 相で CuB から解離することが明らかとなった。すなわち、CuB のリガンド親

和性が異なる 2 つのコンフォマーの存在が動的解析から明らかとなった。また、6.2 ms と 34 

ms の時定数で CO はヘム鉄に再結合する（光解離前の状態に戻る）ことがわかった。 

 次に、時間分解 X 線結晶構造解析を行なった。実験条件（励起光の偏光特性を含めた励起

条件、遅延時間など）は off-line での時間分解分光により決定した。本さきがけ期間中に中間

体構造を決定する見込みで解析を進めている（兵庫県立大・月原ら、理研・吾郷, 平田らとの

共同研究）。 

 

「その他の研究発展」 

・時間分解 SFX の基盤開発とバクテリオロドプシンの中間体の観測 

 微結晶をフローしながら回折データを収集する SFX の装置（DAPHNIS; Diverse Application 

Platform for Hard X-ray diffractioN In SACLA）に、ナノ秒レーザーパルスを 2 方向から照射す

る励起光学系を組み込んだ（理研・岩田ら、JASRI 登野らとの共同研究）。励起光を照射した

条件の回折データと励起光を照射しない dark 条件の回折データを交互に収集するスキーム

で、バクテリオロドプシンの中間体構造の解析に応用したところである。 

 一方で、時間分解 SFX の実験条件を簡便に決定できる off-line 時間分解可視吸収分光装

置を開発し、理研・播磨キャンパス内に設置した。現在はマイクロ秒の時間分解能であるが、

ナノ秒ゲート付きの ICCD を用いることでナノ秒の時間分解能に改善予定である。バクテリオ

ロドプシン微結晶の時間分解可視吸収スペクトルを測定し、結晶相での光サイクル中間体生

成の時定数を明らかにした。事前の off-line 時間分解分光測定は、時間分解 SFX の成功に

必須であった。 

 

・酵素反応観測のためのフロー・フラッシュ型時間分解赤外測定系の開発 

 CO 光解離ダイナミクスのようなサイクル反応の測定では、同一試料を用いた積算が可能で

あるが、酵素反応の測定では、フローによる試料交換が必須となる。そこで、ケージド化合物

を利用して酵素反応を観測できるフロー・フラッシュ型の時間分解測定システムを開発した。

具体的には、マイクロ流路フローセル、及びレーザー照射と同期した極微量送液シリンジポン

プを開発し、時間分解赤外分光装置に組み込んだ。測定では、①フレッシュな試料の送液（試

料交換）、②送液ストップ、③励起光照射（ケージド化合物からの基質放出）、④一定遅延時

間後にスペクトル測定、を繰り返す。 

 装置の第一の応用として、NO 還元酵素の酵素反応（窒素サイクルのキープロセスである

NO 還元反応）を観測した。低収量の膜タンパク質の不可逆反応であるため、これまで不可能

とされてきた類の計測である。ケージド NO は市販のものを用いた。NO 還元酵素はチトクロム

酸化酵素の祖先型であり、ヘム鉄と非ヘム鉄（FeB）からなる金属中心で 2 分子の NO を N2O

へと変換する。この反応の NO 結合型中間体（10 μs）の観測に成功し、その NO 伸縮振動の

振動数の構造敏感性を利用して、本酵素の反応機構が trans 機構であることを解明した。長

年の論争に決着をつける研究成果を得ることができた（理研・城らとの共同研究）。 

 なお、本測定系はケージド O2 を用いることで、チトクロム酸化酵素の酵素反応（O2 還元／プ



 

ロトンポンプ反応）の観測に応用可能である。ケージド O2 は、既報の化合物をベースに開発

中である（兵庫県立大・杉村らとの共同研究）。暗所・4℃の条件で数時間安定な化合物が開

発されたところである。 

 

３． 今後の展開 

  チトクロム酸化酵素の研究については、O2 還元／プロトンポンプ反応の観測が最大の課題で

ある。CO 光解離の系の次には、開発中のケージド O2 を用いてこの生理反応の時間分解 X 線

結晶構造解析・時間分解赤外分光に挑戦したい。時間分解赤外分光においては、プロトンポ

ンプ経路（H経路）の出口に存在するAsp51のプロトン化・脱プロトン化の観測が一つの目標で

ある。そのバンドの帰属には、結晶（配向試料）の偏光赤外測定を利用する。 

  装置はチトクロム酸化酵素の応用にとどまらず汎用的なものである。特に最近は種々のケー

ジド化合物が利用可能になってきているので（ケージド ATP やケージド Glu など）、それらを利

用した他のタンパク質の応用研究も展開していきたい。それと同時に、より汎用的な mixed 

flow による測定系の開発も重要な将来課題と考えている。 

 
４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

ナノ秒時間分解 X 線結晶構造解析（ループマウントおよび SFX 測定系）ならびにナノ秒時間

分解赤外分光解析（結晶およびフロー測定系）の基盤を、理研・播磨に整備した。本研究では

チトクロム酸化酵素の CO 光解離の系を第一の研究対象としたが、本基盤を用いた応用研究

はそれに留まるものではない。特に、①ケージド化合物を用いた時間分解SFX と②ケージド化

合物を用いたフロー・フラッシュ時間分解赤外分光は、ケージド化合物の利用という制約はあ

るものの、光サイクル反応以外のさまざまな酵素反応への応用が見込める基盤と考えてい

る。 

 また、理研・播磨に時間分解分光測定環境を整備したメリットも大きいと考えている。SACLA

ユーザーが来所した際に利用できる形にしたい。なお、米国の XFEL 施設（LCLS）で時間分解

SFX をした研究グループが、われわれの時間分解分光装置で予備実験をした例もある。時間

分解 X 線結晶構造解析の成功（あるいはデータの解釈）には、結晶中のタンパク質ダイナミク

スを時間分解分光測定で理解しておくことが重要だからである。 

 ただし、時間分解分光の役割が時間分解X線結晶構造解析の実験条件の検討にとどまるよ

うでは不十分である。分光情報（電子状態に関する情報）が反応機構解明に活用されてこそ

意義が大きい。チトクロム酸化酵素のプロトンポンプや NO 還元酵素の NO 還元中間体といっ

た酵素反応の研究は、時間分解 X 線結晶構造解析・時間分解赤外分光解析の相補利用・相

関利用のよいモデル研究となる。今後は本さきがけで開発された基盤技術をベースにシャー

プな相関構造解析を進めることが、より広く構造生命科学の発展に繋がると考えている。 

研究の進め方自体に大きな問題はなかったと考えている。共同研究体制を築き、理研・播

磨にいる利点をフル活用して、できることから着実に進めた。しかし中間目標を多く設けたせ

いで、やり残したことも多い。一つはフェムト秒領域の現象の測定であるが、これに関しては

SACLA 共用のフェムト秒同期レーザーを用いてフェムト秒時間分解 X 線結晶構造解析を計画



 

している。また時間分解 X 線回折・時間分解赤外分光の同時測定も当初念頭にあった。

SACLA 共用のフェムト秒同期レーザーを用いてフェムト秒赤外光を生成することを考えていた

が、共用レーザーは安定性の問題で精密分光用途の測定光には向かないことが判明した。

同時測定の実現には赤外光源の再考が必要である。 

 
（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

 （研究総括） 

チトクロム酸化酵素の O２結合型と CO 結合型ではヘリックス 10 のバルジ移動により H 経路

が閉ざされる。この過程の解明のために XFEL による結晶構造解析とフェムト秒赤外レーザー

による結晶分光との時分割同時構造解析を目指し、赤外レーザーでは結晶マウント用フロー

セルによる結晶試料の CO 光解離ダイナミクスの時分割測定に成功した。XFEL では、X 線と

ほぼ同軸の２方向ポンプ光導入及び時分解測定に成功した。また、副次的な成果として、小

型の 2 方向ポンプ装置を開発し、シリアルフェムト秒結晶解析法の時分割利用へ寄与した。さ

らに、微量（20μL）フローセルによる時分割赤外分光装置を開発し、NO リダクターゼに応用し

た結果、基質 NO の時分割赤外測定により、反応機構の解明に寄与した。以上多くの成果が

得られたと認められた。 

今後は、まずはチトクロム C 酸化酵素を対象とし生命科学の問題として、開発した手法を用

いて、金属中心と H 経路との間の連動機構を明らかにして欲しい。将来的には、チトクロム酸

化酵素以外の膜タンパク質まで、応用範囲が広がると予想されるので今後の研究が楽しみで

ある。 

本さきがけで開発された時間分解赤外分光装置を用いた研究で、共同研究者が第 15 回

日本蛋白質科学会年会若手奨励賞を受賞（マイクロ流体フローを用いた一酸化窒素還元酵

素の触媒反応の動的分光観察）した。 

   また、本さきがけ研究課題がきっかけで多くの共同研究がスタートした。 
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  本さきがけで開発された時間分解赤外分光装置を用いた研究で、共同研究者（木村）が第
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