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シトクロム c3のヘムの酸化還元に伴う電子移動制御機構の解明 

小林 永佑 

 

【緒言】 

酸化還元タンパク質（電子伝達タンパク質）の最も重要な機能は、電子伝達の流れを維持

することである。生体内では解糖系、クエン酸回路、電子伝達系において電子が一定方向に

伝達されることにより、高効率なエネルギー生産が行われている。一定方向に電子が伝達さ

れるためには、酸化還元タンパク質が特定の相手を認識して電子の授受を行なう必要がある。 

シトクロム c3 は分子内に４つのヘムを有する酸化還元タンパク質であり、生体内では酵

素ヒドロゲナーゼの電子伝達パートナーとして働く。シトクロム c3 は、電子を供与する際

に一時的に貯蔵し、その間に相手を認識している。この電子貯蔵機能は電子プール機構と呼

ばれている。しかし、電子プール機構とヘムの酸化還元との関係はこれまでに明らかとなっ

ていない。ヘムの酸化還元はシトクロム c3 構造の変化を引き起こすので、特定のヘムの酸

化還元が起点となり、電子プール機構が働くと予想される。そこで、本研究では、電子プー

ル機構に関与するヘムを特定し、そのヘムの酸化還元とシトクロム c3 の電子移動制御の関

係を解明することを目的とした。 

【結果と考察】 

(1) シトクロム c3の電子プール機構に関与するヘムの特定 

電子プール機構に関与するヘムを特定するために、ヘムの軸配位子を 1ヶ所置換したシト

クロム c3 変異体を調製した。軸配位子を置換したヘムは電子伝達に関与しなくなるので、

電子プールが機能しないシトクロム c3 変異体を見い出すことにより電子プールに関与する

ヘムを特定した。 

電子プール機構を測定するために、シトクロム c3と生体内のパートナーではない 3 種類

のビオローゲンの電子移動複合体形成を高感度 EQCM 法により解析した。3 種類のビオロ

ーゲン固定化金電極を調製し、電極上のビオローゲンと溶液中のシトクロム c3 が静電的複

合体を形成させた。静電的複合体から電子移動複合体へと転換する際のシトクロム c3 の挙

動をモニターした。 

シトクロム c3 の電子プール機構が働くと電子を供与する際の電子移動複合体形成速度が

低くなる。Wild Type およびヘム I、ヘム III、ヘム IVの変異体の電子供与の際の速度定数は

電子受容の場合と比較して電子移動複合体形成速度が低い。したがって、電子プール機構が

働いていることがわかった。一方、ヘム II 変異シトクロム c3では、電子受容、電子供与い

ずれにおいても電子移動複合体形成速度はほとんど同じであった。このことから、電子プー



ル機構が働いていないと考えられる。ヘム II 変異シトクロム c3では、ヘム II の軸配位子が

置換されているので、ヘム II がシトクロム c3の分子間電子移動に関与しない。以上の結果

から、ヘム IIの酸化還元が電子プール機構をコントロールしていることが明らかとなった。 

(2)ヘム IIの酸化還元に伴うシトクロム c3の電子移動制御機構の解明 

ヘム II の酸化還元と構造変化、及び電子プール機構の関係を明らかにするために、ヘム

IIの酸化還元を直接コントロールした条件下において、生体内のパートナーである酵素ヒド

ロゲナーゼとの電子移動を調べた。 

ヘム IIを電極に固定化したヘム II配向シトクロム c3固定化電極を用いて、ヘム IIの酸化

還元をコントロールした。これにより、ヘム II を常に還元状態を保つことができ、シトク

ロム c3の還元型の構造と酸化型の構造が変換しない条件を作った。比較としてヘム III配向

シトクロム c3固定化電極を用いた。 

固定化均一配向シトクロム c3 を介したヒドロゲナーゼの水素発生反応をサイクリックボ

ルタンメトリーにより測定した。その結果、ヘム II配向の方がヘム III配向と比べて、シト

クロム c3がヒドロゲナーゼへ供与した電子数が多いことがわかった。このことから、ヘム II

配向では、ヘム II が常に還元状態となり、シトクロム c3は還元型の構造となり、ヒドロゲ

ナーゼとの電子移動速度が高いことがわかった。一方、ヘム III配向では、シトクロム c3の

酸化型と還元型の構造変化が起こるので、水素発生反応速度が低いことがわかった。以上の

ことから、ヘム II の酸化還元が還元型シトクロム c3と酸化型シトクロム c3の変換の引き金

であることがわかった。 

(3)電気化学プローブを利用したタンパク質の分子間電子移動測定法 

シトクロム c3 とヒドロゲナーゼの分子間電子移動を調べる手法の開発を行なった。シト

クロム c3 の電子供与へムとヒドロゲナーゼの電子受容部位である鉄硫黄クラスターが接近

により電子移動複合体が形成されると予想される。したがって、電子移動複合体の形成を明

らかにするためには、分子間電子移動におけるシトクロム c3 とヒドロゲナーゼの接触する

分子面を調べる必要がある。 

そこで、本研究では、分子面を規定した 2 分子の接触した状態の電子移動を測定できる手

法の開発を行なった。この測定では、プローブ電極に固定化した分子と基盤電極に固定化し

た分子を接触させる。測定の問題点となるのは、2電極の金原子同士が接触し、通電するこ

とである。分子鎖の長い自己組織化単分子膜(SAM)電極を用いて、この問題を解決した。次

に、基盤電極に固定化したヒドロゲナーゼにプローブ電極に固定化したビオローゲンを接触

させ、電子移動を測定した。その結果、基盤上のヒドロゲナーゼとプローブ上のビオローゲ

ンの接触をモニターし、電子移動を測定することができた。 

 


