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研究成果の概要（和文）：ブルー銅タンパク質(BCP)について1）タンデム型BCP(Tan-BCP)の構造機能解析、2）
新奇なBCP(CinA)の構造機能解析、3）人工BCP酵素の構築を目指した。1)については低純度かつ銅部位が再構築
できず、結晶化を試みたが結晶は得られなかった。2) では様々なコンストラクトで結晶化をおこなったが、解
析可能なサイズの結晶の取得には至らなかった。3) では人工酵素鋳型として銅含有亜硝酸還元酵素（NIR）のN
末ドメインの精製には成功した。計画には無かったが、CPRバクテリア由来のCPR-NIRというBCPの精製と構造機
能解析をおこない、既知のNIRと性質や構造が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purposes of this project about blue copper proteins (BCPs) are i) 
structural and functional analysis of a tandem-type BCP (Tan-BCP), 2) structural and functional 
analysis of a new BCP, CinA, and 3) construction of an artificial BCP enzyme. i) I could purify a 
Tan-BCP but could not crystallize because it showed low purity and did not include a Cu ion. ii) I 
made several constructs. None of them gave crystals large enough to investigate with X-ray 
crystallography. iii) I obtained N-terminal domain of copper nitrite reductases (NIRs) as an 
artificial enzyme. Though my original research proposal did not include a project about CPR-NIR that
 is from a CPR bacterium, I purified and analyzed it to reveal that CPR-NIR is different from known 
NIRs.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： ブルー銅タンパク質　結晶構造解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
構造生物学の歴史おいて、BCPは比較的初期の頃から構造解析がおこなわれてきたタンパク質であり、基本的な
ことはもう調べつくされたかに思われている。そのためか、近年のゲノム解析で新しいBCPが見つかってきてい
るにも関わらず、それらについての構造生物学的研究はほとんど進んでいないのが現状である。本研究では、当
初の計画には無かったものの、ごく最近発見されたCPRバクテリア由来の新規なBCPのひとつについて構造機能解
析をおこなうことができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ブルー銅タンパク質(Blue Copper Protein: BCP) は、呼吸鎖や光合成における電子伝達を

になう重要なタンパク質で、長年にわたり生物化学的な研究対象とされてきた。本研究で

は、主として構造生物学的手法を用い、BCP の、これまで知られていなかった側面に光を

あてることで、銅タンパク質にかんする知識の地平を新たに拓くことを目指した。具体的

な目標は、以下のとおりであった。1）銅含有タンパク質の分子進化をひもとく“タンデム

型”BCPの構造機能解析 2）電子伝達以外の機能をもつかもしれない新奇な BCP の構造機

能解析 3）あたらしい人工 BCP 酵素の構築。 

1）Marshall et al.(Nature, 2009）は、金属中心周りに変異を導入することで、幅広い酸

化還元電位をもつ BCP を合理的に設計できることを示した。このことから、BCP の生体

模倣電子デバイスへの応用が期待されているが、新奇な BCP が天然に存在するならば、

その構造機能情報はこの分野のさらなる拡張に繋がろう。そのような考えのもと申請者は、

古細菌の Nitrosopumilus 属に着目した。そのゲノムに、20 以上もの BCP の遺伝子がコ

ードされているからである（Walker et al. PNAS, 2010）。予想通り、新奇な構造を持つ

らしい BCP が複数見つかった。例えば、BCP が 2 つ連続して並ぶ“タンデム型”BCP 

(Tan-BCP)である。これは、銅タンパク質の分子進化の観点からも、興味深い。報告者が

これまで研究をおこなってきた銅含有亜硝酸還元酵素 CuNIR を含む酵素ファミリーは、

BCP ドメインが遺伝子重複したあと、いっぽうのドメインがブルー銅部位を失ったり別の

銅結合サイトを獲得したりして酵素機能を発達させてきた（Nakamura and GO, Cell Mol 

Life Sci, 2005）。この進化過程では、2 つの BCP ドメインのみからなる Tan-BCP が存在

せねばならないが、そのような存在は長い間知られていなかった。新たに見つかった「分

子進化の過渡的状態を反映する Tan-BCP」の構造機能解析をおこなうことで、銅タンパ

ク質の進化についての新たな知見も得られるだろう。 

2）緑膿菌の銅耐性獲得にかかわる遺伝子のオペロン内に BCP 遺伝子が存在する。これは

BCP ドメインの上流に、還元型銅イオンを運搬するタンパク質と似た、メチオニンリッチ

な配列を持つ BCP (CinA と呼ばれている)であった。報告者はこの CinA が銅センサーへ

の銅の供与にもかかわっているのではないかと推測し、この仮説を検証することで、電子

移動以外の、BCP の新たな機能に関する知見を得たいと考えた。 

3) 天然に見つかる BCP 以外に、あらたな構造や機能を持った BCP を作りだすことは可

能だろうか。上述の CuNIR は BCP ドメインを 2 つ有するが、ブルー銅部位のある N 末

ドメインのみ （Short NIR: sNIR）を組み換えタンパク質として大腸菌内で発現させると、

3 量体構造をとる。この sNIR3 量体の分子界面に変異を加え、亜硝酸還元反応以外を触媒

できる人工 BCP 酵素を構築しようと試みた。たとえば、銅中心により活性化された酸素

を用いて C-H 結合の開裂をおこなうペプチジルグリシンα-ヒドロキシル化モノオキシゲ

ナーゼ(PHM) は、大腸菌を用いた大量発現が困難であり、反応機構が完全には解明され

ていない。sNIR のような取り扱いが極めて容易な「鋳型」を用いてモデル酵素を作りだ

せば、反応機構の解明だけでなく、応用化にもつながるかもしれない。 

 

２．研究の目的 



1）Tan-BCP 

本研究での第一目標は、2 つの BCP ドメインの構造解析および、各銅中心のキャラクタリ

ゼーションを通じて、2 つの銅中心がどのような機能を分担しているのか、他の BCP やブ

ルー銅含有酵素との相違点はなにかを明らかにすることである。しかし、Tan-BCP には別

の興味深い特徴もある。BCP ドメインが受け取った 2 つ以上の電子を使い、膜貫通部位で

キノンの還元（Q → QH2）をおこなっていると予想されているのだ（Walker et al. PNAS, 

2010, 図 1）。そこで、Tan-BCP の機能を深く理解するためのもうひとつの目標として、

全長構造を明らかにし、分子内電子移動についての知見も得たいと考えた。 

2）CinA 

X 線結晶構造解析により、ブルー銅サイトおよび還元型銅運搬タンパク質様メチオニンリ

ッチサイトの構造、両者の位置関係を高分解能で明らかにしようと試みた。 

3）sNIR 

sNIR 中の、98 番目のアスパラギン酸をメチオニンに置換する（D98M sNIR）とペプチ

ジルグリシンα-ヒドロキシル化モノオキシゲナーゼ(PHM)の活性中心と似た銅サイト

（CuM）を構築できると予想される。本研究では D98M sNIR を用い、炭素からの水素の

引き抜きを触媒する安定性の高い人工酵素を構築しようと試みた。 

 

３．研究の方法 

1) Tan-BCP は膜貫通へリックスを有するが、本研究は BCP ドメインに着目するため、可

溶性のタンデム BCP ドメインのみの発現・精製を試みた。可溶化率を上げる目的で SUMO

タグとタグ切断用の TEV プロテアーゼ認識サイトを付加したコンストラクトを構築し、

可溶性タンパク質として発現させた。 

2) 様々なコンストラクト、たとえばマルトース結合タンパク質（MBP）タグを N 末端ま

たは C 末端に付加したコンストラクトなどを発現・精製し、結晶化をおこなった。 

3) 人工 BCP 酵素の鋳型として数種類の銅含有亜硝酸還元酵素（NIR）の N 末ドメイン

(sNIR)を組換タンパク質として大腸菌内で発現させた。 

 

４．研究成果 

1) Tan-BCP のタンデム BCP ドメインは可溶性タンパク質として発現するものの、クロマ

トグラフィーによる精製を経ても純度が向上せず、また、銅部位に銅が取りこまれにくい

ことが明らかとなった。このことが均質なサンプルの取得を妨げている可能性が考えられ

た。 

2) CinA では MBP タグ無しのコンストラクトは可溶性が異常に高く、結晶化に不向きで

あった。MBP タグ有りのコンストラクトでは、MBP タグ無しのコンストラクトと比べ、

結晶核の発生率が有意に高まったが、構造解析可能なサイズの結晶の取得には至らなかっ

た。また、MBP タグを付けたコンストラクトでは、Tan-BCP 同様、銅部位に銅イオンが

取りこまれにくかった。 

3)さまざまな NIR の N 末ドメインの発現精製を試みた結果、AxNIR の N 末ドメインが可

溶性タンパク質として良好に発現、精製できることが明らかになったが、結晶化条件の最

適化には至らなかった。おそらく柔軟性の高い N 末端部位が結晶化を妨げていると考えら

れるが、N 末部位を削除したコンストラクトは不溶性であった。 

以上、当初の計画で扱う予定だったタンパク質群の素性が芳しくなかったため、計画には



無かったが、CPR バクテリアという特殊なバクテリアが持つ BCP の発現と精製もおこな

った。その結果、CPR-BCP と CPR-NIR というタンパク質の精製に成功し、CPR-NIR に

ついてはキャラクタリゼーションと結晶構造解析もおこない、既知の NIR と性質も構造も

異なる新奇なタンパク質であることを明らかにした。 

また、既知の BCP ではあるが、NIR の中性子線結晶構造解析をおこない、ブルー銅周囲

の精密な水素結合ネットワークを明らかにした。 
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