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研究成果の概要： 
ブルー銅タンパク質に配位するヒスチジンへの弱い相互作用の様式が変化する事によって、活

性中心の Cu(II)の電子状態が変化し、酸化還元電位などが顕著に変化することが見いだされた。

この結果は、タンパク質複合体形成などにおける弱い相互作用が生理学的に意味の有る範囲に

おいて顕著に反応性を微調整することを示唆するものである。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
18 年度 1,500,000 0 1,500,000 

19 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

20 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,800,000 690,000 4,490,000 

 
 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：ブルー銅タンパク質、弱い相互作用、電子移動反応 
 
１．研究開始当初の背景 
近年，種々のタンパク質において，弱い相互
作用に基づくと考えられる特異的な構造が
見いだされ，タンパク質機能との相関が検討
されつつある． タンパク質や DNA のような
生体分子における，弱い相互作用の理解は，
タンパク質の構造構築原理や機能の解明を
解明する上で重要である．特に，酸化還元に
関わる電子伝達タンパク質や酵素では，弱い
相互作用によって，電子状態が変化を受け，
反応の制御が行われると考えられる．これま
でに，タンパク質や DNA における水素結合
やスタッキング相互作用について多くの研
究が行われてきている．近年，フェニルアラ

ニン同士のスタッキング相互作用を導入す
ることによりα−ヘリックス構造が安定化す
るとの報告や，カチオン-π相互作用について
の報告が増えつつあり，タンパク質における
弱い相互作用の重要性が認識されつつある．
しかし，弱い相互作用を検出し，その化学的
意味をシステマティックかつ詳細に検討し
ている例は少ない． 
 タンパク質における弱い相互作用を検出
し，構造と機能との相関を調べる研究が徐々
に活発化しつつある．タンパク質の構造と特
異的機能および複合体形成に関する知見は、
研究協力者であるオランダライデン大学の
キャンタースおよびアビンクらによって主



として NMR 法によって得られている。また，
アミノ酸や核酸等，分子量の小さい生体分子
の弱い相互作用に関する知見は，関西大学
（名古屋大学名誉教授）の山内らが，詳細に
検討を行っており，タンパク質内およびタン
パク質間における弱い相互作用を解明する
上でよい指標となっている．近年では，芳香
環の相互作用について，フロリダ大学の
Castellano とスイス ETH の Diederich らの
グループが，モデル化合物において顕著な成
果を上げているが，タンパク質そのものを用
いて，タンパク質中の弱い相互作用を特異的
に検出し，その構造と機能を調べている例は，
ほとんどない． 
 ブルー銅タンパク質の紫外共鳴ラマンス
ペクトルについては、米国プリンストン大学
のスピロらによる研究と、研究代表者である
高妻らによる研究が報告されているのみで
ある。ブルー銅タンパク質の電子移動反応に
ついては、米国カリフォルニア工科大学のグ
レイらが精力的に研究を行っている。ブルー
銅タンパク質の分光学的研究は、米国スタン
フォード大学のソロモンらによって研究が
推進されている。また、ブルー銅タンパク質
の電子交換反応に関する研究は、同じく研究
協力者であるアルゼンチンのヴィラおよび
英国ニューカッスル大学のデニスンらによ
って推進されている。 
 研究代表者である高妻は，1999 年にシダ植
物の光合成系で機能するプラストシアニン
を単離精製し，その構造の特異性と反応性が，
活性中心の銅イオンに配位しているヒスチ
ジンイミダゾール基と近傍のフェニルアラ
ニン残基のベンゼン環とのπ-π相互作用で
あることを突き止めた．また，微生物の脱窒
系において電子伝達体として機能するシュ
ウドアズリンの構造をみると，フェニルアラ
ニンのかわりにメチオニン残基が位置して
いる．そこで，シュウドアズリンのメチオニ
ン残基をフェニルアラニンへと置換した結
果，シダ植物プラストシアニンで見いだされ
た性質を見事に再現することに成功し，弱い
相互作用が顕著に活性中心の電子状態に影
響を与えることを、世界に先駆けて報告して
きた． 
  
２．研究の目的 
 タンパク質における弱い相互作用の構造
と機能との相関をシステマティックに検討
し、構造と機能との相関を考察することによ
り、タンパク質の特異的反応機構解明の一助
とすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
電子スピン共鳴スペクトル（EPR）は、
X-Band、77K で、共鳴ラマンスペクトル
（RR）の測定は、647.1 nm 励起（20 mW）

により行ない、Cu K-edge の X 線吸収スペク
トル（XAS）は、スタンフォードシンクロト
ロン軌道放射光施設 BL7-3 において 10 K で
行なった。酸化還元電位は、サイクリックボ
ルタンメトリーによって決定した。 
 
４．研究成果 
シュウドアズリンの Met16 残基は、活性中心
であるCu(II)に配位するHis81残基の近傍に
存在している（図１）。この Met16 残基を芳

香族アミノ酸であるフェニルアラニン，チロ
シン、トリプトファンに置換したところ、450 
nmの CysS-から Cu(II)の電荷移動吸収帯の強
度が低くなると同時に、600 nm の電荷移動吸
収帯が長波長側へとシフトし、顕著に強度が
高くなることが認められた（図２）。 

 

図１ シュウドアズリンの活性中心構造 

 EPR スペクトルにおいては、アキシャル型
構造の組成が多くなルコトが認められた（図
３）。 
 シュウドアズリンの Met16X 変異体の酸化
還元電位を測定したところ、芳香族アミノ酸
を導入し、アキシャル型構造の寄与が大きく
なると、酸化還元電位が高くなることが認め
られた。 
 また、疎水性の側鎖を有するバリン
(Met16Val)、イソロイシン(Met16Ile)に置換
した脂肪族アミノ酸置換体では、CysS-から
Cu(II)への LMCT に由来する吸収帯の強度が
低くなることが認められた。また、脂肪族ア
ミノ酸置換体の EPR スペクトルは、ロンビッ
ク型構造の組成が多くなり、Met16Val と
Met16Ile では、ロンビック型の構造が、ほぼ
完全に支配的となることが判明した。 
 647.1 nm 励起による共鳴ラマンスペクト
ルは、芳香族アミノ酸置換体では、Cu(II)-SCys

が高波数側(1~2 cm-1)へとシフトしたのに対
し、脂肪族アミノ酸置換体では、低波数側
(4~10 cm-1)へとシフトすることが見いださ



れた。 
 Cu K-edge の X 線吸収スペクトルにおいて
1s→3d(+4p)に由来するプレエッジバンドは、
芳香族アミノ酸置換体では、ブロードニング
をおこすのに対し、脂肪族アミノ酸では、強
度が高くなり、比較的シャープなプレエッジ

バンドを与えることが判明した。 
 450 nm と 600 nm の CysS-から Cu(II)の電
荷移動吸収帯の強度比が小さくなるとアキ
シャル型に、大きくなるとロンビック型にな
ることが知られている。シュウドアズリンの
Met16 位アミノ酸置換体の 450 nm と 600 nm

の電荷移動吸収帯の強度比は、Met16Phe で、
0.37 であり、Met16Ile で 0.71 であった。ま
た、EPR スペクトルの解析から、芳香族アミ
ノ酸置換体では、アキシャル型の構造が支配
的になり、脂肪族アミノ酸置換体ではロンビ
ック型の構造が支配的になること、そして、
X 線吸収スペクトルのプレエッジバンドの強
度の変化から、芳香族アミノ酸置換体におい
ては、Cu(II)-SCysの結合が強くなっているこ
とが示唆された。450 nm と 600 nm の電荷移
動吸収帯の強度比と EPRから得られるアキシ
ャル／ロンビック構造の組成比との間に、強
い相関があることが判明した。また、450 nm
と 600 nm の電荷移動吸収帯の強度比と酸化
還元電位との間にも強い相関が有ることが
判明した（図４）。さらに、共鳴ラマンスペ
クトルから得られる Cu(II)-SCys 伸縮振動と
電荷移動吸収帯の強度比との間にも強い相
関が認められた（図５）。 
 シュウドアズリンは、pH11 くらいのアルカ
リ性条件下において、ロンビック構造がアキ
シャル構造に転移する。興味深いことに、

 
図 4 Met16X シュウドアズリンの 450 nm
と 600 nm の電荷移動吸収帯の強度比と酸
化還元電位の相関 

 
図 5 Met16X シュウドアズリンの 450 nm
と 600 nm の電荷移動吸収帯の強度比と
Cu(II)-SCys伸縮振動との相関 

図２ シュウドアズリン Met16 変異体の

電子吸収スペクトル 

 

 

図３ シュウドアズリン Met16 変異体の

電子スピン共鳴スペクトル(77 K). 



Met16 残基をバリンやイソロイシンに置換し
た変異体では、アルカリ性条件下での構造転
移がpH10付近で起こると同時に、pH11では、
タンパク質全体の構造が部分的に変成する
ことを見いだした。このことは、Met16 位の
アミノ酸残基との相互作用が、タンパク質全
体の構造のキーポイントとなっていること
を示唆するものである。 
 これらのことを総合して考察すると、ブル
ー銅タンパク質に配位するヒスチジンへの
弱い相互作用の様式が変化する事によって、
活性中心の Cu(II)の電子状態が変化し、酸化
還元電位などが顕著に変化するものと結論
される。この結果は、タンパク質複合体形成
などにおける弱い相互作用が生理学的に意
味の有る範囲において顕著に反応性を微調
整することを示唆するものであり、特にタン
パク質の電子移動反応において、弱い相互作
用の構造と機能が重要であることを意味す
るものである。 
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