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研究成果の概要：遷移金属蛋白質の機能制御機構を明らかにするため、多核遷移金属中心をも

つ酸素運搬蛋白質であるヘモシアニンおよびヘムエリスリンに対して理論計算（密度汎関数法）

を用いて、周りの蛋白質により活性中心の電子構造がどのように制御されているかを調べた。

その結果、蛋白質により誘起される活性中心の構造ゆがみ、活性中心に配位するアミノ酸残基

の電子構造の双方が電子構造を制御し、そのバランスにより機能発現に至っていることを明ら

かにした。 
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１．研究開始当初の背景 
計算化学では実験では測ることのできない

速い生体反応の中間体および遷移状態を求

め、可視化することができるという利点を持

っている。しかしながら理論化学・計算化学

では、本来生体物質の機能などを理論的に取

り扱うために反応中心の電子状態に加え、活

性中心の構造を制御する生体分子の挙動を

考慮に入れなければならない。周りの生体分

子は反応中心の構造を制御するので、その挙

動を理論計算により調べる必要性がある。し

かし、金属が関与する生体物質に関する理論

的研究をそのような方針で行っている研究

に関してはほとんどなかった。 

特に本研究で対象となる軟体動物や甲殻類

の血液に含まれる酸素運搬蛋白質であるヘ

モシアニンに関してはE. I. Solomonが酸素と
の結合解離に対する量子化学計算(Metz and 
Solomon (2001) J. Am. Chem. Soc. 123, 
4938–4950)が行われているが、二核銅中心に
配位するヒスチジンをNH3に換えた最小モデ

ルを用いており、さらには本申請で着目して

いる種による配位環境の違いに関しての研

究は皆無であった。 

また、ヘムエリスリンに対してはR. A. 
Friesner (Wirstam et al.J. Am. Chem. Soc. 2003, 



125, 3980–3987)、E. I. Solomon (Brunold and 
Solomon J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 
8288–8295)のように理論的研究が報告されて
いるが蛋白質がどのように電子構造に影響し

ているかについては研究はなされていなかっ

た。 
 
２．研究の目的 
蛋白質等の生体分子と相互作用することで、

金属は酵素反応や神経伝達等の生命活動に

重要な役割を果たしている。従って金属と生

命活動との相互関係を明らかにすることは

生命現象に関する理解を深めるだけでなく、

新しい物質・薬剤設計に大きく寄与すると考

える。しかしながら金属を含む生体分子は複

雑な電子状態を示す。そこで強相関系の研究

で得られた知見を基にして理論計算を用い

た金属と生体分子の相互作用の分子レベル

での解明を目指す。  
具体的には以下のことを行う。 
(1)ヘモシアニンの活性中心における配位子
の影響

ヘモシアニンは軟体動物や甲殻類の血液に含

まれる酸素運搬蛋白質である。その金属活性

中心にはtypeIIIと呼ばれる銅二核中心があり、
6個のヒスチジンが配位している。これまで理
論計算ではヒスチジンをNH3に換えた最小モ

デルを用いられてきたこと、またモデル錯体

による研究では配位子によってその電子構造

や機能に影響があることが報告されているが、

その詳細な電子構造への影響等は調べられて

いない。そこで理論計算により配位子による

金属活性中心への影響を調べ、アミノ酸残基

の二核銅中心への配位がヘモシアニンの機能

にどの様な変化をもたらすのか、その配位環

境の変化が銅二核中心の電子構造にどのよう

に影響するかを明らかにする。 
(2)ヘムエリスリンの機能制御機構 
ヘムエリスリンとメタンモノオキシゲナーゼ

はその金属活性中心が二核のノンヘム鉄から

できており、配位環境もµ-oxo酸素架橋があり
ヒスチジンやグルタミン酸が配位している等

非常に類似している。しかしながら、ヘムエ

リスリンは数種の海洋性無脊椎動物に含まれ

る酸素運搬蛋白質であり、メタンモノオキシ

ゲナーゼはメタンからメタノールへの酸素化

を触媒する酵素であり、それらの機能は全く

異なる。そこで配位環境のわずかな変化がど

のようにして機能の大きな変化に至るのかを

理論計算により調べる。 
 
３．研究の方法 
多核金属蛋白質の活性中心の化学結合様式を

密度汎関数法により詳細に調べるためには汎

関数の適切な選定が重要である。その指標と

して活性中心の磁気的相互作用に着目した。

まずは様々な汎関数を用いて磁気的相互作用

を計算し、実験で得られた値と比較したとこ

ろ、二核の金属活性中心では BHandHLYP 法
が最良の汎関数であることがわかった。それ

を酸素運搬蛋白質であるヘムエリスリン、ヘ

モシアニンの酸素結合脱離時における金属活

性中心に適用した。次にそれを用いて得られ

たヘムエリスリン、へモシアニンの酸素結合

脱離時の電子状態に対する自然軌道解析およ

び effective bond order解析を行うことで蛋白
質がどのように多核金属蛋白質の活性中心の

電子構造や化学結合様式に影響を与え、機能

を制御しているかを調べた。 
 
４．研究成果 

(1)ヘモシアニンの活性中心における配位子
の影響

酸素運搬蛋白質であるヘモシアニンの可逆

的な酸素結合能に関して密度汎関数法を用い

て調べた。ヘモシアニンは軟体動物や甲殻類

の血液に含まれ、その活性中心は二核の銅イ

オンを含みヒスチジンが３個ずつ配位してい

る。以前の我々の研究(Takano et al. Chem. 
Phys. Lett. 2001, 335, 395-403)ではヒスチジン
をアンモニアに置換した従来の理論計算モデ

ルではその酸素の結合エネルギーが小さいこ

と、一方初めてヘモシアニンの酸素結合構造

（Cu(µ-η2:η2O2)Cu構造）を再現した合成モデ
ル [Cu(HBpz3)]2(O2) (HBpz3 = 
hydrotris{3,5-diisopropyl- pyrazolyl}borate) 
(Kitajima et al. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 
8975-8976)では不可逆的に酸素を結合するこ
とから、銅イオンの配位子が酸素結合の制御

に重要であると考えられる。そこで、銅イオ

ンの酸素結合における配位子の効果を明らか

にするため、様々な配位子を用いたヘモシア

ニンのモデルを考え密度汎関数法による理論

計算を実施し配位子効果を調べた。配位子と

してはアンモニア、ヒスチジンの側鎖である

メチルイミダゾール、HBpz3を用いた。その結

果、ヘモシアニンではµ-η2:η2O2架橋配位子を

介したσ型の軌道相互作用をしていること、配
位子は銅イオンの軌道エネルギーを制御して

おり、アンモニア、メチルイミダゾール、HBpz3

の順に酸素結合に関わる銅のd軌道エネルギ
ーが酸素のLUMOに近づいていった。この軌
道エネルギーの準位が近づくほど酸素との軌

道相互作用が大きくなり酸素結合性に違いが

生じていることがあきらかとなった。ヒスチ

ジンは結合できないアンモニアモデルと不可



逆な結合をするHBpz3モデルの中間にあり、こ

のことが可逆的な酸素結合を発現するものと

考える。また、ヘモシアニンのモデル錯体の

電子構造をBHandHLYP法を用いて調べた所、
同酸素間の結合距離や構造ゆがみが銅と酸素

の結合性に大きく影響を与えていることが明

らかとなった。 
(2)ヘムエリスリンの機能制御機構 
生体は、呼吸や光合成などの生命維持に必要

とされる機能を実現するために微量の金属を

利用している。その際、周りの蛋白質が配位

することで金属の持つ特性を制御しており、

その機構を明らかにすることは生命現象の理

解に重要である。 
そこで、まず、海悽無脊椎動物に含まれる酸

素運搬蛋白質であり、二核の鉄活性中心をも

つヘムエリスリン(Hr)の活性中心が蛋白質の
つくる構造歪みや静電相互作用によりどのよ

うな影響を受けるのかを密度汎関数法を用い

て調べた。 
Themiste dyscritum Hrの X線結晶構造解析の
データ(PDB ID: 1HMO (酸素結合型)、1HMD 
(酸素非結合型))をもとに、二核鉄活性中心に
配位するヒスチジンをメチルイミダゾールに、

アスパラギン酸とグルタミン酸を酢酸イオン

に置き換えたモデルを構築した。 
BHandHLYP法による計算の結果、ヘムエリス
リンの二核鉄活性中心ではµ-O およびµ-OH
架橋配位子を介したσ、π型の軌道相互作用、
配位している Aspや Gluのカルボキシル基を
介したδ型の軌道相互作用をしていること、そ
の相互作用の大きさがσ > π >> δとなってい
ることが明らかとなった。また構造最適化し

た結果と比較すると、X 線結晶構造を用いた
ものの方が活性中心で強い軌道相互作用を示

すことがわかった。このことから周りのタン

パク質は活性中心の構造をひずませることで

軌道相互作用の強さを制御しており、タンパ

ク質により誘起される活性中心の構造ゆがみ

が活性中心の電子構造に大きく影響し機能発

現を導くのに寄与していると推測される。 
次に蛋白質環境の静電相互作用による効果を

調べるため、分極連続対近似(PCM) (比誘電率
4.0）および点電荷近似を使った。蛋白質の点
電荷には、AMBER96 force fieldのものを用い
た。 
その結果、Hrの酸素結合に関わる鉄の d軌道
の軌道エネルギーと酸素のπ*軌道の軌道エ
ネルギーの差を算出したところ、PCMや点電
荷近似により蛋白質の静電場の効果が入れ
ることで、軌道エネルギーの差が減少した。
このことから、蛋白質がつくる静電場は、d
軌道の軌道エネルギーを上昇させ，鉄と酸素

の軌道相互作用を強めると考えられる。 
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