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研究成果の概要（和文）：　蛋白質ラジカル種は一般に単寿命な不安定中間体であり、その生成や反応性の制御
は非常に困難な課題である。光合成反応中心で見られるように、なぜチロシン残基がラジカル種発生の役割を果
たし、どのように高い反応活性を保っているかについては、分光学的検出とその化学反応性の系統的な解析の困
難さや、複雑な蛋白質電子移動反応機構のため、明確に結論付けることは未だ容易ではない。
　本研究では、新たに酵素とその活性中心へ特異的に結合する小分子の作用機序に着目して、光増感剤を基体と
した酵素複合体を人工的に構築し、その多段階的な光誘起電子移動反応の解析と蛋白質内チロシンラジカルの位
置選択的かつ安定な生成を行った。

研究成果の概要（英文）： Protein radical species are generally unstable intermediates, and 
controlling their formation and reactivity is a very difficult task. It is still not easy to clearly
 conclude why tyrosine residues play a important role in radical species generation and how they 
maintain high reaction activity, as seen in photosynthetic reaction centers, due to the difficulty 
of spectroscopic detection and systematic analysis of their chemical reactivity and the complex 
protein electron transfer reaction mechanism.
 In this study, we constructed an artificial protein complex based on a photosensitizer and analyzed
 its multi-step photoinduced electron transfer reaction and site-selective and stable generation of 
tyrosine radicals in the protein.

研究分野： 光化学、超分子化学、生物無機化学

キーワード： 光誘起電子移動　キモトリプシン　酵素　阻害剤　ルテニウム錯体　発光性化合物　光増感

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、化学的手法により蛋白質内光誘起電子移動反応系を人工的に構築し、チロシンラジカルのような
化学反応中間体を人工蛋白質内に位置選択的かつ安定に生成させる取り組みを行った。
　我が国のエネルギー政策においても、クリーンなエネルギー源である光（太陽光）を利用する生体分子の新規
機能発現システムの開発が、社会的にも注目を集めているところである。今後さらに、触媒反応系と組み合わせ
たチロシンラジカルの光化学反応性を調査する予定である。これらは、エネルギー・環境問題にかかる人工光合
成、例えば光照射による水からの酸素発生反応なども視野に入れた、新規な光エネルギー変換反応系の創製へと
繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在，生命・環境・エネルギー問題などの観点から，光（太陽光）をエネルギー源として利用

する，生体分子による光エネルギーの化学エネルギーへの変換システムの開発が注目を集めて

いる。自然界では植物の光合成を始めとした，光を利用したエネルギー生産や代謝経路等が良く

知られており，それらの本質である重要な素過程として，蛋白質・酵素で見られる高速・高効率

な多段階電子移動反応が挙げられる。このような生体内電子移動反応の多くでは，蛋白質・酵素

が中心的な触媒機能を担っており，その触媒機能には蛋白質内のアミノ酸残基が酸化されて生

じる蛋白質ラジカル中間体が大きく関与している。代表的な例として，光合成反応中心

Photosystem II における水からの酸素発生系(oxygen evolving complex, OEC)に関与するとされる

チロシンラジカルが挙げられる。その一方で，蛋白質ラジカル種は一般に単寿命な不安定中間体

であり，その生成や反応性の制御は非常に困難な課題である。光合成反応中心で見られるように，

なぜチロシン残基がラジカル種発生の役割を果たし，どのように高い反応活性を保っているか

については，分光学的検出とその化学反応性の系統的な解析の困難さや，複雑な蛋白質電子移動

反応機構のため，明確に結論付けることは未だ容易ではない。 

 このような蛋白質ラジカル種を人工的に生成させ，その化学反応性を制御するには，安定なラ

ジカル種を高収率で位置選択的に得ることが第一に重要となる。現在まで，化学的手法により人

工的な光誘起電子移動反応系を構築し，チロシンラジカルのような反応中間体を蛋白質内で位

置選択的かつ安定に生成させる試みが幾つかの研究グループにより進められてきている。例え

ば，リボヌクレオチドレダクターゼのa2 サブユニットへ結合可能な，ベンゾフェノンまたはア

ントラキノンを非天然部位とするチロシン含有ペプチドを開発し，その光照射によりチロシン

ラジカル生成と電子移動反応性を観測した例や，光増感作用を示すトリス(2,2’-ビピリジン)ルテ

ニウム(II) (Ru(bpy)3)錯体を用い，チロシンを疎水空間に配置した 3a-ヘリックスポリペプチドと

の混合系による光誘起電子移動反応により，チロシンラジカルの観測に成功した例などが報告

されてきた。 

 

２．研究の目的 

上記のような背景から我々は，蛋白質・酵素が行う巨大で複雑な生体内光電子移動反応を，よ

り単純化したモデルとするため比較的小さな蛋白質・酵素を用いることで人工的に再構築し，そ

の反応機構の解析や新たな蛋白質の光電子・エネルギー伝達系の創製を目指した基礎的研究を

進めていた。本研究では，酵素とその活性中心へ特異的に結合する小分子の作用機序に着目して，

光増感剤を基体とした酵素複合体を人工的に構築し，その多段階的な光誘起電子移動反応の解

析と蛋白質内チロシンラジカルの位置選択的かつ安定な生成を目的とした。 

具体的に我々は，光エネルギーを利用した蛋白質内多段階光電子移動反応系を構築するため， 

Ru(bpy)3 錯体およびその類縁錯体，その他蛍光性化合物を光増感分子として用いることとした。

Ru(bpy)3錯体とその類縁錯体は，可視光領域に吸収を示す酸化還元活性な光増感素子である。ま

た bpy配位子には，合成化学的に位置選択的な置換基の導入が容易であり，その数や種類を変化

させることで，光機能性・酸化還元活性を調節することができる。一方で，光増感剤を導入する

酵素として，構造・機能が良く知られている加水分解酵素であるキモトリプシン(CHT)を選択し，

その“活性中心への特異的結合または化学修飾が可能であるかどうか”に分子設計における着眼

点を置いた。 

 



３．研究の方法 

CHT においては，活性中心のセリン(Ser 195)残基へ不可逆

的に共有結合するベンゼンスルホニルフルオリド誘導体を

bpy配位子に結合した，Ru(bpy)3型錯体の分子設計を行った。

その結果，水溶液中で CHT と混合することにより，それぞ

れの活性中心へ結合が可能な Ru(bpy)3型錯体，すなわち右図

に示すような [Ru(bpy)2(bsfbpy)]Cl2，[Ru(bsfbpy)3]Cl2 の開発

に成功した。また調製した CHT-Ru(bpy)3 型錯体複合系に対

し，メチルビオローゲン(MV2+)を電子受容体として用いたと

きの光誘起電子移動反応を発光，発光寿命，過渡吸収スペク

トル測定等により検討した。 

 

４．研究成果 

阻害剤存在下による CHT の触媒活性評価等の解析により，CHT と結合が可能な

[Ru(bpy)2(bsfbpy)]Cl2，[Ru(bsfbpy)3]Cl2では，それぞれ CHT との溶液内混合により置換基末端が

Ser 195 に共有結 合 し ， [Ru(bpy)2(bsfbpy)]Cl2 錯体 で は CHT と 等量反 応 し た CHT-

[Ru(bpy)2(bsfbpy)]2+複合体を， [Ru(bsfbpy)3]Cl2 では CHT が 1:2 の割合で反応した 2CHT-

[Ru(bsfbpy)3]2+複合体を与えた（下図）。[Ru(bsfbpy)3]Cl2は CHT に対して 3 つの結合部位をもつ

が ， CHT と の 結 合 に よ り

Ru(bpy)3 型錯体まわりが立体的

に嵩高くなるため，1:2 の割合で

結合した複合体が結果的に得ら

れた。 

続 い て ， CHT-

[Ru(bpy)2(bsfbpy)]2+複合体および

2CHT-[Ru(bsfbpy)3]2+複合体に対

し，光誘起電子移動反応を検討し

た。図にはそれらの反応スキーム

を示している。MV2+との電子移

動消光反応速度定数 kq の値は，

それぞれ kq = (4.89±0.40) x 107 M-

1 s-1，kq = (2.00±0.20) x 107 M-1 s-1であり 2CHT-[Ru(bsfbpy)3]2+複合体の方が小さくなったが，こ

れは CHT の立体障害によって電子移動反応が遅くなったためであると考えられた。さらに，過

渡吸収スペクトル測定から，どちらの複合体においても CHT 中のチロシン残基(Tyr 6)から光誘

起電子移動反応後に生じた Ru(III)錯体への分子内電子移動反応(IET)によって生じたと考えられ

る，チロシンラジカル由来シグナルの観測に成功した(図)。2CHT-[Ru(bsfbpy)3]2+複合体では，こ

のラジカルの寿命が 2.24 ms であり，この値は CHT-[Ru(bpy)2(bsfbpy)]2+と比較して 1.4倍に長寿

命化していた。 

以上の結果より， Ru(bpy)3 型錯体-酵素複合体においては，共有結合を介して酵素活性中心に

金属錯体を導入した 2CHT-[Ru(bsfbpy)3]2+複合体が，最も安定なチロシンラジカルを生成した。

最も立体障害の大きな複合体である 2CHT-[Ru(bsfbpy)3]2+複合体では，生成したチロシンラジカ

ルと MV･+との電荷再結合反応が抑制されたためと考えられる。したがって，化学的手法により

 

 



光をエネルギー源とする蛋白質内光誘起電子移動反応系を人工的に構築し，チロシンラジカル

のような化学反応中間体を人工蛋白質内に位置選択的かつ安定に生成できた。今後さらに，生成

したチロシンラジカルと基質とのカップリング反応や，触媒反応系と組み合わせた光化学反応

性を調査することで，エネルギー・環境問題にかかる人工光合成，例えば光照射による水からの

酸素発生反応なども視野に入れた，新規な光エネルギー変換反応系の創製が期待される。 
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