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研究成果の概要（和文）： モデルタンパク質としてニワトリ卵白リゾチームを選び，位置選択
的にジアリールエテン誘導体を導入した光応答性リゾチームを合成し，ジアリールエテン部分

のフォトクロミズムに伴って酵素活性が可逆的に変調できることを明らかにした．そして，酵

素活性の変化に応じて蛍光が変化する系を設計した. さらに，酵素活性と立体構造の相関，反
応の素過程のダイナミックスに対する知見を得た． 
  
研究成果の概要（英文）： Hen egg white lysozyme was modified at specific position with diarylethene 

and it was shown that the enzymatic kinetics were modulated reversibly according to photochromism of 

diarylethene moiety. Fluorescence switching systems in response to enzyme activity were designed. It 

was also studied structure-activity relationship and reaction dynamics.   
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１．研究開始当初の背景	 

	 近年，機能性タンパク質をはじめとした多

種多様な生体関連分子の立体構造や反応機

構が解明され，その情報を利用した機能変換

や新規機能の付加などが注目されている．酵

素タンパク質の反応の特徴は，触媒反応の効
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率・選択性の高さであるが，このような理想

的な特質は基質特異性に基づくものであり，

酵素・基質双方の結合部位の立体構造が重要

な役割を担っている．この相互作用は特異的

であるために，反応は複雑な混合系にあって

も選択性は極めて高い．したがって，酵素タ

ンパク質の特性を活かせば，多機能型の機能

性材料や複合反応系の構築が可能であると

考えられる．	 

	 一方，アゾベンゼンやジアリールエテンな

どのフォトクロミック化合物は，光照射によ

って可逆的に分子構造を変化させ，それに応

じて，様々な物性や他の物質との相互作用が

可逆的に変化する．このような性質は，物質

の機能制御に有効であるため，様々な光スイ

ッチや光メモリなどフォトニクスデバイス

への応用が報告されている．また，光を利用

した制御は光応答基を導入した部位に特異

的に作用できるなどの長所から，抗原抗体反

応などの生体機能分子の関与する反応系の

制御の点からも注目されている．	 

	 このような背景から，本研究で着目したフ

ォトクロミズムと機能性タンパク質の特質

を活かした新規光機能性材料は，生体関連物

質の機能を有効に利用できるだけではなく，

反応のメカニズムを解明する有効な手段と

もなり，複雑な生体内反応機構の解明につな

がることも期待される．	 

	 

２．研究の目的	 

	 フォトクロミズムと機能性タンパク質の

特性をいかした材料の開発を目指し，本研究

では，(1)モデルタンパク質のターゲットの

アミノ酸残基（Lys,あるいは Asp）に位置選

択的に機能性部位を導入する方法の確立，	 

(2)	 タンパク質とリガンド双方の立体構造

に着目することにより，フォトクロミズムに

伴う酵素活性の可逆的制御とそれに応じた

蛍光スイッチング，(3)	 光励起直後からの反

応素過程のダイナミックスを測定し，反応の

メカニズムを明らかにすることを目的とし

た．	 

	 モデルタンパク質には，立体構造と酵素反

応のメカニズムが解明されている酵素タン

パク質のひとつであるニワトリ卵白リゾチ

ーム（EC	 3.2.1.17）を用いた．導入するフ

ォトクロミック部位には，代表的なフォトク

ロミック化合物のひとつであるジアリール

エテン誘導体を，蛍光体にはピレン，ペリレ

ンなどの芳香族分子を用いた．	 

 

３．研究の方法 

	 機能性タンパク質の活性の発現には，タン

パク質とリガンド両方の立体構造が重要な

役割を担っている．そこで，まず，タンパク

質の立体構造に関するデータベースを利用

し，導入する光応答基の分子設計と導入位置

の検討を行った．その結果，本研究では，活

性中心近傍の Lys33,	 疎水性のアミノ酸残基

と両親媒性のヘリックスを形成する	 Asp	 87

をフォトクロミック分子の導入位置のター

ゲットとした．	 

	 次に，ジアリールエテン誘導体を合成し，

ターゲットアミノ酸への位置選択的な導入

法を検討した．得られた修飾タンパク質は，

ゲル濾過およびイオン交換クロマトグラフ

ィーを用いて粗分画後,	 ODS	 を用いた HPLC	 

で単離精製した．修飾位置は質量分析および

等電点キャピラリー電気泳動により決定し

た．	 

	 次に，修飾タンパク質の光反応と，フォト

クロミズムに伴う酵素反応の動力学パラメ



 

 

ータを調べた．また，蛍光体としてピレン誘

導体などの芳香族分子を用い，フォトクロミ

ズムに伴う蛍光体との相互作用を検討した．

さらに，NMR スペクトル，円偏光（CD）スペ

クトル，蛍光スペクトル，時間分解スペクト

ルの測定等から立体構造の相関と反応のメ

カニズムを検討した．	 

	 

４．研究成果	 

	 本研究では，まず，チオフェン環の５位の

位置にカルボキシル基を有するジアリール

エテン(DAE)を合成し，モデルタンパク質で

あるリゾチームへの位置選択的導入法を検

討した．脱水縮合剤，溶媒，モル比などの反

応条件を精査した結果，活性中心近傍の Lys	 

33	 に位置選択的にアミド結合の形でジアリ

ールエテンを導入した光応答性リゾチーム

（daeL33）を 1８%の収率で得ることができた．

なお，反応条件(例えば 37℃，過剰ジアリー

ルエテン誘導体存在下)によっては，Lys	 33

と Lys	 116 の２カ所が DAE 修飾されたリゾチ

ームが高収率で得られた．	 

	 次に，チオフェン環の５位の位置にアミノ

基を有する DAE を合成し，疎水性のアミノ酸

残基と両親媒性のヘリックスを形成してい

る	 Asp	 87 にアミド結合の形で導入した．最

適な反応条件下では，Asp87	 にアミド結合の

形で導入した光応答性リゾチーム（daeL87）

を 22	 %	 の収率で得た．	 

	 合成した光応答性リゾチーム,daeL33，お

よび daeL87 は水溶液中でフォトクロミズム

を示し，紫外光照射によって開環体から閉環

体へ，可視光照射によって閉環体から開環体

に光異性化した．	 

	 そこで，これらの光応答性リゾチームつい

て，フォトクロミズムに伴う酵素反応を検討

した．基質には micrococcus	 lysodeikticus

を用い，ミカエリスメンテンモデルによって

解析した．また基質アナログのひとつである

N-acetyl-	 glucosamine	 trimer に対する結合

定数を測定した．daeL33 の場合は，フォトク

ロミズムに伴い酵素と基質親和性が大きく

変化し，その結果，閉環体の触媒定数は開環

体と比較して 1/10 に抑制された．また基質

アナログとの親和性は 1/4 に抑制されること

がわかった．一方，Lys	 33 と Lys	 116 の２カ

所が DAE 修飾されたリゾチームの場合は，酵

素反応の動力学パラメータは，daeL33	 と同

程度であった．そこで，Lys	 116 のみに DAE

を導入したリゾチームを(daeL116)	 合成し，

その酵素反応をあわせて検討した．daeL116

もフォトクロミズムを示したが，開環体と閉

環体の酵素活性には顕著な違いはみられな

かった．	 	 

	 また，daeL87	 の場合は，フォトクロミズ

ムに応じて，閉環体の触媒定数が開環体の触

媒定数の 1/5 に抑制されることがわかった．

なお，基質アナログとの親和性については，

フォトクロミズムに応じた顕著な変化はみ

られなかった．以上のことから，ジアリール

エテン導入リゾチームの立体構造から予測

されるよりも，酵素活性の制御に関与する領

域は局所的であることが示唆された．	 	 

	 次に，酵素活性と立体構造の相関を調べる

ために，円偏光(CD)スペクトル，NMR スペク

トル，蛍光スペクトル，時間分解スペクトル

を測定した．その結果，ジアリールエテン部

位のフォトクロミズム応じて，DAE 導入位置

近傍の局所的なタンパク質の立体構造変化

が誘起され，酵素活性が変調できること，

daeL87 の場合，立体構造予測から考えられる

よりも，DAE はタンパク質から離れているこ



 

 

とがわかった．（論文投稿中）	 

	 さらに，酵素反応のダイナミックスに対応

した蛍光スイッチを設計することを目的と

し，分子設計を行った．そして，適切なスペ

ーサーを入れることによって daeL33 と同様

の酵素反応を示す蛍光性ジアリールエテン

を合成することができた．この系では閉環体

では，分子内エネルギー移動反応が競争する

ので，フォトクロミズムによって制御された

酵素反応に応じて蛍光スイッチングが観測

できることを確認した．（論文投稿中）	 

	 また，リゾチームとの相互作用が知られて

いる機能性ペプチドの一つである卵白アル

ブミンの酵素分解ペプチドに対する相互作

用を検討した．機能性ペプチドは，卵白アル

ブミンをトリプシン消化後，ゲル濾過を用い

たオープンカラムクロマトグラフィーで粗

分画後，HPLC で単離精製した．	 

	 daeL33,	 daeL87 とも DAE	 部分のフォトク

ロミズムに応じて，機能性ペプチドとの相互

作用を可逆的に変調できた．そこで，この相

互作用を利用した蛍光スイッチングを目指

し，機能性ペプチドに蛍光体分子を導入し，

その蛍光消光反応の反応収量を調べた．その

結果，フォトクロミズムに応じて，蛍光消光

反応の反応収量が変調できた．今後，タンパ

ク質の立体構造と反応の素過程のダイナミ

ックスを調べることにより，メカニズムの詳

細を検討し系統的な知見を得る予定である．	 
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