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研究成果の概要（和文）： 
 ブルー銅蛋白質シュウドアズリンの Met16 を種々のアミノ酸に置換した Met16X 変異体を

作成し、分光学的性質、および電気化学的性質について検討した。電子吸収スペクトル、およ

び EPR スペクトルから、Met16 位に導入したアミノ酸残基の側鎖によって、rhombic／axial
成分を系統的に変化させることが可能であることを見いだした。また、His 残基の導入によっ

て pH 変化に対応した構造と機能の変換ができることを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The Met16X pseudoazurin mutants were constructed, and spectroscopic  and 
electrochemical properties of the mutant proteins were investigated. The electronic 
absorption and EPR spectra of Met16X variant proteins demonstrated the axial/rhombic 
components are rationally changeable by the characrer of the side chaing group of 
respective amino acids. Moreover the structure and function of Met16His can be modulated 
as a function of pH by the protonation/deprotonation of the newly introduced histidine 
moiety. 
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１．研究開始当初の背景 
  
 近年、種々の蛋白質において、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、蛋白質機能との相関が検討されつ

つある。蛋白質や DNA のような生体分子に
おける、弱い相互作用の理解は、蛋白質の構
造構築原理や機能、ならびにダイナミクスを
解明する上で重要である。特に、酸化還元に
関わる電子伝達蛋白質や酵素では、弱い相互



作用によって、電子状態が変化し、反応の制
御が行われている。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、蛋白質における弱い相互
作用の重要性が更に認識されつつある。しか
し、弱い相互作用は、分光学的にも結晶学的
にも微弱な変化である場合が多く、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することは困難であ
る。研究代表者である高妻は、1999 年に世
界に先駆けて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
して機能し、プラストシアニンと同様にブル
ー銅蛋白質に分類されるシュウドアズリン
の構造の検討から、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ことを
見いだした。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、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
響を与えることを報告した。さらに、シュウ
ドアズリンの 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
トファン及び疎水性の側鎖を有するバリン、
ロイシン、イソロイシンに置換したミュータ
ントシュウドアズリンを作製し、蛋白質内の
弱い相互作用について検討を行なったとこ
ろ、活性中心の電子状態の変化は、アキシャ
ル型とロンビック型構造の動的平衡関係に
起因することを見いだした。また、弱い相互
作用によって摂動を受ける活性中心構造の
状態は、相互作用の様式と相関を持つことを
見いだしている。また、蛋白質中における弱
い相互作用が蛋白質の構造安定性にも関与
していることを報告してきている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究成果を基盤とし
て、弱い相互作用の検出が比較的容易なブル
ー銅蛋白質を主として用い、蛋白質における
弱い相互作用の伝達様式、加成性等を、紫外
共鳴ラマンスペクトル、X 線吸収スペクトル、
X 線結晶構造解析によって実験的に調べ、分
子軌道法計算によって、分光学データの詳細
な解析を行ない、弱い相互作用と蛋白質構
造・機能との相関を明らかにすることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 

小さな摂動に鋭敏に応答する電荷移動吸収
帯を有するため、弱い相互作用の検出が比較
的容易なブルー銅蛋白質シュウドアズリン、
およびその部位特異的変異体、プラストシア
ニンを主として用いた。蛋白質における弱い
相互作用の蛋白質内・蛋白質間での伝達様式、
加成性等を、共鳴ラマンスペクトル、X 線吸
収スペクトルならびにX線結晶構造解析によ
って調べた。 
 
４．研究成果 
 
 ブルー銅蛋白質シュウドアズリンの Wild 
Type(WT)、Met16 を Phe に置換した Met16Phe
変異体、Met16 を His に置換した Met16His の
タンパク質を結晶化し、X 線結晶構造解析を
行なったところ、Wild Type では 1.1 Å、
Met16Phe 置換体では 1.4 Å、Met16His 置換
体では 1.6 Å分解能で構造を決定すること
ができた。WT の構造では活性中心の銅に二
つの配座が見いだされ、それぞれの配座の占
有率は、分光学で得られているデータと一致
しており、PAz の活性中心の Cu 原子は、二
つの構造をとっていることが結晶構造解析
からも明らかとなった（図１）。Met16Phe、
Met16His PAz の活性中心の構造を比較した
ところ、Met16Phe PAz では Cu-S(Met86)の結
合距離が Met16His PAz のものよりも長くな
り、EPR スペクトルから観測されている異な
る二つの構造のうち、より axial な構造をとっ
ていることが判明した。また、活性中心にお
ける構造情報の詳細について X 線家集スペ
クトルによる検討を行った。Wild type 及び
Met16 変異体の EXAFS では、活性中心に配
位するN原子(His41, His81)、S原子(Cys78)、
S 原子(Met86)と Cu(II)との原子間距離が明
らかになり、Wild type では、それぞれ 1.96 
Å、2.17 Å、2.57 Åであった。Wild type
及び変異体間における Cu(II)と配位原子の距
離は、Cu-S(Met86)で最大 0.23 Åの差
(Met16Phe – Met16Val)が見られ、変異体間
でCu-N(His40, His81)とCu-S(Cys78)の変
化は小さかった(< 0.02 Å)。Cu-S(Met86)
の原子間距離は、以前に EPR によって見積
もられた axial 成分の変化と一致した変化を
していることが明らかとなった。 
 シュウドアズリンの野生型、Met16X (X= 
Phe, Val, Leu, Ile)変異体を作成し、NMRに
よる相互作用の検討を行った。1H-NMRは、
750 MHz NMRによって測定した。それぞれ
のシュウドアズリンのTOCSY、NOESYを検
討したところ、芳香族アミノ酸を導入した
Met16Phe 変 異 体 で は 、 Cu に 配 位 し た
His81Cδ2HのNMRシグナルが野生型に比べて
高磁場側にシフトしていることが見いださ
れた。このことは、新たに導入した芳香族ア
ミノ酸側鎖とHis81 のイミダゾール環の環電



流効果によるものであると結論された。また、
溶液中の構造解析の結果から、溶液構造は結
晶構造と一致していることが判明した。 
 さらに、本研究においては、第２配位圏に
おける動的な弱い相互作用について検討す
るために、Met16 位にHis残基を導入し、イ
ミダゾール基のプロトン化／脱プロトン化
による構造変化等について検討を行った。ブ
ルー銅タンパク質において 450nmと 600nm

付近の電子吸収スペクトルの分子吸光係数
の比(ε450/ε600) は、活性中心構造の指標とし
て用いられている。pH 7.0 において、
Met16His は 、 ε450/ε600=0.51 で あ り 、
Wild-Type(ε450/ε600=0.46)よりも、 rhombic
成分が多くなる。このことは、EPRスペクト
ルから見積もられたrhombic成分が、約 84%
であり、Wild Type (77 %)よりもrhombic 成
分が増えていることからも支持された。 
 Met16His 変異体の構造に関する知見を

得るために、Met16His 変異体の結晶を作成
し、X 線結晶構造解析を行なったところ、PAz
の全体構造は保持されたままであり、新たに
導入した His16 イミダゾール環と、銅イオン
に配位する His81 イミダゾール環同士が、
π−π相互作用していることが見いだされた。 
 新たに導入したHisへのプロトン化の効果
を調べるために、酸性条件下における分光学
的挙動を検討した。pH 4.0 では、Met16His
のCT吸収帯の強度比ε450/ε600は 0.31 へと変
化し、新たに導入したHisイミダゾール基の
プロトン化によってrhombic成分が顕著に減
少した。EPRから求めたrhombic成分は、約
65 %であった。pH 3 付近において、
Met16Hisの可視部のCT吸収帯が消失するが、
Wild Typeでは、CT吸収帯は保持されること
が見いだされた。CDスペクトルの検討結果
から、Met16Hisは、部分的にUnfold 
 

構造となり、Cu 原子が脱離したアポ型にな
っていることが明らかとなった。このことは、
16 位 Met が、シュウドアズリンの構造形成
において、何らかの重要な役割を有している
ことを示唆するものである。 
 Met16 位の変異が蛋白質の構造安定性に
及ぼす効果について、ESI 質量分析法によっ
て検討したところ、wild type 及び Met16 変
異体の ESI マススペクトルは、pH 8 で、主
たる電荷状態が+7 のものが主であることが
見出された。pH 3 では、+14 のを中心とし
た+9~+15 の電荷状態を有する事が見出され
た。図１に、ESI マススペクトルから見積も
った、wild type 及び Met16 変異体の
folded-holo、folded-apo、unfolded の割合
の酸性条件下における変化を示した。pH 3
において、Met16Phe 変異体の folded-holo
の割合の減少が、wild type 及び Met16Val、
Met16Ile、Met16His 変異体よりも小さく、
folded-apo の割合も最も小さかった。この事
から、活性中心が抜け落ちにくくなっている
事が考えられた。また、unfolded の構造の
割合は、Met16Phe 変異体で最も小さくなり、
タンパク質の構造が、弱い相互作用によって
安定化されていると結論した。 
 シダ植物由来のブルー銅蛋白質であるプ
ラストシアニンは、通常の高等植物型プラス
トシアニンとは異なり、活性中心の His 残基
近傍にフェニルアラニンを有し、高等植物型
プラストシアニンとは異なる電子移動反応
を示す。本研究においては、オシダ Dryopteris 
crasshirizhoma 由来のプラストシアニンと、
高等植物型の Ulva pertusa 由来のプラストシ
アニンの電子状態等を X 線吸収スペクトル
によって調べた。オシダ由来プラストシアニ
ンと Ulva 由来プラストシアニンの Cu(II)の
X 線吸収スペクトルでは、オシダ由来プラス
トシアニンの Cu-K edge position は、Ulva
由来プラストシアニンより低エネルギー側
に得られた。このことから、オシダ由来プラ
ストシアニンの活性中心の銅は、Ulva由来よ
りもより電子密度が高くなっていると結論
づけた。また、酸性条件下における Cu(I)の
X 線吸収スペクトルは、Ulva 由来プラストシ
アニンでは高等植物型プラストシアニンで
見いだされる３配位構造に特徴的なスペク
トルを与えるのに対し、オシダ由来プラスト
シアニンの X線吸収スペクトルは４配位構造
に特徴的なスペクトルを与えたことから、オ
シダ由来プラストシアニンにおいては、第二
配位圏の芳香族アミノ酸が活性中心の電子
状態に影響を及ぼし、銅イオンに配位してい
るヒスチジンイミダゾール基の解離が妨げ
られていると結論した。 
 シュウドアズリン、プラストシアニンの活
性中心近傍における弱い相互作用に関する、
分光学的検討、X 線結晶構造解析、電気化学

 

図１ Wild Typeシュウドアズリンの活

性中心構造（1.1 Å分解能） 



的知見から、弱い相互作用は、ブルー銅蛋白
質の構造や性質に顕著に影響を及ぼすこと
が明らかとした。今後、そのメカニズムの解
明を行い、弱い相互作用を戦略的に導入する
事による蛋白質機能のデザイン等の研究を
推進する予定である。 
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