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研究成果の概要（和文）：本研究では、金属含有酵素の機能発現メカニズムに対する、活性部位である遷移金属
イオン近傍を覆うタンパク質構造の動的な構造効果を、チオールサブチリシンをモデルタンパク質として検証し
た。その結果、チオールサブチリシンのシステイン残基に結合したCu(II)イオンの性質は、その近傍の構造的な
要因だけでなく、その部位から遠く離れたカルシウムイオンの結合状態によって制御されることが実験的に証明
できた。その遠く離れた部位の構造的摂動は、タンパク質全体の構造柔軟性効果によって説明することができ、
タンパク質という自由度の大きい構造が、結合した金属イオンの性質を決める要因であることを実証することが
できた。

研究成果の概要（英文）：This project focused on the correlation between the reactivities of a metal 
ion bound to a protein and the protein structural dynamics using thiol-subtilisin as a model 
protein. The reactivities of Cu(II) ion coordinated by Cys221 residues in the protein was found to 
be regulated by the calcium ion binding status far from the Cu(II) coordination site. The effect can
 be interpreted in term of the effect of structural flexibility of the host protein. It was proved 
that the increased molecular freedom of proteins is a determinant of the characteristics of metal 
ions bound to the proteins.

研究分野：生物無機化学

キーワード： 金属酵素　構造柔軟性　タンパク質
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、タンパク質という生体高分子の分子自由度が、遷移金属イオンの反応性を決める要因であり、金属酵
素の理解には、金属配位部位近傍の構造的要因のみだけでなく、タンパク質全体の構造効果を加味する必要性を
実験的に証明したものである。分子量数万の金属含有酵素の機能は、「小さな」遷移金属イオン上で発揮され
る。したがって、本研究で得られた知見は、「小さな金属イオンの性質をコントロールするのに、なぜ、大きな
タンパク質構造が必要か？」という構造生物学の根本的な疑問に１つの答えを与えるものであり、今後、タンパ
ク質工学的に金属含有酵素の機能を制御する際の新しいアプローチを提案するものである。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 金属含有酵素は、タンパク質内部に結合した金属イオンを活性部位にもち、この金属イオ
ン上で触媒、電子伝達、小分子運搬といった様々な生体反応を担っている。従来、その金属活
性部位の配位構造や化学反応機構を明らかにする方法の１つとして、活性部位近傍の構造を模
倣した「低分子合成モデル化合物」が開発され多くの研究がなされてきた。しかし、金属含有
酵素に限らず、生体内のタンパク質・酵素は分子量数万の巨大分子であり、様々な時間スケー
ルの構造的な「揺らぎ」が存在する。このような「タンパク質機能に対する構造柔軟性・揺ら
ぎの重要性」は、研究開始当初、関連する新学術領域が複数立ち上がっていたことにも見られ
るように、生体分子科学の研究におけるホットな関心事の１つであった。 
(2) さらに、近年、金属含有酵素の機能に対しては、活性部位の外側にあるアミノ酸残基の間
接的な構造効果（第２配位圏効果）の重要性も指摘されていた。故に、金属含有酵素の機能発
現機構をより詳細に明らかにする場合には、単に、活性部位近傍の構造的要因にのみを標的と
した研究でなく、タンパク質部分の構造的役割を含めた詳細な実験的検証が必要であるいう認
識はなされていたものの、活性部位近傍だけを切り出した「低分子モデル化合物」を用いる従
来の戦略では十分に金属含有酵素の機能発現に対する分子全体の構造効果を解明することは困
難であるという問題点があった。 
 (3) 以上のような状況で、
研究代表者は、タンパク質
工学的研究の一環で、プロ
テアーゼの１つであるサブ
チリシンの活性部位 Ser221
残基を化学修飾法で Cys に
置換した「チオールサブチ
リシン」を調製し(図１)、
Cys 残基に Cu(II)が安定に
配位することを見出してい
た。サブチリシンは、
Ser/Cys221 部位から 20 Å 
以上離れた位置での Ca2+イ
オンの結合の有無がタンパ
ク質の熱安定性の決定要因
である。よって、Ca2+イオンの結合状態を人為的に制御することで、タンパク質全体の構造柔
軟性さらに Cu(II)の性質との相関関係を実験的に検証できると予想した。 
 
２．研究の目的 
以上の経緯から、本研究では、金属含有酵素における金属配位部位の反応性制御に対する「蛋白
質全体の構造柔軟性・揺らぎ」という動的効果や、「活性部位外側の間接的構造効果」の重要性
を、チオールサブチリシンをモデルタンパク質として用いて実験的に証明することを目的とし、
以下の２つの課題を設定した。 
 
(1) チオールサブチリシンに結合する Ca2+の数が、蛋白質全体の構造柔軟性を変化させ、その効
果が、Cu2+配位部位の反応性に伝搬していくことを実証する。 
 
(2) チオールサブチリシン変異体を用いて、金属配位部位の外側に位置するアミノ酸残基の効果
（第２配位圏効果）を検証し、金属配位部位に間接的に相互作用するアミノ酸残基の効果の重要
性を実証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 図１に示すサブチリシンの構造において、Ca2+-1および Ca2+-2 site の Ca2+結合定数に差がある
ことを利用して、タンパク質溶液の透析条件によって、Ca2+イオン 2 個結合型、1 個結合型、0 個
結合型の３種類のチオールサブチリシンを調製し、これらのタンパク質の 2 次構造への影響、熱
安定性の評価、アミド H/D 交換法による主鎖の構造柔軟性の評価を行ったのち、Cu2+配位位置
から離れたところの Ca2+結合状態を変化させて、Cys221配位 Cu2+錯体の構造および酸化状態変化
を電子スピン共鳴スペクトル(EPR)で評価した。さらに、Cys221 に対して 2-bromomethylpyridine
を用いた化学修飾を行い、安定な３座配位金属錯体が構築できるようにした。 
(2) また、金属配位部位の外側に位置するアミノ酸残基の効果を検証するために、金属イオンの
配位子となる His64と水素結合を形成している Asp32を Asn および Ala に置換した変異体を作成
し、金属錯形成が可能であるかどうかを検証した。 
 

  
図１ チオールサブチリシンの構造 



 

 

４．研究成果 
(1) Ca2+結合定数に注目した３種類のチオ
ールサブチリシンの調製について、２個結
合型タンパク質をCa2+イオンを含まない緩
衝液中で透析を行うことでCa2+イオン１個
結合型、さらに、EDTA（エチレンジアミン
四酢酸）を含む緩衝液中で透析して Ca2+イ
オン０個結合型を調製できることがわか
った。これらのタンパク質の２次構造を
CD スペクトルで評価したところ、Ca2+イオ
ンの結合状態の違いに関わらず、一致する
CD スペクトルが得られ、Ca2+イオンの結合
状態は、タンパク質全体の構造には影響を
及ぼしていないことが示された。しかし、
塩酸グアニジン存在下での CD スペクトル
観測によるタンパク質変性実験において
は、２個結合型タンパク質は 6 M の変性剤
存在下でも変性が見られなかったが、１個
結合型、０個結合型では顕著な変性が見ら
れ（図２）、２次構造の評価では反映されな
い構造的違いが示唆された。 
 
(2) また、Cys 配位 Cu2+錯体の形成を試み
たところ、Ca2+イオン０個結合型は、２次
構造上は他２つと違いが見られないにも関わらず、ICP-MS による金属イオン定量において、Cu2+
の結合が起こっていないという結果が得られ、タンパク質全体の熱安定性が金属イオンの結合
能に影響を及ぼしていることが明らかとなった。 
そこで、タンパク質主鎖の構造柔軟性と Ca2+イオン結合状態との相関関係を直接的に検証する
ために、アミド H/D 交換に伴う質量変化を MALDI-TOF-MS によって評価した。その結果、Ca2+
イオン２個結合型チオールサブチリシンの質量増加（Dm/z）は、Dm/z = 70 であったのに対し、
Ca2+イオン１個結合型および０個結合型タンパク質は、Dm/z = 200 程度と大きな質量増加を示し
た。アミド H/D 交換による質量増加が大きいほど、タンパク質主鎖の構造柔軟性が大きい。し
たがって、Ca2+イオンの結合状態は、タンパク質主鎖の構造柔軟性を自在に変化させることので
きる「構造柔軟性パラメーター」として利用できることが明らかとなった。 
 
(3) 以上の知見を基に、Ca2+イオン２個結合型および 1 個結合型チオールサブチリシンを用いて、
Cys 配位 Cu2+錯体について、これら２つのタンパク質における Cu2+錯体の性質を比較した。 
 これら２つのタンパク質それぞれに、Cu2+ソースとして Cu(NO3)2を 1 等量加えたところ、紫
外可視吸収(UV-vis)スペクトルにおいて、CysS→Cu2+電荷移動（LMCT）と帰属されるバンドが
358 nm 付近に出現し、Cu2+配位が確
認された（図３）。しかし、時間の経
過とともに、この吸収バンドの強度は
減少し、配位構造あるいは酸化状態の
変化が示唆された。また、Ca2+イオン
２個結合型、1 個結合型タンパク質の
間で、最終的に観測された吸収バンド
の形状に違いがあり、前者では、吸収
バンドがほぼ消失したのに対し、後者
では、30%程度の強度を保ったまま、
バンドが残存していた。 
 これらのスペクトル変化をさらに
詳細に検証するために、電子スピン共
鳴 （EPR） スペクトル変化を観測し
た（図４）。Ca2+イオン２個結合型およ
び 1 個結合型チオールサブチリシン
ともに、Cu(NO3)2を添加した直後は、type-II 銅錯体に特徴的なスペクトルを示し、Cys 残基近傍
のアミノ酸残基の幾何学的配置から、Cys, His が配位子と機能し、水分子（あるいはヒドロキシ
基）が残りの配位座を占める平面性（planar）の高い錯体構造であると考えられる。時間の経過
とともに、Ca2+イオン２個結合型タンパク質は、シグナル形状の変化は見られたものの、二回積
分によって求められるシグナル強度の変化はほぼ一定であった。このことは、微小な配位構造は
起こるものの、Cu(II)酸化状態を保っていることを示している。一方で、Ca2+イオン 1 個結合型
タンパク質は、シグナル形状の変化のみならず、シグナル強度が 42%減少する現象が見られた。

 
 
図２ 塩酸グアニジン存在下でのチオールサ
ブチリシンの CD スペクトル変化 （10 mM Tris-
HCl, pH 7.4; 25 ˚C） 
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図３ チオールサブチリシンに Cu(NO3)2（１当量）
加えた際の UV-vis スペクトル変化（10 mM Tris-HCl, 
pH 7.4; 25 ˚C） 



 

 

この EPR シグナル強度は、Cys チオ
ールから Cu(II)への内圏電子移動の
結果、Cu(I)への自動還元を意味して
いる。一般的に、平面性の高い Cu(II)
錯体が Cu(I)への変化する際は、
tetrahedral 構造への大きな配位構造
変化を伴う。主鎖の構造柔軟性の高
い Ca2+イオン 1 個結合型チオールサ
ブチリシンは、この配位構造変化に
追従することが可能であり、その変
化をアシストしていると考えられ
る。一方、主鎖の構造柔軟性の剛直な
Ca2+イオン２個結合型タンパク質は、
この配位構造変化をアシストできな
いため、自動還元反応が抑制され、
Cu(II)酸化状態を保ったまま、微小な
配位構造変化に留まっていると結論
づけることができる。 
 
(4) Cys221 を 2-bromomethylpyridine を用いた化学修飾は、MALDI-TOF-MS によって、Cys221 が
メチルピリジル化され、Co3+, Cu2+, Zn2+, Fe3+が配位することを ICP-MS によって確認できた。こ
れらの金属イオンの脱離は見られず、安定な三座配位錯体を構築することに成功した。 
 
(5) 金属配位部位の外側に位置するアミノ酸残基を検証するために必要な変異体チオールサブ
チリシンの大腸菌発現系の構築を行った。由来は異なるが相同性の高いサブチリシンカールス
バーグとサブチリシン E について、プロドメインを有する「プロチオールサブチリシン」をコー
ドする pCold I 系プラスミドを構築し、JM109 大腸菌へ形質転換した。両タンパク質ともに、発
現の確認は行うことができたが、自己消化による成熟化は非常に遅いため、別途、市販の成熟型
サブチリシンを加えて、プロドメインの脱離をさせることが必要であった。また、Asp32Asn お
よび Asp32Ala 変異体の発現も確認でき、CD スペクトル評価によるタンパク質二次構造には大
きな影響は出なかったが、Cu(NO3)2の添加後出現する LMCT バンドの強度は変異導入前よりも
小さく(50%)、また、添加後 10 分で吸収バンドの著しい現象が見られ、Cu(II)錯体の安定性が、
変異導入前より大きく低下する現象が見られた。タンパク質二次構造評価から示されるタンパ
ク質の全体構造の大きな変化はないことから、Asp32-His64 の水素結合への有無が間接的に錯体
の安定性を制御しているものと考えられる。 
 
(6) 以上のことから、タンパク質に結合した遷移金属イオンの反応性は、金属配位部位から遠く
離れた構造的摂動が、タンパク質の主鎖の柔軟性という効果を通じて制御されうることが実験
的に証明された。このことは、「アミノ酸ポリマー」であるタンパク質という生体高分子の分子
自由度が、遷移金属イオンの反応性を決める要因であり、金属酵素の反応性を十分に理解するに
は、金属配位部位近傍の構造的要因のみだけでなく、タンパク質全体のグローバルな構造効果を
加味することを意味している。 
 生体内に存在する金属含有酵素は、分子量数万の巨大分子であるものの、これらの酵素の機能
は、「小さな」遷移金属イオン上で発揮される。したがって、本研究で得られた知見は、「小さな
金属イオンの性質をコントロールするのに、なぜ、大きなタンパク質構造が必要か？」という構
造生物学の根本的な疑問に１つの答えを与えるものである。また、今後、タンパク質工学的見地
から、金属含有酵素の機能を調節・改良したい場合、反応部位近傍の構造最適化でなく、「タン
パク質全体の構造ゆらぎへの摂動による機能調節」という新しいアプローチを提案するもので
ある。 
 
 
 

  
図４ チオールサブチリシンに Cu(NO3)2（１当量）
加えた際の EPR スペクトル変化（10 mM Tris-HCl, pH 
7.4; 77 K） 
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