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研究成果の概要（和文）：タンパク質やペプチドの立体構造と機能を高い空間分解能と時間分解

能で制御できれば、生体内計測や医療などへの利用が期待できる新技術の開発に繋がる。本研

究では、光応答性タンパク質やペプチドを作製し、これらの生体関連分子の立体構造を光制御

するとともに、機能制御を行った。具体的には、タンパク質の光応答性を利用した構造機能解

析、光応答性配位子の金表面固定化と金属イオンの結合制御、光応答性配位子による DNA 切

断制御を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Control of the structure and function of proteins and peptides with high space 

and time resolution will initiate new technologies, which include living body measurements and medical 

treatment. In this research, photo-reactive proteins and peptides were constructed, and photo-control of 

the structure and function of these biologically-related molecules was performed. The structure-function 

analysis of the protein with the use of its photoactivity, fixation of a photoactive ligand on a gold surface 

and regulation of its metal ion binding, and control of DNA cleavage with a photoactive ligand were 

performed. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質やペプチドは生体内で様々な
機能を担っており、アミノ酸配列に従って特
定の立体構造を形成し、機能を発現する。多
くの場合、これらの立体構造は精密に構築さ
れており、機能と密接に関係している。つま
り、生体分子は決まった構造を取ることによ
り、初めて特定の機能を発揮することができ

る。そこで、生体関連分子の立体構造を高い
空間分解能と時間分解能で制御できれば、生
体内計測分析や医療などの分野で新技術の
開発が期待できる。 

 

２．研究の目的 

「光」は位置制御と時間制御が比較的容易
であり、波長も変えることができるため、近
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年、様々な分野で利用されている。光に応答
して分子内の結合が切れる光解離性分子（ケ
ージド化合物）や、アゾベンゼンなど光に応
答して構造異性化する光異性化分子などが
知られている。光応答性を有する生体関連分
子を開発・利用できれば、構造の光制御に基
づいた機能制御が可能となり、ライフサイエ
ンスや医療など広い分野への応用が期待さ
れる。 

 

３．研究の方法 

 [NiFe]ヒドロゲナーゼの不活性酸化型の一
つである Ni-A 型の光反応性を、光照射によ
るフーリエ変換赤外分光（FT-IR）および電
子常磁性共鳴（EPR）スペクトルの変化によ
り調べた。軟体動物や節足動物の酸素貯蔵・
運搬タンパク質であるヘモシアニンの二核
銅中心をメチルアミンで還元後、酸素分子と
反応させることにより、酸素付加体を作製し
た。乳酸存在下、pH および酸素濃度を変え
て、酸素付加体のフラッシュフォトリシス測
定を行い、酸素結合定数を求めた。 

金属結合部位をアゾベンゼン誘導体の両
側にもつ配位子（H4L）を合成した。配位子
合成は、NMR スペクトルおよび質量分析に
より確認した。配位子のシス体およびトラン
ス体の光反応性を吸収および NMR スペクト
ルにより調べた。H4L 配位子を金表面に固定
化し、トランス体の銅錯体およびシス体の銅
錯体を作製した。配位子のシス体およびトラ
ンス体の銅イオン結合性をサイクリックボ
ルタンメトリーにより調べた。 

亜鉛イオン結合部位 2箇所をアゾベンゼン
で架橋した配位子を合成した。得られた配位
子で二核亜鉛錯体を作製し、トランス体の X

線結晶構造解析を行った。シス‐トランス異
性化により二核亜鉛錯体の亜鉛間距離を変
え、シス体およびトランス体の DNA 切断活
性をポリアクリルアミドゲル電気泳動によ
り見積もった。 

 

４．研究成果 

(1) タンパク質の光応答性を利用した構造機
能解析 

ヒドロゲナーゼは水素の分解・合成反応を
常温常圧で触媒する酵素である。ヒドロゲナ
ーゼには、[NiFe]型、[FeFe]型、[Fe]型の３種
類が知られている。[NiFe]ヒドロゲナーゼの
Ni－Fe 活性部位における水素活性化触媒反
応機構の解明のため、Ni-A 型にレーザー光
（457.9－514.5 nm）を室温で照射した。レー
ザー光照射により Ni-A 型の FT-IR スペクト
ルが変化し、Ni-A 型に光反応性があることが
明らかとなった。光照射を停止すると FT-IR

スペクトルの変化は観測されなくなったが、
再度光照射を開始すると同様のスペクトル
変化が観測され、光反応は可逆的であること

が判明した。Ni-A 型の ESR スペクトルも可
視光照射により変化し、光照射を停止すると
スペクトル変化は観測されなくなった。光照
射によって生じた反応生成種の CO 伸縮振動
（ν(CO)）は 1971 cm

-1、CN
-伸縮振動（ν(CN

-
)）

は 2086 と 2098cm-1に観測された。ESR スペ
クトルの g 値は 2.29, 2.24, 2.02 と求まり、光
照射により新たな種が生成したと考えられ、
Ni-AL型と名付けた。Ni-AL型の g 値は Ni-A

型の g 値（2.30, 2.23, 2.01）に非常に近いこと
から、Ni 原子の電子状態は Ni-A 型と類似し
ていると推測された。一方、Ni-AL型の ν(CN-)

振動数は Ni-A 型の 2084 と 2094 cm-1からあ
まり変化しなかったが、ν(CO)振動数は Ni-A

型の 1956 cm-1から 15 cm-1高波数シフトした
ことより、Ni-AL型は Ni-A 型に比べて Fe原
子に対して CO の反対側に位置する 2 原子分
子配位子から Fe 原子への電子供与が弱くな
ったことが示唆された（図 1）。 

 
図 1. Ni-A 型[NiFe]ヒドロゲナーゼの光応答
性 

 

ヘモシアニンの構造機能相関を調べるた
め、フラッシュフォトリシス法により、乳酸
存在下、様々な条件でヘモシアニンの酸素付
加体の酸素結合定数を求めた。乳酸添加によ
り、pH 6.5では、ヘモシアニンの酸素再結合
速度は低酸素濃度で 2 成分あり、2 成分の比
がT状態とR状態の存在比に依存することが
分かった。乳酸を共存させると、ヘモシアニ
ンの平衡がT状態からR状態へ偏ることも判
明した。 

 

(2) 光応答性配位子の金表面固定化と金属イ
オンの結合制御 

光照射によって金属イオンを「捕捉・脱離」
できるシステムの構築を目指し、H4L を金表
面に固定化し、銅イオンを結合させた（トラ
ンス体： [CuII(trans-L)]/C6‒Au、シス体： 

[CuII(cis-L)]/C6‒Au）（図 2）。トランス体とシ
ス体のいずれの場合も、サイクリックボルタ
モグラムは CuI/II に由来する一対の酸化還元
応答のみを示し、これらの酸化還元応答は掃
引を繰り返すことで徐々に減少した。配位子
がトランス体の場合、70 回目の掃引時にはピ
ークがほぼ完全に消失した。このピーク強度
の減少は銅イオンが表面上の配位子から解
離したことを意味している。一方、シス体の
場合、70回目の掃引時にはピーク強度は減少
したが、明確な酸化還元応答を示した。修飾
に用いた cis-H4L溶液は trans-H4Lも含んでい



 

 

たため、[CuII(cis-L)]/C6‒Au 上には cis-L と
trans-L の両方が修飾されていた可能性が高
く、cis-L は trans-L よりも強く銅イオンと結
合していたことが示された。70 回掃引後の
[Cu

II
(cis-L)]/C6‒Au に可視光を照射し、配位子

をトランス体からシス体に変化させると、掃
引により酸化還元ピークの強度が再び減少
した。以上より、光照射によって銅イオンの
結合を光制御できる可能性が示された。 

 

 

図 2. 金表面に固定化した光応答性配位子と
その銅錯体 

 

(3) 光応答性配位子による DNA 切断制御 

 これまでに CysGly 銅錯体をアゾベンゼン
誘導体で連結し、異なる波長の光を照射する
ことにより、二つの銅サイト間の距離を変え、
DNA 切断活性を制御することに成功した。し
かし、銅錯体は酸化的に DNA を切断する可
能性があり、人工酵素などには適さない。本
研究では、加水分解的にのみ DNA を切断す
る亜鉛錯体を新しく合成したアゾベンゼン
配位子で連結した。アゾベンゼン連結二核亜
鉛錯体のトランス体を X 線結晶構造解析に
より確認したところ、各亜鉛イオンに硝酸イ
オンが2つ結合できることが分かった（図3）。
二核亜鉛錯体のトランス体に 355 nm 付近の
紫外光を照射するとシス体に、シス体に 430 

nm 付近の可視光を照射するとトランス体に
可逆的に変換できた。また、二核亜鉛錯体の
シス体のほうがトランス体よりも DNA 切断
が速く、切断により DNA のコンフォメーシ
ョンは超らせん構造から損傷環状構造に変
化した（図 3）。この二核亜鉛錯体のシス体の
DNA 切断活性は pHに対して鐘形を示し、pH 

8.5 付近で最大であった。得られた pH依存性
は、他の亜鉛錯体による DNA の加水分解切
断で報告されている pH 依存性と同じ傾向を
示し、二核亜鉛錯体のシス体は DNA を加水
分解的に切断すると推測された。この二核亜
鉛錯体のシス体の DNA 切断活性は、DNA の
メジャーグルーブに結合するメチルグリー
ンを共存させてもほとんど変化しなかった
が 、 マ イ ナ ー グ ル ー ブ に 結 合 す る

4′,6-diamidino-2-phenylindole を共存させると
著しく低下し、二核亜鉛錯体が DNA のマイ
ナーグルーブに結合することが分かった。以
上より、2 つの亜鉛錯体をアゾベンゼン誘導
体で連結し、DNA 切断活性を光制御すること
に成功した。 
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図 3. アゾベンゼン連結亜鉛錯体のトランス
体とシス体の構造変化（上図）と DNA 切断
（下図）の光制御 
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