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研究成果の概要（和文）：本研究では電極表面において擬似生体膜を構築し，タンパク質-タンパク質間相互作
用における酵素活性等への影響を調べるための反応場として利用した．具体的には，膜貫通型金属酵素であるシ
トクロムc酸化酵素をAu電極表面に固定化後，そのタンパク質を起点として，リン脂質からなる脂質二分子層を
構築し，更に，水溶性酸化還元タンパク質であるシトクロムcとの相互作用による電気化学酵素活性への影響を
タンパク質フィルム電気化学により調べた．その結果，酵素活性が脂質二分子層の流動性の違いに伴い向上する
こと，また，タンパク質間相互作用によっても向上することが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In this work, lipid bilayer membranes with metalloenzymes were constructed 
on the electrode surface to investigate the effect of protein-protein interaction on the enzymatic 
activity. A transmembrane metalloenzyme of cytochrome c oxidase was immobilized on the surface of a 
gold electrode, and then lipid bilayer membranes consisting of phospholipids were constructed around
 the protein. Protein film electrochemistry revealed that the interactions with a water-soluble 
redox protein of cytochrome c and phospholipids enhanced the enzymatic activity. 

研究分野：電極触媒

キーワード： タンパク質フィルム電気化学　表面増強赤外吸収分光法　脂質二分子層　金属酵素　シトクロムc酸化酵
素　自己組織化単分子層　電極触媒　酸素還元反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって，酸化還元酵素およびタンパク質における脂質ータンパク質およびタンパク質ータンパク質相互
作用により酵素活性が変化することが明らかとなった．電極を支持基板として用いることで，電子源としての試
薬等を加えることなく，金属タンパク質への電子移動，すなわち酵素の酸化還元状態や活性を制御可能となる．
そのため，プロテオリポソーム等の反応場では困難なタンパク質相互作用のみによる酵素活性への影響を理解す
ることができた．今後はこの反応場を利用することで，様々な膜貫通型金属酵素の酵素反応機構の理解やバイオ
センサー・デバイスの開発へと進展すると期待している．

※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 
 

膜タンパク質は細胞膜を構成する脂質分⼦や他の可溶性タンパク質等と相互作⽤しながら電
⼦移動することで，細胞膜を介したシグナル伝達やエネルギー⽣産といったタンパク質機能を
発現することが知られている.膜タンパク質‒リン脂質間やタンパク質-タンパク質間相互作⽤と
いった⽐較的弱い相互作⽤を膜タンパク質が機能している状態で直接観察することができれば，
⽣体内反応の理解，医薬品やバイオセンサー開発等の促進が期待できる. そのためには，膜タン
パク質の機能を外部制御可能な反応場の構築が不可⽋である． 
 
２．研究の目的 

 
本研究では，膜タンパク質–リン脂質間やタンパク質‒タンパク質間相互作⽤と酵素活性相関

の理解を可能とする，⼈⼯⽣体膜固定化電極の構築を⽬的とした.特に膜タンパク質の中でも⽣
体内電⼦移動や酵素反応において重要なヘムを含む膜貫通型⾦属酵素，シトクロム c 酸化酵素 
(CcO) に着⽬し，CcO と脂質⼆分⼦層 (BLM) や⽔溶性酸化還元タンパク質であるシトクロム c 
(cyt c) との相互作⽤による酵素活性への影響を電極界⾯に構築した擬似⽣体膜を反応場として
⽤いることで調べた． 
 
３．研究の方法 
 
 電極表⾯における CcO 固定化法および BLM 構築法は図 1 に⽰した通りである 

 
図 1. CcO 修飾電極の作製⼿順と cyt cとの相互作⽤ 

 
Si プリズム表⾯を無電解メッキ法により Au 薄膜で被覆し，その表⾯に 3-mercaptopropionic 

acid (MPA)と 3-mercapto-1-propanol (MPL) のモル⽐ 3:1 もしくは 1:3 からなる混合⾃⼰組織化単
分⼦層 (SAM) を構築した．なお以降では，MPA:MPL = 3:1 と 1:3 の SAM をそれぞれ SAMCOOH

と SAMOH と略記する．その後，CcO の表⾯アミノ酸残基と MPA の末端官能基であるカルボキ
シ基との間にアミド結合を形成させることで酵素固定化を⾏った．次いで，界⾯活性剤 n-dodecyl-
β-D-maltoside (DDM) で 可 溶 化 さ せ た リ ン 脂 質 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DMPC) もしくは 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) を加え，⾮極性ポリスチレ
ンビーズ吸着剤 (bio-beads) により DDM のみを吸着除去することで，膜貫通型タンパク質であ
る CcO を起点とした BLM (protein-tethered BLM, ptBLM) を構築した． 

 
各構築過程は表⾯増強⾚外吸収 (SEIRA) 分光測定により追跡した．また，各状態の CcO の酵

素活性は酸素飽和⽔溶液中におけるタンパク質フィルム電気化学測定 (サイクリックボルタン
メトリー測定) により，CcO 修飾電極の酸素還元反応活性を調べた． 

 
４．研究成果 
 

BLM 構築過程を SEIRA 分光測定によって追跡した結果，DMPC と DPPC のリン脂質の種類の
違いにより，BLM の流動性 (パッキング密度) に差が⽣じることが明らかとなった．DMPC の
場合，n(CH2)のピークトップ波数が最終的に 2923 cm–1まで低波数シフトした．⼀⽅の DPPC で
は 2919 cm–1まで低波数シフトした．DPPC で観測された波数は固体中でアルキル鎖が⽔にパッ
キングした場合の波数 (~2918 cm–1) に近い．そのため，DPPC で構成される BLM は CcO を取
り囲んだ状態で⾮常に密にパッキングしている，すなわち，BLM の流動性が低いと考えられる． 

 



リン脂質–タンパク質間相互作⽤による酵素活性を調べるために，DMPCまたは DPPC を⽤い
て得られた ptBLM 修飾電極の電気化学測定を⾏った．その結果，DPPC を⽤いた電極の⽅がよ
り⾼い電極触媒活性を⽰した．実際の⽣体膜では，流動モザイクモデルのような⾮常に流動性が
⾼い膜環境で CcO が機能していると考えられている．しかしながら，本実験で得られた結果は，
その描像とは逆であり，酵素活性のみにおいては必ずしも膜の流動性が⾼い必要がないことが
明らかとなった．今後，コレステロールなどを⽤いたより流動性の⾼い ptBLM条件での実験に
より，BLM と酵素活性の関係性の詳細が明らかにできると考えている． 
 

ptBLM 修飾電極中の CcO と cyt cの相互作
⽤の有無を SEIRA 分光測定により調べた．
具体的には，電極を浸漬している⽔溶液に
cyt cを滴下し，その後，cyt cにおける特徴的
な amide I と amide II のバンドの時間変化お
よび洗浄前後でのスペクトル変化を調べた．
その結果，SAMCOOH を⽤いた電極において
は，それらのバンド強度の増加および電極洗
浄後でもバンドが観察されたが  (図 2)，
SAMOH の場合ではほとんどバンド強度の増
加が確認できなかった．これらの結果は，
SAMCOOHと SAMOHの末端官能基の⽐の違い
により，CcO の電極表⾯でのタンパク質配向
が異なることを⽰唆している．SAMCOOHを⽤
いた CcO の pt-BLM でのみ，cyt c の吸着サ
イトが⽔溶液側に露出しているため，cyt cの
吸着が観察されたと考えている． 

 
CcO とリン脂質とのタンパク質–リン脂質間相

互作⽤と cyt cとのタンパク質–タンパク質間相互
作⽤は共に，CcO の酵素活性 (電極触媒活性) を
向上させることがタンパク質フィルム電気化学
測定により明らかとなった (図 3)．⽣体内におい
ては，cyt c は CcO への電⼦伝達体として機能し
ている．そのため，プロテオリポソームなどを⽤
いて CcO の活性を調べるためには，cyt c の還元
体などを⽤いて，cyt c と CcO のタンパク質間で
相互作⽤させた後に，電⼦移動をさせる必要があ
る．本研究で⽤いたタンパク質フィルム電気化学
法では，電極が電⼦の供給源となり，cyt cと CcO
のタンパク質–タンパク質間相互作⽤のみを切り
出すことで，酵素活性に対する影響を明らかにす
ることができた． 

 
本研究で得られた知⾒は⽣体内反応の理解だ

けでなく，⾦属酵素を模倣した⼈⼯触媒の設計・
開発指針になることを期待している． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. Ar雰囲気下 (点線) および O2雰
囲気下での BLMDPPC の無 (⾚線)，
BLMDPPCが有 (⻘線)，更に，cyt c共存
下 (緑線) における CcO/SAMCOOH/Au
電極のサイクリックボルタモグラム． 

ー Ar
ー O2
ー O2 (BLM)
ー O2 (Cyt c)

DPPC (16:0 PC)

 
図 2. CcO-ptBLM/SAMCOOH/Au/Siプリズム基
板を浸漬している⽔溶液への cyt cの添加後
の SEIRA差スペクトルの時間変化． 
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