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研究成果の概要（和文）：本研究では酵素とその活性中心近傍へ特異的に結合する小分子リガンドの作用機序に着目し
て、光増感剤(photosensitizer)を基体とした酵素（カルボニックアンヒドラーゼおよびキモトリプシン）-リガンド複
合体の構築と、その多段階的な光誘起電子・エネルギー移動反応システムの開発とその詳細な機構解明を行った。また
、Ru(bpy)3錯体やその類縁体の発光性金属錯体の開発を目的に、種々のビピリジン、ターピリジン配位子を組み合わせ
た発光性ルテニウム(II)およびイリジウム(III)錯体を合成し、光物理的物性を実験的に評価し、また光励起状態につ
いてDFT計算より理論的にも検証を行った。

研究成果の概要（英文）：By using preferential enzyme-inhibitor interactions, we study the photophysical 
properties of artificial Carbonic Anhydrase or Chymotrypsin-[Ru(bpy)3]2+ type complex and the detailed 
photoinduced electron- or energy-transfer mechanisms are discussed. For example, we prepared a 
Ru(II)-based CA inhibitor,tethering a benzenesulfonamide group and a [Ru(bpy)3]2+ moiety and constructed 
the artificial CA-Ru(II) complex. After steady-state photoirradiation, the photo-excited triplet state of 
Ru(II)* was quenched by a sacrificial quencher through an intermolecular photoinduced ET mechanism, 
giving the oxidized Ru(III) complex. The following intramolecular electron abstraction from an amino-acid 
residue near the active site of CA proceeded.
On the other hand, several types of the [Ru(bpy)2(L)]2+ complexes were synthesized and their 
electrochemical and spectral properties were examined. Spin densities were analyzed to characterize 
triplet states in those complexes.

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
	 生命・医療・環境・エネルギー問題の観点
から、光（太陽光）をエネルギー源として利
用する生体分子の新規機能発現システムの
開発が注目を集めている。一方で、生体内で
は光合成を始めとした光を利用する幾つも
の段階的な電子移動、エネルギー移動反応が
進行しており、蛋白質・酵素がそれらの複雑
な系における中心的な役割を担っている。 
	 このような蛋白質・酵素の光誘起電子移動
反応に関連して、酸化還元と共役する分子間
相互作用を利用した蛋白質光誘起電子移動
システムが開発されている。我々は以前に、
電子伝達蛋白質シトクロム c(cyt c)表面へ特
異的に結合するトリスビピリジン型ルテニ
ウム(Ru(bpy)3)錯体を先駆的に発表し(Chem. 
Commun. 1999, 2345.)、成書にも取り上げられ
て い る  (G. Stochel et al., Bioinorganic 
photochemistry, WILEY, 2009.)。 
	 これまでに、蛋白質表面相互作用を指向す
るリガンドの開発は、酵素活性阻害剤（薬物）
開発の観点から合目的に設計されてきてお
り、例えば、キモトリプシン(CHT)において
は、表面のカチオン性ドメインに結合するテ
トラフェニルポルフィリン(TPP)誘導体など
が報告されてきた背景がある(A. D. Hamilton 
et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 8.)。 
 
２．研究の目的 
	 上記の研究背景から、本研究では酵素とそ
の活性中心近傍や疎水性空間へ特異的に結
合する小分子リガンドの作用機序に着目し
て、光増感剤(photosensitizer)を基体とした酵
素-リガンド複合体の構築と、その多段階的な
光誘起電子・エネルギー移動反応システムの
開発とその詳細な機構解明を目的とする。本
研究では、Ru(bpy)3 錯体やその類縁体の発光
性金属錯体を基体とする新規な金属酵素阻
害剤を開発する。 
 
３．研究の方法 
 具体的な研究方法は以下の通りである。 
（１）まず生体内のモデル金属酵素として単

核の亜鉛(II)を含むカルボニックアンヒド

ラーゼ(CA)を考え、CA 活性中心に阻害剤とし

て結合可能な Ru(bpy)3錯体と、その簡便な配

位と光増感によって光誘起電子移動反応を

行うことを考えた。この反応は、電子受容体

の存在下で多段階反応を行い、酵素内の活性

中心近傍に存在するチロシンが関与したプ

ロトン共役多段階電子伝達移動反応を経る

ことが予測される。現在まで Ru(bpy)3錯体を

光増感剤とするプロトン共役多段階光誘起

電子移動は、有機低分子をドナー-アクセプタ
ーとした系に限られており、申請者の知る限

りでは、金属酵素中の芳香族アミノ酸を反応

点とした例はない。したがって、天然の光合

成系(PS	 II)のモデル反応とも成り得る、基

礎研究としての重要性も高い実験系である。

さらにレーザー光を利用し、光誘起プロトン

共役多段階電子移動反応を時間分解分光測

定によって詳細に検討するため、その学術的

意義も大きい。 

	 現在まで、Ru(bpy)3 錯体を基体とする蛋白
質リガンドはこれまでビオチン誘導体など
数例報告があるが、金属酵素へ適用し、また
酵素活性を光電子移動で制御した例は見当
たらない。さらに、阻害剤の合成は簡単な有
機合成操作でライブラリー化が行え、様々な
金属蛋白質-阻害剤の組み合わせが利用可能
な汎用性ある手法と言える。 
 
（２）次に、Ru(bpy)3型錯体として側鎖末端
にベンゼンスルホニルフルオリド基を有す
る阻害剤を設計した。ベンゼンスルホニルフ
ルオリド誘導体は、従来知られている CHT
の“不可逆的”活性阻害剤として、活性中心
の Ser195 へ選択的に反応可能であることが
分かっており、共有結合によって金属錯体を
CHT 表面へ導入する点が大きな特徴である。
さらに、セリンプロテアーゼである CHT の
触媒活性阻害能を評価し、結合特性を明らか
にする。その後、CHT複合体における、多段
階光電子・エネルギー移動反応を高速時間分
解分光測定により検証する。Ru(bpy)3 型錯体
-CHT複合系では、メチルビオローゲン(MV2+)
のような電子受容体の複合体への添加によ
り多段階光電子移動反応を構築させる。 
 
（３）さらなる光増感作用を有する金属錯体
の開発として、種々のビピリジン、ターピリ
ジン配位子を組み合わせた発光性ルテニウ
ム(II)およびイリジウム(III)錯体の開発を行
う。その合成、ならびに光物理的物性を実験
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的に評価し、また光励起状態について DFT
計算より理論的にも検証を行う。 
	  
４．研究成果	 
（１）に関して、CA に結合可能な光増感剤
として、上図の化合物のような、非対称型ト
リスビピリジンルテニウム(Ru(bpy)3)錯体を
有する活性阻害剤の開発に成功した。次いで、
模式図のように Ru(bpy)3型阻害剤を CA活性
中心へ特異的に配位結合させ、その活性阻害
機能を評価した。また、酸化的犠牲試薬の存
在下、定常光照射実験を行い、蛋白質分解反
応と酵素活性制御について検討した。ここで
行われる酸化的光電子移動反応は、レーザー
フラッシュフォトリシス等による時間分解
分光測定により速度論的に検証した。その結
果として、何れも光誘起電子移動反応におい
ては、速度論的にはナノ秒スケールでの早い
電子移動反応を観測出来た。	 
	 
（２）に関して、下図のように合成した
Ru(bpy)3型阻害剤 1を CHTに結合させた。こ
の CHT複合体にMV2+のような酸化的電子ア
クセプターを共存させ、多段階光誘起電子移
動反応系を構築した。錯体 1の光励起とMV2+

への電子移動により生成する酸化種 Ru(III)
錯体は、CHT活性中心近傍の芳香族アミノ酸
（例えばチロシン Tyr）の電子引き抜き反応
を行う。その結果、逆電子移動反応の抑制が
起こり、長寿命の電荷分離状態を作り出すこ
とが出来ると期待される。具体的な時間分解
分光測定として、Ru(bpy)3 錯体の選択的光励
起に伴うピコ-ミリ秒の幅広い時間領域に渡
って発光寿命測定や過渡吸収スペクトル測
定を行ったところ、410 nmを吸収極大とする
電荷分離状態である Tyr+•ラジカルと、610 nm
を吸収極大とする MV+•ラジカル種を検出す
ることが出来、その反応機構を速度論的に明
らかにすることが出来た。 

	 
	 

（３）に関して、ビピリジン配位子のπ共役
系拡張や 4,4’-位への電子供与性置換基の導
入は、Ru(bpy)3 型錯体の発光量子収率の向上
や、3MLCT励起状態の安定化をもたらすと期
待される。図に一例を示したが、種々のビピ
リジンおよびフェナントロリン混合配位子
を有する Ruおよび Ir錯体を、マイクロ波合
成法によって開発した。さらに、結晶構造解
析および DFT 計算によって、その光励起
3MLCT および MC 状態でのエネルギーを見
積もった。発光波長および励起エネルギー、
寿命、発光量子収率等を既存の Ru(bpy)3型錯
体と比較することにより、光増感金属錯体と
しての特性評価を行うことに成功した。 
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