
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０８

基盤研究(C)

2014～2012

マルチヘムタンパク質の部位特異的変異による光機能化

Site direct mutagenesis of multiheme protein

３０２７２６９４研究者番号：

蒲池　利章（Kamachi, Toshiaki）

東京工業大学・生命理工学研究科・准教授

研究期間：

２４５５０１８３

平成 年 月 日現在２７   ５ ２９

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：マルチヘムタンパク質である硫酸還元菌由来のシトクロムc3の部位特異的変位導入により特
定のヘム近傍の環境を変化させる。これにより、元来有している電子伝達機能に加え新機能を付与することができた。
特に、本申請研究ではシトクロムc3に触媒機能を付与し、電子移動反応に加え触媒機能をタンパク質一分子内で実現し
た。さらに、髙機能化したシトクロムc3の作成をめざし、反応機構の基づいた複数の部位特異的変異導入により髙活性
化を実現した。

研究成果の概要（英文）：Site directed mutagenesis of cytochrome c3 from Desulfovibrio vulgaris was 
carried out for the addition of enzymatic activity to the electron transfer protein. Cytochrome c3 was 
tetraheme electron transfer protein and our previous study reveals the role of each heme. one of the heme 
plays an important role in electron donation to physiological electron acceptor, hydrogenase. So in this 
study, heme coordination sphere of the heme was changed by the site direct mutagenesis. Obtained 
cytochrome c3 can carried out both enzymatic activity and electron transfer activity.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： 電子伝達タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
電子伝達タンパク質を遺伝子工学的に改変
し、本来の機能を改変した研究が多く行われ
ている。しかし、マルチヘムタンパク質を用
いた研究は少なく、これを用いれば、本来有
している機能に加え、新らたな機能が付与で
き、高機能化が達成できると考えられた。 
２．研究の目的 
マルチヘムタンパク質である硫酸還元菌由
来のシトクロムc3の部位特異的変位導入に
より特定のヘム近傍の環境を変化させる。
これにより、元来有している電子伝達機能
に加え新機能を付与することができる。特
に、本申請研究ではシトクロム c3に光増感
機能を付与し、光励起電子移動反応をタン
パク質一分子内で実現する。さらに、光機
能化したシトクロムc3とヒドロゲナーゼを
組み合わせることにより高効率な光水素発
生系の構築を試みる。 
３．研究の方法 
これまでに、シトクロム c3の 4 個のヘムの
機能を明らかにしている。これらの結果を
踏まえ、まず Heme I を遺伝子工学的に欠損
させたheme I シトクロム c3を調製する。
このheme Iシトクロム c3にZnプロとポル
フィリン IX など光増感作用を有するポル
フィリンを再構成することにより光機能化
シトクロム c3を調製する。光機能化シトク
ロムc3の光学的な性質を物理化学的手法に
より解明し、さらにヒドロゲナーゼと組み
合わせることで高効率光水素発生系の構築
を行う。具体的には下記の項目を実施する。 
４．研究成果 
本研究ではマルチヘムタンパク質である硫
酸還元菌由来のシトクロム c3 の部位特異的
変位導入により特定のヘム近傍の環境を変
化させ、元来有している電子伝達機能に加え
新機能を付与することを目的としてる。特に、
本申請研究ではシトクロム c3 に光増感機能
を付与し、光励起電子移動反応をタンパク質
一分子内で実現し、さらに、光機能化したシ
トクロム c3 とヒドロゲナーゼを組み合わせ
ることにより高効率な光水素発生系の構築
を試みた。光エネルギーの化学エネルギー変
換のためには光励起、電荷電荷分離、電子伝
達、触媒反応のすべての段階が効率よく進行
する必要がある。本申請研究では、光機能化
シトクロム c3 を用い、一分子内で光励起と電
荷分離を達成する光機能化電子伝達タンパ
ク質を調製した。初年度に光機能化の条件検
討を行い、様々な遺伝子工学的な変異体の作
成を行っている。それらの光機能化を行い、
非常に低い収率ではあるものの、光機能化シ
トクロム c3 を得ることができた。今年度は収
率の向上を目指し、金属置換シトクロムを調
製し、光機能化シトクロム c3 を得ることがで
きた。光機能化シトクロム c3 の機能解明を目
指し、光機能化シトクロム c3 とビオローゲン
とを組み合わせた光還元系を構築した。この
系に光照射を行うと、ビオローゲンが還元さ

れたことから、シトクロム c3 の光機能化が達
成できたことがわかった。また、電子伝達機
能に加え、酸化還元触媒能を付与したヘムを
様々に作成し、その構造機能相関に関して研
究を行った。 
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