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研究成果の概要（和文）：タンパク質構造により構築される反応場で、金属錯体の反応性を用いて触媒反応を進
行させるために、生体金属触媒の設計が数多く行われている。その際、その金属配位元素を重視することが必要
である。そこで、本研究では、従来の生体金属触媒の創成で用いられることがほとんどなかったセレン含有アミ
ノ酸残基が金属錯形成場となる新規金属酵素に創成を試みた。入手容易なサブチリシンをホストタンパク質とし
て、化学修飾によりセレノシステインを導入し、遷移金属錯体の形成を行った。その結果、効率的なセレノシス
テインの導入条件を決定でき、さらにケトンの還元を触媒する構造上ユニークな金属酵素として機能しうること
を見いだした。

研究成果の概要（英文）：A variety of artificial metallo-biocatalysts have been developed aiming at 
catalytic reactions based on reactivities of metal complexes in protein cores with highly-ordered 
structures. For molecular design of the catalysts, we pay attentions to characters of elements that 
coordinate to the centered metal ion.  In this context, this project has focuses on the characters 
of selenium as a coordinating element although amino acids with a selenium atom have been rarely 
employed for the construction of artificial metalloenzymes.  We have attempted to construct a metal 
coordination site with selenocystein in subtilisin, a protease readily obtainable from conventional 
vendors, through chemical modification and to incorporate several transition metal ions into the 
site.  We successfully optimized the conditions for the incorporation of selenocysteine and found 
that the metalloenzyme is able to mediate the reduction of ketones in the presence of suitable 
reducing reagents.

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）タンパク質高次構造により構築される
キラル反応場で、金属錯体の反応性を用いて
触媒反応を進行させるために、タンパク質を
基盤とする金属含有バイオ触媒の開発研究
が数多く行われている。その方法には、(i) ア
ミノ酸側鎖官能基を金属配位子とする、(ii) 
合成錯体を導入する、という２つの方法があ
る。いずれに方法においても、アミノ酸側鎖
やヘム類縁体等の合成補因子が配位子とし
て機能する。したがって、従来の金属含有バ
イオ触媒の活性部位は N-, O-, S-配位錯体か
らなる構造がベースであり、その配位構造の
最適化が主に検討されてきた。 
 
（２）一方、有機金属化学の分野では、重典
型元素が配位子となっている遷移金属錯体
が合成され、水素分子活性化などの高度な反
応性が報告されている。さらに、近年の金属
含有バイオ触媒においても、水中で比較的安
定な有機金属錯体（すなわち C-配位）とタン
パク質のハイブリッド触媒が数多く報告さ
れている。したがって、金属含有バイオ触媒
においても、従来あるような配位形式にとら
われることなく、配位元素の特色に基づいた
分子設計を行えば、これまでにないユニーク
なバイオ触媒が創成できると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 有機金属化学の研究において、セレン配位
遷移金属錯体は水素活性化などの有用な触
媒活性を示すことが知られている。そこで、
前項で述べた経緯より、本研究では、コンパ
クトな構造で高難度な反応を触媒する金属
含有バイオ触媒として、セレン−遷移金属錯
体を活性中心に有する新規バイオ触媒の構
築をめざした。具体的には、セレン含有アミ
ノ酸を素材タンパク質の適切な位置に配置
させ、セレン配位遷移金属錯体とすることで、
酵素活性中心の構築を試みた。この研究の基
本概念は、タンパク質構造による立体保護効
果による錯体の安定性の向上と、セレン原子
がもつ電子受容性である。 
 本研究を通して、配位する元素の特性に着
目し、重ヘテロ元素がもつ元素特性とタンパ
ク質高次構造の融合を図り、自然界では複雑
かつ巨大な分子構造を持つ酵素により達成
している高難度な触媒活性が、配位元素の特
性を活かすことで、シンプルな構造の人工金
属酵素により達成可能かどうかを検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 入手容易で熱安定性が高く、さらにシステ
イン残基を含まないセリンプロテアーゼで
ある枯草菌由来サブチリシンカールスバー
グをホストタンパク質として用いた。この酵
素分子の活性部位残基を担う Ser221 を、
Bender (Bender et al. Biochemistry, 1967,6, 

610) お よ び Hilvert(Hilvert et al. 
Biochemistry, 1995, 34, 6616)らによって
報告されている下記のスキームに従って、カ
ルコゲン含有アミノ酸残基(Cys, SeCys)に置
換した。 
 

 

図１ サブチリシンカールスバーグ Ser221    
   の置換方法 
 
 まず、取り扱いが比較的容易なチオールサ
ブチリシンを用いて、置換効率およびホスト
タンパク質の精製方法について最適化を行
ったのち、その置換方法および精製条件をセ
レノサブチリシンにも適用した。ホストタン
パク質キャラクタリゼーションを、SDS-PAGE、
MALDI-TOF-MS および CD スペクトルによって
行ったのち、これらの残基が配位子となる金
属錯体の形成を試みた。 
 
 
４．研究成果 
（１）Ser221 残基のカルコゲン含有アミノ酸
残基への置換は、フェニルメタンスルホニル
フロリドを Ser221 に作用させた PMSF 化サブ
チリシン(PMS-STL)に対して、目的とする元
素を含む求核剤を作用させて行う。Bender ら
は、チオールサブチリシンの調製において、
この求核剤との反応を、pH = 5.25 の緩衝溶
液中で、65 時間かけて行い、脱塩後、弱陽イ
オンクロマトグラフィー（CM カラム）の非吸
着成分として得ていたが、収率は 10％以下と
低いものであった。Hilvert のセレノサブチ
リシンの調製も、この方法に沿って行われて
いたが、収率は高くなかった。そこで、Ser221
の変換の実用的な最適条件の探索を行った 
  
 表１ チオールサブチリシンの精製検討 

 

 



表１に示すように、求核剤の反応性を考慮し
て、pH = 6.0 にすると、短時間でも収率が少
し改善する傾向が見られ、65 時間の反応時間
では、収率 45%と、通常の実験レベルで適用
できる条件であった。そこで、セレノサブチ
リシン調製のための NaHSe との反応も、この
条件に従って行った。しかし、pH をさらに高
くすると、チオールサブチリシンはほとんど
得られず、元のサブチリシンが CM カラムの
吸着成分として得られた。これは、PMS-STL
とチオ酢酸カリウムとの反応と並行して、加
水分解が優先したものと考えられる。 
 また、これらのタンパク質の純度を上げる
ために、タンパク質をカラムクロマトグラフ
ィーの非吸着成分として得るのでなく、チオ
ール選択的カラム担体であるチオプロピル
セファロース 6B への担持によって得る方法
を検討した。得られた粗チオールもしくはセ
レノタンパク質をバッチ法にて、チオプロピ
ルセファロース 6B に担持させ、バッファー
でペプチド断片および未変換のサブチリシ
ンを洗浄除去したのち、2-メルカプトエタノ
ールを含むバッファーで、Ser221 が変換され
たサブチリシンを溶出させた。その結果、
DTNB 滴定で 99%以上の純度のチオール（もし
くはセレノ）サブチリシンを得ることに成功
した。 
 
（２）Ser221 残基をセレノシステイン(Sec)
に置換したセレノサブチリシンは、
MALDI-TOF-MS 分析により、セレンの反応性に
より、2-メルカプトエタノール非存在下では、
空気酸化によって、セレニル酸残基(-SeO2H)
して単離された(図２)。また、紫外可視吸収
スペクトルでは、タンパク質部分由来の
280nm 付近のバンド以外に、400 nm 付近に吸
収バンドが観測され(図３)、セレニル酸残基
特有のバンドと帰属された。NaBH4の添加によ
り、この吸収バンドは消失することからセレ
ニル酸がセレノールに還元されたと考えら
れる。還元型セレノサブチリシンは、還元剤
存在下では安定であるが、非存在下、空気中
ではただちに酸化型に戻った。また、CDスペ
クトルにおいて、セレノサブチリシンはサブ
チリシン本来の2次構造の特徴を保持してい
ることが分かった。 

 
図２  酸化型セレノサブチリシンの
MALDI-TOF-MS スペクトル 

 
図３ 酸化型セレノサブチリシンの紫外可
視吸収スペクトル 
 
（３）窒素下で脱塩操作を行って、還元型セ
レノサブチリシンを得たのち、チオールサブ
チリシンにおいて錯形成が確認されている
Cu2+の錯形成能を検討したところ、340 nm 付
近に特徴的な吸収バンドが出現した(図４)。
このような吸収バンドは、チオールサブチリ
シンでも観測されており、CysS–→Cu2+電荷移
動吸収バンドと帰属している。また、Sec221
の近傍には、His64 が位置していることから、
セレノサブチリシンにおいても、Sec221 と
His64 が Cu2+の錯形成を担う配位子として機
能すると考えられる。 この吸収バンドは、
時間の経過とともに消失していく過程が観
測された（半減期約 60 min）。この減少は、
Cu(II)から Cu(I)への自動還元であれ、チオ
ールサブチリシンにおいても観測された。ま
た、半減期はチオールサブチリシンにおける
Cu 錯体よりも小さく、Cu(I)状態が安定であ
ることが示唆された。即ち、当初の分子設計
の妥当性が示された。 
 

 
 
図４ セレノサブチリシン + Cu2+(1.1 等量)
の吸収スペクトル変化（150 msec 毎、5 sec
の変化、50 mM Tris pH = 7.4、10 mM  CaCl2
溶液中） 
 
（４）他の遷移金属イオンの錯形成を検討す
るために、第一周期遷移金属イオンについて
上記の実験を行い、ICP-MS による金属イオン
定量を実施したところ、Fe3+、Co2+、Zn2+につ
いて、1 : 1 錯形成が確認された。また、後
周期遷移金属錯体形成能について、検討する



ために、Ru(terpy)Cl2(H2O)錯体を前駆体錯体
として、還元型セレノサブチリシンに作用さ
せたところ、橙色のタンパク質が得られた。
ICP-MS によって、Ru : タンパク質 = 1 : 1
が確認でき、Ru-Se 錯体がタンパク質空間内
で形成されたことが示唆された。 
 さらに、このタンパク質に対して、NaBH4
を作用させたところ、450 nm 付近の LMCT バ
ンドの吸収変化が観測され、次いでアセトフ
ェノンを作用させたところ、元の吸収スペク
トルに回復し、同時にフェニルエタノールが
LC-MS にて検出された。以上のことから、Ru
中心でヒドリド中間体が形成され、反応活性
種としてケトンを還元したものと考えられ
る。すなわち、構築したタンパク質が金属酵
素として機能しうることが示された。 
 
（５）以上に述べたように、本研究において
は、比較的シンプルな構造かつ入手容易なタ
ンパク質をホストタンパク質として用い、化
学修飾を基盤として、従来の非天然金属含有
酵素にはない新たな配位形式をもつ新規酵
素の創成に成功した。 
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