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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来のアミノ酸置換によるタンパク質活性中心の改変手
法に加え、合成化学的手法による活性部位の修飾と創造、並びに人工機能化タンパク質の耐熱
化、耐久性向上を目指した。研究助成期間では、(1) 非天然金属錯体とタンパク質との複合化
による人工有機金属錯体の創出と非天然触媒反応の開発 (2) 環境応答性高分子と電子伝達タ
ンパク質との複合化による、人工センサータンパク質の開発 を実現し、さらに(3) 好熱菌由来
タンパク質を基盤分子として利用することで、機能性タンパク質の耐熱・耐久化が可能である
ことを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：A goal of the present study is to establish novel technologies of protein 
engineering that are distinguishable from conventional modification methods such as site directed 
mutagenesis.  Achievements are summarized as followings: (1) Creation of organometallic proteins 
bearing artificial metal complexes, and development of their catalytic reactions, (2) Creation of signal 
transduction system consisting of electron transfer proteins and an environment responsive polymer, (3) 
Application of proteins from thermophiles to construct robust artificial proteins amenable to future 
practical uses.  The achievements of the present work will contribute to further development of the 
protein engineering in both basic and practical aspects. 
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１．研究開始当初の背景 
 酵素をはじめとするタンパク質を機能改
変し、有用な機能性タンパク質に造り変える
試みは、基礎的な研究段階から、実際の物質

生産への応用にも広がりつつある。機能改変
の主な手法は、遺伝子改変に基づく変異導入
であり、なかでも部位特異的変異導入は、近
年極めて身近な研究手法となっている。ただ、
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元の機能の劇的な改変を目指すような大規
模な変異導入は、タンパク質の安定性を著し
く損なうため、生合成段階で分解されること
が多く、変異導入だけで、タンパク質を自在
に造り変えることは難しい。このため、目的
とする機能性タンパク質を自在に造り出す
には、変異導入法に加え、様々なタンパク質
機能改変手法を確立する必要があった。また、
機能化タンパク質の応用を考慮すれば、その
熱的安定性が重要であり、機能化タンパク質
の耐熱・耐久性向上を実現する方法論の提案
も重要な課題であった。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景に基づき、本研究では、従来の
変異導入・アミノ酸置換による酵素活性中心
の改変手法に加え、合成化学的手法による、
活性中心の修飾と創造のための新たな方法
論の展開を目指した。また、造り出した機能
を実際に「使う」ために必須の、タンパク質
の耐熱性や耐久性の向上を目指した。申請期
間内の具体的な課題として、(1) 対象となる
タンパク質に基質以外の分子（補助分子）を
結合し、この分子の特性がタンパク質のもと
の機能と協同的に働くことによって機能全
体の向上または、全く新しい機能の創出する。
(2) 天然の活性中心を非天然分子や金属錯体
に置換した人工金属タンパク質の創成する。
(3) 機能化タンパク質の耐熱、耐久性を目指
し、好熱菌由来タンパク質の化学的機能変換
を行う、を設定した。以下に現在のこれまで
の研究状況を概述する。 
 
３．研究の方法 
課題(1)、(2)では、ミオグロビン、アズリン、
チトクロム c, シトクロム P450 タンパク質を
対象に、有機分子、高分子、有機金属錯体と
の複合化を行い機能の変換、創出を進めた。
また、課題(3)では、好熱菌由来のチトクロム
c552 を対象に、変異導入法との組み合わせるこ
とで、好熱菌由来タンパク質本来の耐熱、耐
久性を維持したまま、機能化する手法の開拓
を検討した。 
 
４．研究成果 
以下に「研究目的」で述べた課題の代表的な
成果について順次述べる。 
(1) アズリン―チトクロム c と温度応答性高
分子 PNIPAM の複合化 ―天然センサータ
ンパク質にヒントを得た新たな情報変換の
仕組み― 
機能性分子をタンパク質表面のアミノ残基側鎖

（多くの場合、システインやリジン）を介して修飾し、
タンパク質の機能化を図る試みは、すでに確立さ
れた手法である。しかし、この方法では、タンパク
質の特定部位だけを合目的的に修飾することが
難しく、分子レベルでの精密な機能設計は、困

難である。本研究では、アミノ酸残基が金属イオ
ンの配位子として機能する金属タンパク質におい
て、配位子の一つを除去し、生じる空配位座を介
した機能性分子との結合形成・複合化によって、
新たな機能性タンパク質の創成を試みた。本研
究で研究対象とするタンパク質は、電子伝達タン
パク質、アズリンである。このタンパク質の表面付
近には、銅イオンが存在し、酸化還元中心として
機能する。また 2 つのヒスチジン、メチオンニン、
システインからなる配位構造を有している。これま
での研究から、ヒスチジン配位子の一つである
His117 のグリシン変異体は、元の野生型と同じ高
次構造を保持しており、イミダール類縁体との反
応で、野生型と同様の配位構造を与えることが知
られている。ここではこの知見を利用し、図 1 に示

すような熱応答性高分子、ポリ‐イソプロピルアク
リルアミド (PNIPAM), をアズリンに固定した。
PNIPAM は、ある温度（本系では 32 ºC）を境に、
より低い温度では、分子内水素結合により直鎖ラ
センを、また、より高い温度では、水素結合を失
った凝集体構造をとる。PNIPAM が固定される部
位は、アズリンがその酸化還元パートナーである
チトクロム c からの電子移動を受け入れるために、
一時的な会合体を形成する部位であるため、温
度変化に伴う PNIPAM のアズリン上での構造変
化は、チトクロム c − アズリン間の電子移動過程
に影響を及ぼす。PNIPAM 固定化アズリンを調
製し、還元型チトクロム c (Fe(II)) から酸化型アズ
リン(Cu(II)) への電子移動速度を 25 および 35 
ºC で測定した結果を図 2 に示す。Fe(II)の減少量
から求まるみかけの電子移動速度は、温度の上
昇に伴い、75%低下している（図 2a）。一方、同様
の反応を元のアズリンで行った場合、温度依存
性が見られなかった（図 2b）。したがって、今回得
られた結果は、アズリンの銅配位子として導入し
た PNIPAM が、温度変化に伴う構造変化によっ
て、アズリン−チトクロム c 間の電子移動過程を変
化させうることを示している。ここで指摘すべきこと
は、もし PNIPAM を従来通り、アズリン表面のアミ
ノ酸側鎖を介して導入した場合、PNIPAM の導
入数と位置を正確に制御できないため、導入数

 
図 1. アズリンへの熱応答性ポリマーの固

定。 



が多すぎる場合は、PNIPAM の凝集に伴うアズリ
ンの析出が生じ、少ない場合には、電子移動過
程に摂動を与えることができないことである。金属
の配位子として、機能性分子を導入する本手法
は、調製が容易で、かつ均質なタンパク質修飾
が可能である点で、すぐれている。今後、本手法
を利用した、様々な機能分子との複合体を提案
してゆく予定である。 
(2) 光電流を生成するチトクロム c 
課題(2)では、金属タンパク質の補欠分子族

全体を金属錯体に置換した有機金属タンパク
質、並びに補欠分子族の金属部分だけを置換
した人工金属タンパク質を創出し、新たな機
能の発現に取り組んだ。その中から以下では、
亜鉛置換チトクロム c を用いたバイオ光スイ
ッチについて述べる。 

チトクロム c は、分子量およそ 13,000 のヘ
ムタンパク質である。タンパク質のフォール
ディング研究に用いられる他では、機能改変
による多機能化や生体材料としての利用はあ
まり見られない。本研究では、このチトクロ
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図 4.  Zn-Cyt c 電極の光応答電流。上から (i) 
波長依存性。囲みは、Zn-Cyt c の吸収スペクトル。
(ii) 電極電圧依存性、(iii) 時間応答性。 

 

図 5. Zn-Cyt c 電極の光電流の発生機構。亜鉛
ポルフィリンの励起によって生成する ZnPor(p)
の軌道が、アノード、カソード両光電流の移動
経路として機能する。 

 
図 2. 電子移動速度の温度依存性。 (a), 
PNIPAM 結合型アズリン、(b), 野生型アズ
リン。（△）, 25 ºC;（□）, 35 ºC。416 nm
の吸収は、還元型チトクロム c を表す。 

図 3. Zn-Cyt c は、HOOC-(CH2)10-SH による
SAM 修飾電極上に静電相互作用により固定
されている。円内は、亜鉛ポルフィリンの配
位構造。軸配位子に元のヘムのヒスチジンと
メチオニンを有する。 



ム c の活性中心であるヘム鉄を亜鉛に置換、
タンパク質の配向を制御して電極へ固定する
ことによって、光照射時に電気抵抗が減少す
るタンパク質光スイッチの作成に成功した。
図 3 は、今回調製した亜鉛置換チトクロム c 
(Zn-Cyt c) 電極の概略である。亜鉛置換したポ
ルフィリンは、元のヘム鉄と同じ配位構造を
有していることが結晶構造より明らかとなっ
ている。この Zn-Cyt c をカルボキシチオール
の自己集積膜(SAM)で修飾した金電極上に固
定する。チトクロム cのヘム周辺の表面には、
リジン残基による正に帯電した領域が存在す
るため、SAM のカルボキシル基との静電相互
作用により、亜鉛ポルフィリンが電極に向い
た配向をとると考えられる。 
図 4 は、Zn-Cyt c 電極から得られた光電流特

性である。照射波長を変えて得られた光電流
（図 4- i）は、元の亜鉛置換チトクロム c の電
子吸収スペクトルに一致し、光電流が、亜鉛
ポルフィリン部分の光励起に対応しているこ
とがわかる。この光電流は、電極電位に応じ
て、アノード、カソード、両方向に変化させ
ることが可能である（図 4-ii）。また、照射光
の ON / OFF に対応して、光電流の ON / OFF
も得られ（図 4-iii）、光スイッチとしての性質
を備えていることが明らかとなった。 
今回、Zn-Cyt c における光電流の発生の機構
を理解するため、汎密度関数法に基づく、
Zn-Cyt c の全電子計算を行い、Zn-Cyt c の
HOMO、LUMO およびその前後の分子軌道の
分子内での広がりを求めた。詳細については
割愛するが、得られた結果から提案する
Zn-Cyt c の光電流の発生のメカニズムは図 5
のとおりである。 
(3) 高度好熱菌 T. thermophirus 由来電子伝達
タンパク質、シトクロム c552 を利用した耐
熱性ペルオキシダーゼの創製 

 好熱菌由来タンパク質を人工酵素・機能性
タンパク質の基盤として用いる利点として
は、1) 大腸菌を宿主とする組換え体として、
タンパク質を大量に得られる場合が多い、2）
タンパク質が高温でも安定であるため、精製
および精製後の取り扱いが容易である、3）
複数の変異導入に対しても、もとの高次構造
を保つことが多く、機能設計が行いやすい、
が挙げられる。ここでは、好熱菌由来タンパ
ク質の中から、立体構造が明らかであり、ヘ
ム（鉄プロトポルフィリン IX）を補因子とし
て有する電子伝達タンパク質、シトクロム
c552（Cyt c552）を選び、これを基盤分子とす
る耐熱性ペルオキシダーゼの創製を試みた。
ペルオキシダーゼ触媒反応の鍵となる一般
酸－塩基触媒機構を基に、Cyt c552 のヘム近
傍で 2 箇所の部位特異的変異導入を行った。
まず、元の軸配位子の一つである Met69 をア
ラニンに置換し、ヘム鉄上に基質反応部位を
設けた。また、一般酸－塩基触媒部位として

機能することを期待して、ヘム鉄の上方およ
そ 5.2 Å に位置する Val49 をアスパラギン酸
に置換した。調製した変異体（V49D/M69A）
のヘム近傍を模式的に示すと図 6 のようにな
る。この変異体のペルオキシダーゼ活性を図
7 に示す。V49D/M69A 変異体の触媒活性（図
7a, ○）は、温度の上昇に伴って増大してお
り、熱による反応速度の上昇が触媒活性に反
映されている。以前報告されているミオグロ
ビンの H64D 変異体（基質の種類によっては、
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図 6. 変異導入によってCyt c552に組込んだ反
応活性部位。 
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図 7. V49D/M69A 変異体、Mb H64D 変異体 によ
るペルオキシダーゼ反応。○：V49D/M69A、
△：Mb H64D。(a) 触媒活性の温度依存性。
反応開始時点の触媒回転数で比較。 (b) 70 ºC
における基質消費量の時間変化。反応条件：
タンパク質 0.2 M; 酸化基質（フェルラ酸）
200 M; H2O2 200 M., 20 mM MES−MaOH 
(pH 5.0) 緩衝溶液。 
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天然に匹敵する高いペルオキシダーゼ活性
を示す）と比較すると（図 7a, △）、40ºC ま
での触媒回転数では Mb H64D が上回るもの
の、60 および 70ºC では、V49D/M69A 変異体
がミオグロビン変異体を大幅に上回る触媒
回転数を示す。なお 80ºC における急激な活
性低下は、未同定配位子によって 6 配位型ヘ
ムが生成し、活性部位が塞がれるためである
がタンパク質は変性していない。高温条件下
における V49D/M69A 変異体の優位性は、活
性の持続性にもみられる。図 7b は、
V49D/M69A変異体およびMb H64D変異体を
用いて、70ºC でペルオキシダーゼ反応を行っ
た際にみられる基質消費量の経時変化であ
る。V49D/M69A 変異体は、ミオグロビン変
異体より常に基質消費量で上回っており、触
媒活性の持続性においてもミオグロビン変
異体よりも優位であることが分かる。以上の
結果は、V49D/M69A 変異体が、高温条件下
で、高い触媒活性とその持続性をもつことを
示しており、タンパク質本来の耐熱・耐久性
が高温域における触媒活性の発現にも有効
に機能することを物語っている。 
 図 7b からも明らかなように、V49D/M69A
変異体の酵素活性は、200 秒付近を境に急速
に低下している。人工酵素として更なる耐
熱・耐久性を追究するにはこの問題を解決す
る必要があったが、現在では、この失活過程
の同定を終え、活性低下を抑制するための分
子デザインを行うことが可能となっている。
その結果、最新変異体を用いたペルオキシダ
ーゼ反応では、70ºC でも 1 時間以上触媒活性
を持続させることに成功している。 
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