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研究成果の概要： 
金属酵素の活性中心機能を模倣する金属錯体と蛋白質の設計と合成を行うと共に、生命分子

の誕生と進化の過程を人工的に再現した「試験管内分子選択・進化システム」を独自に開発し
た。そして、このシステムの利用により、膨大なペプチドライブラリーの中から、金属酵素様
の触媒機能を発現する人工ペプチドの選択に至った。これにより、金属錯体形成・基質分子認
識・触媒機能を同時に発現する人工金属ペプチド酵素の新たな創生法の確立に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
近年の X線結晶構造解析・遺伝子クローニ

ング技術の進展により、これまで不可能とさ
れてきた人工金属酵素の創造が現実味を帯
びてきた。例えば、酸素貯蔵蛋白質ミオグロ
ビンのヘム周辺のアミノ酸を部位特異的に
置換することで、人工ヘム酸化酵素へと改変
した研究を皮切りに(J. Am. Chem. Soc. 2005, 
127, 6556.)、平面型 Cu フタロシアニン錯体
を血清アルブミンに取り込ませることで、
Diels-Alder 反応を触媒する人工金属酵素を
創製した研究も報告された(Angew. Chem. 

Int. Ed. Engl. 2006, 45, 2416.)。この研
究で興味深い点としては、本来触媒機能を示
さない天然蛋白質の立体構造でさえ、触媒中
心となる金属イオン・金属錯体の位置を固定
化することができれば、立体選択性の高い触
媒反応を発現させることができることであ
る。しかし、すでに成熟した三次元的蛋白質
構造を目的に適った生体反応場として利用
する場合、分子レベルで認識できる反応基質
の種類は限られているだけでなく、適用でき
る金属錯体も、平面型ポルフィリン誘導体に
限定されているのが現状である。 



それゆえ、多様なる基質分子の認識機能と
目的の物質変換反応を触媒する人工金属酵
素を創出する新たな手法の開発により、目的
に適った機能性生体触媒を自在に創製する
進化分子工学的研究が期待されるようにな
った。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では、触媒活性中心となる金
属イオンの電子的・立体的特性を制御する人
工配位子の合成や特殊アミノ酸の選定を検
討すると共に、それらによって形成される金
属錯体を固定化する足場として、ポリペプチ
ド・蛋白質を構築し、望みの分子認識の発現
と触媒機能を促進するアミノ酸配列を最適
化する「試験管内分子選択・進化システム」
を構築することを目的とした。そして、これ
までに例のない人工金属酵素の試験管内創
生の実現に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
初めに、人工金属酵素の活性中心となる金

属イオンの電子特性とその配位構造を制御
するため、多座キレート配位子を新規に設計
し、非ヘム系銅錯体・鉄錯体を系統的に合成
した。さらに、それらの分光学的・物理化学
的性質の同定にも成功した。そして、基質と
相互作用するアミノ酸や触媒活性を促進す
るアミノ酸を配置するための蛋白質を選定
した後、金属錯体を化学的に修飾することで、
非ヘム系人工金属酵素の創生を試みた。しか
し、それら蛋白質におけるアミノ酸変異導入
による基質分子認識と触媒機能を同時に発
現させる最適配列を決定することは困難を
極めた。 
そこで、自然界の蛋白質の誕生と進化の過

程を人工的に模倣した「試験管内分子選択進
化システム」を独自に開発・応用することで、
金属錯体形成・基質分子認識・触媒機能を同
時に発現させる人工ペプチドを創出する新
たなアプローチにより、目的を達成すること
にした。そのシステムとは「安定架橋型リボ
ソームディスプレイ法」である(図 1）。 
この進化分子工学的手法は、人工ペプチド

ライブラリー(APL)から標的分子に対して特
異的に結合する新規ペプチドのみを効率的
かつ迅速に選択することが可能である。本シ
ステムの操作手順としては(図 1）、まず、ペ
プチドライブラリーの配列情報をコードし
ている DNA を mRNA へと転写した後(図 1-1)、
ペプチドとその mRNA をリボソームにより連
結した「安定架橋型リボソーム複合体：対応
付け分子(図 1-2 中央下)」を調整する。そし
て、標的分子に対して高親和性を示す特殊ペ
プチドを提示した複合体を選択した後(図
1-3)、その複合体からmRNAを回収し(図1-4)、
その mRNA に記録されているアミノ酸配列を

解析することで(図 1-5)、目的の標的分子に
結合する新規ペプチドを同定することがで
きる。特に、この「安定架橋型リボソーム複
合体(図 1-2 中央下)」は、mRNA の 5’端に導
入した Cv motif と結合するバクテリオファ
ージ由来の蛋白質(Cvap)をペプチドライブ
ラリーの C末端側に融合している。その結果、
試験管内の翻訳反応と同時に、Cv motif-Cvap
会合体が分子内で形成され、より熱的に安定
な「対応付け分子」の構築と利用が可能とな
った。 

つまり、このシステムは、人工的に合成し
た膨大なペプチドライブラリーの中から、金
属酵素活性中心に類似した機能を発現する
人工ペプチドを短期間で選択・創生する画期
的な進化分子工学的手法であり、これまでの
X 線結晶構造解析・コンピューターシュミレ
ーションでは予測できなかった未知の特殊
機能を創出することが可能となる。 
 
４．研究成果 
現在までに、金属酵素の活性中心モデルと

しての金属錯体の合成と電子的・立体的キャ
ラクタリゼーションを皮切りに、本研究にお
いて開発した「安定架橋型リボソームディス
プレイ法」を駆使して、金属酵素様の基質分
子認識と触媒機能を発現する人工生体反応
場としての人工ペプチドの新規選択に成功
した。 
一例としては、本システムを利用して、金

属-カルボキシレート錯体(標的分子)に対し
て特異的に結合する環状型人工ペプチドの
選択を行った。その結果、選択された新規ペ
プチドは、自然界に存在する金属酵素の活性
中心構造に必須のアミノ酸群を豊富に有す
るだけでなく、標的分子の金属錯体に対して
特異的親和性を示すことを明らかにした。ま
た、遊離の Co(II)イオンや Zn(II)イオンと
結合する金属結合サイトを複数有する人工
ペプチドが、リボ核酸のリン酸エステル部位



を触媒的に加水分解する「リボヌクレアーゼ
活性」を発現することを見出した。特に興味
深いのは、このリボヌクレアーゼ反応
(37℃・pH 7.5)が、ペプチドのアミノ酸配列
と環状構造に依存した現象であると共に、そ
の反応活性は、金属イオンの種類や pH 等の
反応条件に応答して変化する点である。 
今回の金属-カルボキシレート錯体に結合

する人工ペプチドが、リボヌクレアーゼ活性
を発現した理由としては、ペプチドが形成す
る「アコイオン-金属イオン-カルボキシレー
ト-ペプチド骨格」の立体構造が、金属酵素
リボヌクレアーゼが利用するリン酸エステ
ル部位の認識と分解反応の開始に必要な中
間体構造「ヒドロキソイオン-金属イオン-フ
ォスフェート-蛋白質骨格」に類似している
ことが推測される。 
以上の結果は、本研究で開発した進化分子

工学的手法が、金属酵素ミメティック・生体
金属触媒を創生する手段として有用である
ことを示している。そして現在も、目的の生
化学反応を促進する人工金属酵素のテーラ
ーメイド創生を実現する画期的バイオテク
ノロジーシステムとして確立すべく取り組
んでいる。また、本研究で得られた成果は、
国内外の学会・研究会・国際会議において口
頭・ポスター発表等を行うと同時に、国際的
に著名な科学系ジャーナルにおける論文と
して発表し、世界に先駆けて発信している。
さらに、本研究で開発した新技術とそこから
生み出された新物質を特許化する取り組み
にまで至っている。 
今後は、ここで得た知見と技術を最大限に

活かし、人工配位子-tRNA を化学的に合成し、
それらを導入した無細胞蛋白質翻訳系と「安
定型リボソームディスプレイ法」を利用する
ことで、金属錯体触媒を組み込んだ分子認識
ペプチドを新規に選択する。そして、これま
でにない人工金属ペプチド酵素として世界
に先駆けて構築する。さらに、工業的物質生
産の効率向上を支援する金属ペプチド触媒
から、生体内で生理活性を発揮し、各種疾病
の治療に役立つ金属ペプチド診断薬・機能性
ペプチド医薬の開発にまで発展させること
を将来の目標としている。 
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