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研究成果の概要（和文）：「金属配位形式」「インターエレメント」（元素間の相互作用）およびタン

パク質の構造的特徴に着目した人工金属タンパク質の構築を実施した。その結果、プロテアーゼ阻害機構

に基づく有機金属(C－配位)タンパク質の創成、基質結合に伴うタンパク質構造変化に基づく金属錯体由来

の発光挙動のスイッチングシステムの構築に成功した。さらに化学修飾サブチリシン活性部位におけるシ

ステイン配位銅錯体の内圏電子移動に伴う自動還元反応を示唆するデータが得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： Some artificial metalloproteins were successfully constructed from the 
aspects of  “fashions of metal coordination”, “inter-element principal (interactions between elements)” 
and “structural characteristics of proteins”.  An organometallic artificial protein with a C-coordinated 
metal center was prepared through inhibition mechanism of serine proteases.  Furthermore, we 
successfully develop a protein structure-based switching system of emission property of a metal 
complex attached onto the surface the protein.  We also found autoreduction of a copper ion with 
S-coordination, which was constructed at the active site of a chemically modified subtilisin.    
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１．研究開始当初の背景 
(1) 天然金属タンパク質の構造・機能・作用
機構が明らかになるにつれて、コンパクトな
構造で高度機能をもつ生体分子を得るため
に、「分子設計」の要素を取り入れた「タン
パク質 de novo デザイン」がさかんに行わ
れていた。従来行われていたタンパク質デザ
インの主な手法としては、(i)タンパク質中の
金属イオンや補欠因子の置換によるタンパ

ク質再構成、(ii)遺伝子学的変異によりアミノ
酸残基を適切に配置させることによる金属
錯形成場の構築、(iii)システインやリシン残
基を介したタンパク質表面の化学修飾であ
った。また、金属配位形式は、主に N, O, S
原子による配位がほとんどであり、必然的に
「無機錯体」が研究対象となっていた。 
(2) 一方、有機金属化学の分野では、C 配位
の「有機金属錯体」、さらには第 2 周期以降
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の重典型元素を配位子とする遷移金属－典
型元素錯体が数多く合成され、N, O, S 原子
配位では達成困難な特異的な性質や、炭素‐
炭素結合生成等、高度かつ利用価値のある反
応性が報告されてきた。 
 (3) タンパク質中の反応、一般的な溶液反
応双方とも、対象となる金属錯体の反応性は、
中心金属と配位子原子との元素間相互作用
(いわゆるインターエレメント)に大きく影響
を受ける。また、多核錯体となると、金属‐
金属間の相互作用も重要となる。これらの要
素を十分に考慮したうえで、タンパク質なら
ではの構造的特徴を加味した金属タンパク
質デザインを行えば、新しい観点でのタンパ
ク質デザイン法を提案できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 以上の状況から、人工金属タンパク質デ
ザインの新しいアプローチを提案すること
目的として、ランダムなタンパク質表面の化
学修飾や、単なる遺伝子操作による金属錯形
成場の構築ではなく、「インターエレメント」
（元素間の相互作用）とタンパク質の構造的
特徴を活用するタンパク質デザインを行い、
これらの要因に基づく人工金属タンパク質
の機能発現をめざした。 
(2) 具体的には、(i) 素材タンパク質の性質
に基づく有機金属タンパク質の構築方法の
確立、(ii) タンパク質構造変化に基づく、タ
ンパク質表面に導入した金属錯体修飾分子
の発光特性のスイッチングシステムの構築、
(iii) 化学修飾天然酵素の活性部位における
金属錯体の構築と配位子‐中心金属の相互
作用によるユニークな錯体化学反応の検討
を実施したので、以下に研究内容を述べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 【素材タンパク質の性質に基づく有機金
属タンパク質の構築】セリンプロテアーゼの
不可逆的阻害機構に着目した。α‐キモトリ
プシンなどのセリンプロテアーゼは、共通し
て、セリン, ヒスチジン, アスパラギン酸か
らなる Catalytic Triad と呼ばれる活性部位が
ドメイン間の割れ目部分に存在する。ここに
TPCK(図 1)を作用させると、活性部位の His
残基が選択的にアルキル化され、プロテアー
ゼとしての機能を失う。この機構をタンパク
質デザインの観点で見れば、内部にある His
残基を選択的に化学修飾できることになる。
また、割れ目構造部分は、L-体アミノ酸から
なるキラル環境である。したがって、この部
分に触媒部位を位置させることで立体選択
的合成への応用も開ける。以上のことから、
図 1(b)に示すようなグラブス錯体部位を有す
るセリンプロテアーゼ阻害剤を設計し、合成
法の確立およびα‐キモトリプシンへの導
入を試みた。 

 

図 1  TPCK および本研究で分子設計したグラブス錯体

を有するセリンプロテアーゼ阻害剤 1 の構造 

(2)  【タンパク質構造変化に伴う機能スイ

ッチング】アデニル酸キナーゼ(Adk)やCa2+

型のカルモジュリンなどでは、基質・有機小

分子リガンドの結合に伴い、大きな構造変化

を示し、ある部分でのアミノ酸配置が大きく

変化する。このようび配置が大きく変化する

アミノ酸残基に距離依存的に性質が変わる

機能性分子を導入すれば、リガンド結合をト

リガーとする機能スイッチングシステムが

構築できる。そこで、本研究では、大腸菌由

来のアデニル酸キナーゼのAla55とVal169を
システインに変換した変異体（図2）を作成

し、システイン残基を介して白金錯体の導入

を試みた。 

 

図 2  大腸菌由来アデニル酸キナーゼの構造変化 

(3)  【インターエレメント概念と酵素活性

部位の構造的特徴を融合させた錯体化学反

応】１本のポリペプチドからなるプロテアー

ゼであるサブチリシンの活性部位では、セリ

ン残基とヒスチジン残基が金属錯形成場を

形成するような位置に配置されている。この

サイトを遷移金属錯体の構築場とすること

を目的として、化学修飾によってセリン残基

をシステイン残基に変換した「チオールサブ



チリシン」を調製し、銅イオンを添加するこ

とで、サブチリシン内で銅錯体を構築し、そ

の反応性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) グラブス錯体部位を有するプロテアー
ゼ阻害剤 1 の合成は、阻害剤部位 2 とグラブ
ス錯体部位 3 とをスクシニルリンカーで連結
させる方策を採用した。ヒスチジン残基をア
ルキル化するためのクロロメチルケトン部
位は、HIV-1 プロテアーゼ阻害剤合成を参考
に下記のスキームに従って、L-フェニルアラ
ニンから 4 ステップで合成した。本方法は、
別法として知られるジアゾメタン誘導体を
経由する方法よりも安全で大量合成に向い
ているため有利である。また、グラブス錯体
部位は、Grubbs らによって報告されている方
法に従って合成した。既報では、すべての操
作を窒素下で実施する旨の指示が記載され
ているが、本研究において、ホベイダ配位子
を導入したのちは、空気下で精製を実施して
も反応性の低下、錯体の分解は起こらないこ
とが明らかとなった。また、最終段階におい
ては、縮合剤、活性エステル法によるアミド
結合生成は錯体の分解を起こし、低温におけ
る混合酸無水物法が最も有効であった。阻害
剤 1 の同定は、1H NMR、ESI-HR-MS により
行った。 
 

 
図 3  確立したグラブス錯体部位を有するセリンプロ

テアーゼ阻害剤 1 の合成経路 
 
 上記のルートで合成した阻害剤 1 をα‐キ
モトリプシンに pH = 7.0 の HEPES 緩衝溶液
中で室温で作用させたところ、すみやかに加
水分解活性の消失が観測され、目的通り活性
部位への導入が確認された。CM 陽イオンカ
ラムクロマトグラフィーにより精製を行い、
阻害剤 1 を含む化学修飾キモトリプシンを単

品として得ることができた。ESI-MS および
MALDI-MS により、阻害剤 1 が 1 分子タンパ
ク質に共有結合的に取り込まれていること
が示された。また、化学修飾に有無に関わら
ず、カラムクロマトグラフィーにおいて同程
度の塩濃度で溶出が起こったことと、ESI-MS
において多価イオンピークパターンが類似
していたことから、阻害剤 1 を導入した後も、
変性などのタンパク質の立体構造に大きな
影響を与えていないことが示唆された。以上
のことより、素材タンパク質本来の機能を応
用した有機金属タンパク質の構築を行うこ
とができた。 
(2) 大腸菌由来のアデニル酸キナーゼにお
いて、基質結合に伴い残基間の距離が大きく
変わる２つの残基(Ala55, V169)をピックアッ
プし、この２つの残基を Cys とし、本来 Cys
であった 77番目残基をSerに変更したトリプ
ルミュータントを作成するために、Adk トリ
プルミュータント(Adktm)をコードする pEAK 
91 プラスミドにより HB101 大腸菌を形質転
換した。この大腸菌からタンパク質を抽出し、
疎水性アフィニティークロマトグラフィー、
ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製し、
SDS-PAGEにより目的タンパク質を同定した。
ミュータントタンパク質のリン酸基転移反
応触媒活性は、ヘキソキナーゼ－グルコース
6-リン酸デヒドロゲナーゼ共役反応により確
認した。 
 次にターピリジン配位の白金錯体を合成
し、さらにシステイン残基を介してコンジュ
ゲートするために、ヨードアセトアミド基を
導入した。 
 タンパク質表面への白金錯体の導入につ
いて、反応温度、時間、緩衝液・助溶媒の種
類および濃度を検討したところ、10 mM リン
酸緩衝液(pH = 7.5)中、アセトニトリルで行う
のが最適であることがわかった。得られた化
学修飾タンパク質を Hi-Trap Q 強アニオン交
換カラム（20 mM リン酸バッファー pH = 8.0 
→ 20 mM リン酸バッファー pH = 5.8 + 1 M 
NaCl）にかけると、2 つの吸着バンドが観測
され、MALDI-MS スペクトルにより、後半の
バンドに化学修飾タンパク質が含まれてい
ることを確認した。しかし、このバンドには、
白金錯体 5 が 1 分子導入されたものと、2 分
子導入されたものが混在していることが判
明した。このことは、2 ヶ所のシステインチ
オールにおいて、近傍の酸性もしくは塩基性
アミノ酸残基の存在により反応性の違いが
あることを示唆している。 
 混合物の状態であるが、得られた化学修飾
Adktm について、アデニル酸キナーゼ阻害剤
Ap5A の有無による分光学的特性を蛍光スペ
クトルにより評価した。Ap5A 存在下におい
て、蛍光波長のシフトが見られた(図 4)。以上
から、タンパク質構造変化に伴う、分光学的



特性の調節が可能であることが示された. 

 

図 4  白金錯体により化学修飾したアデニル酸キナー

ゼ変異体(Adktm)の発光特性変化 
 
(3)  入手容易なサブチリシン (Subtilisin 
Carlsberg)に対して、PMSF（フェニルメチル
スルホニルフロリド）を作用させ、さらにチ
オ酢酸塩で処理することにより、活性部位の
セリン残基をシステインに変換したチオー
ルサブチリシンを調製した。イオン交換クロ
マトグラフィーにより未修飾タンパク質と
の分離が容易にできることが確認された。ま
た、DTNB 法によるチオール基定量により、
サブチリシンには複数のセリン残基が存在
するが、上述の方法では、タンパク質 1 分子
あたり 1 個のチオール基が導入されたことが
分かった。PMSF は活性部位のセリン残基に
特異的に結合することが知られているので、
活性部位のセリン残基が選択的にシステイ
ンに変換されたと考えられる。また、ヨード
アセトアミドを作用させたところ、ヨードア
セトアミドが共有結合的に導入されたこと
が MALDI-MS により確認された。したがっ
て、空気中の酸素によるシステインの酸化や
ジスルフィド結合の生成は起こっておらず、
フリーのチオール基の状態で存在している
ことが示された。 
 10 mM Tris 緩衝液(pH = 7.4)中で、チオール
サブチリシンの溶液に Cu(NO3)2 を添加する
と、吸収スペクトルにおいて、ただちに 360 
nm 付近に特徴的なバンドが出現した。この
ようなバンドは、未修飾のサブチリシンでは
見られないことから、Cu2+-S 結合の生成に伴
う吸収バンドであると考えられる。この吸光
度変化をもとに滴定実験をストップトフロ
ーを用いて行い、タンパク質と銅イオンの化
学量論は、1 : 1 であると求められた。 

 この吸収バンドは時間の経過とともに減
少していき（図 5）、その半減期約 2 時間であ
った。このことから、システインチオールか
ら Cu2+への内圏電子移動により自動還元が
起こっていることが示唆された。また、電子
スピン共鳴(EPR)スペクトルにおいて、Cu2+

の配位構造は、典型的な Type-2 銅錯体（g|| = 
2.22, A|| = 16.3 mT）であることがわかり、時
間の変化とともに、EPR シグナルの強度が弱
くなっていった。このことも、自動還元によ
り EPR サイレントの Cu+種への変化したもの
であると帰属できる。 

 

図 5  チオールサブチリシン(50 M)に 1.1 等量の

Cu(NO3)2 を加えたのちの吸収スペクトル変化（10 mM 

Tris 緩衝液、pH = 7.4, 25 ℃） 
 
(4) 以上の結果から、当初の目的通り、元素
間の相互作用とタンパク質の構造的特徴に
主眼を置いた新規金属タンパク質構築法を
示し、今後、認識すべき金属タンパク質デザ
インのコンセプトを提案できたものと考え
られる。 
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