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生体内の要所に数多く存在する金属タンパク質・酵素は，電子移動，分子状酸素の結合・活性
化，さらには一酸化窒素の生成・消去などの化学反応を通して，生体の物質・エネルギー代謝，
恒常性維持など多くの重要な生理作用に関与している。最近では，細胞内情報伝達系の重要な因
子として機能していることも知られている。当研究室では，X線結晶構造解析法や各種分子分光
法等による分子構造解析と共に，分子生物学・生化学的な手法を駆使した機能解析を併せ，「金
属タンパク質・酵素およびその関連生体高分子の構造情報を基にした生理作用の分子レベルでの
理解」を目標に研究を行っている。

1. 特異な化学反応を触媒する金属酵素の構造機能研究
（1）脂肪酸水酸化酵素チトクロム P450BSβ の構造解析
（城，杉本）

Bacillus subtilis 由来チトクロム P450BSβ は，過酸化水
素（H2O2）を利用して長鎖脂肪酸の α 位および β 位の水
酸化反応を触媒するユニークなヘム酵素である。P450BSβ

の基質（パルミチン酸）結合型酵素の結晶構造を 2.1 Å分解
能で明らかにした。基質パルミチン酸は，P450BSβ の疎水
性アミノ酸残基でできたチャンネル内に存在しており，末
端カルボキシル基は親水的な環境に存在し，活性部位ヘム
に近接する I helixに位置する Arg242残基と静電相互作用
で結合していた。さらに，活性部位周辺の構造情報から，
基質のカルボキシル基が一般酸・塩基触媒として働き，鉄
に配位する H2O2 の O-O結合を開裂する反応機構を提唱
した。基質結合部位周辺に存在する残基を他のアミノ酸に
置換した変異体をいくつか作成し（Phe71Leu，Val170Phe，
Phe71Leu/Val170Phe），それらの活性測定ならびに共鳴ラ
マン分光測定から P450BSβ による水酸化反応の部位特異性
を示すのに重要な酵素-基質相互作用の様式を分子レベルで
決定した。
（2）二原子酸素添加酵素インドールアミン 2,3ジオキシ
ゲナーゼ（IDO）の結晶化（小田 ＊1，杉本，城）
哺乳類におけるトリプトファンからキヌレニンの生合成
経路の第一段階反応において，IDOはインドール環への二
原子酸素添加反応の触媒を担っており，これが経路の律速
段階となっている。我々はこの触媒反応機構を原子レベルで
理解することを目的にして，ヒト由来の IDOのX線による
構造解析を目指している。良質の結晶を得るために，従来
の精製法を改良し，高活性で等電点電気泳動および native

PAGEにおいても単一バンドの試料を調製できた。
（3）哺乳動物の第四のグロビンタンパク質の構造機能解
析（澤井 ＊1，牧野 ＊2，杉本，城）
サイトグロビンはすべての臓器の組織に分布する，ヘモ
グロビン，ミオグロビン，ニューログロビンに続く哺乳動物
における 4番目のヘム結合グロビンタンパク質である。肝
硬変などの病気で肝臓が繊維化した際にのみ，肝臓の星細
胞中に強く発現することも見いだされているが，その生理
機能は未だ不明である。サイトグロビンの生理機能を，そ

の構造を基盤に解析するために，昨年度構築した大量発現
系を用いて調製した組換えタンパク質ならびにいくつかの
変異体を用いて，その分光（可視光吸収，赤外吸収および
共鳴ラマン）および酸化還元電位測定を行った。その結果，
ヘム鉄には中性の His81 と His113 が配位し，外部配位子
（酸素，一酸化炭素）はHis81と置き換わって鉄に配位する
ことを見いだした。また，4 Å分解能の X線回折像を与え
る単結晶を得た。構造解析可能な結晶を得るための結晶化
条件をさらに検討する。
（4）ウシ心筋チトクロム酸化酵素の結晶構造解析（青山，
吉川 ＊3）
チトクロム酸化酵素の反応機構を高分解能結晶構造解析
により明らかにするため，新しい結晶の作成を試みた。昨
年度，新規界面活性剤 3オキサトリデシル-α-マンノシドを
合成し，これを用いて空間群 P212121（分解能 2.0 Å）と
空間群 C2221（分解能 6.0 Å）の 2種類の結晶が得られた。
C2221 の結晶では，本酵素はこれまでに得られた 3つ結晶
と同じく二量体で存在し，その形成様式も全く同じであっ
た。ところが P212121 の結晶では単量体であった。どちら
の結晶も活性，サブユニット数などは，これまでの結晶と
比較して大きな違いはなく，これまでウシ心筋の酵素は二
量体であると考えられてきたが，生体膜中では単量体と二
量体のどちらでも存在できる可能性が示唆された。
（5）脱窒菌（Pseudomonas aeruginosa）由来の膜タンパ
ク質一酸化窒素還元酵素の反応機構（汲田 ＊4，城）
脱窒菌由来の一酸化窒素還元酵素（NOR）は，その脱窒
過程において一酸化窒素（NO）から亜酸化窒素（N2O）へ
の還元反応を触媒するチトクロム bc型膜貫通タンパク質で
ある。アミノ酸配列の解析から，NORは哺乳類ミトコンド
リアチトクロム酸化酵素と高い相同性が見いだされ，生物
の呼吸過程の進化を探る上で注目されている。我々は，既
に緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa 由来 NORについて精
製法を確立し，高純度かつ多量の精製標品を得ることに成
功した。本年度は共鳴ラマン，電子スピン共鳴（ESR）ス
ペクトル等の分光学的手法によって安定な酸化状態におけ
る活性中心の構造，電子状態の同定を行った。さらに，ス
トップトフロー法および急速混合・凍結システムにより調
製した準安定な反応中間体の ESR スペクトルの測定も行

824 平成 14 年度



い，これらの情報を基に NO還元反応における活性中心の
構造について検討中である。

2. 気体濃度センサーとして働く金属タンパク質の構造
機能研究

（1）好熱菌由来ヒスチジンキナーゼおよびそのレスポン
スレギュレーターの結晶化（山田 ＊5，中村，城）
バクテリアや一部の真核生物における環境感知・細胞内情
報伝達は，環境センサーとしてのヒスチジンキナーゼ（HK）
と，レスポンスレギュレーター（RR）の 2つのタンパク質
間の，ATP依存性のリン酸転移を介して行われ，二成分情
報伝達系と呼ばれる。一般に HKは N末端側より，環境セ
ンシングを行う「センサードメイン（SD）」と「ヒスチジン
キナーゼドメイン（HKD）」に分けられ，さらに，HKDは
リン酸化されるヒスチジン残基を含み HKの二量化に寄与
している「二量化ドメイン」とATPの結合およびリン酸の
転移を司る「触媒ドメイン」に細分化される。現在までに，
国内外のグループにより，HKセンサータンパク質の二量
化ドメインと触媒ドメインの個別の構造が NMRにより決
定されている。我々は，高度好熱菌 Thermotoga maritima

由来 HKDと RRを用い，HKDの全長構造（二量化ドメイ
ン-触媒ドメイン）および HKD-RR複合体の構造を，X線
結晶構造解析と NMR分光法により決定し，二成分情報伝
達系における，「HKの ATP依存性自己リン酸化機構」お
よび「HK-RR 間におけるリン酸転移機構」の解明を目的
としている。現在までに，両タンパク質とも，分子量的に
単一な試料を精製し，HKDは分解能 8 Å，RRは 3.5 Åの
単結晶を得ており，今後結晶化条件の最適化を行っていく。
（2）酸素センサータンパク質 FixL/FixJの情報伝達機構
の解析（中村，斉藤 ＊5，穐本 ＊6，田中 ＊2，城）
根粒菌のヘム結合型酸素センサー FixL/FixJタンパク質
はそれぞれ二成分情報伝達系のHKと RRである。FixLは
酸素存在下（酸素結合型）ではキナーゼ活性が抑制され，低
酸素下（酸素解離型）ではキナーゼ活性が上昇する。一方，
転写因子である FixJは FixLからリン酸基を受け取ること
で活性化され，窒素固定関連遺伝子（nifA，fixK）を発現さ
せる。我々は，FixL/FixJ酸素センサー系において，リガン
ドの認識機構，リン酸化反応などへの情報変換機構，遺伝
子発現機構などの一連の情報の流れを分子または原子レベ
ルで解明することを目的として研究を行っている。β ガラ
クトシダーゼを指標とした in vivoの大腸菌レポーター系を
用いた突然変異体の生化学的解析より，FixJの Ala93Val，
Thr109Ala変異体はリン酸化されず，かつ単量体で fixK プ
ロモーターDNAに結合することを見いだした。このことか
ら，FixJの N末端リン酸基受容ドメインの α4，α5 ヘリッ
クスはリン酸基受容，二量化以降の分子内シグナル伝達に
重要な役割を果たしていることが分かった。一方，酸素セ
ンサー HKである FixLに関して，ヘム鉄が酸化型（Fe3+）
の FixL二量体における，Cys301間の不自然なジスルフィ
ド結合の形成が，リン酸化活性に大きな影響をおよぼすこ
とが判明した。さらに詳細な解析をした結果，一酸化炭素
（CO）と NOは自己リン酸化活性を抑制せず，酸素（O2）
と同じ働きをできないことが判明した。FixLは酸素のみが
生理的リガンドとなる，文字どおり酸素センサーであるこ
とが明らかとなった。

（3）エチレンセンサータンパク質 ETR1の活性部位構造
解析（菊地，中村，藤嶋 ＊1，城）
エチレンは植物の発生から成長，枯死，あるいは環境応答
などに重要な作用を及ぼす植物ホルモンである。エチレン
受容体タンパク質 ETR1は二成分情報伝達系に属するセン
サータンパク質であり，その SDに含まれる銅（I）イオン
にエチレンが結合することにより情報伝達が開始されると
言われているが，その詳細は不明である。膜透過型のタグと
融合させたフラグメントとして大腸菌に発現させた ETR1

の SDを用いて，フォールディングを調べる実験を行った。
まず，タグ部分を切断して SDのみを得る精製法を確立し，
SDのみの円二色性（CD）スペクトルを測定した結果，ラ
ンダム構造ではなく，α へリックスを含む構造であること
が分かった。さらに，SDの N末あるいは C末にアルカリ
フォスファターゼ（PhoA）を融合させた ETR1 の SD の
発現系も構築し，それらの PhoA活性測定を行った。PhoA

はペリプラズムに存在するときのみに活性を示す性質を利
用し，ETR1 SDの N末と C末の存在場所を確かめた。測
定の結果は，ETR1 SD は，アミノ酸配列の疎水性から推
定されるような，N末がペリプラズム側に存在し，3回膜
貫通構造ではない可能性を示している。

3. 新規人工タンパク質の分子設計
（1）人工ヘムタンパク質（磯貝，石田 ＊6）
天然のヘムタンパク質が持つ高いヘム親和性や機能と，
ヘム結合部位近傍のアミノ酸の種類と配置との関連を明ら
かにする目的で，人工設計されたヘムタンパク質の進化実
験を考案した。すなわち，ランダム変異を導入した人工ヘ
ムタンパク質をファージの外殻タンパク質との融合体とし
てファージ表面に提示させ，ヘムとの親和性を利用して活
性のあるクローンを選択する。そのために，プロトヘムを
ビオチン化した新規分子（ビオチンヘム）を合成した。ビ
オチンヘムは単独で天然ヘムタンパク質のアポ体と結合し，
その機能を再構成することができた。また，ストレプトア
ビジンとビオチンの強く特異的な相互作用を利用して，ビ
オチンヘムに結合したタンパク質を迅速に回収できること
を確認した。さらに，実験室進化の初期分子として，昨年
度までに設計した人工グロビンの他に，ヘムを結合する 4

へリックスバンドルを設計した。この人工タンパク質を大
腸菌のタンパク質発現系を用いて合成したところ，設計し
た通りの二次構造を保持し，ヘムを特異的に結合すること
が分かった。
（2）人工 DNA結合タンパク質（磯貝，武蔵 ＊2）
アミノ酸ロタマーごとにタンパク質分子内環境への適合
性を評価できるロタマーポテンシャルを用いて，DNA結合
タンパク質 λ Croの立体構造を安定化するアミノ酸配列を
設計した。最適化計算にはモンテカルロ法を用い，タンパ
ク質全体として塩基性の等電点を持つように組成を制限し
た。得られた配列は，等電点 9.4（天然 9.4），モノマー分
子量 6961Da（同 6719Da），天然配列と 26%の一致度を示
した。この配列をコードする人工遺伝子を作製し，大腸菌
に導入することによって人工タンパク質（S4）を合成した。
S4は，低濃度で，ほぼターゲットとした二次構造を持つ二
量体タンパク質にフォールドした。一方，タンパク質-DNA

複合体の立体構造データベースから作製したアミノ酸-塩基

理研研究年報 825



間の経験ポテンシャルと S4 の構造モデルから設計した人
工オペレーターを用いた in vivo実験において，S4は非特
異的で弱い DNA結合活性を示した。さらに二量体の構造
モデル中で単量体間の境界領域を形成する β リボンを β

ヘアピンに置換することによって単量体となるような変異
体（S4m）を設計した。合成された S4mは広い濃度領域で
単量体の状態をとり，分解の良好な NMRスペクトルを示
した。この人工タンパク質に部位特異的突然変異を導入し，
昨年度までに作製した実験室進化系を用いて DNA結合活
性に関するセレクションを試行した。

4. タンパク質構造解析測定法の開発と応用
（1）タンパク質結晶の反応中間体結晶構造解析（足立，城）
低温ヘリウムガス気流下（～30K）でタンパク質結晶中
に反応中間体を蓄積させ，X線回折法により反応中間体の
結晶構造解析を行うための実験装置を理研構造生物学ビー
ムライン BL44B2実験ハッチ内に設置した。また反応中間
体が蓄積した状態を回折データ測定中に可視吸収スペクト
ルによって確認するために，オンライン顕微分光装置を開
発した。これを用いて，低温条件（25K）下で一酸化炭素
（CO）結合型ヘモグロビン結晶中の COを励起光によって
解離させた反応中間体の構造解析を 1.5 Å分解能で行った。
ヘモグロビンの四次構造（R，T）およびサブユニット（α，
β）に依存して，CO解離後の活性部位の構造変化の部位，
大きさが大きく異なっていることが明らかとなり，ヘモグ
ロビンの四次構造による酸素親和性の違いがどのような構
造要因に起因しているかを直接的に可視化することに成功
した。
（2）血管新生メカニズムに関する研究（杉本）
高等生物において血管新生が起こる際には，VEGFやア
ンジオポエチンなどの成長因子が血管内皮細胞上のそれぞ
れの受容体と結合することで，シグナル経路のスイッチが
オフからオンの状態に切り替えられる。本研究では，血管
形成後期において血管内皮細胞とその周辺細胞との連携に
関与する成長因子であるアンジオポエチンの関係するシグ
ナル伝達機構を構造学的な見地から明らかにしていくこと
を目的として，アンジオポエチンおよびその受容体 Tie2の
結晶化を試みている。本年度は，受容体を形成する 9つの
ドメインのうち，D1，D5，D5-D6の調製を行った。その
うち D5 を 1.0 Å 解能での結晶構造決定に成功した。アン
ジオポエチン 1およびそのアンタゴニストと受容体との分
子間相互作用についての知見を得るため，今後これらの複
合体の解析を目指す。
（3）CAG リピート病遺伝子産物のモデルタンパク質

PolyQ-ミオグロビンの結晶化（山田 ＊5，城）
CAGリピート病と総称されるハンチントン病，脊髄小脳
変性症などの遺伝性神経変性疾患は，原因遺伝子上の-CAG-

の繰り返し（ポリグルタミン鎖の異常伸長）によって引き
起こされ，脳内における不溶性凝集体の形成が特徴である。
ところが，その遺伝子産物が極めて不安定かつ容易に凝集
し，その単離・精製が非常に困難であるため，ポリグルタ
ミン鎖による凝集体形成の機序は未だ不明である。そこで，
既に CAGリピート病遺伝子産物モデルタンパク質として
利用可能なことが判明しているミオグロビン（Mb）にポ
リグルタミン鎖を挿入したキメラミオグロビン PolyQn-Mb

（n = 12, 28），を用いて，X 線結晶構造解析によるポリグ
ルタミン鎖構造の直視を本研究の目的としている。まず，
PolyQ-Mbがアグリゲーションを起さず，かつ，純度を上
げる精製法を検討した。HiTrap SP 陽イオン交換カラム，
続いて Superdex 75 pgゲル濾過カラムによる精製が有効で
あり，純度の高い試料を得ることができた。この試料を用
いて FeIII 型，FeII-CO型を調製し，結晶化のスクリーニン
グを行い，PolyQ28-Mb(FeII-CO)の微結晶を得ることがで
きた。しかし，未だ X線解析に用いられる良質の結晶では
ないため，今後，更なる結晶化条件の検索を行っていく。
（4）X線吸収スペクトルを利用した金属タンパク質の電
子状態の解析（菊地，足立，城）
金属タンパク質中に含まれる金属イオン周辺の電子状態
を詳細に理解することは，その機能を探る上で重要である。
X線吸収スペクトル法は，生理学的な条件下で 100µM以下
の超希薄溶液でも測定が可能であるため，この目的には最
適な手法の 1つである。中でも，特性吸収端近傍のXANES

スペクトルは，金属イオンの周辺の原子配置やポテンシャ
ルに非常に敏感であることが知られているが，その解析に
は未だに標準的な方法がない。そこで，第一原理の理論計
算であるDV-X α を用いて金属タンパク質のXANESスペ
クトルを解析する手法の開発を行った。DV-X α 法は理論
XANESスペクトルを計算することも可能であるため，計
算結果が実験事実と一致していることを確認しながら分子
軌道や電子密度，共有結合性の評価などの電子状態に関す
る知見を得ることができる。電子伝達系の銅タンパク質で
あるアズリンを試料に用いたところ，計算から得られた理
論XANESスペクトルは実測のスペクトルと一致しており，
計算から得られた電子状態に関する知見は，単に計算上の
電子状態というのではなく，現実のアズリンの電子状態と
考えることができる。また，アズリンだけではなく，非ヘ
ム鉄の鉄含有タンパク質でも同様の結果を得ることができ
た。従って，本手法による XANESスペクトル解析は，金
属タンパク質の電子状態を調べる上で適した方法の 1つで
あることが明らかとなった。

＊1研修生（姫工大大学院），＊2研修生，＊3客員主管研究員，
＊4 基礎科学特別研究員，＊5 協力研究員，＊6 ジュニア・リ
サーチ・アソシエイト（姫工大大学院）

Some metal ions are present in biological system in the
form of metal-binding proteins and enzymes, and are in-
volved in physiologically important actions such as biologi-
cal redox reactions, cellular signal transductions and so on.
In Biophysical Chemistry Laboratory, studies are concen-
trated to understand the functions of such metallo-proteins
and metalloenzymes in molecular level on the basis of their
molecular structures, which are determined by the SPring-
8 RIKEN beam line.

1. Structural and functional analyses of several
metalloenzymes

We are studying some redox metalloenzymes such as
peroxygenase P450, indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO),
cytchrome c oxidase (CcO), and bacterial nitric oxide
reductase (NOR). Peroxygenase P450 is a unique cy-
tochrome P450 type enzyme, which catalyzes the hydrox-
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ylation reaction of fatty acid using hydrogen peroxide
(H2O2) as an oxidant. The molecular mechanism of the
peroxygenation reaction was proposed on the basis of the
structure of the enzyme in the substrate-bound form at
2.1 Å resolution. IDO is a heme-dioxygenase that catalyzes
the incorporation of dioxygen atoms of molecular oxy-
gen (O2) into indole rings in the human kynurenine path-
way. For the purpose of crystallization, we optimized the
expression and purification protocols, and then obtained
the functional recombinant IDO with high homogeneity.
New crystals were obtained from bovine heart CcO solu-
bilized with 3-oxatridecyl-α-d-mannoside which were syn-
thesized by ourselves. The crystals (Space group P212121)
diffracted X-rays up to 2.0 Å resolution and the struc-
ture showed a monomer. Bacterial NOR is a membrane-
bound cytochrome bc complex that catalyzes the two-
electron reduction of NO to N2O in bacterial denitrifica-
tion. This enzyme is considered as an ancestor of CcO.
Using highly purified NOR from Ps. aeruginosa, structure
and electronic state of its active site in the resting and
the catalytic intermediate states have been investigated by
spectroscopic methods including the stopped-flow, rapid-
mixing, and freeze-quench techniques. In addition, we
characterized the heme environmental structure of a new
heme-containing globin protein, so-called cytoglobin, by
spectroscopic, electrochemical, and mutational techniques.
This protein contains a six-coordinated heme having neu-
tral imidazole groups of His81 and His113 as axial ligands,
and can combine with external ligands such as CO and O2

after dissociation of His81.

2. Structural and functional analyses of metallo-
proteins relating to cellular signal transduction

The two-component system plays crucial roles in cel-
lular signal transduction that senses changes of the cell
environment. The system consists of two proteins, his-
tidine kinase (HK) and response regulator (RR). For
elucidation of the mechanisms of “ATP-dependent auto-
phosphorelaytion of HK” and “phosphotransfer between
HK and RR”, we have tried determination of the crystal
and the solution structures of the HK and its RR complex
using proteins from thermophile. We obtained the crystals
of HK and RR, which gave X-ray diffraction at 8 and 3.5 Å
resolutions, respectively. Rhizobial FixL/FixJ phospho re-
lay is also the bacterial two-component system, which sense
the O2 tension in the root nodule and controls expression of
the nitrogen fixation genes. Genetic and biochemical anal-
yses have elucidated that kinase activity of ferrous FixL
(HK) is downregulated only by O2 binding, not by CO or
NO, indicating that FixL function as an oxygen sensor.
The α4 and α5 of the phospho-receiver domain of FixJ
(RR) are also revealed to be involved in the post phospho-
rylation/dimerization signaling to activate the DNA bid-
ing domain. Genetic studies in Arabidopsis have provided
evidence that ethylene perception in plants is mediated
by ETR1, plant two-component system. We have con-
structed a large-scale expression system of sensor-domain
(SD) of ETR1 and studied its structural features. The CD
spectrum of ETR1 SD showed the existence of α-helices.
The ETR1 protein fused to phosphatase, which is active
in only periplasm, was expressed. High activity of phos-
phatase was observed. The results indicate that ETR1 SD
is a membrane-associated but not trans-membrane protein.
This is contrary to the prediction by mean of hydrophobic
plot of the sequence.

3. Molecular design of de novo proteins

Toward de novo creation of functional proteins, an ex-
perimental system to evolve artificial hemoproteins has
been constructed. Besides, four helix bundle hemopro-
teins were newly designed and synthesized as prototype
molecules to be evolved. Furthermore, artificial DNA bind-
ing proteins and its operator DNA sequences were compu-
tationally designed and synthesized. The interactions be-
tween protein and DNA were investigated, and an exper-
imental system was prepared to evolve artificial proteins
based on their biological functions.

4. Development and application of new methods
to protein structural determination

We also interested in development of new techniques of
X-ray crystallography and X-ray absorption spectroscopy
in determining the protein structures. A microspectropho-
tometer and an open-flow helium cryostat were installed
at the SPring-8 RIKEN Structural Biology beam line
(BL44B2) for freeze-trapping experiments of reaction in-
termediates in protein crystals. Using these systems, we
succeeded in structural analysis of intermediate states of
photoactivated cabonmonoxy hemoglobin at 1.5 Å resolu-
tion and 25K. Angiopoietins are a recently discovered fam-
ily of angiogenic factors that interact with the endothelial
receptor tyrosine kinase Tie2. The D1, D5, D5-D6 domains
of Tie2 were prepared using bacterial expression systems.
The crystal structure of D5 has been determined at the
atomic-resolution. CAG repeat disease is a neurodegener-
ative disease, a pathological hallmark of which is the aggre-
gation of mutant polyglutamine (polyQ) protein, resulting
in the formation of inter-nuclear inclusion bodies. To in-
vestigate the polyQ structure, we tried crystallization of
mutant polyQ-myoglobin (polyQ-Mb), as a model protein
of CAG repeat disease. In the FeII-CO states, the mi-
cro crystals of polyQ28-Mb were obtained. This study will
open a new field of crystallization of highly aggregated pro-
teins. To study the electronic structure of metalloproteins
in detail, XANES spectra provide valuable information on
their metal centers, but the analysis method has remained
challenging problems. We have analyzed XANES spectra
of Cu- and Fe-containing metalloprotein on the basis of
the DV-Xα method. The agreement of theoretical spectra
with experimental data is good enough, indicating the in-
formation delivered from the calculation is reliable. Thus,
the method must be useful for study electronic structure
of metalloproteins.
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