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 二価金属イオンが特定部位にある His に配位結合し、コア領域を形成することでヘリックスバンド

ル構造をとるようにデザインした人工蛋白質 HA、HV、HI、HL について、ITC を用いて、Zn2+との

結合解析を行った。その結果、エンタルピー変化量およびエントロピー変化量の絶対値は、HI > HV > 
HL > HA の順となり、CD 解析の結果として Zn2+結合による構造変化が最も大きい HI でエントロピ

ー損失が最大であるなど、構造変化を反映する結果が得られた。 
 Saccharomonospora viridis 由来のクチナーゼ Cut190 の高機能化変異体、S226P/R228S（Cut190*）
と Q138A/D250C-E296C/Q123H/N202H /S226P/R228S（Cut190*SS）について、Ca2+、Mn2+、Zn2+

との結合解析を、ITC を用いて行った。Cut190*では、既報の Cut190*S176A 同様に、Ca2+では結合

熱が観測されず、結合比が Mn2+で 1、Zn2+で 3 となり、結合力は Ca2+ < Mn2+ < Zn2+であった。3D-
RISM 計算の結果、Cut190 上の複数の金属イオン結合部位のうち、Site 2 への金属イオン結合が最も

強いと予想されることから、Mn2+では同部位への結合熱が観測されたものと考えられる。一方、

Cut190*SS では、Ca2+、Mn2+、Zn2+、いずれの結合熱も観測されなかった。同変異体では、Site 2 近

傍に、D250C-E296C 変異によるジスルフィド結合が導入されたことから、Site 2 を含む各部位への金

属イオン結合力が変化したものと考えられる。ただし Cut190*SS でも、Cut190*同様に、Ca2+存在下

で活性化されることから、弱い金属イオン結合が、同酵素の機能発現に重要であることが示唆された。 
 
 
 

 
 

 


