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研究成果の概要（和文）：〈触媒部位近傍の官能基導入〉と〈反応場の空間サイズの制御〉を反応場設計指針に
した酵素シトクロムP450BM-3の触媒部位近傍アミノ酸側鎖の置換を行い、直鎖アルカンから第一級アルコールを
合成する酵素の創生をめざした。第一級アルコール選択性が置換するアミノ酸側鎖の分子サイズに依存すること
を明らかにし、この依存性に基づいて触媒部位近傍に２つのトリプトファンを導入した。その結果、直鎖アルカ
ン酸化反応において最大51%の第一級アルコール選択性を示す酵素を創出した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to create an enzyme that produces primary alcohols from n-alkanes 
by substituting amino acid residues near the catalytic site of the enzyme cytochrome P450BM-3.  
Various enzymes introducing bulky functional groups and controlling the space size near the 
catalytic site of cytochrome BM-3 were synthesized and their activity for n-alkane oxidation was 
investigated.　The selectivity for primary alcohols  in the oxidation reactions depends on the 
molecular size of the amino acid residues introducing near the catalytic site. According to the 
dependency, we synthesized the enzyme introducing two tryptophan residues near the catalytic site of
 cytochrome BM-3. The enzyme showed primary alcohol selectivity up to 51% in n-alkane oxidation.

研究分野： 生体触媒化学・生物物理化学

キーワード： 資源有効利用　酵素　反応場設計　直鎖アルカン変換反応　第一級アルコール合成

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、直鎖アルカンから選択的に第一級アルコールを合成するバイオ触媒開発における〈触媒部位近傍
の官能基導入〉と〈反応場の空間サイズの制御〉を指針とした酵素反応場設計の有効性を示したことに学術的意
義がある。この酵素設計指針とノウハウは、天然ガス成分である炭素数４以下の直鎖アルカンを室温条件で第一
級アルコール（1-ブタノール、1-プロパノール、エタノール、メタノール）へ変換するバイオ触媒開発にも応用
可能であり、２１世紀の物質社会に不可欠な省エネルギー・低環境負荷の天然ガス有効利用技術への展開が期待
できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
直鎖アルカンの分子末端に位置する炭素－水素（C-H）結合へ選択的に官能基を導入する反応

は、高難度な反応とされる。例えば反応式（１）に示すような直鎖アルカンの酸化反応では、末
端位置選択的にヒドロキシル基を導入することで、原理的には第一級アルコールが得られる。 

 

 

 

しかし、実際の反応ではほとんど第一級アルコールが得られない。この理由は、メチル基（CH3-）
の C-H 結合がメチレン鎖（-CH2-）の C-H 結合に比べて結合エネルギーが高く、結合の開裂が置
きにくいことにある。 
直鎖アルカン、なかでも炭素数４以下のブタン、プロパン、エタン、メタンを直接第一級アル

コール（1-ブタノール、1-プロパノール、エタノール、メタノール）へ変換する反応は、天然ガ
ス有効利用技術として重要である。 

本研究では、酵素シトクロム P450BM-3 の機能を改変し、直鎖アルカンを高活性高選択的に第
一級アルコールへ変換する酵素を創生することをめざす。酵素シトクロム P450BM-3 は、水中室
温条件で直鎖アルカンからアルコールへの酸化反応に活性を示す省エネルギーで低環境負荷の
バイオ触媒である。 
酵素シトクロム P450BM-3 のタンパク質分子構造における特徴のひとつは、鉄ポルフィリン（ヘ

ム鉄）がタンパク質に結合してい
る点である（図１）。このヘム鉄
において、直鎖アルカンからアル
コールへの酸化反応が進行する。 
た だ し 、 酵 素 シ ト ク ロ ム

P450BM-3 の直鎖アルカン酸化反
応で生成するアルコールは第二
級アルコールである。酵素シトク
ロム P450BM-3 を水中室温での直
鎖アルカンから第一級アルコー
ルの合成に用いるには、酵素機能
の改変が必要になる。 

この酵素機能改変には〈触媒部位近傍の官能基導入〉と〈反応場の空間サイズの制御〉が重要
であると着想した。 

〈触媒部位近傍の官能基導入〉が直鎖アルカン酸化反応のアルコール位置異性体への選択性
に及ぼす影響は、ヘム鉄と同じポルフィリン骨格をもつマンガンポルフィリンで報告されてい
る。マンガンポルフィリンに芳香族官能基を導入すると、第一級アルコールへの位置選択性が増
大する（B. R. Cook et al., J. Am. Chem. Soc., 108, 7281 (1986)）。同様の触媒部位近傍の分子設計
を酵素シトクロム P450BM-3 に適用できれば、室温で選択的に第一級アルコールを合成する酵素
に改変できると着想した。具体的には、図２に示すように触媒部位のヘム鉄近傍へ、芳香族のよ
うな嵩高い官能基を複数導入することで、第一級アルコールへの選択性向上をねらえると考え
た。 

〈反応場の空間サイズ〉が直鎖アルカンからアルコール異性体への選択性に及ぼす影響は、炭
素数１のメタンを含む種々のアルカンを酸化する酵素において報告している（A. Miyaji, J. Jpn. 
Petrol. Inst., 59, 35 (2016)）。アルカン分子体積が酵素反応場空間容積の 60-70%に相当すると、
アルコール位置異性体への高い選択性を示すことを見出している。 
そこで本研究では、〈触媒部位近傍の官能基導入〉と〈反応場の空間サイズの制御〉をタンパ

ク質分子設計指針として、酵素シトクロム P450BM-3 反応場を構成するアミノ酸側鎖をよりかさ
高いアミノ酸側鎖に置換した酵素を合成する。これら酵素の直鎖アルカン酸化反応への活性、お

図２ 芳香族アミノ酸側鎖フェニルアラニン（Phe）の導入数を変えた 
酵素シトクロム P450BM-3 触媒部位近傍の模式図 

図１ 酵素シトクロム P450BM-3 のタンパク質構造と触媒部位 



よびアルコール位置異性体への選択性を調べ、直鎖アルカンから第一級アルコールを合成する
酵素反応場の構築をめざす。 
 
２．研究の目的 
直鎖アルカンから第一級アルコールを選択的に生成する酵素反応場の構築を目的とする。そ

のため、触媒部位近傍において置換するアミノ酸側鎖数、位置、種類が炭素数直鎖アルカン酸化
反応におけるアルコール位置異性体への選択性に及ぼす影響を明らかにする。本研究成果によ
り、水中室温でのアルカン酸化反応における第一級アルコールの高効率で合成できる酵素触媒
の創生をめざす。 
 
３．研究の方法 
かさ高いアミノ酸側鎖を触媒部位近傍に導入したシトクロム P450BM-3 の合成には、大腸菌細

胞内のタンパク質合成系を利用した。37℃の LB 培養液で大腸菌を培養し、遠心分離で菌細胞を
回収した。回収した菌細胞を超音波により破砕することで、細胞内のタンパク質を分離した。こ
のタンパク質から、アフィニティーカラム Profinity IMAC（BioRad）にを用いて酵素シトクロ
ム P450BM-3 を精製した。SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動および紫外可視吸収スペクトル
によって酵素の純度と量を分析した。 
調製したシトクロム P450BM-3 を用いて直鎖アルカン酸化反応を行った。酵素シトクロム

P450BM-3 および直鎖アルカンを溶解したリン酸緩衝液を密封した反応ガラス管を、30℃の温浴
に設置した。シリンジを用いて反応管に NADH 水溶液を添加することで反応を開始した。生成し
たアルコールの量、およびアルコール位置異性体の存在比をガスクロマトグラフィーにより測
定した。 
シトクロム P450BM-3 触媒部位への直鎖アルカン結合状態をシミュレートするため、ドッキン

グシミュレーションソフト AutoDock を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）かさ高い芳香環やアルキル鎖を触媒部位近傍に導入した酵素シトクロム P450BM-3 の調製 
触媒近傍２カ所のアミノ酸側鎖（アラニン 328、アラニン 82）をかさ高い芳香環（トリプトフ

ァン、フェニルアラニン）やアルキル鎖（ロイシン、イソロイシン）に置換した酵素を合成した。
結果、活性を保持した状態でアミノ酸側鎖１カ所および２カ所置換した種々酵素を得ることに
成功した。ただし、２カ所と共にトリプトファンに置換した酵素は得られなかった。この時、合
成したタンパク質は大腸菌細胞内で凝集し、酵素機能に必要なタンパク質立体構造を形成しな
いことが確認された。この結果は、触媒部位近傍にかさ高さ、あるいは疎水性の高いアミノ酸側
鎖を導入したことでタンパク質の立体構造が保持できなくなったと考えられる。 
上記２カ所に加え、さらにスレオニン 268 を嵩高い芳香環（トリプトファン、フェニルアラニ

ン）やアルキル鎖（ロイシン、イソロイシン）に置換したシトクロム P450BM-3 の合成を試みた。
しかし、これら酵素は得られなかった。これらタンパク質合成においても、合成したタンパク質
は大腸菌細胞内で凝集し、酵素機能に必要なタンパク質立体構造を形成しないことが確認され
た。３カ所以上、かさ高いアミノ酸残基に置換することでタンパク質の立体構造が保持できなく
なったと考えられる。 
以上の結果から、触媒近傍１カ所

および２カ所のアミノ酸側鎖（アラ
ニン 328、アラニン 82）をかさ高い
芳香環（トリプトファン、フェニル
アラニン）やアルキル鎖（ロイシン、
イソロイシン）に置換した酵素を用
いて直鎖アルカン酸化反応実験を
行った。 
 
（２）直鎖アルカン酸化反応におけ
るアルコール位置異性体への選択
性の時間依存性 
酵素シトクロム P450BM-3、および

①で合成に成功したアミノ酸置換
型酵素について、直鎖アルカン酸化
反応を行った。合成した酵素は全
て、炭素数５～８の直鎖アルカン酸
化反応に活性を示した。 
反応において生成するアルコー

ル生成量の時間変化、およびアルコ
ール位置異性体分布の時間変化を
測定した。一例として直鎖オクタン
酸化反応の結果を図３に示す。シト

図３ 酵素シトクロム P450BM-3(A)(B)およびアミノ酸置換型
酵素(C)(D)の直鎖オクタン酸化反応におけるオクタノ
ール生成量(A)(C)およびオクタノール位置異性体分布
(B)(D)の時間変化 



クロム P450BM-3、および①で合成に成功したアミノ酸置換型酵素ではいずれの場合も、反応時
間に伴いアルコール生成量は増大した。その生成速度は反応開始後 40 分まではほぼ一定で、そ
の後次第に低下した（図３（A）(C）)。また、反応を通してアルコール位置異性体の分布は一定
であった（図３（B）(D)。 
４－（１）で合成に成功したアミノ酸置換型酵素は、酵素シトクロム P450BM-3 のアルコール

位置異性体への選択性と比べてアルコール異性体への選択性が多様に変化した。すなわち、標的
とした 2 箇所のアミノ酸側鎖（アラニン 328、アラニン 82）は、アルコール位置異性体への選択
性に強く影響を及ぼすことがわかった。 
第一級アルコールへの選択性を比較した結果、アラニン 328 をロイシン、アラニン 82 をトリ

プトファンに置換した酵素による直鎖オクタン酸化反応において、最も高い第一級アルコール
への選択性を示した。このとき、1-オクタノールが選択率 21％であった。 
一方、直鎖オクタンより炭素数の小さい直鎖アルカンの酸化反応における生成物選択性を明

らかにするため、４－（１）で調製した酵素を用いて直鎖ヘキサン酸化反応を行った。その結果、
直鎖オクタン酸化反応の場合とは異なり、直鎖ヘキサン酸化反応では 2-ヘキサノールへの選択
性が高くなることがわかった。これは、直鎖アルカンの炭素数をオクタンより小さくすることで、
さらにアミノ酸側鎖の置換部位とその種類の検討を要することを示唆している。 
 

（３）酵素シトクロム P450BM-3 に導入したアミノ酸側鎖の分子体積が直鎖アルカン酸化反応に
おけるアルコール位置異性体への選択性に及ぼす影響 

４－（２）の結果に基づき、２カ所のアミノ酸側鎖に導入するアミノ酸側鎖の分子体積がアル
コール位置異性体への選択性に及ぼす影響を調べた。その結果、図４に示すように、1-オクタノ
ールへの選択性は導入するアミノ酸側鎖の分子体積に依存することがわかった。この依存性か
ら、1-オクタノールヘの選択性が最も高いのは２カ所にトリプトファンを導入した場合である
ことがわかった。この結果は、アラニン 328 とアラニン 82 の両側鎖をトリプトファンに置換す
ることで、1-オクタノールヘの選択性がさらに増大する可能性があることを示唆していた。 
アラニン 328 のロイシン置換とア

ラニン82のトリプトファン置換が1-
オクタノール選択性に及ぼす影響を
明らかにするため、導入したトリプ
トファンが酵素基質結合部位への直
鎖オクタンの結合状態に及ぼす影響
を明らかにするため、Autodock によ
るドッキングシミュレーションを行
った。その結果、導入したトリプトフ
ァンのインドール環およびフェニル
アラニン87の芳香環が直鎖オクタン
と相互作用することで、直鎖オクタ
ン末端炭素がヘム鉄へ近接する結合
状態を安定化できる可能性が示唆さ
れた。 
 
（４）２カ所のアミノ酸側鎖をトリプトファンに置換した酵素の合成と直鎖オクタン酸化反応 
 ４－（３）の結果に基づけば、アラニン 328 とアラニン 82を天然アミノ酸側鎖の中で最もか
さ高い側鎖をもつトリプトファンに置換することができれば、第一級アルコールへの選択性向
上が見込める。しかしこの置換酵素は４－（１）の結果において合成することができなかった。
そこで合成条件を検討することを目的に、大腸菌培養温度や培養液成分が酵素合成に及ぼす影
響を調べた。結果、２カ所のアミノ酸側鎖をトリプトファンに置換した酵素の合成に成功した。 
この酵素の直鎖オクタン酸化反応を行い、オクタノール位置異性体への選択性を調べた結果、

1-オクタノール選択率は 51%に達した。すなわち、本研究において最も高い 1-オクタノール選択
性を示す酵素を得ることに成功した。同様に、直鎖ヘキサン酸化反応における 1-ヘキサノール
選択率も最高値の 18%に達した。 
 
本研究成果により、〈触媒部位近傍の官能基導入〉と〈反応場の空間サイズの制御〉を指標と

した酵素反応場の分子設計により、第一級アルコール選択的な直鎖アルカン変換反応を実現す
る酵素を構築できることを示した。この酵素設計指針に基づき、省エネルギーで低環境負荷のバ
イオ触媒開発への発展が期待できる。 

 

図４ 酵素シトクロムP450BM-3の触媒部位近傍に導入するア
ミノ酸側鎖の体積がアルコール異性体への選択性に及
ぼす影響  
(A)ヘキサン酸化反応 (B)オクタン酸化反応 
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