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研究成果の概要（和文）：好熱菌由来の耐熱・耐久性に優れたシトクロム c、あるいは酸化基質
として過酸化水素を利用できるシトクロム P450 を基盤タンパク質に用い、アミノ酸置換や本
来の基質に似せた「疑似基質」を用いることよって、タンパク質の活性中心を合目的的に機能

改変することに成功した。創出した人工酵素は、これまでの人工酵素にはなかった耐熱性、触

媒活性を示し、実用化に向けた酸素添加酵素の本格的なプロトタイプとなり得るものとなった。 
研究成果の概要（英文）：The study has achieved creation of novel artificial oxygenases founded on a 
heme protein deriving from a thermophile or a cytochrome P450 protein that utilizes H2O2 as the oxidant.  
A newly developed method, “Decoy molecule” succeeded to rationally modify the active site of the 
P450 protein in addition to conventional mutagenesis techniques.  The artificial oxygenases exerted 
high catalytic activity and/or thermal tolerance which were not achieved by ever reported artificial 
oxygenases.  Results in the study provide ideas and methodology to design artificial oxygenases aiming 
practical uses and might be applicable to artificial enzymes of other activities.    
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 合	
 計	
 

2007 年度	
 29,300,000	
 8,790,000	
 38,090,000	
 

2008 年度	
 13,900,000	
 4,170,000	
 18,070,000	
 

2009 年度	
 14,100,000	
 4,230,000	
 18,330,000	
 

2010 年度	
 14,100,000	
 4,230,000	
 18,330,000	
 

2011年度	
 14,100,000	
 4,230,000	
 18,330,000	
 

総	
 計	
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 25,650,000	
 111,150,000	
 

 
 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学 ・ 生体関連化学 
キーワード：生物無機化学	
 ヘム蛋白質 
 
１．研究開始当初の背景 
酸化酵素には、ヘムと呼ばれる鉄ポルフィリ
ン錯体の一種を活性中心に利用するものが
存在する。研究開始当時の我々は、そうした
ヘム含有酸化酵素の機能を、その化学に基づ
いて異種のヘムタンパク質（酸素貯蔵タンパ
ク質、ミオグロビン）で再現し、更には人工
的な機能を賦与することに成功していた。し
かし、反応過程で機能化ミオグロビンは容易
に変性や分解を生じるという問題、また機能

化を変異導入で実現していたため、機能の精
密な設計が難しいなどの問題に直面してい
た。そこで、「人工酵素の高活性を維持しつ
つ、耐久性に優れた人工酵素を実現するこ
と」、「変異導入に寄らずに活性中心の機能改
変を合目的的に実現すること」を新たな研究
課題として提案するに至った。 
２．研究の目的 
本研究では、まず第一に広い温度領域での触
媒活性の持続実現のため、耐熱性・耐久性に
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優れた好熱菌由来のヘムタンパク質、シトク
ロム c552を骨格分子に利用した人工酸化酵素
の創出を目指した。続いて、上述の成果を取
り入れつつ、既存の酸化酵素の反応空間を従
来とは全く異なる発想で設計した分子（疑似
基質）で精密に改変・制御し、天然には無い、
あるいは天然を超える酸化能の賦与を目指
した。具体的には、シトクロム P450（不活性
アルカン分子の水酸化を触媒する酵素）の一
種、シトクロム P450BSβ を対象に、高キラル
選択性の賦与、高難度酸化反応を目標とした。
各タンパク質を選択した理由については、
「３．研究の方法」で述べる。 
３．研究の方法 
研究に用いたタンパク質には、大腸菌を宿主
とする組換え体として発現・精製したものを
用いた。酸化能の解析は、各種分光法、クロ
マトグラフィーを利用した。Ｘ線結晶構造解
析によってヘム活性中心、反応空間を可視化
し、機能の鍵となるアミノ酸への効果的な変
異導入、疑似基質分子の精密な構造設計を行
い、タンパク質の高活性化、生成物への高い
キラリティーの賦与を試みた。 
	
 人工酸化酵素の耐久化、耐熱化には、高度
好熱菌 Thermus thermphilus由来のシトクロム
c552を基盤タンパク質に用いた。このタンパ
ク質は、主鎖骨格と共有結合したヘムを活性
中心に有し、沸騰水中でも構造を保持する高
い熱安定性が特徴である。また複数のアミノ
酸置換を行っても構造変化を起こしにくい
ため、設計通りの変異導入に基づく酵素活性
の賦与が実現しやすいと考えた。 
	
 疑似基質分子による反応空間の精密改
変・制御では、シトクロム P450BSβ を利用し
た。シトクロム P450 はアルカンのヒドロキ
シル化に高活性を示すものが数多く知られ
ており、合成化学への応用を意識した研究が
数多くなされている。この酵素は基質への酸
素添加に基質と等モル量の O2および NADH
あるいは NADPH を必要とする。NADH, 
NADPHは非常に高価であり、P450の触媒利
用にとって、最大のボトルネックである。
P450BSβは、近年発見された P450 の一種であ
るが、O2 + NADH, NADPHの代わりに安価な
H2O2 を利用できるため、P450 の抱える問題
が存在せず、更なる高活性の賦与で有機合成
触媒としての利用への道が開けると考えた。 
４．研究成果 
(1) P450BSβに疑似基質を取り込ませる反応シ
ステムでは、疑似基質の構造の違いにより酵
素活性が大きく変化するだけでなくエナン
チオ選択性も変化することを見出したが、チ
オアニソールの酸化反応では、用いるデコイ
分子により、エナンチオ選択性を反転可能で
あることを示した。また、疑似基質を用いる
反応システムにより、1-メトキシナフタレン
の芳香環を水酸化できることを明らかにす

るとともに、その酸化活性を生成する色素の
吸収で簡便に評価できることも見出した。さ
らに、ミオグロビン変異体でも 1-メトキシナ
フタレンの芳香環を水酸化できることを見
出し、インドールを基質とすると色素のイン
ディゴを合成できることも明らかとした。 
(2) 疑似基質を取り込ませる反応システムで
は、疑似基質がどのように取り込まれて
P450BSβ を活性化しているのかが明らかでは
なかったが、デコイ分子を取り込んだ P450BSβ
の結晶構造解析に成功し、疑似基質は、長鎖
脂肪酸と同じ位置に取り込まれ、P450BSβの全
体構造には大きな変化が無いことを明らか
にした。 
(3) 過酸化水素駆動型の P450 として初めに
報告された P450SPαの結晶構造解析に成功し、
P450SPαが P450BSβと同じ反応機構で酸化活性
種を生成することを明らかにした。また、
P450BSβとP450SPαの構造の比較によりP450SPα
が選択的に長鎖脂肪酸のα位を水酸化する
仕組みは、長鎖脂肪酸の取り込みチャネルの
違いに起因することを提案した。 
(4) 酸素分子を還元的に活性化する P450BM3
に対しても疑似基質を用いる手法が適用可
能で、疑似基質としてパーフルオロアルキル
カルボン酸を取り込ませると、プロパンやブ
タンなどの小分子アルカンを水酸化できる
ことを見出した。用いる疑似基質のアルキル
鎖長と酸化されるガス状分子の大きさには
相関があり、プロパンの水酸化を高効率で進
行させるために添加する疑似基質は、ブタン
の水酸化の場合にくらべてアルキル鎖長が
炭素数で一つ長いパーフルオロアルキルカ
ルボン酸であることを明らかにした。 
(5) アミノ酸置換によって酸化酵素としての
分子設計を施したシトクロム c552 変異体が
70ºC の高温でも持続的なペルオキシダーゼ
活性を示すことを見出した（2010年度の進捗
状況報告書にて既報）後、活性中心であるヘ
ムそのものを非天然分子に置換し、更なる機
能化を可能にする研究に着手した。シトクロ
ム cに属するタンパク質のヘムは、共有結合
でタンパク質骨格に固定されている。このた
めヘムの置換、あるいは中心金属のみの置換
でも煩雑な手順が必要であり、非天然活性中
心を有する機能化シトクロム c創出を難しく
していた。今回、タンパク質の発現方法から
改変して調製した我々のシトクロム c552変異
体は、精製直後の状態でヘム‐タンパク質間
に共有結合がなく、ヘムの除去、非天然ヘム
との再構成、および共有結合形成がいずれも
簡便に行えることを示した。今後この変異体
を基盤分子に用い、更に優れた活性と耐久性
を有する酸化酵素の実現を目指す。 
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