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研究成果の概要（和文）： 
 軟体動物や節足動物の血液中で酸素のキャリアーとして機能している二核銅タンパク質ヘモ
シアニンに尿素などの変性剤を作用させることによって、チロシナーゼと同様の酸化機能を発
揮すること見出し、その分光学的特性や酸化活性種である(μ-η2:η2-peroxo)dicopper(II)種の同定、
および酸化反応機構の詳細を明らかにした。さらに、それらを触媒とする環境調和型の酸化反
応系の構築に着手した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Hemocyanin functions as the oxygen carrier and storage protein in the hemolymph of many 
mollusks and arthropods. In this study, we have found that hemocyanin can also act as a 
monooxygenase enzyme when it is treated with denaturant such as urea. Spectroscopic 
features of the active oxygen species, (-2:2-peroxo)dicopper(II), as well as the 
oxygenation mechanism of phenols have been explored in detail. Furthermore, catalytic 
oxygenation reaction of phenols by hemocyanin has been developed as an environmentally 
benign oxygenation process.  
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１．研究開始当初の背景 
 チロシナーゼ（EC 1.14.18.1）は分子状酸
素（O2）によるフェノール類の酸素化反応（フ
ェノラーゼ活性）やカテコール類の酸化反応
（カテコラーゼ活性）を司る銅含有酸化酵素
である。この酵素は微生物から菌体、植物、

動物に至る幅広い生態系に存在し、リグニン、
フラボノイド、タンニン、カテコールアミン、
メラニン色素などの生合成過程に深く関わ
っている。酵素活性中心には磁気的に強く相
互作用した二つの銅イオン（二核銅活性中
心：タイプ３銅）が存在し（E. I. Solomon, et 
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al. Chem. Rev. 1996, 96, 2563）、二つの銅イ
オンが一価の状態である Deoxy 体が分子状
酸素と反応することにより Oxy 体に変わる
（Scheme 1）。次に、Oxy 体と基質フェノー
ルが反応し、Met 体とカテコール生成物を与
えるが、この Met 体は、さらにカテコールと
反応して Deoxy 体が再生され触媒サイクル
が回る。生成したキノン誘導体は多段階を経
てメラニン色素などに変換される。Scheme 1
に示した反応機構は非常に単純化されたも
のであるが、実際には数々の副反応を含むた
め、反応機構の詳細については不明な点が多
く残されている。 
 

 
 
 一方、軟体動物や節足動物の血液中で酸素
運搬タンパク質として機能しているヘモシ
アニンの酸素結合部位にも上述のチロシナ
ーゼと同様の二核銅中心が含まれており、
Scheme 1 に示したような  side-on 型ペルオ
キソ二核銅(II)錯体を含む Oxy 体と二核銅(I)
錯体を含むDeoxy体との間で可逆的に酸素分
子の吸脱着が行われている。 
 近年、酸素の運搬タンパク質であるヘモシ
アニンの酸化還元機能について検討が行わ
れ、加水分解酵素や変性剤で処理することに
より、カテコールの酸化活性（カテコラーゼ
活性）が発現することがわかってきた（H. 
Decker, et al. ChemBioChem, 2004, 5, 163）。し
かし、ヘモシアニンを用いた、より高難度の
酸素添加反応（モノオキシゲナーゼ活性）を
達成した報告例は殆どない。 
 
２．研究の目的 
 芳香族化合物の触媒的水酸化反応の開発
は、有機合成化学や有機工業化学の分野にお
いて非常に重要な研究課題の一つであり、古
くから活発に研究が展開されてきた。しかし、
常温常圧下での効率的かつ選択的な触媒的
水酸化反応を達成した例は非常に少ない。一
方、生物無機化学の分野においては、特に最
近、各種遷移金属錯体による分子状酸素の活
性化についての研究が精力的に展開され、活
性酸素錯体の構造や物性および反応性の詳
細が明らかにされてきた。しかしながら、そ

れらの遷移金属錯体を実際の触媒反応へ応
用した例は殆どない。更に、最近の環境問題
解決のための社会的ニーズから、水を溶媒と
する反応系の開発が急務となっている。また、
生化学分野においても金属酵素の構造や機
能に関する研究が活発に行われているが、金
属酵素自身を触媒として用いた炭化水素の
水酸化反応に関する研究例は非常に少ない。 
そこで本研究では、本来酸素分子のキャリア
ーとして働くヘモシアニンの機能を積極的
に改変して、酸化反応や酸素化反応を司るオ
キシダーゼ（酸化酵素）やモノオキシゲナー
ゼ（一原子酸素添加酵素）に変換し、これを
利用した新しいタイプの環境調和型酸化反
応触媒の開発を目指した。 
  
３．研究の方法 

 節足動物（ワタリガニ）の血液中からヘモ
シアニンを単離精製し、それらの酸化機能
の発現と酸化触媒への応用を図る。また、分
子生物学的手法を用いた、タンパク質の大量
発現系の構築と分子状酸素の活性化機構の
解明にあたり、より効率的な環境調和型酸化
触媒の開発を達成する。具体的な研究内容は
下記の通りである。 
 
(1) ヘモシアニンの超分子集合体、サブユニ

ット、および最小活性ユニットｇの単
離精製 

(2) 最小活性ユニットｇの分子生物学的大
量発現系の構築 

(3) 部位特異的突然変異誘発（ポイントミュ
ーテーション）を利用した最小活性ユニ
ットｇの改変 

(4) 二核銅活性中心における酸素分子の活
性化機構の解明 

(5) 酸化反応基質のスクリーニング 
(6) 酸化反応機構の解明と触媒反応への応

用 
(7) 加水分解酵素をプラットフォームとし

た人工二核銅酸化酵素の構築 
 

４．研究成果 
【１】タイプ 3銅タンパク質を用いた芳香族
化合物の直接的水酸化反応 
 生きたワタリガニから血リンパ液を採取
し、陰イオン交換カラムを用いてヘモシアニ
ンの各単量体 I〜V および６量体を単離精
製した（Figure 1, 2A）。得られた各サブユニ
ットと６量体の紫外可視吸収スペクトル測
定を行ったところ、いずれも338 nmと580 nm
に(μ-η2:η2-ペルオキソ)二核銅(II)種に起因
する吸収極大を持ち、これらのヘモシアニン
が oxy 体として単離されたことを確認した。
またこのペルオキソ種は 3 M の尿素存在下、
嫌気下でも比較的安定に存在することが紫
外可視吸収スペクトルや円二色性偏光スペ



 

 

クトル（CD）の測定からわかった。 
 

 

Figure 1. Quaternary Structure of Arthropod Hemocyanin 

 

Figure 2. (A) Native PAGE; lane 1 ~ 5: isolated hemocyanin 
subunits I ~ V, respectively, lane 6: hexameric hemocyanin. (B) 
Time courses of O2 consumption observed in the 
monooxygenase reaction of p-cresol (12 mM) by the 
hemocyanin subunits (II ~ V) and the hexamer (26 mM based 
on the (μ−η2,η2-peroxo)dicopper(II) unit) in a borate buffer 
containing urea (3 M) at pH 9.0.  
 
 次に各サブユニットと６量体のモノオキ
シゲナーゼ活性について、酸素電極を用いて
検討した(Figure 2B)。反応溶液中の酸素濃度
が基質（p-cresol）の添加により著しく減少す
ることから、それぞれのサブユニットおよび
６量体は、尿素（3 M）を作用させる事によ
りモノオキシゲナーゼ活性を発現すること
を見いだした。生成物である 4-metylcatechol
の生成は HPLC で確認した。本反応では溶媒
にホウ酸緩衝液を用いているため、ホウ酸イ
オンが生成物のカテコールと錯形成し、キノ
ン体への酸化が抑制され、選択的にカテコー
ル体のみが得られる。各サブユニットの触媒
活性は６量体の場合よりも高く、また、各々
のサブユニット間にも触媒活性に違いがみ
られた。このような触媒活性の違いは、各サ
ブユニット間の立体構造の違いに起因する
ものと思われる。 
 次に、反応機構の詳細を明らかにするため、
嫌気性条件下でμη2:η2-ペルオキソ二核銅(II)
種と各種 p-置換フェノールとの反応を速度
論的に検討した。活性の評価は、ペルオキソ
種由来の 338nm の吸収の減少速度を紫外可
視吸収スペクトルを用いて追跡する事によ
り行った。嫌気性条件下における各種 p-置換
フェノールとの反応は、ヘモシアニン６量体
の場合、異なる活性を持ったサブユニットが
数種類存在する為に反応の速い過程と遅い
過程が存在し、単純な１次反応として解析す
る事が出来なかった。しかしサブユニット V
の場合は、きれいな一次反応として解析する
事が可能であった（Figure 3A）。得られた kobs

を 基 質 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る と
Michaelis-Menten 型の飽和曲線が得られ、
Hanes-Woolf プロットより Km、Vmaxをそれぞ
れ求めた。更に各種 p-置換フェノール誘導体
（X = Me, F, Cl, Br, CN）を基質として用いて
同様に速度論的検討を行い基質置換基の電
子的効果について検討したところ、置換基の
電子ドナー性が上がるにつれてVmaxの値も増
大し、Vmaxの log 値をハメットのσ+に対して
プロット（Hammett プロット, Figure 4B）す
ると、ρ値は–1.6 であった。この値は、これ
まで我々の研究室で明らかにしたマッシュ
ルームチロシナーゼによるフェノールの酸
素化反応におけるρ値、–2.4 や、軟体動物の
マダコ由来のヘモシアニンの触媒反応にお
けるρ値、–2.0 という値と非常によい一致を
示した。以上のような結果から、サブユニッ
ト V のモノオキシゲナーゼ反応は、芳香族求
電子置換反応で進行していることが明らか
になった。またこの反応メカニズムは負の同
位体効果（kH / kD = 0.94）が得られたことから
も支持された。 
 

 
Figure 3. (A) Spectral changes observed upon addition of 
p-cresol (1.5 x 10-2 M) to the oxy-form of hemocyanin 
monomer V (1.25 x 10-5 M) in 0.5 M borate buffer (pH 9.0) 
containing 5 % MeOH and 3 M urea at 25 ˚C under N2: 20 s 
interval (Inset: First-order plot based on the absorption 
change at 338 nm). (B) Hammett plot. 

 

 以上本研究では、ワタリガニの体液から単
離精製したヘモシアニンを用いてフェノー
ルの水酸化反応系の確立を目指して検討を
行った。尿素などの変性剤存在下で酸素電極
を用いて反応系中の酸素濃度をモニタリン
グしたところ時間の経過とともに酸素濃度
が減少し、フェノールの水酸化反応が効率よ
く進行することが分かった。また、対応する
カテコール誘導体は定量的に生成すること
がHPLCによって確認された。これらのこと
から、ヘモシアニンは同様に穏和な条件下で
機能する環境調和型の水酸化触媒として利
用できる可能性が示された。 
 
【２】加水分解酵素をプラットフォームとし
た人工二核銅酸化酵素の構築 
 本研究ではさらに、二核の亜鉛中心を含有
する細菌由来金属β-ラクタマーゼ（Figure 4）
を用いて、活性中心金属の置換と部位特異的
変異導入を組み合わせることで人工的に二



 

 

核銅酸化酵素構築を試みた。 

 
Figure 4. The active centers of metallo- β-lactamase from S. 
maltophilia (PDB : 2FM6) 

 
 硫酸銅(II)を含む培地中、大腸菌内で発現さ
せたところ、金属β-ラクタマーゼにおいて二
核銅中心の形成が見られた。また、本来の亜
鉛中心に対する配位子に注目し、すべての配
位子がヒスチジンとなる変異体を作製した
ところ、野生型と同様の調整方法で二核銅中
心の形成が見られた。さらに、野生型と比べ、
カテコールの酸化活性は 100 倍以上に増大し
た。また、その二核銅中心は分光学的にタイ
プ３銅に類似した配位構造を取っているこ
とが示された。 
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