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研究成果の概要（和文）：本研究では、メチオニン合成酵素の作用機序解明のため、精密なモデル構築を行った。具体
的にはメチオニン合成の活性中心であるコバラミン補因子を非天然の簡単なコリンコバルト錯体に置き換えて、アポミ
オグロビンに挿入した再構成タンパク質を調製した。得られたコバルト錯体を含むタンパク質は、Co(I)種を安定化し
、さらにタンパク質内でコバルト―メチル錯体の形成および、遠位ヒスチジンへのメチル基転移反応の進行を引き起こ
すことを確認した。特に、タンパク質内でCo(I)種の結晶構造を初めて明らかにし、これまで予測されていたとおりCo(
I)種構造が軸配位子が離脱した４配位の構造で存在していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Methionine synthase is responsible for the methylation of homocystein to yield 
methionine. Our group has recently prepared an enzyme model using a unique conjugate between apomyoglobin 
and a cobalt tetradehydrocorrin complex. The Co(II) tetradehydrocorrin complex as an artificial cofactor 
is inserted into the heme pocket of apomyoglobin with axial ligation of His93, which is characterized by 
EPR spectroscopy and X-ray crystal structure analysis. Reduction of the protein upon addition of 
dithionite is found to provide a Co(I) complex. The crystal structure of the Co(I) complex in the protein 
clearly reveals the tetra-coordinate species which forms due to the cleavage of the axial ligation. This 
behavior has been proposed to occur during formation of cob(I)alamin as a reaction intermediate. The 
addition of methyl iodide to the Co(I) species provides a photoactive species and the ESI-TOF MS spectrum 
of the species supports the formation of a Co-CH3 bond in the heme pocket.

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) メ チ オ ニ ン 合 成 酵 素 (methionine 
synthase)は、ホモシステインをメチル化し、
メチオニンへ変換する反応を支援している。
この酵素は非常に大きく、さらに４つのサブ
ユニットから構成されていて、まだ全体の構
造は明らかにされていない。メチル化は、ビ
タミン B12 類縁体のコバラミンを補因子と
して有するサブユニット内で進行する。この
活性中心のコバラミンは、環状テトラピロー
ルを配位子としたコバルト錯体である。この
配位子の骨格は、天然に多く存在するヘム
（ポルフィリン鉄錯体）の配位子骨格と類似
しているが、前者はコロール環、後者はポル
フィリン環からなる。しかしながら、コバラ
ミンは、ポルフィリンに比べて非常に複雑な
分子構造を有している。このような事情から、
ヘムに比べてコバラミンに対する厳密なモ
デル反応の再現や触媒への応用例が、極めて
少ない。  
(2) メチオニン合成酵素の触媒反応は、まず
超求核力を有するコバラミンの Co(I)種が、
メチル葉酸からメチル基を奪い、Co(III)-CH3
種であるメチル錯体を形成する。次に、この
コバルトに結合したメチル基がホモシステ
インに転移して、メチオニンが得られ、コバ
ラミンは Co(I)種に戻る（図１参照）。しかし
ながら、Co(I)種のタンパク質中での構造は
まだ明らかにされていない。一方で、
Co(III)-CH3 からのメチル基転移の反応機序
も、まだ曖昧な点が多い。したがって、コバ
ラミンの実践的機能モデルの研究は、これら
を補因子として有する酵素の詳細な反応機
構を明らかにするとともに、高機能生体類似
触媒の構築の可能性を秘めており、錯体化学
及び生物無機化学の分野に対して、大変興味

深い内容である。 
図１．メチオニン合成酵素の触媒反応スキーム 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、生体内で金属—炭素結合を経由
するメチル基転移反応を触媒するコバラミ
ン含有酵素（メチオニン合成酵素）のモデル
系の構築と反応の追跡を実施し、まだ曖昧な
メチル基転移反応の分子化学的作用機序を
明らかにすることを目的としている。具体的
には、コバラミンに対する新しいモデル錯体

分子を合成する。次に、得られた錯体をアポ
化したミオグロビンのヘムポケットに挿入
し、タンパク質マトリクスの中で錯体の物
性・反応性を詳細に検討し、当該金属酵素反
応に関連する新しい知見を得る。これまでに
コバラミンの機能モデルを簡単なタンパク
質の中で構築し、触媒として反応を追跡した
例はなく、非常にユニークな試みと言える。 
(2) 本研究内容は、これまで不明瞭な点の多
い複雑なコバラミンを含む酵素のメチル基
転移反応に対して、新しい切り口のモデルを
構築し、その反応メカニズムを明らかにし、
生体類似触媒としての応用を図るものであ
る。特に、酵素モデルではあるが、反応中心
をタンパク質マトリクス内に設置し、あくま
で水中でタンパク質の効果を意識しながら、
反応系を組み立てる点に、本研究の特色があ
る。学術的な意義としては、 
 (i) 低原子価コバルト錯体へのアルキル
基転移の機構の解明 
 (ii) アルキル錯体の構造・電子状態と反
応性の相関 
など、有機金属化学や生物無機化学にかかわ
る基本的かつ重要な錯体の反応性を改めて
検証する契機になると考えた。  
  
３．研究の方法 
(1) 上述のようにコバラミンは環状テトラ
ピロール配位子を有するコバルト錯体であ
るが、その構造は非常に複雑である。本研究
では、テトラピロール配位子の構造と電子状
態をできるだけ維持した単純な錯体として
テトラでヒドロコリンコバルト錯体
(CoTDHC)を合成し、取扱の容易なミオグロビ
ンのヘムポケットに挿入することにより、水
中で機能する新しい酵素モデルの構築に挑
戦した。得られた再構成タンパク質を用いて、
求核力の強い Co(I)種の生成、Co(I)種のメチ
ル化反応と Co(III)-CH3錯体の形成、メチル
基の転移など、天然の酵素が触媒する重要な
モデル反応を一つ一つ試み、その反応の中間
体を種々の分光法を用いて同定し、反応速度
解析、生成物解析を実施した。  
 本研究では、水中で機能する酵素類似反応
の実践を重要な課題と位置づけ、特にコバラ
ミン含有酵素が触媒するメチル基転移反応
に着目して、以下に示す項目を実施し、幾つ
かの点を明らかにすることを試みた。 
 (i) コバラミンの分子構造を単純化した
コバルト錯体 CoTDHC の設計・合成 
 (ii) 上記錯体のヘムタンパク質への挿入
と得られる再構成タンパク質の調製 
 (iii) 再構成タンパク質中での酵素モデ
ル反応の追跡と中間体（アルキル錯体）同定
への挑戦 
 (iv) 観測した反応から得られる情報をも
とに、実際の酵素のメカニズムを言及 
 



４．研究成果 
(1) 複雑なメチオニン合成酵素のモデルと
して、我々のグループでは単なる低分子のコ
バルト錯体をモデルとするのではなく、タン
パク質の効果も加味したより高度なモデル
構築に取り組んだ。まずタンパク質側は、人
工のモデル補因子を結合させる必要がある
ため、酸素貯蔵タンパク質として良く知られ
ているミオグロビンを選んだ。ミオグロビン
はヘムを補因子として有し、既知の操作によ
って、ヘムの除去と人工補因子を用いた再構
成が可能である。一方、補因子コバラミンの
モデルとしてテトラデヒドロコリンコバル
ト（II）錯体 Co(II)TDHC を合成した。コリ
ンはコバラミンの環状テトラピロール配位
子と類似の骨格を有し、ポルフィリンよりも、
より精密なモデル配位子として適している
と考えられる。また、図２に示すように、ミ
オグロビンのヘムポケットに挿入するため、
コリン骨格にヘムと同様に２つのプロピオ
ン酸を導入した。得られた Co(II)TDHC を常
法にしたがってヘムを除去したアポミオグ
ロビンに加え、安定な再構成タンパク質を得
て、質量分析、UV-vis 等でタンパク質の同定
を行った。さらに、単結晶を得ることに成功
し、X 線結晶構造解析を行い、高分解能で、
再構成タンパク質の構造を明らかにした（図
３）。Co(II)TDHC は、通常のヘムポケットに
位置し、天然ミオグロビンでもヘムの軸配位
子として機能する His93 が、再構成タンパク
質中でもコバルト中心に配位し、５配位構造
を有していた。また全体の構造も良く保持し
ており、天然ミオグロビンとの構造的差異を
示す RMS 値は 0.223 Åと非常に小さかった。
また結晶中の構造に加えて、電子スピン共鳴
分光法（EPR）では二価のコバラミンと非常
に良く似た、８本に分裂したシグナル（gz = 
1.99）が得られた。さらにそれぞれのシグナ
ルにおいて超超微細構造に由来する分裂が
観測され、溶液中においても N原子が軸配位
していることが明らかになった。上記のよう
に、タンパク質マトリクスを含むコバラミン
含有酵素のモデルを作成した。 

 

図 2．CoTDHC の分子構造および再構成タンパク質
調製の模式図  
 

 
図 3．Co(II)TDHC を含む再構成タンパク質の結晶
構造  

 

(2) メチオニン合成酵素の重要な中間体の
１つを再現するために、得られた再構成タン
パク質についてジチオナイトを用いて還元
した。吸収スペクトルにおいて、Co(II)TDHC
に特徴的な 500 nm のシャープなピークの消
失と、新たに 530 nm 付近の幅広い Co(I)TDHC
に特徴的な吸収の出現を確認した。また EPR
においてシグナルが観測されなかったこと
から反磁性の化学種である Co(I)種の生成を
支持している。一方で、紫外域における CD
スペクトルにおいては Co(II)TDHC を含む再
構成タンパク質とほとんど変化がなく、還元
後も溶液中においてタンパク質内に補因子
が保持されていることを示唆している。また
再構成タンパク質における(Co(II)/Co(I))
酸化還元電位を分光電気化学測定法により
評価したところ、pH 7.0 において–0.13 V vs 
SHE であった。メチオニン合成酵素中のコバ
ラミンの値が-0.5 V であることから、この値
は再構成タンパク質中の Co(I)種がメチオニ
ン合成酵素よりも熱力学的に安定であるこ
とを示唆している。溶液中と同様に Co(II)
種を含む再構成タンパク質の結晶をジチオ
ナイト溶液に浸し、還元を試みたところ、色
の変化が観測された。この結晶に対して X線
結晶構造解析を行ったところ、高分解能で構
造を得ることができ、Co(II)種において配位
していた His93 がフリップし、４配位構造を
有していることが明らかになった（図４）。
この４配位構造は、これまで天然の酵素にお
いて予想されていたが、構造情報について決
定的な証拠はなく、本結果がこれまでのコリ
ノイドコバルト錯体において、Co(I)種が４
配位を示すことを結晶構造で明らかにした
はじめての例である。また、ユニークなこと
にフリップした His93 は CoTDHC のプロピオ
ン酸と相互作用していた。His93 を含むαヘ
リックス（F ヘリックス）については、原子
の揺らぎを示す温度因子が大きく上昇して
いることが明らかとなった。一方で、軸配位



子のフリップという大きな構造変化を示し
たにもかかわらず、F ヘリックスを含めて全
体の構造は還元前とほとんど変化はなかっ
た（RMS 値 ＝ 0.204 Å）。また本系は、軸配
位子が補因子から外れた４配位の構造を有
するミオグロビンとしても非常に興味深い。
以上の結果は、メチオニン合成酵素において
も還元の過程で軸配位子であるヒスチジン
のフリップが必要であることを支持してい
る。 

 
図 4．CoTDHC を含む再構成タンパク質の結晶構造。
青：Co(I)種、黄：Co(II)種。メッシュは Co(I)種
の電子密度（2Fo - Fc, σ = 1.0） 

 

(3) 次にアルキル錯体の形成を試みた。
Co(I)種を含む再構成タンパク質にヨウ化メ
チルを加えたところ、吸収スペクトルに変化
が見られたが、EPR はシグナルが観測されな
いままであった。また、得られた化学種は光
照射によって容易に分解することが明らか
になった。これはアルキルコバルト錯体の典
型的な性質であり、再構成タンパク質内での
Co(III)-CH3種（メチル錯体）の生成を支持し
ている。また質量分析からもメチル錯体の生
成が確認されている。さらに、生成したメチ
ル錯体は遠位のヒスチジンへのメチル基転
移反応を起こすことが in sourse decay 法の
MALDI MS 分析等により明らかになった。 し
たがって、再構成タンパク質はメチル錯体の
生成と続く転移反応についても良いモデル
として機能することが示された。 
 
 上記のように、本研究で得られた CoTDHC
を含む再構成ミオグロビンは、メチオニン合
成酵素の良いモデルとして機能し、特に今ま
で示されていなかった Co(I)種の４配位構造
を、結晶構造により明らかにした。またメチ
ル錯体と続くメチル基転移反応を引き起こ
す機能モデルとして働くことが確認された。
今後、本モデルの詳細な評価は、メチオニン
合成酵素の作用機序の解明につながると期
待される。 
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