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研究成果の概要（和文）：　新規な人工金属酵素の開発と触媒反応への応用をめざして研究を行った。その結果、二核
銅酸化酵素であるチロシナーゼ、およびその各種変異体の還元型、メト型、酸化型の結晶構造と分光学的および磁気的
特性の解明に成功した。さらに、触媒活性や、構造活性相関について系統的に検討し、効率的なフェノール類の触媒的
酸化反応系を構築した。また、&#8232;超好熱菌由来の金属結合タンパク質 TM1459を用いたたZn、Cu、Ni、Co、Fe、Mn
、Cr、V、Ru、Os含有人工金属酵素を合成し、過酸化水素などを酸化剤として用いた環境適合型触媒的酸化反応系の開
発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, novel artificial metalloenzymes have been developed using dicopper 
copper monooxygenase tyrosinase and metal-binding protein TM1459 from hyperthermophiles. The crystal 
structures of the deoxy-, met-, and oxy-forms of tyrosinase from Aspergillus oryzae and its mutants have 
been determined, and their spectroscopic and magnetic characteristics as well as the catalytic activity 
have been explored in detail. On the basis of those information, artificial dicopper enzymes have been 
developed for the catalytic phenol oxidation reactions. Furthermore, novel metalloenzymes containing 
several transition-metal ions such as Zn, Cu, Ni, Co, Fe, Mn, Cr, V, Ru, Os have been developed by using 
a simple metal-binding protein from Thermotoga maritima, and their crustal structures as well as the 
spectroscopic, magnetic properties and catalytic activity have been examined in detail.

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 金属酵素の構造や機能改変に基づく新しい
人工金属酵素触媒の開発は、生物無機化学や
触媒化学の分野における新しい研究テーマと
て、近年国内外において活発に研究が展開さ
れている。しかし、これまでの研究では、活
性中心に比較的剛直な構造を有するヘムタン
パク質が主流であり、チロシナーゼのような
非ヘム金属酵素の研究は少なかった。これ
は、非ヘムタンパク質にはヘム鉄のような強
い吸収を有する発色団が存在しないことと、
構造の柔軟性や多様性に由来する制御の難し
さが原因であった。しかし、各種モデル錯体
を用いた最近の研究により、分光・磁気特性
や反応性に関する詳細な情報が蓄積され、非
ヘム金属酵素を利用した人工金属酵素の開発
のための準備が整ってきた。	
 

２．研究の目的 
	
 本研究では、(1)二核銅酸化酵素であるチ
ロシナーゼの金属活性部位に様々な変異を導
入した新規な人工非ヘム二核金属酵素の開発
と触媒反応への応用をめざした。また、(2)
超好熱菌由来のシンプルな金属結合タンパク
質（TM1459）を用い、様々な遷移金属（Zn、
Cu、Ni、Co、Fe、Mn、Cr、V、Ru、Os）を導
入した、新規な人工金属酵素を開発し、詳細
な構造、分光学的･磁気的特性を明らかにする
と共に、効率的な酸化反応触媒への応用を目
的とした。 

３．研究の方法 
(1)コウジ菌由来のアポ型チロシナーゼお よ
び各種変異体の大量発現系を構築し、それら
に銅イオンを挿入した各種二核銅酸化酵素を
調製した。得られた二核銅酸化酵素について
は、銅イオンの含有量をICP分析により決定す
るとともに、分光学的（紫外可視吸収スペク
トルなど）および磁気的特性（EPR）について
系統的に検討を加えた。さらに、単結晶X線結
晶構造解析により、構造の詳細を明らかにし、
構造と分光学的特性の相関関係について詳細
に考察を行った。次に、還元剤存在下で、分
子状酸素と反応させ、生成する活性酸素種の
構造を単結晶X線構造解析により明らかにす
るとともに、分光学的特性（紫外可視吸収ス
ペクトルや共鳴ラマンスペクトル）および磁
気的特性（EPRスペクトル）について同様にし
て検討した。さらに、酸素の結合挙動やフェ
ノール類の酸化反応における触媒活性を検討
し、構造−活性相関を明らかにし、新たな変異
体のデザインへと応用した。この様な検討を
くりかえして行い、更に活性の高い人工二核
銅酵素の開発を行った。	
 
(2)活性部位に４つのヒスチジン残基を有す
る（図１）超好熱菌由来の金属結合タンパク
質TM1459の大量発現系を構築し、それらに第
一遷移金属イオン（Zn、Cu、Ni、Co、Fe、Mn、
Cr、V、Ru、Os）を導入し、ICP分析により金
属の取り込み量を確認した。単離精製後、結

晶化を行い、単結晶X線構造解析により、結晶
構造の詳細を明らかにした。次に、過酸化水
素などを酸化剤として用い、アルコール、ア
ミン、フェノール誘導体、オレフィンなどの
触媒的酸化反応について系統的に検討し、ガ
スクロマトグラフやNMRを用いて生成物の同
定、定量を行った。	
 

	
 

図１．TM1459タンパク質の金属結合部位	
 

	
 

４．研究成果	
 
(1)の研究テーマに関しては、金属結合部位
の第一配位圏および第二配位圏のアミノ酸
残基を系統的に変化させた変異体を調製し、
それらの酸素結合能やフェノール類の酸化
反応における触媒活性、ならびにオキシ型
(酸化型)の分光学的特性（紫外可視吸収スペ
クトル、共鳴ラマンスペクトルなど）を明ら
かにした。酸素結合能や触媒活性が認められ
たものについては、デオキシ型（還元型）、
メト型（休止型）、およびオキシ型（酸化型）
の高分解能結晶構造を決定し、構造と活性の
相関関係を明らかにした（図２）。また、得
られた構造情報を基にして、金属の取り込み
機構や金属活性中心付近に生起する翻訳後
化学修飾（システインとヒスチジン間の共有
結合の形成）の機構を明らかにすることが出
来た。更に、プロ型酵素から活性型酵素の生
成機構についても検討し、C 末端部位の役割
や加水分解酵素による切断様式を明らかに
した。得られた情報を基にして、さらに高い
活性を有する人工二核銅金属酸化酵素の設
計を行った。	
 

	
 

図２．オキシ型チロシナーゼの銅結合部位	
 



(2)のテーマに関しては、超好熱菌由来の金
属結合タンパク質 TM1459 への第一遷移金属
導入法を確立すると共に、得られた金属タン
パク質の高分解能 X線結晶構造を明らかにす
ることができた。その結果、金属結合中心の
構造は、銅結合型タンパク質の場合、５配位
四角錐型構造を示しているのに対して、それ
以外の金属タンパク質（Zn、Ni、Co、Fe、Mn、
Cr、V、Ru、Os）では、６配位８面体構造を
有していることが判った（図３）。全ての場
合において活性中心に存在する四つのヒス
チジン残基は導入した金属に配位している
ことが確認できた。次に、得られた金属結合
型タンパク質を用いて、過酸化水素を酸化剤
とするアルコール、アミン、フェノール誘導
体、オレフィンの触媒的酸化反応をスクリー
ニングした。その結果、特にマンガンやオス
ミウムを含む金属タンパク質が高い酸化活
性を示した。特にオスミウムタンパク質を触
媒とするオレフィンのジオール化反応では
非常に高い触媒回転数が達成され、有機合成
触媒としての応用の可能性を見いだした。得
られた結果を基にして、構造と触媒活性の相
関を明らかにすると共に、更に高活性触媒の
開発を目指して、種々の変異体の設計を行っ
た。	
 
	
 

	
 

図３．Ru-TM1459(A)、Os-TM1459(B)タンパク質結

晶構造	
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