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研究成果の概要（和文）：本研究では、メタンからメタノールへの酸化反応に活性な銅含有メタン酸化酵素における高
酸化活性種生成の制御機構に関わる、銅含有メタン酸化酵素触媒部位への電子伝達経路を特定することを目的とした。
単核銅欠損型メタン酸化酵素の調製方法を確立した。この酵素のメタンからメタノールへの酸化反応への活性は、電子
供与体に依存した。この結果から、銅含有メタン酸化酵素の単核銅部位が、細胞膜内の電子伝達系から電子を受容して
いることを明らかにした。すなわち、細胞膜内の還元型キノンから単核銅を経由して、触媒中心である二核銅へと電子
が供与されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the electron transfer pathway from the electron 
donor in bacteral membrane to the catalytic site of copper-containing methane monooxygenase. We 
extablished the method for removing a copper ion selectively from the mono-copper site of the 
copper-containing methane monooxygenase. The copper-deficient methane monooxygenase showed the activity 
for methane hydroxylation only when duroquinol, which can donate electrons directly to the catalytic site 
(di-copper site) of the copper-containing methane monooxygenase, was used as the electron donor. This 
result indicates that mono-copper site plays a role in the elctron mediation from the electron donor in 
bacterial membtarne to the catalytic site of copper-containing methane monooxygenase.

研究分野： 生体触媒化学
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１．研究開始当初の背景 
 

(1) メタン酸化細菌は、天然ガスの主成分で
あるメタンを炭素源として生育する。この微
生物の細胞膜には銅含有メタン酸化酵素と
呼ばれる機能性タンパク質が結合している。
この機能性タンパク質は、常温常圧条件でメ
タンを選択的にメタノールへ変換すること
ができる。つまり銅含有メタン酸化酵素は、
天然ガスをメタノールに変換するために利
用可能な生体触媒といえる。 
 

(2) メタンは、炭化水素の中で最も不活性で
ある。このような不活性な化合物にも関わら
ず、その酸化反応が銅含有メタン酸化酵素に
よって進行する。これは生体内で最も反応性
の高い酸化活性種が銅含有メタン酸化酵素
タンパク質分子内部において生成している
ことを示している。 
 

(3) 生体内での酸化反応の多くは、タンパク
質に結合する「金属中心」が触媒部位である。
この触媒部位において酸素分子がより反応
性の高い酸素活性種へと活性化される。 
 
(4) 金属中心における酸素分子の活性化は、
タンパク質分子内およびタンパク質分子間
の電子伝達によって制御されている。電子が
タンパク質分子に供与され、その電子によっ
てタンパク質に結合した金属中心が還元さ
れなければ、酸素活性種は生成できない。し
たがって、銅含有メタン酸化酵素においても
そのタンパク質の分子内あるいは分子間に
おける電子伝達により酸素活性種の生成を
制御している可能性が高い。 
 
(5) これまでに明らかになっている銅含有メ
タン酸化酵素への電子伝達系を図１に示す。
銅含有メタン酸化酵素へ直接電子を供与す
る化合物はメタン酸化細菌の細胞膜内のキ
ノンプールに存在する還元型キノンである
こ と が 特 定 さ れ て い る (Miyaji et al. 
Biotechnol. Lett. 2004)。また、銅含有メタ
ン酸化酵素には銅イオンが結合する部位が
二か所ある（単核銅部位と二核銅部位）こと
も明らかになっている（Hakemian et al. 
Biochemistry 2008）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 銅含有メタン酸化酵素への電子伝達系 
 
キノンプールの還元型キノンが電子を供与
する銅含有メタン酸化酵素の銅結合部位を

明らかにすれば、銅含有メタン酸化酵素によ
るメタン酸化反応を制御する電子伝達経路
を明らかにすることができる。 
 
２．研究の目的 

 
(1) メタンからメタノールへの酸化反応に活
性な銅含有メタン酸化酵素における高酸化
活性種生成の制御機構に関わる、銅含有メタ
ン酸化酵素触媒部位への電子伝達経路を特
定することを目的とする。 
 
(2) 本研究では、細胞膜内のキノンプールに
存在する還元型キノンから銅含有メタン酸
化酵素が電子を受け取る部位を、銅含有メタ
ン酸化酵素分子内に複数存在する銅イオン
結合部位の中から特定する。 
 
(3) さらに、銅含有メタン酸化酵素の触媒部
位で生成する酸素活性種を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
(1)銅含有メタン酸化酵素の調製 
銅含有メタン酸化酵素を得るため、メタ酸

化細菌 Methylococcus capsulatus Bath およ
び Methylosinus trichosporiunm OB3b を培
養し、遠心分離により回収した。得られた
各々の菌体を超音波破砕し、超遠心分離によ
って銅含有メタン酸化酵素を含む細胞膜画
分を得た。 
この細胞膜画分から銅含有メタン酸化酵

素を精製するため、膜画分に界面活性剤を加
え、4℃、1 時間、窒素雰囲気下で撹拌した。
水相に可溶化した膜タンパク質をカラムク
ロマトグラフによって分離することで銅含
有メタン酸化酵素を得た。 
 
(2) メタンからメタノールへの酸化反応 
銅含有メタン酸化酵素によるメタン酸化

反応はシュレンク管を用いて行った。酵素を
溶解した MOPS 緩衝液をシュレンク管に入
れ、気相をメタン/空気比が 1 となるよう置換
した。この反応容器に電子供与体（還元型キ
ノンあるいは NADH）を所定量加えることで
メタン酸化反応を開始した。メタン酸化反応
における反応生成物の定量にはガスクロマ
トグラフを用いた．  
 
(3) 単核銅欠損型銅含有メタン酸化酵素の
調製 
銅含有メタン酸化酵素の単核銅部位から

銅イオンを選択的に解離させ、単核銅欠損型
銅含有メタン酸化酵素（図２）を調製する。
銅含有メタン酸化酵素を含む細胞膜画分に
所定量の金属キレート試薬を加え、4℃、12
時間、窒素雰囲気下で撹拌した。超遠心分離
により細胞膜画分を回収した。（１）に示し
た方法で細胞膜画分より銅含有メタン酸化
酵素を精製し、その銅含有量を原子吸光分析



により定量した。また、単核銅結合部位の銅
イオンを測定するため、電子スピン共鳴スペ
クトルを測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 単核銅欠損型およびアポ型銅含有メタン 
酸化酵素（pMMO） 
 
 
（4）酸素活性種の測定 
銅含有メタン酸化酵素において生成する

酸素活性種を検出するため、電子スピン共鳴
法を用いた。スピントラップ試薬によって活
性酸素種を捕捉した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 銅含有メタン酸化酵素の酵素活性安定
性 
銅含有メタン酸化酵素を得るためメタ酸

化細菌 Methylococcus capsulatus Bath およ
び Methylosinus trichosporiunm OB3b から
銅含有メタン酸化酵素を得た。各々の銅含有
メタン酸化酵素についてメタン転化反応を
行 っ た 。 そ の 結 果 、 Methylosinus 
trichosporium OB3b の銅含有メタン酸化酵
素は、微生物細胞より単離した後、窒素雰囲
気、4℃の条件下では、比較的安定な酵素活
性を示すことがわかった。 
 
(2) 単核銅欠損型メタン酸化酵素を調製す
る方法の確立 
Methylosinus trichosporium OB3b の銅含

有メタン酸化酵素を用いて、種々キレート際
による単核銅部位の銅イオン除去を検討し
た。その結果、エチレンジアミン四酢酸を用
いた時、単核銅イオンを選択的に取り除くこ
とに成功した。 
 
(3)単核銅欠損型メタン酸化酵素によるメタ
ン酸化反応 
単核銅欠損型メタン酸化酵素によるメタ

ンからメタノールへの酸化反応を行った。そ
の結果、単核銅欠損型銅含有メタン酸化酵素
では水溶性の還元方キノンであるテトラメ

チルハイドロキノンに依存したメタン酸化
活性はほとんど影響を受けなかった。一方、
細胞膜に内在する還元型キノンに依存した
メタン酸化活性は阻害された。この結果から、
銅含有メタン酸化酵素の単核銅部位は細部
内の電子伝達系から電子を授受する役割を
果たしていることがわかった。 
 
(4) タンパク質相同性から見た銅含有メタ
ン酸化酵素の触媒部位の特定 
銅含有メタン酸化酵素とその類縁タンパ

ク質でメタン酸化反応に活性を示すアンモ
ニア酸化酵素のアミノ酸配列を比較し、銅結
合部位のアミノ酸側鎖の違いと銅結合部位
に近接する空洞構造を明らかにした（図３）。
さらに、アルカン酸化反応におけるアルコー
ル位置・立体異性体への選択性を明らかにし、
活性点へのアルカン配向性を推定すること
で、メタン酸化酵素とアルカン酸化酵素のア
ルカン配向性の違いを明らかにした。これら
結果から、二核銅結合部位が銅含有メタン酸
化酵素の触媒部位であることを明らかにし
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ (I)銅結合部位のアミノ酸配列相同性 
（II）二核銅部位に近接する反応場空洞構造 

 
 
(5)銅含有メタン酸化酵素において生成する
酸素活性種の細胞毒性 
メタンからメタノールへの酸化反応に活

性な銅含有メタン酸化酵素の銅イオン配位
構造を明らかにするため、酵素へのアミノ酸
側鎖置換を行った。その結果、アミノ酸置換
した銅含有メタン酸化酵素は、酵素を生合成
する微生物細胞内において強い毒性を示す
ため、酵素が合成できないことがわかった。
一方、メタン以外のアルカンを酸化できる酵
素に種々のアミノ酸側鎖置換を行った場合、
酵素を合成する細胞への毒性は観測されな
かった。この結果は、銅含有メタン酸化酵素
の銅イオン配位構造を明らかにするために
は、この細胞毒性を回避する新たな酵素合成
法を確立する必要があることを示している。 
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(6)銅含有酵素において生成する酸素活性種 
メタン以外の基質分子を酸化する銅含有

酵素において、電子スピン共鳴－スピントラ
ップ法によって生成する活性酸素を測定し
た。その結果、これら酵素においてヒドロキ
シラジカルや一重項酸素が生成することを
明らかにした。これら酵素の生合成において
細胞毒性を示さなかったことから、これら活
性種そのものが細胞毒性の要因ではないと
考えられる。一方、活性酸素種の生成量は酵
素のアミノ酸置換に依存した。すなわちアミ
ノ酸置換の影響により、これら活性酸素種の
生成量が増えることで高い細胞毒性を発現
する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 銅含有酵素において生成する一重項酸素と
の反応で生成した4-oxo TEMPOLの電子スピン共鳴 
 
 
(7)まとめ 
単核銅欠損型メタン酸化酵素の調製方法

を確立した。この酵素によるメタンからメタ
ノールへの酸化反応結果から、銅含有メタン
酸化酵素の単核銅部位が、細胞膜内の電子伝
達系から電子を受容していることを明らか
にした。すなわち、細胞膜内の還元型キノン
から単核銅を経由して、触媒中心である二核
銅へと電子が供与されることが明らかにな
った。 
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