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研究成果の概要（和文）：シトクロムP450は不活性なC-H結合の水酸化に対して触媒作用を示す酵素である。一
方で、酸素貯蔵能を有するミオグロビンは同じ補因子であるヘムを有するにもかかわらず、水酸化反応の触媒活
性を示さない。本研究では、ヘムをポルフィセンマンガン錯体に置換した再構成ミオグロビンのC-H結合水酸化
触媒能に注目し、更なる高機能化をめざした。高分解能の結晶構造を明らかにし、分光学的手法により活性種の
同定を行った。得られた知見に基づき、変異体を設計し、エチルベンゼン水酸化の不斉選択性の向上を達成し
た。また水酸化の困難なヘキサン等に対しても水酸化触媒能を示し、高活性な人工金属酵素の創製のための知見
が得られた。

研究成果の概要（英文）：Myoglobin, an O2-storage hemoprotein, shows very low peroxidase and 
monooxygenase activities and does not catalyze alkane hydroxylation, although myoglobin possesses 
the same cofactor, heme b, as seen in a series of heme-dependent enzymes such as horseradish 
peroxidase and cytochrome P450.  Our group previously reported that myoglobin reconstituted with 
manganese porphycene catalyzes C-H bond hydroxylation using H2O2 as a terminal oxidant.  In this 
study, we have demonstrated that reconstituted myoglobin mutants accelerate the hydroxylation of the
 inert alkane substrates with high enantioselectivity and catalytic activity.  The active 
intermediate was assigned as the Mn(V)-oxo species by spectroscopic measurements.  Based on these 
findings, several mutants were further designed.  The mutants are found to improve the 
enantioselectivity for chiral alcohol products and show catalytic activity for hydroxylation of more
 inert alkanes such as hexane.

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
 シトクロム P450 は生体内に広く存在する
酵素であり、プロトポルフィリン IX 鉄錯体
（ヘム）を補因子として有する（図１）。こ
の一連の酵素は主に、非常に結合エネルギー
の高いC(sp3)–H結合を活性化し水酸化する。
この反応の活性種は鉄 4価オキソポルフィリ
ンπカチオンラジカル(compound I)と呼ば
れ、各種分光法で生成機構が詳細に評価され
ており、酸素分子を還元的に活性化し、パー
オキソ錯体の不均一開裂を経て生成するこ
とが提唱されている。この活性種の生成は天
然基質の結合が引き金となるため、一般的に
シトクロム P450 を用いて非天然の基質を物
質変換することは困難とされている。しかし
ながら、この水酸化触媒反応は非常に魅力的
であるため、複数の研究グループがシトクロ
ム P450 の改変を実施しており、活性化の引
き金として作用する疑似基質を添加する手
法や複数の変異導入により基質特異性を克
服する手法等が研究されている。 

 

図１ (a) プロトポルフィリン IX 鉄錯体（ヘ
ム）の分子構造（b）シトクロム P450cam の
結晶構造（PDB ID: 1DZ4 ） 
 
 上記の研究に対して、本研究代表者のグル
ープでは、シトクロム P450 と同様の補因子
であるヘムを有するミオグロビンの機能改
変を実施してきた。ミオグロビンは酸素貯蔵
タンパク質であり、全く同じ補因子を持つに
もかかわらず、C(sp3)–H 結合の水酸化に対し
ては全く触媒活性を示さず、またペルオキシ
ダーゼ活性も天然のヘム酵素に比較して、非
常に低い。そこで、劇的な機能改変を指向し
て、ミオグロビンからヘムを取り出し、アポ
タンパク質を調製し、さらに合成した人工補
因子を挿入して得られる再構成ミオグロオ
ビンの研究を実施してきた。特に、ポルフィ
リンの構造異性体であるポルフィセンの鉄
錯体を有する再構成ミオグロビンは、高いペ
ルオキシダーゼ活性を示す。一方で、

C(sp3)–H 結合の水酸化には活性がないこと
も明らかとしている。しかしながら、図 2 に
示すポルフィセンのマンガン錯体を挿入し
た再構成ミオグロビンは過酸化水素を末端
酸化剤としてエチルベンゼンを触媒的に水
酸化できることを見出しており、論文発表し
ている（J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 
17282）。これは、天然ミオグロビンのタンパ
ク質マトリクスを用いて、外部基質の
C(sp3)–H 結合を水酸化した初めての例であ
る。 

 
図２. 再構成ミオグロビンの模式図とミオグ
ロビンの結晶構造（PDB ID: 2MBW）および
ポルフィセンマンガン錯体の分子構造 
 
 上記のように、人工的に単純なヘムタンパ
ク質を水酸化酵素へ改変する手法は非常に
限られており、その活性種や触媒能向上に関
する研究が、人工金属酵素の開発において必
須である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、本研究代表者が取り組んでき
たポルフィセンマンガン錯体を有する再構
成ミオグロビンについて、触媒としての高機
能化をめざし、以下の三つの項目を目的とし
た。 
 （１）高分解能結晶構造解析 
 （２）活性種の評価 
 （３）タンパク質マトリクスへの変異導入
による不斉触媒能の付与 
 （４）高い結合解離エネルギーを有するア
ルカンの水酸化 
 
３．研究の方法 
 （１）高分解能結晶構造解析 
 活性の最も高い条件での再構成ミオグロ
ビンの結晶化を実施し、構造解析を行なった。 
 （２）活性種の評価 
 ストップトフロー法を用いて、ポルフィセ
ンマンガン錯体を有する再構成ミオグロビ
ンと過酸との反応を追跡した。また電子スピ
ン共鳴法（EPR）を用いて、活性種の同定を
実施した。 
 （３）タンパク質マトリクスへの変異導入



による不斉触媒能の付与 
 分子動力学（MD）計算を用いて設計した
ミオグロビンの変異体を複数調製し、それら
にマンガンポルフィセンを挿入した再構成
ミオグロビン変異体によるエチルベンゼン
の水酸化触媒反応を評価した。得られるアル
コール生成物の光学純度についてキラルカ
ラムを用いたガスクロマトグラフィにより
評価した。 
 （４）高い結合解離エネルギーを有するア
ルカンの水酸化 
 ポルフィセンマンガン錯体を有する再構
成ミオグロビンを用いて、シクロヘキサンヘ
キサンやプロパンの水酸化を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）高分解能結晶構造解析 
 既報で最適化した pH 8.5 の水酸化触媒反
応の条件でマンガンポルフィセンを有する
再構成ミオグロビンの結晶を作成し、結晶構
造解析を実施し、図３に示す構造を得た。1.5 
Åの高分解能の構造が得られ、これまでに得
られていた結晶構造ではディスオーダーし
ていた、遠位のヒスチジン（His64）が、100%
の占有率で位置している構造を観測した。ま
た天然のミオグロビンにおいてもヘムの軸
配位子である His93 が、再構成ミオグロビン
においてもマンガン中心に配位しているこ
とが明らかになった。本構造を元にすること
で、より精度の高いMD計算が可能になった。 
（２）活性種の評価 
 マンガンポルフィセンを有する再構成ミ
オグロビンと約 2 等量の mCPBA（メタクロロ
過安息香酸）の反応をストップトフロー法に
より追跡したところ、幾つかの等吸収点を通
る過渡吸収スペクトル変化が観測された（図
４）。２秒で反応は終了し、さらにダブルミ
キシング法を用いてこの化学種が基質とし
て ABTS を混合すると休止状態に戻ることか
ら、酸化活性種であることが示された。また
基質非存在下では約２５−４０秒ほどの半減
期を有していることが明らかになった。この
半減期は pH に依存し、より高い pH で長い半
減期を持ち、エチルベンゼンの水酸化触媒反
応における触媒回転数の pH 依存性と非常に
良い相関を示した。本系において、活性種の
寿命が触媒回転数に大きく影響することが
示唆された。  
 次に、活性種の価数を評価するために EPR
測定を実施した。マンガンポルフィセンを有
する再構成ミオグロビンは、休止状態では
parallel mode の EPR で核スピンにより分裂
した微細構造が観測され、Mn(III)であるこ
とを確認した。マンガンポルフィセンを有す
る再構成ミオグロビンと過酢酸を反応させ、
急速凍結させたサンプルを perpendicular 
mode と parallel mode の EPR で測定したとこ
ろ、どちらもシグナルは観測されなかった。
この結果は、低スピンの Mn(V)の生成を示し
ており、本系における活性種が Mn(V)オキソ

種であることが示唆された。 

 
図 3. ポルフィセンマンガン錯体を有する再
構成ミオグロビンの結晶構造（a）錯体周辺
の構造。メッシュは電子密度を示している。
（b）天然ミオグロビンとの重ね合わせ構造。
（緑：再構成ミオグロビン、灰色：天然ミオ
グロビン。RMSD = 0.306 Å） 
 

 

図４. ポルフィセンマンガン錯体を有する
再構成ミオグロビンと mCPBA の反応にお
ける過渡吸収変化 
 
（３）タンパク質マトリクスへの変異導入に
よる不斉触媒能の付与 
 マンガンポルフィセンを有する再構成ミ



オグロビンが触媒するエチルベンゼンの水
酸化反応において、得られるアルコールはキ
ラル中心を持ち（図 5a）、実際にキラルカラ
ムを用いてガスクロマトグラフィによりエ
ナンチオ選択性を評価すると、ee = 14% (S)
であった。この不斉選択性の向上をめざし、
変異体の設計を実施した。変異体の設計には
MD 計算を用い（図５b）、活性種と基質の結合
状態において、pro S と pro R の複合体（そ
れぞれ S体と R体の生成物を与えるコンフォ
メーション）のポテンシャルエネルギー差を
エナンチオ選択性の指標とし、ヘム結合部位
の遠位側に変異を導入した変異体を複数設
計した。遺伝子工学的手法を用いて設計した
変異体を調製し、ヘムを除去し、マンガンポ
ルフィセンを挿入した再構成ミオグロビン
変異体を複数種類準備した。これらの再構成
ミオグロビン変異体を用いて、過酸化水素を
末端酸化剤とするエチルベンゼンの水酸化
を実施し、生成物のエナンチオ選択性を評価
した。His64をAla64に置換した変異体では、
選択性の反転が確認され ee = 48% (R)であっ
た。さらに Phe46 を Leu46 に置換した二重変
異体では、ee = 57% (R)まで向上した。一方、
His64 は天然のままで、Val68 を Phe68 に、
Phe43 を Ala43 に置換した二重変異体では、
ee = 50% (S)であった。さらに His64 を Ile64
に置換した三重変異体では、ee = 69% (S)ま
で向上した。得られたエナンチオ選択性と設
計時に用いた MD 計算から得られた選択性の
指標であるポテンシャルエネルギーには、あ
る程度の相関が観測され、本系において、MD
計算を用いた合理的なタンパク質マトリク
スの設計が可能であることが示唆された。ま
た触媒回転数についても比較すると、His64
を Ala64 に置換した変異体では、天然のミオ
グロビンの再構成体に比べて、約 20 倍に向
上することが明らかになった。これは基質の
アクセスのしやすさに起因していると考え
ている。 
（４）高い結合解離エネルギーを有するアル
カンの水酸化 
  上記のように変異体において、エチルベ
ンゼンの水酸化における触媒回転数の向上
が観測されたため、再構成ミオグロビンの変
異体を用いて、より難度の高いシクロヘキサ
ンや n-ヘキサンの水酸化を実施した。条件の
最適化の結果、37 ºC において、シクロヘキ
サンで触媒回転数が 2, n-ヘキサンでは 9 と
なり、それぞれシクロヘキサノールと 2-ヘキ
サノールおよび 3-ヘキサノールを生成物と
して与え、触媒的に水酸化が進行しているこ
とが明らかになった。シクロヘキサンと n-
ヘキサンの C(sp3)–H の結合解離エネルギー
はほとんど変わらないがnヘキサンの方が高
い触媒回転数が確認された。これは、活性中
心へのアクセスが効いていると考察してお
り、より柔軟な構造を有する n-ヘキサンにお
いて高い触媒回転数が確認されたと考えら
れる。また生成物の中に過剰酸化されたケト

ンは観測されなかった。さらにユニークなこ
とに 2-ヘキサノールを基質に用いて同反応
を実施したところ、さらに酸化反応が進行し
たケトンは得られなかった。これは反応場の
大きさや疎水性により高い選択性が達成さ
れていることを示している。 
 次に、ガス状アルカンであるプロパンの水
酸化についても実施した。n-ヘキサンの場合
と同様に水酸化反応が進行し、触媒回転数が
5 で、2-プロパノールが得られた。ガス状分
子においては加圧することでさらに基質の
濃度を上昇させることができるので、さらな
る触媒回転数の向上が期待できる。 

 
図５. （a）本研究におけるエチルベンゼン
の水酸化の反応式。（b）再構成ミオグロビン
変異体（His64 を Ala64 に置換）の基質複合
体の MD 計算におけるスナップショット構造 

 

 上記のように、結晶構造解析により原子分
解能の構造を明らかにし、活性種の同定を各
種分光法を用いて実施した。さらに得られた
構造や活性種の情報を基盤に、タンパク質に
変異を導入することでエナンチオ選択性の
付与と難易度の高い基質の水酸化について
も達成した。本研究で得られた知見は、今後、
人工金属酵素を設計・開発に大きく貢献する
と期待される。 
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