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研究成果の概要（和文）：本来対象とする基質に構造がよく似たおとりの分子（デコイ分子）を

酸素原子添加酵素のシトクロム P450 に取り込ませて基質誤認識を誘導することにより，アミ
ノ酸置換を施すこと無しに，対象基質とは全く構造の異なる基質を酸化することができるバイ

オ触媒系を開発することに成功した．天然酵素の基質特異性が大幅に変更できるだけでなく，

取り込ませるデコイ分子の構造の違いにより酸化反応の酸化活性とエナンチオ選択性が制御可

能であることを示した． 
 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that the substrate specificity of cytochrome P450s can 
be altered by inducing their substrate misrecognition using a decoy molecule that has a structural 
similarity to those of natural substrates. Accordingly, we have succeeded in constructing a novel 
reaction system that catalyzes oxidation reactions of non-natural substrates without any mutagenesis. 
Notably, our reaction system can alter the enantioselectivity of products just by changing the structure of 
the decoy molecules. 
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2009 年度	
 8,000,000	
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 10,400,000	
 

2010 年度	
 2,100,000	
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2011年度	
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 2,730,000	
 

総	
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研究分野：	
 化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：酵素化学 
 
１．研究開始当初の背景 
常温，常圧の温和な条件下で反応を行うこと

が可能となる酵素を合成反応に利用できれ

ば，環境負荷の低い理想的な反応系を構築す

ることができる．生物界に広範に存在するシ

トクロム P450 (P450)は，薬物代謝や解毒，
ホルモンの生合成などに関連した不活性な

有機基質を水酸化する強力なヘム酵素群で,
その有機合成反応への利用が期待されてき

た．細菌由来 P450 の触媒活性は，動物や植

物由来の P450 に比べて非常に高く，薬剤中
間体合成の触媒として有望視されてきた．し

かしながら，細菌由来の P450 は，基質特異
性が高く，対象とする基質以外に対する酸化

活性は極端に低い．P450が高い基質特異性を
示す主な理由は，酸化反応を開始する第一段

階が，対象とする基質の取り込みをトリガー

として始まることに起因する．対象とする基

質と構造が大きく異なる場合には，P450に取
り込まれたとしても酵素のスイッチを ONの
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状態にすることができないために酸化活性

は低くなる．P450 では，「酸化される基質」
と「酸化反応のスイッチを ONにする物質」
（活性化因子）が同一であるために，高い基

質特異性を示す設計となっている．そこで，

対象とする基質が担うこの二つの役割を分

離し，活性化因子としての役割だけの分子を

P450に取り込ませて，酸化反応の第一段階を
スタートさせることができれば，本来の対象

基質と異なる幅広い基質の酸化反応を行う

ことができると考えた．活性化因子として，

対象とする基質に構造がよく似てはいるけ

れどもそれ自体は酸化の対象とはならず，

P450 の活性化のみをスタートさせる疑似基
質（「デコイ分子」と名付けた）を反応系に

添加する新しいバイオ触媒系を発想するに

至った．  
 
２．研究の目的 
基質特異性の高い細菌由来 P450 に対してそ
れらが対象とする基質に構造がよく似た疑
似基質（デコイ分子）を添加することで，変
異導入を一切施すこと無しに酵素の基質特
異性を大きく変更できる新規酵素機能改変
手法を確立すると同時に，難易度の高いガス
状アルカンの水酸化反応を達成することを
研究の目的とした．	
 
 
３．研究の方法 
大腸菌を宿主とする蛋白質発現系によりシ
トクロム P450を過剰発現させ，各種クロマ
トグラフィーにより単離，精製した．酸化反
応は反応生成物を，ガスクロマトグラフィー
および高速液体クロマトグラフィーにより
定量し酵素活性を評価した．結晶構造解析は，
理化学研究所の城研究室との共同研究によ
り，大型放射光施設 SPring-8 で蛋白質結晶の
X線回折を測定し，結晶構造解析を行った． 
	
 

４．研究成果	
 

(1) P450の酸化活性種(オキソフェリルポルフ
ィリン π-カチオンラジカル：Compound I)の生
成には，電子伝達蛋白質を介した NAD(P)H
からの電子供給とプロトンチャネルを介し

た外部からのプロトン供給が必須であるが，

P450BSβ は例外的に過酸化水素によって酸化

活性種を生成し，長鎖脂肪酸の水酸化反応を

触媒する．P450BSβの基質特異性は非常に高く，

通常は長鎖脂肪酸以外の基質を水酸化する

ことはできない．パルミチン酸結合型の結晶

構造解析から，長鎖脂肪酸のカルボキシル基

がヘム近傍の 242番目のアルギニンと静電相
互作用して固定され，このカルボキシル基が

過酸化水素を用いた酸化活性種生成におい

て一般酸塩基触媒として機能するために，高

い基質特異性を示すことが明らかとなって

いた．デコイ分子としてアルキル鎖長の短い

カルボン酸を取り込ませて反応のスイッチ

を強制的に常時 ONの状態にすると，エチル
ベンゼンやスチレンの酸化反応が進行する

ことを明らかとした．P450BSβに疑似基質を取

り込ませる反応システムでは，疑似基質の構

造の違いにより酵素活性が大きく変化する

だけでなくエナンチオ選択性も変化するこ

とを見出したが，チオアニソールの酸化反応

では，用いるデコイ分子により，エナンチオ

選択性を反転可能であることを示した．また，

1-メトキシナフタレンの芳香環を水酸化でき
ることを明らかにするとともに，その酸化活

性を生成する色素の吸収で簡便に評価でき

ることも見出した．さらに，ミオグロビン変

異体でも 1-メトキシナフタレンの芳香環を
水酸化できることを見出し，インドールを基

質とすると色素のインディゴを合成できる

ことも明らかにした． 
 
(2) P450BSβの反応溶液に対して疑似基質を添

加するのみで，様々な酸化反応が進行するこ

とを見出したが，疑似基質がどのように取り

込まれて P450BSβ を活性化しているのかは明

らかではなかった．疑似基質が取り込まれた

状態を明らかにするために，デコイ分子と

P450BSβの共結晶化を試み，炭素数 7のヘプタ
ン酸との共結晶化に成功した．X線結晶構造
解析の結果，ヘプタン酸は，長鎖脂肪酸と同

じ位置に取り込まれ，ヘプタン酸のカルボキ

シル基が過酸化水素の活性化に寄与する位

置に配置 されていることを原子レベルで明
らかにした． 
 
(3) P450BSβと同じく過酸化水素を利用するこ

とができる P450SPα は，過酸化水素駆動型の

P450として初めに報告された P450であった
が，これまでにその結晶構造は報告されてい

なかった．P450SPαの高分解能 X 線結晶構造
解析に成功し，P450SPαが P450BSβと同じ反応

機構で酸化活性種を生成することを明らか

にした．また，P450BSβと P450SPαの構造の比

較により P450SPα が選択的に長鎖脂肪酸のα

位を水酸化する仕組みは，長鎖脂肪酸の取り

込みチャネルの違いに起因することを提案

した．そして，カルボキシル基を有するデコ

イ分子存在下で，P450SPαによるスチレンのエ

ポキシ化反応が可能となることを見出した．

また，生成物のキラル選択性とデコイ分子の

構造の関連を調べ，イブプロフェンなどのα

位の不斉が生成物のキラリティーに大きな

影響を及ぼすことを明らかにした． さらに，



 

 

(R)-イブプロフェン結合型の結晶構造解析に
より，(R)-イブプロフェンが P450SPαに取り込

まれている状態を明らかにした． 
 
(4) 酸素分子を還元的に活性化する通常の
P450も，基質の取り込みが反応を開始するト
リガーとなっている．そこで，デコイ分子を

利用する手法を P450 の中でも最大の活性を
示す P450BM3に適用した．P450BM3は，長
鎖脂肪酸の末端を水酸化する酵素で，結晶構

造解析から長鎖脂肪酸は，その末端がヘムの

上方に配置されるように取り込まれる． 
P450BM3に対するデコイ分子として，それ自
体が酸化されない条件を満たすために，長鎖

脂肪酸の末端を含めたすべての水素原子が

フッ素原子に置換されたパーフルオロアル

キルカルボン酸を利用することを考えた．ま

た，活性部位に酸化される基質が結合できる

空間を確保するために，P450BM3が酸化の対
象とする炭素数 16 のパルミチン酸よりも鎖
長が短い一連のパーフルオロアルキルカル

ボン酸を添加して，ガス状飽和炭化水素の水

酸化を検討した．野生型 P450BM3は，通常，
プロパンやブタンなどのガス状アルカンを

水酸化することはできないが，パーフルオロ

アルキルカルボン酸をデコイ分子として添

加すると，野生型 P450BM3 でも，プロパン
やブタンを水酸化できることを明らかにし

た．また，アルカンの分子サイズに依存して，

最大活性を与えるパーフルオロアルキルカ

ルボン酸のアルキル鎖長が変化し，プロパン

の水酸化では炭素数 10，ブタンとシクロヘキ
サンでは炭素数 9のパーフルオロカルボン酸
を添加したときに最大の活性を示し，プロパ

ンのような小さなアルカン分子の場合には

鎖長の長いデコイ分子，シクロヘキサンのよ

うな比較的大きなアルカンの場合には鎖長

の短いデコイ分子が効果的に機能すること

を見出し，デコイ分子により P450BM3 の反
応空間を制御できることを示した． 
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