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研究成果の概要（和文）：天然には多くの金属酵素が存在し、難易度の高い酸化還元反応や加水分解に関わり、
生体内での生合成や代謝分解を支援している。活性中心の金属錯体は、タンパク質キャビティーに結合し、キャ
ビティーを構成しているアミノ酸残基が配位圏として作用して、反応の活性や選択性を制御している。この金属
酵素の構造に学び、人工金属補因子とタンパク質反応場の相互作用を介した新しい生体触媒の設計と創製を実施
した。具体的にはC-H結合の活性化やC-C結合形成、水素発生などの反応に焦点をあて、非天然の金属補因子とア
ポヘムタンパク質の複合体を触媒とする高難度物質変換を実現した。

研究成果の概要（英文）：Many metalloenzymes exist in nature and are responsible for various redox 
reactions and hydrolysis that support biosynthesis and metabolic degradation.  The active centers 
are formed by unique metal cofactors which bind to the protein cavities, and the amino acid residues
 constituting the cavity act as a coordination sphere, controlling the activity and selectivity of 
the catalytic reactions. Learning from the structure of the metalloenzymes, our group has designed 
and created new biocatalysts consisting of artificial metal cofactors and protein reaction fields. 
These biocatalysts are found to promote several reactions, which may be highly difficult to convert 
substrates into products via C-H bond activation, C-C bond formation, or hydrogen generation. 

研究分野： 生物無機化学

キーワード： 反応場　人工金属酵素　生体触媒　ヘム　補因子　高難度変換反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素は温和な条件下で難しい反応を加速する優れた触媒であるが、反応の種類や基質の選択性で多くの制限があ
る。研究代表者は、この課題を克服するために、合成金属錯体をタンパク質の空洞に挿入し、新しい生体金属触
媒を開発した。本研究では、高難度の反応をつかさどる生体触媒の構築とともに、その反応の中間体の検出を行
い、学術的には生物無機化学の分野の中で近年注目されている人工金属酵素の創成に大きく貢献した。また、人
工金属補因子を結合するタンパク質マトリクスの構造を遺伝子工学的にチューニングすることにより、反応の加
速だけでなく、選択性を制御することを実践し、物質変換を担う生体触媒への提案を行った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 既存の有機合成では難易度の高い反応を非常に穏和な条件下で進行させる酵素については、
今日の物質変換化学においても、学ぶべき点が数多くある。	 たとえば。酵素は不安定な活性
種を水中で発生させながら、本来不活性な分子の変換を巧みにこなし、さらに基質特異性や生
成物の立体制御なども示す。したがって、今までに得られた酵素の知見を化学の立場から改め
て眺め、酵素のもつユニークな反応場に着目して、我々の手でタンパク質を化学的に改変する
ことは、新しい生体触媒の創製につながり、高難度有機合成に貢献可能と考えられる。 
	 特に、生体内には多くの金属酵素（金属錯体が活性中心となる生体触媒）が存在する。これ
らの金属酵素も、難易度の高い酸化反応や加水分解に関わり、生体内での生合成や代謝分解を
支援している。活性中心の金属錯体は、タンパク質キャビティーに結合し、キャビティーを構
成しているアミノ酸残基が配位圏として作用して、反応の活性や選択性を制御している。した
がって、このタンパク質キャビティーを反応場としてとらえ、金属錯体とタンパク質反応場の
相互作用を利用した生体触媒の設計と創製は、新しい人工金属酵素として、天然に見られない
反応、通常のフラスコ内では容易に進行しない反応を支援する可能性を秘めている。	  
	 本研究代表者のグループでは、上記の課題を意識し、いち早く金属酵素の機能改変・向上を
図るべく、ヘムタンパク質の化学的改変を施してきた。具体的に活性中心のヘムを非天然の合
成補欠分子に置換し、さらにヘム周囲のアミノ酸を自在に変換することにより、ヘムタンパク
質の反応性を制御し、より活性の高い生体触媒の創製に挑戦し、その成果を報告している（例
えば J. Am. Chem. Soc. 2013）。海外でも、近年、欧米の幾つかのグループが、タンパク質の空孔
にそれぞれの金属錯体を挿入し、様々な有機反応の触媒として用いる報告がなされており、新
しい錯体化学とタンパク質工学の学際領域的分野として国内外で注目され始めている。したが
って研究開始当初から、様々なタンパク質反応場を駆使した新しい触媒の創製例を示すことを
目標とした。	  
 
２．研究の目的	 	  
	 生体内での生合成や代謝反応の多くは、酵素が介在し、温和な条件下で速やかな反応が立体
制御と基質選択性を伴いながら進行している。酵素が優れた触媒である主な要因は、長い年月
の進化を経て最適化された活性中心とその周辺近傍の精密な分子構造が形成する反応場を有す
ることにある。したがって、我々が新しい触媒を構築する際には、酵素の精巧な反応場を学び、
活用することは極めて有意義である。即ち、タンパク質そのものを取り扱い、新たな触媒を構
築することは、酵素を超えた反応場を構築するブレークスルーとなりうる。本研究課題では、
タンパク質の空孔に非天然金属錯体を挿入した新しい反応場を構築し、天然の金属酵素の活性
を凌駕する人工生体触媒の構築や、天然では見られない有機反応を触媒する新しい金属酵素の
開発をめざした。また本研究課題では、これまでの研究の単なる延長ではなく、タンパク質の
キャビティーを反応場として意識して、金属錯体が生み出す活性種とタンパク質の相互作用を
十分に考慮したハイブリッド触媒の創成を目的とした。本研究の遂行に際し、特に、第二配位
圏となるタンパク質の立体的、電子的効果を強く意識し、化学者の立場に立脚した生体触媒創
製の開拓を実施することを目標として定めた。具体的には、タンパク質空孔内で M–C、M–H、
M–N、M–O結合等の活性種生成を介した水中での新反応の開拓や、生体内で通常見られないよ
うな反応を有機金属を含有するハイブリッド触媒を用いて実践することを心がけた。 
 
３．研究の方法 
	 本課題研究の基本戦略は、ユニークな空孔を有するタンパク質に金属錯体を挿入した複合体
を合成し、その触媒活性や反応の立体選択性を評価することにある。その中でも特にどのよう
な空孔を有するタンパク質を選択するか、あるはさらに一歩踏み込んで、選択したタンパク質
の空孔を遺伝子組み換え技術を駆使して、反応に有利な空孔に改変することも視野に入れた。
具体的には、研究代表者がこれまでに扱ってきたヘムタンパク質に着目した。ヘムタンパク質
の多くは、ヘム（鉄ポルフィリン錯体）が非共有結合で結合しているため、酸処理によってヘ

Figure 1. Representative scheme of the construction of new biohybrid catalysts using an 
apohemoprotein and artificial metal cofactor. 
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ムを除去し、アポ化することによって、ユニークな空孔を有するタンパク質を得ることが可能
である。このアポ体に合成金属錯体を挿入することにより、新しい金属触媒を導いた。	 また、
金属錯体に関しては、錯体の種類とタンパク質空孔に固定化するための形状（金属配位子の分
子構造や、空孔と接続するリンカーの鎖長など）を吟味し、より適切な金属錯体の設計と合成
を行った。その上で、両者を複合化（ハイブリッドタンパク質を調製）し、難易度の高い物質
変換反応の生体触媒としての検証を実施した（Fig. 1）。 
 
４．研究成果 
(1)シクロプロパン化反応 
代表的なヘムタンパク

質であるミオグロビンは、
酸素貯蔵タンパク質とし
て古くから良く知られて
いる。一方、ミオグロビン
は比較的安定で、大腸菌を
用いた変異体の発現も容
易であるが、触媒活性は殆
ど示さない。我々のグルー
プでは、ヘムを鉄ポルフィ
セン（ポルフィリンの構造
異性体）と置換したミオグ
ロビンを調製し、得られた
再構成体をスチレンのシ
クロプロパン化反応の触
媒として評価した(Fig. 2)。ジアゾ酢酸エチル(EDA)を用いたシクロプロパン化反応において、
再構成体は天然のミグロビンよりも、反応初期の TONにおいて 34倍、また kcat値において 28
倍の加速が見られた。さらに、ストップドフロー解析により、中間体の鉄カルベノイド種の検
出にも成功した。また、理論計算から、鉄ポルフィセンが中間体の鉄カルベノイド錯体の生成
に有利であることも示された。 
 
(2) C–H結合の活性化 
ヘム酵素として最も有名なチトクロム P450

の代表的な反応は不活性アルカンの水酸化であ
る。ミオグロビンも同じヘムを有するが、アル
カンの水酸化に対する活性は全く見られない。	
一方、我々のグループではマンガンポルフィセ
ンを補因子とするミオグロビンを触媒として用
いることによって、C(sp3)–H結合の活性化を伴
うアルカンの直接的水酸化が進行することを見
出した(Fig. 2)(Fig. 3)。たとえば、過酸化水素を
用いて酸化反応を実施することにより、エチル
ベンゼンから 1-フェニルエタノールが選択的に
得られた。タンパク質を用いないマンガンポル
フィセンの錯体そのものでは、この触媒活性を
示さないことから、ヘムポケットが、過酸化水
素によるマンガン錯体の活性化に深く関与して
いることが示唆された。また、ストップドフロ
ー測定装置や EPR測定から、反応活性種は、Mn(V)オキソ種であることを明らかにした(Fig. 3)。
一方、エチルベンゼンの水酸化に対して得られるアルコールの立体選択性は、用いるミオグロ
ビンの変異体（ヘムポケットのアミノ酸の変異導入）によって大きく依存し、天然のタンパク
質を反応場とした場合、生成物のアルコールは、15 %ee (S)であったが、適した変異体では 69 %ee 
(S)のアルコールが得られた。この結果は、非天然の補欠分子によって困難な反応を加速すると
共に、周囲のアミノ酸の配置（反応場）の吟味によってエナンチオ選択的な反応の進行を促す
ことが明らかとなった。現在、さらにヘキサンやプロパンを基質とする、より高難度の水酸化
反応にも手がけている。 
 
(3)水素発生触媒 
ヒドロゲナーゼは、主に嫌気性生物の中で、分子状水素の可逆的な酸化還元反応を触媒する

酵素である。様々なタイプのヒドロゲナーゼが存在するが、その多くは非常に複雑で、かつ不
安定なものが多い。一方、酵素反応および、酵素の活性中心の金属錯体はきわめて興味深く、
これまで数多くのヒドロゲナーゼ構造・機能モデルが提案されている。その中でも、鉄二核中
心を有する[FeFe]ヒドロゲナーゼについては、様々な鉄カルボニル錯体がモデルとして提案さ
れているが、そのほとんどは、実際に水素発生活性がごくわずかであったり、水に不安定で可

Figure 2. Hydroxylation and cyclopropanation catalyzed by myoglobin 
reconstituted with metalloporphycene. 
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by myoglobin reconstituted with Mn porphycene. 



溶な有機溶媒中でのみの議論にすぎなかった。そこで、今回本研究代表者のグループでは、水
中で働く触媒として、ニトロバインディン（一酸化窒素を結合するヘムタンパク質）が有する
βバレル空孔に鉄二核錯体を導入した水素発生触媒モデルを合成した。具体的には、マレイミ
ド基を側鎖に有する鉄二核カルボニル錯体(µ-S)2Fe2(CO)6 を、ニトロバインディン Q96C 変異
体と反応させ、鉄二核錯体がβバレル内のシステイン残基と結合し、安定なバイオハイブリッ
ド触媒を得た。次に系中に[Ru(bpy)3]2+錯体を光触媒とし、犠牲試薬を共存させ、光照射を行う
ことにより、ニトロバインディン中の鉄二核錯体に電子が供給され、触媒的に水素ガスが発生
することを確認した。さらに、第２配位圏（反応場）にプロトンの受け渡しを担う官能基やア
ミノ酸を配置することにより、水素発生が飛躍的に向上することを見出した。本系でも、反応
場の役割が極めて重要であることが示された。	  
 
(4)重合触媒 
生体内では有機金属化学で頻繁

に見られるような炭素—炭素結合
形成や炭素—水素結合活性化反応
は殆ど見られない。したがって、
我々のグループでは、天然に存在す
る酵素では通常みられない反応を
触媒する新型の人工生体分子触媒
を設計し、水中・温和な条件下で新
しい触媒反応を立体選択的に進行
させることを試みている。ここでは
ニトロバインディン Q96C 変異体
に、マレイミド基を側鎖に有する
RhCp錯体を導入したバイオハイブリッド触媒を調製した。βバレル構造を有する上述のニトロ
バインディン(NB)空孔内に合成したロジウム錯体を共有結合で固定化して、フェニルアセチレ
ンの触媒的重合を実施した(Fig. 4)。その結果、本来は cisのポリマーが得られる反応において、
生成物ポリマーの trans/cis比を評価したところ、53 : 47 の比を得た。さらに錯体の周囲（反応
場）のアミノ酸の配置を変換することにより、trans体の比が７割近くまで向上した。本系でも、
配位場の構造により生成物の立体選択性を制御することが明らかとなった。 

 
(5) イソキノリン合成 
	 Cp*Rh(III)錯体による炭素—水
素結合活性化反応は、Concerted 
Metalation-Deprotonation（CMD）
という反応機構を経由して進行
する。このような反応機構で炭素
—水素結合活性化反応を触媒す
る酵素は、未だ自然界に発見され
ておらず、Cp*Rh(III)錯体を活性
中心に含むバイオハイブリッド
触媒の構築は、生体触媒の反応レ
パートリーを拡張する有用なア
プローチとなることが期待され
る。そこで我々は、Cp*Rh(III)錯
体を、ニトロバインディンの疎水
的な空孔内部に導入したバイオ
ハイブリッド触媒を調製した。さ
らに、本バイオハイブリッド触媒
の炭素—水素結合活性化反応に
おける触媒活性を向上させるべく、指向性進化法を駆使したタンパク質反応場の改変を実施し
た(Fig. 5)。指向性進化法とは、自然界の進化モデルを模倣したタンパク質改変手法である。本
手法を駆使し、ニトロバインディンの疎水的空孔内に位置する Cp*Rh(III)錯体近傍の 23か所の
アミノ酸残基を網羅的に改変することで、炭素—水素結合活性化を経由するイソキノリン合成
反応において、触媒活性を 4.9倍に向上させることに成功した。 
 
以上、ミオグロビンやニトロバインディンは、本来は酵素活性を示さないヘムタンパク質で

あるが、補因子ヘムを除去したアポ体に対して、適した非天然金属錯体を導入することにより、
人工金属酵素として働くことを示した。さらに金属錯体の周囲のタンパク質の構造を遺伝子操
作によってチューニングすることにより、活性の向上や生成物の立体選択性の制御が自在に可
能であることが明らかとなり、本バイオハイブリッド触媒の有用性が示された。 
 

Figure 4. Phenylacetylene polymerization catalyzed by 
CpRh(I)-linked nitrobindin. 
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Figure 5. Directed evolution of Cp*Rh(III)-linked nitrobindin 
for isoquinoline synthesis. 
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