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研究成果の概要（和文）：生体内での生合成や代謝反応は、いわゆる直截的な有機合成反応の基本例である。その効率
的な反応には生体触媒である酵素の関与が必須である。化学の立場で直截的反応を設計する際に、酵素を目的に応じて
改変して利用することは、有効なアプローチの一つと言える。我々は、タンパク質の空孔に非天然の金属錯体を挿入す
ることにより、天然の酵素では実現が難しい反応（C-H結合の活性化、C-C結合形成、水素発生等）の実施や反応の立体
選択性の向上などに結びつくことを本課題研究で明らかにした。さらに、タンパク質空孔の反応場を遺伝子操作によっ
てチューニングすることにより、反応の活性や選択性の更なる制御も可能となることを示した。

研究成果の概要（英文）：Biosynthesis and metabolic degradation are one of the fundamental examples which 
are related to the straight toward organic synthesis. The efficient reactions require enzymes as a 
biocatalyst. Therefore, it will be an appropriate approach for chemists to modify a protein to yield a 
useful catalyst. Our group has focused on the construction of a biohybrid catalyst in which an 
artificially created metal complex is linked into an aproprotein after the removal of a cofactor heme of 
a hemoprotein. As a result, we have demonstrated that several biohybrid catalysts can promote reactions 
such as C-H bond activation, C-C bond formation or hydrogen evolution which seems to be difficult for 
natural enzymes. Furthermore, we indicate that the fine-tuning of the reaction scaffold of our biohybrid 
catalyst by mutagenetic approach is capable of controlling the reaction activity and stereoselectivity.

研究分野： 生物無機化学
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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が高いとされ
る数々の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。 特
にそのなかでも、金属の関与した酵素（金属
酵素）は、本来不活性な分子を水中で巧みに
活性化し、様々な生体内分子変換に寄与して
いる。 これまで、生体反応をつかさどる金
属酵素に対する研究は、主に生物無機化学の
立場からその構造及び中間体の同定、反応機
構の解明に全力が注がれ、既知の金属酵素の
かなりの部分が明らかとなってきた。 した
がって、次の段階として、今までに得られた
知見を駆使しながら、化学の立場から金属酵
素を眺め、金属酵素のもつユニークな反応場
や活性種を利用したり、我々の手で新しい酵
素を創製し、有機合成の直截的反応に導くべ
き応用を図る時代が到来したと言える。 
 しかしながら、非常に魅力的な金属酵素の
応用的研究は、まだきわめて少ない。 そこ
で我々のグループでは、本課題研究を通じて
生物無機化学の分野に新しい方向性を呈示
するとともに、触媒化学や有機合成と新たな
接点を共有できるものと考えている。 特に
代表的な金属酵素の一つであるヘムタンパ
ク質の機能改変に対しては、我々のグループ
は、世界をリードしているが、それ以外の金
属タンパク質についても、自在に機能性触媒
に変換する例は少ない。 したがって、有機
化学、錯体化学に立脚した本課題研究はきわ
めて独創的なタンパク質工学的アプローチ
でありであり、本研究を契機としてユニーク
な活性種創製や反応開拓への新しい提案が
できるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 我々のグループでは、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修飾を実施して
きた。 このヘムタンパク質は、タンパク質
マトリクス内に、補欠分子であるヘム（鉄ポ
ルフィリン）を有し、ヘムとタンパク質の共
同作業により、興味深い活性種を発生させ、
従来困難な反応を触媒していることが知ら
れている。 我々は、活性中心のヘムを非天
然の合成補欠分子に置換することにより、ヘ
ムタンパク質の反応性を制御し、より活性の
高い生体触媒の開発に挑戦している。 その
結果、天然のヘム酵素（ペルオキシダーゼ）
の酸化活性を凌駕するタンパク質や、本来触
媒能を持たないヘムタンパク質（酸素貯蔵ミ
オグロビン）を、酸化酵素へ変換することを
国内外にさきがけで実施した。  
 次の段階として、単なる酸化反応だけでは
なく、もっと反応に多様性を持たせることと、
金属や配位子を変換して、ユニークな活性種
をタンパク質マトリクス内で発生させるこ
とが必要と考えた。 また、ヘムタンパク質
だけでなく、様々なタンパク質マトリクスと

金属イオンの相互作用を介した人工生体
触媒の創製を試み、新しい活性種の探索と
ともに、直截的有機合成に寄与すべく新反
応の開発や、穏和な条件では困難とされて
いた反応に対する触媒を設計し、環境負荷
軽減型の有機合成に寄与することが、本課
題研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 本課題研究の基本概要は、ユニークな空
孔を有するタンパク質に金属錯体を挿入
したハイブリッドを合成し、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、さ
らに反応に有利な空孔に改変することも
視野に入れた。 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（図１）。  

図１ ハイブリッドバイオ触媒の概念図 
 
４．研究成果 
(1) ミオグロビンのペルオキシダーゼへ
の変換 
 酸素貯蔵タンパク質であるミオグロビ
ンは、酵素活性はほとんど示さない。 一
方、ヘムを補欠分子として有する西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ(HRP)は、高いペルオ
キシダーゼ活性を示すが、両者は同じヘム
を有し、配位環境も類似している。 ミオ
グロビンの低ペルオキシダーゼ活性の理
由の一つは、酵素に備わる基質結合部位を
持ち合わせないことにある。 そこで、
我々のグループではヘム末端を修飾した
再構成ミオグロビンを調製し、疎水性基質
のヘムポケット近傍への誘導を介した活
性の向上を試みた。 具体的には、過酸化
水素を酸化剤として、グアイアコール
(2-methoxyphenol)を基質とした一電子酸化
反応によるグアイアコール２量体生成物
の追跡を行った。 その結果、プロピオン
酸側鎖の片方の末端にだけ、集中してベン
ゼン環ユニットを導入した新しい修飾ヘ
ム 2（図２）とミオグロビンのヘムポケッ



トへのアミノ酸の変異を施した H64D 変異体
（ミオグロビンのアミノ酸の 64 番目のヒス
チジンをアスパラギン酸に変換）において、
触媒効率の指標となる kcat/Km 値、kcat 値が明
らかに向上し、kcat/Km 値は、HRP の値を超え
ていた。 本来、ミオグロビンのペルオキシ
ダーゼ活性は極めて乏しいが、ヘムプロピオ
ン酸側鎖の修飾とヘムポケットの特定のア
ミノ酸を適切なものに変異させることによ
り、数千倍の酵素活性を獲得し、天然の酵素
と遜色ないタンパク質に改変可能であるこ
とを示した。 

 
図２ 修飾ヘム 2の分子構造 

 
(2) 不活性 C-H 結合の活性化を介したアルカ
ンの水酸化反応 
 酸素貯蔵タンパク質であるミオグロビン
は、水酸化酵素として働くチトクロム P450
と分子構造がまったく同じであるヘム b（プ
ロトヘム IX）を補欠分子として有している。 
しかしながら、ミオグロビンの水酸化反応活
性はほとんど無いことが知られていた。 し
かし今回、ヘムの代わりにマンガンポルフィ
セン錯体をヘムポケットに挿入し、さらに過
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
タノールがスムーズに得られた（図３）。 こ
の得られた再構成ミオグロビンを用いて、エ
チルベンゼンの水酸化を実施した。 pH 8.5、
25 °C の条件下で 20 M の触媒を添加したと
ころ、1 時間経過した段階でターンオーバー
(TOF)値は約 13 であった。 同様の条件下、
補欠分子としてマンガンポルフィセン錯体
の代わりにマンガンポルフィリン、あるいは
鉄ポルフィセン錯体を有するミオグロビン
では、まったく活性を示さなかった。 次に、
他の基質としてトルエンやシクロヘキサン
でも同様な反応が進行し、それらの反応速度
は、C–H 結合解離エネルギーと一次の相関が
あることが明らかとなった。 また、重水素
化した基質を反応に用いることによって、反
応速度に明らかな同位体効果が見られ、反応
の律速段階は本来不活性な C(sp3)–H 結合の
切断であることが判明した。 
 さらに、エチルベンゼンを基質とした生成
物１−フェニルエタノールの光学純度につい
て評価した。 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。 しかしながら、ヘムポケット内
の His64 を Asp あるいは Ala に置換したとこ
ろ、43% ee (R)および 48% ee (R)と比較的高い
値が得られた。 この結果は、基質がある程
度ヘムポケット内に一定の方向から接近し、

反応が進行していることを示唆している。 
 以上、今回ミオグロビンのヘムポケット
に天然のヘムの代わりにポルフィセンマ
ンガン錯体を挿入することにより、初めて
水酸化反応の触媒として機能することが
明らかとなった。 

 
図３ マンガンポルフィセンを有する 

ミオグロビンを触媒として用いた基質の 
水酸化反応 

 
(3) 水素発生をつかさどるヒドロゲナー
ゼモデル                      
 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、触媒する反応および活性中心の錯体
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。 しかしながら、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、水に不安定で可溶な有機溶媒中
でのみの議論にすぎなかった。 そこで、
我々のグループでは、近年、水（プロトン）
から水素を水中で発生させる新しい生体
触媒の開発に着手した。 

図４ アポチトクロム cへの鉄二核錯体の
挿入によるヒドロゲナーゼモデルの構築 

 
 具体的には、チトクロム c のヘムポケッ
ト内部に位置する２つのシステイン Cys14, 
Cys17 に着目し、ヘムを常法で除去した後
に、嫌気下で Fe2(CO)9を添加し、図４に示
す よ う な 二 核 鉄 カ ル ボ ニ ル 錯 体
(-S-Cys)2Fe2(CO)6錯体を得た。 本再構成
タンパク質とその内部に位置する錯体は
UV-vis、MS、IR で同定し、既存の類似錯



体データと一致していることが明らかとな
った。 次に、得られた再構成タンパク質に
ついて、水素発生のモニターを実施した。 
その際の電子源としては、光増感剤として Ru
錯体を共存させ、アスコルビン酸を犠牲試薬
として添加する系を利用した。 可視光を照
射しながら、Ru 錯体からタンパク質中の鉄カ
ルボニル錯体への光駆動型電子移動反応を
促し、pH や触媒の量比を変化させながら、
ガスクロマトグラフィーで水素発生の定量
を行った。 その結果、再構成タンパク質を
用いた場合は、触媒回転数(TON)は、約 90 と
なり、比較的スムーズな水素発生がおこって
いることが明らかとなった。 至適 pH は、
4.7 であることも合わせて明らかとなった。 
次に、タンパク質の効果を評価するために、
チトクロム c 配列の中で２つのシステインを
含む 11 残基のオリゴペプチドを別途作成し、
そのペプチドを含む鉄カルボニル錯体を参
照化合物として合成した。 この触媒活性を
求めたところ、再構成タンパク質に比べ圧倒
的な活性の低下が認められた。 この結果は、
チトクロム c のヘムポケットが何らかの形で
鉄カルボニル錯体による水から水素の触媒
的発生を支援していることを示している。 
以上、今回本来電子伝達タンパク質であるチ
トクロム c からヘムを除去したアポタンパ
ク質に鉄二核カルボニル錯体を導入した複
合体を用いて、水中で水素発生を触媒する新
しい生体触媒を提案した。  
 
(4) 高分子合成を支援する生体触媒の構築 
 生体内では酸化還元や加水分解、あるいは
転位反応等をつかさどる様々な金属酵素が
知られている。 しかしながら、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。 本課題研究は、フェニルアセチレン
の重合反応をとりあげた。 具体的には、β
バレル構造を有するニトロバインディン
(NB)の適切なサイズの空孔内に合成したロ
ジウム錯体 Rh 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。 
図５に示すように、ロジウム錯体 Rh は Cp
を配位子とし、末端にはシステイン残基のチ
オールと選択的に共有結合を有するマレイ
ミド部位を導入したものを合成した。 一方、
タンパク質については、本来はヘムタンパク
質として NO を結合するニトロバインディン
に着目し、β バレル構造の内部のアミノ酸の
１つ（96 番目のグルタミン）を遺伝子工学的
手法でシステインに変異させたもの(Q96C)
を発現、調製した。 両者を混合することに
より、ロジウム錯体をタンパク質マトリクス
内に有する新規の有機金属タンパク質を調

製し、質量分析等で同定を行った。 また、
CD スペクトルより、ニトロバインディン
の特徴的な β バレル構造は、Rh を導入し
ても、まったく崩れていないことを示した。 
 

図５ アポニトリバインディンへのロジ
ウム錯体の挿入によるフェニルアセチレ

ンの重合触媒の構築 
 
 得 ら れ た 人 工 生 体 分 子 触 媒
NB(Q96C)-Rh を用いて、フェニルアセチレ
ンの重合を実施した。 pH 8、25 °C の条
件下で 10 M の触媒を添加したところ、24
時間経過した段階で Mn = 42600、Mn/Mw = 
2.2 のポリマーが得られた。 同様の条件
下、タンパク質の表面に Rh を導入した触
媒（具体的には、ミオグロビンの 125 番目
のアラニンをシステインに変換した変異
体 Mb(A125C)-Rh）でも、同様の分子量分
布のポリマー生成物が得られた。 しかし
ながら、ポリマーの trans/cis 比を評価した
ところ、NB(Q96C)-Rh を用いて得られたポ
リマーは 53 : 47 に対して、Mb(A125C)-Rh
では、7 : 93 となった。 一方、本来 Rh
のような Rh 錯体のみでは、生成物はほぼ
完全に cis 体が生成することが知られてお
り、Rh を THF 中に加えてフェニルアセチ
レンの重合を行った場合にも、trans/cis 比
は 7 : 93 であった。 したがって、
NB(Q96C)-Rh を用いた重合では、タンパク
質の空孔が生成物の立体を制御している
ことが明らかであり、その結果として本来
の反応機構とは異なる経路で、trans 体があ
る程度優先して生成したことを示唆して
いる。 次に、ニトロバインディンの空孔
の 形 状 を さ ら に 検 討 し 、
NB(Q96C/H76L/H158L)-Rh（図６）を用い
ると、さらに trans 体の比が７割近くまで
向上することが明らかとなった。 

図６ NB(Q96C/H76L/H158L)-Rh の 
結晶構造 



 以上、ロジウム錯体 Rh をタンパク質マト
リクスの中に固定することより、活性を保持
したまま、錯体のみで行った重合反応とは異
なる生成物の立体に導くことを示した。 ま
た、本系はアミノ酸の配置を遺伝子工学的手
法によって調整することにより、生成物の構
造を目的に応じて制御可能と言える。 
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