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研究成果の概要（和文）：錯体・有機金属化学、構造生物学、理論化学の研究者を結集し、エネ

ルギー問題等への対応に関連して最近注目を浴びている「還元系金属酵素」の化学研究に挑戦

し、標的となるクラスター活性中心の化学合成や酵素モデル反応の達成に加え、新型活性中心

構造を発見するなど、当初の目標を超える多くの成果を得た。例えば、ニトロゲナーゼやヒド

ロゲナーゼの良好な活性中心モデルとなる金属硫黄クラスター化合物の構築に成功し、酵素反

応機構の化学研究の端緒を拓いた。また、新たに見いだした窒素分子を活性化する複核金属錯

体の理論解析から、窒素分子活性化機構を明らかにし、ニトロゲナーゼなどの酵素反応機構に

示唆を与えた。さらに、酸素耐性型新規[NiFe]ヒドロゲナーゼの研究から、先例のない[4Fe-3S]
クラスターを発見した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Through the integration of coordination/organometallic chemistry, structural 
biology, and theoretical chemistry, we have undertaken the chemical study of reductases, the importance 
of which has been noticed recently in connection with social needs for energy and food. Our 
accomplishments in this program have exceeded our expectations, and we have achieved significant 
results that provide clues in understanding the enzymatic function of reductases at the cluster active sites. 
We have succeeded in synthesizing favourable models of the active-sites of nitrogenase and 
hydrogenase, and their physicochemical properties have been clarified, enabling us to study the 
chemistry of these enzymes. From the theoretical analysis of the newly synthesized dinuclear complex 
that activates dinitrogen, we revealed its reaction mechanism, which also provides us with important 
information concerning the reaction mechanisms of nitrogenase and hydrogenases. We have also 
discovered the novel [4Fe-3S] cluster in the structure of an oxygen-tolerant [NiFe] hydrogenase. 
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１．研究開始当初の背景 
 遷移金属元素を含む金属酵素はあらゆる
生命活動に必須で、元素の特性を利用するこ
とによって温和な条件下で高効率・高選択反
応を巧みに制御している。金属酵素の活性中
心を人工的に合成して酵素機構を解明し、究
極的には自然を凌駕する機能を新たに開発
することが、化学者に課せられた重要かつ緊
急の研究課題となっている。金属酵素の化学
研究はこれまで、ヘム蛋白やオキシゲナーゼ
などの酸化系金属酵素に偏重していたが、生
命体の還元反応を触媒する「還元系金属酵
素」の生化学研究が最近急速に発展し、ニト
ロゲナーゼやヒドロゲナーゼなど、活性中心
のクラスター構造と機能に関して従来の化
学常識を覆す知見が次々と明らかにされた。
興味深いことに、還元系酵素の多くはクラス
ター活性中心に「有機金属部位」を持ち、生
体内で有機金属反応の触媒として働く。活性
中心のクラスター骨格は従来の合成概念で
は達成できない特異な構造を持ち、海外の化
学者の新たな重要標的分子として特に注目
を浴びており、我が国において、有機金属化
学・遷移金属クラスター化学と生化学分野と
が連携して、還元系金属酵素の機能に挑戦す
る新たな学術分野を世界に先駆けて確立す
ることが緊急の課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、未開拓であった還元系金
属酵素の化学を解明することを目的とし、生
化学分野と連携した新たな有機金属化学お
よび遷移金属クラスター化学を展開させる。
空気中の窒素を還元するニトロゲナーゼ、一
酸化炭素代謝やアセチル化反応を行う CO-デ
ヒドロゲナーゼ／アセチル-CoA シンターゼ、
水素分子を可逆的にプロトンと電子に変換
するヒドロゲナーゼなどの還元系金属酵素
を対象とし、これらに存在する前例のない複
雑で特異な構造をもつ金属硫黄クラスター
活性中心を人工合成して、基質活性化反応や
電子移動機能の機構解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者らの名古屋大学グループ（巽和
行、松本剛、大木靖弘）が本研究の中核を担
い、有機金属錯体化学と金属クラスター化学
を基盤として、還元系金属酵素活性中心の人
工合成と機構解明を行う。対象研究は黎明期
にあり、その推進には、有機金属反応化学・
構造生物化学・理論化学の関連研究領域で卓
越した業績をあげている研究者の協力が欠
かせない。検討の結果、各分野を代表する研
究者として吉澤一成（九大・理論化学）、樋
口芳樹（兵庫県立大・構造生物化学）、川口
博之（東工大・有機金属化学）が分担・連携

研究者として加わり、新たな学術を創成する
ための最強の研究組織を構築して本課題に
取り組む。 
 
４．研究成果 
(1) ニトロゲナーゼ活性中心を模倣する
鉄-硫黄クラスターの合成 
 ニトロゲナーゼには、ともに８金属原子を
含む硫黄クラスターからなる、P-cluster と
FeMo-cofactor（右下図）が存在する。これま
でに我々は、非極
性溶媒中でクラス
ターを構築する独
自の自己集合反応
を開発し、P-cluster
の複雑な金属クラ
スター骨格を完璧
に再現することに
成功している。本
研究では、非極性
溶媒中で行う自己
集合型反応の概念を発展させ、P-cluster の化
学研究をさらに推進するとともに、
FeMo-cofactorの構造に関連する新しい[Fe8S7]
型クラスター等の合成に成功した。 
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 非極性溶媒中で行う上記反応は、クラスタ
ー化反応を制御する指針として従来用いら
れてきた量論比の制御に加え、クラスターの
酸化状態や、用いるチオラート配位子の立体
効果による速度論的制御を複合的に利用で
きる革新的な手法であり、より精密な反応制
御を可能とし、従来合成不可能であった新規
鉄硫黄クラスターの合成が達成された。 
 P-cluster モデル合成では、アミド置換
[Fe8S7]クラスターに鉄錯体(η5-C5H5)Fe(C6H5S)
を導入し、続いてアミド配位子を嵩高いチオ
ラート類に置換して、計４つのチオラート配
位子をもつ[Fe8S7]クラスターの合成に成功し
た（次図）。合成したクラスターの酸化状態
は全て 6Fe(II)•2Fe(III)2であり、これは酸化型
P-cluster（POX）に対応する。また電気化学測
定の結果、一連のクラスターは準可逆な２段
階の１電子還元を経て還元型(PN)に対応する
8Fe(II)状態を取りうることが示され、合成し
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たクラスターは、P-cluster の主要な機能と考
えられている PN ↔ POXの可逆な２電子酸化
還元を再現する。 
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(2)  [NiFe]ヒドロゲナーゼ活性中心の構造
モデル合成および反応モデルの構築 
 自然界に広く存在す
る [NiFe]型ヒドロゲナ
ーゼの活性部位（右図）
は、CO/CN を持つ鉄と
ニッケルがチオラート
で連結された二核構造
からなる比較的単純な
骨格を持つ。しかし硫黄
配位子および CN は鉄
とニッケル両方に親和性が高く、また
Fe(II)-CO結合は熱的に不安定であるため、そ
のモデル合成は困難を極めていた。本研究で
は、合成前駆体として有用な鉄カルボニル／
チオラート錯体を合成し、ニッケル錯体との
反応から [NiFe]ヒドロゲナーゼの活性部位
を高い精度で再現する鉄-ニッケル錯体の合
成に成功した（下図）。 
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 また生化学研究によって、[NiFe]ヒドロゲ
ナーゼの機能が CO によって阻害されること
が知られている。我々は CO 阻害型ヒドロゲ
ーナーセの蛋白結晶構造を初めて明らかに
するとともに、そのモデル錯体を合成した

（次図）。すなわち、錯体 1 から合成される
錯体 2 のニッケル上に CO が可逆的に配位す
ることを見いだし、ヒドロゲナーゼの CO 阻
害過程モデルを構築した。 
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(3) アセチル CoA 合成酵素モデル構築に
基づく反応機構解明  
 アセチル CoA合成酵素(ACS)は炭素固定サ
イクルの一端を担い、CO デヒドロゲナーゼ
で生成した CO とコバラミン由来のメチル基
を基質として、チオールである CoAのアセチ
ル化を触媒する。ACSの活性中心は[Fe4S4]ク
ラスターとニッケル二核錯体からなり、CoA
からアセチル CoA への変換反応はニッケル
二核錯体によって触媒されると考えられて
いる。本研究では ACSのニッケル二核部位に
着目し、その構造を再現する錯体の反応を詳
細に検討し、ACSの酵素機構に示唆を与える
重要な成果を得た。 
 ニッケル二核部位にある Cys-Gly-Cys 配列
を模倣する[N2S2]配位子をもつニッケル二核
錯体（右図の左上）にメチル基およびチオラ
ートを導入して CO を作用させたところ、
Ni-Me結合に CO が挿入してアセチル／チオ
ラート二核錯体が生成し、さらにアセチル基
とチオラート配位子が還元的に脱離してチ
オエステルと Ni(II)-Ni(0)二核錯体が生成し
た。この Ni(II)-Ni(0)錯体は、メチルコバラミ
ンに類似した Co(III)メチル錯体およびチオ
ラートと順次反応してメチル／チオラート
二核錯体を再生した。 
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 この反応系は、アセチル CoA合成酵素の機
能モデルであり、 ACS の酵素反応が
Ni(II)↔Ni(0)のサイクルを利用した有機金属
反応として理解できることを、実験化学的に
初めて証明するものである。これは、還元系
金属酵素の機能と有機金属化学の接点を明
らかにした重要な成果である。 
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(4) 遷移金属錯体による窒素分子の活性
化とその理論的研究  
 ニトロゲナーゼによって窒素分子が還元
される反応機構は未解明であるが、金属ヒド
リド種の生成は重要な反応過程の一つだと
考えられている。この点に着目して金属-ヒド
リド錯体と窒素分子の反応を検討し、N≡N
三重結合の切断に成功した。剛直な三脚型ア
リールオキシド配位子を持つニオブ-ヒドリ
ド錯体は、アルゴン雰囲気下で単離できるが、
これを１気圧の窒素分子にさらすと室温で
速やかに反応し、N≡N 三重結合を切断して
ニトリド錯体を与えた。この反応ではヒドリ
ド配位子が水素分子として脱離してニオブ
を還元し、N≡N 結合の切断に必要な電子を
供給している。また得られたニトリド錯体は、
プロトンと反応してアンモニアを生成した。
つまり、一連の反応では、窒素分子、金属ヒ
ドリド、プロトンから段階的にアンモニアを
生成し、ニトロゲナーゼの機能を模倣する反
応サイクルが構築されている。さらに、ニオ
ブ-ヒドリド錯体を出発とした密度汎関数計
算から、ヒドリド配位子に由来する水素原子
と金属間結合が電子溜めとして働き、効率的
に窒素分子を還元することも明らかにした。 
 

tBu tBu

O

tBu
tBu

O

tBu tBu

NbH
O

tBu
t
Bu

O

tButBu

O

t
Bu

tBu

Nb H
O

H

H

H

H

2–

tBu tBu

O

t
Bu

tBu

O

tBu tBu

NbH
O

tBu
tBu

O

tButBu

O

tBu
tBu

Nb H
O

N

N

2–

N2

2 H2

tBu t
Bu

O

tBu
tBu

O

t
Bu tBu

NbH
O

Cl

Cl

Cl

–

2 NH3

2

 H2

6 H+/Cl-

6 H-

 

 
 一方、最近 FeMo-cofactor の構造的なモデ
ルとして，ルテニウムおよびイリジウムが硫
黄 で 架 橋 さ れ た RuIr3S4 ク ラ ス タ ー 
[(Cp*Ir)3{Ru(N2)(tmeda)}(µ3-S)4]が窒素分子を
配位子としてもつ初めてのキュバン型金属
‐硫黄錯体として報告された。このクラスタ
ー上で窒素分子は活性化されるものの、プロ
トン付加を経る N≡N結合活性化は進行しな
いことが報告されている。しかし我々は 1個
の遷移金属原子と 3個のイリジウム原子およ
び 4個の硫黄原子からなる骨格は窒素変換を
行うための反応サイトとして良い選択肢で
あると考えている。なぜなら現在のところ
RuIr3S4 クラスターが窒素分子を捕捉できる
唯一のキュバン型錯体であり，これまでに知
られている Ru 錯体よりも強く配位窒素を活
性化できるためである．そこで本研究では，
より高い窒素分子活性化能を有する新規キ
ュバン型錯体の提案を目的とし、当該キュバ
ン型クラスターの Ru を様々な遷移金属元素

に置き換えた右図の
MIr3S4 クラスター 
(M = V, Cr, Mn, Fe, 
Co, Ni, Cu, Mo, W) 
による窒素分子活性
化について理論計算
によって検討した。
その結果、M = Mo,W 
の場合に効率よく窒素分子が活性化され、末
端 N 上をプロトン化が進行することが示唆
された。この結果は、ニトロゲナーゼの窒素
活性化部位である FeMo-coがMoを含むこと
と関連して興味深い。 
 
(5) 酸素耐性  [NiFe]ヒドロゲナーゼの構
造解析 
 [NiFe]ヒドロゲナーゼのうち酸素耐性能を
もつことが知られている膜結合型ヒドロゲ
ナーゼの結晶化に世界に先駆けて成功し、X
線結晶構造解析によってその構造の詳細を
明らかにすることができた。電子伝達を担う
鉄-硫黄クラスターは３つ存在し、そのうち触
媒反応中心である Ni-Fe 活性部位のもっとも
近くに位置する鉄-硫黄クラスターは，従来ま
で知られていた[4Fe-4S]-4Cys型ではなく，新
規の構造である[4Fe-3S]-6Cys 型であること
がわかった。これまでに研究されていた標準
型ヒドロゲナーゼは好気条件下では O2 が活
性部位に結合し、その活性が失われることが
知られていた。構造解析の結果，酸素耐性能
をもつ膜結合型ヒドロゲナーゼは、O2雰囲気
下で[4Fe-3S]-6Cys 型の鉄-硫黄クラスターに
次図に示したような特徴的な構造変化が起
こることを見出した。さらに、この構造変化
により鉄-硫黄クラスターはNi-Fe活性部位に
１電子余分にあたえ，酸素による不活性化を
防いでいることを明らかにした．今回の研究
成果は，酸素によるヒドロゲナーゼの機能の
損傷を克服するのに重要な知見であり，水素
をエネルギーとして利用するための，酸素に
安定な水素合成化学触媒や新規の燃料電池
の開発研究への応用も期待される。 
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