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研究成果の概要（和文）：本研究では、優れた触媒特性を発揮する新規高機能触媒を開発することを目的とし、
非天然の遷移金属錯体をタンパク質に導入した人工金属酵素の構築と、指向性進化法を駆使した遺伝子工学的な
改変を実施した。具体的には、ロジウム錯体、鉄コロール錯体、鉄ポルフィリン錯体を補因子とする人工金属酵
素を構築し、指向性進化法による改変を実施した結果、C-H結合官能基化反応やニトリル合成反応に対して高い
触媒活性を示す変異体の獲得に成功した。また、効率的な人工金属酵素の指向性進化を実現するために、新たな
ハイスループットスクリーニング法も確立している。以上のように、期間全体を通じて当初の予想を上回る大き
な成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we carried out evolutionary engineering of artificial 
metalloenzymes to develop novel transition metal catalysts with excellent catalytic activities. In 
particular, artificial metalloenzymes which possess Cp*Rh complex, Fe-corrole complex, and 
Fe-porphycene complex as a synthetic metal cofactor were generated and engineered through the cycle 
of directed evolution. Finally, we succeeded in obtaining novel artificial metalloenzymes with 
excellent catalytic activities. 

研究分野：生物無機化学

キーワード： 人工金属酵素　進化分子工学　指向性進化法　C-H結合官能基化　生体触媒　ヘムタンパク質　金属ポル
フィリノイド

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、非天然の遷移金属錯体をタンパク質に導入した人工金属酵素の構築と、指向性進化法を駆使した遺
伝子工学的な改変を実施し、優れた触媒特性を発揮する新規高機能触媒の開発に成功した。持続可能な社会の実
現にむけ、酵素や微生物などを用いた物質生産技術（バイオプロダクション）に注目が集まる昨今において、本
研究成果はバイオプロダクションの有用性を拡張し、その社会実装の一助になることが期待される。

※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 

 持続可能な社会の実現に向け、直截的な物質変換を可能にする高機能性触媒の開発は喫緊の
課題である。そこで申請者は、生体内での物質変換を担う酵素、特に金属錯体を補因子として有
する金属酵素の「補因子置換」と「反応場改変」に着目した。金属酵素は、進化の過程で最適化
されたタンパク質独自の反応場を具備し、反応場が金属補因子の反応性や反応基質の配向を制
御することで、優れた酵素活性を発揮する。例えば、ヘム（鉄ポルフィリン錯体）を補因子とす
る一連のヘム含有酵素は、そのユニークな反応場が鉄活性中心の反応性や基質の配向を制御す
ることで、一種類のヘムから多彩な化学反応を実現している。一方で、近年の著しいバイオテク
ノロジーの発展に伴い、我々科学者は、これら金属酵素の反応場を自在に改変する手法を獲得し
た。従って、金属酵素の精緻な反応場の改変技術と非天然の合成金属錯体を組み合わせることが
できれば、従来の小分子錯体では実現困難な触媒特性（触媒活性、ジアステレオ選択性、反応選
択性）を実現する新しい金属触媒（人工金属酵素）が開発可能となることが期待される。 

 

 

 

２．研究の目的 

進化分子工学とは、自然界の進化のプロセスを模倣し、酵素や抗体などの高機能性タンパク質
の改変を行う研究分野である。本研究では、この進化分子工学的手法の中でも、特に「指向性進
化法（directed evolution）」を遷移金属錯体と融合し、新規高機能触媒を開発することを目的とす
る。具体的には、補因子として合成金属錯体をタンパク質に導入した「人工金属酵素」を構築し、
指向性進化法を駆使してその活性中心の化学反応場を遺伝子工学的に改変する。指向性進化法
により得られる膨大なタンパク質ライブラリの多様性を武器に、活性中心の化学反応場を網羅
的に最適化することで、通常の小分子金属錯体では達成困難な高難度な物質変換を実現する新
規高機能金属触媒を開発することをめざした。 

 

 

 

３．研究の方法 

初めに、各人工金属酵素についてハイスル―プットスクリーニング系を確立した。具体的に使
用するハイスル―プットスクリーニング系として、研究代表者が独自に開発したマルトース結
合タンパク質（MBP）タグおよび Strep-tag II を用いた in vitro 条件下でのハイスループット
スクリーニング手法を採用した。本手法は、細胞夾雑物の存在しない精製条件下での人工金属酵
素の調製と触媒活性評価を高効率で実現する唯一無二の技術である。反応場として用いる目的
タンパク質の N 末端にタグを連結した融合タンパク質を調製し、各人工金属酵素についてハイ
スループットスクリーニング系を確立した。次に、確立したハイスループットスクリーニング系
を活用し、各人工金属酵素の指向性進化を実施した。適切な多様性をもった変異体ライブラリを
作成するために、site saturation mutagenesis や error-prone PCR 等の変異導入手法を活用し
た。そして、得られた人工金属酵素の変異体ライブラリについては、プレートリーダーや GC、
HPLCを用いて触媒活性の評価を実施した。また、指向性進化の結果、最終的に得られた優れた
触媒特性を示す人工金属酵素変異体については、X 線結晶構造解析や速度論解析などを実施し、
反応機構に関する詳細な知見を得た。 
 
 
 
４．研究成果 
本研究は、非天然の遷移金属錯体を補因子としてタンパク質に導入した「人工金属酵素」の構

築と、指向性進化法（directed evolution）を駆使した遺伝子工学的な改変を実施し、優れた触媒特
性を発揮する新規高機能触媒の開発に成功した。具体的には、2021 年度には、Cp*Rh 錯体を活
性中心に有する人工金属酵素を構築し、指向性進化法による改変を実施することで、C-H 結合官
能基化反応に対して優れた触媒活性を有する変異体の獲得に成功した（S. Kato et al. J. Am. Chem. 

Soc. 2023, 145, 8285-8290）。また、2022 年度には、鉄コロール錯体を補因子としてミオグロビン
に導入した人工金属酵素を構築し、指向性進化法によるタンパク質反応場の改変を実施した。そ
の結果、ABTS の酸化反応に対して高いペルオキシダーゼ活性を示す変異体を獲得することに成
功した。さらに、2023 年度には、鉄ポルフィリン錯体を補因子としてミオグロビンに導入した
人工金属酵素についても遺伝子工学的改変を実施し、アルドキシムの脱水反応に対する触媒活
性を向上させることに成功した。また、研究期間全体を通じて、効率的な人工金属酵素の指向性
進化を実現するために、Strep-tag II を精製タグに用いた新たなハイスループットスクリーニング
（HTS）手法の確立にも成功している（S. Kato et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2023, 62, e20230376.）。
本 HTS 手法は、安価なキチン粉末をクロマトグラフィー担体として用いて、人工金属酵素の指



向性進化を細胞夾雑物非存在下で実現する強力な手法である。以上のように、研究機関全体を通
じて当初の予想を上回る大きな成果が得られた。 
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