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研究成果の概要（和文）： チロシンのフェノール残基を水酸化する二核銅酵素であるチロシナー

ゼの中間体モデルとして、基質結合型の-2
:2

-peroxo種を合成し、分光学的にキャラクタリゼ

ーションすることに成功した。基質が銅活性中心に結合することにより、酸化活性種の生成速度

が加速されることも見出した。マンガン錯体や鉄錯体についても検討し、高原子価の酸化活性種

に関する知見も得られた。 

研究成果の概要（英文）：We succeeded in synthesizing a substrate-binding dicopper 

-2
:2

-peroxo complex and characterizing it spectroscopically. We also found that substrate binding to 

the copper center could accelerate formation of the active dioxygen intermediate species. In the 

manganese and iron complex systems, we obtained several findings involving the corresponding 

high-covalent metal oxo species. 
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１．研究開始当初の背景 

卑近な遷移金属イオンを用いた低分子変
換触媒の開発は、化学分野における重要な課
題の一つである。そのエッセンスは、微量必
須元素として遷移金属元素を含む蛋白質の
活性部位に隠されている。例えば、生体にお
ける酸素の変換反応では、酸素運搬、酸素発
生、酸素還元、酸素添加反応などの機能を有
する蛋白質・酵素があり、その活性部位に含
まれる遷移金属中心の分子設計と機能発現

のメカニズムは大変興味深い。 

しかし、ごく限られた平凡なアミノ酸残基
と金属イオンから成る非ヘム型の活性部位
は、蛋白質から切り離すことはできず、その
金属周りの構造を合成した配位子で置き換
えたものは、もとの金属酵素活性部位とは異
なるものである。したがって、非ヘム型金属
活性中心の機能を低分子で再現するのは困
難であると同時に、その単純に見える分子設
計の本質も分かりにくい。 
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そこで、我々は『Entatic state』1)と呼ばれ
る特殊な金属周りの構造に注目した。これは
電子移動蛋白質に含まれる Type I 銅中心が、
基底状態と遷移状態の差が殆ど無い擬四面
体型構造を持っており、結晶場安定化エネル
ギーに依らず蛋白質環境によって規制され
た金属周りの構造を持つことである。我々は、
このような共有結合性の低い構造は触媒反
応を担う金属酵素活性中心においても適用
されていると考え、まず TypeIII 銅モデルを
構築することにした。 

Type III 銅中心とは、二核銅中心構造であ
り、それを含むヘモシアニンとチロシナーゼ
は、それぞれ酸素運搬や基質の酸化のために
酸素分子と結合する。これは北島らの合成し
た銅錯体モデルの検討により 2)、酸素分子が
side-on 型に結合した-2

:2
-peroxo 種を形成

していることが明らかとなり、それは蛋白質
自身の結晶構造によって確かめられた(図
１)3)。これが発端となって、銅―酸素錯体の
合成研究が進み、二核銅(II)-2

:2
-peroxo 種

の O-O 結合が開裂し、より高原子価状態とな
った二核銅(III)bis(-oxo)錯体の合成も報告さ
れている 4)。この段階的な酸素活性化を伴う
二核金属活性中心の -2

:2
-peroxo 種と

bis(-oxo)種の相互変換は、O-O 結合の開裂と
形成が起こるために、可溶性メタンモノオキ
シゲナーゼの酸素活性化や、光化学系 II にお
ける水の酸化反応にも関連がある。可溶性メ
タンモノオキシゲナーゼの二核鉄中心では、
まず peroxo中間体 (Compound P)が生成し、
次に O-O 結合の開裂によって、メタンの酸化
活性種である高原子価 Fe(IV)-oxo 種
(Compound Q)を生成する 5)。光化学系 II に
おける酸素発生中心では、いわゆる Kok サイ
クル 6)によって高酸化状態となったマンガン
カルシウムクラスターが、O-O 結合形成して
酸素を生成するはずであるが、その詳細は未
だ不明である。 

 

２．研究の目的 

これまで我々は『Entatic state』1)と同様な
規制された配位構造が、Type III 銅中心の周
りにも施されているという作業仮説のもと

に、その反応機構解明のための精密なモデル
錯体の構築を行うことを目的とした。そこで
蛋白質環境を代用する支持配位子として、天
然アルカロイドである(–)-Sparteine (Sp)とそ
の誘導体である-Isosparteine (Sp)を用いた。
Sp とSp は、組織化した配位子骨格を持つた
めに、十分な d-p軌道間の重なりが得られ
ないことから、共有結合性の低い配位結合を
金属中心と形成する。既に我々は、この性質
を利用して、-2

:2
-peroxo 型二核銅(II)錯体

である[Cu
II

2(Sp)2(-2
:2

-O2)(Bz)]SbF6 (Bz = 
benzoate)を合成することに成功した(図２)7)。

その分子構造は、カルボン酸の軸配位によっ
て架橋された二つの銅中心が side-on 型でパ
ーオキソイオンにも結合し、その部分が折れ
曲がった butterfly 型構造であった。銅中心の
支持配位子であるSp は、規制のある歪んだ
配位によってその電子供与が弱く、銅中心の
ルイス酸性を高くして、Bz アニオンのイオ
ン的な軸配位を促したと考えられる。ここで
我々は、Bz が TypeIII 銅を有するチロシナー
ゼの基質である L-チロシンの阻害剤として
働くことから 8)、その配位様式は基質である
チロシンのフェノール残基と関連があると
考えた。そこで本研究ではまず、チロシナー
ゼの Type III 銅と基質の反応機構解明のため
に構築したモデル化合物を用いて、(1)二核
銅－酸素錯体による基質の酸化反応の機構
解析を行うことを目的とした。 

さらに我々は、O-O 結合の開裂と形成を伴
う-2

:2
- peroxo種と bis(-oxo)種の間の相互

変換が、軸位の架橋カルボン酸である Bz の
配位と脱離により制御できることを改めて
明確に示している 7)。白質環境でも、複核金
属活性中心と酸素の反応の制御に、カルボン
酸残基が強く働く可能性があり、大変興味深
い。ここに至って我々は、可溶性メタンモノ
オキシゲナーゼの O-O 結合開裂を伴う段階
的な酸素活性化と、光化学系 II の酸素発生中
心における O-O 結合形成に関連する課題と
して、(2)鉄ならびにマンガン－酸素錯体の
形成とその性質を目的として掲げることに

図１ Oxy-へモシアニン活性部位の
結晶構造. 

 図２  [Cu
II
2(Sp)2(-

2
:

2
-O2)(Bz)]

+

の分子構造. 



 

 

した。ただし合成の都合により、単核の非ヘ
ム鉄型モノオキシゲナーゼのモデル化合物
として合成した鉄(II)ならびにマンガン(II)

錯体と、過安息香酸との反応を追跡し、そこ
で生成する酸化活性種のキャラクタリゼー
ションを目的とした検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1)二核銅－酸素錯体による基質の酸化反応
の機構解析 

現在、チロシナーゼの反応機構は、精密な
モデル研究の検討から、基質である L-チロシ
ンのフェノール残基が脱プロトン化してフ
ェノレートイオンになり、Cu

II
2(-2

:2
-O2)中

間体種の銅中心に配位したのち L-ドーパを
生成するとされている 9)。この際に銅に結合
した酸素の求電子付加反応によりフェノー
ル残基がカテコール残基になるが、その反応
中間体は Cu

II
2(-2

:2
-O2)種か Cu

III
2(-O)2 種

のいずれかという議論が未解決である 10)。 

そこでまず、フェノールに酸素添加してカ
テコールを生成するフェノラーゼ活性があ
る我々の二核銅－酸素錯体系において 11)、そ
の基質が結合した反応中間体の形成につい
て各種分光学的ならびに速度論的な検討を
行った。ここで比較的安定な中間体種を生成
させるための基質のモデル化合物として
2,3,5,6-tetrafluoro-4-(trifluor-methyl)phenolate 

(F7-pMePhO)を用いた。反応速度の実験では、
ユニソク製の低温ダブルミキシング装置を
備えたストップトフロー・ラピッドスキャニ
ング装置を用いた。 

(2)鉄ならびにマンガン－酸素錯体の形成と
その性質 

まずマンガンの系としては、前駆体として
[Mn

II
(Sp)Cl2]を合成し、Et3N 共存下、mCPBA 

(m-Chlorobenzoic acid)との反応における中間
体種のスペクトルの時間変化を、ストップト
フロー・ラピッドスキャニング法を用いて紫
外可視領域、赤外領域における測定を行った。
つぎに鉄の系としては、前駆体として
[Fe(Sp)(m-Cl-OBz)2]を合成し同様な検討を
行った。 

 
４．研究成果 
(1)二核銅－酸素錯体による基質の酸化反応
の機構解析 

THF 中 、 -80 C に お い て
[Cu

I
(Sp)(CH3CN)]SbF6 に対して酸素バブリ

ングを行うと褐色溶液となり、max = 320, 431 

nm ( = 10700, 19500 M
1

cm
1

)にLMCT吸収帯
が観測され、 [Cu

III
2(Sp)2(-O)2]

2
 (1) の生成

を確認した。この bis(-oxo)種 1 に対して、
電子吸引性の置換基を施したフェノール誘
導体の F7-pMePhO を、チロシナーゼの基質
モデルとして 1 等量添加したところ、褐色溶
液が濃青色溶液に変化し、max = 379, 607 nm 

( = 15000, 1450 M
1

cm
1

)に新たなLMCT吸収
帯を観測した。この可視領域のex = 607 nm

のレーザーを用いた共鳴ラマンスペクトル
の測定を行ったところ、-2

:2
-peroxo 種由来

の O-O 伸縮振動のピークをO-O = 743 cm
-1に

観測し 18
O2を用いて。同位体シフトも確認し

た (O-O (
16

O2/
18

O2) = 40 cm
-1

 )。これらのこと
から、bis(-oxo)種 1 に対して F7-pMePhO を
添加することにより、[Cu

II
2(Sp)2(-2

:2
-O2) 

-(F7-pMePhO)]

 (2) が生成したと結論づけた。

この新規の基質結合型-2
:2

-peroxo 種 2 は、
我々が以前報告した二核銅(II) -2

:2
-peroxo

種である  [Cu
II

2(Sp)2(-2
:2

-O2)(Bz)]

 (3)

7)

と類似の生成過程を示した。さらにこの基質
結合型-2

:2
-peroxo 種 2 は、Butterfly 型 ( 

= 132)の 3 が、max = 372, 745 nm ( = 195000, 

1300 M
1

cm
1

)
7)の LMCT 吸収帯とO-O = 756 

cm
-1

 (O-O (
16

O2/
18

O2) = 42 cm
-1

 )にO-O伸縮振
動を示すことなどに比べると、従来の典型的
な-2

:2
-peroxo 種 2)に近い特徴を示した。し

たがって、基質結合型-2
:2

-peroxo 種 2 の二
核銅酸素中心構造は平面的であることが示
唆された。 

さらに、我々は二核銅酸素付加体を生成す
る過程についても速度論的な解析を行った。
銅(I)錯体と、阻害剤である Bz や、または基
質モデルである F7-pMePhO を共存させた条
件でそれぞれ酸素と反応させ、その吸収スペ
クトル変化の時間分解測定を行った。その結
果、1 の生成では銅(I)錯体と酸素が反応する
第一段階が律速(k1obs. = 10.7 s

-1
)となったのに

対し、外部配位子存在下で行った 2 と 3 の生
成では、その第一段階が加速して、銅(II)スー
パーオキサイド錯体と銅(I)錯体が反応する
第二段階が律速となった(k2obs. > 10

6ならびに
k2obs. = 2.4 ×10

5 
M

-1
s

-1 
)。これは、Bz や

F7-pMePhO の作用によって、銅(I)中心の酸化
還元電位が最大 0.9 V 程度負側にシフトして
酸素との反応性が上昇したためである。酸素
活 性 化 中 間 体 種 と し て 知 ら れ る
-2

:2
-peroxo 種の生成過程に、基質などの外

部配位子が関与する可能性は一応指摘され
ていたが 8)、本モデル系において実験的にそ
の効果が示され、チロシナーゼの反応機構を

O
Cu

O
Cu

O

図３ 基質であるフェノレートが配位
した二核銅酸化活性種の構造. 



 

 

考えるうえで大変興味深い。さらに、チロシ
ナーゼでは基質結合型や阻害剤結合型の
-2

:2
-peroxo 種は明確に観測された例がな

く、モデルでもこの系のみである。特に基質
であるフェノレート基の-2

:2
-peroxo 種に

対する配位様式 (図３)は、チロシナーゼにお
けるより精密な反応機構の理解のために恐
ろしく重要である。現在我々は、基質結合型
-2

:2
-peroxo 種 2 の結晶化に成功し、X 線構

造解析を進行中である。 

(2)鉄ならびにマンガン－酸素錯体の形成と
その性質 
前駆体として [Mn

II
(Sp)Cl2]を合成し、

CH2Cl2 中、-40 C において、Et3N 共存下で
mCPBA (m-chloroperbenzoic acid)との反応を
行った。得られた中間体種の吸収スペクトル
では、350, 415, 520 nm にピークを示し、生
成速度定数は k = 2.1 × 10 

-1
 s 

-1だった。ESR

スペクトル(解析中)も含め、以前にマンガン
(II)サレン系で報告された Mn(IV)=O と類似
の性質を示した 12)。この系を同様に時間分解
IR スペクトルに依り追跡したところ、脱プロ
トン化した mCPBA がマンガン中心に結合し
たピークがまず 1652 cm

-1に観測され、吸収ス
ペクトルの時間変化とほぼ同じ速度で減衰
した。それと同時に、脱プロトン化したmCBA 

(m-chlorobenzoic acid)がマンガン中心に結合
したと見られるピークの増大を 1536 cm

-1 に
確認した 13)。以上により、カルボキシレート
基と Sp が結合した Mn(IV)=O 種の生成を検
出したことが示唆された。前駆体として
[Fe(Sp)(m-Cl-OBz)2]を合成し、mCPBA と同
様な検討を行っており、430 nmに吸収極大
を持つ短寿命中間帯種を検出した。詳細は
省くが、マンガンの系と併せて、相補的に
検討中である。 
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