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研究成果の概要（和文）：  
	 金属酵素の活性中心に存在する微量の金属元素は、生命活動に欠かせない巧みな酵素機能の
中核的役割を担っている。本研究課題では、ニトロゲナーゼ、光化学系 II、ヒドロゲナーゼ、
アセチル CoA 合成酵素などの特異なクラスター活性中心を持つ金属酵素に注目し、独自の化学
概念を用いて、これまで極めて困難とされていたクラスター活性中心モデルの合成を達成し、
新たな生物無機化学研究を展開して酵素機能を化学的に解明する学術的基盤を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 Metalloenzymes are essential for all organisms on earth, and their metal-incorporating active centers 
play the major roles in regulating highly efficient/selective enzymatic functions. This research project 
has focused on the unprecedented cluster active sites of nitrogenases, photosystem II, hydrogenases, and 
acetyl CoA synthase etc., and we have succeeded in the chemical synthesis of the complicated and 
unstable inorganic cores of these cluster active sites using our newly-developed concept of cluster 
synthesis. Based on the achievements, we have unfolded new bioinorganic chemistry and established a 
scientific basis for chemical understanding of the enzymatic functions. 
 
研究分野：化学 
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１．研究開始当初の背景	 
	 生命活動は自然の巧みな仕組みによって
維持されている。その駆動力の一つが金属酵
素／金属タンパク質であり、活性中心に存在
する微量の金属元素が優れた酵素機能の中
核的役割を担う。とりわけ、空気中の窒素分
子を温和な条件下でアンモニアに変換する
ニトロゲナーゼ、光合成で水分子を酸素に変
換する光化学系 II、補酵素 Aをアセチル化し
て炭素固定反応を担うアセチル CoA シンタ
ーゼ、水素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、複雑でユニークな
金属クラスター活性中心が基質活性化機能
を担う興味深い酵素群の生化学研究が 近
漸く進展し、活性中心の構造-機能相関に関す
る化学研究の必要性が強く認識されるよう
になった。 

	 これら、酸化還元機能を司るクラスター活
性中心の合成と機能に関する生物無機化学
を発展させることは高い学術価値を持ち、ま
た、その優れた酵素機能は現代社会の抱える
エネルギー問題や環境・食料問題を解決する
有効な概念と方法を与える可能性を秘めて
いる。そのため海外でこれらを対象とする化
学研究の熾烈な競争が開始されている。この
先端的な研究課題に挑戦して我が国の新た
な学術基盤を築くために、また、日本が立ち
後れている当該研究分野で世界を先導する
地位を確保するために、本研究課題を緊急に
推進する必要がある。 
 
２．研究の目的 
	 現代社会がエネルギーや環境・食糧問題に
直面している今、高効率・高選択分子変換を
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巧みに制御する金属酵素機能の本質を解明
し、究極的には自然に優る触媒機能を開発す
ることは、化学者に課せられた重要かつ緊急
の研究課題である。 
	 本研究で対象とする主な金属酵素は、ニト
ロゲナーゼ, [NiFe]ヒドロゲナーゼ,光化学系
II 酸素発生中心,アセチル CoA シンターゼ, 
CO デヒドロゲナーゼ,非対称[4Fe-4S]クラス
ター含有タンパクである。これらの酵素はク
ラスター活性中心を持ち、温和な条件下で水
の分解／窒素固定／炭素固定を行うなど革
新的な化学機能を発揮する。またクラスター
活性中心は、従来の合成概念では構築できな
い複雑な構造をもち、国内外の化学者の新た
な重要標的分子として注目されている。本研
究では、我々がこれまで開拓した新しい金属
硫黄クラスターの合成法を基盤としつつ、よ
り柔軟な発想に基づく合成戦略によってニ
トロゲナーゼやヒドロゲナーゼ等の還元系
酵素に加え、近年注目を集める酸素発生を担
う金属酵素クラスター活性中心の人工構築
を目指す。さらに、活性中心モデルや関連ク
ラスターを酵素タンパクに取り込んだ再構
成タンパクの作成手法を確立し、それらの生
物無機化学を展開することで、クラスターの
生合成過程や酵素機能の機構解明に迫る。 
 
３．研究の方法 
	 研究代表者がこれまで培った錯体化学と
金属酵素モデル研究の経験を基に研究全体
を統括し、連携研究者の松本剛、大木靖弘と
協同して金属酵素モデル錯体の合成や反応
を推進する。また研究対象を共有する生化学
者である藤田祐一とは、還元系金属酵素に関
する研究結果について議論を続けてきた。そ
の蓄積をもとに、本研究では生化学的側面か
ら研究代表者と連携をとる。本研究組織は小
規模ながら強力な研究チームであり、それぞ
れのグループに所属する大学院生や博士研
究員とともに本課題に取り組んだ。 
	 さらに、ニトロゲナーゼに関する生化学研
究を世界に先駆けて推進している Markus W. 
Ribbe教授（米国 UC Irvine）との国際共同研
究を通して、モデルクラスターとニトロゲナ
ーゼのアポタンパクとの融合、およびモデル
錯体を用いた生合成過程の解明を進める。 
	 同時に、世界で当該分野の研究を推進する
一流研究グループと共有し、緊密な意見交換
を行う目的で、高水準の国際シンポジウムを
定期的に開催した。 
 
４．研究成果 
(1) ニトロゲナーゼ活性中心のモデル構築と
機能 
(1-1) FeMo-cofactorモデルの構築と反応 
	 独自開発した金属硫黄クラスターの合成
反応を発展させ、酸素源となる少量の水を共
存させる反応から、中心に酸素原子を持つ新
規[Fe8S6O]型クラスターの合成に成功した。
その構造を詳細に検討した結果、中心酸素原

子は、周囲にある 6つの鉄原子のうち 4つと
結合し、残る 2つの配位不飽和な鉄原子はチ
オラート配位子の芳香環と弱く相互作用し
ていることが明らかとなった。配位不飽和な
鉄がクラスター骨格の外側に位置する芳香
環と相互作用することは、FeMo-cofactor が
N2 等の外部基質を捕捉する位置を推測する
ための有用な知見となる。 

 
	 FeMo-cofactor の[MoFe7S9C]クラスター構
造が、一端に Moを、もう一端に Feを配した
非対称型構造であることを考慮して、我々独
自の Mo スルフィド錯体[Cp*MoS3]–と塩化鉄
および硫黄試剤を混合する自己集合型反応
を検討した。その結果、先例のない非対称型
Mo-Fe-S クラスター[Cp*MoFe5S9(SH)]3–が得
られた。このクラスターは還元反応の触媒と
して機能し、DMF 中、還元剤 SmI2を共存さ
せる反応において、CN–、CO、および CO2か
らメタン、エタン、プロパン等の炭化水素を、
それぞれ 282、 73、 24 (mol C total)·(mol 
catalyst)–1 で 生 成 し た 。 触 媒 活 性 は
FeMo-cofactor より低いものの、非対称型
Mo-Fe-S クラスターは FeMo-cofactor と同様
な触媒機能を発現する初めてのモデルクラ
スターであり、酵素反応の機構解明ならびに
高活性触媒の開発に向けた重要な一歩とな
る。 

 
(1-2) 高精度 P-クラスターモデルの合成と生
合成過程および酸化還元骨格変換挙動 
	 近の生化学研究からは、ニトロゲナーゼ
P-クラスターの生合成過程における中間体と
して二つのキュバン型[Fe4S4]クラスターが生
成し、それらが還元的な雰囲気下で P-クラス
ターの[Fe8S7]骨格へ縮合する可能性が提案さ
れている。我々が独自に合成した Fe(III)4状態
の高酸化型[Fe4S4]クラスターに脱硫試剤 PEt3
を作用させたところ、クラスター骨格から硫
黄が一つ引き抜かれるとともに２つのクラ
スターの融合が進行し、P-クラスターの
[Fe8S7]骨格を生成することが分かった。熱力
学的に安定な[Fe4S4]骨格がクラスター拡大反
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応を起こすことは興味深く、P-クラスターの
生合成過程のモデルと位置づけられる。 
 

 
	 さらに、非常にかさ高い Tbtチオラートを
用いることで、[Fe8S7]骨格の周りに架橋およ
び末端 Tbtチオラート配位子ならびに置換活
性と予想される Et2O を持つ、高精度に P-ク
ラスター構造を再現するモデルの合成にも
成功した。 
	 P-クラスター骨格合成研究の過程で、一つ
の Fe-S（スルフィド）結合が切断された酸化
型 P-クラスター骨格のモデルとなる鉄硫黄
クラスターの合成に初めて成功し、酸化型か
ら還元型への骨格変換反応も見いだした。こ
れらの成果は、提唱されているにとろゲナー
ゼ P-クラスターの酸化還元過程における骨
格構造変化と鉄酸化状態の変化を再考する
契機となる。 
 

 
(2)	 アポ型タンパクとモデルクラスターの
融合 
(2-1) ニトロゲナーゼアポ型タンパクを利用
した人工酵素の構築 
	 ニトロゲナーゼのアポ型タンパクを精製
し、FeMo-cofactorの代わりになる人工クラス
ター[Fe6S9(SEt)2]4-を組み込んだ再構成酵素タ
ンパクを作成して、ニトロゲナーゼ活性の評
価法として広く用いられるアセチレンの還
元反応を行った。その結果、EuII 錯体を還元
剤とする ATP非存在下の反応では、再構成酵
素によるエチレン生成量が 5460 nmol·(mg 
protein)–1に達し、FeMo-cofactorを含む野生型
ニトロゲナーゼの２倍の活性で反応を触媒
することが分かった。さらに再構成酵素は、
CN–を CH4、C2H2、C2H6、C3H6、C3H8へと触
媒的に変換することも分かった。これらの結
果は、人工の金属-硫黄クラスター分子を組み
込んだタンパクが機能することと、導入する
クラスターによって酵素活性の制御が可能 
であることを示す、人工酵素の開発に向けた

重要な一歩である。 

  
(2-2) 暗所作動型プロトクロロフィリド
（Pchlide）還元酵素(DPOR)のタンパク改変と、
アポ型タンパクへのクラスター導入 
	 DPOR を構成するタンパクのうち、還元反
応を触媒する NB-タンパクは、[Fe4S4]クラス
ター近傍に基質の Pchlide を保持する。本研
究では、Pchlideの代わりにニトロゲナーゼの
モデルクラスターを保持できるタンパクを
構築するために、まず Pchlide 結合部位の２
つのアミノ酸残基をシステインに改変した
タンパク FLC2 を調製した。続いて、アポ型
タ ン パ ク へ の 人 工 ク ラ ス タ ー 分 子
[Fe6S9(SEt)2]4-や [Cp*MoFe5S9(SH)]3–等の導入
と、アセチレン還元反応による活性評価を行
った。その結果、[Fe6S9(SEt)2]4-と FLC2 を混
合したサンプルは、低いながらもアセチレン
還元活性を示した。 

 
	 人工クラスター分子を取り込みつつ NB-タ
ンパクを構築する生合成システムの確立を
目指して、NB-タンパクの構成要素である
BchNと BchBを精製した後に、それらを鉄硫
黄クラスター存在下で混合する再構成実験
を行った。その結果、BchN 単独で鉄硫黄ク
ラスターが保持されることと、そこに精製
BchB を加えることで鉄硫黄クラスターを取
り込んだ NB-タンパクを微量ながら構築でき
ることが明らかになった。再構成条件を精査
することで、種々の人工クラスターを取り込
んだ人工 NB-タンパクを構築する、汎用性の
高い手法を確立できると期待される。 
 
(3) 光化学系 II 酸素発生中心(OEC)モデルの
構築 
	 光化学系 II に存在する酸素発生中心(OEC)
は、3つの Mnと 1つの Ca、4つの O原子か
らなるキュバン型骨格に、さらに 1 つの Mn
が酸素原子を介して連結されたクラスター
であり、水の 4電子酸化反応を触媒する。こ
の特異な構造と機能の関係は多くの化学者
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の興味を引き、これまでに種々のモデルクラ
スターが合成されてきた。その主な合成法は、
Mn 塩を前駆体として、キレート型 O,N ドナ
ー配位子、および酸化剤（KMnO4、Ce(IV)等）
を極性溶媒中で混合する反応であった。これ
に対し本研究では、独自に開拓してきた非極
性溶媒中での金属硫黄クラスター合成反応
を応用して、OECのモデル構築を目指した。 
	 Mn(II)アミド錯体とかさ高いシラノール類
から新しい Mn(II)前駆体を調製し、これらに
水を作用させる自己集積化反応から、Mn/OH
クラスターを合成した。さらに、Mn/OHクラ
スターに対して Ca(II)アミド錯体とシラノー
ルやアルコールの反応から、新しい
Mn/Ca/OH, Mn/Ca/Oクラスターの合成にも成
功した。一連のクラスターのうち、特に融合
型不完全キュバン Mn4(OH)2{OSi(OtBu)3}6 へ
の Ca 導 入 反 応 に よ っ て 得 ら れ た
Mn3Ca(OH)2{OSi(OtBu)3}6は、OEC構造を も
良く模倣している。 

 
	 Mn(II)アミド錯体と Ph3COH から得られる
アルコキシド錯体を
ピリジン中で O2処理
することにより、
Mn(III)からなるキュ
バン型クラスター 
Mn4(OCPh3)4(py)4O4
を合成した。架橋カ
ルボキシラート配位
子を持つ類似のキュバン型クラスターも、フ
ェノキシドおよびカルボキシレート配位子
を併せ持つ Mn(II)錯体と O2の反応から得ら
れた。これらの Mn(III)は四角錐型の五配位構
造であり、容易に Mnへ水を取り込める優れ
たモデルとして期待される。 
 
(4) 還元型[NiFe]ヒドロゲナーゼ活性中心モ
デルの構築 

	 水素分子をプロトンと電子へと可逆に変
換する[NiFe]ヒドロゲナーゼの活性部位は、
COと CNを配位子とする Fe、および Niが、
チオラート配位子として働くシステインの
硫黄二つで架橋された Fe-Ni 二核錯体であり、
Ni にはさらに二つのシステインが配位して
いる。この活性中心は幾つかの状態をとり、
構造解析されているものだけでも、酸化型、
還元型、および CO阻害型が知られている。
還元型[NiFe]ヒドロゲナーゼの活性部位では、
Fe と Ni の距離が約 2.5Åと短く、金属間を水
素原子が架橋している、あるいは金属間に結
合があると考えられている。本研究では、還
元型に特徴的な Fe-Ni 距離や Fe-H-Ni 構造を
実現することを目指し、(1) Fe(II)錯体と Ni(0)
錯体の反応、(2) Fe(II)錯体と Ni(II)ヒドリド錯
体の反応、の二通りのアプローチを考案した。 
	 我々が独自に合成している CO/CN/ジチオ
ラート Fe(II)錯体、[(CO)2(CN)2Fe(dithiolate)]2- 
(dithiolate = 1,3-propane-dithiolate (pdt) or 
norbornane-exo-1,2-dithiolate (ndt)) に対し、
–40 ℃ で Ni(0) 錯 体 Ni(PPh3)4 あ る い は
Ni(COD)2 (COD = 1,5-cyclooctadiene)および
CO を加える反応から、還元型の活性中心モ
デルとなる Fe(II)-Ni(0)二核錯体の合成に成
功した。これらのモデル錯体では、Fe-Ni 距
離が 2.4 Å 強であり、2 つの硫黄が金属間を
架橋している。また、Fe ならびに Ni 周りの
構造や配位環境を含め、還元型の[NiFe]ヒド
ロゲナーゼ活性中心の特徴を高精度で再現
する。さらに、下図の左に示すモデル錯体は
低温でプロトン化を受け、H原子を一つ添加
した Fe-Ni錯体を与えることを、IRスペクト
ルならびに質量分析により確認した。 

 
	 Fe(II)錯体[(CO)2(CN)2Fe(pdt)]2-と Ni(II)ヒド
リド錯体 NiHCl(PCy3)2 の反応により、Fe-Ni
間に架橋ヒドリド配位子を持つ Fe(II)-Ni(II)
錯 体 [(CO)2(CN)Fe(µ-pdt)(µ-H)Ni(CN)(PCy3)]–

の合成に成功した。IRスペクトルにより求め
た CN, CO 伸縮振動波数は 2105, 2097 cm-1 
(CN), 1993, 1931 cm-1 (CO)であり、上述のプロ
トン化 Fe-Ni錯体と類似している。 
 
(5) [Fe4S4]および[Fe2S2]クラスター間の可逆
な骨格変換反応 
	 キュバン型[Fe4S4]クラスターは、生体内で
主に電子伝達や物質変換を担うが、これらの
役割に加え、酸素センサーとしての役割も提
案されており、例えば遺伝子の転写機能を制
御する FNR タンパクでは、O2 と反応した
[Fe4S4]クラスターが[Fe2S2]クラスターへ変換
されることでタンパク全体の構造変化が誘
起され、転写機能の on/offが切り替わると考
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えられている。FNRタンパク以外にも、酸化
/還元に伴う[Fe4S4]および[Fe2S2]クラスターの
間の構造変換は、幾つかのタンパクで提唱さ
れているが、その分子基盤は明らかにされて
いない。本研究では、Fe(III)4状態の高酸化型
[Fe4S4]クラスターがピリジン類の存在下で二
つの[Fe2S2]クラスターへ可逆に分割される新
しい反応を見出した。この反応の平衡定数を
求め、熱力学パラメータを算出した結果、本
系では[Fe2S2]クラスターの方が熱力学的に安
定であることが明らかになった。 

 
	 [Fe2S2]クラスターの二量化は、還元剤
Na[C10H8]との反応によっても引き起こされ、
その結果 Fe(II)1Fe(III)3あるいは Fe(II)2Fe(III)2
状態の[Fe4S4]クラスターが生成した。これら
の[Fe4S4]クラスターは〜100 当量のピリジン
と反応しなかったが、ここに適量の酸化剤
[Cp2Fe][PF6]を加えて酸化し、Fe(III)4状態の高
酸化型[Fe4S4]クラスターを生じさせたところ、
ピリジンによる[Fe2S2]クラスターへの分割反
応が進行した。一連の反応は、[Fe4S4]および
[Fe2S2]骨格の形成を配位子や酸化状態により
制御した初めての例であるとともに、生体内
で起こる[Fe4S4]から[Fe2S2]への骨格変換にお
ける[Fe4S4]4+状態（Fe(III)4 状態）の重要性を
示唆する結果でもある。 
 
(6) アセチル CoA 合成酵素の反応中間体モデ
ルの合成 
	 酵素のアミノ酸配列に近いジアミドジチ
オラート型四座配位子を導入し、酵素活性中
心の反応中間体の 善構造モデルとなる
Ni(II)-Ni(II)二核錯体を合成した。さらに、メ
チル基と一酸化炭素によるチオラートのア
セチル化反応の触媒サイクルを見出し、酵素
機能を再現した。 
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