
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(S)

2016～2012

小分子アルカン類を水酸化するバイオ触媒システムの分子設計

Molecular Design of Biocatalysts for Hydroxylation of Small Alkanes

１０２０１２４５研究者番号：

渡辺　芳人（Watanabe, Yoshihito）

名古屋大学・物質科学国際研究センター・教授

研究期間：

２４２２５００４

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円   171,100,000

研究成果の概要（和文）：長鎖脂肪酸を高選択的に水酸化するシトクロムP450BM3 に，パーフルオロアルキルカ
ルボン酸（PFC）を疑似基質として取り込ませると，ガス状アルカンやベンゼンを酸化できることを明らかにす
るとともに、PFCのカルボキシル基をアミノ酸で修飾した第二世代のデコイ分子がガス状アルカンの水酸化活性
を大幅に向上させることを見出した．また、過酸化水素駆動型P450の活性部位に、変異導入によってグルタミン
酸を配置して基質の長鎖脂肪酸が結合した状態を疑似的に再現すると、非対象基質を水酸化できることを明らか
にした。酸素分子を活性化する通常のP450を過酸化水素駆動型に変換できることを合わせて見出した。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome P450BM3 (P450BM3) isolated from Bacillus megaterium catalyzes the
 hydroxylation of long-alkyl-chain fatty acids. We have demonstrated that even wild-type P450BM3 can
 catalyze the hydroxylation of gaseous alkanes such as ethane and propane as well as benzene by 
using perfluorinated carboxylic acids (PFCs) as decoy molecules.　We also have demonstrated that 
N-perfluoroacyl amino acids strongly activate wild-type P450BM3 for the hydroxylation of inert 
alkanes. Furthermore, we showed that substrate-binding-state mimics of hydrogen peroxide-dependent 
cytochrome P450s prepared by one-point mutagenesis are able to catalyze monooxygenation of 
non-native substrates. The same mutation was also effective in introducing peroxygenase activity 
into P450BM3 and P450cam, indicating that a variety of peroxygenases based on P450s can be 
constructed by one-point mutagenesis.

研究分野：生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
炭素資源として近年注目を集めている天然
ガスの主成分であるメタンやエタンは，不活
性なため，合成反応に利用可能な誘導体への
変換が求められている．特に水酸化が注目さ
れているが，現在用いられているアルコール
への変換プロセスは，高温・高圧など過酷な
反応条件が必要となるため，より温和な条件
で反応が進行する酵素および改変酵素によ
る物質変換法の開発が求められている． 
２．研究の目的 
不活性な小分子アルカン類の水酸化反応を
温和な条件下で触媒する強力な反応系を開
発することを研究目的として，ヘムと呼ばれ
る鉄ポルフィリン錯体の一種を活性中心に
有する酸化酵素のシトクロム P450 (P450) に
着目した．P450は，自然界に幅広く存在する
ヘム酵素で，常温・常圧の温和な条件下で不
活性な有機基質の水酸化反応を触媒する．し
かしながら，酸化活性が高く，触媒としての
利用が期待できる細菌由来の P450 は，基質
選択性が高く，それらが対象とする基質以外
の基質との反応効率は非常に低く，バイオ触
媒として利用するためには，高い基質特異性
を変換する必要があった．本研究では，メタ
ンやエタンなどの小分子アルカン類の水酸
化反応を温和な条件下で触媒する強力な人
工金属酵素とその反応系を開発することを
研究目的として，P450の基質特異性の変換や
反応活性向上のための活性中心の合成金属
錯体による置換を行った． 
３．研究の方法 
P450は，対象とする基質が活性部位に取り込
まれることを「トリガー」として反応が進行
する巧妙な仕掛けが施された酵素であるた
め，対象とする基質とは構造が大きく異なる
有機分子では，P450 のスイッチは「ON」の
状態とはならず，それらの酸化反応はほとん
ど進行しない．P450 のスイッチを「ON」の
状態とするために，対象とする基質と構造が
似た「疑似基質」を P450 に取り込ませるこ
とで，反応のスイッチを強制的に常に「ON」
状態にすることができ，様々な基質を酸化可
能になることを利用する反応系の開発と改
良を行った．また，P450の活性中心のヘムを
簡便に合成金属錯体に置換することにも取
り組み，鉄制限培地では大腸菌がヘムを生合
成できないことを利用する手法と，ヘムを強
く結合するミオグロビンをヘム除去剤とし
て利用にする手法を新たに開発した。 
４．研究成果 
(1) 疑似基質による P450BM3 の誤作動誘起
とガス状アルカンとベンゼンの水酸化反応： 
P450BM3は，巨大菌由来のヘム酵素で，長鎖
脂肪酸のアルキル鎖末端部分を水酸化する．
P450BM3の酸化活性種生成反応では，長鎖脂
肪酸の取り込みが反応を開始するトリガー
になっていて，長鎖脂肪酸が P450BM3 の適
切な位置に取り込まれた場合にのみ酸化活
性種を生成するように設計されている．長鎖

脂肪酸の末端を含めたすべての水素原子が
フッ素原子に置換されたパーフルオロアル
キルカルボン酸を疑似基質（デコイ分子）と
して取り込ませると P450BM3 が誤作動し，
エタンやプロパンなどのガス状アルカンや
ベンゼンやトルエンなどの長鎖脂肪酸とは
構造が大きく異なる基質を酸化できること
を明らかにした（図 1）． 

図１ P450BM3 による長鎖脂肪酸の水酸化反応（上）
と疑似基質存在下でのエタンの水酸化反応（下） 
 
(2) 次世代疑似基質の開発と P450BM3 によ
るガス状アルカンの水酸化反応：疑似基質を
用いる非対象基質の水酸化活性は，P450BM3
本来の長鎖脂肪酸の水酸化活性と比較する
と低く，P450BM3の高い触媒活性を十分に引
き出すことはできていなかった．長鎖脂肪酸
のカルボキシル基をグリシンで修飾すると
P450BM3により強く結合し，より高効率に水
酸化されることが報告されていた．そこで，
パーフルオロアルキルカルボン酸のカルボ
キシル基をアミノ酸で修飾した第二世代の
デコイ分子（図 2）を設計・合成した．第二
世代のデコイ分子では活性が大幅に向上し，
パーフルオロノナン酸をロイシンで修飾し
た PFC9-L-Leu が最も高い酸化活性を示し，
プロパンの水酸化は毎分 256回転，エタンの
水酸化は，毎分 45 回転で進行することを明
らかにした．さらに，パーフルオロノナン酸
をトリプトファンで修飾した PFC9-L-Trp を
取り込んだ状態の P450BM3 の結晶構造解析
にも成功し，疑似基質の末端のパーフルオロ
アルキル鎖は，活性部位には届いていないこ
となどを明らかにした．また，修飾するアミ
ノ酸の側鎖構造の違いにより，酸化活性が大
きく変化することを示した． 

図２ 第一世代疑似基質と第二世代疑似基質の構造 
 
 



(3) 高濃度酢酸存在下での過酸化水素駆動
型 P450 による非対象基質の酸化反応：酸素
分子を活性化する通常の P450 の反応では，
高価な還元剤である NAD(P)H が消費されて
しまうのとは対照的に，P450SPαと P450BSβは，
過酸化水素を利用して長鎖脂肪酸を水酸化
する．基質のカルボキシル基が酸化活性種の
生成に不可欠であるため，カルボキシル基を
持たない基質に対する酸化活性はほとんど
ない．非対象基質（メトキシナフタレン）の
酸化反応活性を酢酸濃度を変化させて調べ
たところ，高濃度酢酸条件下で反応が進行す
ることを明らかにした（図 3）．酢酸を添加し
ない場合には，まったく反応が進行しないの
に対し，酢酸濃度を上げていくと反応が進行
する．スチレンのエポキシド化反応は，１
mol/Lの酢酸溶液中で毎分 590 回転で進行し
た．活性部位に存在するカチオン性のアルギ
ニン残基と酢酸が相互作用し，酸化活性種が
生成されていると考えられる．酢酸をデコイ
分子として用いる手法は，ほとんどの過酸化
水素駆動型 P450 対して有効な汎用性の高い
手法と考えられる． 

図３ P450SPα（▲）と P450BSβ（〇）によるメトキシナ

フタレンの水酸化活性と酢酸濃度の関係 
 
(4) 過酸化水素駆動型 P450 への変換法の開
発：高濃度の酢酸存在下や鎖長の短いアルキ
ルカルボン酸などの疑似基質存在下では，長
鎖脂肪酸以外の基質を酸化できることを明
らかにしたが，さらに，酵素単体でも長鎖脂
肪酸以外の基質を酸化できる変異体の作製
に成功した．カルボキシル基を側鎖に有する
グルタミン酸やアスパラギン酸を，部位特異
的アミノ酸置換によりヘム近傍に導入した
過酸化水素駆動型 P450 の変異体が, スチレ
ンやインドールを酸化できることを明らか
にした．さらに，同じ変異導入が酸素分子を
利用する一般的な P450 に対しても有効で，
たとえば，P450BM3 と P450cam が過酸化水
素駆動型の触媒活性をまったく示さないの
に対して，これらの対応する変異体が，過酸
化水素を酸化剤とする非対象基質の酸化反
応を触媒できることを明らかにした．ランダ
ムミューテーションを繰り返す分子進化工
学的手法により，いくつかの過酸化水素駆動

型の P450 が作成されているが，変異導入さ
れたアミノ酸には規則性はみられないため，
目的の P450 を過酸化水素駆動に変換するた
めには膨大な時間をかけて毎回ランダムミ
ューテーションを繰り返す必要がある．一方
で，今回報告した手法では，ヘム近傍の僅か
一残基のアミノ酸を置換するだけで過酸化
水素を利用可能な P450 を創り出すことがで
きる．ほとんど全ての P450 に適用可能な汎
用性の高い手法として確立できると考えて
いる． 
(5) ミオグロビンをヘム除去剤とする過酸化
水素駆動型 P450 のヘム置換：過酸化水素駆
動型 P450 のさらなる酸化活性の向上を目指
し，活性中心のヘムを合成金属錯体に置換す
る新規手法を開発した．ヘム蛋白質の合成金
属錯体による再構成は，ヘム蛋白質を酸性条
件で変性させ，有機溶媒によってヘムを抽出
したのち，変性蛋白をリフォールディングし
て合成金属錯体を挿入するのが一般的な手
法であるが，酸性条件で有機溶媒を使用する
ヘム除去過程で，不可逆的な変性体を形成す
るヘム蛋白質にはこの手法が適用できない
ため，過酸化水素駆動型 P450 のヘムの合成
金属錯体への置換は不可能であると考えら
れていた．ヘムを取り除いたアポミオグロビ
ンをヘム除去剤として利用すると，温和な条
件下で過酸化水素駆動型 P450 ヘムを取り除
くことができることを明らかにした．アポミ
オグロビンを用いる手法では，蛋白の二次構
造を保った状態でヘムを取り除くことがで
き，さらに，合成金属錯体を取り込ませるこ
とで，合成金属錯体を活性中心とする人工金
属酵素を作製可能であることを明らかにし
た． 

図４ アポミオグロビン(apo-Mb)による過酸化水駆動
型P450 (P450BSβ)のヘムの除去とマンガンを有する合成
金属錯体(MnPPIX)による P450BSβの再構成 
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