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研究成果の概要（和文）：大気又は排出CO2を固体炭酸として貯蔵するCCS技術が注目を浴び低コストを実現する触媒開
発が待望される.本研究ではCaCO3を主成分とする貝殻の形成にCa2＋結合型炭酸脱水酵素が関与することに着目,本酵素
の3つの性質「低濃度CO2選択的捕捉する特異性/高いCO2水和触媒能/Ca2＋結合能」による貝殻形成に係る仕組みが適切
に模倣されれば,CO2を効率的にCaCO3結晶に転換する仕組みを開発することが可能となる.今回,高活性酵素変異体と新
たに見出した結晶析出法を利用,固体炭酸形成反応を高効率化し,同時に本酵素触媒機構から中心的機能を抽出し,実用
性の高い触媒モジュール開発を目的とする研究を行った.

研究成果の概要（英文）：A shellfish carbonic anhydrase having Ca2+-binding site has a relation to the 
formation of shell that has CaCO3 as a principal component. If the manner concerning the shell formation 
can be appropriately mimicked, it is possible to develop a critical method, in which CO2 is efficiently 
converted into CaCO3 crystal where ubiquitous calcium ions are seen, in the CO2 capture and storage (CCS) 
technology. In this study, we are focusing on three characters of the CA enzyme: 1) the specificity to a 
low concentration of CO2, 2) the high ability of CO2 hydration, and 3) the Ca2+ binding affinity, to 
construct a catalytic module.

研究分野： 生体触媒科学　生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 大気又は排出 CO2 を固体炭酸として貯蔵す
る CCS(CO2貯蔵回収)技術が注目を浴び，低コ
ストを実現する触媒開発が待望されていた．
その頃，植物の光合成前段階における炭素源
取込み，動物の呼吸に係る体液中 CO2の運搬•
排出，骨/貝殻/卵殻等の固体炭酸形成といっ
た 無機－有機間炭素授受の効率的な仲介に
携わる炭酸脱水酵素(Carbonic Anhydrase, 
CA, これは CO2 を HCO3

－に転換する水和反応
を触媒する)について，報告者は研究を行っ
ていた.特に，CA の中で最も活性の高いヒト
由来 II 型酵素(hCAII)に，分子生物学的手法
や NMR法といった生物物理化学手法を適用す
ることによって，その触媒機構の 解明に係
る研究報告を行い，そのことから（Shimahara 
et al, JBC, 2007, 282, 9646-9656），本酵
素研究の重鎮 Silverman の総説（Silverman & 
Mckenna, Acc. Chem. Res. 2007, 40, 669-675, 
Mikulski & Silverman, BBA, 2010, 1804, 
422-426）に紹介され，広く世界に知られる
ようになり,その触媒機構について計算科学
手法を適用するといった研究展開を行って
いた． 
 そのような研究の中，組換え DNA 技術によ
って活性の高い hCAIIを実際に大量調製する
ことが可能であったことから，排出 CO2 問題
について実質的な解決策があるのでは,と考
えられた．実際，そこでは，大気中の CO2 を
人為的に捉え水の中で HCO3

－に変換するとい
ったことは容易いものであった．しかし，こ
れを CCS 技術に応用することを考えたとき，
水溶液中の HCO3

－を放っておくと自然に CO2

に戻りまたそれが大気に返るといった性質
から，CO2の「捕捉」について効率的であって
も「貯蔵」について問題があることが露とな
っていた．そのような中，報告者は CaCO3 を
主成分とする貝殻の形成に貝由来 Ca2+結合型
炭酸脱水酵素が関与すること，その Ca2+結合
部位の構造や性質は未だ深く研究されてい
ないことに着目した (Miyamoto et al., PNAS 
1996, 93, 9657-9660, Zool. Sci., 2005, 22, 
311-315). そこでは，生物物理化学手法を用
いてそのような構造や性質を調べた上で，こ
の酵素が貝殻形成に関わる仕組みを適切に

模倣するならば，CO2を効率的に CaCO3に転換
する触媒/仕組みを開発することが可能とな
ると考えられた.そこではその「貯蔵」の問
題が安価な Ca2+によって克服されるだろうと
予想され，研究を開始することとした． 
 
２．研究の目的 
貝由来 Ca2+結合型炭酸脱水酵素ナクレイン
(Nacrein)は，−GXN−(X = D, N, Y, or E)か
らなるトリペプチド 27 回繰り返しアミノ酸
配列を有する Ca2+結合部位(CalB)をもつこと
が知られている．それ以外の配列について他
の CA ア イソザイムと比較すると，hCAII が
属するグループと同じ II 型の配列を有して
いることがわかる(下図)． 

しかし，その水和活性は，hCAII の１/100 程
度 と低い．一方，組織学的解析から mRNA は
殻に接する外套膜の端に偏在し，その産物が
殻に微量に存在することが知られている．こ
れまで試験管内にナクレインが存在すると
CaCO3 の結晶形成が抑制されるとの見解が報
告され，ナクレインが貝殻形成に必要な
CaCO3 の沈着に何らかの形で携わっているこ
とが示唆されている．そこで，CO2を効率的に
CaCO3に転換するために，ナクレインや hCAII，
CalB を調製し，CO2水和反応／CalB の機能と
CaCO3 の析出との間の関係に関する知見を得
ること，最終的に実用性の高い触媒モジュー
ルの開発を行うこと目的とする研究を行っ
た． 
 
３．研究の方法 
(1) 貝殻から抽出したナクレイン含有水溶
性画分の性質と結晶析出 
(2) 酵素，CalB 蛋白質及びキメラ蛋白質調製 
①人工遺伝子合成法による CalB 遺伝子合成 
②部位得意的変異法による hCAIIより高い活
性をもつ変異体遺伝子の作成 
③高活性 hCAII 変異体-CalB キメラ蛋白質を
コードする遺伝子の作成 
④大腸菌遺伝子大量発現系による hCAII，高
活性 hCAII 変異体，CalB，hCAII 変異体-CalB
キメラ蛋白質，高活性 hCAII 変異体-CalB キ
メラ蛋白質の調製 
⑤得られた蛋白質を高度に精製する手法の
確立（本研究費により HPLC を購入） 
(3)アッセイ系の確立 
①触媒反応を分光学的にアッセイする手法
の確立（本研究費により紫外可視分光光度計
を購入） 
②電極を用いた溶液中二酸化炭素濃度を測
定する手法の確立 
③中空糸繊維を使ったナノバブル CO2 溶液作
成方法の確立 排出二酸化炭素を固定化する CCS 技術の開発
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④電極を用いた溶液中 Ca2+濃度を測定する手
法の確立 
⑤NMR 法による酵素の活性部位側鎖の解析 
(4) 構造的知見の取得 
①X線結晶構造に基づく計算化学的手法適用 
②分光学的手法（NMR，CD 法）による調製蛋
白質の解析 
(5) (2)や低分子を用いた実用性の高い触媒
モジュールの開発 
 
４．研究成果 
報告者は，(1)の方法により，貝殻から抽出
したナクレイン含有水溶性画分について実
験を行い，CaCO3結晶を析出させる方法を見い
だし，(2)によって調製した蛋白質によって
これを(3)の系のもとに再現した.そこで
(3)-⑤では，特許を出願するに至った．(4)-
①より，ナクレインにおける水和反応の活性
部位と CalBが近接していることが 予想され
(下図，hCAII の構造においてループの位置

に CalB が挿入されていることから)， (4)-
②より，CalB は，α ヘリックスや βシート
といった二次構造をもたず，Ca2+濃度依存的
なシグナルの変化をもつことから，EDTA 様の
配位結合を有することが示唆された．(5)に
おいて，下図のようなモジュールの実用性を
明らかとし た． 
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