
１．はじめに

私たちの体の中にはたくさんの金属酵素と呼ばれ

るタンパク質が存在し、私たちの生命活動を支えて

いる。金属酵素は、金属イオンを含む酵素を意味し、

多くの場合、この金属イオンが酵素反応と直接関係

している。例えば、体の中の鉄分が足りなくなると

貧血を起こすのも、赤血球中のヘモグロビンと呼ば

れる金属タンパク質が関係している。私たちが必要

とする金属イオンは、鉄、銅などわずか十数種類だ

が、金属酵素が行う反応の種類は莫大な数になる。

どうしてわずかな金属イオンからこんなにたくさん

の種類の反応ができるのであろうか？　私たちの研

究グループでは、この問題に答えるため金属酵素が

どのようなからくりで働いているかを分子レベルで

研究している。金属酵素の研究と聞くと生化学のよ

うに思われるが、酵素も１つの分子であり、生体内

の分子科学である。ここでは、私たちのグループが

行ってきた酸素活性化に関わる金属酵素の研究を紹

介する。

２．金属イオンの電子状態が酵素の反応場の形を

決める

私たち地球上の生物の多くは、呼吸により酸素を

体内に取り入れて生活している。体内に取り込まれ

た酸素は、生活のエネルギーを作るため、体内に侵

入してきたバイ菌をやっつけるため、生理活性物質

の合成や代謝などさまざまな目的に使われる。生物

が酸素をさまざまな目的に使うために多くの金属酵

素が働いる。その一例としてカテコールジオキシゲ

ナーゼの活性中心のＸ線結晶構造解析を図１に示し

た。この酵素は、地中のバクテリアの中で酸素活性

化を行い芳香環の代謝過程に関わっている。活性中

心には鉄イオンがあり、ここで反応が起こる。鉄イ

オンには、チロシン残基のフェノレート基が２つ、

ヒスチジン残基のイミダゾール基が２つ、水分子が

１つ配位し、全体として三角両錐の特異な構造をと

っている。私たちのグループでは、この酵素の活性

中心の構造と酸素活性化機構の関わりを解明するた

め、この活性中心のモデル化を試みた。この酵素の

モデル錯体を作るために、サレンに着目した。サレ

ンは、１分子内にフェノレート基を２つ、イミン基

を２つもち、酵素と類似の活性中心をとることが期

待できる。しかし、サレンは平面性の高い配位子で

あるため、分子間相互作用によりダイマーを容易に

形成してしまう問題があった。酵素では、タンパク

質が活性中心を分子間相互作用から保護している。

そこで、立体的にかさだかいメシチル基（2,4,6-ト

リメチルフェニル基）をサレン配位子の周囲に導入

し、酵素のタンパク質のように活性中心を保護する
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図１ カテコールジオキシゲナーゼの活性中心の
構造



ことを試みた。図２（ａ）に示すような立体障害を

もつサレン鉄錯体の合成を行った。酵素と同様に水

分子が配位したサレン鉄錯体を合成し、その構造を

Ｘ線構造解析した。結果を図２（ｂ）に示したが、

サレンに導入したメシチル基が活性中心を分子間相

互作用から保護していることがわかった。さらに興

味深いことに、この錯体の配位構造はこれまでに報

告されているサレン鉄錯体とは大きくことなり、平

面構造から大きく歪み、酵素と類似の三角両錐構造

になっていることがわかった。配位子を酵素のもの

と類似させたら、配位構造までも似る結果となった。

どうしてサレン配位子が大きく歪み、三角両錐構造

になったのであろうか？　今回サレンに導入したメ

シチル基同士の立体反発による歪みと考えられたの

で、さらにこの配位子を使ってこれまで多く報告さ

れている塩素イオン錯体を合成した。構造解析を行

って結果、塩素錯体は水錯体ほど歪んでおらず、む

しろこれまでのサレン錯体と同様の四角錐構造であ

ることがわかった。この結果は、水錯体が三角両錐

構造をとるのはメシチル基の立体障害でないことを

示した。そこで次に水配位子の影響を検討するため、

さらにいくつかの錯体の構造解析を行った。図３に

外部配位子とサレン錯体の構造ひずみの関係を示し

た。興味深いことに、サレン錯体に配位する外部配

位子のドナー性が大きくなるにつれ、錯体の歪みが

大きくなることがわかった。つまり、錯体の立体的

な要因で歪んだのではなく、電子的な要因で歪んだ

ことを示した。これをさらに検証するため、置換基

のないサレン錯体のＤＦＴ計算を行い、最適構造を

求めてみた。結果は、先の実験結果と一致し、構造

歪みが電子的な要因によることを支持した。水分子

からの電子供与が dz2軌道のエネルギーを上昇させ

たため、それを補うために dx2–y2軌道のエネルギー

を低下させる必要があり、結果として配位子が三角

両錐構造に変化したと考えられた。今回の結果は、

カテコールジオキシゲナーゼの三角両錐構造がタン

パク質からの立体的な要因によるものではなく、鉄

イオンに配位した水分子の電子的な要因によること

を示した。さらにこの水配位子は、酵素反応にも関

係していると考えられる。水配位子からの電子供与

は、基質からの電子移動を起こりにくくするため、

酵素反応を阻害する。基質の配位による水配位子の

解離が、酵素反応の進行には必須であると考えられ

る。
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図２ カテコールジオキシゲナーゼのモデル錯体（a）
とそのＸ線結晶構造（b）

図３ 外部配位子とサレン錯体の構造ひずみの関係
縦軸は τ値を示し、０が四角錐構造、１が
三角両錐構造であることを示す。横軸は、
外部配位子を示す。Cl：塩素錯体、OEt：
エソキシド錯体、H2O：水錯体、PCD：カ

テコールジオキシゲナーゼ
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３．タンパク質が作る水素結合ネットワークが酵素

機能を制御する

金属酵素の活性中心にある金属イオンは、金属酵

素にとっては必須であるが、金属イオンの力だけで

酵素反応はできない。実際、鉄錯体を使った酸素の

活性化は非常に困難であり、たとえ酸素活性化して

もその反応性を制御できず、酵素のような選択的な

反応はできない。酵素が酵素たる所以は、やはりタ

ンパク質にある。ここではヘムオキシゲナーゼとい

う私たちの肝臓で胆液を作っている酵素を題材に、

酸素活性化や酵素の機能制御にタンパク質がどのよ

うに関わっているかを研究した成果を報告する。

ヘムオキシゲナーゼは、私たちの肝臓や脾臓、さ

らには脳や睾丸に多く存在する。肝臓や脾臓にある

酵素は消化液の一つである胆液を作ることに関わり、

脳や睾丸にある酵素は生体内情報伝達物質である一

酸化炭素の合成に関わっていると考えられている。

興味深いことに一酸化炭素は私たちの体には有毒で

あるにもかかわらず、体の中で合成されて情報伝達

（たとえば概日リズム）にかかわっている。ヘムオ

キシゲナーゼは、約３０年前に初めて生体細胞から

単離され、研究が進められてきたが、多くの不明な

点があった。その一つに、この酵素がいかにして酸

素を活性化しているかという点であった。私たちは、

ヘムオキシゲナーゼの活性中心にあるアミン酸残基

がこれに関わっていると考え（図４）、それらのミ

ュータント酵素を作成した。図４に示すように、ス

レオニン-135、アルギニン-136、アスパラギン酸-

140、セリン-142をそれぞれアラニンに置換したミ

ュータントを作成し、それらの酵素機能を研究した。

その結果、アスパラギン酸-140が酵素機能を支配す

るアミノ酸残基であることを見いだした。さらに、

アルパラギン酸-140をグルタミン酸、アスパラギン、

ロイシン、フェニルアラニンに置換したミュータン

トの作成を行い、詳細な研究を行った結果、アスパ

ラギン酸は酸素分子活性化に必要なプロトンを供給

していることが明らかとなった。図５に本研究によ

る酸素活性化機構を示す。ヘムオキシゲナーゼに取

り込まれたヘムは、鉄３価から鉄２価に還元された

後、酸素錯体を形成する。アスパラギン酸-140は、

ヘム鉄に配位した酸素分子と直接水素結合を作るに

は遠く、水分子がこれらの間に入り水素結合ネット
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図４ ヘムオキシゲナーゼの活性中心の構造
タンパク質内のアミノ酸の配列はN末端か
らかぞえられる。たとえばThr-135はN末
端から135番目にスレオニンがあることを
意味する。
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水

図５　ヘムオキシゲナーゼによる酸素活性化機構

水素結合 プロトン移動 ここが反応
している



ワークを形成する。水素結合の存在により、酸素錯

体の還元電位は大きく上昇し、さらにもう一電子還

元を受けることができるようになる。実際、アスパ

ラギン酸-140をミューテンションして水素結合ネッ

トワークを切断すると、酸素錯体までは生成するが、

プロトンがないため次の電子が入らない。ヘム鉄に

配位した酸素分子は、還元酵素からさらに一電子も

らい、ハイドロパーオキソまで還元される。ヘム鉄

に配位したハイドロパーオキソは、水素結合により

ヘムのαメソ炭素方向に配向が固定される。そのた

め、生成したハイドロパーオキソはαメソ炭素だけ

を選択的に水酸化するのである。

この結果から次に、どうして酸素活性化をする酵

素が生体内にはいっぱいあるのにそれぞれの働きが

違うのだろう、という疑問がわいてくる。この疑問

に対する答えを探すため、これまで酸素活性化酵素

としてよく知られたチトクロームP450とヘムオキ

シゲナーゼを比較してみた。チトクロームP450は

種々の外部基質を水酸化できるが、ヘムオキシゲナ

ーゼのようにヘムを代謝できない。逆にヘムオキシ

ゲナーゼは、種々の外部基質を水酸化できない。何

が二つの酵素のそれぞれの機能を支配しているの

か？　図６にそれぞれの酵素の酸素活性化反応中間

体の構造を示した。チトクロームP450では、ミュ

ーテーションの実験からスレオニン残基とアスパラ

ギン酸残基が酸素分子活性化に必須であることが示

されている。これらの残基は近傍に存在する水分子

と水素結合ネットワークを形成して、ヘム鉄に配位

した酸素分子にプロトンを供給する。これは、先の

書いたようにヘムオキシゲナーゼの酸素活性化機構

と同じである。ところがチトクロームP450では、

スレオニンとアスパラギン酸の二つの残基が機能し

ているため、酸素分子にプロトンを供給する経路が

２つある。そのため活性化された酸素分子はO=O

結合の解裂により一方の酸素原子を水として放出す

ることができる。結果として鉄５価オキソ種を生成

し、これが非常に活性なため、そばにいる外部基質

を水酸化するのである。一方ヘムオキシゲナーゼで

は、アスパラギン酸-140しか水素結合ネットワーク

に関与していない。そのため、活性化された酸素分

子はO=O結合の解裂により水を放出し、鉄５価オ

キソ種を生成できない。したがって外部基質を水酸

化することができない。そのかわりにハイドロパー

オキソ種が近傍にいたヘムを酸化し、ヘム代謝へと

つながるのである。つまり、チトクロームP450で

は二本の手で酸素結合を引っ張るためO=O結合が

切れてしまうが、ヘムオキシゲナーゼでは一本の手

でしか引っ張れないためO=O結合は切れなかった

のである。結果としてこれが、これらの酵素の反応

を異なったものにしたと考えられる。酸素活性化を

行う金属酵素の機能は、水素結合ネットワークの形

態にあると考えられる。
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図６　ヘムオキシゲナーゼとチトクロームP450の酸素活性化反応中間体の構造の違い
（a）ヘムオキシゲナーゼ、 （b）チトクロームP450



４．おわりに

ここで紹介した研究の詳細は最後に示した文献を

参考ください。これらからさらに基礎的な研究を積

み重ねていき、自然のからくりの美しさの一部でも

見ることができればと思っている。また、酵素機能

発現に必要な因子がわかり、それらを組み換えるこ

とにより、酵素の機能を目的に応じて自由にコント

ロールできるようになればと夢見ている。

最後に、ここで示した研究を共に進めてくれた倉

橋拓也博士（助手）に感謝する。また、Ｘ線構造解

析をご指導いただいた戸村正章博士（ナノサイエン

スセンター）に感謝する。
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