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＜ポイント＞ 

◇天然の非ヘム金属酵素※1にみられる共通金属結合モチーフ 2-His-1-carboxylate※2を持つ 

 人工金属酵素を簡便に創製することに成功。 

◇天然酵素にも見られる金属イオンの位置遷移が、本研究で創製した人工金属酵素でも観測。 

◇本研究で創製した人工金属酵素の反応機構を詳細に解析することで、天然酵素の反応メカ 

 ニズム解明に繋がることが期待。 

 

＜概要＞ 

 大阪公立大学大学院 農学研究科 藤枝 伸宇教授らの研究グループは、天然の非ヘム金属酵

素にみられる共通金属結合モチーフ 2-His-1-carboxylate を持つ人工金属酵素を簡便に創製

することに成功しました。 

 近年、酵素を用いた物質生産は環境にやさしい技術として注目されています。しかし、化

学工業に展開可能な反応を触媒する天然酵素は少なく、人工的に酵素を創製することが求め

られています。 

 本研究により、高い立体選択性※3 を持つ人工金属酵素を簡便に創製できることが明らかと

なりました。また、この人工金属酵素では天然酵素に見られる金属イオンの位置遷移が観測

されたことから、未解明な部分が多い天然酵素の反応メカニズム解明の一助となることが期

待されます。 

 本研究成果は、2023 年 3 月 13 日に、国際学術誌「Chemical Science」のオンライン速報

版に掲載されました。 

 

高い立体選択性を持つ人工金属酵素の簡便な創製に成功！ 

～天然酵素のメカニズム解明に期待～ 

農学研究科 生命機能化学専攻 教授 藤枝 伸宇（ふじえだ のぶたか） 

研究分野：タンパク質酵素有効活用・人工酵素設計法・生物無機化学 

 

■コメント 

 反応部位が柔軟な非ヘム金属酵素を作り出すことに成功しました。 

金属酵素の分子設計は難易度が高く、計算科学が発達した今も自在 

に行うことはできません。本研究を発展させることで、温和な条件 

下で活躍するさまざまなバイオ触媒が生み出されていくことを期待 

しています。 



＜研究の背景＞ 

 細胞内ではさまざまな酵素が働いて、化学・位置・立体特異的で非常に難しい反応がいと

も簡単に実現しています。こういった酵素を人工的に作り出すことができれば、持続可能で

環境に優しい物質生産につながります。ただ、酵素の反応メカニズムは未解明なことが多く、

思いのままに設計することはできません。そのため、簡便に酵素を作り出す方法が求められ

ています。本研究グループでは、これまで分子量が 1 万程度の小さな耐熱性の金属結合タン

パク質を作り直すことで人工金属酵素を創製してきました。 

 

＜研究の内容＞ 

 本研究では、はじめに金属イオンが直接アミノ酸残基に配位した天然の非ヘム金属酵素に

みられる共通金属結合モチーフである 2-His-1-carboxylate を持つ人工金属酵素を創製しま

した。この人工金属酵素は、4 つのヒスチジンからなる金属結合サイトを持っており、これら

4 つのアミノ酸部位に変異導入することでさまざまな金属配位構造を創出することができま

す。 

 そこで、1 つのヒスチジンをアラニン、もう 1

つのヒスチジンをグルタミン酸に変異させるこ

とで、12 種類の 2-His-1-carboxylate をもつタン

パク質ライブラリーを作製しました。ベンチマ

ーク反応として、アザカルコンとアセト酢酸メ

チルを用いたマイケル付加反応※4 でそれらのラ

イブラリーをスクリーニングした結果、

H52A/H58E という変異体に銅イオンを結合さ

せた酵素において最も良い立体選択性を達成し

ました(図 a)。 

 次に、この人工金属酵素の選択性を明らかに

するため、X 線結晶構造解析により金属結合サイ

トを解析しました。その結果、2 つのヒスチジン

と 1 つのグルタミン酸が銅イオンに結合してお

り、銅イオンに由来する電子密度が 2 つ観測さ

れました(図 ab)。 

 

 続いて、基質であるアザカルコンとドッキングシミュレーション※5 を行った結果、この 2

つの銅イオンのうち金属結合サイトから少しはみ出している方の銅に結合する可能性が示唆

されました。つまり、基質が結合しやすいところまで銅イオンが動くことによって選択性が

最大となったと考えられます(図 c)。こういった金属イオンの位置遷移は天然酵素でも見られ

ており、この人工金属酵素の反応機構を詳細に解析することで天然の酵素に関する知見をよ

り深めることが期待されます。 

 

＜期待される効果・今後の展開＞ 

 本研究により我々の手法が効率よく、高い立体選択性をもつ人工金属酵素を創製する手法

であることが示されました。さらに、人工酵素金属を作り出すことによって天然酵素の反応

メカニズム解明のヒントを得る可能性を示しました。 

本研究成果を基盤として更に研究を展開することで、さまざまな反応を触媒する人工酵素が

生み出されると考えられます。また、この酵素を組み合わせることで、環境にやさしい物質

変換系が構築できると期待されます。 

 

 

 

 

図 新規人工金属酵素の結晶構造と推定反応機構 
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＜用語解説＞ 

※1 非ヘム金属酵素：遷移金属イオンが直接アミノ酸残基に配位した活性中心をもつ酵素の

こと。ヘモグロビンなどに含まれるヘム鉄とは異なることから非ヘムと名付けられた。 

 

※2 2-His-1-carboxylate：2 つのヒスチジンとカルボン酸（グルタミン酸とアスパラギン酸）

からなるもので、特に facial 配位構造をとるものは配位アミノ酸が逆側に広い基質結合サイ

トをもたらし、酵素活性の促進をすると考えられています。 

 

※3 立体選択性：分子内での化学反応において、反応に参加する分子の立体構造によって反

応速度や反応生成物が変化すること。高い立体選択性は、酵素の立体構造が非常に複雑であ

ることによって実現されます。 

 

※4 マイケル付加反応：,-不飽和カルボニル化合物に対して求核剤を1,4-付加させる反応。 

 

※5 ドッキングシミュレーション：低分子と生体高分子（タンパク質など）間相互作用にお

ける複合体の安定構造をコンピュータ上で推測する方法。 
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