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第一章
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　生体反応では、タンパク は三次構造を巧みに利用することにより反応制御

を行っている。活性中心にヘム（プロトポルフィリン IX）と呼ばれる補欠分子
族を持つヘムタンパク も活性中心のアミノ酸残基による反応制御によって、

一 子酸化反応、水酸化反応、 子伝達、O2 センサー、CO センサー等様々な
機能発現を可能にしている1,2。その中でもヘムタンパク による酸化反応とそ

の機構 明は、 年の環境問題から 常に注目されている研究分野の一つであ

る。

　ヘムタンパク を用いて、我々が希望する性 や反応活性を賦与する研究が

精力的に進められている。例えば、ヘムタンパク の反応制御のために、大き

く分けて 4 つのアプローチが取られている3。 それは、（1）合理的なデザイン
をタンパク 自身に行う方法4-16、（2）タンパク にランダムに変異が挿入され

るような実験系内の条件下で大腸菌を培養することで指向進化させる方法17-25、

（3）キメラタンパク や複合タンパク を作る方法26-31、（4）ヘムを化学修飾
する方法である32-35。（2）や（3）の方法では、反応を触媒している活性中心以
外の 位に変異が こりやすく、タンパク の不安定な構造が多く見られ、ま

た、 い活性を示すタンパク のスクリーニングに多大な時間と労力が必要で

あるという問題がある。一方、（4）の方法では補欠分子族を修飾するために多
段階の有機合成を行わなくてはならないという欠点がある。それに対し、（1）
の方法ではタンパク 環境を 位特異的アミノ酸置換により変化させ、活性中

心に目的とする機能を自由に付加できる潜在的な可能性を秘めている。従って、

方法（1）は、ヘムタンパク の酸化反応機構の 明やそれに基づいた人工

素の構築を行うためには優れた方法だと考えられる。この手法を用いた例とし

て、西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）に対し、本来の 素機能である一

子酸化 素から二 子酸化 素へと機能変換を みた研究がある36。HRP（図
1-1A）のヘム遠位側に存在する 41 位の Phe を Leu と Thr に置換した変異体
Phe41Leu HRP（F41L HRP）（図 1-1B）と Phe41Thr HRP（F41T HRP）（図 1-1C）
では、2,2’-アジノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS）や
グアイアコールの一 子酸化反応で、HRP とその変異体の Vmaxにほとんど差が

見られなかった。しかし、4 種 のアルキルフェニルスルフィドのスルホキシ

化では 2.3~18.3倍の Vmaxの向上が見られ、特に F41L HRPはメチルフェニルス
ルフィドを 97% ee(S)という いエナンチオ選択性で酸化することが見出された。

この成功から、ヘム環境を自在に変えることにより様々な 素機能賦与の可能
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図 1-1.  HRPの結晶構造 (A)と F41L HRP (B), F41T HRP (C)の推定構造。

図 1-2.  CcOの結晶構造(A)と L29H/F43H Mbの推定構造(B)。



6

性が示唆された。また、新しい反応場をヘム 傍に構築した例として、酸素貯

蔵体であるミオグロビン（Mb）を用い、シトクロム cオキシダーゼ（CcO）（図
1-2A）のヘム– 中心を構築した例がある13。CcO ではヘムの遠位側に存在する
3個の Hisが と結合していることから、Mbに存在する His64以外に Leu29と
Phe43を Hisに置換した Leu29His/Phe43His Mb（L29H/F43H Mb）（図 1-2B）は、
イオンと結合することによって、野生型の Mb に比べ酸素とシアンに対する
親和性が向上した。この Mbに対するヘム– 中心の導入は、CcO の Cu の役割
を検証する構造および機能モデルとして有効であると考えられる。また、ペル

オキシダーゼの機能モデルとして された Phe43His/His64Leu Mb（F43H/H64L
Mb）（図 1-3A）、Leu29His/His64Leu Mb（L29H/H64L Mb）（図 1-3B）の例もあ

図 1-3.  F43H/H64L Mb (A)、L29H/H64L Mb (B)、CcP (C)、HRP (D)の Fe—His間 離。



7

る9,37,38。これらの Mb 変異体は、シトクロム c ペルオキシダーゼ（CcP）（図 1-
3C）と HRP（図 1-3D）の活性中心の Fe–His間の 離がそれぞれ 5.6 Å39と 6.0 Å40

であることに注目し、His がこの 離と くなるようにアミノ酸置換を行った

ものである。実際、F43H/H64L MbおよびL29H/H64L Mbでは結晶構造からFe–His
が 5.7 Åと 6.6 Åとなり、それぞれ CcP、HRPの 離と い値が得られている。

また、m-クロロ過安息香酸（mCPBA）とこれらの変異体の反応では、酸化活性
種である鉄(IV) オキソ p-カチオンラジカル（compound Iと呼ばれ、以下 cpd I
と略記）を生成し、特に F43H/H64L Mb は過酸化水素と反応することで ABTS
やグアイアコールの酸化、スルホキシ化、エポキシ化などを い効率で触媒す

ることがわかった9,41。より 難度な酸化反応を触媒する例としては、シトクロ

ム P450cam（P450cam）があり、活性中心 傍に存在する Tyr96 との水素結合
によって基 である d-カンファーが固定され、選択的な基 挿入が達成されて

いる。基 をヘム 傍に取り込むという P450cam の活性中心（図 1-4A）を参
考に された Phe43Trp/His64Leu Mb（F43W/H64L Mb）（図 1-4B）は、43位
の Phe を Trp に置換、固定することで Trp の芳香環の位置選択的酸化も成功し
ている7,42。従って、多くの酸化反応を触媒する Mb 変異体を用いて、ヘム 素

による酸化反応機構の 明が可能であると考えられる。

　そこで本研究では、Mb の変異体の反応素過程を調べることによって、酸化
反応メカニズムの基礎的理 とヘムタンパク の機能変換の 指針の確立を

目指した。これまでの研究から、ヘム 素が酸化反応をおこなう上で、いくつ

図 1-4.  P450camの結晶構造（A）と F43W/H64L Mb（B）の推定構造。
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かの重要なポイントがあげられる。最初に、ヘムタンパク が酸化反応を行う

ために、酸化活性種である cpd Iを効率的に生成する必要がある。スキーム 1-1
に HRPにおける過酸化水素とヘムの反応によって cpd Iが生成する反応機構を
示すが、反応の第一段階は遠位側の His（His42）による過酸化水素のプロトン
の引き抜きであり、ヒドロペロオキシアニオン（HOO-）の生成による過酸化水

素の活性化のために、Hisが一般酸塩基触媒として存在している。HRPにおけ
る cpd Iの生成反応の速度論的重水素同位体効果が kH/kD = 1.6と小さな値を示
すことから43、一般酸塩基触媒が

cpd I生成で重要な役割を果たして
いることがわかる。同様にカタラ

ーゼでも His をヘム 傍に配置し

ており（人由来カタラーゼでは 75
位44）（図 1-5）、この His75が一般
酸塩基触媒として働き cpd I が生
成し、引き続き His75 が再度、過
酸化水素からプロトンを引き抜き、

不安定化したヒドロペロオキシア

ニオンが cpd Iによって酸化され、 図 1-5.  カタラーゼの活性中心構造。

スキーム 1-1.  HRPの cpd I生成の推定機構。

スキーム 1-2.  カタラーゼの cpd Iと過酸化水素の反応の推定機構。



9

酸素と水を生成すると考えられる（スキーム 1-2）44。しかし、ヘム遠位側に His
を持たない His64Asp Mb (H64D Mb)でも、cpd Iを生成するという報告があり10、

さらに 64位の Hisを Aspや Ala、Serなどに変えた Mb変異体で形成した cpd I
でも直接過酸化水素と反応し、休止状態に戻るということが知られている10,45。

こうした変異体における cpd I の生成機構を検討することによって、実際の
素系における、一般酸塩基触媒の役割を深く理 することが可能と考えられる。

また、カタラーゼの反応において、一般酸塩基触媒が過酸化水素のプロトンを

引き抜き、cpd Iの生成および cpd Iによる過酸化水素の分 反応を促進すると

いう本来の反応機構とは異なるプロセスも存在すると考えられるが、その詳細

についてはわかっていない。

　ヘム 素は、基 の酸化を円滑に進行させるために cpd I の反応制御を行っ
ていると考えられる。例えば、カタラーゼの場合、 配位子の Tyr と Arg の間
に水素結合（図 1-5）が存在する46。カタラーゼでは休止状態だけでなく、反応

中間体である cpd Iや compound II (cpd II (FeIV=O Por))でも結晶構造 析が行わ

れ46-48、ヘムの Feと結合する Tyrの酸素と Argの窒素との 離が、2.1 Å（休止
状態）、1.8 Å（cpd I）、2.8 Å（cpd II）と鉄の酸化状態により変化することがわ
かる。このことから、 配位子に対する水素結合ネットワークが、各反応ステ

ップでフレキシブルに動くことにより、Fe に対する Tyr の酸素からの 子的効

果が変化し、反応性を調節していると考えられるが、それを実験的に確かめた

例はない。

　上記に加えて、 素が特異的な反応

を行うためには、基 の取込みおよび

配向までを考えた固定が重要である14,49。

水酸化反応を行う代表的な 素である

P450cam では、基 である d-カンファ
ーの配向を制御するために Tyr96 が水
素結合を形成し、Val247 と Val295 が疎
水性相互作用している。こうして基

を固定することによって、 位特異的

に反応を行い 5-exo-ヒドロキシカンフ
ァーを生成する（図 1-6）49。Tyr96 を
Pheに置換した変異体では、野生型の

図 1-6.  P450camの活性中心構造。
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5-exo-異性体の収率を 1とすると 0.92に減少することが報告されている50。また、

Val295 をより側鎖の い疎水性アミノ酸である Ile に置換すると野生型で総生
成物の 82%の 5-exo-異性体が生成するのに対し、その選択性が 90％に上昇し、
Val247 と Val295 の両方を Ala に変えた変異体では逆に 73％へと減少すること
が知られている51。このように、P450cam では基 を固定化して、 位特異的

な酸化反応を触媒していることが理 できる。以上のことから、本論文ではヘ

ム 素による酸化反応の基礎的理 に（1）一般酸塩基触媒の作用、（2） 配

位子に対する水素結合の存在、（3）基 の結合様式が重要であると考え（図 1-
7）研究を行った。 以下、これら 3つのポイントについて詳細に述べて行く。

一般酸塩基触媒によるヘム 素の酸化活性制御

　ヘム 素による酸化反応サイクル（スキーム 1-3）では、過酸化水素のよう
な酸化剤や酸素分子と 子を効率良く反応させて cpd I を生成させる必要があ
る。Poulos と Kraut は CcP の結晶構造から、ヘム 傍に存在する His52 が過酸
化水素のプロトン受容体として働くと提唱し52、Erman らによる His52 を Leu
に置換した変異体の研究から、cpd I生成速度が 4.5 ¥ 107から 236 M-1s-1まで減

少することが知られている53。クロロペルオキシダーゼ（CPO）の場合、結晶

図 1-7.  ヘム蛋白 活性中心のイメージ図。
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構造（図 1-8）から Glu183がプロトンの授受を通して、 傍の His105と共同
的に一般酸塩基触媒として働き、cpd Iが生成すると考えられている54。すなわ

ち、ヘム 傍に存在する Hisと Glu
が一般酸塩基触媒として働くこと

により、過酸化水素をヒドロペロ

オキシアニオンとし、鉄への配位

を容易にしていると考えられる。

ヘム 傍の一般酸塩基触媒を取り

除いた HRP の変異体（His42Ala,
His42Val）や Mbの遠位側の His64
を取り除いた変異体では、cpd Iは
生成するものの、その速度は 常

図 1-8.  CPOの活性中心構造。

スキーム 1-3.  ヘム 素の酸化反応サイクル。ペルオキシダーゼ(A)。カタラーゼ
(B)。P450(C)。
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に い。そして、Mbの変異体による cpd Iの生成には、ヘム鉄(III) 傍が H2O2

に対して い親和性を有することが必要だと考えられている10。

　次に、スキーム 1-3 に示すように cpd I は一 子酸化反応、二 子酸化反応

および水酸化反応を行う。その中でもカタラーゼの行う二 子酸化反応である

過酸化水素の水と酸素への分 反応は、カタラーゼ以外では CPO55やカタラー

ゼ-ペルオキシダーゼ（KatG）56などで報告されているが、その反応性はカタラ

ーゼに比べ 常に低い。この cpd I と過酸化水素の反応は、モデル錯体による
研究から推定された機構（スキーム 1-4A）57と結晶構造の考察から提唱された

反応機構（スキーム 1-4B）44,58がある。しかし、スキーム 1-4A の反応機構に
ついては、CPK モデルで表示されたカタラーゼの cpd I の結晶構造に示される
ように（図 1-9）、cpd I の鉄原子に配位する酸素原子がほぼ鉄原子上 の空間

をおおっているために、脱プロトン化した過酸化水素が直接鉄に配位できる空

間的な余裕は存在しない。また、HRP の cpd I の反応では、一般酸塩基触媒は
水分子を介して、基 からプロトンの引き抜きを行い、生成した基 のアニオ

ンから cpd I への 子移動により一 子酸化が進行していると考えられている

（図 1-10）59。

スキーム 1-4.  Cpd I と過酸化水素の反応の推定メカニズム。錯体モデル(A)、結

晶モデル(B)。
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　一方、Mb のヘム 傍に存在し、一般酸塩基触媒として作用可能な遠位側の

His（His64）を取り除いた変異体、および HRP、CcP モデルとして作成した変
異体においてもカタラーゼ活性が報告されている9。これらの変異体では mCPBA
と反応させることにより cpd Iを生成させ、その後 cpd Iと過酸化水素の反応は、
吸収スペクトル変化あるいは酸素分子の発生から直接観測することが可能であ

る60。そこで、Mb の変異体で図 1-11 に示すように一般酸塩基触媒を持つ変異
体、持たない変異体を用い、この反応の活性中心環境の影 による反応素過程

の違いを速度論的に 析することにより、cpd Iと過酸化水素との反応で過酸化
水素の水素原子引き抜き機構を検証することにした。

図 1-9.  CPKモデルで表示されたカタラーゼの cpd I。

図 1-10.  HRPの cpd Iと基 の反応における推定構造。
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水素結合の役割

　多くの金属タンパク では、金属イオンに配位している原子への水素結合が

反応制御で重要な役割を果たしていると考えられている。ヘム 素も例外では

なく、図 1-12 に示すように HRP40、カタラーゼ61、P450cam62などにも同様の水

素結合が存在するが、その機能については良くわかっていない。特に興味深い

点は、カタラーゼの結晶構造から明らかなように、一般酸塩基触媒として働く

His61 から 配位子の Tyr343 まで水素結合ネットワークが形成されている点で
ある（図 1-13）。さらに、休止状態63、と cpd I48ではその水素結合の 離が異な

っている（図 1-14）。P450cam の結晶構造からも、5 配位と CO 体の 6 配位で
は 配位子を形成している Cys の硫 原子の水素結合の 離が変化しているこ

とがわかる（図 1-15）64。これらの違いは、触媒サイクルの各ステップで水素

結合を通してヘム鉄の反応性が制御されていることを示唆している。しかし、

このような反応機構に対する水素結合の効果を検証するのは難しい。

　今まで行われた研究の例として、P450cam の 配位子と水素結合を形成して

いる Leu358 を Pro に置換することにより 3 つ存在する水素結合の 1 つを欠損
させたものがあるが、シクロヘキサンやシクロヘキセン、スチレンを酸化させ

た結果、反応速度は上昇したものの副反応で生成する過酸化水素の量が野生型

図 1-11.  Mb によるペルオキシダーゼ,カタラーゼモデル。一般酸塩基触媒を持つモデ
ル（Mb F43H/H64L）(A)。一般酸塩基触媒を持たないモデル（Mb H64D）(B)。
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図 1-12.  ヘム蛋白 の 配位子に対する水素結合。カタラーゼ（A）。HRP（B）。P450cam（C）。

図 1-13.  カタラーゼの遠位側と 位側を結ぶ水素結合ネットワーク。



16

図 1-14.  カタラーゼの休止状態（A）、cpd-I（B）における 配位子に対する水素結合と

その 離。

図 1-15.  P450camの休止状態(A)および CO体(B)のヘム 位側構造と水素結合 離。
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に比べ、約 60％程度減少した65。また、モデル錯体を用い 配位子に対する水

素結合の数を変化させた研究がある。P450 のモデル錯体である(プロピネー
ト)(チオレート)鉄(III)錯体の場合、鉄に配位している硫 原子に対し、NH···S
水素結合のない錯体と 2つの水素結合を導入した錯体を比 すると、Fe–Sの
離は 2.299 Åが 2.356 Åと 0.057 Å伸び、Fe(III)´Fe(II)間の酸化還元 位は-0.68
が-0.35 に変化した66。同様にフェノレート配位子を持つ錯体の場合、鉄に配位

している酸素に対し NH···O 水素結合の有無で Fe–O の 離にはほとんど優位な

差は見られなかったが、Fe(III)´Fe(II)間の酸化還元 位は-0.63 が-0.49 に変化
した67。こうした結果は、 配位子に対する水素結合がヘムの鉄に対して作用

し、 子状態を変化させている事を示すものである。しかし、今までのような

位特異的アミノ酸置換による研究では、得られる情報が水素結合を行なうア

ミノ酸残基の有無による水素結合の重要性の理 に限定され、モデル錯体では

図 1-16.  カタラーゼの 位側構造（A）、Mbの 位側構造（B）及び 3つのMbデザ

イン（C）。
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配位子に対する水素結合の強さを容易に調節することができるが、構造がか

たく固定されてしまうため、反応のどの段階で水素結合が重要な役割を果たし

ているのかわからない。

　一方、Mb の変異体では 配位子に対し水素結合を形成するアミノ酸残基を

選ぶことが可能であり、 配位子に対する水素結合の効果を反応素過程の直接

観測で 明できる可能性がある。そこで、カタラーゼと Mb の 配位子がどち

らもa-ヘリックス上に存在することから（図 1-16A, B）61,68、Mbの 配位子を

Tyr に置換し、カタラーゼの 配位子と水素結合している Arg と同様の位置に
存在する Leu を Arg や Gln と置換し（図 1-16C）、 配位子に対する水素結合

の様式を変え、過酸に対する反応性を 析することにより、反応サイクル中に

おける水素結合の効果を検証することにした。

基 の固定化及び配向制御

　基 の固定および配向の制御は、 素反応の最大の特徴である基 特異性の

ために 常に重要である。例えば P450cam の基 複合体の結晶構造を検討する

と、水素結合や疎水性相互作用などの分子間相互作用によってヘム 傍に基

がしっかりと固定されることにより、不斉選択的水酸化反応を行うことが理

できる（図 1-6）49。また、 い不斉選択的スルホキシ化を行う CPO は、立体
障害と分子間相互作用で R/S選択性を決定していると考えられる54。

　選択性の賦与は HRPや Mbに変異を加えることでも可能である。表 1-1に示
したように、天然の HRP によるチオアニソールの不斉スルホキシ化では、77%
ee(S)であるが、アミノ酸置換を行った変異体である F41L HRPは、97% ee(S) と
いう いエナンチオ選択性を与え、逆に F41T HRPでは 10% ee(S)とエナンチオ
選択性は大きく減少した36。Mb の場合、野生型 Mb では 25% ee(R)であったエ
ナンチオ選択性が、L29H/H64L Mbでは 97% ee(R)と上昇が見られた37。何より

も注目すべき点は、エナンチオ選択性が H64D Mbでは 6% ee(R)と低いものの、
野生型 Mb の 580 倍の速度で反応を進行させることが可能であり、さらに変異
を加えた H64D/V68A Mbでは、反応速度をほぼ維持したままエナンチオ選択性
を 84% ee(R)まで上昇させることに成功している点である69。このようにアミノ

酸置換を行うことで、エナンチオ選択性及び反応性の制御が人工的にできるこ
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とがわかる。

　一方、Mb の変異体による様々な基 の不斉選択的スルホキシ化の系統的検

討から、エナンチオ選択性は活性中心での基 の立体障害により決まると提唱

された41。しかし、反応サイクルのどの段階で、エナンチオ選択性が制御され

るのかは不明であり、いまだ詳細な反応機構を理 したデザインには至ってい

ない。そこで、不斉認 機構を明らかにするために、メチルフェニルスルホキ

シドと似た構造を持つa-メチルベンジルアミンを遷移状態モデル（図 1-17）と
して用いることにした。速度論的 析を行ない、アミンのヘム鉄への結合速度

と 離速度の違いから、 離段階と結合段階のどちらのプロセスで不斉認 が

行われているか理 できると考えられる。そこで、H64D/V68A および
H64D/V68S Mb を用い速度論的 析により不斉認 機構を明らかにすることに

した70。

表 1-1.  ペルオキシダーゼとMbによるチオアニソールの酸化反応。

a: turnover numberと反応時間から 算した。

b: チオアニソール 5 mMにおける Km, Vmaxから 算した。
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論文の構成

二章　カタラーゼの反応サイクルの第二段階目の反応、すなわち過酸化水素を

酸化的に分 し、酸素分子と水に変換する過程で、一般酸塩基触媒によるプロ

トンの引き抜きが重要な役割を果たしていると考えられている。しかし、一般

酸塩基触媒を持たない Mb 変異体もカタラーゼ活性を示す。そこで、二章では
一般酸塩基触媒を持つ F43H/H64L Mbや触媒を持たない H64X (X = A,S,D) Mb、
さらにカタラーゼを用い、活性中心環境の影 を調べるために 2H でラベルさ
れた過酸化水素を用い、速度論による反応素過程の 析を行った。その結果、

一般酸塩基触媒を持つものは kH/kDが 2.1 という小さな値を示し、持たないもの
は kH/kDが 10 以上の大きな値を示し、トンネル効果によるものだと示したこと
から、それぞれイオン的な反応とラジカル的な反応の 2 種 の反応機構が存在

する事が確認された。

三章　カタラーゼでは、Feに配位した Tyrの酸素と 傍の Argとの間で水素結
合を形成していることがわかっている。この水素結合とカタラーゼ活性の関係

は未だ不明である。そこで、三章では 配位子への水素結合の影 を検討する

ために、Mb の 配位子の 93 位 His を Tyr に変え、水素結合を導入していない
変異体、水素結合を導入した変異体を作成し、ラマン分光により水素結合の強

さを測定し、酸素発生、ストップトフロー法を用い ABTSの酸化および mCPBA
との反応によるスペクトル変化の測定を行った。その結果、水素結合の有無に

図 1-17.  チオアニソールの酸化反応の遷移状態（A）とそのモデル（B）。



21

より酸素発生および mCPBAとの反応で違いが見られ、基 の結合および cpd I
の活性化の段階で 配位子に水素結合が作用していることが確認された。

四章　エナンチオ選択性は立体障害による配向の制御によって達成されると考

えられるが、反応サイクルのどの段階で制御されるのか不明であり、詳細な反

応機構の理 はされてはいない。そこで、四章では H64D/V68A および
H64D/V68S Mb を用い、チオアニソールの酸化反応の遷移状態モデルとしてa-
メチルベンジルアミンを用い、ヘム鉄に対するアミンの結合速度と 離速度の

速度論的 析を行った。その結果、結合速度にはほとんど差は見られなかった

のに対し、 離速度に大きな差が見られ、基 の 離段階で不斉認 が行われ

ていることを明らかにした。
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第二章

ミオグロビン変異体によるカタラーゼ反応の分子機構の 明
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2.1 序論

　カタラーゼは生体内に広く存在し、過酸化水素を水と酸素に分 するヘム

素である。反応サイクルは休止状態（FeIII）のヘムが過酸化水素と反応するこ

とにより開始され、cpd I（FeIV=O Por+•）と水を生成する（式 2-1A）。さらに、
cpd Iは過酸化水素と反応することで水と酸素を生成し、休止状態に戻る（カタ
ラーゼ反応）（式 2-1B）1,2。この反応は昔から良く知られているものの、カタ

ラーゼの cpd Iと過酸化水素の反応速度（k2）は、cpd Iの生成速度（k1）とほぼ

同じであるため、過酸化水素の分 過程を直接観測することが出来ない。その

ため、分子機構はまだ明白になっていない。また、カタラーゼの cpd I を定量
的に生成させるには、メチルヒドロペルルオキシドや過酢酸などのアルキル過

酸を用いる必要があるが、この時生成するメタノール等の生成物はカタラーゼ

の反応 害剤であり、カタラーゼ反応を 害することで cpd I の観測を可能に
している1,3,4。過酸化水素の分 反応を行なう他のヘム 素として、クロロペル

オキシダーゼ（CPO）5やカタラーゼ–ペルオキシダーゼ（KatG）6などが報告さ

れているが、その反応性はカタラーゼに比べ 常に低く、反応機構の詳細は不

明のままである。

　一方、ミオグロビン(Mb)は筋肉中で酸素を貯蔵しているタンパク であるが、

ヘムタンパク の活性中心環境の構造的、機能的モデルとして 常に有用なタ

ンパク として、多くの研究が行われている7-14。最 、ヘムの遠位側に存在す

る 64位のHisがMbの cpd I生成に重要な役割をはたしていることがわかった。
実際、64 位の His を他のアミノ酸に置換した変異体で、ラッピドスキャン測定
により cpd Iが観測されている。より重要なのは、得られた cpd Iが過酸化水素
やチオエーテル、オレフィン、N–脱メチル化、芳香環の酸化を行ない、その反
応素過程が吸収スペクトル変化として直接観測できる点である10,11,15,16。例えば、

H64X Mb（X = A, S, D）の cpd Iは 103~104 M-1s-1の反応速度で過酸化水素と反

応し休止状態にもどる11。

　本章では、軽水および重水中で反応素過程の測定が可能な Mb の変異体をカ
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タラーゼモデルとして用い、Mb の cpd I（Mb-I）と過酸化水素の反応の速度論
析を行なった。さらに、カタラーゼと Mb 変異体の X 線結晶構造の比 をお

こない、分子機構の検討を行った。また、カタラーゼについても軽水および重

水中で速度論 析を行ない、Mbのカタラーゼモデルと比 することで cpd Iと
過酸化水素の反応機構を検証した。

2.2 実験

薬

　標準的な 薬は和光純薬とナカライテスクより購入した。99.9%の重水はケ
ンブリッジ同位体研究所とアルドリッチから入手した。メチルヒドロペルオキ

シドは Elrod らの報告した方法を修正し合成した17。mCPBA はナカライテスク
で購入し、渡辺らの方法で精製を行った18。H2

18O2は、Footeらの方法に従い 18O2

から合成を行った19。H2
18O2中の

18Oの割合はトリフェニルフォスフィンをH2
18O2

で酸化して得られるトリフェニルフォスフィンオキシドを Shimadzu GC-
17A/GCMS-QP5000（島津製作所）で定量することで決定した。反応に使用す
る過酸の濃度は過剰に存在するヨウ化カリウム中で HRP が触媒する I3

-（e353 =
2.62 ¥ 104 M–1 cm–1）の濃度を測定することで決定した20,21。

　カタラーゼは牛肝臓（BLCase）およびMicrococcus lysodeikticus（MLC）由来
をそれぞれシグマとナガセケムテックスから購入した。BLCase は緩衝溶液に
溶 、透析後、Superdex 75 ゲル濾過クロマトグラフィー、Resocue Qイオン交
換クロマトグラフィーを行い精製した。MLCは同様に溶 、透析後、Superdex 75
ゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した。BLCase と MLC の濃度はそれぞ
れ、モル吸光係数e405 = 3.24 ¥ 105 M–1 cm–122、e406 = 1.03 ¥ 105 M–1 cm–123から求め

た。H64A、H64S、H64D、F43H/H64L、L29H/H64L マッコウクジラ（SW）Mb
の 伝子は松井らが作成したものを使用し10,24、変異体の発現および精製は

Springer らの方法に従って行った25。Mb 変異体の濃度は Mb の CO 体のモル吸
光係数e423 = 1.87 ¥ 105 M–1 cm–1から決定した26。

重水緩衝液および 料の調製

　例として、50 mM酢酸ナトリウム緩衝液の調製例を示す。重水で薄めた酢酸
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に濃い水酸化ナトリウム重水溶液を滴下し、pL を調整した後、50 mM になる

ように容量をあわせた。緩衝溶液の pLは、pL = pHobs + 0.3314 n + 0.076 n2（n は
溶液中の重水分子の割合、pHobsは HM-30V pH meter（東亜 波工業株式会社）

の pHの読み）の式を用い決定した27。

　重水の 料は、タンパク 水溶液（1 mM）0.5 mLに 4.5 mLの重水緩衝液を
加え、撹拌後、限外濾過で 0.5 mLまで濃縮し、再び 4.5 mLの重水緩衝液を加
えた。この作業を 5 回くり した。その後、 料の H–D 交換を行うため、重
水緩衝液中 4 °Cで一晩 置した。

分光分析

　吸収スペクトルは UV-2400 spectrophotometer（島津製作所）を用いて測定を
行った。スペクトルの変化は、SF-43 cryostopped-flow MG 6000 diode array
spectrophotometer（HI-TECH Scientific）あるいは RSP-601 stopped-flow rapid-scan
spectrometer（ユニソク）を用いて測定をおこなった。

Mb変異体と mCPBAの反応
　正確なMb-Iを測定するためにMbの変異体（5.5~9.7 mM）を 10モル当量以
上の mCPBAで反応させた。mCPBAによるMb-I生成速度は 50 mM酢酸ナトリ
ウム緩衝液（pL 5.0）中、5°Cで 408 nmの吸光度の減少を うことで決定した。

二次反応速度定数は測定された擬一次反応速度定数対酸化剤の濃度をプロット

することで決定した。

Mb-Iと過酸化水素の反応
　Mb-I と過酸化水素の反応の は、ダブルミキシングストップトフロー法を

用い、吸収スペクトル変化を直接観測して行った。カタラーゼ反応の触媒サイ

クルが回らないように、最初のミキシングでは Mbの変異体（5.5~7.8 mM）と
1.5 モル当量の mCPBA によって Mb-I を生成させ、引き続き、100 モル当量以
上の過酸化水素を加えて（50 mM酢酸ナトリウム緩衝液, pL 5.0）、5 °Cでカタ
ラーゼ反応を開始させた。カタラーゼ反応は 408 nm の吸光度の増加を うこ

とで決定した。二回目のミキシングまでの 延時間は 0.1~1.1 sec であった。
H64A Mb-Iと過酸化水素との反応の温度依存性は、反応を 5, 10, 15, 20, 25 °C
で行なって検討した。アレニウスのパラメーター（A と Ea）はアレニウスプロ
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ット（ln k = ln A– Ea/RT）によって決定した。

MLCと過酸化水素の反応
　MLCの cpd Iのスペクトル測定はラピッドスキャン法を用いて行った。Cpd I
のスペクトルは軽水、重水緩衝液中で MLC（8.1 mM）と 40 モル当量のメチル
ヒドロペルオキシドを混合し、それぞれ、10 msec、15 msec 後のスペクトルと
して観測した。過酸化水素による定常状態のスペクトル観測は、15 モル当量の
過酸化水素と混合後、それぞれ、440 msec、610 msec 後に行なった。これらの
測定は 50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pL 7.0）、5 °Cで行なった。
　MLC と過酸化水素の反応の速度論的 析は、MLC-I 生成と過酸化水素濃度
の減少をストップトフロー法を用いて、50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pL
7.0）中、5 °Cで測定した結果に基づいて行った。MLC-I生成反応は MLC（1.0
~2.0 mM）と 2-9モル当量の過酸化水素を反応させ、406 nmの吸光度の減少を
した。MLC-Iの生成反応は、ln (A/A0)(B0/(B0 - A0 +A)対時間の二次プロット

で直線を引き、速度定数（kapp_cpd I）を求めた。過酸化水素濃度の減少は、MLC
（50 nM）と 40モル当量以上の過酸化水素を反応させ、204 nmの吸光度の減少
から した。過酸化水素分 反応は ln (A – A•)対時間で一次プロットとして
直線を引き、速度定数（kapp_peroxide）を求めた。一次及び二次速度定数は Igor pro (ver.
4.01)を用い、最小二乗法で決定した。

酸素発生

　酸素の生成は酸素 極（TD–650, 東興化学研究所）を用いて行った。Mb の
変異体（10 mM）は、50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.0）中、5 ºCで過酸
化水素（1 mM）を混合することによって酸素を発生させた。

H2
16O2/H2

18O2（1:1）とヘム 素の反応による酸素生成物の同定

　Mb変異体（50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.0）中、200 mM）および BLCase
（50 mM リン酸ナトリウム（pH 7.0）中、25 mM）を窒素 囲気下、室温で 5
分間、H2

16O2/H2
18O2（1:1）（200 mM）と撹拌することで酸素の生成を確認した。

生成した酸素分子（16O2 (m/e = 32)、16O18O (m/e = 34)、18O2 (m/e = 36)）は、VARIAN
Molsieve 5A PLOT capillary columnを用い Shimadzu GC-17A/GCMS-QP5000で分
離、定量を行った。
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2.3 結果

軽水および重水中での Mb変異体の cpd I生成反応
　至適条件下で求めた mCPBAとMbの変異体の cpd I生成反応の二次反応速度
定数を表 2-1 に示した。H64A Mb と mCPBA の反応による Mb-I へのスペクト
ル変化を図 2-1Aに示した。過酸を混合した 320 msec後には、ソーレー帯の吸
収は半分以下に減少し、648 nmにピークが新しく現われた。軽水、重水中での
mCPBA による cpd I 生成反応の速度定数は小さな kH/kD（0.8~1.6）の値を示し
た。mCPBA の場合とは対照的に過酸化水素による H64D Mb-I の生成反応は、
大きな同位体効果の値（kH/kD = 15）を示し、過酸化水素からの脱プロトン化が
律速となっていることがわかる。

軽水および重水中での Mb変異体のカタラーゼ反応
　Mb-Iと過酸化水素による酸素分子生成反応の素過程の分光学的測定は、pL 5.0、
5 °C でダブルミキシングストップトフロー法を用いて行った。始めに、小過剰
（Mbの 1.5モル当量）の mCPBAを用い、ほぼ完全な cpd Iを得た24。例えば H64A
Mb ではソーレー帯の吸光度の減少と 648 nm の吸収の増加から Mb-I の生成が
確認でき、この条件下で 95%の cpd I が生成した（図 2-1A）。他の Mb 変異体
でも同様の実験条件下で Mb-I の生成が確認できた。さらに、H64A Mb-I に過
酸化水素を加えると（2nd ミキシング）、Mb-I は他の中間体を経ることなく、
直接 FeIII に還元される（図 2-1B）。他の変異体でも同様のスペクトル変化が確
認され、Mb-I は過酸化水素を二 子酸化できることが示された。これらのスペ

クトル変化から決定された軽水、重水中でのカタラーゼ反応の速度定数（k2Hと

k2D）を表 2-2 に示した。重水で溶媒を置換することにより、H64X Mbs および
L29H/H64L Mbのカタラーゼ反応の速度は 1/10~1/30程度に減少した。H64A Mb
の場合、アレニウスプロットから求めた AH/ADが 0.07（表 2-3）であることか
ら、これらの変異体の大きな速度論的同位体効果（KIE）は直線的なトンネル
効果によるものだということがわかった28。一方、H64A Mb と対照的に、一般
酸塩基触媒を持つ F43H/H64Lは 2.1という小さな同位体効果を示した。
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図 2-1.  (A) H64A Mbと 1.5モル当量の mCPBAの反応の吸収スペクトルの変化。
混合後の条件：7.1 mM H64A Mb、10.7 mM mCPBA。スペクトルは mCPBA混合前（太
線）と混合後を示してある。(B) Mb-I と H2O2 の反応のスペクトル変化。混合後の

条件：7.1 mM H64A Mb、10.7 mM mCPBA、250 mM H2O2。スペクトルは H2O2混合

後、0.40秒後（太線）と 0.6~2.2 秒後を 0.20秒間隔で示してある。測定条件は 50 mM
酢酸ナトリウム緩衝液、pH 5.0、5 °Cでおこなった。
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表 2-1.  MbとMLCの cpd I形成反応の速度定数 (k1)

Enzyme substrate k1H
(a) k1D

(b) k1H/k1D

mM-1s-1 mM-1s-1

H64A Mb mCPBA 987  ±  1    626     ± 1    1.6
H64S Mb mCPBA 629  ±  1    442     ± 1    1.4
H64D Mb mCPBA 526  ±  1    328     ± 1    1.6

H2O2 12.4 ±  0.1  0.800  ± 0.022 15   
L29H/H64L Mb mCPBA 418  ±  3    420     ± 5    1.0
F43H/H64L Mb mCPBA 667  ±  3    877     ± 27   0.8

MLC(a) H2O2 16000          10800            1.5
a軽水中  b重水中.
Mb変異体の測定条件 : 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、pL 5.0、5 °C。
MLCの測定条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL 7.0、5 °C。

表 2-2.  Mb-IとMLC-Iのカタラーゼ反応の速度定数 (k2)

Enzyme k1H k1D k1H/k1D

mM-1s-1 mM-1s-1

H64A Mb 5.26 ± 0.06   0.232 ± 0.029  23
H64S Mb 6.91 ± 0.01   0.238 ± 0.001  29
H64D Mb 15.8  ± 0.3    0.818 ± 0.002  18

L29H/H64L Mb 33.6  ± 0.1    3.39  ± 0.03   10
F43H/H64L Mb 21.0  ± 0.5    10.3   ± 0.1        2.1

MLC 7500            1890                 4.0
a軽水中  b重水中

Mb変異体の測定条件 : 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、pL 5.0、5 °C。
MLCの測定条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL 7.0、5 °C。

表 2-3.  H64A Mb-Iと過酸化水素の反応の温度依存性

parameter H64A
kH (M-1s-1)(a)      5260
kD (M-1s-1)(a)       232

KIE(a)        23
DEa(H) (kcalmol-1)(b) 0.47
DEa(D) (kcalmol-1) (b) 1.3

AH /AD
(b)  0.07

DH≠(O-H) (kcalmol-1) (b)  0.33

DH≠(O-D) (kcalmol-1) (b)         1.2     
a50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、pL 5.0、5 °C。
b50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、pL 5.0、5, 10, 15, 20, 25 °Cで測定をおこなった。
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軽水および重水中でのカタラーゼの触媒反応

　軽水および重水中の MLC と過酸化水素およびメチルヒドロペルオキシドと
の反応の定常状態におけるスペクトルを図 2-2 に示す。過酸化水素との反応で
は軽水中および重水中の定常状態のスペクトルに大きな違いが見られた。対照

的にメチルヒドロペルオキシドとの反応では、全く同じスペクトルが観測され、

過酸を用いることで軽水、重水中に関わらず、100％の cpd I の生成が確認でき
たと考えられる。また、得られたスペクトルの変化量から、定常状態における

過酸化水素による cpd I の生成は軽水、重水中でそれぞれ 45%、82%であるこ
とがわかった。

　小過剰の過酸化水素を用いた cpd I の生成に伴うソーレー帯の吸収強度の減
少（図 2-3）は、半減期は異なるものの、定常状態のスペクトルの吸光度がほ
ぼ全ての反応で等しいことが示された。従って、この反応は過酸化水素の濃度

に依存するが、MLCと過酸化水素との間には式 2-2A, Cに示される平衡が存在
しないことが明らかとなった。

　Cpd I生成で最もスペクトル変化の大きいソーレー帯(406 nm)の吸光度変化か
ら、軽水、重水中の cpd I生成速度定数（ ( [H2O2]0 - [MLC]0 ) kapp_cpd I = ln ( ( [MLC]
/ [MLC]0 ) / ( [H2O2]0 / ( [H2O2]0 - [MLC]0 + [MLC] ) ) ) ( [H2O2]0は H2O2の初濃度、

[MLC]0はカタラーゼの初濃度、[MLC]はカタラーゼの濃度 )がそれぞれ 2.3 ¥ 107

M-1s-1、 1.3 ¥ 107 M-1s-1となった。一方、過酸化水素の分 反応による吸光度変

化は、過酸化水素の吸収である 240nmから、軽水、重水中でそれぞれ約 2.5 sec、
4.7 sec の半減期を持つ一次反応となった（図 2-4）。分 速度定数（kapp_H2O2 =
2k1k2[MLC]0 / (k1 + k2)）は、カタラーゼ濃度が 50 nMの時 0.51 s-1、0.16 s-1となっ

た。

　この反応で過酸化水素が大過剰でも小過剰でも cpd I 生成のスペクトルの変
化率に違いが見られないことから、定常状態に関係式を対応させることができ
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図 2-2.  MLC と過酸化水素およびメチルヒドロペルオキシドとの反応における定
常状態のスペクトル。(A)過酸化水素との反応。(B)メチルヒドロペルオキシドとの
反応。反応条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL 7.0、5 °C。
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図 2-3.  MLC と小過剰の過酸化水素の反応によるスペクトル変化。挿入図は、観
測された速度定数のプロット。反応条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL 7.0、
5 °C。

図 2-4.  MLC と大過剰の過酸化水素の反応による過酸化水素の減少。挿入図は、
観測された速度定数のプロット。反応条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL
7.0、5 °C。
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ると考えられる。以上から、cpd I生成反応の関係式は kapp_cpd I = k1 + k2となり、 分
反応の関係式は kapp_peroxide = 2k1k2 [MLC]0 / ( k1 + k2 )となることから、軽水、重
水中でそれぞれ k1が 1.6 ¥ 107 M-1s-1、1.1 ¥ 107 M-1s-1、k2が 7.5 ¥ 106 M-1s-1、1.9 ¥ 106

M-1s-1、kH/kDが k1で 1.5、k2で 4.0となった（表 2-1, 2）。

O2の生成

　100 モル当量以上の過酸化水素存在下、様々な Mb の変異体が生成する酸素
を酸素 極によって測定し、求められた酸素生成速度を表 2-4 に示す。過酸化
水素による H64D Mbの cpd I生成とカタラーゼ反応速度、酸素発生速度は、1.2 ¥
104 M-1s-1、1.6 ¥ 104 M-1s-1、8.1 turnover/minであるのに対し、MLCでは、1.6 ¥ 107

M-1s-1、7.5 ¥ 106 M-1s-1、3,056 turnover/minであった。すなわち、H64D MbとMLC
では cpd I生成速度、cpd Iによる過酸化水素の分 速度、さらに触媒条件下の

酸素分子の発生速度を比べると、MLCが H64D Mbに対して、1,300倍、470倍、
380 倍大きいことになる。従って、この触媒条件下で得られた酸素生成活性と
カタラーゼ反応の速度との比が約 400と同程度である。

50 : 50で混合した H2
18O2/H2

16O2との反応で生成した O2の同定

　50 : 50で混合した H2
18O2/H2

16O2溶液を用いて、H64D Mbと F43H/H64L Mbに
よるカタラーゼ反応で発生した O2を GC-MSで分析した結果、18O2 (m/e = 36)と
16O2 (m/e = 32)の 2つのピークが検出され、16O18O (m/e = 34)は約３％と実験誤差
程度しか検出されなかった。同様の結果は、他の Mb 変異体によるカタラーゼ
の反応やカタラーゼ自身、さらに CPOでも得られており、同じ中間体を経て、
反応が進行することが示された29,30。

表 2-4.  Mb変異体およびMLCと過酸化水素との反応による酸素発生

Enzyme Turnover/min
Mb H64A(a) 1.7       
Mb H64S(a) 2.2       
Mb H64D(a) 8.1       

Mb L29H/H64L(a) 0.93      
Mb F43H/H64L(a) 5.0       

Catalase(b) 3,056         

Mbの変異体の測定条件 : 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、pL 5.0、5 °C。
MLCの測定条件 : 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pL 7.0、5 °C。
MLCの酸素発生量は過酸化水素分 速度から換算した。
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2.4 考察

カタラーゼの反応速度

　カタラーゼにおける cpd I 生成反応速度の研究は、今まで Micrococcus
lysodeikticus、人 球、馬肝臓、牛肝臓由来種などを用いて行なわれ、酸素の

生成条件下もしくは 害剤としてエタノール存在下で測定が行われ、二次反応

速度定数は、0.56~6 ¥ 107 M-1s-1の範囲の値であった4,31-34。また、カタラーゼ反

応は BLCaseを用い、0.25~1.00 Mのエタノール存在下で反応が 析され、1.2 ¥
107 M-1s-1と報告されている4。しかし、同じ反応条件下で行なわれた、この BLCase
による cpd I生成反応では、cpd I生成速度が 5.6 ¥ 106 M-1s-1と他の測定と比べ半

分以下の反応速度であり、タンパク の変性やアセトアルデヒドとの副反応が

きている可能性がある。以上の点を考えると、こうした 害剤存在下でなく、

純粋なカタラーゼと過酸化水素による詳細な速度論的 析が必要であると考え

られる。そこで今回の測定では、過酸化水素とカタラーゼのみの反応でスペク

トルに変化が観測されるMLCを用い、ヘムに特徴的なソーレー帯の cpd I生成
に伴う吸光度の減少およびカタラーゼと過酸化水素の反応による過酸化水素の

減少から cpd Iの生成速度と cpd Iによる過酸化水素の分 速度を最も基本的な

速度式によって決定した。Cpd I生成速度定数は 1.6 ¥ 107 M-1s-1となり、これま

での測定結果と比 しても大きな違いは見られなかった。カタラーゼ反応の速

度定数は 7.5 ¥ 106 M-1s-1となった。得られた cpd Iの生成速度とカタラーゼ反応
速度の比は、触媒反応条件下で過酸化水素によって形成される cpd I の定常濃
度から得られる速度定数の比とほぼ一致した。

Cpd I生成およびカタラーゼ反応の同位体効果
　軽水中と重水中で測定した過酸化水素によるMLCの cpd I生成速度の KIEの
値は 1.5となった。この同位体効果は、Dunfordらによる西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ（HRP）の cpd Iで報告されている KIE = 1.6と い値である35。従って、

カタラーゼによる cpd I 生成反応でも、遠位ヒスチジンの一般酸塩基触媒作用
により、過酸化水素からのプロトン引き抜きが円滑に進行していると考えられ

る。対照的に、一般酸塩基触媒を持たない H64D Mb と過酸化水素との反応で
は大きな値の KIE（kH/kD = 15）が得られ、過酸化重水素の O–D結合開裂が H64D
Mb-I の生成の律速であり、脱プロトン化に いバリアが存在していると考えら
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れる。一方、Mb 変異体と mCPBA の反応による Mb-I 生成の速度定数から決定
した kH/kDの値は 0.8~1.6の範囲であり、容易にプロトンの 離が こっている

ことがわかる。反応で用いた酸化剤の過酸化水素と mCPBA の pKa はそれぞれ
11.611、7.5736である。一般酸塩基触媒の効果を検証すると MLC と HRP の KIE
は 1.5および 1.6であり、H64D Mbと mCPBAとの反応における kH/kDも 1.6で
ある。それに対し H64D Mbと過酸化水素による反応における KIEは 15である
ことから、一般酸塩基触媒により pKa を約 4 低下させるほどの効果があったと
考えられる。

　MLC-I と過酸化水素の反応の場合、カタラーゼ反応によって生成する FeIII状

態が系内に過剰に存在する過酸化水素とすばやく反応するため、結果的に cpd I
と FeIII 状態が一定の割合で混在する定常状態に至る過程のみが観測された。そ

こで、本論文では MLC の重水素同位体効果を得るために、過酸化水素小過剰
による cpd I 生成速度と、大過剰の過酸化水素存在下の過酸化水素の分 速度

からカタラーゼ反応における速度論的 析を行い、カタラーゼ反応における同

位体効果 4.0を決定した（表 2-2）。反応素過程の直接観測が可能な F43H/H64L
Mb では、カタラーゼ反応における KIE は 2.1 という小さな同位体効果がえら
れた。これらの結果から、MLCや F43H/H64L Mbでは cpd Iと過酸化水素の反
応において脱プロトン化が円滑に進行していることを示している。一方、その

他のMb-Iと過酸化水素の反応では、L29H/H64L Mbと H64X（X = D, A, S）Mb
の KIE の値が F43H/H64L Mb や MLCの値に比べ明らかに大きな値（10~29）
となった（表 2-2）。こうした大きな KIE 値は、アレニウスのパラメーターの
比（AH/AD = 0.07）からトンネル効果によるものだと結論された28。

カタラーゼ反応で生成する酸素分子の酸素源

　カタラーゼの cpd I による過酸化水素の分 反応で生成する酸素分子は、過

酸化水素自身の二つの酸素分子によって構成されることが実験的に検証されて

いる（スキーム 2-1A）。一方、CPO は過酸（R–CO3H）を分 して酸素分子を

生成するが、その際、cpd Iの酸素原子とと過酸の酸素原子が結合して酸素分子
を与える（スキーム 2-1B）29。そこで、50 : 50で混合した H2

18O2/H2
16O2溶液と

Mb 変異体およびカタラーゼを反応させて、生成する酸素分子の分子量を調べ
たところ 18O2と

16O2だけが生成した。このことから、過酸化水素の二 子酸化

によって生成する O2は一般酸塩基触媒の有無に関わらず O–O 結合が切断され
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ることなく生じたものであることが確認された。

構造と KIEの関係
　クメンヒドロペルオキシドとヘムタンパク の反応はスキーム 2-2 に示す様
に二つの反応が知られている。すなわち、O–O 結合のイオン的 裂とラジカル

裂である。ヘム 傍に一般酸塩基触媒として作用可能な His 残基を有するぺ
ルオキシダーゼではイオン的 裂が優先的に進行する。一方、一般酸塩基触媒

がない場合はラジカル 裂の割合がイオン的 裂に比べて増加する。従って、

クミルアルコールとアセトフェノンの生成比を調べることで、一般酸塩基触媒

の寄与を推定することができる。一方、シアン化水素（HCN）は、ヘムタンパ
ク に第六配位子として CN-型で配位する。この場合、HCNからの脱プロトン

スキーム 2-1.  CPOの cpd Iによる過酸化水素（A）および過酸（B）の酸化反応。

スキーム 2-2  クメンヒドロペルオキシドとヘムタンパク の反応の反応機構。

（A）イオン的 裂。（B）ラジカル 裂。
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化が重要であり、ヘム 傍にある His が塩基として作用可能な場合は脱プロト
ン化が容易に進行し、CN-の結合速度が大きくなる。従って、Mb 変異体のヘム
傍の Hisの塩基性および一般酸塩基としての作用を見積もるために、HCN の
結合速度やクメンヒドロペルオキシドとヘムタンパク の反応生成物であるク

ミルアルコールとアセトフェノンの割合が検討されている。その結果、

F43H/H64L Mbの遠位側に存在する His（His43）は一般酸塩基触媒として働き、
L29H/H64L Mbと H64D Mbの遠位側に存在する His（His29）と Asp（Asp64）
は触媒としてほとんど働くことがないことが示されている10,11。F43H/H64L Mb
の結晶構造から、His43 の Neからヘムの FeIIIまでの 離は 5.7 Å であり、チト
クロム cペルオキシダーゼ（CcP）や MLCと構造的に い位置に存在する（図

2-5A, C, D）10,37,38。一方、L29H/H64L Mbでは Fe–Ne Hisが 6.6 Åと遠いために、
一般酸塩基触媒として機能できない（図 2-5B）10。

図 2-5.  (A)F43H/H64L Mb、(B)L29H/H64L Mb、(C)MLC、(D)CcPの活性中心構造。
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すなわち、適切な位置に一般酸塩基触媒が存在する MLC と F43H/H64L Mb の
カタラーゼ反応はイオン的な機構により進行し、円滑に過酸化水素からのプロ

トンの引き抜きが行われるため、小さな KIE（<9）を示す。一方、一般酸塩基
触媒の欠損している他のMbの変異体では、cpd Iの酸素がトンネル効果を伴う
水素（H•）の引き抜きを経て、過酸化水素を酸化するため、 常に大きな KIE
（10~29）を示すと考えられる。

カタラーゼ触媒反応機構

　Mb の変異体やカタラーゼの構造、KIE の値および生成される酸素の組成か
ら、ヘム 素と過酸化水素の反応による cpd I の生成と、それに引き続いて進
行する cpd I と過酸化水素の反応による O2形成にはそれぞれ二つの反応機構が

考えられる（スキーム 2-3）。まず cpd Iと過酸化水素の反応では、遠位側に一
般酸塩基触媒が存在する場合、His が塩基触媒として働き、最初にプロトンを
引き抜くというイオン的な反応機構(A)が考えられる。この場合、F43H/H64L Mb
やMLCのように KIEは 2.1や 4.0という小さな値を示す。一般酸塩基触媒がな
い場合、cpd Iのオキソ酸素による過酸化水素からの水素原子の引き抜きにより
反応が始まる機構(B)が考えられる。このような例として、チトクロム P450
（P450）やモデル錯体の cpd Iによるアルキル基の水酸化反応が知られており、
その水酸化反応の第一段階はアルキル基からの水素原子（H•）の引き抜きであ

り、ノンヘム 素によるアルカンの水酸化反応でも同様な反応が進行している

と考えられている39,40。こうした水素原子の引き抜き反応は多くの場合、KIE が
9~29 と大きな値を与え、その原因はトンネル効果によるものである。測定を
行った H64A Mb-Iのカタラーゼ反応においても 5 °Cで KIEが 23となり、トン
ネル効果（AH/AD = 0.07）も観測された28。

　一方、cpd I生成反応では、一般酸塩基触媒がある場合、反応の第一段階の脱
プロトン過程で Hisが塩基触媒として働き、最終的に cpd Iが生成する機構が考
えられる（C）41。一方、一般酸塩基触媒がない場合、ヘム鉄に配位した過酸化

水素のプロトン脱離による cpd I生成反応機構（D）が考えられる。この場合、
遊離のプロトンを捕らえる塩基が存在しないため、KIE は大きな値が予測され
る。以上のポイントをまとめると、カタラーゼの場合、過酸化水素との反応を

効率良く進めるために、遠位ヒスチジンが一般酸塩基触媒として働き、KIE は
小さな値を与える。すなわち、A, Cの機構で反応が進行していると考えられる。
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カタラーゼの結晶構造の検討

　さらにカタラーゼの活性を考慮する上で、構造の検討が必要であると考える。

Fitaらは BLCaseの結晶構造から、カタラーゼ反応の第一段階として cpd Iと過
酸化水素の複合体の形成を考えた。そこで推定された過酸化水素の位置は、cpd
I の酸素および His74 の窒素と過酸化水素が水素結合し、Asn147 の窒素と過酸
化水素の酸素が一つもしくは二つ水素結合を形成することで His と鉄をむすぶ
位置に存在すると提唱した（図 2-6）2。Proteus mirabilis由来のカタラーゼにつ

スキーム 2-3. カタラーゼの触媒反応の推定機構。(A)カタラーゼ反応の一般酸塩
基触媒によるイオン的な機構。(B)カタラーゼ反応のラジカル的な機構。(C)cpd I

形成反応の一般酸塩基触媒によるイオン的な反応機構。(D)触媒を有さない過酸化

水素の水素置換による cpd I 形成反応機構。
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図 2-6.  Fitaらによるカタラーゼの cpd Iと過酸化水素の複合体の推定機構。

図 2-7.  PMC の休止状態の結晶構造(A)、cpd I の結晶構造(B)、休止状態の過酸化
水素複合体の推定構造(C)および cpd Iの過酸化水素複合体の推定構造(D)。
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いて、休止状態（PMC）および cpd I（PMC-I）の結晶構造が かれている42,43。

休止状態と cpd Iの結晶構造の活性中心の構造を比 すると図 2-7 A, Bのよう
になる。ヘム上 に存在する水分子を PMC
と PMC-I は共に一つ持ち、それぞれ水分子
はHis54から2.84 Å、2.73 Åの場所に、Asn127
の窒素からは 4.65 Å、3.35 Å、鉄からは 3.48
Å、4.32 Å、cpd Iの酸素からは 3.31 Åの
離に位置している。また、His54 の窒素、
水の酸素、Asn127 の窒素で形成される 度

は 78.6 °、108.5 °であった。過酸化水素の
H–O結合、O–O結合の 離は 0.97 Å、1.49 Å、H–O–Oで形成される 度は 96.52 °
であることから(図 2-8)、水分子の存在する位置を参考に最も過酸化水素がス
トレスを受けない位置に配置すると、Asn127 の窒素と水分子の線上に過酸化水
素の O–O結合が存在し、過酸化水素は His54と Asn127を結んでいる。従って、
鉄側の過酸化水素のプロトンが休止状態と cpd I で共に His54 によって引き抜
かれる反応が進行すると考えられ（図 2-7 C, D）、実験的に得られた低い KIE
の値とも一致する。一方、F43H/H64L Mb のヘム 傍には、鉄に配位している

水分子(Wat1)と配位していない水分子(Wat2)が存在している(図 2-9 A)。二つの
水分子間の 離は 2.81 Åであり、Wat2と Hisの窒素の 離は 2.75 Åであった。
HisとWat2、Wat1で形成される 度は 111.5 °であった。この構造をふまえ、PMC
と同様に休止状態および cpd I における過酸化水素の位置を予測すると、過酸
化水素は His43 と鉄をむすぶように存在すると考えられる(図 2-9 B, C)。この
ことから、F43H/H64L Mb では Fita らの提唱したような配位で過酸化水素が存
在し、His43 が一般酸塩基触媒として作用することが可能となり、カタラーゼ
と同一の反応機構で cpd I の生成とカタラーゼ反応が進行すると考えられる。
他の Mb 変異体では、一般酸塩基触媒として働くアミノ酸残基がヘム 傍に存

在しないため、異なる機構で反応が進行し、KIE も大きな値を与えたと考えら
れる。

図 2-8.  過酸化水素の構造
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まとめ

　本章では Mb-I と過酸化水素の反応の直接測定と MLC の cpd I および酸素分
子の生成反応の測定による速度論的 析によって、Mbの変異体と MLCのカタ
ラーゼ反応の素過程の検証をおこなった。Mbの変異体の cpd Iと過酸化水素の
反応での KIEは、カタラーゼ反応に異なる二つの機構が存在することを示した。
それは、一般酸塩基触媒として作用する遠位側の His の存在の有無によるイオ
ン的な機構とラジカル的な機構である。カタラーゼの場合、イオン的な機構に

より反応が進行していることが示された。さらに F43H/H64L Mb との構造の比
より、過酸化水素の配向が機構に影 を及ぼしていると考えられた。

図 2-9.  F43H/H64L Mb の休止状態の結晶構造(A)、休止状態の過酸化水素複合体
の推定構造(B)および cpd Iの過酸化水素複合体の推定構造(C)。
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第三章

ミオグロビン変異体を用いた 配位子に対する

水素結合の役割の 明
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3.1　序論

　金属 素の結晶構造を見ると、Cys の硫 原子や His の窒素原子等金属に配
位しているアミノ酸側鎖のヘテロ原子が水素結合を形成している例が多い。こ

の水素結合は、 素の反応制御に重要な役割を果たしていると考えられている。

ヘム 素でもペルオキシダーゼ1,2、カタラーゼ3、クロロペルオキシダーゼ

（CPO）4、シトクロム P450（P450）5、カタラーゼ-ペルオキシダーゼ（KatG）
6等で 配位子に対する水素結合が確認されている。例えばカタラーゼでは、

配位子 Tyr343の酸素と Arg339（Micrococcus lysodeikticus由来）、CPOは、 配

位子の Cys29 と Ala31、Leu32 のペプチド結合の NH の水素との間、KatG で
配位子 His279 と Asp389 である。さらに興味深いことに、カタラーゼの構造を
よく観察すると、ヘム 位側の 配位子 Tyr343から遠位側の一般酸塩基触媒で
ある His61 まで水素結合のネットワークが形成されていることがわかる7。この

ことから、遠位側と 位側の間をつなぐ水素結合のネットワークがカタラーゼ

反応において重要な役割をはたしていると考えられる。また、酸化活性種（cpd
I）8と休止状態9の結晶構造から、ヘム鉄と Tyr の酸素の 離および Tyr と水素
結合を形成している Arg との間の 離が変化していることがわかる。一方、モ

デル錯体である（オクタエチルポルフィナト）（フェノレート）鉄錯体

（FeIII(OEP)(PhO)）の 配位子に対する水素結合の導入により、ヘムと 配位

子の 離が 0.046 Å伸びるという報告がある10。これらの結果から、ヘムに配位

する 配位子が、水素結合によってヘム鉄との結合 離を変えることによって、

ヘム 素が行なう反応を制御していると考えられるが、触媒サイクルにおいて

具体的にどのように作用しているのかよくわかっていない。

　ヘム 素の 配位子の位置についても一定の 則が存在し、 配位子が Tyr、
Cys、His と変わるにつれて、a-ヘリックス上に存在する位置も変化する。 配

位子が Tyr であるカタラーゼはa-ヘリックスの中程に存在するのに対し、Cys
を 配位子に持つ CPOや P450では N末端に、シトクロム cペルオキシダーゼ
や KatG のような His を 配位子に持つヘム 素は C 末端に 配位子が存在す

る（図 3-1）11。このa-ヘリックス上での 配位子の位置に対する効果は、MIII

（OEP）（Cys-ヘリカルペプチド）の FeIIIおよび GaIII錯体を用いて検討され、錯

体に配位しているa-ヘリックスの 離がのびることにより、Fe(III)´ Fe(II)間の
酸化還元 位は小さくなり、 配位子である Cysの硫 原子とそれに続くアミ
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ノ酸残基との水素結合の 離が短くなることが示された12。このことから、ヘ

ム 素は 配位子をどの位置に配置するかによっても反応性を制御している可

能性が考えられる。

　 年、カタラーゼ反応がカタラーゼ以外のヘム 素やヘムタンパク および

その変異体でも報告されている13-17。自然界に存在するヘム 素の中で、比 的

いカタラーゼ活性を示す例として CPO13や KatG14が良く知られているが、こ

れらのヘム 素の 配位子は Tyr でなく Cys や His である。これらのことは、
カタラーゼ反応を行なうためには、必ずしも 配位子が Tyr である必要はない
ことを示している。しかし、これらの 素が過酸化水素を分 するカタラーゼ

活性をカタラーゼ自身と比 すると、圧倒的にカタラーゼの 素活性が く（馬

肝臓カタラーゼ、KatGおよび CPOのカタラーゼ活性の kcatはそれぞれ 3.0 ¥ 107,
1.0 ¥ 104, 1.5 ¥ 103 s-1）14,18,19、Tyrが反応に及ぼす影 を示唆していると考えら

れる。

図 3-1.  ヘム 素の 配位子の位置。カタラーゼ（A）。P450および CPO（B）。HRP
および KatG（C）。
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　前章で述べたように、カタラーゼ反応における遠位側の一般酸塩基触媒であ

る His の機能を Mb の変異体を用いたカタラーゼモデルの反応から検討した。
その結果、この一般酸塩基触媒は過酸化水素からのプロトン引き抜きを触媒し、

カタラーゼ反応のエネルギー障壁を下げ、反応を円滑に進めるという重要な役

割を果たしていることを同位体効果で示した。一方、一般酸塩基触媒を持たな

いMb変異体の場合には、cpd Iのオキソ酸素による過酸化水素からの水素原子
（H•）の引き抜きによりカタラーゼ反応が進行することが同時に明らかとなっ

た。このように、Mb の変異体はペルオキシダーゼやカタラーゼの反応機構の
検討を行なう良いモデルになることが示された。このことは、ヘム遠位側の機

能の 析だけでなく、 位側の構造と機能発現の 析にも有効な手段であると

考えられる。

　以上のことから、本章では、カタラーゼと同じように 配位子がa-ヘリック
スの中程に存在する Mb の変異体の 配位子を Tyr に置換し、カタラーゼモデ
ルタンパク を作成した。 配位子である Tyr のフェノレート酸素に対して水
素結合の導入を み、可視吸収スペクトル、EPR、ラマン分光により水素結合
の有無の検討を行なった。過酸化水素と Mb 変異体の反応による酸素の生成、
ABTSの酸化反応を行ない、mCPBA と Mb変異体の反応を可視スペクトルの変
化として測定し、反応サイクル中における水素結合の効果を検討した。

3.2 実験

Mbのデザイン
　本研究では、カタラーゼのヘム 位側の構造を基に Mb 変異体のデザインを
行なった。Micrococcus lysodeikticus 由来のカタラーゼ（MLC）を例にとると、
配位子である Tyr343と水素結合しているアミノ酸残基（Arg339）は 4残基離
れたところに存在し、1 本のa-ヘリックス上に存在している7。カタラーゼに対

応するように、Mb も 配位子はa-ヘリックス上に存在している（図 3-2）20。

そこで、ヘム遠位側の構造は mCPBAとMb変異体との反応により生成した cpd I
が最も安定に存在する H64A Mbを参考に を行ない、Mbの 配位子である

His93 を Tyr に変え、そこから 4 残基離れた Leu89 を Gln や Arg に置換した変
異体を作成した。Gln と Tyr の水素結合ではアミドプロトンとフェノレートの
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酸素との間に水素結合の形成を、Arg と Tyr の水素結合ではカタラーゼと同様
に Arg のカチオンとマイナス性を帯びているフェノレートの酸素との間のイオ
ン的な水素結合の形成を期待し、それぞれH64A/L89Q/H93YとH64A/L89R/H93Y
Mb の を行なった。また、水素結合を形成しないように Leu89 をそのまま
残した H64A/H93Y Mbの作成も行なった。（図 3-2）

薬

　標準的な 薬は和光純薬とナカライテスクから購入した。mCPBA はナカラ
イテスクで購入し、渡辺らの方法で精製を行った21。反応に使用する過酸の濃

度は、過剰に存在するヨウ化カリウム中で HRP が触媒する I-の酸化生成物であ

る I3
-（e353 = 2.62 ¥ 104 M–1 cm–1）の濃度を測定することで決定した22,23。

図 3-2.  カタラーゼの 位側構造（A）、Mb の 位側構造（B）及び した 3
つのMbデザイン（C）。
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　MLC はナガセケムテックスから購入した。MLC は、緩衝溶液に溶 後、ゲ

ル濾過クロマトグラフィーにより精製し、モル吸光係数e406 = 1.03 ¥ 105 M–1 cm–1

から濃度を決定した24。

Mb変異体の発現系の作成
　H64A/L89R/H93Y, H64A/L89Q/H93Y, H64A/H93Y Mb は、松井らが作成した
H64A SW Mb の発現用ベクターを使用し25、 位特異的 伝子変換を行うこと

で作成した。具体的には、H64A/H93Y Mb の場合、pUC19（TAKARA）のマル
チクローニングサイトに H64A SW Mb の 伝子の入ったプラスミドを用い、

His93Tyrをコードしたプライマー（センス鎖：GCAATCGTACGC TACTA, アン
チセンス鎖：TAGTAGCGTACGATTGC）をデザインした。このプライマーおよ
びプラスミドを用い、ポリメラーゼチェーン反応（PCR）を行ない、H64A/H93Y
Mbの 伝子を作成した。さらに、ベクターの pUC19と作成した 伝子を KpnI
（TAKARA）および PstI（TAKARA）を用いて制限 素消化後、ライゲーショ

ンを行なう事で pUC19 のマルチクローニングサイトに H64A/H93Y Mb の 伝

子を挿入した。ライゲーションは Ligation High（TOYOBO）を用い、一晩以上
16 °C で 置して行ない、H64A/H93Y Mb のプラスミドを作成した。作成した
プラスミドは塩化ルビジウム法によって調整された TB I大腸菌株のコンピテン
トセルに対し、形 転換を行なった。形 転換後、プレートに現れたコロニー

を幾つか取り出し、培養後、パーマネントセルおよびプラスミドの回収を行な

った。パーマネントセルは、培養した大腸菌（700 mL）にジメチルスルホキシ
ド（70 mL）を加え、直ちに液体窒素で急冷することで作成し、-80 °Cで保存し
た。 伝子配列の確認は回収したプラスミドを用い ABI PRISM® 310（Applied
Biosystems）で同定を行なった。H64A/L89R/H93Y と H64A/L89Q/H93Y Mb は
H64A/H93Y Mbのプラスミドを用い、H64A/H93Y Mbと同様の方法で発現系を
作成し、 伝子配列の確認を行なった。Leu89Gln をコードしたプライマー（セ
ンス鎖：TCAAACCGCAGGCGCAATCG, アンチセンス鎖：CGATTGCGCCT
GCGGTTTGA）およびLeu89Argをコードしたプライマー（センス鎖：GCTGAGCT
CAAACCGCGGGCGCAATCG, アンチセンス鎖：CGATTGCGCCCGCGGTTTG
A）は His93Tyrにプライマーがかからないようにデザインを行なった。
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Mb変異体の発現および精製
変異体の発現および精製は Springer らおよび Sligar らの方法を改良して行った
26,27。具体的には、-80 °Cで保存してあるパーマネントセルから、白金耳で微量
の菌体を取り出し、LB プレートに蒔いた後、37 °C で 14 時間以上、 置し、

単一コロニーが出来ているのを確認した。生成したコロニーを LB培地に移し、
37 °Cで合 約 21時間、培養した。集菌は遠心分離を用いて行なった。溶菌は
リゾチームおよび 音波によって行ない、続いて、50~90％の硫安分画を得た。
これを 15 mMリン酸カリウム緩衝液 pH 6.0で 8時間透析後、CM52イオン交
換クロマトグラフィーにより分離を行ない、アポ体のミオグロビン変異体を回

収した。CM52イオン交換クロマトグラフィーは 15 mMリン酸カリウム緩衝液
pH 6.0と 100 mMリン酸カリウム緩衝液 pH 9.0のグラジェントをかけることで
溶出を行なった。目的とするアポ体のミオグロビン変異体は、まず 280 nm の
吸収からミオグロビンの総量を 算した。このミオグロビン溶液を 100 mM KCl,
10% グリセロール存在下の 100 mM リン酸カリウム緩衝液 pH 9.0 に調整し、
これを約 10 mL になるように濃縮した。この溶液に 1.2 当量のヘミンのアルカ
リ溶液を滴下し、4 °Cで 8時間以上撹拌することでヘム入れを行なった。余分
なヘミンや塩等を取り除く為に 1 mM EDTA存在下の 100 mMリン酸カリウム
緩衝液 pH 9.0 で平衡化した G25 ゲル濾過クロマトグラフィーで精製後、更に
Superdex G75 ゲル濾過クロマトグラフィーで最終精製を行なった。ゲル濾過ク
ロマトグラフィーの移動相には 100 mMリン酸カリウム緩衝液 pH 9.0を使用し
た。Mb変異体の濃度はピリジンヘモクロム法で決定した28。

可視吸収スペクトル

　FeIII状態の可視吸収スペクトルは、UV-2400 spectrophotometer（島津製作所）
を用いて測定した。Mbの変異体は 100 mM リン酸カリウム緩衝液中（pH 9.0）、
室温で測定を行ない、MLCは 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液中（pH 7.0）、室
温で行なった。Mbの変異体の FeII状態および CO体の可視吸収スペクトルの測
定も FeIII状態と同条件で行なった。FeII状態は FeIII状態の 料に微量の Na2S2O4

を加え、反応溶液が 色に変色したことを確認後、可視吸収スペクトルの測定

を行なった。CO体は FeII状態の 料に COガスを反応させ、反応後、直ちに可
視吸収スペクトルの測定を行なった。
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EPRスペクトル
　EPR スペクトルは E500 X-band CW-EPR（Bruker）を用い、クライオスタッ
ト（ITC503, Oxford）で 5Kとし、100 mM リン酸カリウム緩衝液中（pH 9.0）
で観測した。 料の濃度は 200 mM で測定を行なった。rhombicityは Peisachら
の方法で 算した29。

ラマンスペクトル

　ラマンスペクトルは 100 mM リン酸カリウム緩衝液中（pH 9.0）、室温で測定
を行った。励 源として 488 nmおよび 406.7 nmの波 のレーザーを用い、レ

ーザー強度は 50 mWで行なった。 料の濃度は、488 nm 励 波 の測定では

200 mM、406.7 nmでは 25 mMの濃度で測定を行なった。

酸素発生

　酸素の生成は、酸素 極（OD MRTER TD – 51, 東興化学研究所）を用いて確
認、定量を行った。Mbの変異体（10 mM）の 50 mM リン酸ナトリウム緩衝溶
液（pH 7.5）に対し、5 °Cで過酸化水素（1 mM）を混合後に反応溶液中の酸素
量の測定を行い、生成した酸素の経時変化に基づき初速度法を用い速度を決定

した。

Mb変異体による 2,2’-アジノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）
（ABTS）の酸化反応
　Mb 変異体による ABTS の一 子酸化反応は、50 mM リン酸ナトリウム緩衝
液中（pH 7.0）、5°Cで RSP-601 stopped-flow rapid-scan spectrometer（ユニソク）
を用いて観測を行った。ABTS カチオンラジカルの生成速度は Mb 由来の吸収
がほとんどない 730 nm (e730 = 1.4 ¥ 104 M-1s-1)における吸収の増加を測定して求
めた。スペクトルの測定条件は、最終 1 mMの ABTSと 62.5~1000 mMの量の
過酸化水素を用い、0.5 mM Mb 変異体と混合することにより反応を開始させ、
そのスペクトル変化に基づいて、擬一次反応速度定数をもとめた。二次反応速

度定数は測定された擬一次反応速度定数対過酸化水素の濃度をプロットするこ

とで決定した。
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Mb変異体の mCPBAによる酸化反応
　Mb 変異体の mCPBA による酸化に伴うスペクトルの変化は、50 mM リン酸
ナトリウム緩衝液中（pH 7.0）、5°Cで SF-43 cryostopped-flow MG 6000 diode array
spectrophotometer（HI-TECH Scientific）を用いて測定をおこなった。なお、Mb
変異体は 10 mM、mCPBAは 20モル当量を用いた。

3.3 結果

可視吸収スペクトル

　Mb変異体およびMLCの鉄三価状態の可視吸収スペクトルを図 3-3に示す。
ソーレー帯に大きな変化は見られなかったが、水素結合を導入した変異体は導

入しなかった変異体に比べ、600 nm 付 の鉄-ポルフィリンの pp-dp 子遷移に

基づく 子遷移30が 10 nm ほど 波 側にシフトし、Fe-O (Tyr)の pp-dp* 子遷

移27に帰属される 488 nm 付 の 子遷移吸収帯が 5 nm ほど 波 側にシフト

した。また、Mb 変異体の鉄二価状態および CO 体の可視スペクトルの結果も
表 3-1に示した。

図 3-3.  H64A/H93Y（A）、H64A/L89Q/H93Y（B）、H64A/L89R/H93Y Mb（C）および
MLC（D）の可視吸収スペクトル。測定条件：Mb の変異体は 100 mM リン酸カリウム
緩衝液中（pH 9.0）、室温。MLCは 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液中（pH 7.0）、室温。
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EPRスペクトル
　5 K における Mb 変異体の EPR スペクトルを図 3-4 に示す。g 値は、
H64A/L89Q/H93Y Mbで 6.54, 5.99, 5.73, 1.97、H64A/L89R/H93Y Mbで 5.99, 5.88,
1.99、H64A/H93Y Mbで 6.81, 5.99, 5.17, 1.99を示し、ヘム面に対する鉄のずれ
の指標である rhombicityはそれぞれ、10.9,7.5, 0.9となった（表 3-2）。

図 3-4.  H64A/H93Y（A）、H64A/L89Q/H93Y（B）および H64A/L89R/H93Y Mb（C）
の EPRスペクトル。測定条件：100 mM リン酸カリウム緩衝液中（pH 9.0）、5K。
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ラマンスペクトル

　Mb 変異体のラマンスペクトル（図 3-5）から、488 nm の励 波 による測

定では水素結合の Fe–O の結合への影 を検討した。その結果、水素結合の導

入により 584 cm-1付 の散乱が低波数側にシフトし、その強度が徐々に弱くな

るという現象がみられた。また、Fe-ポルフィリン由来のn7 のピークが674 cm-1

に観測された。Mb 変異体については 406.7 nm の励 波 による測定から、ヘ

ム鉄の配位状態を検討した。n3及びn10の散乱が1491 cm-1及び1629 cm-1にピーク

があることから五配位 スピン構造をとっていると結論された。

表 3-1.  Mb変異体の可視吸収スペクトル

Fe3+

Protein Soret visible
H64A/H93Y Mb 404 488 524 601
H64A/L89R/H93Y Mb 400 494 529 612
H64A/L89Q/H93Y Mb 404 496 530 611

Fe2+

Protein Soret  visible
H64A/H93Y Mb 424 568
H64A/L89R/H93Y Mb 429 560
H64A/L89Q/H93Y Mb 429 561

Fe2+CO
Protein Soret visible

H64A/H93Y Mb 420 540 566
H64A/L89R/H93Y Mb 421 539 568
H64A/L89Q/H93Y Mb 421 540 568

測定条件：100 mM リン酸カリウム緩衝液中（pH 9.0）、室温。

表 3-2.  ヘムタンパク の rhombicity

Protein rhombicity
ferrimyoglobin                     0.8
H64A/L89R/H93Y Mb                     0.9
H64A/L89Q/H93Y Mb                     7.5
Beef liver catalase (type I)                     7.5
H64Y Mb                     7.5
H64A/H93Y Mb                    10.9
Cytochrome P-450cam                    26.0

Egeberg ら (1990)の表を改変した。
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図 3-5.  Mb 変異体のラマン分光スペクトル。測定条件：100 mM リン酸カリウム
緩衝液中（pH 9.0）、室温。406.7 nm励 波 （A）。488 nm励 波 （B）。
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酸素発生

　Mb 変異体と過酸化水素の反応による酸素生成速度の結果を表 3-3 に示す。
H64A/H93Y、H64A/L89Q/H93YおよびH64A/L89R/H93Y Mbはそれぞれ0.23, 0.77,
0.91 の酸素発生（turnover/min）となり、水素結合を導入することで反応性が 3
~4倍向上した。

Mb変異体による ABTSの酸化反応
　酸素発生能が反応サイクル全体のオーバーオールの活性を示しているのに対

し、ABTSカチオンラジカルの生成速度は、cpd Iの生成速度を示している。Mb
変異体による ABTSカチオンラジカルの生成速度はいずれの変異体でも 2 M-1s-1

前後となり 変異体の違いによる優位な差はほとんど見られなかった（表 3-3）。

mCPBAによるMb変異体の酸化反応
　mCPBA による Mb 変異体の酸化に伴うスペクトル変化を図 3-6 に示す。水
素結合を導入していない変異体である H64A/H93Y Mbではスペクトルの変化は
ほとんど見られなかったのに対し、水素結合を導入した H64A/L89Q/H93Y Mb、
H64A/L89R/H93Y Mb ではいずれも休止状態とは異なる状態へのスペクトル変
化の後、ヘムが壊れていく現象が見られた。また、Gln を導入したものと Arg
を導入した変異体では Arg を加えた変異体の方がより速やかにスペクトルの変
化が こった。

表 3-3.  Mbの変異体と過酸化水素の反応による酸素生成速度と ABTS酸化反応速度定数

Protein O2 evolutiona ABTS oxidationb

Turnover/min M-1s-1

H64A/H93Y Mb 0.23 ± 0.02 1.94 ± 0.10
H64A/L89Q/H93Y Mb 0.77 ± 0.01 2.24 ± 0.01
H64A/L89R/H93Y Mb 0.91 ± 0.08 2.05 ± 0.02

a：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.5）中、5°Cで測定を行なった。
b：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）中、5°Cで測定を行なった。
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図 3-6.  H64A/H93Y（A）、H64A/L89Q/H93Y（B）および H64A/L89R/H93Y Mb（C）
と 20 モル当量 mCPBA の反応によるラピットスキャン可視吸収スペクトルの変化。
測定条件：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）中、5°C。
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3.4 考察

Mb変異体の水素結合の形成
　FeIII 状態の可視吸収スペクトルの比 から、水素結合を導入した変異体であ

る H64A/L89Q/H93Y、H64A/L89R/H93Y Mbは H64A/H93Yに比べ 600 nmおよ
び 488 nm付 の吸収で 10 nm、5 nmの短波 シフトが確認された（図 3-3, 表
3-1）。600 nmの吸収帯は鉄-ポルフィリンの pp-dp 子遷移吸収帯であり、488 nm
の吸収帯は鉄-フェノレートの pp-dp* 子遷移吸収帯であることがわかっている

27,30。このことから、Mb変異体の Leu89への Glnや Argの導入により水素結合
が形成され、鉄原子に対し影 を及ぼしていると考えられる。また、今回作成

した 3つの変異体はいずれも Na2S2O4と反応して FeII状態を生成するものの、CO
を付加することによりヘミンの吸収が観測されることから、FeII 状態ではフェ

ノレートはヘムに配位していないことがわかった。

　図 3-4にEPRの結果を示した。カタラーゼはpH 7.0、2Kでg値が6.54, 5.99, 5.73,
1.97のシグナルを示す。今回作成したMb変異体のg値はH64A/H93Yが6.81, 5.99,
5.17, 1.99、H64A/L89Q/H93Yが 6.54, 5.99, 5.73, 1.97、H64A/L89R/H93Yが 5.99,
5.88, 1.99にシグナルを示した。ヘムが周辺の環境の影 によりヘムがどれだけ

歪んでいるのかを示す指標である rhombicityは、牛肝臓由来のカタラーゼが 7.5
なのに対し、H64A/H93Y、H64A/L89Q/H93Y および H64A/L89R/H93Y Mb でそ
れぞれ、10.9, 7.5, 0.9となり、H64A/L89Q/H93Y Mbは牛肝臓由来のカタラーゼ
とよい一致を示した。また、H64A/L89R/H93Y Mbでは rhombicityが 0.9と 常

に小さい値となり、野生型 Mb い値を示すことから、ヘム鉄はヘム面に対し

ほとんど平面になっていると考えられる（表 3-2）27,29。従って、これらの変異

体のヘム鉄は、 スピン状態を保ち、水素結合を導入することによりヘムの歪

みが小さくなっていることが考えられ、水素結合の導入によって Fe–O の 離

が伸びたと考えられる（図 3-7）。
　ラマンスペクトルの測定では、ヘムの情報を得るための 406.7 nmの励 波

による測定と、鉄と Tyrの結合に対する情報を得るために 488 nmの励 波 に

よる測定を行なった。ヘムタンパク では、ラマンスペクトルでn3およびn10の

ピークが 1480~1483、1610~1620 cm-1に観測されると 6配位の FeIII スピン構

造を、1490~1493、1628~1630 cm-1に観測されると 5配位の FeIII スピン構造

をとっている事が知られている31-34。今回作成した 3つの変異体、H64A/H93Y、
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H64A/L89Q/H93Y、H64D/L89R/H93Y Mbは、406.7 nm励 波 による測定で 1491
cm-1と 1629 cm-1にそれぞれn3およびn10のピークが観測されたことから 5配位
スピン構造をとっている事がわかった。鉄-フェノレートの pp-dp* 子遷移吸収

帯である 488 nm の励 波 を用い測定を行なうことで、580~600 cm-1にヘム

に対する Tyr の配位に 因するnFe–Oのピークが観測されることが知られている

27,33-36。このピークは H64A/H93Y Mb では 584 cm-1 に現われたが、

H64A/L89Q/H93Y Mbでは 581 cm-1、H64A/L89R/H93Y Mbでは 579 cm-1にシフ

トした。同時に、このピークは低波数側にシフトするにつれてピーク強度が減

少する傾向が見られた。nFe–O のピークが低波数側にシフトしていることから

Fe–O の結合が弱くなっていると考えられ、このピーク強度の減少から Fe–O 間
の 離が伸びていると考えられる。

　可視吸収スペクトル、EPR スペクトル、ラマンスペクトルはいずれも作成し
た変異体が 5 配位 スピン構造をとっていることを示している。EPR スペクト
ル、ラマンスペクトルでは H64A/H93Y Mbの Leu89を Glnと Argに水素結合を
導入することにより、Fe–O 間の 離が伸びることが示唆された。この現象は

図 3-7.  ヘム構造と rhombicity の関係。馬心臓 H93Y Mb 変異体の結晶構造と模式図
（A）。馬心臓 H93Y Mb 変異体のヘム鉄をヘム面まで引き上げた推定構造と模式図
（B）。
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モデル錯体でも確認が行なわれている10。例えば、フェノレート配位子を持つ

錯体である、FeIII(OEP)(PhO) 錯体の場合、ヘム鉄に配位している酸素に対し
NH···O水素結合を入れることで Fe–Oの 離は 1.837 Åから 1.883 Åに変化し、
0.046 Å に伸びている。以上のことから、 H64A/L89Q/H93Y および

H64A/L89R/H93Y Mbはともに 配位子である 93位の Tyrの酸素に対して、89
位に導入した Glnや Argから水素結合が形成されていると考えられる。

酸化反応における水素結合の効果

　 配位子に対する水素結合の導入による cpd I 生成反応およびカタラーゼ反
応への影 を検討するために、過酸化水素と Mb 変異体の反応によって生成す
る酸素生成速度の決定、過酸化水素とMb変異体の反応によって得られる cpd I
が ABTS と反応して生成する ABTS カチオンラジカルの生成速度の決定、さら
にMb変異体と mCPBAの反応によるスペクトルの変化の測定を行なった。
　過酸化水素とMb変異体の反応による酸素生成量の測定の結果、H64A/H93Y、
H64A/L89Q/H93Y、H64A/L89R/H93Y Mbはそれぞれ、0.23、0.77、0.91 turnover/min
の酸素生成活性を有していることがわかった。水素結合を入れなかった

H64A/H93Y Mb に対し、水素結合を導入した H64A/L89Q/H93Y および

H64A/L89R/H93Y Mbは 3~4倍の酸素生成能の向上が見られた。
　過酸化水素と Mb 変異体の反応によって生成する cpd I は直ちに ABTS を酸
化する事がわかっている。従って、cpd Iの生成速度は ABTSのカチオンラジカ
ルの生成速度から求められ、H64A/H93Y、H64A/L89Q/H93Y、H64A/L89R/H93Y
Mbでそれぞれ 1.94, 2.05, 2.24 M-1s-1となり、差がほとんど見られないことから、

cpd Iの生成にはヘム鉄に配位している酸素への水素結合はほとんど影 してい

ないことがわかった。

　Mb 変異体と 20 モル当量の mCPBA を反応させると、 配位子に対し水素結

合を導入しなかった H64A/H93Y Mbではスペクトル変化がほとんど見られなか
ったが、 配位子に対し水素結合を導入した H64A/L89Q/H93Y および

H64A/L89R/H93Y Mb はタンパク が最終的には変性してしまうものの、スペ

クトルの変化が確認された。これは、本来、ポルフィリン配位子の-2 価の 荷

と FeIIIの+3 価の 荷の合 で+1 価の 荷を持つヘム（鉄-ポルフィリン錯体）
に対し、-1価である 配位子の Tyrが配位しているため、H64A/H93Y Mbでは
配位子を含めた全 荷の総 が０価になり、反応が進行しづらい。しかし、
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配位子に対し水素結合を導入することにより、Tyr の-1 価性が減少し、ヘム鉄
がわずかながら+ 荷を帯びることにより、mCPBA との反応が促進され、スペ
クトルの変化が現われると考えられる。

　以上の結果をまとめると、Mb変異体と過酸化水素の反応サイクルにおいて、
全体では 配位子への水素結合賦与の効果が見られるのに対し、cpd Iの生成で
は違いが見られないことから、cpd Iと過酸化水素の反応過程に対し、 配位子

への水素結合の効果が現われると考えられる。また、mCPBA と Mb 変異体の
反応に伴うスペクトル変化から、過酸化水素のヘム鉄への配位過程でも 配位

子に対する水素結合の影 が働いていると考えられる。これらのことから Mb
変異体が過酸化水素を水と酸素に分 するカタラーゼ反応に対する水素結合の

役割は、まず、鉄三価のヘムと過酸化水素が反応する際、水素結合を形成する

ことで過酸化水素の配位を容易にし、cpd I を生成する。Cpd I の生成と同時に
水素結合が弱まり Fe–O 離が短くなり、cpd I が安定化する。そして、二分子
目の過酸化水素がオキソ酸素と相互作用するのと同時に水素結合が再び強くな

り、cpd Iを活性化して過酸化水素を酸素分子へと酸化して、ヘムは鉄三価に戻
ると考えられる（スキーム 3-1）。

スキーム 3-1.  H64A/L89R/H93Y Mbと過酸化水素の反応の推定機構
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カタラーゼの結晶構造に基づく水素結合の役割の考察

　Proteus mirabilis由来のカタラーゼの休止状態と cpd Iの結晶構造を図 3-8に
示す9 8。結晶構造から、休止状態と cpd Iの Tyrの酸素と Argの窒素の 離はそ

れぞれ 2.7 Åと 2.9 Åとなり、ヘム鉄が FeIV=O状態を取る事によって水素結合
の 離が伸びていることがわかる。また、休止状態での 配位子の Tyr の酸素
とヘム鉄間の 離は 2.1 Åであり、一方、cpd Iでは 1.8 Åと 0.3 Å短くなって
いることがわかる。

　この結果は、Mb の変異体で示された現象がカタラーゼでも きていること

を示していると考えられる。すなわち、Mb 変異体の Tyr93 の酸素と Arg89 も
しくは Gln89 の窒素の間に水素結合を導入した場合では、分光学的な測定から
配位子の Tyr93の酸素とヘム鉄の 離が FeIV=Oに比べて FeIII状態では伸びて

いると考えられる。このように、カタラーゼが行なうカタラーゼ反応は Mb の
変異体で示されたスキーム 3-1 と同様の反応機構で反応が進行していることが
考えられる。

まとめ

　本章では Mb の変異体を用い、カタラーゼ反応における 配位子に対する水

素結合の効果を検討した。カタラーゼのヘム 位側構造を参考に した

H64A/L89Q/H93Y および H64A/L89R/H93Y Mb は、分光学的測定から水素結合
の形成と、水素結合に伴うヘム鉄と 配位子である Tyr の酸素原子の 離の伸

が確認された。また、Mbの変異体と過酸化水素の反応による酸素生成反応、
ABTS の酸化反応および Mb の変異体と mCPBA との反応によるスペクトル変
化の測定から各反応素過程を検証し、基 としての過酸化水素の取込みおよび

図 3-8.  野生型 Proteus mirabilis 由来のカタラーゼのヘム 位側結晶構造。休止状

態（A）。cpd I（B）。
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cpd Iとの反応過程に対し、 配位子の水素結合の有無により反応性に大きな違

いが見られた。Mb 変異体による過酸化水素の酸素分子への酸化的分 過程に

対する水素結合の作用は、1）鉄三価のヘムと過酸化水素の反応時に、水素結
合を形成することで過酸化水素の配位を容易にし、cpd Iが生成する。2）Cpd I
の生成と同時に水素結合が弱まり Fe–O 離が短くなり、cpd I が安定化する。
そして、3）二分子目の過酸化水素がオキソ酸素と相互作用するのと同時に水
素結合が再び強くなり、cpd Iを活性化して過酸化水素と反応し、水と酸素分子
を生成してヘムを鉄三価に戻すことであると考えられる。野生型 Proteus
mirabilis 由来のカタラーゼの結晶構造から、カタラーゼでも同様の反応機構で
反応が進行していると結論した。
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第四章

a-メチルベンジルアミンを用いたミオグロビン変異体による
チオアニソール不斉酸化反応の機構 明

J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 8506-8507
Asymmetric Sulfoxidation and Amine Binding by H64D/V68A and H64D/V68S Mb:
Mechanistic Insight into the Chiral Discrimination Step

Shigeru Kato, Hui-Jun Yang, Takafumi Ueno, Shin-ichi Ozaki, George N. Phillips, Jr.,
Shunichi Fukuzumi and Yoshihito Watanabe
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4.1 序論

　基 の固定および配向の制御は、 素反応

の最大の特徴である基 特異性のために 常

に重要である。ヘム 素における代表的な例

として、基 の固定および配向を制御し、

位特異的に d-カンファーの水酸化反応を行な
うシトクロム P450cam（P450cam）がある。
P450camはヘム遠位側に存在する Tyr96と水
素結合し、Val247および Val295と疎水性相
互作用することで d-カンファーを固定化し
（図 4-1）、 位特異的な水酸化反応によって、
5-exo-ヒドロキシカンファーを生成する1。ま

た、クロロペルオキシダーゼ（CPO）は酸化
剤に過酸化水素を用いることでチオアニソー

ルの酸化反応を 98 %ee(R)以上の い不斉選

択性で与える2 3 4 5。このような CPOの不斉認 機構は結晶構造（図 4-2A）を
用いたベンジルアルコールや cis-b-メチルスチレン複合体のエネルギー最小化

図 4-2.  CPO（A）と SW Mb（B）の結晶構造。

図 4-1.  P450camの活性中心構造。
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算の研究6,7から基 の取込みで制御されていると推定された。例として CPO
へのベンジルアルコールの配位を示すとベンジルアルコールの芳香環および水

酸基がそれぞれ CPOの Val182のメチル基および Glu183との間で相互作用し、
固定化されていると推定されたことから、ベンジルアルコールの cpd I による
酸化はベンジルアルコールの取込み段階で制御されることで(S)-[a-D]ベンジル
アルコールの酸化反応では97 %以上のPhCHOが生成すると考えられている6（図

4-3）。CPO によるチオアニソールの酸化反応でもベンジルアルコールの酸化反
応と同様に考えることが可能である。つまり、チオアニソールの取込み段階で

方向が制御され、98 %ee(R)という い不斉選択性が得られると考えられる。し

かし、基 を取り込んだ結晶が得られるケースは稀であり、 算による推定構

造は貴重な情報を与えるが推定の域を出ることはできない。従って、不斉を認

した反応の遷移状態のエネルギーを評価するための何らかの方法論の開拓が

望まれている。

図 4-3.  CPOによる(S)-[a-D]ベンジルアルコールの酸化反応の推定機構

　一方、ミオグロビン（Mb）（図 4-2B）は、ヘム遠位側のアミノ酸残基に変異
を加えることで、過酸存在下で、スルホキシ化やエポキシ化をはじめとする様々

な酸化反応を触媒することが知られている8-15。最 の研究で、マッコウクジラ

由来Mbの遠位側に存在する 64位の Hisが反応中間体であるMbの compound I
（Mb-I）の不安定化の要因となっていることが明らかとなった11。例えば、64
位の Hisを Aspに置換した変異体（H64D Mb）では、過酸化水素によるスルホ
キシ化とエポキシ化は野生型と比べて、それぞれ 580 倍、820 倍の反応活性を
示した15。H64D Mb と過酸化水素によるチオアニソールの酸化反応におけるエ
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ナンチオ選択性はほとんど観測されず、メチルフェニルスルホキシドがほぼラ

セミ体で得られる。これに対し、F43/H64L および L29H/H64L Mb による酸化
反応では、それぞれ 85 %ee(R) 13、97 %ee(R) 12という い選択性を示した。そこ

で い反応性を示す H64D Mb に対し、 いエナンチオ選択性を賦与する み

が行なわれた。具体的には、小分子の取込みに重要な役割を果たしていると考

えられている Val68 16に変異を加えた H64D/V68A Mb では、チオアニソールの
酸化反応速度には H64D Mb と大きな差は見られなかったが、エナンチオ選択
性が 6 %ee(R)から 84 %ee(R)に上昇した15。しかし、まだこれらMb変異体のス
ルホキシ化のエナンチオ選択性が酸化反応のどの段階で制御され、決定される

のか詳細な反応機構の理 はされてはいない。

　そこで、本章では過酸化水素によるチオアニソールの酸化反応で いエナン

チオ選択性を持つ Mb変異体（H64D/V68Aと H64D/V68S、F43H/H64L Mb）に
ついて、チオアニソールの酸化反応の遷移状態モデルとしてa-メチルベンジル
アミンを用い（図 4-4）、アミンのヘム鉄への結合について、反応速度論的に検
証した。それはどういう事かといえば、a-メチルベンジルアミンはチオアニソ
ールの酸化生成物であるメチルフェニルスルホキシドと構造が 常に 似して

おり、a-メチルベンジルアミンが Mb 変異体のヘム鉄に配位した構造は、スル
フィド酸化の遷移状態とみなすことができる。従って、R-アミンと S-アミンの
ヘム鉄への配位のし易さは、R-スルホキシドと S-スルホキシドを与える遷移状
態のエネルギーの 低を反映すると考えられる。こうした考察に基づいて、Mb
変異体に対するa-メチルベンジルアミンの配位をスペクトル変化から決定し、
不斉認 のプロセスを明らかにすることにした。

図 4-4.  チオアニソールの酸化反応の遷移状態（A）とそのモデル（B）。
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4.2 実験

薬

　標準的な 薬は和光とナカライテスクで購入した。メチルベンジルアミンは

東京化成から入手した。反応に使用する過酸の濃度は、過剰に存在するヨウ化

カリウム中で HRPが触媒する I3
-（e353 = 2.62 ¥ 104 M–1 cm–1）の生成濃度を測定

することで決定した17,18。

　Caldariomyces fumago由来 CPOは Hagerから頂いたものを使用し、モル吸光
係数e399 = 9.1 ¥ 104 M–1 cm–1から濃度を決定した19。F43H/H64L、H64D/V68Aお
よび H64D/V68S マッコウクジラ（SW）Mb の 伝子は松井らが作成したもの

を使用し13,15、 変異体の発現および精製は Springerらの方法20に従って行った。

Mb変異体の濃度はMbの CO体のモル吸光係数e423 = 1.87 ¥ 105 M–1 cm–1から決

定した21。

分光分析

　吸収スペクトルは UV-2400 spectrophotometer（島津製作所）を用いて測定を
行った。スペクトルの変化は、RSP-601 stopped-flow rapid-scan spectrometer（ユ
ニソク）を用いて測定をおこなった。

Mb変異体とa-メチルベンジルアミンの反応
　Mb の変異体とa-メチルベンジルアミンの反応は、ヘム鉄へのアミンの配位
によるソーレー帯の減少のストップトフローによる速度論的な 析と、可視吸

収スペクトルの変化の測定を 50 mM トリス-塩酸緩衝液（pH 9.0）を使用し、
それぞれ 20 °Cおよび室温で行なった。
　速度論的 析は Mb の変異体(H64D/V68A および H64D/V68S Mb)（9.5~11.7
mM）に 30モル当量以上のメチルベンジルアミンを反応させることで行なった。
Mb変異体とメチルベンジルアミンの反応における吸収変化は 408 nmの吸光度
の減少を った。二次反応速度定数は測定された擬一次反応速度定数対メチル

ベンジルアミンの濃度をプロットすることで決定した。

　可視吸収スペクトルの変化は CPO および F43H/H64L Mb（9.7 mM）に 10モ
ル当量以上のメチルベンジルアミンを混合後 1 分間 置し、可視吸収スペクト

ルを測定した。平衡定数は差スペクトルを取りMcMillan等の方法22で決定した。
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4.3 結果

ストップトフローによる 析

　Mb 変異体に対するa-メチルベンジルアミンの配位に伴うソーレー帯の吸光
度の減少から得られた結合速度定数（k1）、 離速度定数（k-1）および平衡定数

（K）を表 4-1に示す。Mb変異体のチオアニソールの酸化反応の遷移状態モデ
ルとして用いた(R)-および(S)-a-メチルベンジルアミンの k1 は H64D/V68A Mb
で R-体、S-体共に 1.3 ¥ 104 M-1s-1であった。一方、H64D/V68S Mbの(R)-および
(S)-a-メチルベンジルアミンの k1はそれぞれ、2.2 ¥ 103 M-1s-1、2.7 ¥ 103 M-1s-1だ

った。それに対し、H64D Mbは R-体、S-体で 30 M-1s-1、4 M-1s-1と 常に小さな

値を示し、R-体の方が 7.5倍速い。一方、H64D/V68A Mbの k-1は R-体、S-体で
それぞれ 16 s-1、0.59 s-1となり、R-体の方の 離速度が 27倍であった。H64D/V68S
Mbでは R-体、S-体でそれぞれ 22 s-1、0.24 s-1となり、R-体の方が 92倍速い。H64D
Mbの k-1は R-体、S-体で 0.096 M-1s-1、0.057 M-1s-1と 常に小さな値を示し、そ

の差も R-体の方が 1.7倍速い程度であった。

表 4-1.  Mb変異体へのメチルベンジルアミン結合の速度論的パラメーター

k1 (M-1s-1) k-1 (s-1) K (M-1)
R S R S R S

H64D/V68A  1.3±0.1¥104 1.3±0.1¥104 16     0.59 8.1¥102 2.2¥104

H64D/V68S  2.2±0.3¥103 2.7±0.1¥103 22     0.24 1.0¥102 1.1¥104

H64D 30±10     4±2       0.096 0.057 3.1¥102 70     
反応条件: 50 mM トリス-塩酸緩衝液 (pH 9.0) 中、20℃

可視吸収スペクトルによる 析

　F43H/H64L Mbのヘム鉄へのa-メチルベンジルアミンの結合による可視吸収
スペクトルの変化を図 4-5に示す。F43H/H64L Mbの可視吸収スペクトルは(R)-
a-メチルベンジルアミンの結合により、344 nm、418 nm、479 nm、532 nm、613
nmに等吸収点を持つスペクトル変化が見られた。F43H/H64L Mbと(S)-a-メチ
ルベンジルアミンの結合によるスペクトル変化では、344 nm、481 nm、525 nm、
606 nmに等吸収点が見られ、大過剰（32.8 mM）のアミンを加える事で 416 nm
付 に等吸収点を持たない吸収の変化が示された。同量のアミン添加によるス

ペクトルの変化は、R-体が S-体に比べ大きく、ソーレー帯の吸光度変化が特に
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図 4-5.  a-メチルベンジルアミンの結合による F43H/H64L Mb の可視吸収スペク
トルの変化. (S)-a-メチルベンジルアミン（A）(R)-a-メチルベンジルアミン
（B）反応条件：[F43H/H64L Mb] = 9.7 mM、50 mM トリス-塩酸緩衝液 (pH 9.0)
中、20℃
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図 4-6.  a-メチルベンジルアミンの結合による F43H/H64L Mbの差スペクトルの変化
（S-アミン：A、R-アミン：B）と結合定数の決定（C）.反応条件：[F43H/H64L Mb] =
9.7 mM、50 mM トリス-塩酸緩衝液 (pH 9.0) 中、20℃
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顕著であるが、結合定数の決定はメチルベンジルアミンの末端吸収の影 の少

ない 450~650 nmの差スペクトルから求めた（図 4-6A, B）。この差スペクトル
から求めたスペクトルの変化量（A566-A504）とアミンの添加量を逆数に取り、

その X 切片から F43H/H64L Mb と(R)-a-メチルベンジルアミンの結合の結合
定数(1.3 ± 0.2) ¥ 103 M-1、(S)-a-メチルベンジルアミンの結合の結合定数(4.8 ± 1.2)
¥ 102 M-1を決定した（図 4-6C）。
　CPO でも同様の反応を行なったが R-体、S-体共に添加することによる CPO
の吸収スペクトルの変化は全く見られなかった。

4.4 考察

ストップトフローによる 析

　Mb の変異体（H64D/V68A、
H64D/V68S、H64D Mb）と過酸
化水素によるチオアニソールの

酸 化 反 応 は 、 H64D/V68A 、
H64D/V68S および H64D Mb で
エナンチオ選択性がそれぞれ、84、
88、6 %ee(R)（表 4-2）であること
がわかっている。

　これら Mb 変異体への(R)-および(S)-a-メチルベンジルアミンの配位に関する
ストップトフローによる速度論的 析の結果、エナンチオ選択性の い

H64D/V68A、H64D/V68S Mb では結合速度定数（k1）にはほとんど差は見られ

なかったのに対し、 離速度定数（k-1）がそれぞれ R-体が S-体の 27 倍、92 倍
の速度で 離していることが示され、平衡定数（K）は S-体が R-体の 27倍、112
倍だった。エナンチオ選択性の低い H64D Mbでは k1および k-1は R-体が S-体の
7.5倍、1.7倍の速さであり、Kは R-体が S-体よりも 4倍程の値を示したが、こ
れら H64D Mb の速度論的パラメーターの比の値は他の二種 の Mb 変異体に
比べ小さく、従ってスルホキシ化でほとんど不斉選択性が見られない事と良く

一致する。一方、Mb 変異体に配位した(R)-および(S)-a-メチルベンジルアミン
の 離速度定数から求めたエナンチオ選択性は、H64D/V68A、H64D/V68S Mb

表 4-2.  Mb 変異体と過酸化水素によるチオアニソ
ールのエナンチオ選択的スルホキシ化

Rate
(turnover/min) ee% (R)

H64D/V68A     121 84

H64D/V68S      64 88

H64D     145 6

反応条件：50mM リン酸緩衝液 (pH 7.0) 中、25℃
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で 93、98 %ee(R)という大きな値となった。
　R-および S-アミンの結合速度が同じで、 離速度は R-体が圧倒的に速いこと
から、チオアニソールの酸化反応の遷移状態（図 4-4A）における R-体、S-体の
相対的エネルギーは S-体の方が安定であると結論される。従って、スルフィド
の酸化反応における不斉選択が遷移状態の安定性で決定されているとすれば、

S-スルホキシドが得られる事になるが、これは実験結果と反対の結論となる。
以上の結果はスルホキシドの不斉を決めるステップが酸化に至る遷移状態では

なく、その後の Fe–O–S(Me)Ph からの O–S(Me)Ph の脱離の容易さに帰因する事
を示している。すなわち、ヘム鉄に配位した R-アミンの 離速度が S-体に比し
て大きい事から、図 4-4A の遷移状態から S-スルホキシドの生成が R-体に比し
て優位であり、 い R-選択的スルホキシ化反応が進行するものと結論される（図
4-7）。

図 4-7.  H64D/V68Aおよび H64D/V68S Mbのチオアニソールのスルホキシ化と
アミンの結合の推定エネルギー関係図



82

可視吸収スペクトルによる 析

　F43H/H64L Mbに触媒されたチオアニソールの酸化反応およびメチルベンジ
ルアミンのヘムへの配位に伴う吸光度の変化に基づいて決定された平衡定数を

比べると、F43H/H64L Mbによるチオアニソールの酸化反応では 85 %ee(R)のエ
ナンチオ選択性で R-スルホキシドを生成し、アミン配位の平衡定数は、R-体が
1.3 ¥ 103 M-1、S-体が 4.8 ¥ 102 M-1となり R-体の方が優位に配位体を生成するこ
とがわかる。つまり、F43H/H64L Mbによるチオアニソールの酸化生成物は

図 4-8.  F43H/H64L および H64D Mb のチオアニソールのスルホキシ化とアミ
ンの結合の推定エネルギー関係図
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H64D/V68A や H64D/V68S Mb と等しく R-スルホキシドを生成するものの、a-
メチルベンジルアミンの結合定数は H64D/V68Aや H64D/V68S Mbと異なり R-
アミンにより い親和性を示す。この結果から、F43H/H64L Mb による不斉発
現は CPOの cis-b-メチルスチレンのエポキシ化反応7やベンジルアルコールのベ

ンジルアルデヒドへの酸化6と同様にアミンは 離段階ではなく、基 がヘムに

づき遷移状態を与える段階でエナンチオ選択性を決定していると考えられる。

従って、Fe–O 結合の 裂過程の活性化エンタルピーは、遷移状態に至る活性

化エンタルピーよりも小さいと結論される（図 4-8）。

H64D/V68Aおよび F43H/H64L Mbの結晶構造による比
　H64D/V68Aおよび F43H/H64L Mbの結晶構造を図 4-9に示す。ヘムを上から
見た図（図 4-9C, F）から、H64D/V68A や F43H/H64L Mb では、ヘム上 にメ

チルフェニルアミンを取り込むことが可能な空間が存在することがわかる。横

から見た図では、H64D/V68A Mb の場合（図 4-9B）、タンパク 表面からヘム

鉄まで完全に大きな空洞が存在していることから、メチルフェニルアミンは自

由にヘム鉄まで到達し配位することが可能であるとわかる。対照的に

F43H/H64L Mbの場合（図 4-9E）、メチルフェニルアミンのヘム鉄への配位では
配位ルート上に Leu64 が存在することでメチルフェニルアミンのアクセスを制
限していると考えられる。同様の考察はチオアニソールについても成立し、

H64D/V68A Mb では自由にチオアニソールのアクセスが可能であるのに対し、
F43H/H64L Mb では Leu64 がチオアニソールのアクセスを制御していると考え
られる。

　チオアニソールの酸化反応におけ

る遷移状態モデルである Mbの変異
体へのa-メチルベンジルアミン配位
体の親和性を検討するために、Insight
II / Discover3（esff force field）を用い
てエネルギー最小化 算を行ないMb
の変異体とメチルベンジルアミンの間の 共有結合エネルギー（表 4-3）とそ
の配位体の構造（図 4-10）を求めた。
　H64D/V68A Mb の場合、メチルベンジルアミンとこの変異体の間の 共有結

合エネルギーは R-アミンで-16.9 kcal/mol、S-アミンで-20.3 kcal/molとなった。

表 4-3.  Mb 変異体とメチルベンジルアミン複
合体のMb-アミン間の 共有結合エネルギー

R-アミン S-アミン
kcal/mol kcal/mol

H64D/V68A -16.9    -20.3    
F43H/H64L -9.95   -8.50   

Insight II / Discover3（esff force field）
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図 4-9.  H64D/V68A（A~C）および F43H/H64L Mb（D~F）の結晶構造。横から見
た（B, D）および上から見た（C, F）ヘム 傍の拡大図。 色で示したアミノ酸は

H64D/V68A、F43H/H64L Mb の両変異体で変異を入れていないアミノ酸残基。 色

で示したアミノ酸は変異を入れているアミノ酸残基。 色で示したアミノ酸はその

変異体では変異を入れていないがもう一方では変異を入れたアミノ酸残基。
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このように S-アミンが R-アミンに比して小さな 共有結合エネルギーを示すこ

とは、実験的に求められた平衡定数から考えた推定エネルギー関係図（図 4-7）
を支持する結果を示した。 算により得られた H64D/V68A Mbとメチルベンジ
ルアミンの複合体の推定構造（図 4-10B, C）を見ると R-アミンと S-アミンの両
方で疎水性度の いフェニル基を蛋白 内 に向け、周辺アミノ酸残基間との

立体的反発を誘 すること無く、ヘム空間に挿入されている。このことから

H64D/V68A Mb ではアミンのアクセスに対するゲートの役割を担うアミノ酸残
基が存在せず、その結果 R-アミン、S-アミンのアクセス速度に差が見られなか
ったと考えられる。さらに、アミンの配位構造を見ると、S-アミンが R-アミン
に比して反発の少ない構造をとっていることがわかる。従って、S-アミンの配
位体が R-アミンに比して安定であるという実験結果とよい一致を示す。
　F43H/H64L Mb に対しても同様にa-メチルベンジルアミンとの配位体の構造
を推定した。F43H/H64L Mb では、Leu64 による基 のアクセス制御が存在す

るため、フェニル基の方からヘム空洞内に侵入することは出来ず、アミノ基の

側から侵入すると考えられ、その推定構造は図 4-10E, F のようになった。R-ア
ミンと F43H/H64L Mb の配位体の場合、アミンのフェニル基がヘムに対し斜に
なりどのアミノ酸残基とも相互作用を形成していないのと考えられる。一方、

S-アミンとの配位体の場合、アミンのフェニル基とヘムの間のp-p相互作用によ
って固定されているように見えるが、S-アミンのメチル基と Val68 のメチル基
の 離が 常に く互いに反発していると考えられる。このことから、Insight II
/ Discover3（esff force field）により 共有結合エネルギーを求めると R-アミン
配位体では-9.95 kcal/mol、S-アミン配位体では-8.50 kcal/molと R-アミンの方が
配位体として安定して存在できると推定された。よって、メチルベンジルアミ

ンと F43H/H64L Mbの反応でも H64D/V68A Mbの場合と同様に可視吸収スペク
トルの変化から得られた F43H/H64L Mb とメチルベンジルアミンの平衡定数か
ら見積もられたエネルギー関係図（図 4-8）を支持する結果が得られた。

まとめ

　本章では、Mb変異体によるチオアニソールの酸化反応の遷移状態のモデル
としてa-メチルベンジルアミンを用い、Mbのヘム鉄に対する配位体形成反応
を速度論的に検討し、Mb変異体によるチオアニソールの酸化反応の不斉誘
の原因を推定した。H64D/V68Aや H64D/V68S Mbに対するアミン配位の速度
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図 4-10.  H64D/V68A(A~C)および F43H/H64L Mb(D~F)とメチルベンジルアミンの
複合体の推定構造。アミン挿入の模式図（A, D）。R-アミン複合体（B, E）。S-アミ
ン複合体（C, F）。 色で示したアミノ酸は H64D/V68A、F43H/H64L Mbの両変異
体で変異を入れていないアミノ酸残基。 色で示したアミノ酸は変異を入れてい

るアミノ酸残基。 色で示したアミノ酸はその変異体では変異を入れていないが

もう一方では変異を入れたアミノ酸残基。
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論的 析の結果、結合速度は R-アミン、S-アミンでほとんど差が見られなかっ
たものの、 離速度では R-アミンが S-アミンの 25 倍以上の値を示し、平衡定
数は S-アミンが R-アミンの 25倍以上の値を示した。このことから、H64D/V68A
や H64D/V68S Mb によるチオアニソールの酸化反応では、Fe–O 結合の 裂速

度の差でエナンチオ選択性が現われたと考えられる。一方、F43H/H64L Mb で
は R-アミンの配位に対する平衡定数が S-アミンより 2.5 倍大きい値を示した。
従って、F43H/H64L Mb の場合にはスルフィドへの酸素添加の遷移状態の安定
性が不斉選択を 定していると考えられる。これらの現象は H64D/V68A およ
び F43H/H64L Mb の結晶構造に基づくエネルギー最少化 算の結果からも示さ

れた。
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第五章

まとめ
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　本研究ではヘム 素による酸化反応機構の基礎的理 を目的として、Mb の
変異体を用い速度論的 析を行なった。

　ヘム 素の大きな特徴は、反応活性種 傍に基 を取り込むことで選択的触

媒反応を行なうことである。特に、酸化反応を特異的に触媒するペルオキシダ

ーゼやカタラーゼ、P450 等のヘム 素は、いずれも酸化活性種である cpd I を
生成し、酸化反応を行なっていることが知られている。こうしたヘム 素の活

性中心構造は平面的な鉄錯体であるヘムを挟んで、ヘムの 配位子が存在する

ヘム 位側と、基 が作用するヘム遠位側に分けて考えられるが、実際は 位

側と遠位側の間には水素結合のネットワークが存在することから、相互に影

を及ぼし合い反応を円滑に進めていると考えられる。

　酸化 素活性を持たない Mb でも、変異体を作成することによって酸化活性
種である cpd Iが観測されるだけでなく、ペルオキシダーゼやカタラーゼ、P450
が行なう様々な酸化反応を触媒することがわかっている。そこで本研究では、

酸化反応を行なうヘム 素の蛋白 モデルとして Mb を用い、ヘム 素におけ

る（1）ヘム遠位側に存在する一般酸塩基触媒の役割、（2）反応における 配

位子に対する水素結合の影 、（3）不斉酸化を進める要因の基礎的理 を目的

として、（1）~（3）の各々に対し反応 析、特に速度論的取扱いによる反応

機構の 明を みた。以下にその結果と詳細を簡単にまとめる。

　第二章では、ヘム 素による基 酸化過程に対する一般酸塩基触媒の役割を

検討するために、カタラーゼ反応に注目し、カタラーゼおよび Mb 変異体
（F43H/H64L, L29H/H64L, H64A, H64S, H64D Mb）を用い速度論的重水素同位
体効果を検討し、一般酸塩基触媒の役割と反応機構を明らかにした。同位体効

果の結果から、cpd Iによる過酸化水素分 反応は大きく分けて 2種 の反応機

構が存在することがわかった。一つは、カタラーゼ自身や一般酸塩基触媒を有

するMbの変異体である F43H/H64L Mbで観測された「cpd Iによる過酸化水素
分 反応の同位体効果が 2.1~4.0」という値を与える反応である。この場合は、
基 である過酸化水素のプロトンの引き抜きが一般酸塩基触媒の His によって
行なわれるイオン的な反応機構である。もう一つは、一般酸塩基触媒を持たな

い変異体（H64A, H64S, H64D, L29H/H64L Mb）が行なう反応で、「トンネル効
果によって 10~29 という大きな同位体効果の値を示す」過酸化水素の酸化的
分 反応である。これは、cpd Iにより過酸化水素の水素原子が引き抜かれるラ
ジカル的な反応機構であることを明らかにした。
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　第三章では、 素反応における 配位子に対する水素結合の影 を検討する

ために、 配位子として Tyrを導入し、Tyrから 4残基離れた位置に Argや Gln
を導入することで水素結合を形成させた Mb の変異体を作成した。 素反応と

して、 配位子に Tyr を持つ 素であるカタラーゼの反応に焦点を当て、過酸

化水素の配位（第 1ステップ）、cpd I生成（第 2ステップ）、cpd Iの安定化（第
3 ステップ）、cpd I の活性化（第 4 ステップ）のどのプロセスに対して水素結
合が作用しているのかを検討した。作成された Mb 変異体の可視吸収スペクト
ル、EPR スペクトル、ラマン分光の測定から、Tyr が配位した Mb 変異体の生
成と 配位子に対する水素結合の形成を確認した。過酸化水素との反応による

酸素発生速度、過酸化水素との反応によって得られた酸化活性種による ABTS
の酸化速度、mCPBA との反応によるスペクトル変化の測定を行なった結果、
Mb 変異体によるカタラーゼ反応では 配位子への水素結合の作用は過酸化水

素の配位（第 1 ステップ）と cpd I の活性化（第 4 ステップ）で優位に働いて
いることが明らかとなった。

　第四章では、Mb 変異体が行なう不斉選択的酸化反応が基 の酸化プロセス

のどの段階で決定されるのかを検討するために、Mb によるチオアニソールの
酸化反応の遷移状態モデルとして(R)-および(S)-a-メチルベンジルアミンを Mb
変異体（F43H/H64L, H64D/V68A, H64D/V68S Mb）に配位させ、配位に伴う吸
収スペクトルの変化から速度論的 析を行ない、どのような反応プロセスで不

斉選択性が生まれるのか明らかにした。H64D/V68A Mbの結晶構造の検討から、
この変異体は活性中心に(R)-および(S)-a-メチルベンジルアミンが十分に出入り
できる空間を有しており、アミン配位構造でのエネルギー最小化 算の結果、

(S)-a-メチルベンジルアミンの方が安定に存在することが示された。一方、ア
ミンの H64D/V68A および H64D/V68S Mb に対する配位の速度論的 析の結果

から、R-および S-アミンの配位速度定数（k1）に差はほとんど見られなかった

のに対し、 離速度定数（k-1）および平衡定数（K）に大きな差が見られ、平
衡定数から R-アミンより S-アミンの方がヘム鉄に い親和性で配位することを

示した。こうした結果から、H64D/V68A および H64D/V68S Mb ではチオアニ
ソールの酸化反応による不斉選択性はスルフィドへの酸素添加後の 離段階、

すなわち Fe–O結合の 裂の段階で決まることを明らかにした。一方、F43H/H64L
Mb では結晶構造から 64位の Leuによって基 のアクセスが 害されることが

示され、アミンの配位に伴う吸収スペクトルの変化から得られた平衡定数は S-
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アミンより R-アミンの方がヘム鉄によく配位することを示した。チオアニソー
ルの酸化反応でも R-スルホキシドが優先的に得られることから、F43H/H64L Mb
ではチオアニソールの酸化反応による不斉選択性は、チオアニソールの酸化の

遷移状態の安定性によって制御されていることが推定された。
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