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申請者は，シトクロム P450BM3(P450BM3)の新規再構成手法の開発に成功し，その再構成

手法を利用することにより，従来の手法では実現できなかった全長 P450BM3 のヘム置換

体の調製を達成した．この再構成手法は，P450BM3 を構成する各ドメイン（ヘムドメイン

と還元ドメイン）を個別に調製した後，ドメイン間を連結することによって全長体を再構

築するという前例のない手法である．申請者はペプチド形成反応を触媒する酵素であるソ

ルターゼを用いた場合に，P450BM3 本来の高い活性が損なわれないことを実験的に確認し，

ドメイン連結のためのツールとして有効であること示した．ヘム置換を行った P450BM3

のヘムドメインに対し還元ドメインを連結することによって，その全長体の作成に成功し，

本手法が P450BM3 のヘム置換体の調製に有効であることを実証した． 

申請者は種々のポルフィリン錯体を用いて P450BM3 の再構を検討し，マンガンプロトポ

ルフィリン IX によって再構成した P450BM3（Mn-P450BM3）が酸化活性を示すことを発

見した．Mn-P450BM3 によって触媒される酸化反応の酸素分子依存性の調査や，酸素 18

安定同位体標識実験を行うことによって，この反応が酸素分子を末端酸化剤として進行し

ていること明らかにした．基質類似体であるデコイ分子を反応系に添加することにより

様々な非天然基質に対する触媒活性を向上させ，Mn-P450BM3 の種々の基質に対する活性

評価を行った．Mn-P450BM3 がオレフィンのエポキシ化，スルフィドのスルホキシド化に

加え，高難度酸化反応である脂肪族 C-H 結合の水酸化，芳香族 C-H 結合の水酸化も達成可

能であることを明らかにした．また，Mn-P450BM3 による反応がデコイ分子の存在下で高

い立体選択性で進行していることを発見した．これらの結果をもとに，高い反応性を有す

るマンガンオキソ種を酸化活性種とする反応メカニズムを提案した．さらに，反応機構プ

ローブであるラジカルクロック分子を利用することによって，Mn-P450BM3 によって触媒

される水酸化反応が，C-H 結合のホモリティックな切断と C-O 結合形成によって達成され

ることを明らかにした．また，マンガンオキソ種を活性種とする想定反応機構を支持する

結果として，ラジカルクロック実験から推定される C-O 形成速度が密度汎関数法 DFT で

の予測と相関があることを示した． 

当研究において開発されたドメイン連結を用いる再構成手法の利用は，ヘム置換体の調製

には限定されず，複数のドメインから構成されるタンパク質に対しドメイン毎に異なる改

変手法を適用するのに有効であり，より広範な応用が期待される．また，申請者が取り組

んだ P450BM3 のヘム置換体に関する研究は，ヘム以外の錯体によって再構成したヘムタ

ンパク質によって効率的な酸素分子の活性化を実現した初の例であり，この結果から

P450BM3 の酸素分子活性化機能がヘム以外のポルフィリン錯体に対しても有効であるこ

とが明らかにした．この結果は，強力な酸化剤を必要とせず大気中の酸素分子を利用可能

な環境調和型の酸化触媒の開発に重要な知見をもたらすものと見込まれる．以上の理由に

より，申請者は博士(理学)の学位を授与される十分な資質があるものと認められる． 
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