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研究成果の概要（和文）：銅排出酵素系において特異的に Cu(I)を酸化する酵素 CueO から 50 残

基のアミノ酸を除去し, 有機基質に対する酸化活性を創製するとともに, 触媒部位への配位ア

ミノ酸への変異導入や水素結合の切断や形成によって、触媒機能を高めることに成功した。ま

た, CueO の組換え体および変異体を, 生物燃料電池のカソード触媒やヘアカラー色素作成酵素

としての利用することを可能とした。さらに, 変異体の反応によって, 酸素の４電子還元機構

を明らかにし, 反応に関与する非配位性の酸性アミノ酸を特定した。 

 
研究成果の概要（英文）：CueO, which is involved in the Cu efflux system of E. coli. and 
specifically oxidize Cu(I) to Cu(II), was deleted its 50 amino acids from the region 
covering the substrate binding site, and specificities to oxidize organic substrates were 
newly created. In addition, catalytic activities of CueO were enhanced by mutating the 
axial ligand to the type I copper center and by performing mutations to break down or 
to form a hydrogen bond with the ligand groups to the type I copper. CueO and mutants 
appeared to be applicable as a cathodic enzyme of biofuel cell and a catalyst to produce 
dyes used for hair color. Further, the reaction mechanism of the four-electron reduction 
of dioxygen was disclosed from the reactions using mutants. The non-coordinating acidic 
amino acids located adjacent to the trinuclear copper center were found to concern in 
the binding of dioxygen and proton donation to the reaction intermediates.      
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１．研究開始当初の背景 
 
 銅イオンを特異的に酸化するマルチ銅酸

化酵素(MCO)CueOの存在が発見されたのは 21
世紀になってからであり, 当然ながら, そ
の特異性発現の仕組みや反応機構は学術的
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に意義深い。一方, MCO は有用な有機物質を
酸化することができることから, 臨床検査, 
色素合成, デニムの脱色, 食品への添加な
ど様々の分野に実用化されているが, 研究
開始時点では, 新たに, 生物燃料電池やバ
イオヘアカラーへの応用が模索され始めて
いた。また, 活性酸素種を生じることなく酸
素を水にまで４電子還元することのできる
MCO の反応メカニズムは, 基礎から応用に至
るまで幅広い分野で注目されるところとな
っていたことから, この機構の解明を目的
とするに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 これまで発見されている唯一の Cu(I)オキ
シダーゼであるCueOがCu(I)を特異的に選択
する仕組みを明らかにすることが, まず, 
第一の研究目的である。通常, 酵素は有機物
をターゲットとしているが, 金属イオンに
対する選択性を発現するには, サイズ効果
や非共有性相互作用を使うことができない。
そこで, CueO から 50アミノ酸残基を削除し, 
CueO の基質選択性を銅イオンから有機分子
に改変することが可能かどうか，検証するこ
とにした。次いで, 酵素機能を高めることを
目指して, 活性部位に変異導入することに
した。基質からの電子の受容部位であるタイ
プ I銅部に対して変異導入して, 酸化還元電
位を正電位にシフトさせる原理を見いだす
ことにした。第３の目的は, 酵素機能の後半
部分にあたる酸素の４電子還元機構解明で
ある。そのため, 銅への配位子や活性部位近
傍に位置する非配位性のアミノ酸残基に着
目し, 中間体を捕捉し, キャラクタリゼー
ションすることとした。一連の研究によって, 
作成した変異体の電気化学的検討も行い, 
生物燃料電池への応用をもはかることとし
た。              
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究で使用した酵素は一貫して大腸菌
の CueO であるが, 平行して, 糸状菌由来の
ビリルビンオキシダーゼを用いて,同様の実
験を行うことによって, 結果の一般性をチ
ックした。研究目的を達成するための研究方
法は, 点変異または大規模なセグメント除
去を行い, 改変した CueO を作成することで
ある。改変酵素は, 紫外-可視, 円二色性, 
電子スピン共鳴(EPR), 原子吸収スペクトル
などによって, キャラクタリゼーションを
行うとともに, 必要に応じて高分解能の X線
結晶構造解析も行った。ESR の測定では, 極
低温で行う必要があることから, クライオ

スタットは本研究で整備した。また, 酵素機
能を調べるため, 活性測定や電気化学測定
を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 CueO の基質結合部位を覆う 50 のアミノ酸
残基からなるセグメントを除去し, GlyGlyリ
ンカーで逆平行・鎖を結んだ改変体・・5-7
を作成することに成功した。期待通り
・・5-7では Cu(I)に対する特異性が低下し, 
有機基質に対する新規な活性が創製された。
この結果から, 金属イオンに対する特異性
を発現するには, 活性部位近傍への有機基
質の接近を阻害する分子構造が必要である
ことがわかった。また, Cu(I)など特定の金
属イオンに対する特異性を発現するには, 
金属酵素の触媒部位を形成する配位子とは
異なる配位子の選択が必要であることが明
らかとなった。配位アミノ酸に変異導入して
みたが, Fe(II)以外の金属イオンに対する基
質特異性は見られなかった。この新規かつ大
規模な酵素の改変は, 外国の研究者や産業
界で高く評価されている。 
 次いで, 酵素機能を自在に操ることを目
指して, 基質からの電子の入口であるタイ
プ I銅の酸化還元電位のチューニングに挑戦
した。まず, 軸位に配位した Met を Gln に置
換し, 酸化還元電位を負電位にシフトさせ
ることである。実験の結果, 予想通り酵素活
性が低下した。一方, 酸化還元電位が正電位
にシフトすると予想して作成した Phe や Ile
等への置換では, 期待したように方向に正
電方向に酸化還元電位がシフトし,酵素活性
も高まった。これらの結果から, MCO の酵素
活性は, 基質とタイプ I銅間の電位差が支配
的な因子のひとつであることを実証できた。 
 さらに, 酸化化還元電位をチューニング
する方法として,タイプ I 銅配位子への水素
結合を生成または除去する方法を開発した。
まず, タイプ I 銅配位子のひとつである
His443 と Asp439 間の水素結合を切断すべく
変異体 Asp439 に変異導入したところ, タイ
プ I 銅の酸化還元電位が正電位にシフトし, 
酵素活性も上昇した。また, タイプ I銅に配
位した Cys500 の S原子には Leu502 のアミド
窒素が NH-S 水素結合を形成しているが, も
う一カ所水素結合可能な位置には Pro444 が
配置されていて水素結合は存在しない。そこ
で, この Pro を Glu, Ala, Leu に変異させた
ところ, 銅イオン含量は低下したが, タイ
プ I 銅の酸化還元電位が正電位にシフトし, 
酵素活性の上昇も認められた。タイプ I銅の
軸配位子や水素結合を利用した本研究原理
は一般性の高いものであり, すべての MCOに
適用することができる。 



 

 

 次いで, タイプ II, III 銅からなる三核銅
部位での酸素４電子還元の中間体捕捉にチ
ャレンジした。まず, Cys500 を Ser に置換す
ると, タイプ I銅部位が空位となることが明
らかとなった。この変異体と酸素との反応か
ら, 中間体（中間体 I）が捕捉された。中間
体 I は特徴的な吸収スペクトルを示すこと, 
EPR サイレントであることから, 酸素が２電
子還元された種であると考えられた。しかし
ながら, 共鳴ラマンスペクトルは還元のた
め測定することができず, 構造に関する直
接的な証拠は得られなかった。Cys500Ser に
加えて, 三核銅部位近傍に位置する非配位
性の Asp112 を Asn に変異させた二重変異体
を作成し, 酸素と反応させたところ中間体 I
の生成速度が遅く, またその生成量も少な
いことから Asp112 が酸素の結合に関与する
ことがわかった。 
 中間体 I に続く中間体 II は三核銅部位近
傍に位置する Glu506 に変異導入することに
よって捕捉することに成功した。中間体 II
の極低温の EPRより, 酸素は４電子還元され
ているが, 三核銅部位の中心に切断された
酸素原子が存在しており, 一方, 銅はすべ
て Cu(II)で, 磁気的相互作用していること
がわかった。Glu506 は休止状態へ移行するた
めに必要なプロトンの供給に預かることが
明らかとなった。本研究により, 酸素の４電
子還元に 2つの酸性アミノ酸が必須であるこ
とを明らかにすることができた。 
 ２つの酸素還元中間体の構造情報を得る
ため中間体 I 種で安定化する二重変異体
Cys500Ser/lu506GlnのX線結晶構造解析を行
ったところ, 中間体 II の構造が得られ, 中
間体 Iが水和電子によって容易に還元される
ことが明らかとなった。水和電子による MCO
の還元は報告されていないので, 休止体の X
線結晶構造解析を行ったところ, 中間体 II
の骨格構造が得られたことから, 中間体の
構造についてはさらに詳細な検討が必要で
あることがわかった。欧米の研究者はこの事
実を未だ認識していないので, 反応機構の
研究は我々が大きくリードしていると思わ
れる。 
 以上の知見を取り入れて電気化学研究も
行い, 生物燃料電池のカソード触媒として
CueO および変異体が実用化されているレベ
ルの高い電流密度与えたことから, 酵素電
極触媒を用いた生物燃料電池が実用化可能
なことを示すことができた。 
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