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Artificial metalloenzymes which are constructed by incorporating metal complexes into 

proteins have been the hot topics in the bioinorganic chemistry. 1) We have used TM1459 
protein from hyperthermophiles and have constructed artificial metalloenzymes more easily by 
directly coordinating transition metal ions to the four histidine residues of this protein. 2) In this 
study, we produced mutants in which various amino acid mutations were introduced around 
this metal binding site. We screened the libraries thus obtained in the stereoselective Michael 
addition reaction, and found that several mutants showed high stereoselectivity. 
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近年、タンパク質に金属錯体を組み込んだ人工金属酵素の研究が盛んに行われてい

る。1) 当研究室では超好熱菌由来の TＭ1459 タンパク質を用い、このタンパク質が持

つ 4 つのヒスチジン残基に直接遷移金属イオンを配位させることで、より簡便に人工

金属酵素の構築を行ってきた。2) 本研究では、ヒスチジン残基のうち 1 つまたは 2 つ

をアラニンに変異させた変異体、これをベースに金属結合部位周辺に様々な変異を導

入した変異体の作製を行った。これらに銅を導入し、不斉マイケル付加反応を用いて

スクリーニングを行った。 
モデル反応として、2-アザカルコンをアクセプター、ジエチルマロン酸をドナーと

して用い反応(図 1)を行なった。野生型を用いた場合には選択性を示さなかった。一

方、H52A 変異体においてはエナンチオ選択性が 73 % e.r.となった。また、この変異

体に対してさらなる変異を加えて作製した変異体 F41W/H52A では 91% e.r.と高い選

択性を示した。アクセプターとしてエチルメチルマロン酸を用いた場合でも立体選択

性が見られた。本発表ではこれらの詳細に加え、作製した変異体ライブラリーについ

ても議論する。 

Fig 1. Model reaction in this study 
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