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Lately, artificial metalloenzymes have garnered significant interest as emerging hybrid 

catalysts, the integration of chemical catalysis and biocatalysis. TM1459 from Thermotoga 
maritima has high thermal stability and contains a metal binding site consisting of 4-histidine 
motif. By using this protein as metal ligands, we have recently developed the artificial 
metalloenzymes. In this study, we attempted to construct enzymes with high stereoselectivity 
by mutating four histidines at this metal binding site. We screened thus obtained library of 
mutants in the asymmetric Michael addition reaction, and showed high stereoselectivity when 
several mutants were used. 
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近年、タンパク質に金属錯体を結合させたハイブリッド触媒である人工金属酵素 1

の構築が注目を集めている。当研究室では超好熱菌由来の TM1459 タンパク質 2を用

い、このタンパク質が持つ 4 つのヒスチジン残基からなる金属結合部位に直接金属イ

オンを結合させることで、より簡便に人工金属酵素を構築する手法を開発してきた。

本研究では、第一配位圏にある 4 つのヒスチジン残基のうち 2 つをそれぞれ、カルボ

ン酸を側鎖に持つアミノ酸とアラニンに変異させた変異体を構築し、硫酸銅を導入す

ることで立体選択的なマイケル付加反応のスクリーニングを行なった。 
モデル反応として、2-アザカルコンをアクセプター、ジメ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。

一方で、構築した変異体をライブラリーとしてスクリーニングしたところ、銅イオン

とともに H52A/H58E、H52A/H58D 変異体を添加した際に鏡像体過剰率がそれぞれ

86 %, 80 %を示し、立体選択性が見られた。さらに、アクセプターとしてアセト酢酸

メチルを用いた場合に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、さ

らなる変異導入によるライブラリーの拡充について議論する。 

Fig 1. Model reaction employed in this study 
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