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1　はじめに�
　活性中心に単核や二核および多核の銅イオンを有
する金属タンパク質は、分子状酸素（O2）の運搬
や活性化、有機・無機基質の酸化に伴うO2の多電
子還元、および電子移動反応などを司っており、動
物から植物および菌体に至る幅広い生態系に存在す
る。1　O2を還元的に活性化して、脂肪族や芳香族化
合物の酸素化反応を触媒するものに、ドーパミンβ 
－モノオキシゲナーゼ（Dopamineβ-monooxygena-
se、DβM）、ペプチジルグリシンα－ アミデイテ
ィング・モノオキシゲナーゼ（Peptidylglycine α-
amidatingmonooxygenase、PAM）、チロシナーゼ
（Tyrosinase、Tyr）、膜結合型メタンモノオキシゲ
ナーゼ（Particulate methane monooxygenase、pMMO）
などがある。DβM やPAM は２つの銅イオンを持
っているが、それらの間には直接的な相互作用はな
く、本質的には単核の銅活性中心で酸素の活性化と
基質の酸素化反応が行われ、その酸化活性種は単核
銅（II）スーパーオキソ種（図４のA）であると考え
られている。これに対して、Tyr では二核の銅活性
中心に結合したサイドオン型のペルオキソ種（図４
のE）が活性酸素中間体であり、これはO2の運搬
を行うヘモシアニン（Hemocyanin、Hc）やカテコ
ールの酸化を触媒するカテコール酸化酵素（Catechol�
oxidase、CO）にも含まれている。ごく最近、�

pMMOの結晶構造が解かれ、ここでも二核銅－酸
素活性種の関与が示唆されている。�
　基質の酸化に伴う O2 の二電子還元を司る酵素�
としては、単核の銅中心を有するアミン酸化酵素�
（Amine oxidase、AO）やガラクトース酸化酵素
（Galactose oxidase、GO）などが知られている。
AO やGO の場合には銅イオンの他に、活性中心に
存在するアミノ酸のチロシン残基が翻訳後化学修飾
（Post-translational modification）を受けて生成し
た新規な有機補欠分子が基質の酸化反応に関与して
いる。一方、O2を四電子還元して二分子の水を与
える銅タンパク質も幾つか知られており、三核銅中
心を有するマルチ銅酸化酵素（アスコルビン酸酸化
酵素（Ascorbate oxidase）、ラッカーゼ（Laccase）、
セルロプラズミン（Ceruloplasmin））や、ヘム鉄と
単核銅からなるヘテロ二核金属中心を含むチトクロ
ームｃ酸化酵素（Cytochrome � oxidase、C �O）な
どが知られている。これらのタンパク質には反応活
性中心の銅とは別に電子伝達部位として機能する単
核および二核の銅中心も存在する。その他、ブルー
銅タンパク質として知られているプラストシアニン
（Plastocyanin）やアズリン（Azurin）などは、酵
素間の電子伝達を司り、亜硝酸還元酵素（Nitrite �
reductase、NiR）やスーパーオキシドジスムターゼ
（Superoxide dismutase、SOD）はそれぞれNO2－

の還元やO2－の分解を触媒する。また、クエルセチ
ン－2,3－ジオキシゲナーゼ（Quercetin-2,3-dioxyge-
nase、2,3-QD）は銅イオンを含む唯一の二原子酸
素添加酵素（Dioxygenase）として注目されている。�
　このような一連の銅タンパク質による酵素触媒反
応、特にO2の活性化を伴う反応は、活性中心にヘ
ム鉄を含む一連のヘムタンパク質（ヘモグロビン、�
ミオグロビン、チトクロームP450、カタラーゼ、
カテコールジオキシゲナーゼなど）の機能と類似し�
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スキーム１．チロシナーゼの推定触媒サイクル�
図１．酸素結合型チロシナーゼ（Oxy-tyrosinase）�
　　　の活性中心の構造 3

ており、その機能解明と応用に大きな関心が寄せら
れてきた。しかし、銅タンパク質には鉄ポルフィリ
ンのような強い吸収を有する発色団が存在しないた
め、詳細な分光学的研究は遅れているのが現状であ
る。幾つかの銅タンパク質については最近、結晶構
造が明らかにされ、銅活性中心の詳細な構造に関す
る情報が提供されるようになった。しかしO2の活
性化機構の詳細については未だ不明な点が残されて
いる。�
　本稿では、二核の銅中心（一般にタイプ－３銅と
よばれている）を有し、O2 の活性化や運搬を司る
チロシナーゼ（Tyr）およびヘモシアニン（Hc）の
化学的機能に焦点を当て、最近の研究を紹介する。2�
�

2　チロシナーゼの反応機構�
　チロシナーゼ（Tyr）は、高等動物から植物、菌体、
微生物にいたる非常に幅広い生態系に存在し、O2 
を用いてフェノールからカテコールへの酸素化反応
（式１）とカテコールからオルトキノンへの酸化反
応（式２）を触媒する。このような反応はメラニン
色素の生合成過程の初期段階であるとともに、果物
や野菜の変色、怪我の治癒、免疫防御など、生化学
的に重要な反応にも含まれている。反応の活性種に
ついては図１に示したようなサイドオン型のペルオ
キソ二核銅（II）錯体（図４のE）であることが分か�

っているが、反応系が複雑性なため（スキーム１）、
詳細なメカニズムはわかっていない。�
　チロシナーゼの触媒サイクル（スキーム１）の中
でも、ペルオキソ種（E）によるフェノールの水酸
化反応（スキーム１の過程ｃ）は、分子状酸素によ
る不活性なC－H 結合の活性化を含んでいるため有�
機合成化学的にも興味深い反応である。�
　我々はそのメカニズムを解明するため、マッシュ
ルームから単離したチロシナーゼを用いて、フェノ
ールの水酸化過程のみを調べることのできるシンプ
ルな酵素反応系を開発した（スキーム２）。4　0.5M 
のホウ酸緩衝溶液（pH 9.0）を用いることにより、
生成するカテコールを触媒系（スキーム２の四角で
囲んだ部分）から排除し、カテコールからオルトキ
ノンへの酸化サイクル（スキーム１の上半分の触媒
サイクル）を遮断した。こうすることにより、触媒�
系がシンプルになり、オルトキノンからメラニン色
素への二次的な反応を抑えることができる。しかし、
この場合には、メト型チロシナーゼ（Met-tyrosinase）�
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図２．酸素結合型ヘモシアニン（Oxy-hemocyanin）�
　　　の活性中心の構造5

スキーム３．Oxy-tyrosinase によるフェノールの�
　　　　　　水酸化反応機構（芳香族求電子置換反応機構）�

スキーム２．シンプル化したチロシナーゼの触媒�
　　　　　　サイクル�

からデオキシ型チロシナーゼ（Deoxy-tyrosinase）
への還元過程（スキーム１の過程 d）も抑制してし
まうことになり、触媒サイクルが回らなくなってし
まう。そこで、外部還元剤としてヒドロキシルアミ
ン（NH2OH）を添加した。その結果、期待通りフ
ェノールからカテコールへの酸素化反応のみが触媒
的に進行し（スキーム２）、水酸化過程のみを詳細
に検討することが可能となった。詳細な速度論的解
析（基質濃度依存性、速度論的同位体効果、ハメッ
トプロット）や同位体標識実験などの結果から、フ
ェノールの水酸化反応は、ペルオキソ基による基質
芳香族環への求電子付加反応機構で進行しているこ
とが判明した（スキーム３）。�
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　筆者らはさらに、チロシナーゼを触媒とする過酸
化水素の分解反応（カタラーゼ反応）や、過酸化水
素を酸化剤として用いたフェノールの水酸化反応の
開発にも成功した。5�
�

 3　酸素運搬タンパク質　　�

　　ヘモシアニンの機能改変�
　ヘモシアニンは軟体動物（タコやイカなど）や節
足動物（昆虫やエビなど）の体内で酸素運搬体とし
て働いている。機能的にはほ乳動物などの血液中に
存在するヘモグロビンと同じであるが、活性中心に
はヘム（鉄（II）ポルフィリン錯体）とは全く異なる
二核銅中心（タイプ３銅）が存在する。この場合に
もタンパク質のX 線結晶構造解析が行われており、
図２に示したようなサイドオン型のペルオキソ二核
銅（II）錯体E であることがわかっている。6�
�
�
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�
　同じ構造の活性種を有しているにもかかわらず、
ヘモシアニンはO2の可逆的な吸脱着を行うのみで、�
外部から加えた基質を酸化することは出来ない。こ
のような機能の違いは、活性中心を覆っているタン
パク質部分の構造の違いによるものであると考えら
れる。最近、ヘモシアニンのタンパク質の構造を少
し変えることにより、本来備わっていなかった酸化
機能を発現するようになることがわかってきた。�
　例えば、タコの血液から単離したヘモシアニンを
尿素で前処理することにより、フェノールの水酸化
反応が効率よく進行するようになる。7　図３には酸
素結合型ヘモシアニン（Oxy-hemocyanin）による
フェノールの水酸化反応を紫外－可視吸収スペクト
ルで直接追跡したものを示す。ペルオキソ種に起因
する348 nm 付近の強い吸収が反応の進行と共に減�
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図４．結晶構造が決定されている単核（A～C）、�
　　　二核（D～F）、三核（G）、および四核（H、I）�
　　　の銅－酸素錯体（配位子L の構造は省略）�

図３．Oxy-hemocyanin によるp－クレゾールの酸化反応に�
　　　おける紫外－可視吸収スペクトルの変化�

少し、対応するカテコール誘導体が定量的に得られ
た。この場合にも、詳しい速度論的解析結果から、
チロシナーゼの場合と同様の芳香族求電子置換機構
で進行していることがわかった。8�
�
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4　モデル錯体�
　これまでは活性中心に二核の銅サイト（タイプ３
銅）を含む金属酵素（チロシナーゼとヘモシアニン）
の酸化機能について述べてきたが、その他にも単核�
や三核の銅中心でO2を結合して活性化したり、多
電子還元を行ったりする酵素はいくつも知られてい
る（「１．はじめに」を参照）。1　これらの酵素反応
機構の解明や触媒反応などへの応用を目指して、比
較的単純なモデル錯体を用いた研究も活発に行われ
ている。その結果、単核（A～C）、二核（D～F）、
三核（G）、および四核（H、I）の銅－酸素錯体が
合成され、それらの構造や分光学的特性、および反
応性が明らかにされてきた（図４）。モデル錯体を
用いる研究の利点は、酵素系では検知できないよう
な単寿命中間体でも、配位子や反応条件（特に反応
温度の低温化）を工夫することにより、捕まえるこ
とが出来るようになることである。また、分光学的
特性や反応性などについてもより詳細な情報が入手
可能となる。9, 10, 11�
　現在までに、酵素系においてその存在が直接確認
されているものは単核のエンドオン型スーパーオキ
ソ銅（II）錯体Aとサイドオン型二核銅（II）錯体Eの
みであるが、pMMO におけるビス（μ－オキソ）
二核銅（III）錯体Ｆの関与や、マルチ銅酸化酵素に�
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�
おける混合原子価三核銅（II, II, III）錯体Ｇなどの
存在も示唆されており、今後モデル研究からの情報
が酵素機能解明に対して大きく貢献するものと思わ
れる。また、これらの酸素錯体を駆使した新しい酸
化触媒系の開発についても大いに期待が寄せられて�
いる。�
�

5　おわりに�
　以上、銅タンパク質の機能解明に関する最近の研
究のごく一旦を紹介した。銅タンパク質にはヘムタ
ンパク質のような強い発色団が存在しないため、タ
ンパク質そのものを扱った研究は非常に難しかった。
一方、銅－酸素錯体の化学については、モデル分野
での研究がここ20年余りで飛躍的に発展し、酵素
機能の解明に対して多くの重要な情報を提供してき
た。今後これらの情報を基にして更に銅タンパク質
の機能解明と応用が発展するものと期待される。�
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