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研究成果の概要（和文）：Geobacter sulfurreducensは細胞外への電子伝達能力が極めて高い。電極への高効率
な電子伝達に必須な細胞外膜シトクロムOmcZの構造解明するため、OmcZの大量発現系を構築し、精製OmcZを大量
調整した。精製したOmcZを用いて結晶化条件を検討したところ、結晶を得ることに成功し、X線回折データの収
集を行った。最も高いもので分解能の2.2Åのデータを得ることに成功した。さらに、Pt、Hg、Au、Pbの4種類の
重原子を用いて、これらを含むクライオ溶液に結晶を浸し、結晶の重原子置換体を作成した。大型放射光施設に
て、得られた結晶から位相決定のためのデータを収集した。

研究成果の概要（英文）：Geobacter sulfurreducens has an extremely high extracellular electron 
transfer capacity. To elucidate the structure of outer membrane cytochrome OmcZ, which is essential 
for optimal extracellular electron transfer to the electrode, over expression system of OmcZ in G. 
sulfurreducens was established and OmcZ was purified. After screening crystallization conditions 
using the purified OmcZ, crystals were successfully obtained and X-ray diffraction data were 
collected. The highest resolution data of 2.2 A was successfully obtained. Furthermore, using four 
types of heavy atoms, Pt, Hg, Au, and Pb, the crystals were soaked into a cryo-solution containing 
these atoms, and heavy-atom substituted crystals were prepared. Data for phase determination was 
collected from the obtained crystals.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： Geobacter　細胞外電子伝達　シトクロム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Geobacter sulfurreducensがもつ細胞外電子伝達能力には電気伝導性ナノワイヤーが重要であることが知られて
いる。これまでにPilA、OmcS、およびOmcZを構成するナノワイヤーが報告されており、これらのうち、OmcZのみ
その立体構造が明らかになっていない。本研究では、OmcZの立体構造決定を試み、構造解明に十分な分解能の反
射データを得ることに成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 古くから鉄還元菌として研究されてきた Geobacter sulfurreducens は細胞外への電子伝

達能力が極めて高く、金属などの導体にも電子を伝達することができる。そのため、G. 

sulfurreducens は微生物燃料電池や微生物電気化学装置における電極への電子伝達メカニ

ズムの解明に向けたモデル生物として精力的に研究が行われている。G. sulfurreducens の

細胞外電子伝達には、本株が生産する細胞外 c 型シトクロムが極めて重要であることが知

られている。特に、細胞外シトクロム OmcS や OmcB は不溶性の酸化鉄への電子伝達に必

須であり、細胞外シトクロム OmcZ は電極への高効率な電子伝達に必須であることが知ら

れている。また、G. sulfurreducens は電気伝導性ナノワイヤーを生産することが知られて

おり、これまでに G. sulfurreducens が生産する電気伝導性ナノワイヤーは PilA、OmcS、

OmcZ それぞれを構成単位とする 3 種の電気伝導性ナノワイヤーが知られている。これら

のうち、PilA、および OmcS を構成単位とする電気伝導性ナノワイヤーについては、その

立体構造が明らかになっているが、OmcZ を構成単位とする電気伝導性ナノワイヤーにつ

いては、明らかになっていない。OmcZ は約 50 kDa の OmcZLと約 30 kDa の OmcZS の二

つのサイズで存在することが知られている。OmcZL は細胞外に分泌された後、同様に細胞

外に分泌された subtilisin 様プロテアーゼ OzpA によって分子内で切断され、N 末端側が

OmcZS となると考えられている。OmcZ は分子内に 8 個の c 型ヘム結合モチーフ（通常

は CXXCH）をもつが、そのうち 1 つは CX14CH と特殊なモチーフを持つ。また、精製

された OmcZS の変性温度は 94℃と極めて高いことが知られている。このように複数の

興味深い特徴を有する OmcZ については、以前、精製された OmcZSの結晶化条件のスク

リーニングが試みられたが、OmcZS は極めて低い水溶性を示すため、良好な結晶を得るこ

とができなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、微生物の細胞外電子伝達はどのようなしくみによって起こり得るのかを解

明することを目的とし、OmcZ などの細胞外シトクロムによる細胞外電子伝達様式を原子

レベルで明らかにすることを目的とした。特に、本研究では、G. sulfurreducens 由来の細

胞外シトクロム OmcZL を精製し、結晶構造解析を行うことで OmcZ の立体構造決定を試み

た。 

 

３．研究の方法 

 OmcZL の大量発現系とそれに続く精製を行うため、まずは C 末端に 6 個のヒスチジンを

付加した OmcZL 全長を過剰発現させるための OmcZL 発現プラスミドを構築し、G. 

sulfurreducens ozpA 破壊株を形質転換することで、OmcZL過剰発現株を作製した。OmcZL

過剰発現株を大量培養し、菌体を凍結融解法により破砕した。遠心分離後、上清について

HisTrap カラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーを行い、精製 OmcZLを精製し

た。精製した OmcZLについて、シッティングドロップ法により 1,152 条件の結晶化条件を

試みた。良好な結晶の形成が確認されていた 8 条件については、ハンギングドロップ法に

よって塩濃度、沈殿剤濃度、pH が異なる条件試験した。さらにそれらのうち、良好な結晶

が得られた条件において、クライオ条件を検討し、良好な結晶については、放射光施設にて、



反射データの収集を試みた。 

 

 

４．研究成果 

 スクリーニングにより明らかになった結晶化条件において、複数の条件で良好な結晶を

得ることに成功した（図）。 

 

 

 得られた結晶について、X 線回折データの収集を試みたところ、最も高いもので 2.2Åの

反射データを得ることに成功した。また、別の条件では、空間群の異なる結晶も得られた。

構造決定に必要な位相データを得るため、高い分解能の反射データが得られた結晶化条件

と同様の条件で得た結晶について、Pt、Hg、Au、Pb の 4 種類の重原子を用いてこれらを

含むクライオ溶液に結晶を浸し、結晶の重原子置換体を作製した。大型放射光施設にて、得

られた結晶から位相決定のためのデータを収集した。 
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