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研究成果の概要（和文）：電子伝達分岐型とセンサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼを化学合成した2核鉄錯体を用い
ることで人工的に成熟化させた。センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼ の活性中心近傍のプロトン輸送経路と予想
されるアミノ酸に対して変異体を導入し水素酸化活性を測定し、 ある変異体で水素酸化活性がほとんど消失し
ていることを明らかにした。第2配位圏の違いにより活性中心の鉄硫黄クラスターの酸化還元電位が変化した。
さらに、電子伝達分岐型[FeFe]ヒドロゲナーゼのクライオ電子顕微鏡法による構造解析を行った。その結果、3
つのサブユニットで構成される[FeFe]ヒドロゲナーゼが4量体を構成していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：[FeFe] hydrogenases (an electron-bifurcating and a sensory types) from 
thermophilic bacteria have successfully been maturated with the chemically synthesized di-iron 
complexes. We mutated the amino acid residues in vicinity of the active site of the sensory [FeFe] 
hydrogenase. One of the variants showed significantly less activity compared to the wild type  
hydrogenase enzyme. It suggested that the electronic structure of the active site [4Fe-4S] 
sub-cluster could be changed. The cryo-electron microscpic structure of the electron-bifurcating 
[FeFe] hydrogenase showed the tetramer of the promoters which consists of three subunits. 

研究分野：生物物理学

キーワード： 金属酵素　ヒドロゲナーゼ　水素　クライオ電子顕微鏡　構造解析　赤外分光法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
電子伝達分岐型[FeFe]ヒドロゲナーゼのクライオ電子顕微鏡法による構造解析から3つのサブユニットで構成さ
れる4量体を構成していることが明らかとなった。複雑な電子伝達経路を持っており、FMNが結合している領域で
電子伝達分岐が分岐する可能性が示された。また、センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼでは、第2配位圏の違いに
より活性中心の鉄硫黄クラスターの酸化還元電位の変化が顕著に見られた。これらの結果から、金属中心近傍の
構造が機能に重要であることが示唆された。本研究で明らかとなった知見は水素発生系ヒドロゲナーゼを模した
錯体の設計に重要な指針を与える。

※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 
[FeFe]ヒドロゲナーゼは多くの嫌気性微生物が持つ酵素で、水素分子の合成を可逆的に触媒する。
その水素触媒能力は希少なプラチナなどを用いた化学触媒と同等以上の効率とされる。[FeFe]ヒ
ドロゲナーゼは地球上にふんだんに存在する鉄を活性中心に持つ。そのため、この酵素をモデル
にした人工触媒や燃料電池の開発などの応用も含め、さまざまな基礎研究が進められている。水
素発生型[FeFe]ヒドロゲナーゼ（標準型）の最初の立体構造は 1998 年に報告され（Peters et al., 
Science 1998）、Hクラスターと呼ばれる二核鉄錯体と[4Fe-4S]クラスターから構成される特異な
構造を持つ活性中心が明らかとなった。そのほかに、タンパク分子のほぼ中央に位置する活性中
心へ繋がるプロトンチャネル・ガスチャネルや電子伝達を担う[FeS]クラスター群が存在してい
ることが構造から明らかとなった。本課題の対象とする電子伝達分岐型やセンサー型[FeFe]ヒド
ロゲナーゼは、これまでに立体構造や詳細な反応機構は分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本課題では、次の２つの[FeFe]ヒドロゲナーゼの反応機構の解明を目指した。（1）電子伝達分岐
型[FeFe]ヒドロゲナーゼ。この[FeFe]ヒドロゲナーゼは 2 つの異なる酸化還元電位をもつ電子伝
達体（フェレドキシンと NADH）から電子を受け取り H2を発生させる。この電子がどのように
して活性中心へ伝達されるのか（活性中心やフラビン・[FeS]クラスターの酸化還元状態）を、分
光学的手法や立体構造解析により明らかにすることを目的とする。 
（2）センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼの活性中心の酸化還元状態を分光学的手法により明らか
にする。さらに、立体構造を明らかにする。さまざまな酸化還元状態での構造変化等を調べ、上
記の分光学的手法の結果と統合することによって、分子レベルでの反応機構の総合的理解を目
指す。 
 
３．研究の方法 
超好熱菌由来の[FeFe]ヒドロゲナーゼ遺伝子（電子伝達分岐型TmHydABCとセンサー型TmHydS）
を、それぞれベクターに導入し大腸菌による発現系を構築する。大腸菌で発現誘導した[FeFe]ヒ
ドロゲナーゼのアポ型を Strepアフィニティークロマトグラフィーで精製し、嫌気条件下でモデ
ル化合物を挿入することによって、人工的に成熟化する。これらの[FeFe]ヒドロゲナーゼのさま
ざまな酸化還元状態を電気化学的 FTIR分光法で解析する。酵素活性は、水素分解反応では電子
伝達体メチルビオロゲンを使い、時間変化 UV-vis スペクトルを観測する。水素発生反応は、ガ
スクロマトグラフィーで定量する。また、サイクリックボルタンメトリーを測定し、各状態間の
酸化還元電位を求める。電子スピン法により、CW-ESRシグナルを測定し、酸化型や還元型など
の Fe 原子の電子状態を調べる。さらに、高純度に精製したサンプルを用いてクライオ電顕によ
り立体構造を求める。 
 
４．研究成果 
 
（1）[FeFe]ヒドロゲナーゼの大量培養・精製 
電子伝達分岐型 HydABC とセンサー型 HydS の遺伝子を含むプラスミドをそれぞれ導入した大
腸菌（E. coli BL21ΔiscR）を LBまたは TB 培地で培養した。誘導をかけた直後に気相を窒素ガス
で置換することで嫌気的に培養した結果、誘導発現したアポ[FeFe]ヒドロゲナーゼが安定に発
現・存在することができた。集菌は嫌気グローブボックス内で行い凍結保存した。菌体は嫌気グ
ローブボックス内で超音波破砕機を用いて破砕した。アポ酵素の精製は Strep-Tactinアフィニテ
ィーカラムと FPLC 精製装置を用いたゲルろ過カラムクロマトグラフィー等を嫌気チャンバー
内で行い、高純度の精製標本（培養 1 L 当たり約 10 mg）を得ることができた。精製の純度は
SDS-PAGE等の電気泳動で確認した。このアポ酵素に 2核 Fe錯体を挿入することによって、人
工的に成熟化に成功した。 
 
（2）電子伝達分岐型[FeFe]ヒドロゲナーゼの構造解析 
アポ電子伝達分岐型[FeFe]ヒドロゲナーゼの立体構造をクライオ電子顕微鏡法を用いて決定し
た（図１）。全体構造はαサブユニット、βサブユニット、γサブユニットで構成されるプロト
マーが４つ存在する４量体であった。中心部分にαサブユニットが集まって複合体を構成して
いた。電子伝達系路を構成する鉄硫黄クラスターが各サブユニット上で同定できた。アポ酵素の
構造では活性中心 Hクラスターの二鉄錯体サブクラスターが無いため、[4Fe-4S]サブクラスター
のみが同定できた。αサブユニットには[4Fe-4S]クラスターが４つ、[2Fe-2S]クラスターが２つ、
βサブユニットには[4Fe-4S]クラスターが３つ、[2Fe-2S]クラスターが１つ、さらにγサブユニッ
トには[2Fe-2S]クラスターが１つ存在していた。各鉄硫黄クラスター間の距離は約 8-13Åで電子
伝達を効果的に行うことができる距離であった。βサブユニットには FMNが一つ結合している
ことが明らかとなった。 



D2対称を用いてさらに詳細に構造を検討したところ、フェレドキシン様ドメインがβサブユニ
ットに存在し、[4Fe-4S]クラスターを見出した。また、このフェレドキシンドメインは２つのコ
ンフォメーションを持つことが明らかとなり、さらにはこのクラスター付近に Zn イオンが結合
していた。この Zn イオンはフェレドキシンドメインの動きに必要なヒンジの役割を持つと推定
された。 

図１. クライオ電子顕微鏡法で明らかとなった電子伝達分岐型[FeFe]ヒドロゲナーゼの立体構造。
プロトマーは HydA、HydB、HydCで構成され、４量体構造である。右図は、金属中心や FMNの
配置を球で表したもの。鉄硫黄クラスターが左２つのプロトマー内または右２つのプロトマー
内でそれぞれ電子伝達可能な位置に配置されている（PDB 7P5H）。 
 
 
（3）センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼ変異体の電気化学的分光解析 
電気化学的赤外分光法では、IR ウインドウ（CaF2）間に金メッシュと電極を挿入し、精製標品
に対して外部からポテンシャルを変化させることで、連続的に変化する FTIRスペクトルを収集
した。これによって、各酸化還元状態に特徴的な活性中心 Hクラスター内の Fe-COと Fe-CNの
振動状態を調べた。IR ピークの波数変化の電位依存性を調べることによって、各状態間の酸化
還元電位を求めた。この電気化学的赤外分光法により、変異体では IR ピークの位置はほとんど
変化していないことが明らかとなった。しかし、S267M変異体では、ブリッジしている COのピ
ークがわずかに変化していた。 
 
（4）センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼ変異体の活性測定 
電子伝達体メチルビオローゲンを用いたセンサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼの水素酸化還元活性
は、電子伝達分岐型や触媒型ヒドロゲナーゼの活性能より低いことが以前の研究で明らかとな
っていた。本研究では、変異体（A131C, G177M, Y223F, S267M）を作成し、それぞれの水素酸化
還元活性を測定した（図２）。 

図２. （左）センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼの模式図。（中央）活性中心 Hクラスターと周辺の
アミノ酸の構造。アミノ酸の上番号は標準型のものを示し、下番号はセンサー型のアミノ酸を表
す。（右図）変異体の活性測定結果。S267Mで顕著に活性が低くなることが示された。 
 
 
（5）センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼの電気化学的分光解析 
センサー型[FeFe]ヒドロゲナーゼの活性中心 Hクラスターは 3つの酸化還元状態をとるが、本研
究で変異体を用いた解析の結果、Hクラスターの 2Feサブクラスターよりも[4Fe-4S]サブクラス
ターの電子状態が変化していることが示唆された。これらは周辺のアミノ酸の影響により変化
したと考えられ、変異体では活性中心近傍の立体構造環境が違うため反応機構が異なると示唆
された。このことから活性中心周辺のアミノ酸の重要性が明らかとなった。 
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