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研究成果の概要（和文）：本課題では，標準型[NiFe]ヒドロゲナーゼについて，酸化に伴う鉄硫黄クラスターの
構造変化を精査し，従来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの鉄硫黄クラスターの構造変化の様式と比較すること
で，[NiFe]ヒドロゲナーゼがいかにして酸素耐性を獲得しているのか，酸素耐性機構の普遍則を明らかにするこ
とを目指した。硫酸還元菌由来の標準型酵素について、空気酸化型およびK3Fe(CN)6による化合物酸化型のX線解
析を進めている。これまで、標準型酵素の近位クラスターは構造変化しないと考えられていたが、嫌気的に調製
した結晶を酸化させると構造変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the structural change of the iron-sulfur cluster 
of standard-type [NiFe] hydrogenase upon oxidation and compared it with the manner of structural 
change of the iron-sulfur cluster of conventional oxygen-tolerant [NiFe] hydrogenases to reveal how 
[NiFe] hydrogenase acquires oxygen tolerance. We aimed to elucidate the universal rule of the oxygen
 tolerant mechanism. X-ray analysis of the standard-type enzyme from sulfate-reducing bacteria is 
underway for the air-oxidized form and the compound-oxidized form with K3Fe(CN)6. It has been 
previously thought that the proximal cluster of the standard-type enzyme does not undergo structural
 change. However, we have found that the crystal prepared anaerobically undergoes structural change 
when it is oxidized.

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　金属タンパク質　Ni酵素　ヒドロゲナーゼ　水素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題は、本酵素を利用した酵素電極バイオ燃料電池の開発やクリーンエネルギー源である水素の産生、活性中
心を模倣した人工触媒の開発といった応用利用が期待できるものである。一例として光合成反応中心と組み合わ
せた光駆動型の水素生産系が考えられる。光合成反応中心が太陽光を吸収し還元力が生じ、電子がヒドロゲナー
ゼへと移動することで水素産生が可能になる。しかし、酸素発生の伴う光合成と組み合わせようすると、ヒドロ
ゲナーゼの酸素分子に対する感受性が問題となるため、応用が著しく制限されてしまう。酸素耐性機構の普遍則
を解明することは、ヒドロゲナーゼの工業利用へ大きく寄与するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１. 研究開始当初の背景 
 
微生物に広く見られる「水素代謝システム」で中心的な役割を担うのはヒドロゲナーゼと呼ばれ
る金属タンパク質である。ヒドロゲナーゼは水素分子を基質として、「H2 ⇋ 2H+ + 2e－」の反応
を触媒する。ヒドロゲナーゼは、その活性部位を構成する金属原子の構成によって、[NiFe]ヒド
ロゲナーゼ、[FeFe]ヒドロゲナーゼ、[Fe]ヒドロゲナーゼの３種類に分類される。申請者は、こ
れまで[NiFe]ヒドロゲナーゼの構造化学を研究してきており、種々の酸化還元状態（図１）にお
ける「型」について、1.0 – 1.3 Å の高分解能で立体構造を報告してきた。特に、触媒サイクルを
構成する「型」の中で最も還元された状態である Ni-R 型の X 線結晶構造解析では、0.89 Å の
サブアトミック分解能で構造決定することに成功し、活性部位の Ni 原子と Fe 原子をヒドリド
（H－）が架橋し、Ni 原子に配位するシステイン残基側鎖がプロトン化されている様子を捉えた。
また、酸化型では、活性部位の Ni 原子の占有率が減少することを明らかにした。 

 
図１．[NiFe]ヒドロゲナーゼの活性部位の種々の酸化還元状態における構造。Ni-Fe 活性部位
と（予想される）架橋配位子を表す。Ni, Fe の右肩の数字は、それぞれの酸化還元状態での
価数。 

 
２. 研究の目的 
 
一般に、ヒドロゲナーゼは酸素存在下では不活性化されるが、一部の[NiFe]ヒドロゲナーゼは酸
素耐性を持ち、酸素耐性獲得のためには特異な鉄硫黄クラスターを持っていることが必要だと
考えられている。また、酸素耐性を示す酵素では、酸化に伴い鉄硫黄クラスターが構造変化する 
ことが分かっているが、酸素耐性の無い標準型の[NiFe]ヒドロゲナーゼでも、酸化に伴い鉄硫黄
クラスターの構造変化が起こっているようなデータが集まりつつある。これらのことから、酸化
に伴う鉄硫黄クラスターの構造変化が酸素耐性獲得の主たる要因では無い可能性があり、まだ 
知らぬ新たな酸素耐性機構が存在することが示唆された。本課題では、硫酸還元菌由来の標準型
[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化還元に伴う鉄硫黄クラスターの構造に注目し、[NiFe]ヒドロゲナー
ゼがいかにして酸素耐性を獲得しているのか、酸素耐性機構の普遍則を明らかにすることを目
指した。 
 
３. 研究の方法 
 
本課題では、硫酸還元菌由来の標準型[NiFe]ヒドロゲナーゼについて、酸化還元に伴う鉄硫黄ク
ラスターの構造変化について着目した。これまで、本酵素は好気的に精製、結晶化された標品に
ついて詳しく結晶構造解析されてきたが、その過程では鉄硫黄クラスターの構造変化は見られ
ておらず、嫌気的に精製した標品を酸化させたときにのみ構造変化が起こっているような結果
を得つつあった。そこで、嫌気的に調製した結晶（嫌気結晶と呼ぶ）を種々の酸化条件でそれぞ
れ調製し、鉄硫黄クラスターの構造を X線結晶構造解析により詳細に解析することで、構造変化
の様子の違いを比較した。 
 
４. 研究成果 
 
嫌気的フェリシアン酸化処理では主に Ni-B が形成され(95%)、好気的フェリシアン酸化処理で
は Ni-B に加えて Ni-A も形成された(20%)。また嫌気的フェリシアン酸化の後に好気的にフェリ
シアンによる酸化処理を行っても活性部位の Ni-A の割合は増えず、近位 FeS クラスターの構造
変化は起きなかった。（図２，３）好気的フェリシアン酸化では活性部位の Ni，Fe 間の架橋酸素



に加えて，Cys546 の周辺に強い電子密度のピークが見られ，Niには負の Fo-Fc 電子密度が見ら
れた(図２-e,f)。 

 
図２．活性中心の構造と電子密度 (a)(d)嫌気的フェリシアン酸化, (b)(e)好気的フェリシ
アン酸化, (c)(f)嫌気的フェリシアン酸化→好気的フェリシアン酸化 
2Fo-Fc : 1.0 (青) Fo-Fc : ± 5.0 (+; 緑, -; 赤) 

 
これまでに好気精製後に結晶化した酸化型の構造の高分解能データは先行研究により得られて
おり、それらによる酸化型の構造と本課題における好気的フェリシアン酸化の Ni-Fe 活性部位
の構造を比較したところ、よく似た電子密度が観察され、同様の構造変化を起こしていることが
確認された。好気精製・結晶化では Ni-A および Ni-B の混合物が形成されるが、近位 FeS クラス
ターの構造変化は起きない点が異なっていた。 

 
図３．近位 FeS クラスターの構造と電子密度 (a)嫌気的フェリシアン酸化, (b)好気的フェリ
シアン酸化, (c)嫌気的フェリシアン→好気的フェリシアン酸化 
2Fo-Fc : 1.0 (青) Fo-Fc : ± 5.0 (+; 緑, -; 赤) 

 
以上から、近位 FeS クラスターの構造変化には活性部位の Ni-A の形成が関係しており、それに
は酵素を酸素に曝露させる必要があると考えられた。また一度酸化され Ni-B が形成されると、
そこから Ni-A は形成されず、近位クラスターの構造変化が起きないこともわかった。 

 
図４．構造変化した近位クラスターのモデリング (a)(b)Fe と Sの移動と周囲の電子密度 
(c)Glu75 の移動と Oの配位を含めた構造変化後の近位 FeS クラスターのモデル 

 
構造変化した近位 FeS クラスターでは、キュバン型のクラスターのうち S1 と Fe4 原子がクラス
ターの外側に移動していた。移動した Fe4 と Fe1 原子の間には酸素原子が架橋しており、クラス
ターは開いた構造を取っていることがわかった。また、移動後のFe4原子に接近するようにGlu75
残基の側鎖がフリップしてきて Fe4 原子と配位結合していることも、構造変化した後のクラス
ターを安定化することに寄与していると考えられた。 
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