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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、始原生物からヒトに至るまで呼吸の根幹を担う [NiFe] ヒドロゲナ
ーゼ/呼吸鎖複合体 I 酵素群のタンパク質進化における「ミッシングリンク」を解明することを目指し、NiFe 
活性中心を失った呼吸型ヒドロゲナーゼ様酵素複合体 Ehr の呼吸機能を明らかにすることである。全原核生物
ゲノムのバイオインフォマティクス解析により、Ehr が第 3 の呼吸鎖複合体 I 型酵素サブファミリーであり、
環境微生物に広く保存され、電子伝達やプロトン輸送に関与する可能性を示した。さらに、Ehr を有する培養株
の培養条件の最適化や遺伝子欠損株の作製など生理機能解明に向けた基盤構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：This project is aimed to elucidate the missing link in the molecular 
evolution of the [NiFe] hydrogenase/respiratory complex I enzymes, which play a fundamental role in 
cellular respiration from primitive organisms to humans, and to clarify the respiratory function of 
the hydrogenase-like enzyme complex Ehr, which has lost its NiFe active site. Bioinformatics 
analysis of all prokaryotic genomes revealed that Ehr is the third subfamily of respiratory complex 
I-type enzymes, widely conserved in environmental microorganisms and involved in electron transfer 
and proton transport. Moreover, we succeeded in constructing a platform to elucidate physiological 
functions by optimizing the culture conditions of a bacterial strain carrying this enzyme gene 
cluster and producing gene-knockout strain.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 呼吸鎖複合体　ヒドロゲナーゼ　分子進化　微生物ゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
始原生物が有していた [NiFe] ヒドロゲナーゼが、いかにしてその活性に必須である金属活性中心を失い、NAD 
を補酵素とする呼吸鎖複合体 I に進化したのかは生物進化における大きな謎の 1 つであった。本研究では、呼
吸鎖複合体 I とは異なる進化を遂げた第 3 の呼吸鎖複合体 I 型酵素サブファミリーの存在を世界に先駆けて
明らかにすることに成功した。得られた生物情報資源は新たな研究シーズとなることが予想され、応用微生物学
や進化生物学の発展に大きく貢献する。

※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 
呼吸とは、物質間の電子の流れを利用して細胞膜を介した電気化学的勾配を作り出し、これを駆動

力として ATP を合成する生命現象である。ミトコンドリア等の呼吸鎖複合体 I は、解糖系や TCA 
回路で生じた NADH の酸化とキノンの還元を共役させ、プロトン勾配を形成する。一方で、呼吸型 
[NiFe] ヒドロゲナーゼはフェレドキシンの酸化とプロトンの還元を共役させる。この 2 つの呼吸酵
素複合体は共通祖先から進化したと考えられており[1]、始原的な [NiFe] ヒドロゲナーゼが酸素の無
かった地球上に登場した後に、進化の過程で NiFe 活性中心とフェレドキシン還元能を失い、NADH 
酸化能とキノン還元能を獲得して呼吸鎖複合体 I に至
ったと推測されている  (図 1)。しかし、[NiFe] ヒド
ロゲナーゼと呼吸鎖複合体 I との間に位置するような
特徴をもつ呼吸酵素複合体 (ミッシングリンク) につい
ては全く未解明である。 
次世代シーケンサーの発展に伴うゲノム情報の蓄積に

よって、[NiFe] ヒドロゲナーゼや呼吸鎖複合体 I に類
似した機能未知遺伝子群が環境微生物に存在することが
わかってきた。中でも、Desulfobacterota 門に属する
嫌気性細菌 Geobacter sulfurreducens のゲノム配列に
おいて初めて発見された Energy-converting 
hydrogenase-related complex (Ehr) は、全体的なアミ
ノ酸配列の相同性や遺伝子クラスターから推定されるサ
ブユニット構成は [NiFe] ヒドロゲナーゼに似ている
が、NiFe 活性中心を形成する配列モチーフを完全に失
っている [2]。その機能に関する知見は一切なく、電子
供与体や受容体の種類なども不明であった。また、その
サブユニット構成や分子系統、原核生物ゲノム分布など
についても未解明のままであった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、Ehr が [NiFe] ヒドロゲナーゼ/呼吸鎖複合体 I 様酵素群の分子進化におけるミッシ

ングリンクなのではないかという大胆な仮説を立てた (図 1)。この仮説を元に、Ehr の呼吸機能解
明を通して微生物の未知の呼吸経路を開拓し、[NiFe] ヒドロゲナーゼ/呼吸鎖複合体 I 様酵素群が
進化の過程でどのように機能を多様化させてきたのかについて、その一端を解明することが本研究の
目的である。 
 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するために主に以下の 2 つのアプローチで研究を行った。 

 
(1) 生物情報学的アプローチによる Ehr の多様性解析 
まず、Geobacter sulfurreducens 由来 EhrL をクエリとし、30 万を超える原核生物ゲノム由来の

タンパク質配列を含む NCBI Protein データベースを標的として 、DIAMOND BLASTp[3] による相同性
検索を行った。得られた配列について完全性に基づくフィルタリングを行ったのちに、MAFFT[4] を用
いて多重配列アラインメントを作成し、アミノ酸配列比較を行った。また、多重配列アラインメント
をもとに IQ-TREE[5] を用いて最尤系統樹を作成した。ゲノムアセンブリ由来のタンパク質配列につい
ては周辺遺伝子群のリストアップを行い、サブユニット構成や機能関連遺伝子群を推定した。また、
GTDB[6] によるゲノム分類群のアノテーションを行った。さらに、メタゲノム由来の配列については生
物圏情報のアノテーションを行った。以上の情報について統合したデータセットを得た。Ehr 複合体
の立体構造予測については、AlphaFold2[7] を用いて行った。 
 
(2) 遺伝学的アプローチによる Ehr の機能解析 
二段階相同組換えを用いたマーカーレス遺伝子欠失法によって、Geobacter sulfurreducens の 

ehr 遺伝子群をまるごと欠失させた株を作製した。野生株と ehr 遺伝子欠損株について、電子供与体
として酢酸・ギ酸・水素を、電子受容体としてフマル酸・硫黄・第二鉄を用いて培養実験を行った。
また、窒素固定条件や酸素存在下における培養実験も行った。 

  



４．研究成果 
主な研究成果は以下の 2 点である。 
 
(1) 生物情報学的アプローチによる Ehr の多様性解析 
Ehr は約 3 万の原核生物ゲノムに存在しており、ゲ

ノム分類群のアノテーションの結果、驚くべきことに、
バクテリアでは 70%、アーキアでは 60% もの生物門に
分布していることがわかった。生物圏情報を用いた解析
によって、Ehr は陸圏、水圏、人工環境、ヒト腸内など
の様々な環境に存在することが分かった。 
周辺遺伝子群の解析からサブユニット構成を推定した

ところ、ehr 遺伝子群には、4 つの膜貫通およびプロト
ン輸送サブユニット、2 つの触媒サブユニットをコード
する遺伝子が完全に保存されていた。EhrL の NiFe 活
性中心形成モチーフはごく一部の系統を除いて完全に欠
失していた。EhrS についても、メタン生成菌の一部で
全ての鉄硫黄クラスター形成モチーフを失っているな
ど、鉄硫黄クラスター形成モチーフの数に大きな多様性
が見られた。 
立体構造予測の結果、Ehr の 6 つのサブユニットは呼吸型 [NiFe] ヒドロゲナーゼや呼吸鎖複合

体 I と同様の L 字型構造を示し、各サブユニットのコンフォメーションは呼吸型 [NiFe] ヒドロゲ
ナーゼに酷似していたが、NiFe 活性中心付近の構造には大きな違いが見られた。 
EhrL の多重配列アラインメントから分子系統樹を作成したところ、Ehr が形成する系統群は 

[NiFe] ヒドロゲナーゼおよび呼吸鎖複合体 I の両者から完全に独立しており、新奇のサブファミリ
ーを形成していることが明らかになった (図 2)。 
 

(2) 遺伝学的アプローチによる Ehr の機能解析 
Geobacter sulfurreducens について、マーカーレス遺伝子欠失法による ehr 遺伝子欠損株の作製

に成功した。電子供与体、電子受容体を変えた複数の条件で表現型解析を行ったが、現在のところ、
野生株と欠損株の間に増殖速度の顕著な違いは見られていないが、凝集性などにおいてわずかな違い
が観察された。欠損株が得られたことから、少なくとも、標準培地における本菌の生育には Ehr が
必須でないことが明らかとなり、今後の Ehr の生理機能解明に向けた基盤構築に成功した。 
 
以上の研究成果は、Ehr が第 3 の呼吸鎖複合体 I 型酵素サブファミリーであり、呼吸鎖複合体 I 

とは異なるかたちで NiFe 活性中心の欠失を経た進化を遂げたと推測され、研究開始当初に立てた仮
説を覆すものであった。その機能の解明には至らなかったものの、ビッグデータを用いた大規模解析
によって、Ehr が環境微生物に広く保存され、電子伝達やプロトン輸送を含む呼吸経路に関与するこ
とが示唆された。 
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