
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ６月 ３日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
本研究では，新規のNAD＋還元 4量体ヒドロゲナーゼをもつ水素酸化菌の培養法とそのヒドロ

ゲナーゼ酵素の精製法および活性測定方法を開発し，また，酸素耐性をもつ膜結合性ヒドロゲ

ナーゼ（MBH）については，その空気酸化型，水素還元型および酸化剤を用いた超酸化型のX線

結晶解析に成功した．MBHの全体構造やNi-Fe活性部位の配位子構造は，いわゆる酸素耐性をも

たない標準型の[NiFe]ヒドロゲナーゼとほとんど差異が無かった．しかし， Ni-Fe活性部位の

もっとも近くに位置する鉄-硫黄クラスターが，従来まで知られていた[4Fe-4S]-4Cys型ではな

く，新規の[4Fe-3S]-6Cys型の構造をもつことを見出した．また，MBHは，O2にさらされたとき，

この[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスターが特徴的な構造変化を起こすことを見出し，この構

造変化こそが本酵素の酸素耐性の本質であることを提案し，それを 2011年のNature誌に発表し

た．  

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have studied newly found NAD+-reducing four subunits [NiFe] hydrogenase and 
O2-tolerant membrane-bound [NiFe] hydrogenase (MBH) in this project. In 2010-2012, we 
have developed the new protocols for inoculation of the bacterium and purification for 
NAD+-reducing four subunits [NiFe] hydrogenase. For MBH, the x-ray crystal structures 
of as-isolated, H2-reduced and chemically super-oxidized MBH at high resolution has been 
successfully determined. Overall structure of the molecule and the coordination geometry 
of the Dinuclear Ni-Fe active site of the MBH are almost identical to those of the standard 
O2-sensitive [NiFe] hydrogenase. The proximal iron-sulfur (Fe-S) cluster, however, has 
a [4Fe-3S]-6Cys structure. When the enzyme is chemically oxidized, the cluster supplies 
additional electrons to the Ni-Fe active site, and a deprotonated amide nitrogen of the 
polypeptide backbone coordinates the Fe atom stabilizing the super-oxidized state of the 
cluster. 
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：ヒドロゲナーゼ・X 線結晶解析・反応機構・Ni 酵素・燃料電池 
 
１．研究開始当初の背景 
水素は燃料として利用しても水を生じるだ

けで次世代の燃料として期待されている究極
のクリーンエネルギーである．これまで申請
者らによる研究の結果，標準タイプとよばれ
る[NiFe]ヒドロゲナーゼのAs-purified 酸化
型（不活性）酵素の活性部位は，Ni-Fe ヘテ
ロ2 核金属錯体で，Ni には4 個のシステイン
側鎖のS が配位し，そのうち2 個はFe にも配
位し架橋していることを示した．Fe には非ア
ミノ酸配位子として3 本の2 原子分子が配位
し，さらに3 番目の非アミノ酸架橋配位子も
発見した．活性化された酵素のNi-Fe活性部位
では，上記の3番目の架橋配位子は消失してい
た．その後，As-purified 型構造は，二つの
型「Unready（Ni-A）」と「Ready（Ni-B）」
の混合物であることが判明した．これらをそ
れぞれX 線結晶解析を行った結果，Ni-A は3
番目の架橋配位子が（O2またはO2H），Ni-B で
は（OまたはOH）であった．N-Cでは，この配
位座にH2が配位すると考えられている． 
 
２．研究の目的 

上記のように種々の方法で研究されてき
た，いわゆる標準タイプの[NiFe]ヒドロゲナ
ーゼは、酸素に暴露されると不活性化するこ
とが知られていた．近年，大気中の酸素濃度
でも不活性化されず，触媒反応を続ける酵素
が見つかった（酸素耐性酵素）．この酵素は，
たとえ酸素に暴露されて不活性化しても
Ni-Bにはなるが，Ni-Aにはならない．種々の
研究で，Ni-Aにならないことが酸素耐性に必
須であることがわかった．そこで本研究では，
最近見出された酸素耐性をもつ[NiFe]ヒド
ロゲナーゼ，NAD+還元型[NiFe]ヒドロゲナ
ーゼと膜結合型 [NiFe] ヒドロゲナーゼ
（MBH）の精製法の開発，結晶化およびX線
結晶解析を研究目的とした． 
 
３．研究の方法 
（1）MBHのX 線構造化学的研究 

水素酸化細菌・Hydrogenovibrio  marinus
について，酵素の膜内シトクロムb を除いた

水素活性化ユニット(α,β)複合体の精製と結

晶化条件をスクリーニングする．得られた空

気酸化型結晶の還元方法と超酸化方法を開発

する．各結晶について，SPring-8において高

分解能X線回折データを取得し，構造解析およ

び精密化を行う．立体構造からその酸素耐性

機構を解明する． 

（2）NAD＋還元型4 量体[NiFe]ヒドロゲナーゼ

の結晶学的研究 

Hydrogenophilus thermoluteolus TH-1 の培

養条件を検討し，より大量の酵素を発現する

条件を確立する．得られた菌体からNAD＋還元

型ヒドロゲナーゼを単離し，その精製法を開

発する．その後，結晶化スクリーニング・X

線回折実験を進める． 
 
４．研究成果 
（1）MBHの X 線構造化学的研究 

MBH については，結晶化および高分解能 X
線結晶解析に成功した．MBH の全体構造や
Ni-Fe 活性部位の配位子構造は，いわゆる酸
素耐性をもたない標準型の[NiFe]ヒドロゲ
ナーゼとほとんど差異が無かった．しかし，
分子が 3 個もつ鉄-硫黄クラスターのうち，
触媒反応中心である Ni-Fe活性部位のもっと
も近くに位置する鉄-硫黄クラスターが，従
来まで知られていた[4Fe-4S]-4Cys 型ではな
く，新規の構造である[4Fe-3S]-6Cys 型であ
ることを見出した．また，本膜結合型ヒドロ
ゲナーゼは，酸素にさらされたとき，この新
規の[4Fe-3S]-6Cys 型の鉄-硫黄クラスター
が特徴的な構造変化を起こすことを見出し
た．この構造変化こそが本酵素の酸素耐性の
本質であることを提案し，それを 2011 年の
Nature誌に発表した．その後，結晶解析をさ
らに詳細に進めた結果，酸素にさらされたと
きには，[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスタ
ーのうちの 1 個の鉄原子が位置を変化させ，
近くのアミノ窒素による配位結合を受ける
ことも明らかにした（図 1a，b）． 

 
図 1．酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの新規
の[4Fe-3S]-6Cysクラスターの構造．a：水素
還元型の構造，b：酸化剤を使って強制的に酸
化した時の構造．Fe2 が上方に動き，ポリペ
プチド主鎖の脱プロトンしたアミド窒素によ
り配位される． 
 



（2）NAD＋還元型 4 量体[NiFe]ヒドロゲナー
ゼの結晶学的研究 

Hydrogenophilus thermoluteolus TH-1 株
について，栄養培地を使っての培養法および
酵素試料のカラムクロマトグラフィー法に
よる精製法を開発し，電気泳動的にほぼ不純
物を含まない純度のタンパク質試料を調製
することに成功した．現在，得られたタンパ
ク質試料について，硫酸アンモニウムやポリ
エチレングリコール等を沈殿剤として結晶
化条件を探索中である．  
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