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研究成果の概要（和文）： 
平成22年度は，酵素・ヒドロゲナーゼ中のすべての水素原子を重水素原子に置き換えることを

計画したが，結晶化に十分な量の精製酵素を得ることは困難であった．平成22，23年度にかけて

，通常の野生型ヒドロゲナーゼ試料について，重水中において，重水素化した沈殿剤（2-メチル

-2,4-ペンタンンジオール）を用いて良質で大きな単結晶を得るための条件を探索し，約4 mm3

の単結晶の調製に成功した．また，結晶の凍結条件の探索を続け，モザイク性の低い回折データ

を得られる凍結条件を得た．  
 
研究成果の概要（英文）： 
 The perfectly deuterated [NiFe] hydrogenase was tried to prepare by inoculating the 
sulfate-reducing bacterium in the deuterated media in 2010. However, it was not successful 
to obtain enough amount of the protein sample for crystallization trial. In 2011-2012, 
the ordinary (not deuterated) hydrogenase was tried to crystallize using deuterated 
precipitant in deuterated buffer solution. We have succeeded in preparation of a single 
crystal with a volume of 4 mm3. This crystal gave a neutron diffraction pattern at 5.0 
Åresolution at 100 K using the neutron beam at Japan Atomic Energy Research Institute. 
In addition, some parameters for diffraction experiment for large single crystals of 
[NiFe] hydrogenase at cryo-temperature have been found. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010年度 1,600,000 0 1,600,000 

2011年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,000,000 420,000 3,420,000 

 
 
研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 

キーワード：・タンパク質・中性子結晶解析・水素代謝・反応機構 
 
１．研究開始当初の背景 

人類による化石燃料の大量消費はCO2 レベ
ルの上昇に伴う温暖化現象など地球規模の環
境問題を引き起こしてきた．水素は化石燃料

に変わる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
申請者は水素の合成･分解酵素・ヒドロゲナー
ゼの構造化学的研究を進めてきた．その結果，
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As-purified 酸化型（空気中で精製した酵素）
の活性部位は，Ni-Fe ヘテロ2 核金属錯体で，
Ni には4 つのシステイン側鎖のS が配位し，
そのうち2 つはFe にも配位しブリッジを形
成していることを明らかにした．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 番目の非アミノ酸ブリッジ配位
子も発見した．ヒドロゲナーゼのNi-Fe 活性
部位は，Ni とFe を中心とする2 つの8 面体
型配位錯体の水平面の4 本の配位子のうち2 
本を共有し，さらに錯体の軸を傾けて垂直方
向の配位子を1 本ずつ共有したような珍しい
配位子構造を示していた．還元型の構造では
非アミノ酸配位子のうち，ブリッジ配位子は
消失して酵素は活性型になっていた．競争阻
害剤・CO を結合した，CO結合型およびCO光遊
離型の精密構造解析（Ni-CO）から，活性部位
で重要な役割を演じる原子(Ni およびCys546 
のS)を特定した． 
その後，As-purified 型構造は，二つの型

「Unready（Ni-A）型」と「Ready（Ni-B）型」
の混合物であることが判明した．これらの二
つの型を作り分ける方法を開発し，Ni-A と
Ni-B 型を超高分解能X 線結晶解析法により
解明した．その結果，Ni-A は2 原子分子が，
Ni-B は単原子がNiとFe をブリッジ配位して
いることを明らかにした． Ni-Fe 活性部位で
は，基質の水素以外にNi の配位子であるシス
テイン側鎖の硫黄原子も触媒に重要であり，
しかもそれが水素化されているというEPR お
よびDFT 理論計算による報告がある．我々の
超高分解能X 線解析構造では，4 個のシステ
インの硫黄配位子のうち少なくとも1 個は水
素化されている可能性を見出している．しか
し，水素原子を束縛条件無しに精密化するこ
とはX 線結晶解析では困難であり，そのため
には水素原子を直接観察できる中性子線解析
が必須であった． 
 
２．研究の目的 
本申請研究では，巨大タンパク質・ヒドロ

ゲナーゼのNi-Fe 活性部位における水素活性
化の反応中間体を，中性子結晶解析法により
直接観察することを主目的とする．そのため
に分子中の全ての水素原子を重水素に置換し
た酵素試料を調製することを目指す．本酵素
の基質は「水素および重水素」である．従っ
て，構造中に（重）水素を「直接に精度良く
見る」ことが可能な中性子結晶解析法は最適
の研究手法である．中性子回折実験において，
試料中の水素原子は，非干渉性散乱の割合が
大きいためバックグラウンドを上げて回折デ
ータのS/N 比に多大な悪影響を与える．本研
究ではこれら試料中の水素原子を全て重水素
原子に置き換えて精度の高い中性子線結晶解
析を遂行する． 
 

３．研究の方法 
(1)完全重水素化・ヒドロゲナーゼの調製． 
硫酸還元菌が乳酸以外の試薬を炭素源（ギ酸
＋CO2）として生育する条件を探索する．また，
市販のクロレラ培地を用いるとさらに菌体
収量がどの程度改良されるかを精査する． 
(2)重水素緩衝液中での結晶化条件の確立． 
2 メチル 2,4 ペンタンジオール（MPD）によ
る結晶化相図に基づき，3 mm3 を超える大き
さの巨大単結晶の調製を目指す．また，MPD 
のみを沈殿化剤とする結晶化で予定の巨大
結晶の成長が困難となる可能性も考慮し，ポ
リエチレングリコール（PEG）等の沈殿剤を
用いた新規結晶化条件の検索も進める． 
(3)巨大単結晶の高圧下における凍結条件の
スクリーニング． 
一酸化炭素（CO）をプローブとして基質の反
応水素を活性部位に固定することを最大の目
的とするため，巨大結晶を使った中性子回折
実験を80 K あるいはそれ以下の30 K 程度の
低温条件下で行うために，結晶にダメージを
与えることなく一様に凍結する方法を考案す
る．そのために，単結晶高圧凍結装置の利用
を検討する．本手法の有効利用は，今後中性
子線結晶解析法で水素原子やプロトンの挙動
も含めた動的構造化学を進展させる上でも有
用である． 
 
４．研究成果 
平成 22 年度は，酵素・ヒドロゲナーゼ中の
すべての水素原子を重水素原子に置き換え
ることを計画し，重水素化した培養試薬を用
い，重水中で硫酸還元菌の培養条件を探索し
た．しかし，硫酸還元菌にとって，主なる栄
養素である乳酸がない培地での成長は著し
く悪く，結晶化実験に十分な量の精製酵素試
料を得ることは困難であった．そこで，平成
22，23年度にかけて，通常の野生型（縫う水
素化されていない）ヒドロゲナーゼ試料につ
いて，重水中において，重水素化した沈殿剤
（2-メチル-2,4-ペンタンンジオール）を用
いて良質で大きな単結晶を得るための条件
を探索した．その結果，約 4 mm3 の巨大単結
晶の調製に成功した．得られた結晶を日本原
子力研究開発機構の原子炉において，回折実
験を行ったところ，約 7 Å分解能の回折パタ
ーンが得られることが判明した．そこで，最
近開発された中性子回折実験用の試料凍結
装置を用いて，100 K にて再度回折実験をし
たところ，最高分解能は 5 Å分解能まで到達
した（図 1）．平成 23年度は，東日本大震災
の影響で原子炉が稼働しなかったため，中性
子回折実験はできなかった．そこで，結晶の
凍結条件の探索を続け，主に X線回折法によ
りその条件を評価した．その結果，昨年度よ
りもモザイク性の低い回折データを得られ
る凍結条件を得た．  



 
図 1．約 4 mm3の[NiFe]ヒドロゲナーゼ巨大
単結晶による 5 Å分解能の中性子回折パタ
ーン（温度：100K） 
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