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研究成果の概要（和文）：光合成を行うシアノバクテリアで重要な役割を担う色素フィトクロモ

ビリンを生合成するフェレドキシン依存性ビリン還元酵素の一つ、PcyA の結晶を大型化する

ことに成功し、最高 2.6Å分解能の中性子回折像を得た。結晶の大型化はシッティングドロッ

プ蒸気拡散法で、ドロップサイズを大きくする方法を取った。今後、更に大きな結晶が出来れ

ば 2Å分解能を超えるような構造解析が可能になり、水素原子位置を同定し、反応機構が明ら

かになることが期待される。 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We succeeded obtaining a big crystal of PcyA, a 

ferredoxin-dependent bilin reductase, which biosynthesizes an important pigment 

pytochromobilin. The crystal diffracted neutron up to 2.6 Å resolution. If we can obtain 

bigger crystal than this one, we will able to structural analysis beyond 2 Å resolution, and 

determine the position of hydrogen atoms in the structure. The reaction mechanism will be 

elucidated, soon. 
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１．研究開始当初の背景 

開環テトラピロール骨格（ビリン）を持つ

phytobilin（フィコビリンやフィトクロモビリ

ン）は、光合成生物において光をエネルギー

に変換する光合成色素としてのみならず、

様々な生理機能を制御する光受容体色素と

しても用いられる重要な化合物群である。シ

アノバクテリアにおける phytobilin の一つ、

フィコシアノビリン（phycocianobilin）は、ヘ

ムオキシゲナーゼによるヘムの開環で生じ

るビリベルジン IX（BV）がフェレドキシン

(Fd)依存的に酵素 phycocianobilin:ferredoxin 

oxidoreductase (PcyA)によって還元され生成
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する。 

PcyA は、BV の D 環ビニル基を 2 電子還元

し、中間体 18
1
,18

2
-dihydrobiliverdin (18EtBV)

を生成し、次に A 環を 2 電子還元して最終生

成物 3Z/3E-phycocyanobilin (3Z/3E-PCB)を合

成する。PcyA 反応の特徴は、BV の２箇所に

位置選択的 2 電子供与・2 水素添加し、しか

もこの二段階反応が一定の順序で起こる点

にある。また、FDBR は補因子を持たない酵

素ファミリーとして注目されており、反応の

過程で比較的安定なラジカル中間体が生成

することも知られている。このような特徴を

有する PcyA の反応の機構解明には多くの研

究者の興味が注がれており、PcyA の触媒反

応において、各反応段階での水素位置を同定

することは極めて重要である。 

PcyA の部位特異的変異体の反応解析の結

果、この反応には His88/Asp105 のペアと

Glu76 が必須であることが明らかになった。

また、研究協力者により世界に先駆けて明ら

かにされた PcyA-BV のＸ線結晶構造解析か

らは、基質 BV の D 環近傍に存在する Glu76

と Asp105 がビニル基のプロトン化に関与す

ること、また D 環ビニル基還元後に構造変化

がない限り A 環へのプロトン供給は起こり

得ないことが示唆されていた。最近、

PcyA-18ETBV複合体の X線構造情報からも、

D 環ビニル基の還元には Glu76 のカルボキシ

ル基とビニル基との OH-水素結合が関与し

ていることが浮かび上がり、D 環還元後に

Glu76 が大きく構造変化すると共に、分子表

面から A 環に至る水素結合ネットワークに

わずかな構造変化が見られた。 

 申請者は、前任の東北大学多元物質研究所

において、BV を生成する酵素ヘムオキシゲ

ナーゼ（HO）の反応中間体や変異体の X 線

結晶構造解析を中心的手法とし、酵素反応を

解明する研究を行い、世界的に高い評価を受

けた。HO の反応でもプロトンの経路や水素

が添加される部位は極めて重要であるが、水

素原子を同定するには至らなかったため、水

素原子やプロトンを同定することが可能な

中性子結晶構造解析法を利用する酵素の構

造-機能相関の解明に強く興味を抱いていた。

そのような中、2009 年 5 月より、原子力研究

機構に隣接する茨城大学フロンティア応用

原子科学研究センターに赴任する機会を得

て、今まで研究してきた酵素・HO とも関連

が深く良質な結晶が再現性良く得られる

PcyA の中性子結晶構造解析を行い、複雑で

特異な酵素反応を構造からより深く理解し

ようと考えた。 

 

２．研究の目的 

 本酵素の触媒機構の理解には、水素原子を

含む相互作用と水素移動を捉えることが必

須であるが、X 線解析では水素原子(H)を同定

することは困難（プロトン(H
+
)の同定は不可

能）である。そこで、申請者は、PcyA－BV

複合体および PcyA－18ETBV 複合体の中性

子結晶構造解析を行い、世界に先駆けて、水

素原子やプロトンの確かな構造情報を得よ

うと考えた。本申請研究では、中性子構造解

析による上述の二状態の「水素原子レベル」

の構造から、水素原子を介したアミノ酸同士

や基質（および反応中間体）と酵素との相互

作用様式、あるいは水分子との相互作用を明

確にし、どの残基がプロトンのドナーとなり、

どのような経路でプロトンが供給され供与

されるかを理解することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 PcyA の結晶を成長させ、2 mm3以上の大

きさの結晶を得ることを目指した。結晶化の

条件を広い範囲で探索し、PcyA 試料の溶解

度曲線を作成し既存の条件を最適化するこ

とと結晶化ドロップのスケールアップの組



図．本研究課題で得られた最大の PcyA 結晶 

み合わせで、結晶を大きく成長させた。中性

子回折実験においてバックグランドレベル

を下げて高分解能の質の良いデータを得る

ために、得られた結晶の重水素化を行った。

重水素化は、ソーキング法で行った。得られ

た結晶は、重水製リザーバー溶液とともに石

英のキャピラリーに封入した。中性子回折実

験は当面、原子炉の BIX3, BIX4 ビームポー

トにおいて行った。 

 

４．研究成果 

 我々は、中性子結晶解析を目指した、大型

結晶作成に取り組んできた。 

X 線結晶構造解析で用いられた結晶化条件と

類似の条件で、比較的再現性良く、大きな結

晶が得られる条件を探索し、その条件でのス

ケールアップによる結晶の大型化（1 mm3程

度）に成功した。 

平成 22 年度は、原子炉 JRR-3 の BIX-3, 

BIX-4 の二つのビームポートにおいて中性子

回折実験を計 3 回行った。中性子回折実験で

は、蛋白質中の水素原子はバックグランドレ

ベルを上げてしまうので、重水で作成した溶

液に結晶を浸漬する“ソーキング”法を行った。

重水素化した大型結晶は、乾燥を避けるため、

重水で作成したリザーバー溶液と共に石英

のキャピラリーの中に封入した。 

結果、2.6Å 分解能程度の回折像を得るにとど

まり、フルデータセット収集には未だ至らな

かった。つくばの Photon Factory での実験

では、1.2Å 分解能程度のＸ線回折強度データ

収集に成功した。 

 しかし、平成 23 年 3 月 11 日の大震災によ

り、研究用原子炉や J-PARC はしばらく稼働

できない状況に陥り、平成 23 年度には、中

性子回折実験は一度も行うことが出来なか

った。 

 それと並行して、JAXA との共同研究で宇

宙実験を試みたり、緩衝液の最適化など結晶

化条件の検討、および創晶の新規結晶化キッ

ト等を用いた Top-Seeded Solution Growth

法を試みることが出来た。 

 現在のところ、最大 2.3 X 1.2 X 0.7 mm3

の大きな結晶を得ることに成功している

（図）。 

 また、質の良い結晶を用いて、放射光を使

ったＸ線結晶構造解析にも着手している。最

高分解能 1.1Å の構造を得て、一部の水素原

子も同定できた。ただし、活性部位近傍の水

素原子は見えていない。 
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