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研究成果の概要（和文）：Hypタンパク質群（HypA, B, C, D, E, F）は，水素代謝を行う[NiFe]ヒドロゲナーゼにニッ
ケル・鉄クラスターを組み込み，ヒドロゲナーゼとしての機能を発現させる成熟化因子である．われわれがこれまでに
行ってきたHypタンパク質の構造解析の成果を発展させて，成熟化過程で過渡的に形成される各種複合体（HypAB複合体
，HypCDならびにHypCDE複合体，ヒドロゲナーゼ・ラージサブユニットHyhLとHypタンパク質との複合体）や反応中間体
（カルバモイル化HypE，シアノ化HypE）の構造・機能解析を行い，[NiFe]ヒドロゲナーゼ成熟化の分子機構について知
見を得た．

研究成果の概要（英文）：Six Hyp proteins (HypA, B, C, D, E, and F) are primarily involved in the 
maturation process of [NiFe] hydrogenases which catalyze reversible hydrogen production and consumption. 
These Hyp proteins incorporate a complex Ni/Fe cluster into a protein subunit of [NiFe] hydrogenases. On 
the basis of our previous success in the structure determination of several Hyp proteins, we have 
investigated structure and function of transient complexes (HypAB, HypCD, and HypCDE complexes, and 
hydrogenase-large subunit (HyhL) and Hyp protein complexes) and reaction intermediates (carbamoylated and 
cyanated HypEs) to obtain insights into molecular mechanism of the [NiFe] hydrogenase maturation.

研究分野：タンパク質結晶学・構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 [NiFe]ヒドロゲナーゼは，微生物による水
素生産を触媒する酵素である．複雑な

NiFe(CN)2CO 活性中心において，プロトン
（H+）から水素分子への可逆的な酸化還元反

応を触媒する．[NiFe]ヒドロゲナーゼ成熟化
因子である Hypタンパク質群（HypABCDEF）
は，ヒドロゲナーゼに NiFe 活性中心を組み
込み，活性型へと成熟化させる働きを担って

いる．これまで国内外のグループによって，

大腸菌をモデルとした生化学的な解析が行

われ，成熟化機構の全体像が明らかになった．

また，我々のグループが中心となって Hypタ
ンパク質の結晶構造解析を行い，各 Hypタン
パク質の構造機能相関について多くの知見

を得てきた．これまでに，超好熱アーキア

Thermococcus kodakarensis KOD1由来の Hyp
タンパク質群のうち，シアノ基の合成と Fe
原子への配位に関与する HypC，HypDおよび
HypE の立体構造を初めて決定し，各タンパ
ク質の保存モチーフやそれぞれの機能につ

いて知見を得た［S. Watanabe, R. Matsumi, T. 
Arai, H. Atomi, T. Imanaka and K. Miki, Mol. 
Cell, 27, 29-40 (2007)］．また Ni 組み込みに関
与する HypAの構造を初めて決定し，Ni結合
モチーフのコンフォメーションが全体構造

の変化と連動していること，およびドメイ

ン・スワッピングによる二量体形成を明らか

にした［S. Watanabe, T. Arai, R. Matsumi, H. 
Atomi, T. Imanaka and K. Miki, J. Mol. Biol., 
394, 448-459 (2009)］． 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は，これまでに得られた知見をさら

に大きく発展させ，ヒドロゲナーゼの成熟化

過程において過渡的に形成される Hyp タン
パク質複合体や中間状態について構造解析

を行い，成熟化過程の分子機構を原子レベル

で明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
	
 本研究は，ヒドロゲナーゼ成熟化因子 Hyp
タンパク質群の機能的複合体の結晶構造解

析を通して，生体内金属活性中心の生合成過

程の解明を目指すものである．Hypタンパク
質群のうち，唯一構造が報告されていない

HypF の結晶構造解析を行う．また，Fe 原子
のシアノ化に関与する HypC，HypD および
HypE について，過渡的な複合体の構造機能
解析や金属イオンとの相互作用解析を行う．

また，シアノ基の生合成に関与する HypE の
反応中間体や，HypA と HypB との二者複合

体，ヒドロゲナーゼ・ラージサブユニットと

Hypタンパク質間の複合体について構造機能
解析を行う． 
 
４．研究成果 
(1) HypCD複合体，HypCDE複合体 
	
 HypC，HypDおよび HypEは，成熟化過程
において一時的に複合体を形成し，Fe原子の
シアノ化を触媒すると考えられているが，複

合体における詳細な相互作用様式について

は分かっていない． 
	
 HypC-HypD複合体については，等温滴定カ
ロリメトリー（ITC）による結合解析の結果，
両者間の Kd値が 0.14 µMであり，比較的安
定な複合体を形成することが分かった．主に

クエン酸アンモニウムを沈澱剤に用いた条

件において柱状の結晶が得られ，2.6 Å 分解
能での結晶構造解析に成功した． 
	
 HypC-HypD-HypE複合体については，HypE
と HypCD 複合体間の相互作用の Kd値は 1.9 
µM であり，三者複合体は比較的弱い一時的

な相互作用であることが分かった．主に

PEG400または PEG8000を沈澱剤に用いた条
件において，Ｘ線回折実験に適した結晶が得

られ，2.25-2.75 Å分解能での結晶構造解析に
成功した（図 1）．HypCDE三者複合体は，HypE
二量体に対して，HypCD複合体が両側から相
互作用していることが明らかになった．複合

体形成において，HypCの N末端の保存され
た Cys 残基（Cys2）が HypD の保存された
Cys残基（Cys38）と近接していることが明ら
かになった（図 2）．ITCによる Fe（II）イオ
ンとの相互作用実験の結果，Cys38 のアラニ
ン変異体では，HypCD複合体と Fe原子との
結合が確認できなかったため，この２つの

Cys残基がFe結合部位であることが示唆され
た．一方，HypEの C末端 Cys残基は，HypD
の Cys66に近接しており，Cys66を中心とし
た連続的な酸化還元反応による Fe 原子のシ
アノ化機構が推定された． 
 



 
(2) HypF 
	
 HypF は，カルバモイルリン酸を基質とし
て，HypE の保存された Cys 残基にカルバモ
イル基を転移させる反応を触媒する．HypF
の反応メカニズムを明らかにするため，HypF
の結晶構造解析を行った． 
	
 T. kodakarensis由来の HypFについて，セレ
ノメチオニン標識タンパク質を調製し，ネイ

ティブ結晶と同程度の結晶が得られた．別グ

ループから報告された N 末ドメインを欠い
た HypF の構造を利用した分子置換法と，セ
レノメチオニン標識タンパク質を利用した

単波長異常分散法を組み合わせることで，

HypFの全長構造を 4.5 Å分解能で決定した．
全体構造は，ACP ドメイン，Zn フィンガー
ドメイン，ミドルドメイン，C 末ドメインで
構成されており，ACPドメインの相対配置の
柔軟性や正電荷に帯電した保存ポケットが

明らかになった． 
 
(3) HypEによるシアノ基生合成の反応中間体 
	
 HypE は，ATP 依存的な脱水反応によって
カルバモイル基からシアノ基への変換反応

を触媒する．HypE の立体構造はすでに決定
していたが，どのように HypE がカルバモイ
ル基を認識し脱水反応を触媒するかについ

ては，構造的には明らかではなかった．本研

究では，HypE が触媒する変換反応の詳細を
解明するために，HypE のカルバモイル化状
態およびシアノ化状態での構造解析を行っ

た. シアン酸カリウムを用いて，HypEの Cys
残基を特異的にカルバモイル化させ，

AMPPNP または ATP と共結晶化を行い，反
応前のカルバモイル化状態，および ATPによ
る脱水反応後のシアノ化状態について，それ

ぞれ 1.53 Å，1.64 Å分解能で構造を決定した
（図 3）．構造解析の結果，脱水反応開始の触
媒残基と予想されていた Glu272 は，カルバ

モイル基の窒素原子に近接しているが，脱プ

ロトンにはあまり適さない角度に位置して

いることが分かった（図 4）．一方，カルバモ
イル基の酸素原子は，水分子を介して Lys134
と相互作用していた．興味深いことに，

Lys134の pKaは Arg222との近接により著し
く低下しており，Lys134がプロトンアクセプ
ターとして機能していることが示唆された．

以上の結果から，Lys134 および Glu234 によ
る二段階の脱プロトンを経由したカルバモ

イル基の脱水反応機構を提唱した． 
 



(4) HypA-HypBAT複合体 
	
 HypAおよび HypBは，Ni原子の組み込み
に関与している．GTPaseである HypBは，金
属イオンの結合能によって大きく３つのサ

ブ フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ ， ま た T. 
kodakarensis などの一部のアーキアでは，
ATPase型の HypB（HypBAT）が機能ホモログ

として機能している．本研究では，成熟化過

程における HypAと HypBの相補的な役割を
原子レベルで解明するため，二者間の相互作

用解析および複合体の結晶構造解析に取り

組んだ． 
	
 HypBATの ATP 結合状態，ADP 結合状態，
ヌクレオチドフリー状態について，それぞれ

HypA との相互作用をゲルろ過カラムクロマ
トグラフィーによって調べた結果，ATP結合
状態の時のみ HypAと複合体を形成できるこ
とが分かった．また，HypBATの ATPase活性
が HypA存在下で約 3倍に増進された．そこ
で，ATP の類似体である ATPγS または
AMPPCP と，Ni イオン存在下で，精製した
HypA と HypBAT を等量に混合して複合体を

調製し，結晶化を行った．その結果，主に

PEG3350 を沈殿剤に用いた条件において複
合体の結晶が得られた．放射光での回折実験

において，最高で 1.63 Å分解能での回折強度
データを収集し，それぞれ単独の構造をモデ

ルに用いた分子置換法によって構造解析に

成功した（図 5）．HypABAT複合体は，主に

3 つの部位で複合体を形成していることが分
かった．単独の構造と比較した結果，複合体

形成によって，HypAの Zn結合ドメインは大
きく構造変化し，単独の HypAには存在しな
い Ni 結合部位が形成されることが分かった
（図 6，7）．ITC による Ni イオンとの結合
解析を行った結果，HypA単独では Niイオン
に対する Kd 値が 4 µM であるのに対し，

HypABAT複合体では 7 nMであり，複合体形

成によって大幅に親和性が上昇することが

明らかになった．以上の結果から，ヒドロゲ

ナーゼに Niイオンを組み込む過程では，ATP
加水分解依存的な Ni 獲得のサイクルが存在
し，HypBATが HypA の Niイオン親和性を調
節する因子として機能していることが明ら

かになった． 
 

 
 
 
(5) HyhL-HypA，HyhL-HypC 複合体 
	
 我々がこれまでに相互作用を確認したヒ

ドロゲナーゼ・ラージサブユニット HyhL と
HypA または HypC との複合体について，相
互作用様式を明らかにするため，結晶化を行

った．それぞれについて，複合体の調製方法

の検討と結晶化条件のスクリーニングを進

めた．HyhL-HypAについては，主に PEG3350
を沈殿剤に用いた条件において複合体の結

晶が得られ，放射光による回折実験の結果，

約 4 Å分解能の回折データを収集した．現在，
結晶化条件およびクライオ条件の最適化を

進めている． 
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