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研究成果の概要（和文）：細胞内鉄還元酵素反応のフェントン反応への関与を明らかにするため、細胞内で鉄還元反応
に関与すると推定される酵素、鉄貯蔵タンパク質の精製を行った。更に、鉄還元酵素反応にはタンパク質非結合フラビ
ン（遊離フラビン）の関与が知られていることから、大腸菌とラン藻の細胞内から遊離フラビンを同定、定量した。細
胞内から見いだされた遊離フラビン存在下で鉄還元反応が観察された。遊離フラビンが関与する鉄還元反応が細胞内に
おいても起こりうることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the involvement of ferric reductase reaction in Fenton reaction, we 
purified ferric reductases and iron storage proteins involved in iron reduction. Additionally, we 
quantified non-protein bound flavin (free flavin) in cells of Escherichia coli and Synechocystis sp. 
PCC6803 because free flavins were known to be involved in ferric reductase reaction. The ferric reductase 
reaction was observed under the concentration of the free flavins. These results suggest that the ferric 
reductase reaction involving free flavins may occur in vivo.

研究分野：応用微生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
生物は鉄を呼吸鎖や TCA サイクル、酸
素の運搬、光合成、窒素固定、DNA 合成な
どで、鉄硫黄タンパク質、ヘムタンパク質な

どの補因子として利用しており、通常は三価

鉄の状態で存在する。この三価鉄が生体内で

補因子としてタンパク質に取り込まれ、機能

するためには、鉄は二価鉄に還元される必要

がある。しかし、還元生成物である二価鉄は

強毒性の活性酸素（ヒドロキシルラジカル）

を生成するフェントン反応に関与する。鉄利

用を目的とした細胞内の鉄還元反応の研究

において、フェントン反応に関する研究報告

はあるものの、その報告例は少なかった。 
2002年にWoodmanseeらは、大腸菌のフ
ラビン還元酵素が遊離フラビン存在下で三

価の鉄化合物を還元し、フェントン反応に関

与することを提唱した。このフェントン反応

は、大腸菌の呼吸鎖を止め、生体内を過還元

状態にすることにより引き起こされた。過還

元状態は、光合成生物においては、光合成で

生成される電子が過剰になった場合におい

ても起きると考えられる。我々のグループは、

光合成微生物であるラン藻の無細胞抽出液

中に遊離フラビン存在下で鉄キレート化合

物を還元し、フェントン反応を引き起こす活

性を検出し、DrgA タンパク質がこの反応に
関与することを見いだした。申請者らは、大

腸菌、ラン藻で既に報告されている酵素と同

様の反応を示す酵素活性を真核光合成微生

物であるクロレラの無細胞抽出液において

も検出し、１種類の酵素（aldo-keto reductase）
を精製した。 
更に、遊離フラビン存在下のみならず非

存在下においても鉄還元反応を示し、フェン

トン反応を引き起こす酵素を大腸菌から 2種
類（oxygen insensitive NAD(P)H nitroreductase、
ferredoxin-NADP+ reductase (FNR)）、ラン藻
から1種類（FNR）、クロレラから1種類（FNR）、
新たに精製した。FNRは 3生物種に共通する
酵素として精製され、共に遊離 flavin 非存在
下で鉄還元反応を触媒するが、遊離 flavin の
添加により鉄還元活性が著しく増加する。そ

のため、遊離フラビンが鉄還元反応の促進効

果に寄与することが示唆されている。実際、

遊離フラビンが大腸菌、ラン藻、クロレラの

無細胞抽出液中から検出されたことから、遊

離フラビンが関与した細胞内鉄還元反応に

興味が持たれた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、生体内における鉄還元反応に

ついて、鉄還元酵素だけでなく、生体内微量

必須物質である鉄、タンパク質非結合のビタ

ミン（遊離フラビン）を含めた、鉄還元反応

において必要な因子を取得し、これらを用い

て鉄還元反応を反応性の面から明らかにす

るために研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸菌、ラン藻において鉄還元反応、フ
ェントン反応に関与する酵素の精製、お

よび関連因子の同定、定量 
① 遊離 flavin存在下、非存在下における
鉄還元活性を指標にして、大腸菌、

ラン藻の無細胞抽出液中から未だ精

製されていない鉄還元酵素精製、同

定を行なった。遊離フラビン関与の

鉄還元酵素はフラビン還元活性を有

するとの報告もあるため、この活性

も測定した。精製後、酵素学的諸性

質を調べた。 
② 細胞内鉄として鉄貯蔵タンパク質に

着目し、鉄貯蔵タンパク質、鉄還元

酵素、遊離フラビンとの反応を解析

するため、大腸菌によるタンパク質

過剰発現系を構築し、大腸菌および

ラン藻由来鉄貯蔵タンパク質の大量

取得を行った。 
③ HPLC 法を用いて、大腸菌、ラン藻
の生体内遊離（非タンパク質結合）

フラビンの検出及び定量を行った。 
 

(2) 鉄還元反応、フェントン反応に関与する
酵素および因子を用いた反応解析 
① 精製した鉄還元酵素と鉄貯蔵タンパ

ク質、大腸菌・ラン藻の生体内から

検出、定量された遊離フラビンを用

いて、酵素反応速度解析や最終反応

性生物の解析を行った。 
② 遊離フラビンと各種鉄化合物を嫌気

条件下で反応させ、酵素が関与しな

い鉄還元反応について解析した。 
(3) 大腸菌とラン藻から精製された鉄還元酵
素は細胞内で鉄ストレス及び鉄利用への

関与が推定される。そこで鉄濃度変化培

養した大腸菌とラン藻を用いて、精製さ



れた鉄還元酵素の発現解析を行った。 
 

４．研究成果 

(1) 大腸菌、ラン藻において鉄還元反応、フ
ェントン反応に関与する酵素の精製、および

関連因子の同定、定量 
① 大腸菌とラン藻における鉄還元活性を

有する酵素の探索： 2 種類の活性測定
法で鉄還元活性を測定し、鉄還元酵素の

精製を試みた。更に鉄還元酵素はフラビ

ン還元活性を有するとの報告もあるこ

とから、フラビン還元活性も併せて測定

した。鉄還元活性を指標とした大腸菌の

無細胞抽出の分画によって、6つの活性
画分が得られた。この活性画分のうち 3
つの活性画分で高いフラビン還元活性

か観察された。そこで、これら酵素の精

製を試みた結果、我々が鉄還元酵素とし

て 既 に 報 告 済 み で あ る

ferredoxin-NADP+ reductase (FNR)、フラ
ビン還元活性を示す鉄還元酵素として

報告がある flavin reductase (Fre)、過酸化
物 還 元 酵 素 と し て 報 告 が あ る

alkylhydroperoxide reductase subunitF 
(AhpF)を新たに精製した。諸性質検討の
結果、Fprは遊離フラビン非関与の鉄還
元酵素であり、Fre と AhpF は遊離フラ
ビン関与の鉄還元酵素であった。 
一方、ラン藻の無細胞抽出液からは 2
つの鉄還元活性画分が検出され、これら

2 つの活性画分からはフラビン還元活
性が検出された。ウエスタン解析の結果、

2 つの画分は鉄還元酵素として報告が
ある、DrgAタンパク質と FNRである
ことが明らかになった。 
以上の結果から、大腸菌では三種類、ラ

ン藻では二種類の酵素が、鉄還元酵素と

して機能していると示唆された。 
② 大腸菌とラン藻由来の鉄貯蔵タンパク
質の大量取得：大腸菌由来の鉄貯蔵タン

パ ク 質 で あ る ferritinA(FtnA) 、
bacterioferritin (Bfr)、ラン藻由来の鉄
貯 蔵 タ ン パ ク 質 で あ る

bacterioferritinA(BfrA) 、

bacterioferritinB (BfrB)を大腸菌で過
剰発現させ、各種カラムとグラフィーで

精製した。精製された鉄貯蔵タンパク質

への鉄導入系を確立し、スペクトル変化

の観察と導入された鉄を直接検出する

ことにより、鉄が導入された鉄貯蔵タン

パク質の取得に成功した。 
③ 大腸菌とラン藻の細胞内遊離フラビン

の定量：大腸菌とラン藻の無細胞抽出液

を調製し、タンパク質画分と非タンパク

質画分に分画した。その後、HPLC を
用いて定量を試みた結果、大腸菌からは

遊離 FAD、遊離 FMN、リボフラビンを、
ラン藻からは遊離 FMN を定量するこ
とに成功した。更に大腸菌では遊離

FADが最も多く存在した。 
 

(2) 鉄還元反応、フェントン反応に関与する
酵素および因子を用いた反応解析 
① 鉄還元酵素、鉄貯蔵タンパク質、遊離フ

ラビンを用いた反応解析：大腸菌の遊離

フラビン非関与の鉄還元酵素である

Fprと NfnB、遊離フラビン関与の鉄還
元酵素である Freと AhpF、大腸菌の鉄
貯蔵タンパク質であるFtnAとBfrを用
い、遊離フラビン存在下、非存在下にお

ける反応性を検討した。FtnAと Bfr内
に貯蔵された三価鉄は還元されると二

価鉄として放出されることから、この二

価鉄放出反応を観察した。その結果、全

ての酵素において、遊離フラビン非存在

下ではFtnAとBfrからの二価鉄放出は
観察されないが、遊離フラビン存在下に

おいては二価鉄放出反応が観察された。

この二価鉄放出速度は酵素による違い

が観察されたため、各酵素のフラビンに

対する酵素反応速度論解析を行った。そ

の結果、FADに対する触媒効率は、Fre、
AhpF、Fpr、NfnBの順で高い値を示し
た。 

② 遊離フラビンと鉄化合物を用いた反応

解析：遊離還元フラビンを作製し、各種

鉄化合物と反応させた結果、反応速度に

違 い が 観 察 さ れ た 。 中 で も

Fe(III)-EDTA が最も高速に反応した。
この速度は遊離フラビンと酸素との反

応速度よりも速かった。 
 

(3) 大腸菌とラン藻の鉄濃度変化培養時にお

ける精製酵素の発現解析 

大腸菌を鉄十分条件、鉄制限条件で培養し、

遺伝子発現解析、タンパク質発現解析を試み



た。精製酵素の中でもフラビン還元活性を有

し、既知の鉄還元酵素として報告済みの

ferredoxin NADP+ reductase (FNR)は、鉄制
限条件下でタンパク質の発現上昇が観察さ

れた。しかし、遺伝子発現解析では FNR を
コードする遺伝子、それ以外の精製酵素をコ

ードする遺伝子とも顕著な発現誘導は観察

されなかった。ラン藻においても同様の実験

を行ったが、DrgA、FNRにおいて顕著な発
現の差は観察されなかった。 
 
本研究は、細胞内鉄還元反応のフェントン反

応への関与を明らかにするため、細胞内で鉄

還元反応に関与すると推定される酵素、鉄貯

蔵タンパク質、フラビンを同定、定量し、反

応解析を行ってきた。特にフラビンは一般的

にタンパク質に結合し機能すると考えられ

ることから、遊離フラビンを見いだし、定量

された濃度で鉄還元反応を解析したことは、

非常に意義がある。遊離フラビンが関与する

鉄還元反応が大腸菌とラン藻の細胞内にお

いても起こりうることが示唆された。特に細

胞内鉄貯蔵タンパク質からの二価鉄放出反

応が観察されていることから、今後は放出さ

れた二価鉄と細胞内過酸化水素と反応の有

無を観察することで、フェントン反応が引き

起こされるかを検討する必要がある。 
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