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研究成果の概要（和文）：NADHシトクロムb5還元酵素(b5R)が触媒する酸化還元サイクルの原子レベルでの全容
解明を目指して、b5Rおよび電子受容体であるシトクロムb5(b5)の高分解能X線結晶構造解析を実施した。b5R酸
化型の0.78Å分解能でのX線構造解析では、多極子解析を適用することにより価電子分布の視覚化を実現した。
また、還元型から再酸化型への時分割解析によって、酸化還元サイクル中の動的変化を捉えることにも成功し
た。さらに、b5の1Åを上回る高分解能での構造解析に成功し、酸化型と還元型間の微細な構造変化を捉えるこ
とができた。b5R酸化型については、中性子回折実験を実施し1.4Å分解能の回折データを収集した。

研究成果の概要（英文）：NADH-cytochrome b5 reductase (b5R), a flavoprotein consisting of NADH- and 
FAD- domains, catalyzes electron transfer from the two-electron carrier NADH to the one-electron 
carrier cytochrome b5 (b5). We succeeded in structure determination of b5R and b5 at several states 
during the catalytic cycle by high-resolution X-ray crystallography. In the b5R oxidized (OX) form, 
valence electrons were clearly visualized and analyzed by multipolar refinement at 0.78Å 
resolution. In the b5R reduced (RD) form, the relative configuration of the two domains was shifted 
in comparison with the OX form, resulting in the creation of a new hydrogen bonding network around 
FAD. Time-resolved analysis of b5R suggested that re-oxidation follows a two-step mechanism. We also
 confirmed the slight structural change, which regulates the catalytic cycle, between the OX and the
 RD form of b5 above 1.0Å resolution. In addition, we collected the neutron diffraction data of the
 OX form of b5R at 1.4Å resolution.

研究分野：構造生物学

キーワード： 酸化還元酵素　高分解能Ｘ線結晶構造解析　中性子結晶構造解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
酸化還元酵素は、物質の代謝や光合成系・
呼吸鎖に代表されるエネルギー産生など、生
物の生存に必須の数多くの反応を触媒する。
その重要性から、多くの研究者が構造解析を
含む様々な手法で酸化還元酵素の機能解明
に挑み、数多くの成果が創出されているが、
酸化還元サイクルの全容（反応に伴うタンパ
ク質の一連の構造変化）と電子授受の調節機
構（電子受容体との相互作用様式）の双方を
構造と機能の両面から明らかにした例は数
少なく、断片的な理解しか進んでいないのが
現状である。 

NADHシトクロム b5還元酵素（b5R）は酸
化還元酵素の１つで、電子供与体である
NADHから電子を 2つ受け取り、2つあるド
メインの境界に存在する補因子（FAD）を介
して、電子受容体であるシトクロム b5（b5）
に１つずつ電子を伝える。b5Rは生体内にお
いて不飽和脂肪酸の合成、薬物代謝、コレス
テロールの合成、赤血球の維持などに関与し
ており、b5Rの活性部位近傍に変異が生じる
場合には重篤な遺伝病（遺伝性メトヘモグロ
ビン血症）が発症し、神経障害、知能遅滞、
発育不全などを引き起こし、死に至るケース
も報告されている。よって、b5Rが触媒する
酸化還元サイクルと b5 への電子伝達機構の
詳細を明らかにすることは、酸化還元酵素の
機能解明に対し重要な基礎科学的知見を与
えるだけではなく、b5Rの機能異常による疾
病の原因究明を可能にし、治療の扉を開くこ
とが期待されている。 
 
２．研究の目的 

b5Rの酸化還元サイクルを 
● 顕微分光解析を組み合わせた X 線結晶構
造解析により、高分解能かつ経時的に 

● 中性子結晶構造解析により、水素原子を含
めた全原子レベルで 
明らかにする。前者については、酸化還元サ
イクルにおけるb5R活性中心の動的構造変化、
ドメイン配向の動的変化を解明する。また、
電子授受に関わる補因子（FAD）の電子状態
を構造及び分光学的に理解する。さらに電子
受容体の b5 についても、酸化還元サイクル
の酸化・還元状態の構造を高精度で比較する。
後者については、FADおよび周辺残基のプロ
トン化状態を決定する。最終的に、これらの
取り組みにより取得した高精度な構造情報
に基づいて、b5R酸化還元サイクルの全容を
詳細に理解することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

1) b5R酸化型の高分解能 X線結晶構造解析 
既得の 0.78Å 分解能の回折データに対し、
まずプログラム SHELXLにより、異方性温度
因子を用いた構造精密化を実施した。その際
に、結合距離・結合角の束縛を緩めることで、

より正確な構造情報の取得を試みた。さらに、
プログラムMoproにより、多極子原子モデル
を利用した電子密度解析による外殻電子分
布の可視化を試みた。 

2) b5R 還元型～再酸化型の時分割 X 線結晶
構造解析 

b5Rは確立済みの大腸菌発現系および精製
条件を用いて調製した。還元型結晶は、NADH
から FAD に受け渡された電子が酸素に漏出
しないように、タンパク質試料、結晶化試
薬・プレートなども予め十分に脱酸素化した
状態で、嫌気チャンバー内で作製および試料
凍結まで実施し、凍結結晶を放射光施設まで
輸送し回折実験に供した。再酸化型への時分
割解析のための結晶は、還元型結晶を好気環
境に暴露した後に暴露時間をクライオトラ
ップ法で制御することにより作製した。さら
に、SPring-8 の BL38B1 における回折実験の
際にはon siteで顕微分光解析することにより、
酸化還元サイクルにおける結晶の状態とＸ
線照射による状態変化の影響をモニターし
た。 

3) b5R酸化型の中性子結晶構造解析 
中性子回折実験に供する大型結晶は、結晶
成長の過程における空気酸化による結晶の
劣化を防ぐために、還元型結晶を同様に嫌気
チャンバー内で作製した。得られた大型結晶
を段階的に重水素および抗凍結溶液に浸漬
した後に、100K 下で中性子回折データ収集
を実施した。回折実験は大強度陽子加速器施
設 J-PARC のパルス中性子源 MLF を用いた
TOF-Laue法、および研究用原子炉 FRMII（ド
イツ）の単色法の 2通りで実施した。いずれ
の結晶も、中性子回折実験後に同一結晶から
Ｘ線回折データを放射光施設において収集
し、両データを相補的に用いた構造精密化を
実施した。 

4) b5の高分解能 X線結晶構造解析 
b5 は確立済みの大腸菌発現系および精製
条件を用いて調製した。酸化型および還元型
の双方とも、異なる pH 条件下で結晶を作製
した。なお、還元型結晶の作製の際は、b5R
の際と同様に嫌気チャンバーを使用した。X
線回折実験はb5Rと同様に放射光施設におい
て実施し、得られた回折データをプログラム
SHELXLにより、異方性温度因子を用いた構
造精密化を実施した。 
 
４．研究成果 

1) b5R酸化型の高分解能 X線結晶構造解析 
プログラム SHELXLを用いて、0.78Å分解
能において、結晶学的 R 値が 12.3%（free R
値が 14.4%）まで構造精密化を実施した。構
造は余剰電子密度より存在が確認できた水
素原子を 1724 原子（炭素原子に結合した水
素原子および主鎖のアミド水素原子のほと
んど、側鎖の水酸基の水素原子も一部）含ん



でいる。異方性温度因子を用いた構造精密化
を実施した。この構造から、Thr66 を介した
FADの N5窒素原子と His49の水素結合ネッ
トワークの存在が水素原子の位置情報と共
に明らかになった（図 1）。Thr66は変異体を
用いた分光学的解析の結果、FADの N5窒素
原子からのプロトンの引き抜きに関与して
いると考えられている。また、His49 は FAD
近傍に存在する唯一の極性アミノ酸である
ため、図 1b で示した水素結合ネットワーク
が b5R から b5 への電子伝達を制御している
と考えされた。 
引き続いて、プログラムMoproを用いた多
極子解析により、原子間の結合電子やカルボ
ニル酸素の非共有電子対など、通常の球対称
原子モデルでは記述されない情報の精密化
を実施した。その結果、結晶学的 R値は 12.2%
（free R 値が 14.0%）と若干向上した。多極
子解析の結果、価電子分布を明瞭に視覚化す
ることに成功し（図 2）、FADの N5窒素原子
が酸化型においても若干負に帯電している
ことが明らかになった。また、多極子解析の
結果、FADから His49への酸化状態における
電子伝達経路は図1bに記載したThr66側鎖を
経る経路では無く、Tyr65～Thr66主鎖を経る
経路（図 2b 中の緑色の線）であることが新
たに判明した。 
なお、プログラム SHELXL を用いた b5R
酸化型の精密化の結果は、還元型の構造解析
結果と共に 2013 年に Journal of Molecular 
Biology 誌に、プログラム Mopro を用いた多
極子解析の結果は 2017年に Scientific Reports
誌に掲載された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

2) b5R 還元型～再酸化型の時分割 X 線結晶
構造解析 
還元型結晶は回折実験前後に顕微分光解
析を実施し、作製した結晶が還元状態のスペ
クトルを示すこと、Ｘ線照射による影響なく
還元状態を保持していること、を確認した。
1.68Å 分解能で決定した還元型の構造におい
て、2 つのドメインの界面に 2 つの補因子
（FAD と NAD）が各々のドメインに結合し
た状態で存在していることを明瞭に確認で
きた。還元型構造と酸化型構造を比較すると、
2 つのドメインの相対配置が大きく変化し
（図 3）、その結果、還元型では FAD の溶媒
露出面積が増大していた。また、生化学的解
析から予測されている b5結合領域（His49も
含まれる）にも大きな構造変化が確認された。
活性中心に存在する FAD のイソアロキサジ
ン環は折れ曲がらずに平面構造を保ってお
り、NADのニコチンアミド環とスタッキング
していたが、N10 窒素原子は sp3型の幾何配
置を取っていた（図 4b）。さらに、FADから
のプロトン放出に関わっているとされる
Thr66 は、酸化型においては側鎖の水酸基と
FADの N5窒素原子は相互作用するには遠い
配置であったが、還元型においてはドメイン
の相対配置の変化によって水素結合可能な
距離に位置していた（図 4）。 
再酸化型への時分割解析のために、還元型
結晶を好気環境下で 1, 10, 20, 60分暴露した
後に、液体窒素中にクライオトラップするこ
とで状態を固定した（なお、最長で 9時間暴
露した結晶も作製したが、構造は 60 分暴露
の構造と差がなかった）。それぞれの結晶に
おいて回折実験前後には顕微分光解析を実
施したが、60分大気暴露した結晶ではスペク
トルは酸化型由来のものに完全に変化して
おり、この状態で再酸化型への変化が完了し
ていることを確認した。ドメインの相対配置
は 20 分まではほとんど還元型と同じである
が、60分では酸化型の相対配置に移行しつつ
あることが判明した（図 3）。活性中心の構造
を確認したところ、60分の構造では NAD分
子はまだ存在しているものの、ニコチンアミ
ド部分の電子密度は完全に消失し、ADPリボ
ース部分もコンフォメーション変化してい
ることを確認した。 
以上の結果から、b5Rの酸化還元サイクル
において、「ドメインの相対配置の変化によ
って b5との相互作用が制御されている機構」、
「NADと FAD間のスタッキングによる電荷
移動によって、還元状態では FADが陰イオン
型（FADH-）として安定化されている機構」、
「再酸化型に至る過程でこの電荷移動が消
失することで NAD を放出する機構」が存在
することを原子レベルで示唆することが出
来た。なお、この成果は、酸化型の構造解析
（プログラム SHELXLを用いた精密化）の結
果と併せて、2013 年に Journal of Molecular 
Biology 誌に掲載された。また、国際学会に
おける発表においても高い評価を得た。 

図 1 b5R 酸化型 0.78Å分解能構造（プログラム SHELXLに
より精密化）の活性中心 
(a) FADおよび Thr66近傍、 (b)Thr66および His49近
傍の電子密度。青は 2Fo-Fc map (3.0σ)、赤は Fo-Fc 
H-omit map (2.2σ)。 

図 2 b5R 酸化型 0.78Å分解能構造（プログラム M oproに
より精密化）の活性中心 
(a) FADおよび Thr66近傍、 (b)Thr66および His49近
傍の電子密度。水色は価電子分布（濃淡の順に、+0.5, 
+0.2, +0.01 e/Å3）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3) b5R酸化型の中性子結晶構造解析 
嫌気チャンバー内においてバッチ法によ
る結晶化を実施することにより、最終的に約
2.0 mm3の結晶の取得に成功した（図 5a）。中
性子回折実験においては、（軽）水素による
非干渉性散乱によってバックグラウンドが
上昇するため、溶媒を重水に置き換えること
が一般的である。また、同じ波長域において
X線と中性子の持つエネルギーは大きく異な
るため照射損傷に留意する必要はないが、原
子の揺らぎを抑えることによる分解能向上
が期待されるため、低温下での測定を試みた。
X線回折実験に通常用いる結晶では置換溶液
に直接浸漬することで問題ないが、中性子回
折実験に供するような大型結晶の場合は結
晶の劣化、損壊が危惧される。よって、段階
的に重水および抗凍結剤の濃度を上げてい
くことでこれらの問題を解決した。なお、b5R
結晶は好気環境下では結晶の劣化が生じる
ため、重水溶液への置換は嫌気チャンバー内
で約 1週間程度、抗凍結溶液への置換は測定
当日に約 3時間程度で実施し、その後窒素気
流下で凍結した。 
中性子回折実験は J-PARC/ MLF の BL03
（iBIX）において TOF-Laue 法により実施し
た。良好な Laue パターンとして回折像を記
録し（図 5b）、最高で 1.38Å 分解能の回折点
を確認できた（図 5c、回折データとしては
1.40Å分解能として収集）。中性子回折実験後
に、同一結晶を用いて放射光施設においてＸ
線回折実験を実施し、0.88Å分解能の X線回
折データを収集した。現在、両方のデータを
相補的に用いた構造精密化を実施中である
が、TOF-Laue法により収集した中性子回折デ
ータの統計値の悪さが問題のため、合わせて

中性子回折データの処理法の見直しも実施
中である。TOF-Laeu 法との比較のために、
FRMIIに設置された回折装置（BIODIFF）に
おいて、単色中性子を用いた回折実験も実施
した。こちらの回折装置では 1.45Å分解能と
して回折データを収集した。こちらの結晶に
ついても、同様に放射光施設において相補的
精密化に用いるための X 線回折データを
0.86Å 分解能で収集し、構造精密化を実施中
である。 
構造解析を終了していないため、雑誌論文
としての発表はまだないが、中性子構造解析
の現状については高い関心を集めており、招
待講演を複数依頼された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4) b5の高分解能 X線結晶構造解析 
酸化型、還元型の双方とも、酸性（pH5.5）
およびアルカリ性（pH7.5）の異なる 2 つの
条件下で結晶化を実施した。いずれの結晶に
おいても 1Å を上回る分解能で回折データを
収集した。構造解析の結果、酸化型、還元型
の双方共、いくつかのアミノ酸で水素原子の
電子密度を観測することが出来た（図 6）。プ
ログラム SHELXL を用いた原子間の結合距
離、角度の制約を外した構造精密化を行った
が、b5の活性中心に存在するヘム鉄配位子の
構造については、酸化型と還元型で有意な差
が見られなかった。一方で、ヘムのプロピオ
ン酸部分については、pH 間においてコンフ
ォメーションの差がみられ、pH5.5 の構造に
おいては、7-プロピオン酸のカルボキシル基
が酸化型では解離状態なのに対し、還元型で
はプロトン化していることが結合長から明
らかになった。また、ヘム鉄の軸配位子であ
る His68の周辺においては、酸化型と還元型
の間で水素結合ネットワークが変化するこ
とが観測された（図 7）。 
以上の記載したとおり、ヘムの酸化還元状
態調節に重要だと考えられる微細な構造の
変化を 1Å を上回る高い分解能での構造解析
の結果捉えることに成功した。この成果は、
2015年にActa Crystallographica Section D誌に
掲載された 

 
今後は、酸化型の中性子構造解析を完成さ
せるとともに、b5Rと b5の複合体状態での構
造解析にも取り組み、b5R酸化還元サイクル
の全容解明を実現したいと考えている。 

図 3 酸化還元サイクルにおける b5Rのドメイン相対配置
の変化（ステレオ図） 
RD：還元型、OX：酸化型、分数は還元型結晶を大気
暴露した時間を示す。 

図 4 酸化還元サイクルにおける b5R の活性中心の比較 
 (a) 酸化型（プログラム SHELXLで精密化）、 (b) 還
元型。点線は水素結合を示す（酸化型の FAD-N5原子
と Thr66側鎖水酸基間を除く）。 

図 5 b5R 酸化型の J-PARC/M LFにおける中性子回折実験 
 (a) 回折実験に使用した大型結晶、 (b)(c) 中性子回
折像。bは中角領域の Laueパターン、cは高角領域
のスライス像。 
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