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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むことで，ヒドロゲナーゼを活性化させる成熟化因子である．これまでの一
連のHypタンパク質およびその複合体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，ヒドロゲナーゼ・大サブユニットHyhLとHypAおよびHypCとの複合体）やプロテアーゼHybD
の構造・機能解析を行い，さらにはニッケル供給タンパク質の探索にも取り組んで，[NiFe]ヒドロゲナーゼ成熟
化の分子機構についてのさまざまな知見を得た．

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 Ni/Fe cluster into [NiFe] hydrogenases. On the basis 
of our previous success in the structure determination of several Hyp proteins and their complexes, 
we have investigated structure and function of transient complexes such as HypAB complex, 
hydrogenase large subunit HyhL and Hyp protein complexes, and protease HybD.  In addition, we have 
tried to identify a candidate for the Ni metallochaperone.  These experimental results provided us 
information about the molecular mechanism of the [NiFe] hydrogenase maturation.

研究分野：タンパク質結晶学・構造生物学

キーワード： 成熟化タンパク質　X線結晶構造解析　金属取り込み　Hypタンパク質　複合体構造
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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り，プロトン（H+）
から水素分子（H2）への可逆的な酸化還元反
応を触媒する．多くの細菌におけるエネルギ
ー代謝に関わっており，細菌からアーキアま
で幅広く分布している．[NiFe]ヒドロゲナー
ゼの活性中心には，金属 NiFe(CN)2COクラス
ターが存在する．[NiFe]ヒドロゲナーゼ成熟
化因子である Hyp タンパク質群（HypA-F）
は，ヒドロゲナーゼ前駆体に NiFe クラスタ
ーを組み込むことによって，活性型に成熟化
させる働きを担っている．また最後に，プロ
テアーゼによってヒドロゲナーゼ・大サブユ
ニットの C末端が切断されることで，ヒドロ
ゲナーゼ・小サブユニットが結合して成熟化
が完成する．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
が行われてきた．また，我々のグループでは，
超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis
由来の６つの Hyp タンパク質すべての結晶
構造を初めて決定することができ，ヒドロゲ
ナーゼ成熟化機構に関する多くの構造生物
学的知見を得た（S. Watanabe, et al., Mol. Cell, 
2007; S. Watanabe, et al., J. Mol. Biol., 2009; T. 
Tominaga, et al., Acta Crystallogr. F, 2012; D. 
Sasaki, et al., J. Mol. Biol., 2013）．さらに，Fe
原子のシアノ化の際に一時的に形成される
HypCD複合体や HypCDE三者複合体，HypE
反応中間体の構造も決定し，反応についての
重要な構造基盤を明らかにした（S. Watanabe, 
et al., Structure, 2012; T. Tominaga, et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2013）． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，これまでの知見をさらに発展さ
せて，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
やヒドロゲナーゼ・大サブユニット HyhL と
の複合体を中心にそれらの構造解析を行い，
成熟化過程の分子機構を原子レベルで解明
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
析から得られる構造情報を基に，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．Ni原子の組み込みに関わる HypAと
HypB について，両者の相互作用解析を行
い，得られた過渡的な複合体の構造解析を
行う．また，Hyp タンパク質とヒドロゲナ

ーゼ・大サブユニット HyhL との複合体の構
造解析にも取り組む．Hyp タンパク質に Ni
原子を供給する新規タンパク質の探索して
同定する．さらに，HyhL の C 末端を切断
するプロテアーゼ HybD（申請書の HycIよ
り名称変更）の構造および機能解析を行う． 
 
４．研究成果 
(1) HypABAT複合体の構造解析 
 HypAおよび HypBは，Ni原子の組み込み
に関与している．一般的に HypB は GTPase
であるが，T. kodakarensis など一部のアーキ
アには存在せず，代わりに ATPase型の HypB
（HypBAT）が機能ホモログとして存在する．
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
ることを目的に，両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． 
 HypA と HypBAT との相互作用をゲル濾過
クロマトグラフィーで調べた結果，HypBAT

が 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．この結果を踏ま
えて，ATP アナログである ATPS または
AMPPCP と Ni イオン存在下で，精製した
HypAと HypBATを等量に混合することで，複
合体を調製して結晶化を行った．その結果，
主に PEG 3350を沈殿剤とする条件で結晶を
得ることができた．放射光 X線を用いて最高
で 1.63 Å分解能の回折データを収集し，それ
ぞれの単独構造をモデル分子とした分子置
換法により結晶構造を決定した（図 1）． 

 HypABAT複合体は，(HypA)2(HypBAT)2の四
量体から構成されており，HypAには Ni原子
が結合していた．HypA 単独の構造と比較す
ると，複合体形成によって HypAが大きく構
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 2, 
3）．また，等温滴定カロリメトリーによる

図 1. HypABAT複合体の全体構造 



Ni イオンとの結合実験を行った結果，HypA
は HypBATと複合体を形成することで，Ni イ
オンとの親和性が約 600倍上昇することも分
かった．以上の結果から，ヒドロゲナーゼへ
の Ni 組み込み機構を考察して，HypABAT複
合体の形成と解離は，HypBATの ATP 加水分
解サイクルにより制御されており，HypBAT

がHypAのNiイオン親和性を調節する因子と
して機能することが分かった． 
 
(2) HyhL-HypA複合体の構造解析 
 HypAはNi原子の組み込みに関わっており，
ヒドロゲナーゼ・大サブユニット HyhL と相
互作用する．本研究では，両者の複合体の構
造解析を行い，相互作用様式や Ni 原子組み
込み機構を明らかにすることを目的とした． 
 HyhLと HypAを別々に発現精製し，1週間
反応させた後にゲル濾過カラム精製を行う
ことで，複合体試料を調製した．主に PEG 
3350 を沈殿剤とする条件で結晶を得ること
ができたが，20˚Cおよび 4˚Cで得られた結晶
の空間群がそれぞれ異なっていた（C222およ
び P23）．放射光 X 線を用いて回折データを
収集し（最高のデータセットで 3.23 Å 分解
能），他種由来のヒドロゲナーゼや HypA単体
をモデル分子とした分子置換法により，空間
群の異なる結晶でそれぞれ初期構造を決定
することができた（図 4）．現在，それぞれの
結晶構造の精密化を進めている． 

(3) HyhL-HypC複合体の調製 
 HypCは Fe原子の組み込みに関わっており，
HyhLと相互作用するが，HypAと比べると結
合力は非常に弱い．本研究では，Fe原子組み
込み機構の解明を目指して，両者複合体の調
製ならびに構造解析に取り組んだ． 
 HyhL と HypC を別々に発現精製した後に
混合したが，複合体形成はわずかにしか見ら
れなかったため，共発現系の構築を行った．
また，HypD との三者共発現系を構築し，培
地に Feも加えたところ，HyhL-HypC複合体
の収量が増大することが分かった．HyhL に
Strepタグ，HypCに Hisタグと異なるアフィ
ニティータグを付加することで，効率的に複
合体試料のみを精製できるようになった．現
在，得られた試料を用いて結晶化条件の検索
を行っている． 
 
(4) Ni供給タンパク質の探索 
 大腸菌には，Hyp タンパク質に Ni 原子を
供給する SlyD タンパク質が存在するが，ア
ーキア由来 SlyDホモログにはNi結合能がな
く，他のタンパク質が機能を担っていると考
えられる．そのため，Ni原子を供給するタン
パク質の候補を探索した． 
 まず，Strep タグ付き HypBATを作成し，T. 
kodakarensis の菌体抽出液と HypBAT および
HypABAT複合体を反応させた．その後タグ精
製を行い，HypBAT（HypABAT複合体）と結合
するタンパク質を探索したが，候補となるも
のは見つからなかった．また，SlyDホモログ
も HypBAT（HypABAT 複合体）と結合しない
ことが分かった．次に，SlyDタンパク質が持
つ Ni 結合モチーフ（HGHXH）に着目して，
T. kodakarensis 由来タンパク質全体からその
モチーフを BLAST 検索したところ，唯一
TK2203 だけがこの配列を有することが分か
った．このタンパク質について構造解析を行

HypA in complex

I solated HypA

His98

図 2. HypAの構造変化 

図 3. Ni結合部位 

図 4. HyhL-HypA複合体の初期構造 



い，Ptを用いた重原子同型置換法により 1.41 
Å分解能で構造を決定した（図 5）．しかしな
がら，TK2203は Ni供給タンパク質ではなく
ジオキシゲナーゼであることが，その構造か
ら明らかになった．現在までに候補のタンパ
ク質は見つかっておらず，またアーキア由来
HypBAT は大腸菌由来のものと全く異なるこ
とから，Ni供給タンパク質が存在しない可能
性も考えられる． 
 

(5) HybD, HyhL-HybD複合体の構造解析 
 成熟化の最終段階において，HyhL の C 末
端はプロテアーゼ HybDにより切断修飾を受
ける．本研究では，HybD の切断認識機構を
明らかにすることを目的に，HybD および
HyhL-HybD複合体の構造解析に取り組んだ． 
 HybD の発現精製を行い，得られた試料を
用いて結晶化を行ったところ，主に PEG 6000
を沈殿剤とする条件で結晶を得ることがで
きた．放射光 X線を用いて回折データを収集
し（最高で 1.82 Å分解能），大腸菌由来 HybD
をモデル分子とした分子置換法により結晶
構造を決定した（図 6）．得られた構造を類似
酵素と比較することによって金属結合部位
を予想した．また，表面電荷分布などの計算
学的手法を用いることで，その部位が妥当で
あることを追証した（図 7）．さらに，
HyhL-HybD複合体の調製にも取り組んだ．安
定した複合体を調製するために，HybD の構
造から予想した活性残基を置換した変異体
を作成した．また，HyhL の C 末端ペプチド
との複合体も調製した．さらに，HybD 遺伝
子を欠損させた T. kodakarensis菌体から，金
属クラスターを含んだC末端が切断されてい
ない HyhL を直接精製した．現在，これらの

試料を用いて複合体を調製し，結晶化条件を
検索している． 
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