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研究成果の概要（和文）：本研究では，[NiFe]-ヒドロゲナーゼのNi-Fe活性部位における水素活性化の反応機構を中性
子結晶解析法により解明するために，良質の巨大単結晶の調製を目指した．
重水溶液中での[NiFe]-ヒドロゲナーゼの結晶化においては，沈殿剤として2-methyl-2,4-pentanediol(MPD)を用いるが
，これが酸化されると4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone(HMPO)が生成されヒドロゲナーゼの結晶性を著しく劣化させる
ことをつきとめた．また，巨大単結晶にダメージを与えることなく，凍結させる条件を見出した．その結果，11mm3の
大きさの良質の単結晶の調製に成功した．

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to elucidate the reaction mechansim of at the active sit
e of [NiFe]-hydrogenase by neutron diffraction study. For this purpose, we have tried to prepare large cry
stals of hydrogenase in high quality in D2O.
We have improved the crystallization condition by using 2-methyl-2,4-pentanediol(MPD) as a precipitant in 
D2O. We found that MPD is oxidized to be 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone(HMPO) which causes a serious damag
e to the quality of the crystals. We have successfully determined the more suitable crystallization condit
ion under anaerobic condition. As a result, we have succeeded in prearation  of a crystal with a volume of
 11 mm3. In addition, we have found the condition to freeze the large crystals without damage. Unfortunate
ly, the reactor (neutron source) of JAEA in Tokai is still in preparatory period due to a serious disaster
 in the area of East Japan in 2011, we will try to do neutron diffraction study in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 
人類による化石燃料の大量消費は CO2レベ

ルの上昇に伴う温暖化現象など地球規模の
環境問題を引き起こしてきたとも言われて
いる．水素は化石燃料に変わる次世代の燃料
として期待されている究極のクリーンエネ
ルギーである．ヒドロゲナーゼは，水素の分
解と合成を触媒する金属酵素で，常温常圧に
おいては，白金等の金属触媒と比較してはる
かに高効率の触媒能を有する．従って，本酵
素の水素活性化触媒機構を解明は，新規のバ
イオ触媒の開発に道を拓くと期待できる．こ
れまで申請者はヒドロゲナーゼの構造化学
的研究を進めてきた．その結果，活性部位は
Ni-Fe ヘテロ 2核金属錯体で，Ni には 4つの
システイン側鎖の Sが配位し，そのうち 2つ
は Fe にも配位しブリッジを形成しているこ
とを明らかにした．Fe には非アミノ酸配位子
として 3 本の 2 原子分子が配位し，さらに 3
番目の非アミノ酸ブリッジ配位子も見出し
た．ヒドロゲナーゼは上記の特異な配位子構
造をもった Ni-Fe 活性部位上で，配位子構造
を変化させながら水素の酸化還元反応を触
媒する．このようにヒドロゲナーゼの構造化
学を展開してきたが，基質の水素分子の挙動
をX線結晶解析法で直接観測することはでき
ない．従ってその反応機構の全容解明は，中
性子結晶解析法でのみ可能である．2011 年度
までの研究で，世界で初めて 5Å分解能の中
性子線回折像の取得に成功していた． 

 
２．研究の目的 
 本申請研究では，巨大タンパク質・ヒドロ
ゲナーゼのNi-Fe活性部位における水素活性
化の反応中間体を，中性子結晶解析法により
直接観察することを主目的とした．また，水
素を分解した後の産物・プロトンのタンパク
質中の移動経路の解明も目指した．2011 年ま
での研究で，分子量 10 万に近い本ヒドロゲ
ナーゼ分子の巨大単結晶を重水中で調製す
ることに成功した．本研究では，これをさら
に進展させ，原子分解能での中性子結晶構造
解析を遂行する． 
 
３．研究の方法 

 重水素化した 2 メチル 2,4 ペンタンジ
オール（MPD）による結晶化相図を完成させ，
結晶化条件をさらに詳細にスクリーニング
した．また，ポリエチレングリコール（PEG）
等の沈殿剤を用いた新規結晶化条件の検索
も進めた．実験試料（酵素・ヒドロゲナーゼ）
については，これまでに最もよく研究してき
た標準タイプの[NiFe]ヒドロゲナーゼに加
えて，酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼについ
ても重水溶液中での結晶化スクリーニング
を進めた．さらに，結晶中の酵素反応を止め
て中間体を得るための「高圧凍結装置」を用
いた実験条件を探索した． 

 
４．研究成果 

 本研究では，下記の3点について研究を遂行
し，成果を得た． 
(1) 重水溶液中での [NiFe]ヒドロゲナーゼ
の結晶化条件の改良． 
沈殿剤として利用していた
2-methyl-2,4-pentanediol(MPD)が酸化され
ると4-hydroxy-4-methyl-2 -pentanone 
(HMPO)が生成され，それがヒドロゲナーゼを
変性させることなどを見出した．また，HMPO
を利用した場合には，結晶化母液のpHが設定
値よりも変動することが酵素の結晶化に大き
く影響することを確認できた．結晶化を嫌気
的雰囲気で行うことにより，沈殿剤の変性に
よる結晶の劣化を防げることを見出した．こ
れにより，長期の結晶保存方法を確立できた． 
(2) 酸素耐性膜結合型 [NiFe]ヒドロゲナー
ゼの重水緩衝溶液中での結晶化． 
水素酸化細菌のもつ酸素耐性ヒドロゲナー
ゼについて，重水溶液中での初期スクリーニ
ングを行ったが，現時点では，良質の結晶は
得られていない． 
(3) 巨大単結晶の凍結条件のスクリーニング
および結晶還元条件の確立． 
 これまでの研究では，酵素にCO を結合させ
ることで，活性部位に基質・水素をトラップ
できることが判明している．この方法で基質
の反応水素を活性部位に固定することを目的
に，回折実験を80 Kの低温で行う条件検討を
引き続き行った．その結果，MPDを結晶化沈殿
剤として利用する場合に限って，大きなダメ
ージを与えることなく巨大結晶を凍結できる
ことがわかった．実験室X線装置を用いて1.3 
A分解能のX線回折像を得た．今後，中性回折
実験を行うための実験条件がほぼ確立できた． 
 なお，本研究遂行期間には日本原子力研究
開発機構の原子炉が稼働されなかったため，
中性回折実験を行うことはできなかった． 
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