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研究成果の概要（和文）：ペ ルオキレドキシン（Prx）は活性中心にCys残基を有し、過酸化水素を水に還元す
る過程で、超原子価硫黄を含むS-OH中間体を経る。S原子上にあるH原子の存在を中性子解析で実証する目的で、
3種の超好熱古細菌由来Prx（ApPrx, PhPrx, TkPrx） について大型結晶の育成に取り組んだが、いずれもH原子
の存在を実証できる高分解能データの収集には至らなかった。しかし、PhPrxにも同様の中間体が存在し、一般
性が実証された。

一 方、活性種を研究する手法としてX線自由電子レーザーを用い、亜硝酸還元酵素NIRの完全酸化型の基質の結
合様式から酸化還元に伴う構造変化に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Peroxiredoxin (Prx) has a Cys residue at its active site and shows the 
enzyme activity via S-OH intermediate containing hypervalent sulfur in the process of reducing 
hydrogen peroxide to water. For uncovering the presence of H atoms on the S atom by neutron 
analysis, we tried to obtain large crystals of Prx (ApPrx, PhPrx, TkPrx) derived from three types of
 hyperthermophilic archaea. None of them diffracted up to 3.0A resolution, and the presence of H 
atom on the S atom was not proved to date. However, the similar structure of S-OH intermediate 
existed in PhPrx, demonstrating the generality of the S-OH intermediate.

On the other hand, X-ray free electron laser is superior as a method to investigate 
stimuli-responsive chemical species. We have acquired a knowledge on structural change accompanying 
reduction upon X-ray irradiation was obtained from the completely oxidized form of nitrite reductase
 (NIR).

研究分野： 構造生物学、基礎医学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
生体酵素系などの高次凝縮環境下におい

ては、酵素触媒反応の過程で一過的に感応性
化学種が生成し、特異な機能を発揮すること
がある。 

我々は本研究を開始する当初、チオレドキ
シンペルオキシダーゼ中のチオール残基が
過酸化水素と反応し、水分子まで還元する際
に生成する中間体の構造を 100K という低温
でトラップし、Ⅹ線回折法で調べたところ、
S-OH 中間体の構造であることが判明した。
チオール残基の特異な構造を基に分子軌道
計算を使って、「超原子価硫原子」を含む構
造であることが予想されたが、硫黄原子上に
存在する水素原子やローンペアを直接観察
したものではなかった（PNAS, 2008）。 
一般に、Ⅹ線回折法では水素などの軽原子

の構造を決定するのが不得意で、あくまでも
予想構造の域を脱することができず、S-OH
中間体が生成した後の化学特性などは未解
明のまま、構造を基にした反応性に関する議
論が進まない状態であった。これに対して中
性子線回折法は、軽原子の位置を決定する方
法としては優れているが、一般に、回折能が
弱く、1 mm 以上の大型で良質の結晶が必要
である。 

一方、播磨大型放射光実験施設におけるⅩ
線自由電子レーザーの試験利用が 2012 年頃
から開始され、中性子線回折法以外の S-OH
中間体を証明する方法として期待できる状
態となった。結晶中の酵素の反応を一斉に同
期させる装置が導入されないまま本研究課
題が終了したため、ApTPx の反応中間体の構
造を時分割で調べることはできなかったが、
常温で 10 フェムト秒でデータ収集が可能で
あり、Ⅹ線による損傷を受ける前にデータ収
集が可能という特長を有していた。 
そこで、金属活性中心を有するスーパーオキ
シドディスムターゼ(ApeSOD)や亜硝酸還元
酵素（NIR）を用い、酸化還元の反応過程で
生成する感応性化学種の構造を同定する研
究に取り組んだ。なお、ApeSOC や NIR など、
金属イオンの酸化還元サイクルにともなっ
て反応を行い、前者はスーパーオキシドアニ
オンラジカル(·O2

-)を過酸化水素(H2O2)にま
で、後者は亜硝酸イオンを NO ガスにまで還
元する反応を触媒する。Ⅹ線自由電子レーザ
ーの利用により、Ⅹ線照射による還元反応が
起こる前の基質結合状態の構造を解析し、詳
細な反応機構の解明のための構造モデルを
提供できると考えられた。これによって生体
内で生成する新たな感応性化学種の構造を
同定し、その化学種が受ける摂動メカニズム
の解明によって、合目的的な触媒の開発に向
けた構造基盤の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 

Prx はヒトにも存在し、2 個の活性に必須の
システイン（Cys）残基を有し、生体中で発
生した過酸化水素 1 分子を 2 分子の水に還元

する。 
超好熱始原菌 A. pernix K1 由来 Prx (ApTPx)

の場合、1 個目の Cys 残基が過酸化水素を攻
撃し、超原子価硫黄原子を含む S-OH 中間体
として一過的に発生し、もう 1 個の Cys 残基
がこれを攻撃して S-S 結合を形成して、過酸
化水素の還元反応が進行する反応メカニズ
ムを提唱していた (Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 
2008)。生体中で超原子価硫黄原子を捕捉した
初めての報告例ではあったものの、水素原子
も含めた詳細な構造の解析には至っておら
ず、S-OH 中間体から S-S 中間体へと至る過
程の大きな構造変化や、S-OH 中間体が受け
る分子の摂動メカニズムについても未解決
のままであった。 

そこで、S-OH 中間体の構造を、前回と同
様に低温でトラップし、中性子構造解析によ
り硫黄原子上の水素原子の存在を直接観察
することを 1 つ目の目的とした。そのために、
高品質で大型の結晶化に取り組んだ。種結晶
化法のほか、申請者らがこれまでに開発した
レーザー照射による結晶核の発生技術や撹
拌による結晶の高品質化技術なども駆使す
ることによって、ApTPx の大型で高品質の結
晶化に取り組んだ。 
また、S-OH 中間体の構造の一般性につい

て検証する目的で、超好熱始原菌 A. pernix K1
由来 Prx (ApTPx)以外の Prx についても、同様
に反応中間体のⅩ線構造解析を行い、チオー
ル残基のもつ特長について議論を行うこと
を 2 つ目の目的とした。 
一方、金属タンパク質であるスーパーオキ

シドディスムターゼ(SOD)における金属とラ
ジカルの反応や、亜硝酸還元酵素（NIR）に
おける酸化還元に伴う基質結合様式の違い
を詳細に解析し、感応性化学種としての生体
分子内金属の摂動メカニズムを解明するこ
とを 3 つ目の目的とした。特に、ApeSOD の
基質結合状態に近似した立体構造を明らか
にしたが、より詳細な反応機構の解析のため、
基質(· O2

-)と生成物(H2O2, O2)の区別をつける
ため、ApeSOD の中性子線結晶構造解析を指
向した大型結晶の作製に取り組んだ。もう１
つの NIR についてはⅩ線自由電子レーザーの
利用開始に伴い、世界に先駆けてⅩ線による
損傷のない状態での構造を解析し、感応性化
学種の構造についての議論を深めることと
した。 
以上のように、活性酸素との反応を手掛か

りに、超原子価硫黄や金属イオンの反応機構
を詳細に解析し、生体酵素系で生成する感応
性化学種としての摂動メカニズムを解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

S-OH 中間体の構造の証明には中性子線構
造解析による硫黄原子上にある水素原子の
直接観察が必須となる。ApTPx については、
従前の 10 量体構造のまま大型結晶の作製を
目指すとともに、結晶における対称性の向上



を目的に結晶内のパッキングに関係すると
ころのアミノ酸に変異を加えた新たな結晶
作製に関する研究を行い、結晶形の異なる状
態で大型結晶を用いた中性子線構造解析を
目指した。 

また、種の異なる P. horikoshi 由来 TPx を用
いた場合にも、S-OH 中間体の捕捉を試みて、
Cys 残基の反応の一般性について検討すると
共に、大型結晶化を行って、中性子回折実験
を目指した。 
一方、Ⅹ線自由電子レーザーの利用が可能な
SACLA における時分割のⅩ線構造解析につ
いても検討したが、結晶中の全蛋白質の反応
を同期させるための装置がビームラインに
未導入であったため、常温で、かつ、Ⅹ線に
対する無損傷の状態でのⅩ線構造解析を行い、
酸化還元に伴う構造変化などを捉えること
によって金属酵素の感応性化学種の同定を
目指した。ここでは ApeSOC や NIR について
SACLA を用いた構造解析を行い、そのダイ
ナミズムの解明に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
1) ApTPx の中性子構造解析 

中性子構造解析のためには 1 mm 角を超える
大型で高品質の結晶の作製が必須となる。大量
精製された ApTPx の結晶化を行い、0.2～
0.4mm のサイズの結晶を得て後、これを細かく
砕いて種とするミクロ種結晶化法や、そのまま次
のバッチの中に浸漬するマクロ種結晶化法など
を駆使したところ、2 mm を超える大型結晶の作
製には至ったものの、劈開性のある結晶しか得
られず、そのモザイク性を改善するには至らず、
3.5Å 分解能以上の回折強度データを収集する
ことができなかった。中性子構造解析による水素
原子の同定には至らなかった。 

そこで、上記で得られた結晶が ApTPx のダイ
マーが 5 個、リング状態に並んだ 10 量体を基に
して形成されていることに着目し、結晶形の変化
を期待して蛋白質同士の相互作用に関わる残
基の Mutation 実験を試みた。その結果、結晶の
空間群が P1 から P21 に至ったものの、結晶格子
の１軸の長さが 170.8 Å とむしろ長くなり、より大
型の検出器が必要となるなど、国内の施設では
中性子線回折のデータ収集が不可能な状態と
なった。 
 
2) S-OH 中間体の一般性について 

異なる超好熱始原菌（Pyrococcus horikoshi）
由来 TPx（PhTPx）についても同様に S-OH 中間
体を経て反応が進行するものと考え、反応中間
体のⅩ線構造解析に取り組んだ。まずは Native
の状態で結晶を大量に作製し、1%の過酸化水
素を含む結晶化母液に結晶を浸し、30 秒後、60
秒後、90 秒後に反応を停止する目的で 100 K
で結晶を凍結し、そのⅩ線構造解析を何度も試
みた。その結果、過酸化水素の添加に伴う
S-OH 中間体に至るまでの構造変化を捉えること
に成功し、PhTPx についても以前と同様に S-OH
中間体を経て反応が進行することが示された。 

しかし、一方で、P. horikoshi 由来の TPx の結
晶は、12 量体がパッキングする形となり、中性子
構造解析のための大型結晶の調製には不向き
であった。さらに別の 12 量体をとる超高熱古細
菌 T. kodakaraensis 由来 Prx(TkPrx)についても
大量培養・精製を行い、結晶化に取り組んだとこ
ろ、空間群が P622 に属する新たな結晶が得ら
れた。現在、これらの新たな TPx について中性
子線回折実験のための大型化に取り組んでい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3)S-OH 中間体に至る過程の可逆性について 
 S-OH 中間体に至る反応過程が可逆的である
可能性が示唆されていたので、その反応過程を
温度を変化させた結晶学的研究によって追跡し
た。すなわち、S-OH に至る１つ手前の構造の
pre-oxidation form の結晶を調製し、100K から
150K に昇温した際の電子密度の変化や、100K
から 160K に昇温し、再び 100K にした際の電子
密度の変化を観察した。その結果、可逆的な超
原子価硫黄原子の生成過程を観測することに
成功した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4)金属酵素の感応性化学種に関する研究 

ApeSOD(Superoxide dismutase from 
Aeropyrum pernix)に関して、基質非存在下
でのアポ型（2.3Å 分解能）、および、基質複合体
の結晶を作製することに成功し、Ⅹ線構造解析
を行った。現在、反応機構に関する詳細を検討
しているところである。 

一方、NIR については、Ⅹ線自由電子レーザ
ーのビームを得ることのできるビームライン
SACLA を用い、Ⅹ線損傷のない完全酸化型の
構造解析を行い、基質である亜硝酸イオンの還
元に伴う構造変化について議論を深めることが
できた（PNAS, 2016）。 

今後、MD 計算を行うには初期構造の決定が
非常に重要となる。感応性化学種の生成に至る
反応過程を詳細に検討する際、初期構造を得る
手段としては極めて重要であることが判った。 
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