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研究成果の概要（和文）：水素分子を環境低負荷なエネルギーキャリアとして利用可能とする酵素[FeFe]-ヒド
ロゲナーゼに注目し、その活性中心の生合成系を人工的な補因子に置き換える方法により、活性の向上を狙っ
た。大腸菌内で、[FeFe]-ヒドロゲナーゼと、３種類の生合成酵素を同時に発現させた、活性型[FeFe]-ヒドロゲ
ナーゼ生合成系を調整し、Feとは異なる異種金属を作用させた結果、活性の向上は見られず、生合成系の活性中
心とは異なる別の金属コファクター、鉄硫黄クラスターの分解傾向が見られた。今後は、鉄硫黄クラスターの生
合成系酵素も同時に発現させ、鉄硫黄クラスターの分解を抑えつつ、ヒドロゲナーゼ活性向上を狙う予定であ
る。

研究成果の概要（英文）：[FeFe]-hydrogenase is an attractive metalloenzyme, because it can use 
molecular hydrogen, which is an eco-friendly energy carrier. To increase its activity, the metal 
cofactor as the active site was modified with artificial metal ions using apo-[FeFe]-hydrogenase and
 its three biosynthetic enzymes. As a result, the hydrogenases activity was not increased, whereas 
the other metal cofactor, iron-sulfur cluster might be decomposed. Therefore, for further study, 
iron-sulfur cluster biosynthetic proteins should be also mixed in the reaction mixture in order to 
avoid decomposition of the iron-sulfur cluster toward increasing the hydrogenase activity. 

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
 [FeFe]-ヒドロゲナーゼは、活性中心であ
る金属コファクター、H-クラスターにおい
て、水素分子を活性化し、電子を抽出し、
プロトンに開裂する（図１）。水素の環境低
負荷型エネルギーキャリアとしての利用価
値から、[FeFe]-ヒドロゲナーゼの触媒とし
ての利用が注目されている。近年、H-クラ
スターは３種類の鉄硫黄クラスターを有す
る生合成酵素（HydE,、HydF,、HydG）に
よって生合成されることが明らかとなった
（図２）。このことにより、本来[FeFe]-ヒ
ドロゲナーゼと、その H-クラスター生合成
系を持たない異種生物でも[FeFe]-ヒドロ
ゲナーゼを生産し、研究することが可能と
なってきており、[FeFe]-ヒドロゲナーゼ 
の触媒としての利用のための、活性向上の
手法の開発が望まれている。 

 
図１. [FeFe]-ヒドロゲナーゼによる水素活
性化反応、[FeFe]-ヒドロゲナーゼタンパク
質(HydA）の全体構造と、活性中心 H-クラス
ターの化学構造． 

 
図２. [FeFe]-ヒドロゲナーゼの活性中心の
生合成の模式図． 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、[FeFe]-ヒドロゲナー
ゼの活性向上の方法の１つとして、H-クラス
ターの生合成系に注目し、その生合成系で利
用される材料、特に H-クラスターの鉄イオン
を天然にない異種金属に置き換えた人工ヒ
ドロゲナーゼの合成について検討した。異種
金属としては、これまでヒドロゲナーゼのモ
デル金属錯体で用いられた Ru や水素利用型
の分子触媒で用いられる Pd などを検討した。 
 
３．研究の方法 
 [FeFe]-ヒドロゲナーゼ遺伝子と H-クラス

ターの生合成遺伝子３種類を、本来[FeFe]-
ヒドロゲナーゼを持たない大腸菌細胞内で
同時に発現させ、カラムクロマトグラフィー
によって活性型[FeFe]-ヒドロゲナーゼとそ
の生合成酵素の混合液を調整した。そこに
種々の異種金属を添加し、生合成反応を行っ
た後、ヒドロゲナーゼ活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 大腸菌で[FeFe]-ヒドロゲナーゼと H-クラ
スターの３種の生合成酵素をHis-tag融合タ
ンパク質としてそれぞれ発現させ、Ni アフィ
ニティーカラムで精製した。精製したサンプ
ルを用いて SDS-PAGE を行った結果、[FeFe]-
ヒドロゲナーゼと３種の生合成酵素は十分
な量かつ高純度で精製されることが確認さ
れた。 
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図３. 大腸菌発現系での(a)[FeFe]-ヒドロ
ゲナーゼ(b)HydEとHydF,(c)HydGの発現と精
製. 
 



 この精製標品に対し、嫌気的雰囲気下で異
種金属である Ru、Pt、Re の塩化物塩を種々
の濃度で添加し作用させ、人工的な H-クラス
ターの生合成反応を行い、生合成反応系のヒ
ドロゲナーゼ活性を評価した。しかしながら、
活性の向上は見られなかった。そこで、４種
の酵素を別々に精製し、異種金属添加の影響
を調べた結果（図３）、どの酵素の場合にも、
鉄硫黄クラスターが部分的に分解している
傾向が見られた。ヒドロゲナーゼ活性を司る
活性中心金属コファクターの生合成に必要
な３種の生合成酵素はどれも鉄硫黄クラス
ターを持っているため、この手法では活性向
上は困難と考えられた。 
 そこで、より温和な条件と考えられる、
[FeFe]-ヒドロゲナーゼ生合成系を発現させ
た大腸菌細胞内(in vivo)での、異種金属添
加のヒドロゲナーゼ活性の影響を検討した。
培地に異種金属を添加して、[FeFe]-ヒドロ
ゲナーゼ生合成系を発現させ、同様にヒドロ
ゲナーゼを精製し活性測定した結果、活性の
向上は見られなかった。原因は現在検討中で
あるが、おそらく異種金属イオンの大腸菌へ
の取り込み効率が低いことが原因の１つと
考えられる。 
 今後は鉄硫黄クラスターへの異種金属の
影響を抑えつつ、生合成系を in vitro で構
築する系や、鉄硫黄クラスター生合成酵素の
in vivo 共発現系を検討する必要があると考
えられる。 
 実際に、大腸菌では鉄硫黄クラスター生合
成系は ISCマシナリーと SUFマシナリーの２
種類があり、現在、鉄硫黄タンパク質の１つ
フェレドキシンをモデルとした相互作用解
析により、タンパク質間相互作用が２種の生
合成系でそれぞれ異なることが示唆されて
いる（図４、図５）。 
 従って、[FeFe]-ヒドロゲナーゼ生合成系
においても、鉄硫黄クラスターの分解を抑え
るために、これら ISC マシナリーと SUF マシ
ナリーの使い分けを検討する必要があると
考えられる。現在は、ISC マシナリーを導入
した大腸菌株を構築中である、タンパク質発
現の確認を行っている。 
 

 
図４. 大腸菌発現系での[FeFe]-ヒドロゲナ
ーゼ遺伝子(hydA)と、hydE、hydF、hydG、isc
遺伝子群の発現系の構築の模式図. isc 遺伝
子群は鉄硫黄クラスター生合成系マシナリ
ーをコードしており、プラスミドとしてその
遺伝子を大腸菌に導入することで、細胞内鉄

硫黄クラスター濃度を向上させ、より活性体
である[FeFe]-ヒドロゲナーゼの割合を増加
させることが可能と期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５. 大腸菌発現系での[FeFe]-ヒドロゲナ
ー ゼ 遺 伝 子 (hydA) と 、 そ の 活 性 中 心
H-cluster 生合成遺伝子 hydE、hydF、hydG、
および、鉄硫黄クラスター生合成遺伝子オペ
ロン iscの、予想される大腸菌細胞内ネット
ワーク。鉄硫黄クラスターは、HydA, HydE, 
HydF, HydG 全てに用いられており、大腸菌内
の鉄硫黄クラスター濃度を上昇させること
で、より高いヒドロゲナーゼ活性を持つ細胞、
あるいは、100%活生型の酵素を得ることが可
能と考えれらる。また、isc オペロン以外に
大腸菌ゲノムに幾つかの電子伝達タンパク
質であるフェレドキシンが見つかっており、
それらの１つが鉄硫黄クラスター生合成系
オペロンや hydA, hydE, hydF, hydG などと
関連し、細胞内の還元度、電子供給をコント
ロールしている可能性も、現在、検討中であ
る。 
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