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研究成果の概要（和文）：ニトロゲナーゼは分子状窒素をアンモニアに還元する複雑な金属酵素であり、この地
球上の窒素動態において極めて重要な酵素である。ニトロゲナーゼは酸素感受性の金属中心を保持しており、
NifUを含む15以上の蛋白質や酵素によって活性化され、窒素固定活性を得ることが知られている。本研究では、
嫌気条件下で酸素感受性タンパク質の生化学的解析を行うための研究基盤を構築し、窒素固定性ラン藻に由来す
るNifUおよびNifU類似蛋白質について、Trxによる活性制御機構の解明を試みた。その結果、NifU、NifU類似蛋
白質はいずれも、Trxとの反応性を示すなど、レドックス制御される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Anabaena sp. strain PCC 7120 (A.7120) is a diazotrophic cyanobacterium, 
which can fix atmospheric nitrogen by utilizing nitrogenase. NifU protein plays a crucial role as a 
scaffold protein for the assembly of the Fe-S clusters required for the full activation of 
nitrogenase. Recently, we showed NifU protein is a target of thioredoxin (Trx) in A7120, and 
N-terminal catalytic domain of NifU(UN) was reduced by TrxM1. In this work, based on the anaerobic 
biochemical analysis, we showed disulfide bond formed in the C-terminal catalytic domain of NifU(UC)
 was reduced by TrxM1. In contrast to the UN, disulfide bond formed in UC was reduced by 
glutathione. Further, we studied redox regulation of NifU-like protein, NifU2. We observed that the 
disulfide bonds formed in the NifU2 was reduced by Trx isoforms and glutathione  with different 
efficiency. This result indicates that Trxs may be involved in the Fe-S cluster biogenesis by NifU2.

研究分野：嫌気生化学

キーワード： 鉄硫黄クラスター　チオレドキシン　シアノバクテリア
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１．研究開始当初の背景 
	
 チオレドキシン(Trx)はこれまでゲノムが

解読されたほとんど全ての生物に普遍的に存

在し、光合成をはじめ、様々な代謝系を触媒

する酵素（蛋白質）の活性を調節する重要な

蛋白質である。Trx	
 は、分子量が約12kDa	
 の

蛋白質で、その活性部位には２つのシステイ

ン残基を含む保存されたモチーフ(WCGPC)を

持つ。Trxはこの２つのシステイン残基のチ

オール基（-SH）を利用し、標的蛋白質のジ

スルフィド結合（S-S）を還元し、自身は酸

化型となる。Trx	
 は、このジチオール-ジス

ルフィド交換反応によって標的蛋白質の活性

を調節する。さらに、ペルオキシレドキシン

などの抗酸化活性を持つ酵素へ還元力を供給

して、細胞内の過酸化物の除去をはじめとす

る生体の防御機構にも関与するなど、抗酸化

システムとしても重要な役割を担っている。	
 	
  
	
 Trx	
 が標的とする蛋白質の多くは、プロテ

オーム解析法『チオレドキシンアフィニティ

ークロマトグラフィー』によって捕捉されて

きた。これまでに高等植物では500	
 種類以上

の蛋白質が標的候補として同定されている。

これらには、RuBisco	
 やMg-キラターゼ、翻

訳伸長因子、分子シャペロン、ATP	
 合成／分

解酵素、RNA	
 polymerase、鉄硫黄クラスター

の生合成に関わる酵素なども含まれており、

Trx	
 による制御システムが光合成のみならず

多くの生物の代謝おいて広く重要な役割を担

っていることが示唆された。しかし、この方

法で捕捉された多数の蛋白質の中で実際に酵

素活性が制御されていることが確認されたも

のはまだ限られており、Trx	
 による制御シス

テムの解明が急務である。	
 

	
 研究代表者は、チオレドキシンアフィニテ

ィークロマトグラフィーを利用した先行研究

により、窒素固定性ラン藻、Anabaena	
 

sp.PCC7120（A.7120）において、窒素固定酵

素ニトロゲナーゼおよび鉄硫黄クラスターの

スカフォールド蛋白質NifUが Trxと相互作

用するという結果を得た（Nomata	
 J.	
 et	
 al	
 

((2015))	
 J.Biochem,158, 253-261）。ニトロ
ゲナーゼは分子状窒素をアンモニアに還元す

る複雑な金属酵素であり、この地球上におけ

る窒素動態において重要な酵素である。ニト

ロゲナーゼは２つのコンポーネント、Fe-蛋

白質（NifHホモ二量体）およびMoFe-蛋白質

(NifD-NifK	
 ヘテロ四量体)から構成される。

いずれの蛋白質も酸素感受性の金属中心を保

持しており、NifUを含む15以上の蛋白質や酵

素によって各コンポーネントは活性化され、

窒素固定活性を得ることが知られている。し

かし、ニトロゲナーゼおよびNifUは酸素感受

性の蛋白質であるため、Trxによる活性制御

を生化学的に検討することは困難であった。

そこで研究代表者は、嫌気チャンバーを用い

た実験系を構築することで、NifUのN-末端側

にある触媒ドメイン（UN）の生化学的解析を

可能にした。嫌気条件下での生化学的解析の

結果、UNに形成されたジスルフィド(SS)結合

がTrxM1により還元されること、UNの鉄硫黄

クラスター合成活性がTrxM1により促進され

ることを示した（Nomata	
 J.	
 et	
 al	
 ((2015))	
 

J.Biochem,158, 253-261）。この結果はニト
ロゲナーゼの活性化を触媒するNifUがTrxに
よりレドックス制御される可能性を初めて示

唆するものであった。 
	
 興味深いことに、NifUにはそのC-末端側
にもう一つの触媒部位を含むドメイン(UC)が
あり、UNとは独立してニトロゲナーゼを活性

化することが知られている。しかし、UCがレ

ドックス制御を受ける可能性は検証されてい

ない。また、窒素固定性ラン藻A.7120のゲノ

ムには、NifUと高い相同性を示す蛋白質

（NifU2）をコードする遺伝子が見つかって

いる。NifU2には、NifUにおいてレドックス

制御に関わる2つのシステイン残基が保存さ

れているが、NifU2がTrxによるレドックス制

御を受けるのか、ニトロゲナーゼと相互作用

するのか、全く明らかにされていない。	
 



 
２．研究の目的 
本研究では、ニトロゲナーゼの Trx による活

性制御機構の解明を行うため、A.7120 に由来

する Trx、NifU の C 末端ドメイン(UC)およ
び NifU類似タンパク質 NifU2について、(1) 
嫌気条件下での生化学的解析の実験基盤を構

築し、(2)生化学的なアプローチにより Trx に

よるレドックス制御機構を検討することを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)生化学的解析の実験基盤を構築するた

め、大腸菌を利用した UC、NifU2 および Trx

の発現系の構築を行った。A.7120 に由来す

る NifU の C 末端触媒ドメイン(UC)、NifU2

および 6 つの Trx アイソフォーム（Trx1〜

6）の大量発現系を構築し、精製を試みた。

(2)嫌気チャンバーを活用した嫌気生化学実

験系を利用し、UC および NifU2 のレドック

ス制御機構の解析を行った。	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)UC の大腸菌における発現系の構築	
 

A.7120に由来するUCを大腸菌において発現・

精製を行うため、大量発現系を構築した。嫌

気チャンバー内での精製を簡便にするため、

UCのN	
 末端にアフィニティ—タグを付加し

た。嫌気チャンバー内でUCの発現株菌体を破

砕して粗抽出液を調製した後、アフィニティ

ータグを利用して精製を行ったところ、生化

学的解析に充分な量の精製蛋白質を得ること

ができた。	
 

(2)Trxアイソフォームの大腸菌における発現

系の構築	
 

A.7120 に由来する Trx1〜Trx6 を大腸菌にお

いて発現・精製を行うため、大量発現系を構

築した。Trx1〜Trx6 について、発現、精製を

行ったところ、生化学的解析に充分な量の精

製蛋白質を得ることができた（図 1）。	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 図 1.大腸菌における Trx1-6 の精製	
 
	
 

(3)NifU2 の大腸菌における発現系の構築	
 

A.7120に由来のNifU2を大腸菌において発

現・精製を行うため、大量発現系を構築し

た。嫌気チャンバー内での精製を簡便にする

ため、NifU2のC末端にアフィニティ—タグを

付加した。嫌気チャンバー内でNifU2の発現

株菌体を破砕して粗抽出液を調製した後、ア

フィニティータグを利用して精製を行い、解

析に充分な量の精製蛋白質を得ることができ

た。	
 

(4)Trx1 による UC の還元	
 

UC	
 の Trx1 によるレドックス制御機構を検討

するため、UC に形成されたジスルフィド結合

が Trx1 依存的に還元されるか検討した。酸化

型 UC と Trx1 およびその再生系を反応させた

後、システイン残基のチオールと反応するマ

レイミド分子を用いたラベリングアッセイを

行い、UC の酸化還元状態を可視化した（図 2）。

その結果、Trx1 と再生系の共在下でのみ UCの

ジスルフィド結合が還元されることが明らか

となった。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 図 2.Trx1 と再生系を用いた UC の還元	
 

	
 

また、UC のジスルフィド結合が還元型グルタ

チオン(GSH)によって還元されるか検討した。

8. 8-Trxs from A7120 

AmpR

pAsk3-Trx

Strept-tagII
trxPtet

N.

↓

↓
Extract, purify Trx proteins from E.coli cell.

Incubate purified Trx (1µM) with HEPES-KOH

 (pH7.5; 50mM), EDTA (2mM), NaCl (50mM) 

and insulin (130µM) for 5min at room temp.

Add DTT (330µM fin.) and monitor A650.

Insulin, one of peptide hormones, consists of 

two peptides, an A-chain and a B-chain, which 

are linked together by disulfide bonds.

If Insulin was reduced by Trx, the disulfide 

bonds linking A- and B-chain were cleaved and 

an aggregate was generated. (Increase of A650)

HS

SH

S

S
S

S

Trx

Time (min)

alr2205

all1866

alr0052

all2341

alr3955

all1893

asl7641

alr2367

10 20 30 40 50 60 70 800

Alr2205

All1866

Alr0052

Alr3955

All1893

Asl7641

Alr2367

All2341

control

Alr0570

9. Expression of Trxs from A7120 in E.coli 

YCPSC

TCPDC
WCGLC

WCGPC

WCGPC
WCGPC

WCGPC
WCGPC

Catalytic 
site

Alr2205

All1866
Alr0052

Alr3955

All1893

Asl7641

Alr2367

All2341

2              13.3
2              13.3
2              14.0
2              13.2

4              15.8
2              14.0

4              10.4

2              12.9

Number of 
Cys

Mm
(kDa)ORF

Ath: Arabidopsis thaliana; Cr: Chlamydomonas reinhardtii; Syn: Synechocystis sp.PCC 
6803; Anab: Anabaena sp. PCC 7120; Telo: Thermosynechococcus elongatus BP-1; 
Gv: Gloeobacter violaceus PCC 7421; SS120: Prochlorococcus marinus SS120; 
MED4: Prochlorococcus marinus MED4; MIT9313: Prochlorococcus marinus MIT9313; 
WH8501: Synechococcus sp. WH8102; Cwat: Crocosphaera watsonii WH8501; Tery: 
Trichodesmium erythraeum IMS101; Selo: Synechococcus elongatus. PCC 6301; 
Npun: Nostoc punctiforme PCC 73102 ; CYA:  Cyanobacteria Yellowstone A-Prime; 
CYB: Cyanobacteria Yellowstone B-Prime  
 Photosynth. Res. (2006), vol.89, pp157–171

J.

K.

9. Phylogenetic tree of Trx family based on the primary sequence 

10. Determination of Trx-activity by insulin assay 

A
6
5

0

L.

• A.7120 has 8 genes coding Trx isoforms. 

(Cyanobacteria has 2~3 trxs on average.)

Some of isoforms might be involved in the heterocyst 

formation or N2-fixation.

Three isoforms, Alr2205, Alr3955 and Asl7641 can be 

classified as novel type(s). 

4 Trxs, Alr0053, All1866, All1893 and All2341 showed 
insulin-reduction activity. Alr0570, Alr2205 and Alr2367 
showed very weak activity. 

M.

10

20

15

（kDa）1   2   3   4   5   6
Trx

NTR

NADPH
+
+

-
+

TrxM
+

+ +
+

+

+
-
-

-
-
-

red
ox

3 4 5 6 7

Trx1



UC の酸化還元状態は、マレイミド分子を用い

たラベリングアッセイを行い可視化すること

で調べた。その結果、UC はグルタチオンと反

応性を示すことがわかり、1	
 mM 以上の GSH に

より有意な還元が認められた(図 3)。以上の

結果から、NifU は、その N 末端触媒部位（UN）

だけでなく、C 末端側の触媒部位(UC)もレド

ックス制御を受けている可能性が示唆された。

また、先行研究において UN が 5mM の還元型グ

ルタチオンによりほとんど還元されなかった

のに対し、UC は同じ濃度のグルタチオンによ

り高い効率で還元された。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 

図 3.還元型グルタチオンによる UC の還元	
 

	
 

(5)Trx1 による NifU2 の還元	
 

NifU2 の Trx によるレドックス制御機構を検

討するため、NifU2に形成されたジスルフィド

結合が Trx1 により還元されるか検討した。酸

化型 NifU2 と Trx1 およびその再生系を反応

させた後、UC と同様にマレイミド分子を用い

たラベリングアッセイを行い、NifU2の酸化還

元状態を調べた（図 4）。その結果、Trx1 と

再生系の共在下でのみ NifU2 のジスルフィド

結合が還元されることが明らかとなった。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 図 4.Trx1 と再生系を用いた NifU2 の還元	
 

	
 
	
 

(6)さらに、Trx1 以外の Trx アイソフォーム

によっても、NifU2に形成されたジスルフィド

結合が還元されるか検討した。Trx アイソフ

ォームによる還元の効率を比較するため、酸

化型 NifU2 と Trx1〜6 およびその再生系を一

定時間反応させた後、マレイミド分子を用い

たラベリングアッセイを行い、NifU2の酸化還

元状態を調べた（図 5）。その結果、NifU2 の

ジスルフィド結合の還元効率は、Trx アイソ

フォームによって異なることが明らかとなっ

た。	
 

	
 
図 5.Trx アイソフォームによる NifU2 の還元

のタイムコース（縦軸は NifU2 の還元率(%)）	
 
	
 

(7)また、NifU2 のジスルフィド結合が還元型

グルタチオンによって還元されるか検討し、

さらに Trx との比較を行った。酸化型 NifU2

と還元型グルタチオン、または Trx とその再

生系再生系を反応させた後、NifU2の酸化還元

状態をラベリングアッセイで可視化して調べ

た。その結果、NifU2 はグルタチオンと反応性

を示すことがわかり、30 分でほぼ全ての

NifU2 が還元された(図 6)。Trx による還元と

比較すると、NifU2 は Trx 存在下で 5	
 min で

ほぼ全てが還元された。以上から、NifU2 は

Trx とグルタチオンのどちらとも反応性を示

すが、Trx によってより高い効率で還元され

ることが明らかとなった。	
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図 6.還元型グルタチオンと Trx による	
 

NifU2 還元効率の比較	
 
	
 

	
 以上、本研究により、嫌気チャンバーを用

いた実験系を利用することで、酸素感受性蛋

白質である NifU の C 末端ドメインおよび

NifU2の生化学的解析の実験基盤を構築した。

確立した実験系を活用した一連の解析から、

NifU はその N 末端、C 末端いずれの触媒部位

も Trx により還元されることが明らかとなっ

た。一方で、グルタチオンに対する反応性は

異なり、C 末端触媒部位がより高い反応性を

示すことが示された。	
 

	
 NifU2 は、6 つの Trx アイソフォーム全てに

還元されたが、その還元効率は異なることが

示された。また、グルタチオンによる還元と

比較したところ、NifU2 は Trx によって、より

高い効率で還元されることが明らかとなった。

今後、NifU の C 末端ドメインおよび NifU2 の

酸化・還元状態がニトロゲナーゼの活性化に

どう影響するのか、詳細な解析を行っていく

必要がある。	
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