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研究成果の概要（和文）：本研究では、触媒サブユニット、小サブユニットおよび電子伝達サブユニットから構
成される新奇酵素、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素の分子機構を解明することを目的とした。
その結果、触媒サブユニットと小サブユニットとの複合体の構造が明らかとなるとともに、3Fe4S型の鉄硫黄ク
ラスターがは触媒サブユニットの表面に存在し、FADの最初の電子受容体であることを明らかにした。さらに、
電子伝達サブユニット内ではヘム３⇒ヘム２⇒ヘム１⇒外部電子受容体という電子の授受とヘム３⇒ヘム２⇒電
極への直接電子移動という二種類の電子伝達機構が存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the elucidation of molecular mechanism of novel 
iron-sulfur flavoprotein dehydrogenase complex, which is composed of an FAD catalytic subunit, a 
small subunit and a 3-haem containing electron transfer subunit. The X-ray structure of Burkholderia
 cepacia derived FAD glucose dehydrogenase complex catalytic subunit complexed with the small 
subunit was determined. Together with biochemical and electrochemical analyses, following facts were
 elucidated. A 3Fe-4S iron-sulfur cluster exists at the surface of the catalytic subunit and serves 
the intra- and inter-molecular electron transfer from FAD to electron transfer subunit. In the 
electron transfer subunit, the haem 3 accepts electron from the iron-sulfur cluster, and then 
transfer to haem 2, which transfer electron to electrode, thereby realizes the direct electron 
transfer to electrode. Alternatively, heam 2 transfers electron to haem 1, which transfers electron 
to external soluble electron acceptor.

研究分野：生命分子工学

キーワード： 直接電子移動　バイオエレクトロニクス　バイオセンサ　フラビン酵素　鉄硫黄クラスタ　シトクロム
　電子伝達

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、新しいタンパク質ファミリー、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素という新
しいカテゴリが提唱できた。これまでにフラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素複合体の構造は一つも解明さ
れておらず、さらに、鉄硫黄クラスターが酵素タンパク質へのFADの共有結合形成に重要な役割を担っているこ
と、ならびに分子内・間の電子伝達機構を解明できたことは今後の、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水
素酵素複合体を応用した直接電子移動型のバイオエレクトロニクス研究の発展に貢献し、医療計測機器開発など
の技術分野において加速的な進展が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
酵素を分子認識素子として用いる計測技術、いわゆるバイオセンサや酵素を用いて発電する酵
素燃料電池の研究開発をはじめとするバイオエレクトロニクスの研究分野において、これまで
様々な酸化還元酵素が用いられてきた。これらの研究では、酵素の酸化還元中心がタンパク質
の分子内深くに位置することから、電極との直接の電子移動は極めて困難であった。その一方
で電子伝達サブユニットを有している脱水素酵素が直接電子移動能を有することが見出されて
きた。特に、フラビンアデニンジヌクレオチド(FAD)を補酵素とする触媒サブユニットとシト
クロム c電子伝達サブユニットから構成され、グルコース、フルクトース他、多様な糖類を基
質とするフラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素複合体が報告されてきた。この性質に基づ
き、我が国のみならず、各国のバイオエレクトロニクス分野の代表的な研究者によって直接電
子移動型の酵素センサや酵素燃料電池などの研究が精力的に推進されている。しかし、このよ
うな応用研究が先導する一方で、フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素複合体の個々のサ
ブユニットおよび複合体タンパク質としての構造、それぞれのサブユニットの詳細な機能、さ
らにはサブユニット間および電極を含めた外部電子受容体への電子移動機構は依然として解明
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では新奇酵素、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素の分子機構を解明する
ことを目的とする。すなわち、Burkholderia cepacia 由来鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム
グルコース脱水素酵素を研究対象として、３つのサブユニットおよび複合体の立体構造を解明
する。さらに、本酵素の触媒サブユニットにおける鉄硫黄クラスターの存在を明らかにすると
ともに、還元的半反応と酸化的半反応における鉄硫黄クラスターの役割を明らかにし、触媒サ
ブユニット内での電子移動の機構を解明する。また、FADの酵素への共有結合における鉄硫黄
クラスターの役割も解明する。加えて、複合体を形成している状態での小サブユニットの酵素
機能における役割を解明する。さらに、触媒サブユニットから電子伝達サブユニットへの分子
間の電子伝達機構の解明、電子伝達サブユニットにおける３つのヘムの役割と外部電子受容体
への電子伝達機構の解明を本研究期間内に達成することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 構造解析を中心としたアプローチ 
触媒サブユニット、α サブユニットとヒッチハイカープロテインである γ サブユニットとの同
時発現により、αγ複合体が調製できる。既に研究代表者と研究分担者との共同研究の結果、αγ
複合体の結晶化に成功しており、既に 2.6 Å分解能でデータ収集を開始している。そこで、こ
れまでに得られている αγ複合体の組み換え生産、および作用機構を証明する分解能の向上を目
指した同複合体の結晶構造解析を進める。特に、保存されている Cys 残基の位置付け、α サブ
ユニットにおける FAD結合部位、γサブユニットと αサブユニットの会合面の詳細が見いだせ
るように結晶構造解析を進める。さらに結晶構造解析に供することができる αβγ複合体の結晶
化条件を見出す。得られた結晶をもとに、同複合体の結晶構造解析を進める。しかし、この複
合体の結晶あるいは結晶構造が得られない場合には、β サブユニット単独のタンパク質試料を
調製し、その構造解析の解析に集中する。得られた構造と、得られている αγ複合体との会合体
の構造を予測することで鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロムグルコース脱水素酵素 αβγ複合
体の構造モデルを提唱する。 
 
(2) 酵素機能解析を中心としたアプローチ 
フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素複合体の触媒サブユニットの一次構造のアライメン
トにはシステイン(Cys)が繰り返される領域、Cysリッチ領域が保存されている。そこで本研究
においては、αγ複合体を試料として、ESR解析によって、鉄硫黄クラスターの存在を確定する。
さらに鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素と予測されるタンパク質の触媒サブユ
ニットに保存されている Cys 残基について α サブユニットを対象として各種変異体を構築し、
変異体の ESR解析を進める。この解析を通して、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素
酵素の触媒サブユニットにおける鉄硫黄クラスターの存在の普遍性を証明する。また、野生型
および αサブユニット・システインリッチ領域変異体を試料として、鉄硫黄クラスターの酵素
反応における役割を解明する。さらに 変異酵素における FAD結合の安定性解析を通して、触
媒サブユニットに存在する FAD の共有結合形成に鉄硫黄クラスターがどのような役割を担っ
ているかを明らかにする。一方で、ヒッチハイカープロテインである小サブユニット（γ）の一
次構造のアライアメントにも特徴的な Cys 残基が保存されている。そこで、γ サブユニットに
おいて、この Cys 残基に関する変異体を構築し、生産される αγ 複合体の酵素特性を検討する
ことで γサブユニットの酵素機能発現における役割を解明する。 
 
(3) 電気学的特性解析を中心としたアプローチ 
フラボプロテイン・シトクロムグルコース脱水素酵素複合体の αγ複合体の野生型および Cys
リッチ領域における変異体を酵素試料として用いて、分光電気化学的手法により分子内の FAD
および鉄硫黄クラスターの酸化還元電位を求め、分子内電子移動の理解に資する。鉄硫黄フラ



ボプロテイン・シトクロム脱水素酵素と予測される酵素の電子伝達サブユニットのヘム結合に
関与する残基は保存されている。そこでそれらの残基に対して変異を導入した変異 βサブユニ
ットを調製し、ヘムの含量ならびに酸化還元スペクトルを指標にヘム結合サイトを確定する。
野生型および変異が導入された βサブユニットを有する αβγ複合体を用い、酵素反応速度の解
析、ESR解析等に基づき、触媒サブユニットと電子伝達サブユニットとの間の電子伝達にかか
わっているヘムを同定し、この二つのサブユニット間の電子伝達機構、酸化還元特性の検討、
ESR解析等を通して、触媒サブユニットから電子伝達サブユニットへの電子伝達機構を解明す
る。最後に野生型および βサブユニット変異型を含む鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロムグ
ルコース脱水素酵素複合体の直接電子移動反応を解析することで、電極との直接電子移動に関
与しているヘムを明らかにする。この成果に基づき、新奇酵素、鉄硫黄フラボプロテイン・シ
トクロム脱水素酵素の直接電子移動機構を提唱する。 

 
４．研究成果 
(1) 鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素の提唱 
B.cepacia 由来フラボプロテイン・シトクロムグルコース脱水素酵素複合体の触媒サブユニット、
αサブユニットのアミノ酸配列には他の FAD酸化還元酵素には見られない、特徴的なシステイ
ン(Cys)残基が繰り返される領域、Cysリッチ領域が見出されていた。また、この Cysリッチ領
域はシトクロムサブユニットを有する脱水素酵素複合体にだけに保存されている特徴であった。
そこで、αサブユニットと小サブユニット、γサブユニットとの複合体を調製し、その ESRス
ペクトル解析を行った。その結果、3Fe4S 型の
鉄硫黄クラスターに特徴的であるスペクトルが
観察された。さらにそのスペクトルはグルコー
スを加えて還元的半反応を進めたところ、還元
型のスペクトルが観察されたことから、鉄硫黄
クラスターとの複合体における FAD の最初の
電子受容体であることが明らかとなった。 
さらに、α サブユニットとヒッチハイカープロ
テインである γサブユニットとの同時発現によ
り αγ複合体を調製し、その結晶化に成功した。
この結晶を用いてX線構造解析を行った（図１）。
その結果、αサブユニットは 15本のヘリックス
と 7本の βシートから構成されていた。全体構
造としてはピラノース-2-酸化酵素およびコレ
ステロール酸化酵素およびセロビオース脱水素
酵素の触媒ドメインと構造が類似していた。も
っとも特徴的な違いであったのは αサブユニッ
トの表面に 3Fe4S型の鉄硫黄クラスターの存在
が確認されたことである。α サブユニット中の
アミノ酸配列上で確認されていた Cysリッチ領
域における４つの Cys 残基(Cys212, Cys213, 
Cys218, Cys222)のうち、Cys212, Cys218, Cys222
の三つの残基が鉄硫黄クラスターの形成に関与
していた。また、これらの Cys 残基のうち、
Cys213は γサブユニットの Cys152とジスルフィド結合を形成していた。さらに αサブユニッ
トと γサブユニットは疎水性相互作用と２つの水素結合ネットワークによって結合しているこ
とが明らかとなった。また、FADは α サブユニットの His105との間で共有結合を形成してい
ることも明らかとなった。 FADから鉄硫黄クラスターまでの距離は約 11.70 Åであり、十分に
電子移動が起こる距離に存在していた。本結晶構造については現在、論文を投稿中であるが、
その構造は既に PDBに PDB ID 6A2Uとして登録されている。一方で電子伝達サブユニットで
ある βサブユニットを含んだ αβγ複合体、および βサブユニットについても組み換え生産によ
り調製し、その試料を結晶化することには成功したが、X線構造解析において十分な構造解析
が行えるだけの X線回折パターンを得ることができなかった。おそらく βサブユニット中の N
末端配列側の構造が本来、膜に結合して構造を形成する比較的自由度の高い構造を有している
ことが原因であると予測された。 
以上の結果より、本酵素複合体には 3Fe4S型の鉄硫黄クラスターが含まれ、これが FADからの
最初の電子受容体であることが明らかとなり、本研究により、大きな目的であった「鉄硫黄フ
ラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素」という新しい酵素タンパク質ファミリーの存在を提
唱できた。 
 
(2) 小サブユニット、γサブユニットの酵素機能発現における役割 
小サブユニット、γ サブユニットはヒッチハイカープロテインとしての機能を有することが、
我々の過去の研究から明らかになっており、これは本酵素に限らず、その一次構造に特徴的に
観察されるシグナル配列が保存されていることから、多くのフラボプロテイン・シトクロムグ

図１ 触媒サブユニットと小サブユニッ

ト酵素複合体の立体構造 



ルコース脱水素酵素複合体の小サブユニットにおいて共通している。一方で、γ サブユニット
の酵素機能発現における役割については不明であった。結晶構造解析で明らかになったように、
αサブユニットと γサブユニットはジスルフィド結合でつながっていることが明らかとなった。
そこで、ジスルフィド結合を形成している αサブユニットおよび γサブユニットそれぞれ、あ
るいは両方の Cys残基を Serに置換した変異酵素複合体を構築し、その酵素特性を検討した。
その結果、いずれの変異酵素においても常温における αγ酵素複合体としての触媒活性はほとん
ど野生型と変化せず、同残基ならびにジスルフィド結合の形成が触媒機能を担っていないこと
が明らかとなった。一方、この αγ複合体は極めて安定性が高く、60℃においても十分な活性を
有し、温度上昇とともにその酵素活性の増加が観察される。しかし、Cys 残基に変異を導入し
た変異体酵素複合体では、いずれも常温以上ではすぐに失活してしまった。したがって γサブ
ユニットとジスルフィド結合を形成することで同複合体が安定化されていることが確認できた。
γ サブユニットの位置が鉄硫黄クラスタの直近に存在することから、このジスルフィド結合の
形成によって、γ サブユニットが鉄硫黄クラスタの安定化に重要な役割を担っていることが予
測された。 
 
(3) 電子伝達サブユニット、βサブユニットにおける分子内、分子間伝達機構の解明 
電子伝達サブユニット、β サブユニットには三か所のヘムｃと予測される配列が存在する。そ
こで、これらの三つのヘムの分子内、分子間の電子伝達機構へのかかわりを明らかにした。β
サブユニットの３つのヘムについて、そのタンパク質一次構造上、N末端よりヘム１、ヘム２、
ヘム３と名付け、それぞれの第六配位子をMet⇒Hisにそれぞれ置換した βサブユニットを構築
し、それぞれの変異 βサブユニットを有する FADGDH複合体の電子受容体への電子伝達能力、
直接電子移動能力を検討した。その結果、ヘム１は本来の本酵素の外部電子受容体への電子伝
達を担うヘムであることが示唆された。また、ヘム３は触媒サブユニットの 3Fe4S型鉄硫黄ク
ラスターからの電子を受け取る役割を担っていることが示唆された。さらにヘム２が電極との
直接電子移動において主たる電子伝
達にかかわっていることが示唆され
た。また、種々の電子受容体を用いる
ことにより電気化学分光計測を行い、
それぞれのヘムｃの酸化還元電位を
推察することに成功した。以上の事実
から、電子伝達サブユニットには触媒
サブユニットの 3Fe4S 型鉄硫黄クラ
スタからヘム３に電子が渡され、それ
がヘム２に渡され、電極が近傍に存在
する場合にはヘム２から直接電子移
動が起こる。また、溶液中ではヘム２

からさらにヘム１に電子が渡され、
ヘム１が外部電子受容体に電子を
渡す役割を担っていることが明ら
かになった （図２）。 
一方、（１）で記したように、本研
究期間内に αβγ複合体、および βサ
ブユニット単独の構造を解明する
に至らなかった。一方で、β サブユニット単独のタンパク質試料調製中に、β サブユニットが
精製過程において断片化されていることが確認された。この断片化、さらに試料の大きさから
おそらく、N末から 3番目のヘムが結合しているドメイン（ヘム３）が切断されていることが
予測された。このヘムは触媒サブユニットから電子を受け取る役割を担っていると予測されて
おり、触媒サブユニットと複合体を形成するためには不可欠のドメインであると予想した。一
方で、全長の βサブユニットと相同性を有するタンパク質は現在 PDBには見出すことができな
いが、ヘム３領域については 30％程度の相同性を有するタンパク質が見いだされた。これらの
構造をもとに、ヘム３の構造を予測し、ヘムのリガンドを含む構造を抽出することで、ヘム３
だけから構成される truncatedβサブユニットをデザインした。この truncatedβサブユニットを含
む γαサブユニットとの複合体を組み換え生産したところ、γαサブユニットが truncatedβサブユ
ニットと会合体を形成し、触媒サブユニットからヘム３への電子伝達が確認され、正常な還元
的半反応ならびに外部電子受容体を用いた酸化的半反応が観察された。さらに同複合体が直接
電子移動反応を示すことも見いだされた。以上のことから、ヘム３は触媒サブユニットから電
子を受け取るヘムであることが明らかとなり、さらに同ドメインが会合体をつくるために必要
な構造を含んでいることが明らかとなった。おそらくヘム２およびヘム１の領域は触媒サブユ
ニットと直接相互作用しておらず、かつ疎水性が高いことから、水溶液中では一定の構造を形
成していないことが結晶化を困難としている原因であると推察された。 
 
(4) まとめと展望 

図２鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロムグルコー

ス脱水素酵素における外部電子受容体に対する二つ

の電子伝達経路 



本研究では、新奇酵素、鉄硫黄フラボプロテイン・シトクロム脱水素酵素の分子機構を解明す
ることを目的とした。その結果、 
① 3Fe4S型鉄硫黄クラスターが触媒サブユニットに存在する。 
② 3Fe4S 型の鉄硫黄クラスターは触媒サブユニットの表面に存在し、FAD の最初の電子
受容体であるとともに、電子伝達サブユニットへの電子伝達の役割を担っている。 
③ 触媒サブユニットは GMC酸化還元酵素と類似した構造を有している。 
④ 触媒サブユニットの FADは共有結合型である。 
⑤ 触媒サブユニットとヒッチハイカープロテインである小サブユニットはジスルフィド
結合によって結合しており、ジスルフィド結合が鉄硫黄クラスタの安定化に寄与して
いると推察された。 
⑥ 電子伝達サブユニットの三つのヘムのうち、N 末端に存在するヘム１は外部電子受容
体への電子伝達を担うヘムである。 
⑦ 電子伝達サブユニットのヘム２は完全長の電子伝達サブユニットを含む鉄硫黄フラボ
プロテイン・シトクロム脱水素酵素複合体の電極との直接電子移動を担うヘムである。 
⑧ 電子伝達サブユニットのヘム３は触媒サブユニットの 3Fe4S 型鉄硫黄クラスターから
の電子を受け取る役割を担っている。 
⑨ 電子伝達サブユニット内ではヘム３⇒ヘム２⇒ヘム１⇒外部電子受容体と、ヘム３⇒ヘ
ム２⇒電極への直接電子移動という二種類の電子伝達機構が存在する。 
⑩ ヘム３を含むドメイン単独でも触媒サブユニットとの複合体を形成することができ、
さらに直接電子移動も可能である。 

 
本研究では αβγ複合体、および βサブユニット単独の構造を解明するに至らなかったが、ヘ
ム３単独での安定な複合体が構築できることが明らかになったことから、この複合体の結晶構
造解析を通して、今後の新しい直接電子伝達型の酵素のデザインが可能となると期待される。 
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