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研究成果の概要（和文）：本研究では、ビタミンB12（アデノシルコバラミン）を光応答のためのセンサー素子
として利用している新規な光センサー型転写調節因子CarHの結晶構造解析に成功し、CarHによる光センシングの
分子機構を明らかにした。また、水素センサーとして機能するNiFe型ヒドロゲナーゼ中でセンサーモジュールと
して機能するNiFe錯体が構築される際に配位子として利用されるCOの生合成酵素HypXの結晶構造を決定した。CO
生合成に際しては、HypX中に結合している補酵素AがN10-formyl-THFからホルミル基を受け取って生成する
formyl-CoAが反応中間体となっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this work, I determined the crystal structure of a novel photosensor 
protein CarH, which uses vitamin B12 (adenosylcobalamin) as a sensor module to elucidate the 
molecular mechanisms of photo-sensing by CarH. I also determined the crystal structure of HypX, 
which catalyzes CO biosynthesis for the construction of the sensor module in hydrogen sensor 
protein, NiFe-type hydrogenase. In the CO biosynthesis by HypX, formyl-CoA is produced as an 
reaction intermediate through the formyl group-transfer from N10-formyl-THF to coenzyme A.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： 光センサータンパク質　水素センサータンパク質　アデノシルコバラミン　ビタミンB12　一酸化炭素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに例の無い新規な光センサータンパク質の分子構造を決定し、ビタミンB12（アデノシルコバラミン）
が光センサータンパク質中で光応答のためのセンサー素子として機能することを明らかにした。また、水素セン
サータンパク質中のセンサーモジュールを構築するのに必須要素である一酸化炭素（CO）が、酵素反応により生
合成されることを、CO生合成酵素の結晶構造を決定することにより明らかにした。これらの成果は、生物無機化
学の新たな研究対象を提供するものであり、研究分野に新たな展開をもたらすことに寄与した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生物は、様々な外部環境変化にさらされながら生育するため、外部環境変化に応答して細胞

内の恒常性を維持する精緻なシステムを有している。このような外部環境変化に応答した恒常

性維持システムには、外部環境の変化を感知するためのセンサータンパク質が必要不可欠であ

る。多様な外部環境シグナルに対応して、多種多様なセンサータンパク質が存在しているが、外

部環境シグナルの中には、アミノ酸のみから構成される単純タンパク質では感知できないシグ

ナルも存在している。このような系の代表的なものとして、酸素、一酸化炭素、一酸化窒素のよ

うな気体分子に対するシグナル応答系がある。単純タンパク質は気体分子と相互作用すること

はできないため、気体分子センサータンパク質として機能することは不可能である。申請者は、

これまでの研究において、鉄ポルフィリン錯体であるヘムをセンサー素子として利用したガス

分子センサータンパク質が存在していることを示し、ヘムを活性中心とする一連のガス分子セ

ンサータンパク質（COセンサータンパク質 CooA、酸素センサータンパク質 HemAT、HemDGC、
Aer2、DcrA）を対象として研究を行い、本研究分野の発展の一翼を担ってきた（S. Aono, Adv. 
Microbial Physiol., 63, 273 (2013), S. Aono, Antioxd. Redox Signal., 16, 678 (2012), S. Aono, Dalton Trans., 
3137 (2008)）。 
近年、ヘム以外にも、アデノシルコバラミン（ビタミン B12）、鉄硫黄クラスター、非ヘム鉄

クラスター等をセンサー素子として利用した新規なセンサータンパク質の存在が報告され始め、

生物無機化学の新たな研究対象として注目を集めている。ビタミン B12、鉄硫黄クラスター、非
ヘム鉄クラスター等が金属酵素・金属タンパク質の活性中心として機能することは、これまでに

よく知られている。例えば、代表的なビタミン B12依存酵素としては、異性化反応、メチル基転
移反応、あるいは脱ハロゲン化反応を触媒する一連の酵素が知られている。これらの酵素中にお

いては、アデノシルコバラミンあるいはメチルコバラミンが活性型補酵素として機能しており、

コバルト−炭素結合の解離（アデノシルコバラミンの場合はホモリシス、メチルコバラミンの場
合はヘテロリシス）を鍵反応として酵素反応が進行する。鉄硫黄クラスターおよび非ヘム鉄クラ

スターは、フェレドキシンのような電子伝達タンパク質における電子伝達体、ヒドロゲナーゼ、

ニトロゲナーゼ等の酸化還元酵素中での酵素反応の活性中心として機能することも知られてい

る。このような酵素反応の補酵素として機能するビタミン B12、鉄硫黄クラスター、非ヘム鉄ク
ラスターの生理機能については、これまでに詳しく研究されている。しかしながら、ビタミン

B12、鉄硫黄クラスター、非ヘム鉄クラスター等がセンサーモジュールとして機能するセンサー
タンパク質については、不明な点が多く残されている状況である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ビタミン B12（アデノシルコバラミン）を光応答のためのセンサー素子として

利用している新規な光センサー型転写調節因子 CarH、および鉄硫黄クラスターを始めとする遷

移金属含有補欠分子族をセンサー素子として利用している新規なセンサータンパク質を研究対

象とし、これら新規センサータンパク質による外部シグナルセンシング、ならびに外部シグナル

に応答した機能制御の詳細な分子機構解明を行うとともに、これらセンサータンパク質の生合

成機構の詳細を明らかにすることを目的として研究を行う。 
 

３．研究の方法 
（１）アデノシルコバラミン(AdoCbl)を感光素子とする新規な光センサータンパク質 CarHの構
造機能相関解明を目的とし、光感知前後でのアデノシルコバラミン結合型 CarH の全長型

（AdoCbl-CarH）および C 末端センサードメイン（AdoCbl-CarH-C）の結晶構造解析を行う。結

晶化条件の最適化を行い、高分解能での構造決定を目指す。光感知前のサンプルは、暗所におい

て調製し、光感知後のサンプルは、暗所で調製した試料（光感知前のサンプル）に、Xe ランプ

を用いた白色光を照射することにより調製する。また、光センシングにより誘起されるこの高次

構造変化のダイナミクスを明らかにするため、高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）による高次構

造変化の直接観測を試みる。 



 

 

 
（２）Fe-Ni 二核金属錯体をセンサー活性部位とする新規な水素センサータンパク質 Regulatory 
Hydrogenase (RH)を研究対象とし、RH による水素センシング、ならびに RH 生合成の分子機構
解明を目的とした研究を行う。本研究では、RH中で水素センサー本体として機能する Fe-Ni 二
核金属錯体の生合成反応機構の解明を目的として研究を行う。RH中に含まれる Fe-Ni 二核金属

錯体には、一酸化炭素（CO）とシアン化物イオン（CN-）が配位しているが、これらの配位子が

どのようにして生合成され、RH中の Fe-Ni 二核金属錯体に組み込まれるかについては、ほとん

ど分かっていない。そこで、本研究においては、RH 生合成の中でも特に、Fe-Ni 二核金属錯体

の配位子として機能する COの生合成機構解明に重点をおいて研究を進める。Fe-Ni 二核金属錯

体中の Fe 原子に配位している一酸化炭素（CO）生合成に関与すると考えられている HypXタン
パク質の構造解析を行い、HypXによる CO生合成反応の分子機構、ならびに HypXにより生合
成された COが Fe-Ni 二核金属錯体に組み込まれる分子機構を解明する。 

 

４．研究成果 

（１）AdoCblを感光素子とする新規な光センサータンパク質 CarHの構造機能相関解明 
Thermus thermophilusに含まれる CarHは、カロテ

ノイド色素合成酵素の発現を光依存的に制御して

いる転写調節因子であり、ビタミン B12（アデノシ
ルコバラミン）を光受容体として利用している新規

な光センサータンパク質である。アデノシルコバラ

ミン結合型 CarH（AdoCbl-CarH）（精製したアポ型

CarHとAdoCblを暗所において混合することにより

調製）は、四量体構造を有しているが、これに可視

光を照射すると単量体へと解離した（図１）。また、

AdoCbl の替りにシアノコバラミンを結合した CarH
（CNCbl-CarH）は、光照射の有無によらず単量体として存在することが分かった。 

CarHによる光センシング、および光による CarHの機能制御の分子機構を明らかにするため、

CarH の結晶構造解析を行った。結晶化スクリーニングの結果得られた回折データを与える単結

晶を用い、結晶構造決定を行った。本研究では、CarH センサードメイン（図２a）および CarH
全長型（図２b）の構造決定に成功した。 

AdoCbl-CarH は、センサードメインのみ、全長型いずれの場合も四量体を形成しており、光

感知前の構造が得られたことが分かった。CarH プロトマーは、三つのドメイン（N 末端側から

順に DNA 結合ドメイン、helix-bundle ドメイン、Rossman-fold ドメイン）から構成されていた

（図３）。アデノシルコバラミンは、helix-bundleドメインと Rossman-foldドメインに挟まれる形

で結合しており、Rossman-fold ドメイン中の His177 が第６配位子としてコバルトに配位してい

た。アデノシル基は、helix-bundle ドメイン中の二本のヘリックスに挟まれて存在しており、

Trp131と His142がアデノシル基周辺に位置することにより、その配向を制御していると推定さ

れた。CarH が光を感知すると、アデノシル基が光解離することにより、コバラミン周辺のコン

フォメーションが変化し、その結果として四量体から単量体への高次構造変化が誘起されると
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図１ ゲルろ過によるCarH高次構造の解析 

図２ (a) CarH センサードメイン、(b)CarH 全長型の結晶

構造 図３ CarH プロトマーの構造 



 

 

考えられる。図４に示すように、AdoCblはセンサードメイン中

のヘリックスバンドルモチーフ（図４の緑色部分）と Rossman-
fold（図４のオレンジ色部分）間に存在するクレフト部分に存在

しており、アデノシル基（図４中の白波線で囲まれた部分）は

ヘリックスバンドルモチーフ中のクレフト内面と相互作用し

ている。AdoCbl 溶液に光照射すると、アデノシル基が光解離し、

ヒドロキソコバラミンが生成すると考えられている。CarHが光

を感知した場合も同様な反応が進行し、アデノシル基の光解離

にともないヒドロキソコバラミン結合型 CarH が生成すると考

えられる。アデノシル基に比べて OH基は小さく、アデノシル

基とヘリックスバンドルモチーフ間での相互作用が消失する

ことが、CarH のコンフォメーション変化の引き金となってい

るものと推定される。OH基と大きさが似ている CNCblが結合
した CarHでは、光照射の有無によらず、CNCbl-CarHが単量体

として存在することも、上記の提案を支持している。 
 

（２）水素センサータンパク質中のセンサーモジュール生合成反応の分子機構解明 
水素ガスの酸化反応・プロトンの還元反応を触媒する酵素であるヒドロゲナーゼは、水素代

謝酵素として機能するのみならず、水素センサーとして機能し、水素依存型遺伝子発現制御に関

与することが報告されている。本研究では、水素センサーと

して機能すると考えられているNi-Fe型ヒドロゲナーゼの活
性中心（図５にその構造を示す）の生合成反応の中でも特に、

センサーモジュール構築に利用される CO の生合成を触媒
する酵素 HypXに着目し研究を行ない、その結晶構造解析に

成功した。得られた構造情報をもとに、下記に述べるような

HypXによる CO生合成反応の分子機構を提案した 
HypX 野生型の結晶構造を 1.80 Å 分解能で決定した。

HypXは、N 末ドメイン(residues 1-270：図６の青色部分)と C
末ドメイン(residues 289-542：図６の緑色部分)がループによ

り連結された構造を有している（図６）。分子内部にはこれ

ら二つのドメインにまたがる形で大きな空洞（キャビティ

ー）が存在しており、C 末ドメイン側のキャビティーには、

補酵素 A（coenzyme A: CoA）が結合していた。野生型 HypX
では、CoAは「コの字型」の closed conformationを取ってい

た。 
HypXの N 末端ドメインは、N10-ホルミルテトラヒドロ葉

酸（N10-formyl-THF）を基質とし、acyl-carrier-protein へのホ

ルミル基転移反応を触媒する酵素（FDH-h）と相同性を有し

ており、触媒基として機能するアミノ酸残基も対応する位置

に保存されていた。THF結合型 HypXの結晶構造では、FDH-
h の基質結合部位に対応する位置に THF が結合していた。
これらの結果より、HypXにおいても N10-formyl-THFを基質（ホルミル基供与体）とするホルミ

ル基転移反応が進行するものと考えられる。その際、HypX 中に結合している CoA 分子の末端

チオール基がホルミル基受容体として機能することが想定されるが、CoA が closed コンフォメ

ーション（図６）をとった状態では、CoAの末端チオール基がホルミル基供与体であるN10-formyl-
THF と反応可能な位置には存在していない。しかしながら、分子動力学計算および HypX 変異
体（A392F/I419F変異体）の構造解析の結果、HypX中の CoAは、ADP部分と pantetheine部分
が直線状に伸長した open コンフォメーションを取り得ることが分かった（図７）。Open 
conformation を取った CoA が結合している HypX 変異体では、N 末端ドメインに結合した THF

図４ AdoCbl 結合部分の拡大

図。AdoCbl を stick model で

表示 

図５ 水素センサーモジュール

の構造 

図６ HypX の結晶構造。HypX 分

子中に存在しているキャビティ

ーを灰色の網目で示している 



 

 

の N10部分の近傍に CoAの末端 SH基が位置していた。 
これらの結果を総合し、HypXによる CO生合成反応は、

下記のような反応機構により進行しているものと考えられ

る。まず、N 末端ドメインにおいて N10-formyl-THFから CoA
へのホルミル基転移反応が進行し、formyl-CoAが生成する。
生成した  formyl-CoA は、open conformation から closed 
conformation へと構造変化し、formyl-CoA中の formyl基は C
末端ドメイン中の活性部位に配置される。Formyl-CoA から
COが生成する反応は、これまでに全く想定されていないが、

有機化学反応においてギ酸フェニルエステルを弱塩基性下

で反応させることにより、脱カルボニル反応が進行し、COとフェノールが生成することが報告
されている。Formyl-CoA はエステルではなくチオエステルであるが、同様な反応が進行すると

すれば、formyl-CoAの脱カルボニル反応により、COと CoAが生成する。Closed conformationを
取った CoAの末端 SH基の近傍には、Tyr416、Glu426が存在しており、これらが塩基触媒とし

て機能することにより、formyl-CoAの脱カルボニル反応が進行し、COが生成するものと考えら

れる。 
 

図７ A392F/I419F 変異体のキャ

ビ テ ィ ー 中 に 結 合 し た CoA 

(stick model で表示) 
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