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研究成果の概要（和文）：標準的[NiFe]ヒドロゲナーゼ（酸化型）の中性子結晶解析に成功し，活性部位には平
面四角形Ni(Ⅱ)構造が混在し，近接の[4Fe-4S]の配位S原子に低障壁水素結合を同定した．弱酸素耐性ヒドロゲ
ナーゼのCO結合型の結晶構造から酸素耐性とCO耐性に正の相関を提案した．酸化型NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナー
ゼの結晶FT-IRの解析に成功し,活性部位のNi(Ⅳ)構造が酸素耐性に寄与していると結論した．植物葉上共生細菌
由来のギ酸脱水素酵素のX線解析に成功し，他のエネルギー代謝酵素との進化的関係を明らかにした．ラマン分
光法による活性測定法を開発し，本酵素の気液界面触媒反応性を見出した．

研究成果の概要（英文）：Neutron crystallographic analysis of a standard [NiFe]-hydrogenase in the 
oxidized form was successfully performed. The active site was found to contain a planar square Ni
(II). A low-barrier hydrogen bond at the ligand (S) of the proximal Fe-S was found, suggesting that 
the Fe-S functions as an electron donor when O2 invades. Based on the crystal structure of the 
CO-bound form of the weakly oxygen-tolerant hydrogenase, a positive correlation between oxygen and 
CO tolerance was proposed.
FT-IR analysis of the oxidized NAD+-reducing [NiFe]-hydrogenase was successfully performed, and it 
was concluded that the Ni(IV) structure of the active site contributes to oxygen tolerance. X-ray 
analysis of the formate dehydrogenase from one of the plant symbiotic bacteria revealed its 
evolutionary relationship with other energy-metabolizing enzymes.
We also developed a Raman method to assay hydrogenases, and found that the enzyme is catalytically 
active mainly at the gas-liquid interface.

研究分野： 構造生物学

キーワード： ヒドロゲナーゼ　中性子結晶解析　X線結晶解析　プロトン経路　ラマン分光法　酵素活性定量法　酸素
耐性酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究における学術的意義は，『高分解能中性子結晶解析』による巨大タンパク質内で重要な役割を担う水素原
子の可視化であった．元素の中で最も小さな水素原子は，『プロトン，ヒドリド，水素分子』と変幻自在に形を
変えて化学反応に関与する．[NiFe]ヒドロゲナーゼの水素分解・合成反応では『ヒドリド』と『プロトン』の挙
動が反応機構解明に重要である．特に水分子を含んだ水素結合ネットワークに支えられた高効率プロトン伝達機
構の正確な知見を中性子結晶解析法で得ることで，触媒反応を効率化する『タンパク質場』を真に理解できる．
この理解が進めば，今後，燃料電池等にも応用して卓越した新規の製品開発に貢献できると考える．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
本研究における学術的な背景は，X線結晶解析法による蛋白質の精密構造に基づいた研究だけ

では明らかにできない『課題の克服』であった．すなわち『高分解能中性子結晶解析』による巨

大蛋白質内の水素原子完全可視化への挑戦である．X線結晶解析法では水素原子の同定には疑念

がつきまとう．元素の中で最も小さな水素原子は，『プロトン，ヒドリド，水素分子』と変幻自

在に形を変えて化学反応に関与する．酵素の触媒反応の本質を理解するには，これらの水素原子

種の位置と動きを正確に知る必要がある．特に[NiFe]ヒドロゲナーゼの水素分解・合成反応では，

NiとFeの間のヘテロな空間を架橋すると考えられている『ヒドリド』の配向と挙動が反応機構解

明に重要である．一方，酸化還元反応には，電子伝達とともにプロトン移動も重要である．しか

し，X線結晶解析，分光解析および変異体解析においてもプロトン経路の証明は難しい．また，

現段階で可能なプロトン経路は複数カ所もあるため，中性子結晶解析で実験的に経路を特定で

きなければ理論化学計算のみを駆使しても正確な議論は不可能である．水分子を含んだ巧妙な

水素結合ネットワークに支えられた高効率プロトン伝達機構の正確な知見なくしては，蛋白質

の卓越した機能，すなわち，触媒反応を効率化する『蛋白質場』を真に理解することはできない． 

[NiFe]ヒドロゲナーゼの高分解能中性子結晶解析を完遂すれば，長年の研究目標であった活

性部位での『水素分子の合成・分解の反応機構解明』に加えて，『蛋白質内プロトン経路の実験

的証明（プロトン場の重要性の理解）』，プロトンネットワークにおける『水分子の動的再配置

の重要性』，ヒドロゲナーゼの『酸素耐性に対する水分子の役割』を明かにできる．また，本研

究により，ラマン分光法を応用した酵素活性定量法の開発に成功すれば，触媒反応における『水

素同位体効果』などの学術的『問い』に対する解も得られると期待できる． 

 
２．研究の目的 
本申請研究は，[NiFe]ヒドロゲナーゼが有する卓越した機能・『高い水素合成・分解触媒反応

を理解するために，『反応中間体』と『水分子の精緻な配置と配向に基づく水素結合ネットワー

ク上の高効率なプロトン伝達経路』の構造基盤を解明することを第一目的とする．このために下

記の課題１と課題３を掲げる．本目的を達成することで，Ni-Fe活性部位での反応モデル構築の

ための酵素反応パラメータを求めることが可能になり，その結果触媒反応機構の解明に繋がる．

第二の目的は，ヒドロゲナーゼに見出された酸素耐性機構を水の構造（酸化還元に依存した動的

再配置）や周辺官能基の構造柔軟性から理解することである．このために下記の課題１と課題２

を掲げる．本目的の達成で酵素電池等の応用への道が拓けるとともに蛋白質内部のプロトン移

動制御の本質や水素の同位体効果を研究する新しい学問分野の構築が可能となる．  

 
３．研究の方法 
課題１：ヒドロゲナーゼの高分解能中性子構造化学： 

酵素を水素分子（H2）で活性化してプロトン経路を H+ でラベルした結晶について高分解能

（1.8 Å分解能程度）の中性子回折データを取得する．中性子回折用の結晶は重水中で調製する

が，この時，分子中の可換プロトン・H+ はほとんど D+ に置換されているため，H2 で活性化す

ることでプロトン経路を同定できる．また，同じ結晶からSPring-8にて超高分解能（1.0 Å分解

能程度）のX線回折データを収集し，中性子および X線回折データの両方を用いて構造精密化を

行う．酸化型酵素の構造結果と比較することで分子内のプロトン経路を特定する．活性サイクル

の3種類の中間体，Ni-C，N-R，Ni-SIa型における基質水素の結合状態を核密度分布図上で観察す



る．得られた構造情報に基づいて理論化学計算によるシミュレーションと検証も加味してプロ

トン移動も含めた触媒反応の全容を解明する．これにより，ヒドロゲナーゼの分子内部の高効率

『プロトン場』の構造基盤が提示できる．ここで，H2で活性化した結晶を重水素分子・D2 で再度

活性化させ，プロトン経路を全て D+ で上塗りして中性子結晶解析を行えば，プロトン経路は完

全に同定できる．さらに，完全重水素化ヒドロゲナーゼのX線および中性子結晶構造解析にも挑

む．また，課題３のラマン分光法を用いた活性測定結果とも合わせてヒドロゲナーゼ分子内の同

位体効果について理論的に考察する．そのために蛋白質構成アミノ酸の全水素を重水素化した

完全重水素化ヒドロゲナーゼを調製するための発現系構築を計画する． 

課題２：ヒドロゲナーゼの酸素耐性機構・一般則の確立： 
酸素耐性をもたない標準的酵素はCOを結合し，活性部位の最近位に位置するクラスターは

[4Fe-4S]-4Cysである．CO結合型をつくらない典型的な膜結合性の酸素耐性酵素は，最近位のク

ラスターは[4Fe-3S]-6Cysで，O2が侵入すると超酸化型構造に変化し活性部位に電子を供給する．

標準的酵素と同様に，最近位に[4Fe-4S]-4Cysをもつ「弱」酸素耐性ヒドロゲナーゼについて，

競争阻害剤である一酸化炭素（CO）を結合させた結晶試料の高分解能X線解析を進める．得られ

た結果から酸素耐性とCO耐性の構造化学的相関について考察する．また，酸素感受性の高い標準

的酵素に酸素耐性を付与した変異体等を調製するための発現系の構築を検討する． 2017年に構

造解明したNAD+還元ヒドロゲナーゼは，Ni-Fe活性部位自体が酸素による修飾を防御する機構や

活性酸素種の生成を抑える分子機構を備えている．これらとの構造比較から共通の構造基盤を

抽出するとともに，分光学的なデータからそれらの構造機能相関を検証する．さらに，酸化還元

に同期した活性部位周辺の水分子ネットワークの可逆的な再構築についても理論化学的に検証

する．一方，標準的[NiFe]ヒドロゲナーゼがO2で不活性化される時の構造変化を詳細に調べて酸

素耐性機構を検証する． 

課題３：ラマン分光法によるヒドロゲナーゼ触媒活性定量法の開発： 

再現性の高いデータを得るために測定システム全体を改良して測定方法を確立し，酵素触媒反

応に関わるパラメータを見積もり，それを基に反応モデルの構築を目指す．これまでに得られて

いるヒドロゲナーゼの触媒反応における次の特徴１～３を検証する．特徴１：D2/H2O系での水素

－重水素交換反応は，反応部位で同時に2原子交換が起こり，H2/D2O が生成する，特徴２：酵素

反応は溶液内での均一反応ではなく，主として気液界面で不均一反応として進む，特徴３：酵素

は，D+ よりもH+ を選択的に分子内に取り込んで利用している（同位体効果）．  

 

４．研究成果 

課題１：ヒドロゲナーゼの高分解能中性子構造化学： 
硫酸還元菌・Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F由来の標準的[NiFe]-ヒドロゲナーゼ（DvMF

酵素）の酸化型について，高分解能中性子結晶構造解析（2.20 Å）に成功した．酸化型酵素のNi-

Fe活性部位は，従来型の（活性化が容易な）両面四角錐・Ni（図1aのNi-B）構造と，活性化に構

造変化を要する平面四角形・Ni(Ⅱ)（図1bの歪んだ新規構造）構造の2種類の混合物であること

を見出した．この時，平面四角形構造のNi原子は従来型構造（Ni-Bや活性型のNi-C）の位置から

1.0 Å以上移動し，さらに Ni-B構造でNiに配位していたCys81，Cys84，Cys546，Cys549の4個の

S原子のうち，Cys84とCys81は遊離して両者はジスルフィド結合を形成していた．結果として，

Niには，Cys546とCys549のS原子，Glu34のカルボキシO原子とCys549のアミドN原子が配位結合し

ていた．Glu34は酸化されることで側鎖を回転して構造変化していた．また，Cys546のS原子は酸

素化され，そのO原子はFeに配位していた．この配位構造は，Ni-Aとしてこれまで提案されてい



たものとも異なっていた．これらの構造モデルは，異常分散効果を考慮した1.04 Åの超高分解能

X線結晶解析や酸化型酵素溶液の赤外吸収スペクトルの結果とも矛盾しなかった．また，理論化

学計算の結果，平面四角形錯体構造のNiの価数は，Ni(Ⅲ)ではなく，Ni(Ⅱ)が最適であった．  

  

 

a. 両面四角錐型（NiⅢ-B） b. 平面四角形型 (NiⅡ) 図2. DvMF酵素の近位[4Fe-4S]の
クラスターに見出された低障壁水

素結合． 
図1．中性子結晶解析で明らかになった酸化型 
DvMF酵素・Ni-Fe活性部位の2種類の配位構造． 

さらに，３個の鉄-硫黄クラスターのうち，活性部位に最近位にある[4Fe-4S]クラスターの配

位子・Cys17のS原子と近傍の主鎖アミド（Gly17）のN原子との間に「低障壁水素結合」と思われ

る構造を同定した（図2，アミドN原子のプロトンがS原子側に引き寄せられている）．この特異

な構造は，酵素がO2に晒された時，O2を還元無毒化するための防御機構として活性部位がクラス

ターから電子を奪い取ろうとする力が働いた結果であると考えられる．これは課題２の酸素耐

性一般則とも関係する．上記成果は，英国王立化学会のChemical Science誌に発表した． 

水素還元結晶の中性子結晶解析結果からプロトン経路を可視化する課題については，本研究

期間内に達成できなかった．蛋白質の中性子結晶解析には，1 mm3 以上の容積を持つ巨大結晶を

必要とする．この巨大結晶を水素で還元することを試みたが，結晶内部分子の活性部位を完全に

還元できなかった．今後は水素の圧力を上げて還元する装置や電気化学的に結晶を強制的に還

元する手法の開発が必要と考えている．酵素の発現系の構築についても期間内に達成できなか

った． 

 

課題２：ヒドロゲナーゼの酸素耐性機構・一般則の確立： 

Citrobacter S-77の弱酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼ（S-77酵素）のCO結合型のX線結晶解析

に成功した．酸素耐性酵素の活性部位にはCOは結合しないが，酸素感受性の標準的酵素はCOが結

合する（占有率・Q>0.5）．比較的弱い酸素耐性をもつ本S-77酵素において，占有率は低い（Q=0.26）

が，COは結合するという結果が得られた．これまでに報告されているデータに基づくと，ヒドロ

ゲナーゼのCOによる活性阻害は，標準的酵素＞S-77酵素＞酸素耐性酵素の順に大きく，CO結合の

占有率も同様であることから，酸素耐性とCO耐性には正の相関があると考えられた．本結果は，

2022年に国際結晶学連合の Acta Crystallographica F誌に発表した． 

好熱生水素酸化細菌・Hydrogenophilus thermoluteolus TH-1由来のNAD+還元[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼ（TH-1酵素）の酸化型の結晶FT-IR・EPRの測定と解析に成功した．本酵素は酸素雰囲気下

で酸化されると，活性部位の配位構造が変化し，酸素の侵入を物理的に防ぐ機構を持っている．

我々は，2017年に酸化型酵素の活性部位は，近傍のGlu32側鎖が回転してNiに配位しているとX線

結晶解析の結果を発表した．本研究では，Glu32変異体や活性部位のCO配位子を「13C18O」で標識

した試料を調製した．それらの性質の変化と構造の関係についての分光学的データおよび理論



化学計算から，Niの価数を(Ⅳ)と導いた．その結果，Ni(Ⅳ)の電子状態とGlu32側鎖（COO-）のNi

への直接配位が活性部位を侵入してきた酸素から防御していると結論した．この時，還元（活性）

型でGlu34側鎖を固定していた水分子の動きがGlu34の構造柔軟性にとって極めて重要であった．

本結果は，2022年度末にアメリカ化学会の J. Am. Chem. Soc.誌に発表した．また，還元型酵素

結晶についての分光学的解析の結果，活性型酵素の触媒サイクルの中間状態うち，Ni-SR状態と

Ni-C状態間の平衡が温度によって変化することを見出した．この反応中間状態間の平衡の温度

依存性は，Ni-Fe活性部位と最近接の[4Fe-4S]クラスター間で行われる「電子およびH+の授受」

で制御されると結論した．これは課題１の酸化型標準的酵素の中性子解析結果と矛盾しない． 

植物葉上共生細菌・Methylorubrum extorquens AM1由来のギ酸脱水素酵素（FODH）のX線結晶

構造解析に成功した．他のMo-FODH，および，W-FODHと同様に，活性部位は「W」原子を，bis-MGD

（metal-binding pterin guanine dinucleotide cofactor）の4個のS原子，Cys436のS原子，お

よび，水分子のO原子の6個の配位子が三角プリズムの頂点を形成する幾何学的配置で配位する

ことで形成されていた．全体構造はαおよびβの2つのサブユニットから成り，αは「W」活性部

位と3個の[4Fe-4S]クラスターを有し，βはNAD+結合部位，FMNと2個の[4Fe-4s]と1個の[2Fe-2S]

クラスターを含む構造であった．分子全体のサブユニット構造は，Thermotoga maritima由来の

[FeFe]ヒドロゲナーゼ (FeFe酵素) に似ているが，Thermus thermophilus 由来のComplex Iの

部分構造（Nqo1-3）とも酷似していた（図3）．一方，βサブユニットのみに注目すると，本申

請研究のTH-1酵素のHoxFUサブユニットと高い相同性を示した（図3）．これらの酵素はそれぞれ

同じ祖先を持つサブユニットが再構築することにより構成されており，進化的に強く関係づけ

られていることを証明した．本FODHもNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼと同様に酸素耐性をもつこ

とから，その構造基盤を明らかにすることで酸素耐性の普遍的メカニズムの解明が期待される．

今後，還元型の結晶解析を目指す． 

 

図3 FODH，TH-1，Complex I，および，FeFe酵素のサブユニット構造の比較 

 

課題３：ラマン分光法によるヒドロゲナーゼ触媒活性定量法の開発： 

硫酸還元菌由来の標準的[NiFe]ヒドロゲナーゼを試料として，ラマン分光法による新規の酵

素活性定量法を開発した．本手法でヒドロゲナーゼの触媒活性を定量したところ，酵素活性は主

に気液界面で進行していることを見出した．気液界面の面積を最大にすることを目指して，酵素

溶液をエアロゾルにして基質（水素）中に浮遊させて活性測定する方法のプロトタイプを試作し

た．その結果，酵素溶液をエアロゾル化することで見かけの初期反応速度が大幅に上昇すること

を確認した．今後は，酵素反応の気液界面反応性をさらに詳細に検証し，論文発表を進める．ま

た，メタン等他の難溶性の気体を基質とする酵素の活性を正確に測定する実験手法の開発への

応用を目指す． 
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