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研究成果の概要（和文）：本研究では電子伝達タンパク質フェレドキシン（Fd）とそのパートナータンパク質で
あるFNRをターゲットとして、両者の酸化還元状態に留意した超高分解能Ｘ線結晶構造解析と中性子結晶構造解
析に取り組んだ。FdおよびFNRの酸化型結晶については、複数の結晶を用いてＸ線照射量が0.1MGyになるように
して高分解能回折強度データを収集することに成功した。Fdについては還元型の超高分解能回折強度データも収
集することにも成功した。さらに、酸化型FNRの中性子結晶構造解析の実験では、J-PARCで中性子回折強度デー
タをフルセット収集することに成功し、構造解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we targeted the electron transfer protein ferredoxin (Fd) and
 its partner protein FNR, and worked on ultra-high resolution X-ray crystallography and neutron 
crystallography, paying attention to their redox states. For the oxide-type crystals of Fd and FNR, 
ultra-high resolution diffraction intensity data were successfully collected using multiple crystals
 with an X-ray irradiation of 0.1 MGy. For Fd, we also succeeded in collecting ultra-high resolution
 diffraction intensity data for the reduced form. Furthermore, in the experiment of neutron 
crystallography of oxidized FNR, a full set of neutron diffraction intensity data was successfully 
collected at J-PARC, and the structural analysis is in progress.

研究分野： 構造生物学

キーワード： Ｘ線結晶構造解析　中性子結晶構造解析　光合成電子伝達　フェレドキシン　精密構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本来、電子伝達複合体は酸化還元により解離・会合するのが活性型である。本研究では、FdとFNRについて酸化
還元状態に留意した構造解析（酸化型Fd 、還元型Fd、酸化型FNR、還元型FNR）を進めてきた。これらの構造を
水素原子の位置も含めて決定することで、実験の都合で無視されてきた、酸化還元状態と水素原子の構造を正確
に記述することができ、アミノ酸だけでは議論することができなかった新規情報を提供することが可能となる。

※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 
光合成電子伝達系において、PS1 および PS2 で光励起された電子は、最終的に[2Fe-2S]クラス

ターを酸化還元中心にもつ電子伝達蛋白質 Fd へと伝えられる。電子を受け取った Fd は種々の 
Fd 依存レドックス代謝酵素と結合して電子伝達を行う。Fd から最も電子が伝達される酵素は
FNR で、伝達されにくい酵素としてはヒドロゲナーゼ（HydA）が挙げられる。これまで、Fd 変
異体を用いた相互作用実験から、種々の Fd 依存酵素は、それぞれ Fd の異なったアミノ酸残基
を認識することが分かっている。依存酵素の種類によって Fd との電子伝達複合体の形成が個別
的であることは、各レドックス代謝系への還元力分配の人工改変を目指す上で、構造レベルでの
知見が必須であることを示唆している。我々の研究室では、Fd と様々な Fd 依存酵素複合体の構
造研究・相互作用解析に取り組んできた。また、2018 年には光合成電子伝達系の末端にあり、
光エネルギーを用いて Fd に電子を受け渡す膜タンパク質複合体 PS1 と Fd の複合体を 4.2Å分解
能で構造決定することに成功し、PS1 と Fd の相互作用様式を明らかにした（Nature Plants 4, 218-
224, 2018）。国内外の他グループからも Fd-チオレドキシン還元酵素や HydA1 と Fd との相互作
用解析が報告されており、蓄積してきた構造情報から，複合体形成様式についてアミノ酸レベル
での理解は深まってきたが、遺伝子組換えによって電子伝達効率を人工的に設計できる迄には
至っていない。その原因として次の二つの問題点が考えられる。（1）これまで構造解析が試みら
れてきたのは，全て酸化型 Fd と酸化型酵素とで形成した非生理ペアであったという点。（2）も
う一つは、X 線解析の技術的制約から、H+や H-を受け渡しするフラビン廻りの構造変化、Fd の
FeS クラスター廻りの NH・・・S 水素結合の再配置など、水素原子のレドックス状態に応じた
構造情報を、ほとんど無視した形で構造研究が進められてきた点である。  
 
２．研究の目的 
本研究では、まずは電子伝達タンパク質 Fd とそのパートナータンパク質である FNR につい

て放射線損傷を考慮しながらＸ線回折強度データを収集することで、酸化型および還元型 Fd、
FNR の超高分解能結晶構造解析を目指す。また、各タンパク質について水素を含めた全原子座
標の決定を目指し、中性子結晶構造解析にも取り組む。これら 2 つが完了したら、 酸化型 Fd
（Fdoxi）を模した金属置換 Fd（GaFd）や還元型 Fd（Fdred）を模した Fd 変異体（S46G 変異体）
用いることで、電子伝達複合体を Productive な複合体状態で固定した状態で結晶化し、水素原子
の位置を含めた構造を正確に検証することで、光合成電子伝達にリンクしたレドックス代謝反
応の完全理解を目指す。最終的には、Fd が最もよく電子を渡す相手である FNR との複合体につ
いて、Fd が FNR に電子を渡す直前（Fdred-FNRoxi複合体）と渡した直後（Fdoxi-FNRred複合体）の
構造をＸ線と中性子を用いたハイブリッド構造解析によって決定し、アミノ酸レベルでは理解
が難しかった電子の伝達や逆流防止メカニズムを水素原子も含めた全ての原子位置を基に理解
し、関連研究に新風をもたらすことを目的とする。 
 
３．研究の方法 

Fd や FNR のような電子伝達に関与するタンパク質はレドックス状態に応じて微細な構造変
化を起こすことで電子伝達がスムーズに行えるような制御を行っている。したがって、超精密構
造解析によってレドックス状態による微細な構造変化を捉えることが、Fd による電子伝達機構
を真に理解するためには必要不可欠である。超精密構造解析をする上で無視することができな
いのが、X 線照射による損傷で起こるタンパク質の還元である。これまで、超高分解能のＸ線回
折強度データを得るためには、より質の高い結晶（タンパク質が結晶中で精度良く並び、多くの
回折点を示す結晶）を得て、より 強いＸ線をより長時間露光することが一般的であった。しか
し、近年の研究で過剰なＸ線照射による損傷がタンパク質の構造を変化させることが知られる
ようになり、これまでに得られている Fd や FNR の構造は全て酸化型と還元型が混ざった状態
であると考えられている。したがって、まずは顕微分光を用いてタンパク質結晶のレドックス状
態を確認し、最適なＸ線照射量を見積る。その後、過剰なＸ線照射による還元をなるべく抑えた
条件で酸化型タンパク質（Fdoxiおよび FNRoxi）のＸ線回折強度データを収集し、構造解析と精密
化を進める。還元型タンパク質（Fdredおよび FNRred）については、ジチオナイトで還元した結晶
を用いてＸ線回折強度データを収集する。 
中性子回折実験は、J-PARC・MLF に設置されている茨城県生命物質構造解析装置(iBIX)を用

いて行う。中性子線はフラックス数が低いため、回折強度が低くなる。そのため、最低でも 1mm3

を越えるサイズの結晶を準備する必要がある。各単体についての解析が終わったら、活性型電子
伝達複合体の解析にも取り汲む。 
 
４．研究成果 
まず、顕微分光を用いてタンパク質結晶の酸化還元状態を確認した。SPring-8 の BL26XU にて

結晶に X 線を照射した後、再び吸収スペクトルを測定するという作業を繰り返すことで、X 線
の照射量と吸収スペクトルの関係を確認した。Fd と FNR の結晶は共に X 線照射量の増加に伴



って補欠分子である鉄−硫黄クラ
スターや FAD 由来の吸収スペク
トル（460nm、490nm）が減少し、
Ｘ線損傷により還元が起こるこ
とが明らかになった（図１）。どち
らの結晶も数 MGy 程度のＸ線照
射量で結晶中のタンパク質の大
半が還元してしまうことから、超
精密結晶構造解析を成し遂げる
ためには、顕微分光の結果に基づ
いて、複数の結晶を用いてできる
限り放射線損傷の無い状態で超高   図 1. 顕微分光による結晶の吸収スペクトル変化 
分解能の回折強度データ収集を目指す必要があることが分かった（J. Biochem. 167, 549–
555(2020)）。 よって、この結果に基づいて放射線損傷による還元を出来る限り抑えたＸ線回折
強度データの収集と構造解析を進めているところである。 
また、X 線と中性子を用いたハイブリッド構造解析につ

いても取り組んだ。Fd に関しては十分な大きさの結晶が得
られていないので、結晶化条件の最適化を継続して進めて
いる。FNR については、3-5mm3の十分な大きさの結晶が得
られたので（図 2）、結晶を重水置換した後に液体窒素で凍
結し、J-PARC・MLF に設置されている茨城県生命物質構造
解析装置(iBIX)を用いて中性子回折強度データの収集を行
った。その結果、1.8Å分解能のフルセットデータを得るこ
とができた。その後、同じ結晶を用いて SPring-8 の BL44XU
にてＸ線回折強度データも収集し、現在はＸ線と中性子の
データを用いたジョイントリファイメントによる解析を進    図２．FNR の巨大結晶 
めている。                     
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