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研究成果の概要（和文）：本研究では，[NiFe]-ヒドロゲナーゼにみられる酸素耐性の構造基盤を解明すべく，新規の
酸素耐性酵素のX線結晶解析と酸素耐性をもたない標準酵素の中性子結晶解析を進めた．
１．好熱菌の新規酸素耐性酵素について空気酸化型，水素還元型およびK3Fe(CN)6による強制酸化型のＸ線解析を進め
ている．これまでの結果では，近位クラスターは，酸素耐性をもたない酵素と同じ[4Fe4S]型構造をもっていた．しか
し，強制酸化型では，従来の酸素耐性酵素と同様にそのクラスターの構造は変化したが，変化の仕方は異なっているこ
とを見出した．
２．標準酵素において，2.0 A分解能の中性子回折データの取得に成功した．

研究成果の概要（英文）：In this study, x-ray structure analysis of newly found O2-tolerant 
[NiFe]-hydrogenase and neutron structure analysis of standard enzyme have been carried out.
1. The x-ray structures of the newly found O2-tolerant [NiFe]-hydrogenase from Citrobacter sp. S-77 in 
the air-oxidized, K3Fe(CN)6-oxidized and H2-reduced forms have been successfully solved at the 
resolutions better than 2.0 A. The one of the iron-sulfur clusters (the proximal to the Ni-Fe active 
site) is not a [4Fe3S]-type, which was found in the usual O2-tolerant enzymes, but a [4Fe4S]-type typical 
as those in the standard enzymes. This [4Fe4S]-type cluster changed its structure when the enzyme is 
oxidized by K3Fe(CN)6, but the mechanism of the structural changed are different from those clusters in 
O2-tolerant hydrogenase.
2. Neutron diffraction data up to 2.0 A resolution have been successfully obtained from a large crystal 
(>1.5 mm3) grown in D2O.

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶解析　酸素耐性酵素　Ni酵素　ヒドロゲナーゼ　燃料電池　中性子結晶解析　反応機構　プロト
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１．研究開始当初の背景 
微生物における「水素代謝システム」の中心
酵素はヒドロゲナーゼと呼ばれる金属タン
パク質である．ヒドロゲナーゼは水素分子を
基質とし，その触媒する反応は「H2  2 H+ + 
2e」である． ヒドロゲナーゼは，その活性
部位の金属原子の構成により，[NiFe]ヒドロ
ゲナーゼ，[FeFe]ヒドロゲナーゼ，[Fe]ヒド
ロゲナーゼの 3種類に分類されていた．申請
者は，30 年間にわたり，[NiFe]ヒドロゲナー
ゼの構造化学を展開してきた．現在までに 2
種類の酸化不活性型（NiⅢ-A 型，NiⅢ-B 型），
水素還元活性型（NiⅢ-C 型），一酸化炭素結合
（休止）型（NiⅠ-CO 型），光活性型（NiⅠ-L
型）など，異なる 5種類の状態「型」につい
て，1.0－1.4 Åの高分解能で立体構造を報告
してきた．これらの構造解析により，その活
性部位の特異な配位子構造やその配位子構
造変化を明らかにし，さらにこれらの構造化
学的結果を元に新規のモデル化合物（Ni-Ru
錯体）を設計し，世界で初めてヒドロゲナー
ゼ酵素と同様の触媒反応を示す人工化合物
の合成に成功した（Science,2007）．また， 
Hydrogenovibrio marinus 由来の酸素耐性を
もつヒドロゲナーゼ（Hyd1）の X線解析に成
功し，その酸素耐性には Ni-Fe 活性部位の近
傍の[4Fe3S]クラスターの構造変化が重要で
あることをつきとめた（Nature,2011）． 
 
２．研究の目的 
ヒドロゲナーゼは水素の合成・分解を触媒す
る酵素で，その反応機構の解明は新規の燃料
電池や水素合成触媒の開発につながる．本酵
素は触媒活性部位に Niや Feなどの金属原子
を有する金属酵素であるため，一般的に酸素
は強い阻害剤としてはたらく．本酵素の応用
利用のためにはこの酸素感受性を克服しな
ければならない．最近新規の酸素耐性ヒドロ
ゲナーゼが見出され，その耐性機構も様々で
あることが明らかになりつつある．本研究で
は，酸素耐性をもつ複数の [NiFe]ヒドロゲ
ナーゼについてその酸素耐性の構造基盤を
解明することを初期目的とし，これらの結果
を元に酸素に阻害される金属酵素に酸素耐
性機能を付与する「普遍的なしくみ」を見出
し，酵素やモデル化合物の改変・設計に対し
て有用な情報を提供する．また，酵素による
触媒反応機構の全容を解明するために中性
子結晶解析を進展させることも目的とする． 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の2項目について研究を行っ
た． 
（１）新規酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの
X線構造生物学：Citrobacter sp. S-77 由来
の 4量体型[NiFe]ヒドロゲナーゼは，強い酵
素活性と酸素安定性をもつ．本申請では，こ
の酵素の精製・結晶化・X 線結晶解析および
生化学的性質の精査を進める． 
（２）標準タイプ[NiFe]ヒドロゲナーゼの中

性 子 結 晶 構 造 解 析 ：  硫 酸 還 元 菌 ・
Desulfovibrio vulgaris Miyazaki のもつ標
準タイプ[NiFe]ヒドロゲナーゼについて中
性子結晶構造解析のための巨大単結晶の調
製法のための結晶化相図の作成を行う． 
 
４．研究成果 
（１）新規酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの
X線構造生物学 
① 好熱菌（Citrobacter sp. S-77）の[NiFe]-
ヒドロゲナーゼのヒドロゲナーゼユニット
（Hyd2-s77）について，菌体の培養法および
酵素の精製法の確立を進めた．九州大学の江
口等により開発された精製法で，2.2 Å分解能
の単結晶を得たが，小サブユニットのC末端の
分子構造がはっきりと同定できなかった．そ
こで，酵素の精製前にトリプシンを作用させ
て細胞膜から抽出することでC末端部分が切
りそろえられた均一な分子量のHyd2-s77を得
ることに成功した．この新しい精製法により，
酵素の回収率は従来法の13 ％から49 %にま
で上がり，また，比活性は 233 U/mgから580 
U/mgまで改善された．さらに，本精製酵素を
用いて，空気酸化型Hyd2-s77の結晶構造を1.6 
Å分解能にまで高めることができた． 
 
② 2,3,5-トリフェニル-2H テトラゾリウム 
クロリド (TTC)をヒドロゲナーゼが水素を酸
化した後の最終電子受容体として用いること
で酵素の活性を定量する方法を開発した．こ
の方法でHyd2-s77の酸素に対する安定性を精
査したところ，図1に示すように水素を飽和し
た後，63 nmolの酸素を加えた系においても若
干の遅延はあるが水素分解活性を復活させる
ことがわかった．これにより，Hyd2-s77は，
若干の酸素が存在しても水素を分解して還元
力を得ることにより，酵素活性を復活させる
ことができる，即ち，酸素耐性をもつヒドロ
ゲナーゼであることを見出した．各酸素濃度
での酵素の酸素耐性の指標を図1の曲線の傾
きが最大となった時間の逆数を100倍した数
値で定義すると，4.2, 8.4, 12.6, 31.5, 63.0 
nmol O2 での指標値は，それぞれ46.9, 20.5, 
17.1, 2.44 and 1.34であった． 

図1．測定系内を水素で飽和した後，0.0, 4.2, 
8.4, 12.6, 31.5, 63.0 nmolの酸素加えた場
合のヒドロゲナーゼ活性復活の時間経過（酵



素活性が復活すれば，TTCが還元されて546 nm
の吸収が増大する） 
 
③ 菌体膜破砕抽出後
にトリプシンで処理して
小サブユニットのC末端
部分を一様にしてからク
ロマトグラフィー法で精
製したHyd2-ｓ７７とトリプ
シン処理せずに精製し
た試料の両方について
結晶化を行った．図2に
トリプシン処理して得ら
れた単結晶を示す．    図2．Hyd2-ｓ７７単結晶 
                図下部の線は50 μm 
SPring-8のビームライン（BL44XU）においてX線
回折実験を行った．その結果，どちらの精製酵
素も空間群P21に属していた．表１に示すように，
トリプシン処理した試料から得られた結晶からは，
1.6 Åの回折データを得ることができた．現在，構造
精密化を進めているが，本酵素は，②で示したように
酸素耐性を示すにも拘わらず，近位の鉄－硫黄クラス
ターは，標準タイプのヒドロゲナーゼと同じ，[4Fe4S]
型と思われる． 
 
表1 X線回折測定データと処理の統計値 

データセット トリプシン処理 トリプシン非処理 

光源(SPring-8) BL44XU BL44XU 

波長 (Å) 0.9000 0.9000 
測定温度 (K) 100 100 
検出器 MX300HE MX300HE 
カメラ長 (mm) 160 190 
回転角 (̊) 0.5 1.0 
総回転角 (̊) 180 180 
露光時間 (s) 0.5 1.0 
空間群 P21 P21 
a, b, c (Å) 63.90,118.89, 96.70 65.38,121.45,98.63 
α, ß, γ (̊) 90.00,100.61, 90.00 90.00,102.29,90.00 
モザイク性 (̊ ) 0.59 0.53 
分解能 (Å) 28.75 - 1.60 33.68 - 2.00 
測定反射数 93446 51136 
独立反射数 26992 14294 
完全性 (%) 99.9 (99.4) 98.7 (97.0) 
剰余性 3.7 (3.5) 3.7 (3.6) 
〈 I/σ(I)〉 8.5 (3.3) 10.8 (3.0) 
Rr.i.m. 0.093 (0.478) 0.121 (0.414) 
温度因子 (Å2) 7.4 21.1 
 
④空気酸化型に加えて，水素還元型および
K3Fe(CN)6による化合物強制酸化型の単結晶の
調製に成功し，それらについて高分解能のＸ
線回折実験を行った．現在，構造解析と構造
精密化を進めている．K3Fe(CN)6による強制酸
化型では，これまで知られていた酸素耐性酵
素（Hyd1）に見られるようにそのクラスター
の構造は変化していたが，その変化の仕方は
異なっていた．本構造化学的研究の結果，酸
素耐性と近位[4Fe4S]クラスターの構造変化

の関連について新しい知見が得られると期待
される． 
 
（２）標準タイプ[NiFe]ヒドロゲナーゼの中
性子結晶構造解析 
高分解能の中性子回折データを得るには，重
水中において，良質で巨大な単結晶を調製し
なければならない．本研究では，標準タイプ
の[NiFe]ヒドロゲナーゼについてこれまでに
得られていた結晶化条件をさらに精査するた
めに結晶化相図の見直しを行うことにした．
蒸気拡散法で結晶化を行うときの初期タンパ
ク質濃度は，これまで0.33 mMが最適とされて
いた．しかし，結晶化開始時の最適のタンパ
ク質濃度について，新たに作成した結晶化相
図の過飽和領域内でのスクリーニングを詳細
に行ったところ，0.20 mMのヒドロゲナーゼ溶
液にミクロシーディングを行って結晶化を開
始した方が微結晶の析出が抑えられ，母液内
に1～2個の単結晶が得られることがわかった．
図3に得られた結晶化相図の概略を示す．この
条件で得られた結晶について中性子回折実験
を行ったところ，2.0 A分解能の中性子回折デ
ータの取得に成功した．現在，構造解析およ
び精密化を進めている． 

図 3．新たに作成した標準タイプ[NiFe]ヒド
ロゲナーゼの結晶化相図． 
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