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〈要 約〉
　[NiFe]ヒドロゲナーゼのうち酸素耐性能をもつことが知られている膜結合型ヒドロゲナーゼのX線結晶構造解析を行った．その結果，3個ある鉄-硫黄クラスターのうち触媒反応中心であるNi-Fe活性部位のもっとも近くに位置する鉄-硫黄クラスターは，従来まで知られていた[4Fe-4S]-4Cys型ではなく，新規の構造である[4Fe-3S]-6Cys型であることがわかった．これまでに研究されていた標準型ヒドロゲナーゼは好気条件におかれるとO2が活性部位に結合しその活性が失われることが知られていた．構造解析の結果，酸素耐性能をもつ膜結合型ヒドロゲナーゼは，O2にさらされたとき，[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスターにおいて特徴的な構造変化が起こることを見い出した．さらに，この構造変化により鉄-硫黄クラスターはNi-Fe活性部位に電子を1個余分にあたえ，酸素による不活性化をまぬがれていることを見い出した．今回の研究成果は，酸素によるヒドロゲナーゼの機能の損傷を克服するのに重要な知見であり，水素をエネルギーとして利用するための，酸素に安定な水素合成化学触媒や新規の燃料電池の開発研究への応用が期待される．

はじめに

　水素と酸素の反応をエネルギーとして利用しても最終的には水を生成するだけでCO2や有害物質を発生することはない．そのため，水素は究極のクリーンエネルギーとして研究および開発が急がれてきた．水素を分解して電力をとりだす燃料電池は，すでに19世紀なかばにはその原型が考案されていた．地球に酸素が少なくまだ還元状態であったころには，水素をエネルギー源として生育する微生物が繁栄していた．これらの微生物では，ヒドロゲナーゼ（水素酸化還元酵素）とよばれる酵素を利用して生命活動に必要なエネルギーを得ており，また，余剰なエネルギーを水素として大気中に放出していた．このように，ヒドロゲナーゼは H2 ↔ 2H+ + 2e- という単純な化学反応を触媒する1)．
　ヒドロゲナーゼは，1930年代に発見されて以降，さまざまな視点から研究が進められてきており，燃料電池の陰電極側の触媒や水素合成触媒としての応用が期待されてきた．しかし，ヒドロゲナーゼは一般的に嫌気的な条件において機能するものが多く，これまでもっともよく研究されてきた“標準型”とよばれるヒドロゲナーゼは微量の酸素により簡単に不活性化されるという大きな欠点があった2)．しかし，最近，多くの微生物から見い出されつつある“膜結合型”とよばれるヒドロゲナーゼは，大気あるいはそれ以上の高濃度の酸素の存在においても触媒能を失わない酸素耐性型であることがわかってきた3-5)．そこで，その酸素耐性機構を模倣し新規の合成化学触媒を開発することに大きな期待がよせられていた．

1．膜結合型ヒドロゲナーゼの結晶構造
　水素をエネルギー源として生育する好気性水素酸化細菌から膜結合型[NiFe]ヒドロゲナーゼを効率よく抽出する方法を確立した5)．さらに，このタンパク質の結晶化条件の検討を行い，高分解能での構造決定を可能とする良質な結晶を再現性よく得ることに成功した6)．

　この結晶を用いて大型放射光施設SPring-8においてX線回折実験を行い，酸化された状態（PDB ID：3AYZ）および水素で還元された状態（PDB ID：3AYX）の結晶構造を決定した（図1）．[NiFe]ヒドロゲナーゼの全体構造や，反応を触媒するNi-Fe活性部位の構造，電子伝達を担う3つの鉄-硫黄クラスターの配置などは，これまでに研究されてきた標準型ヒドロゲナーゼとほとんど同じであった．しかし，3個の鉄-硫黄クラスターのうちNi-Fe活性部位にもっとも近いものが，これまでに知られていた[4Fe-4S]-4Cys型のものではなく，[4Fe-3S]-6Cys型の新規の構造をもつことを見い出した（図2）．つまり，標準型ヒドロゲナーゼの鉄-硫黄クラスターの[4Fe-4S]部分の1つの硫黄原子が失われ，その代わり，2つのシステイン残基がくわわり，合計6つのシステイン残基により[4Fe-3S]部分がタンパク質においてささえられていた．さらに，このヒドロゲナーゼの結晶に酸素より効率のよい酸化剤をくわえ酸化したところ，この[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスターの構造が変化することを見い出した（PDB ID：3AYY）．このとき，鉄-硫黄クラスターの1つの鉄原子が動き，Fe-S結合が1つ失われ，その代わり，鉄原子はタンパク質のペプチド主鎖の窒素原子（脱プロトンしている）と新たな結合をつくっていた（図2）．この構造変化はH2を分解する反応の起こるNi-Fe活性部位から少し離れており，H2から発生した電子が移動する経路の途中で起こっていた．H2が分解される場所はタンパク質の奥深い内部にあり（図1），標準型ヒドロゲナーゼではそこにO2が結合することにより機能が損なわれると考えられてきた．今回，観測されたこの膜結合型ヒドロゲナーゼの構造変化を考慮すれば，結合したO2がすみやかに水に分解されるという説をうまく説明することができ，この現象は膜結合型ヒドロゲナーゼが酸素のある環境でも機能する“しくみ”と深く関係していると考えられた．

2．膜結合型ヒドロゲナーゼの鉄-硫黄クラスターの構造変化
　2011年になり，異なる細菌から得られた酸素耐性能をもつ膜結合型[NiFe]ヒドロゲナーゼについて，分光学的な解析（電子スピン共鳴法，フーリエ変換赤外分光法，メスバウアー効果），電気化学的な解析，および，変異体の解析の結果があいついで発表された7,8)．それらによると，これらの酸素耐性能をもつヒドロゲナーゼではNi-Fe活性部位にもっとも近い鉄-硫黄クラスターがこれまでに知られているクラスターとは異なる性質を示すことが確認された．[4Fe-4S]-4Cys型など通常の鉄-硫黄クラスターは電子を流すことが機能の本質であるため，電子を受け取った状態と電子を失った状態の2つの酸化還元状態のみをもつことが知られている．酸素耐性能をもつヒドロゲナーゼの3個の鉄-硫黄クラスターのうちのひとつは3つの酸化還元状態を示し，それがこのヒドロゲナーゼの酸素耐性と密接にかかわっていることが示唆された．これらの挙動は，これまで知られていた[4Fe-4S]-4Cys型の鉄-硫黄クラスターの構造にもとづいて説明することは困難であった．しかし，今回，見い出した構造結果にもとづくことで，これらすべての研究結果をうまく説明することが可能になった．

　今回，同定した[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスターは，ヒドロゲナーゼがH2の分解を触媒しているあいだは通常の[4Fe-4S]-4Cys型の鉄-硫黄クラスターと同様に2つの酸化還元状態を行き来して電子の流れを制御する．ヒドロゲナーゼが酸素にさらされるとO2がNi-Fe活性部位に結合し，これにより標準型ヒドロゲナーゼは不活性な状態となる．しかし，膜結合型ヒドロゲナーゼにおいては[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスターが構造変化を起こし，Ni-Fe活性部位に電子をわたすことによりNi-Fe活性部位に結合したO2はすみやかに分解されると考えることができた．鉄-硫黄クラスターの構造変化は脱プロトンをともない，これにより活性部位に電子をわたすこと（3つの酸化還元状態をとること）が可能になるものと考えられた．これは，生体高分子にみられる電子伝達体としてはきわめてまれな例といえた．酸素耐性については，H2をヒドロゲナーゼの内部のNi-Fe活性部位まで誘導するトンネルが小さいことが重要ではないか，とする報告もある9,10)．しかし，今回の結晶解析の結果から，Ni-Fe活性部位そのもののかたちや，H2がヒドロゲナーゼの表面から内部のNi-Fe活性部位まで入り込む経路のかたちや大きさについては，酸素により不活性化する標準型ヒドロゲナーゼの構造と比べてほとんど違いがみられなかった．したがって，膜結合型ヒドロゲナーゼの酸素耐性はこの鉄-硫黄クラスターの構造変化が深く関係していると結論づけることができた．
　今回の結果は，酵素において電子伝達体としてのみはたらくと考えられていた鉄-硫黄クラスターが，酸化還元に依存的な構造変化をともなうことにより酵素の機能をまもるための役割も担っていることを明らかにした．また，結晶構造にもとづいた膜結合型[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸素耐性機構の詳細なモデルを世界ではじめて提唱した．

おわりに

　ヒドロゲナーゼが触媒する水素分解や水素合成の分子機構についてはいまだ不明な点が多いが，その巧妙な“しくみ”の理解は，より効率的な水素エネルギーの利用に関する研究および開発に重要な情報を提供する．とくに，今回の研究成果は，ヒドロゲナーゼの酸素による機能の損失を克服するため重要な知見であるとともに，この情報をもとにした新たな合成触媒などの開発へとつながり，水素をエネルギーとして利用するための研究のブレークスルーとなることが期待される．
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〈図説明〉
図1　膜結合型ヒドロゲナーゼの全体図

結晶構造解析の結果，このタンパク質は2つのヒドロゲナーゼヘテロ二量体が複合体をつくっていることが明らかになった．左側のヘテロ二量体は黄色と水色で，右側のヘテロ二量体は紫色と青色で示すが，それぞれのヘテロ二量体がNi-Fe活性部位と3個の鉄-硫黄クラスターをもっている．H2はタンパク質の内部で分解され，決まった通り道をへてタンパク質の外部へ移動する．酸素のある状態とない状態とを比較して特徴的な構造の違いが観測された部位（[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスター）を青色の点線で囲んで示す．

図2　ヒドロゲナーゼのもつ鉄-硫黄クラスターの構造
（a）“標準型”ヒドロゲナーゼのもつ[4Fe-4S]-4Cys型の鉄-硫黄クラスター．通常，鉄-硫黄クラスターの4個の鉄原子は近くの4つのシステイン残基の硫黄原子によりタンパク質に保持されている．

（b）特徴的な構造変化のみられた“膜結合型”ヒドロゲナーゼのもつ[4Fe-3S]-6Cys型の鉄-硫黄クラスター．標準型ヒドロゲナーゼの鉄-硫黄クラスターの[4Fe-4S]部分の4個の硫黄原子のうちいちばん上のものがなくなり，代わりに，システイン残基の硫黄原子が鉄原子に結合している．また，もうひとつのシステイン残基（いちばん下）も鉄-硫黄クラスターの保持に参加している．酸化剤で処理した状態ではA構造のみが，通常の酸素がある状態ではA構造とB構造の2つが，酸素がなく水素がある状態ではB構造のみが得られた．A構造とB構造とでは左上の鉄原子のみが動いている．

オレンジ色は鉄原子，黄色は硫黄原子，青色は窒素原子，赤色は酸素原子，灰色は炭素原子を示す．

