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〈要 約〉

　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼはおもに好気性細菌のもつ多酵素複合体で，水素分子の分解および合成と共役したNADの還元および酸化を触媒する．呼吸鎖複合体Iの可溶性部位と共通の祖先をもつが，そのサブユニットや鉄硫黄クラスターの配向については不明であった．今回，筆者らは，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼと呼吸鎖複合体Iの分子進化における関係，および，Ni-Fe活性部位の構造的な特徴と酸素に対する安定性との関係について明らかにすることを目的に，水素酸化細菌に由来するNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの結晶構造を決定した．その結果，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼのヒドロゲナーゼユニットと呼吸鎖複合体Iの相同なユニットは進化的に分岐したのち，独立にNAD酸化還元ユニットを獲得したことが示唆された．また，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型の構造と還元型の構造との比較により，酸素に対する防御，および，活性酸素種の生成の抑制において，特定の鉄硫黄クラスターの酸化数の変化が引き金となるレドックススイッチ機構が関与することを見い出した．

はじめに

　ヒドロゲナーゼは水素分子の合成および分解をほかの化合物の酸化還元反応と共役させることにより，細胞においてさまざまな機能を担う1)．これらは，生育に必要なエネルギーを獲得する手段としての水素の分解と，余剰な還元当量を放出する機構としての水素の合成とに大別されるが，NAD酸化還元ユニットと複合体を形成するものは双方向性型としてそのどちらにも機能すると考えられている．また，ヒドロゲナーゼには活性部位の金属種が異なり進化的にも独立したNi-Fe型，Fe-Fe型，非ヘム単核Fe型の3種類があることが知られているが，このうちNi-Fe型はアミノ酸配列の類似性を根拠に呼吸鎖複合体Iの可溶性部位のサブユニットと共通の祖先をもつことが1990年代より指摘されていた2)．

　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼは2つのサブユニットからなるヒドロゲナーゼユニットのほか，2つあるいは3つのサブユニットからなるNAD酸化還元ユニットから構成されるが3)，これらのサブユニットはすべて呼吸鎖複合体Iにホモログをもつ．呼吸鎖複合体Iの結晶構造はすでに報告されているが，電子伝達に必要な鉄硫黄クラスターを含む重要なサブユニットのひとつがNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼにはみられないことから，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼと呼吸鎖複合体Iとでサブユニットや鉄硫黄クラスターの配向は異なることが予想されていた．また，呼吸鎖複合体Iは老化やがんの原因となる活性酸素種をもっとも多く生成するタンパク質のひとつであり，その主たる発生源は補因子としてFMNを含むNADH酸化活性部位とされているが4)，そこに活性酸素種の生成を抑制するなんらかの機構があるかどうかは不明であった．呼吸鎖複合体Iの生理的な機能はNADHの酸化と共役したキノン類の還元であるが，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼとは異なり，細胞における存在様式および電子受容体の種類や濃度の関係から，逆の反応は生理的に進行しない．

　ほかの[NiFe]ヒドロゲナーゼと同様に，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの活性部位の分光学的な研究も精力的に進められていたが，電子スピン共鳴法やX線吸収分光法により活性部位の構造がほかとは大きく異なることが示唆されたものの，解析の条件や生物種により結果や解釈が大きく異なり詳細は不明であった5-7)．しかし，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼはおもに好気性細菌に存在することから活性酸素種に対するなんらかの防御機構のあることが期待され，その活性部位の立体構造には大きな関心がよせられていた．

1．NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼのサブユニットおよび鉄硫黄クラスターの配向

　結晶化には水素酸化細菌Hydrogenophilus thermoluteolus TH-1に由来するNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼを用いた．ほかの多くの[NiFe]ヒドロゲナーゼと同様に異種における大量発現系の構築が困難であったことから，菌体からネイティブなタンパク質を単離し精製した．酸素の雰囲気化において精製および結晶化し，抗凍結処理のみを施した結晶から得られた最高分解能2.58Åの回折データを用い，内在性の金属を用いた単波長異常分散法により位相を決定し，精密化した構造を酸化型の構造とした（PDB ID：5XF9，図1a）．
　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの4つのサブユニットは直列に近いかたちで会合しており，NAD酸化還元ユニットとヒドロゲナーゼユニットはその両端に位置し，そのあいだに5つの鉄硫黄クラスターがあった．このうちY1を除く4つの鉄硫黄クラスターおよびFMNの配向は好熱菌に由来する呼吸鎖複合体I（PDB ID：4HEA，図1b）とよく似ていた．これらはすべてHoxFとHoxUからなるNAD酸化還元ユニットに含まれ，HoxFは呼吸鎖複合体IのNqo1およびNqo2，HoxUはNqo3と対応し，サブユニットの配向もそろっていた．一方，HoxYとHoxHからなるヒドロゲナーゼユニットは，呼吸鎖複合体Iにおいて対応するNqo6とNqo4とは大きく異なる配向を示した．HoxYとHoxHの位置関係はNqo6とNqo4の位置関係と同じであったため，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼのHoxF-HoxUおよび呼吸鎖複合体IのNqo1-Nqo2-Nqo3，また，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼのHoxY-HoxHおよび呼吸鎖複合体IのNqo6-Nqo4は分子進化の初期にモジュール化したサブ複合体とみなされた．呼吸鎖複合体Iは進化の過程において酸素発生型の光合成生物の出現により大気中の酸素濃度が高くなったのちに出現したのであろうが，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼは多くの細菌がもつことおよびその機能から類推するに，それ以前の大気が嫌気的な雰囲気であったころから存在していたと考えられる．NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼと呼吸鎖複合体Iの共通の祖先がどのようなタンパク質であったのかを断定することはむずかしいが，今回の構造解析から，HoxY-HoxHおよびNqo6-Nqo4は進化の過程で分岐したのち，HoxF-HoxUおよびNqo1-Nqo2-Nqo3を独立に獲得したことが示唆された．
　呼吸鎖複合体IにおいてNqo3からの電子はN6aがひき継ぐが，これに対応するサブユニットはNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼにはみられず，代わりにHoxYのY1が隣接していた．好熱菌に由来する呼吸鎖複合体Iには電子伝達にはいっけん関与しない鉄硫黄クラスターとしてN1aおよびN7が含まれるが，これらの機能ははっきりとはわかっていない．N7は特定の生物種のみにみられる一方，N1aは1電子担体である鉄硫黄クラスターが2電子酸化に関与するための電子プールとして機能するという説があるが，この研究においてNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼにはN1aは存在しないことが示されたことは，最新の分光学的な解析の結果と同様に8)，この説を支持しない．HoxUおよびNqo3には異なるサブユニットが隣接しているにもかかわらず，U3とY1の距離およびN5とN6aの距離はともに16.6Åとやや長くなっていたが，このことが電子の移動速度にどれほど影響をおよぼすかはまだわかっていない．

2．Ni-Fe活性部位の酸化型の構造と還元型の構造

　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型のNi-Fe活性部位はこれまでのヒドロゲナーゼにはみられない配位構造をとっていた（図2a）．従来の酸化型のNi-Fe活性部位については，Niには2つのCysおよびOH-が架橋配位子として，さらに，2つのCysが末端配位子として結合した5配位構造をとり（図2b），還元型のNi-Fe活性部位においてはOH-が外れることがわかっていた9)．これに対して，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型においては，近傍にあるGlu32が2座配位子としてくわわり，末端配位子のCysが1つ架橋配位子の位置にシフトしていた．この配位構造においてはNiおよびFeが6配位正8面体構造をとり，基質となる水素や活性部位の損傷を起こすとされる酸素などが接近できない．また，Glu32はほかの[NiFe]ヒドロゲナーゼにもみられ，水素の分解合成反応におけるプロトンの受容体あるいは供与体のひとつとなる重要な残基であった．

　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型の活性部位の構造がこれまでに報告されていたものとは大きく異なっていたことから還元型の構造も決定する必要が生じたが，還元型の結晶の回折データの取得は困難をきわめた．のちに述べるように，酸化型から還元型への変換はNi-Fe活性部位のほかにおいても比較的大きな構造変化および補因子の脱離をともなうためか，結晶を十分に還元させると回折能がいちじるしく低下した．還元条件における結晶化の条件も探索したが，これまでに有効な結晶化の条件はみつかっていない．最終的には，還元による回折能の低下により構造解析ができなくなるぎりぎりの状態をみきわめてその回折データを取得し，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの還元型の構造を決定した（PDB ID：5XFA）．その結果，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの還元型の活性部位の構造（図2c）は従来の[NiFe]ヒドロゲナーゼの還元型の活性部位の構造（図2d）と同じで，反応機構や反応サイクルにおける物性には大きな違いがないことが示唆された．電子スピン共鳴法により活性型の活性部位の電子状態も解析したが，その結果はこれと矛盾しなかった．酸化型と還元型のNi-Fe活性部位の構造変化は可逆的であることは確認されており，酸化型の構造は，精製，結晶化，X線照射におけるアーティファクトではないと考えられた．
3．鉄硫黄クラスターがトリガーとなる2つのレドックススイッチ機構

　Ni-Fe活性部位のほかにも，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型と還元型の構造には2つの大きな違いがあった．ひとつはFMNの結合の有無，もうひとつはHoxFのC末端セグメントの位置であり，両者は互いに関係した．酸化型の構造においてはHoxFのC末端セグメントがNAD結合部位を占有していたのに対して，還元型の構造においてはこれが外れてかなり離れた場所に存在していた．また，酸化型の構造においてはFMNの電子密度が明確に確認されたのに対して，還元型の構造においてはFMNの電子密度はみられなかった．HoxFのC末端セグメントは生物種間におけるアミノ酸配列の保存性が低いことから，これがFMNやNADの親和性を積極的に制御するような重要な役割を担うとは考えにくく，たんにFMNの有無により安定に存在する場所が異なるという可能性が高いと思われた．また，酸化型と還元型の構造とでFMN結合部位の付近の構造を比較しても，HoxFのC末端セグメントのほかには有意な違いがみられなかったことから，FMNの結合および解離は隣接する鉄硫黄クラスターF1の電荷により制御されているのではないかと考えた．水素の濃度が高く水素が高い頻度で分解されている状況においてはF1の酸化数が恒常的に低くFMNは負の電荷をもつためその親和性が低下し，逆に，休止状態においてF1の酸化数が高くなるとFMNとの親和性が高くなるのであろう．還元型の結晶が調製されたような条件，すなわち，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼが完全に還元されているにもかかわらず電子受容体であるNAD+が存在しないような状態において酸素が侵入すると，FMNと酸素が反応して活性酸素種が生成しやすいと考えられる．したがって，細胞において同様な状態になったとき，FMNの解離は活性酸素種の生成を抑制するうえで有効な手段といえる．

　一方，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼのNi-Fe活性部位の構造変化も隣接する鉄硫黄クラスターの酸化数の変化により起こることが，酸化型と還元型の構造の比較により見い出された．還元型の構造においてはNi-Fe活性部位に隣接する鉄硫黄クラスターY1にArg58の側鎖が向いているが，酸化型の構造においてはこれが逆を向きGlu56と塩橋を形成していた．これにともない，水素結合ネットワークによりつながっていたGlu32がフリーとなり，Ni-Fe活性部位に配位することが可能になっていた．細胞において水素濃度の低下とあわせて酸化ストレス環境になった場合，従来のNi-Fe活性部位の構造だと容易に酸素による攻撃をゆるすことになるが，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型のような構造ではそれをふせぐことが可能である．

おわりに

　この研究において筆者らにより提唱された，NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼにおけるNi-Fe活性部位の酸素に対する防御，および，NAD酸化還元ユニットにおける活性酸素種の生成の抑制に，鉄硫黄クラスターがレドックススイッチのトリガーとして重要な役割を担うというモデルはこれまでに例のないもので，ヒドロゲナーゼおよびこれに類似する触媒の安定性の問題を克服するための鍵になることが期待される．以前に，筆者らの研究グループは，別の種類の[NiFe]ヒドロゲナーゼにおいて，隣接する鉄硫黄クラスターが2電子を供与することにより酸素の分解を促進し酸素の耐性に寄与するというモデルを提唱したが10)，この研究も同様に，鉄硫黄クラスターがたんに電子の経路としてではなく別の重要な役割を担っており，このような例がこれからも発見されるであろう．また，呼吸鎖複合体Iの生成する活性酸素種と老化やがんとの関係が指摘される一方，活性酸素の生成をふせぐ機構についての理解は進んでいないが，今回，提唱された分子機構が大きなブレークスルーになることが期待される．
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〈図説明〉
図1　NAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの全体構造と呼吸鎖複合体Iの可溶性部位の構造の比較

（a）水素酸化細菌Hydrogenophilus thermoluteolus TH-1に由来するNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼの酸化型の全体構造．ヒドロゲナーゼユニット（HoxYおよびHoxH）とNAD酸化還元ユニット（HoxFおよびHoxU）からなる．

（b）好熱菌Thermus thermophilus HB8に由来する呼吸鎖複合体Iの可溶性部位の構造．
相同性のあるサブユニットを同じ色で示す．数字はクラスターの中心間の距離をÅで示す．

図2　Ni-Fe活性部位の構造の比較

（a）酸化型のNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼ．
（b）酸化型の膜結合[NiFe]ヒドロゲナーゼ．
（c）還元型のNAD+還元[NiFe]ヒドロゲナーゼ．
（d）還元型の膜結合[NiFe]ヒドロゲナーゼ．
アミノ酸残基はCαを含む側鎖の原子のみ，水素原子を省略して示す．数字はNiとFeの距離をÅで示す．CN-およびCOはタンパク質に由来しない2原子分子として配位している．
