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ヒドロゲナーゼの安定化・酸素耐性化

伊原正喜

信州大学農学部 応用生命科学科

要 約 ヒドロゲナーゼは，プラチナなどの希少金属を用いることなく，常温常圧で効率よく水素分子の

分解と生産を触媒することから，水素エネルギー社会の実現を望む人たちから熱い視線を注がれている。

しかし，ヒドロゲナーゼは大気中の酸素分子によって活性を失うという問題を抱えている。ヒドロゲナー

ゼの応用には酸素耐性化が必要であり，そのような取り組みは，ヒドロゲナーゼによる生物学的水素生産

や，バイオ燃料電池の開発のみならず，水素分子に関する触媒化学の発展にも貢献できるだろう。ここで

は，ヒドロゲナーゼ酸素耐性化研究に関する動向や，我々の取り組みについても紹介したい。

キーワード：ヒドロゲナーゼ・水素・酸素耐性・蛋白質工学

１．ヒドロゲナーゼ

ヒドロゲナーゼは，フェレドキシンなどの電子伝

達蛋白質やNADHなどの電子供与分子から電子を

受け取り，プロトンを還元して水素分子を生成する

反応（2H ＋2e →H ）と，水素分子をプロトンと

電子に分解し（H →2H ＋e ），その電子（還元

力）を電子伝達蛋白質やNAD に渡す反応を触媒

する酵素である。ヒドロゲナーゼは，触媒中心であ

る金属イオン錯体の違いによって，大きく３つに分

類することができる。

まず，２つの鉄イオンからなる二核錯体（図１

Ａ）を有する［FeFe］-ヒドロゲナーゼが挙げられ

る。［FeFe］-ヒドロゲナーゼにおいて，鉄二核錯

体は，図１Ａに示すように，鉄硫黄クラスター［4

Fe-4S］とシステイン側鎖のチオール基によって架

橋され，蛋白質内部に保持されている。その主な生

理的役割は，生体内の余剰電子を水素分子として放

出することであり，［4Fe-4S］は電子伝達蛋白質か

ら鉄二核錯体への電子伝達を仲介する役割を担って

いる。このヒドロゲナーゼは，酸素分子とは直ちに

反応して，不可逆的に不活化される。

２つ目のヒドロゲナーゼは，ニッケルと鉄イオン

のヘテロ二核錯体（図１Ｂ）を有する［NiFe］-ヒ

ドロゲナーゼであり，主に水素分子の取り込みを行

っている。４次構造としては，触媒中心であるニッ

ケル-鉄錯体を有するラージサブユニットと，電子

伝達ユニットである３つの鉄硫黄クラスター（［4

Fe-4S］もしくは［3Fe-4S］）を持つスモールサブ

ユニットからなるヘテロダイマーを基本とするが，

膜結合ドメインやNAD 還元機能を有するジアホ

ラーゼドメインなどを有するヒドロゲナーゼも多く

知られている。一般に［NiFe］-ヒドロゲナーゼは，

［FeFe］-ヒドロゲナーゼと比 して酸素耐性や安

定性は高く，酸素分子と反応して活性を失っても，

還元的雰囲気下で再活化されることが多い。

３つ目のヒドロゲナーゼは，［Fe］-ヒドロゲナ

ーゼと呼ばれ，メタン生成古細菌から発見された。

このヒドロゲナーゼはニッケルも鉄硫黄クラスター

も含まれておらず，代わりに鉄含有補助因子が含ま

れる。その生理的な役割は，二酸化炭素をメタンへ
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図１ ヒドロゲナーゼ触媒中心
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と代謝する過程において，N ，N -methenyltetra-

hydromethanopterinと水素分子との反応によって

N ，N -methylenetetrahydromethanopterinを生

成する反応を触媒するというもので，ほかの蛋白質

との間で電子授受を行わない。

２．ヒドロゲナーゼの酸素失活

水素分子は化石燃料に代わるクリーンな次世代の

エネルギーキャリアとして注目されていることから，

水素分子の生成能と分解能を有するヒドロゲナーゼ

もまた大きな注目を集めている。たとえば，ヒドロ

ゲナーゼと光合成反応中心を組み合わせた光駆動水

素生産系が提案されている（図２) 。光合成反応

中心蛋白質は，太陽光を吸収することで，蛋白質内

部で光誘起電子移動が起こり，還元力と酸化力が生

じる。特に植物や藻類などが持つ光化学系 I

（Photosystem I，PSI）では，プロトン還元に必

要な還元力電位（E o＝-420mV）を生じるために，

光化学系 Iからヒドロゲナーゼへの電子伝達によっ

て生物学的な光水素生産が可能になる。また，ヒド

ロゲナーゼの水素分子分解能は，燃料電池の白金電

極の代替や，燃料電池の安全性を確保するための水

素センサーにも利用できる 。

しかし，先述の通り，ヒドロゲナーゼは酸素分子

と反応して失活する。その酸素感受性は，酸素発生

型の光合成と組み合わせた光水素生産を不可能にし

ており，また，バイオ燃料電池への応用も大きく制

限することになっている。

酸素失活の機構は，［FeFe］-ヒドロゲナーゼと

［NiFe］-ヒドロゲナーゼについて，それぞれ研究

が進められている。［FeFe］-ヒドロゲナーゼは，

図１Ａに見られるように，鉄二核錯体と鉄硫黄クラ

スターを有しているが，活性型である還元型の酸化

還元状態は，Fe（I）Fe（I）-［4Fe-4S］ ，もし

くは，ハイドライド付加体として，Fe（II）Fe

（II）-H -［4Fe-4S］ のように記述できる。一

方，酸素非存在下での酸化型では，Fe（II）Fe

（II）-［4Fe-4S］ となり，鉄二核錯体は酸化型

となるが鉄硫黄クラスターが還元型であり活性を保

持している。しかし，酸素存在下では鉄硫黄クラス

ターが酸素分子と反応して錯体構造が破壊され，さ

らに鉄二核錯体が蛋白質外へと放出されることによ

って，不可逆的に活性を失うとされている 。

［NiFe］-ヒドロゲナーゼは，ニッケル-鉄錯体

に加えて，３つの鉄硫黄クラスターを有しており，

酸化還元状態は複雑で未知の部分も多い。現在まで

に，電子スピン共鳴法（EPR）や赤外分光法（IR），

電気化学実験から，活性型として，Ni-S（水素分

子非結合状態），Ni-C（水素分子結合状態），Ni-R

（高還元状態）の３つの状態，不活性型として，

Ni（III）のNi-A（もしくはNi ）とNi-B（も

しくはNi ）の２つの状態が提案されている（図

３)。Ni-Aは，酸化的環境下で酸素分子と反応す

ることで観測される状態で，ヒドロペルオキシド

（-OOH）がニッケルと鉄を架橋する形で配位して

いることが示唆されている。Ni-Bは，還元的環境

下で酸素分子と反応した際に観測される状態で，ヒ

ドロキシド（-OH）が配位していると予想されて

いる 。Ni-Aの状態は“un-ready状態”と呼ば

れ，水素分子との反応によって活性型に変換される

までに数十分から数時間を要するのに対して，

“ready状態”と呼ばれるNi-B状態からは，数秒

のうちに活性型へと変換される。Ni-Aからさらに
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図２ ヒドロゲナーゼと光化学系 との複合体
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酸化を受けた場合には，不可逆的失活状態になるが，

一般に［FeFe］-ヒドロゲナーゼと比 して，不可逆

的失活化速度は遅い。

［NiFe］-ヒドロゲナーゼの中でも，水素酸化細

菌から単離された［NiFe］-ヒドロゲナーゼは酸素

耐性が高く，大気中の酸素濃度においてもNi-A状

態になりにくいことが知られている 。水素酸

化細菌は，水素分子を唯一の栄養源として，好気的

呼吸によってエネルギーを得ていることから，水素

酸化細菌内の［NiFe］-ヒドロゲナーゼは，酸素存

在下で水素分子から還元力を引き抜き，電子伝達系

（呼吸鎖）へと送らなければならない。そのような

生理学的要求から，水素細菌由来の［NiFe］-ヒド

ロゲナーゼは，現在知られているヒドロゲナーゼの

中で最も酸素耐性が高い。

水素細菌の中でも最も精力的に研究されている

Ralstonia eutrophaは，それぞれ生理学的役割も４

次元構造も異なる３種類の［NiFe］-ヒドロゲナー

ゼが存在している。細胞質に存在するNAD 還元

ヒドロゲナーゼ（SH），細胞膜に結合し膜結合シト

クロムドメインを介して電子伝達系に電子を供給す

る膜結合ヒドロゲナーゼ（MBH），および水素分

子センシングを担う水素センサーヒドロゲナーゼ

（RH）である。それぞれの酸素耐性獲得機構につ

いて様々な議論が展開されており，現在のところ以

下のような機構が有力視されている。

SHにおいては，Ni上にCN-イオンが配位して

いることが示唆されているが，そのようなCN-イ

オンは他の酸素感受性（容易にNi-A状態になる）

の［NiFe］-ヒドロゲナーゼでは観測されていない

ことから，酸素分子から活性中心を守る役割を担っ

ていると考えられている 。一方RHでは，蛋

白質表面からニッケル鉄錯体へと通じる水素ガスチ

ャンネルが，酸素分子が通過できない幅になってい

ることが構造予測から示唆されており，実際に水素

ガスチャンネルを拡張するアミノ酸変異を導入する

と酸素感受性となることが示されている。よって，

水素ガスチャンネルの選択性が高い酸素耐性を実現

していると考えられている 。MBHの酸素耐性

機構に関しては，十分に解明されていないが，SH

やRHで提案されている機構を有しておらず，高

い水素分子親和性と低い酸素分子親和性に起因する

と想像されており，それはニッケル鉄錯体近傍のス

ペースが原因と考えられる 。

３．ヒドロゲナーゼの応用

近年，酸素耐性の高いヒドロゲナーゼを用いて，

いくつかのプロトタイプが報告されている。

Armstrongらは，ルテニウム錯体を光増感剤と

してコートした酸化チタンに［NiFeSe］-ヒドロゲ

ナーゼを吸着させて，可視光による光水素生産に成

功している（図４) 。［NiFeSe］-ヒドロゲナー

ゼは，［NiFe］-ヒドロゲナーゼファミリーに属す

るが，Niに配位しているシステインの一つが，セ

レノシステイン（システイン側鎖の硫黄がセレンに

置換されている修飾アミノ酸）に置き換わっている

ヒドロゲナーゼであり（図５），セレノシステイン
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図３ 不活性型［NiFe］-ヒドロゲナーゼ触媒中心

Ni-A  Ni-B

図４ ルテニウム錯体-酸化チタン-［NiFeSe］-ヒドロゲナーゼによる光水素生産
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の高い酸性度のために，一般的な［NiFe］-ヒドロ

ゲナーゼよりも水素発生能に優れていると考えられ

て い る 。ま ず Armstrong ら は，Desulfomi-

crobium baculatumから酸素耐性の高い［NiFeSe］

-ヒドロゲナーゼを単離し，酸素失活成分の再活性

速度が十分に速く，１％酸素存在下においても僅か

ではあるが水素分子生産能を保持していることや，

水素分子に対する親和性も低く反応物阻害を受けに

くいことなどを確認した 。続いて，光増感剤と酸

化チタンとを組み合わせることで，微量酸素存在下

において水素分子の発生を確認している。

別の例として，Armstrongと Friedrichらは，

酸素耐性ヒドロゲナーゼを組み込んだオープン燃料

電池を作製し，３％の水素分子を含んだ空気中で起

電力を得ることに成功している 。彼らは，アノー

ド側に Ralstonia metallidurans由来の膜結合型の

［NiFe］-ヒドロゲナーゼを固定化し，カソード側

には酸素分子を還元できるラッカーゼを固定化した

（図６）。２つの電極はpH5のクエン酸バッファー

に浸され，３％の水素分子含有空気中に置かれると，

950mVの起電力が生じた。また，３つのセルを直

列に接続する事で，最終的には2.7Vを得ることが

でき，実際に腕時計を動かすことも確認されている。

この燃料電池は，ヒドロゲナーゼとラッカーゼの，

それぞれ水素分子及び酸素分子に対する高い選択性

のために，水素と酸素を分離することなく混合気体

として利用することができ，またプロトン交換膜を

必要としないオープン燃料電池として機能すること

ができた。

４．ヒドロゲナーゼ酸素耐性化の試み

ヒドロゲナーゼの酸素耐性という言葉は，いくつ

かの意味で使われている。①酸素存在下で保存可能

であること（酸素存在下で不活化しても，還元的な

雰囲気下や水素分子存在下で再活性化を受ける），

②“ready状態”であるNi-B不活性型を維持して，

より酸化状態の高い“un-ready状態”であるNi-

A不活性型に陥らないこと，③酸素存在下で水素分

子分解もしくは水素生産活性を有すること，などで

ある。これまでに述べてきたように，多くの

［NiFe］-ヒドロゲナーゼは①の意味での酸素耐性

である。②での意味の酸素耐性を有するヒドロゲナ

ーゼとして，水素細菌などの［NiFe］-ヒドロゲナ

ーゼが挙げられる 。さらに，水素細菌などの

［NiFe］-ヒドロゲナーゼは，酸素存在下において

も水素の分解活性能を有することから，③の意味で

の酸素耐性を有していると言えるかもしれない。し

かし，③についてもう少し掘り下げて考える必要が

ある。水素分子分解反応は，言うまでもなく，水素

分子存在下で行う。その際にヒドロゲナーゼは酸素

分子による不活性化と水素分子による活性化を同時

に受けることになるが，水素細菌［NiFe］-ヒドロ

ゲナーゼのように活性化速度が速い場合には，活性

型がある程度の割合で存在することになり，水素分

解を持続的に行うことができる。また，水素生産反

応は，プロトン還元に必要な-420mV以下の低い酸

化還元電位で行う。よって，ここでも酸素分子によ

図５［NiFe］-ヒドロゲナーゼと［NiFeSe］-ヒドロゲナーゼ

図６ ヒドロゲナーゼとラッカーゼによるオープン燃料電池
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る不活性化と低い酸化還元電位による活性化を同時

に受けることになり，活性化速度が速い場合に水素

生産を行うことができる。③の意味での酸素耐性ヒ

ドロゲナーゼは，酸素分子と反応し不活化されるヒ

ドロゲナーゼを含んでおり，“④酸素存在下でも不

活化しない，もしくは，不活化が非常に遅い（Ni-

AやNi-B状態が形成されない，もしくは，形成さ

れにくい）”という意味での酸素耐性は，水素細菌

内に存在する水素センサー［NiFe］-ヒドロゲナー

ゼで報告されているのみである 。

これまで報告されているヒドロゲナーゼの酸素に

対する耐性向上の試みは，非常に限られたものであ

るが，３つに分けることができる。つまり，⑴自然

界からの酸素耐性ヒドロゲナーゼの探索，⑵ヒドロ

ゲナーゼへのアミノ酸置換導入，⑶ヒドロゲナーゼ

の固定化である。

⑴の試みは今後もますます重要になってくると思

われる。④の意味での酸素耐性（酸素存在下でも不

活化しにくい）を有する水素細菌の水素センサー

［NiFe］-ヒドロゲナーゼは，活性が非常に低く，

また酸素存在下での水素分子生産能については不明

である。よって，④の意味での酸素耐性を持ち，且

つ，高活性なヒドロゲナーゼの探索が求められる。

⑵の例としては，Azotobacter vinelandiiヒドロ

ゲナーゼの鉄硫黄錯体に配位しているシステイン残

基の一つをセリンに置換したアミノ酸置換体におい

て，③の酸素耐性が向上したという報告がある 。

天然型Azotobacter vinelandiiヒドロゲナーゼは酸

素濃度76μM において水素分解活性がほぼ完全に阻

害されるが，アミノ酸置換体は上記酸素濃度下にお

いても酸素非存在下と同様の活性を保持していた。

この結果は，アミノ酸置換体の酸素耐性が向上した

ことを示唆している。しかし，アミノ酸置換体の水

素分解速度は16nmol/min/gram of cellであり，こ

の速度は酸素非存在下における天然型の24500

nmol/min/gram of cellと比 して1,500分の１と

劇的に低い。従って，このアミノ酸置換は，酸素耐

性を与えるものの，ヒドロゲナーゼの電子授受機能

に大きな影響を与えるために本来の活性が著しく低

下するという問題を抱えている。

また，分子進化工学的手法によるヒドロゲナーゼ

の改良の試みも始まっている。Nagyらは，

［FeFe］-ヒドロゲナーゼ・変異体ライブラリーを

DNA-shuffling法によって調製している 。DNA-

shuffling法とは分子進化工学において非常に多く

用いられているライブラリー作製法であり，相同性

を有する２つもしくはそれ以上の遺伝子をそれぞれ

ランダムに切断し，断片を混合してプライマーを加

えずPCRを行うことで，様々にキメラ化された遺

伝子を得ることができる（図７）。この方法では，

図７ DNA Shuffling
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数十アミノ酸単位で置換が起こるために，進化の速

度を加速させることができるだけでなく，相同蛋白

質は同様の蛋白質構造を持っているために，アミノ

酸配列の置換が構造的・機能的に大きなマイナス要

因になりにくいことが大きな利点である。Nagyら

は，Clostridium acetobutylicum及び Clostridium
 

saccharobutylicum由来の［FeFe］-ヒドロゲナー

ゼ遺伝子間でDNA-shufflingを行い，22クローン

のキメラヒドロゲナーゼについて蛋白質発現・精製

を行い，比活性が約２倍向上した変異体の単離に成

功している。

分子進化工学的手法において，優れたスクリーニ

ング系の確立が成功のカギを握っている。

［FeFe］-ヒドロゲナーゼは，［NiFe］-ヒドロゲ

ナーゼと比 して成熟過程に関わるアクセサリー蛋

白質が少なく，無細胞発現系を利用した発現系がす

でに報告されており ，マイクロプレートのウェル

内でヒドロゲナーゼ変異体を発現・評価することが

可能になっている。Stapletonらは，突然変異率を

高く設定したPCR（エラープローンPCR）を行っ

て Chlamydomonas reinhardtii［FeFe］-ヒドロゲ

ナーゼ遺伝子にランダムな変異を導入し，その結果

得られた30,000クローンについて，それぞれマイク

ロプレートで発現させ，スクリーニングを行った

（図８）。有意に酸素耐性の向上した変異体ヒドロ

ゲナーゼを単離することはできなかったものの，嫌

気的環境下で比活性が約４倍向上した変異体の作製

に成功している。この手法は機械化が可能であり，

DNA-shufflingなどによってライブラリーの質を上

げることで，酸素耐性を向上させることは十分に可

能であろう。

⑶の例としては，ヒドロゲナーゼをシリカゲルや

高荷電ポリマーなどに固定化することで酸素失活を

抑制した研究例を挙げることができる 。

Klibanovらは，高塩濃度水溶液中ではガス溶解度

が低下する“salting out”という現象に着目し，高

塩濃度条件と同様な環境にあると考えられる

DEAE-セルロースのポリカチオン表面に Clos-

tridium pasterianum ［FeFe］-ヒドロゲナーゼを

吸着させた。その結果，遊離ヒドロゲナーゼの半減

期は４分程度であるのに対して，DEAE-セルロー

ス吸着ヒドロゲナーゼでは100分程度と半減期が25

倍となり，酸素分子のヒドロゲナーゼへの接近を十

分に防ぐことが証明された。この効果は，ポリマー

図８ スクリーニング系
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やバッファー条件にも大きく依存し，最適化を行っ

た結果，poly（L-Lysine）-セファロースとTris-

H POバッファーの組み合わせで，最終的には，

２週間で約30-40％の活性を保持できることが明ら

かとなった。このようなポリカチオン性ポリマーと

結合したヒドロゲナーゼには，水素分子の接近も阻

害されるために水素分解活性は著しく失われたが，

プロトンの移動は可能であるために，還元力の供給

が可能となれば空気中でのプロトン還元による水素

生産反応に応用できると考えられる。

“salting out”のような効果によって，物理的に

酸素分子をヒドロゲナーゼ近傍から排除する方法論

は，酸素存在下で水素生産系を設計する上で，極め

て有効であると考えられる。活性型ヒドロゲナーゼ

の触媒中心金属錯体は，非常に低い酸化還元電位を

有しており，強い酸化剤である酸素分子と極めて反

応性が高いことは，必然的であろう。よって，蛋白

質などの構造物で触媒中心を守らなければならない。

実際，一般的なヒドロゲナーゼでは，水素分子の通

り道であるガスチャンネルの存在や，構造揺らぎに

よって，容易に酸素分子の侵入を許し酸化を受ける

が，水素細菌の水素センサーヒドロゲナーゼでは，

ガスチャンネルなどからの酸素分子の侵入を許容し

ないことが，高い酸素耐性の要因の一つであること

が示唆されている 。ただし，水素センサーヒド

ロゲナーゼでは，水素分子の蛋白質内移動速度が抑

えられ，その結果，活性が低い。このジレンマ（水

素細菌にとっては，センサーヒドロゲナーゼが高活

性である必要がないためにジレンマではないが）の

解決が今後の課題であるが，ヒドロゲナーゼ蛋白質

単独では限界があると思われ，ヒドロゲナーゼの外

側に気体分子選択性の高い構造体を設ける必要があ

るのではないだろうか。

生体内には酸素分子を遠ざけるための他とは隔離

された区画が知られている。一部の繊毛虫や菌類な

どに見られる水素とATPを産生する機能を持つ小

器官であるハイドロジェノソーム や，藻類などの

葉緑体において炭素固定を担うカルボキシソーム

（ピレノイド) などがそれである。また，好気生

物の酵素の中には，単離精製した場合，空気中では

極めて低い活性しか示さないが，嫌気的環境下で高

活性を示すものがあり，まだ知られていない酸素分

子を遮断した区画や，未知の仕組みが隠されている

かもしれない。そのような戦略は，大いに参考にな

ると思われる。

著者は，ヒドロゲナーゼと酸素発生型光合成との

組み合わせによる光水素発生を目指している。酸素

発生型光合成において２つの反応中心，光化学系 I

と光化学系 IIが存在しており，光化学系 IIによっ

て水分子からの電子の引き抜きを可能にし，光化学

系 Iによって二酸化炭素の還元（固定化）を可能に

している。光化学系 Iではプロトン還元が可能な還

元電位が発生するために，二酸化炭素固定の代わり

に，水素分子生産を行うことが理論的には可能であ

る。しかし，光化学系 IIで水分子の分解によって

生じる酸素分子が問題となる。酸素分子存在下で，

光化学系 Iからヒドロゲナーゼへと還元力を伝達し，

プロトンを還元して水素生産を行うためには，以下

のような戦略が考えられる。まず，ヒドロゲナーゼ

蛋白質構造の安定化と酸素耐性化（前述の③や④の

意味での），高活性化が必要であろう。さらに，ヒ

ドロゲナーゼと光化学系 Iの複合体の設計と，複合

体内の効率的な電子伝達経路，複合体を取り囲むよ

うな構造体の設計（図９）によって，ヒドロゲナー

ゼと酸素発生型光合成との組み合わせによる光水素

発生が実現すると考えられる。

図９ ヒドロゲナーゼ-光化学系 I複合体の改良
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これまで著者は，ヒドロゲナーゼと光化学系 Iの

複合体の設計を行ってきたが ，ヒドロゲナーゼの

安定化や，ヒドロゲナーゼを取り囲む構造体設計の

支柱となる抗ヒドロゲナーゼ抗体の単離なども並行

して試みている。以下に，そのような取り組みの一

つである，ヒドロゲナーゼ表面の分子内架橋や抗体

結合による修飾による安定化を紹介する。

これまでに，ヘキサメチレンジイソシアネートや

1-ethyl-3-（3-dimethylaminopropyl）car-

odiimide（EDC）のような架橋剤を用いて，蛋白

質表面残基間で共有結合を形成させて，α-ガラク

トシダーゼ やキモトリプシン の耐熱性やプロテ

アーゼ耐性の向上に成功した研究例が報告されてい

る。一方，抗体による酵素の安定に関しては，ガラ

クトシダーゼ ，RNase ，パパイン ，グルコー

ス-6-リン酸デヒドロゲナーゼ について，それぞ

れに対する抗体を含んだ血清と混合することによっ

て，その熱耐性もしくはプロテアーゼ耐性，変性剤

耐性が改善したことが報告されている。以上の研究

から，分子内架橋や抗体は蛋白質の構造揺らぎを軽

減する効果があることが示めされた。

そこで，Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F 由来

［NiFe］-ヒドロゲナーゼに対し，Bis（N-suc-

cinimidyl）-pentaethylene glycol ester（スペーサ

ー長22Å），Bis（sulfosuccinimidyl）sebacate（ス

ペーサー長14Å），Bis（sulfosuccinimidyl）suber-

ate（スペーサー長11Å）の３つの架橋試薬用いて

分子内架橋を行った。また同ヒドロゲナーゼに対す

る抗血清とヒドロゲナーゼを混合して，ヒドロゲナ

ーゼと抗ヒドロゲナーゼ抗体との複合体を作製した。

３種の分子内架橋ヒドロゲナーゼ，抗体結合ヒド

ロゲナーゼ，および無処理ヒドロゲナーゼを，それ

ぞれ最終濃度が約0.05μM となるように，３mM

ベンジルビオローゲン溶液（トリス緩衝液，

pH7.3）に加えた。このヒドロゲナーゼ溶液１ml

程度に水素ガスを15分間吹き付けて，ヒドロゲナー

ゼを活性化した。ヒドロゲナーゼの活性化は，ベン

ジルビオローゲンの還元によって呈する紫色により

確認した。次に，活性化したヒドロゲナーゼ溶液を

空気中で撹拌した。撹拌しはじめて数秒のうちに，

紫色を呈していたベンジルビオローゲンが酸化され

無色となり，ヒドロゲナーゼ溶液中に酸素分子が溶

解しはじめたことが確認できた。空気中で５分間撹

拌した後のヒドロゲナーゼ溶液20μlを，水素ガス

で飽和させた3mlの3mM ベンジルビオローゲン溶

液（トリス緩衝液，pH7.3）に加えた。ヒドロゲナ

ーゼ溶液の吸光度（540nm）を経時的に測定したと

ころ，空気中での撹拌で不活性化していたヒドロゲ

ナーゼの再活性化が起こるために，はじめの数分間

はベンジルビオローゲンの還元が起こらず，吸光度

は上昇しなかった。その後，ヒドロゲナーゼの再活

性化が十分に進み，ベンジルビオローゲンが還元さ

れて溶液が紫色に呈色し，吸光度が上昇した。吸光

度が上昇し始めるまでの時間を，空気中での撹拌で

不活性化していたヒドロゲナーゼが再活性化される

までの時間（ラグタイム）とした。また，ヒドロゲ

ナーゼの活性は，ベンジルビオローゲンの還元速度

（吸光度曲線の勾配）を測定することによって求め

た。

その結果，ラグタイムは無処理ヒドロゲナーゼで

は約20分間であるのに対し，抗体結合によって約５

分間に，分子内架橋によって約１分間に短縮され，

“un-ready状態”であるNi-A不活性型への抵抗性

（前述②の意味での酸素耐性）が向上したことが明

らかとなった（図10）。しかし，活性は無処理ヒド

ロゲナーゼと比 して大きく低下していた。

現在，活性を低下させない抗ヒドロゲナーゼ抗体

の取得を目指して，モノクローナル抗体の単離を行

図10 分子内架橋ヒドロゲナーゼ及び抗体結合ヒドロゲナーゼの酸素耐性
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っており，それぞれの安定化や酸素耐性化への影響

について調べている。得られたモノクローナル抗体

を利用して，GroELやウイルスのカプシドのよう

な構造体へのヒドロゲナーゼの取り込み実験を計画

している。また，これらと並行して，水素センサ

ー・ヒドロゲナーゼの高活性化と光水素発生系への

応用を目指して，宿主ベクター系による発現系の構

築と変異導入を試みている。

５．お わ り に

エネルギー問題は，資源の乏しい我が国において，

常に大きな問題である。今後，石油などの化石燃料

の価格高騰や枯渇などがより顕著化してくることが

予想され，エネルギー自給率を少しでも上げること

が切望されている。自給率向上には，太陽光，風力，

潮力，地熱などの自然エネルギーの有効利用が考え

られているが，そのような様々な方法で回収したエ

ネルギーは，水素ガスという媒体に形を変えて貯蔵

や運搬をすることが可能であり，またそれを効率的

に利用することが検討されている。よって，水素の

生産や分解を触媒するヒドロゲナーゼは，大きな可

能性を秘めている。ヒドロゲナーゼの酸素耐性化は，

ヒドロゲナーゼの応用に不可欠であるが，関係する

研究者もまだ少なく，十分に研究が進んでいない。

しかも，道のりは決して平坦なものではない。我々

の取り組みも始まったばかりであるが，社会的にも

蛋白質工学的にも意義あることから，多くの研究者

の協力が望まれる。

この研究は，独立行政法人科学技術振興機構・戦

略的創造研究推進事業さきがけ「光エネルギーと物

質交換」の助成を受けて行っている。本研究を遂行

するにあたりご助力頂いた，独立行政法人理化学研

究所前田瑞夫主任研究員，茨城大学農学部西原宏史

准教授，Humboldt Universiyの Friedrich教授，

同じくLenz博士，東京工業大学生命理工学研究科

大倉一郎教授，同じく蒲池利章准教授，埼玉大学理

学部仲本準准教授に深く感謝申し上げる。
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Summary
 

Hydrogenase has received growing attentions by researchers who are planning to realize the
 

Hydrogen-Society, because it enables the cleavage and the production of hydrogen gas in the mild
 

condition without using rare and costly metals such as Pt.Hydrogenase,however,is inactivated quickly
 

by oxygen molecules, which significantly limits its industrial applications. Therefore, researches for
 

stabilization of hydrogenase against oxygen molecules should contribute not only to development of bio

-hydrogen production system and bio-fuel cells,but also to evolution of catalytic chemistry involved in
 

hydrogen molecule.We herein introduce latest reports about naturally-occurring robust hydrogenases and
 

the mechanism of oxygen-inactivation,attempts for oxygen-stabilization.

Key word:Hydrogenase・Hydrogen・O-tolerance・ Protein engineering

 

15伊原：ヒドロゲナーゼの安定化・酸素耐性化




