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研究成果の概要（和文）：本研究の主な成果は、 [NiFe]-ヒドロゲナーゼの宿主ベクター系による発現系構築に
成功した事である。[NiFe]-ヒドロゲナーゼは複雑な翻訳後修飾によって活性型と成熟するため、大腸菌などを
宿主とした発現系による組換えヒドロゲナーゼ蛋白質の作製が困難であった。しかし、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ
構造遺伝子をベクターに挿入し、翻訳後修飾関連遺伝子を宿主ゲノムに組み込み、両者の発現量を調節すること
で、ヒドロゲナーゼを活性型として発現させる事が可能であることを実証できた。また、この発現系では、簡便
にヒドロゲナーゼへの変異導入ができるため、蛋白質工学に欠かせない変異ライブラリーの作製を可能となっ
た。

研究成果の概要（英文）：One of the results we achieved in this study is to establish the easy-to-use
 host-vector system for the production of the active [NiFe]-hydrogenase. So far, the production of 
the [NiFe]-hydrogenase mutants was time-consuming and labor-intensive work because the conventional 
host-vector systems are not available due to the complicated post-translation process for the 
maturation of the enzyme. We demonstrated for the first time that the balance of the expression 
level of the structural [NiFe]-hydrogenase genes and those responsible to post-translation process 
is critical for the completion of the post-translation process. We successfully established the 
novel host-vector system by regulating the those expression level and the [NiFe]-hydrogenase random 
library.

研究分野： 蛋白質工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
藻類の中には水素発生能を有する株が知

られており、これらを野外の透明容器で培養
することで、低コスト・低環境負荷の再生可
能水素生産を実現させようとした研究が行
われてきた。しかし、天然の藻類による水素
生産は、「光-水素変換効率が低い」ことと、
「酸素によって水素発生が停止する（酸素阻
害）」、という２つの問題により実用化に至っ
ていない。 
我々は、まず光変換効率問題に対して分子

レベルの解決を目指し、これまでに、光合成
反応中心である光化学系Ｉ(PSI)に、水素生成
酵素であるヒドロゲナーゼを組み合わせた
人工的蛋白質複合体を考案し、PSI で吸収し
た太陽光エネルギーを直接水素エネルギー
に変換することに世界で初めて成功してい
る（図１、Ihara et al., 2006）。その後、我々
のグループの他にアメリカやドイツの数グ
ループが参入して研究が展開された結果、光
量子収率はほぼ理論的限界にまで改善され
るに至っている（Krassen et al., 2009, 
Lubnera et al., 2011）。 

しかし、酸素阻害問題は未解決のままであ
る。この問題は、ヒドロゲナーゼ活性の酸素
感受性に起因している。ヒドロゲナーゼの触
媒反応の場は、蛋白質内部に存在するニッケ
ル-鉄（[NiFe]）、もしくは鉄-鉄（[FeFe]）か
ら成る二核錯体であるが、水素生成時、非常
に高い還元状態となるために、酸化力の強い
酸素分子と副反応を起こしてしまい、このこ
とがヒドロゲナーゼの酸素感受性の要因と

なっている（図２）。 
我々は、ヒドロゲナーゼの酸素耐性を改善

するには、酸素分子の蛋白質内部への侵入も
しくは接近を阻止することが必要であると
考え、４つの独自のストラテジー； 
（１）酸素分子の侵入経路付近にアミノ酸

置換を導入することで経路を遮断する（図３
左） 
（２）侵入経路入口をペプチドや抗体で封

鎖する（図３左） 
（３）高度に帯電したペプチドをヒドロゲ

ナーゼ表面に結合させることでカウンター
イオンを引きよせ、高塩濃度条件下で酸素分
子の溶解度が低下する Salting out 効果を利
用して周辺の酸素分子濃度を低下させる（図
３右） 
（４）酸素分子結合能を持つシアノグロビ

ンやレグヘモグロビンなどの蛋白質を共存
させて、遊離の酸素分子濃度を低下させる
（図３右） 
を提案している。 

 
２．研究の目的 
 研究開始当初の目的では、[NiFe]タイプと
[FeFe]タイプの２種のヒドロゲナーゼのう
ち、より酸素耐性の高い[NiFe]-ヒドロゲナー
ゼについて、上記の（１）酸素分子侵入経路
の遮断を目指した。 
 
３．研究の方法 
ヒドロゲナーゼ酵素における酸素分子侵入
経路の遮断には、蛋白質工学の知識や技術が
必要となる。つまり、分子進化工学的手法や
コンピューターシミュレーションによる分
子設計であるが、いずれにしても変異導入と
スクリーニングを高速で繰り返すことが成
功の鍵であり、変異体調製法とスクリーニン
グ法の開発が必須である。しかし、[NiFe]-
ヒドロゲナーゼは複雑な翻訳後修飾によっ
て活性型と成熟するため、大腸菌を宿主とし

【図１、ヒドロゲナーゼ-PSI 複合体】 

【図２、[NiFe]-ヒドロゲナーゼの構造と

酸素失活】 

【図３、ヒドロゲナーゼ酸素耐性化のための
ストラテジー】 
（左）酸素分子侵入経路をアミノ酸変異によ
って遮断し、さらに入口を一本鎖抗体
（scFV）やぺプチドで封鎖する。（右）多数
の電荷を導入した抗体を結合させることで、
イオンを引き寄せて酸素溶解度を低下させ
る。さらにシアノグロビンなどの酸素結合蛋
白質を共存させて遊離酸素濃度を低下させ
る。 



た発現系による変異体作製が困難であると
いう問題があった。そのため、[NiFe]-ヒド
ロゲナーゼの変異体作製は、相同組み換えに
よって宿主ゲノム上のヒドロゲナーゼ遺伝
子を変異遺伝子と置換する方法などで行わ
れていたが、調製に数ヶ月を要するだけでな
く、数百～数千の変異体を同時に作製するこ
とができなかった。 
そこで我々は、増殖速度が速く、高い

[NiFe]-ヒドロゲナーゼ発現能を有する R. 
eutropha ヒドロゲナーゼ遺伝子破壊株を宿
主とし、R. eutropha ヒドロゲナーゼ遺伝子
を挿入した広宿主域ベクターpBHR1 を用いた
新しい発現系を試みた。pBHR1 は、5000bp と
広宿主域ベクターとしては格段にサイズが
小さいために、組換え操作が容易であり、エ
レクトロポレーションによる形質転換効率
も高いという利点を有する。その結果、変異
導入から活性評価までを二週間程度に短縮
することに成功している。このことは、我々
の開発した発現系が、現時点で唯一の簡便・
迅速な[NiFe]-ヒドロゲナーゼ変異体調製系
であることを意味している。 
しかし、新規発現系での[NiFe]-ヒドロゲ

ナーゼ活性は、野生型と比較して約十分の一
と低かった。定量 PCR 実験から、ベクター由
来のヒドロゲナーゼ遺伝子が、宿主ゲノム由
来の成熟関連遺伝子群に対して過剰に転写
されていることが明らかになった（図４）。
この結果から、[NiFe]-ヒドロゲナーゼの成
熟が完全に進んでいないことが推測された。

そこで、本研究では、ベクター上の[NiFe]-
ヒドロゲナーゼ遺伝子上流のプロモーター
を弱め、ゲノム上の成熟関連遺伝子群のプロ
モーターを強めることで、両者の転写バラン
スの最適化を目指す。我々は、すでに R. 
eutropha で機能するプロモーター（SH プロ
モーター）に変異を導入して、様々な転写活
性を持つプロモーターのライブラリーを独
自に作製しており、これらを発現ベクター構
築に利用する。また、ゲノム上の成熟関連遺

伝子群のプロモーターを強めるために、本来
のプロモーターに加えて新たなプロモータ
ーを挿入する。 
さらに、作製した多数の[NiFe]-ヒドロゲ

ナーゼ変異体を迅速に評価するスクリーニ
ング系が必要である。スクリーニング系につ
いては、酸素分子の侵入速度を抑制できた変
異体、もしくは酸素失活速度の低下した変異
体を、多数の検体の中から簡便迅速に探索す
ることを目指す。[NiFe]-ヒドロゲナーゼの
酸素失活を直接的に追跡する方法としては、
活性中心のNiイオンの電子スピン状態をEPR
測定する方法が考えられるが、ハイスループ
ット化に問題がある。そこで、ヒドロゲナー
ゼサンプル（細胞破砕液）を電子メディエー
ターである Phenazine Methosulphate (PMS)、
レドックスマーカーである Nitroblue 
Tetrazolium(NBT)とともに、酸素ガスを含ん
だ水素ガス雰囲気下に置くことで、酸素分子
によるヒドロゲナーゼ失活、水素分子による
ヒドロゲナーゼ再活性化、活性化ヒドロゲナ
ーゼによる水素分子の分解と PMS および NBT
の還元が起こり、酸素失活速度に反比例した
NBT 還元が観測されると考えた。現在、水素
ガス：酸素ガス：窒素ガス=10 : 1 : 89 の混
合気体を充填したブローブボックス内にプ
レートリーダーを設置し、酸素失活速度が異
なるとされている R. eutropha[NiFe]-ヒドロ
ゲナーゼと Desulfovibrio vulgaris[NiFe]-
ヒドロゲナーゼによるNBT還元を観測するこ
とで、スクリーニング系の検証実験を行って
おり、今後最適化を行う予定である。 
一方で、本来の目的である水素生成反応で

の酸素耐性を評価する系についても開発が
望まれる。この場合は、酸素存在下で[NiFe]-
ヒドロゲナーゼに電子（還元力）を供給し、
水素発生活性を観察することになるが、電子
供給源（還元剤など）と酸素分子が反応する
ために、酸素耐性を評価することが困難であ
った。そこで今回、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ
を光触媒に固定化し、酸素ガスとアルゴンの
混合ガスでバブリングすることで酸素濃度
を一定に保った上で、光照射することを考案
した。その結果、酸素分子によるヒドロゲナ
ーゼ失活、不活性型ヒドロゲナーゼの再活性
化、活性型ヒドロゲナーゼによる水素発生が
競合的に起こると考えられ、水素発生速度か
ら酸素失活速度を評価できると考えられる。
水 素 分 子 の 発 生 速 度 は 水 素 検 出 素 子
（Seibert et al., 1998）の呈色反応によっ
て、視覚的に判断する予定である。 
 

４．研究成果 
 まず発現系構築のため、ベクターと宿主の
改良を行った。発現系は、SH プロモーターと
[NiFe]-ヒドロゲナーゼ構造遺伝子を有する
ベクターと、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ成熟関
連遺伝子（ヒドロゲナーゼ構造遺伝子は欠
失）を有する宿主の組み合わせで構築されて
いるが、上記の通り、[NiFe]-ヒドロゲナー

【図４、新規発現系におけるヒドロゲナー
ゼ遺伝子（hoxK）と成熟関連遺伝子（hoxM、
hypA1）の転写量比較】 



ゼ構造遺伝子発現量が、[NiFe]-ヒドロゲナ
ーゼ成熟関連遺伝子よりも数倍大きく、翻訳
されたほとんどのヒドロゲナーゼペプチド
が成熟する前に分解を受けていると予想さ
れた。そのため、プロモーターの発現活性を
弱めたベクター（pBHR1～9）と、[NiFe]-ヒ
ドロゲナーゼ成熟関連遺伝子オペロンの上
流にプロモーターを追加した宿主（HMU01～
04 株）を作製し、それぞれの組み合わせを検
討した。その結果、pBHR1 と HMU04 株の組み
合わせで、最も高い[NiFe]-ヒドロゲナーゼ
活性が観測された。その活性は、野生型の半
分程度であったが、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ
進化工学の実施において十分であると判断
した。 
そこで、ベクター上の[NiFe]-ヒドロゲナ

ーゼ遺伝子へのランダム変異導入を行い、ラ
イブラリー（多様性約３０００クローン）を
作製した。それぞれのクローンは、９６ウェ
ルプレートで培養して、水素分解能を指標
（水素存在下で、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ活
性による、水素酸化とレドックスマーカーで
あるベンジルビオローゲン還元のカップリ
ング反応に伴う６００ナノメートルの吸光
度上昇により判断）にスクリーニングした。
本研究の目的では、酸素耐性を指標にすべき
であるが、まだスクリーニング系が確立して
いないことや、[NiFe]-ヒドロゲナーゼの進
化工学自体が大きなチャレンジであるため
に結果が得られやすい指標での変異体獲得
を目指した。その結果、水素分解活性が有意
に向上した変異体の取得に成功し、その成果
をまとめて投稿した。しかし、[NiFe]-ヒド
ロゲナーゼ蛋白質の精製方法について指摘
を受け、再検討が必要となった。 
指摘では、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ精製に

おいて、細胞破砕後、[NiFe]-ヒドロゲナー
ゼを安定に精製するために直ちに酸化させ
なければならないが、その方法に問題があり、
[NiFe]-ヒドロゲナーゼ活性を正確に見積も
ることが出来ていないというものであった。
そこで、共同研究者であるドイツ・ベルリン
工科大学レンツ教授の下で精製方法を習得
し、その結果、[NiFe]-ヒドロゲナーゼ精製
を成功させることができた。しかし、新たに
精製し再評価したところ、意外にも、活性は
野生型の十分の一以下であった。精製前の細
胞抽出液中の総活性は、野生型と比較して有
意に高いことから、以下のように考察できる。
活性型の[NiFe]-ヒドロゲナーゼは、酸素存
在下で酸化される事で、不可逆的に失活する
事が知られているため、新しい精製方法では、
酸化剤を用いることで、可逆的に再活性化可
能な状態に変換して安定的に精製を進める
ことができる。しかし、変異体は、活性型と
して野生型と同等以上に発現したものの、酸
化剤添加によっても不可逆に失活したため、
活性が低くなったと考えられる。この仮説が
正しければ、変異体のアミノ酸変異部位は、
活性中心から遠く離れた、電子プール機能を

有する鉄硫黄クラスター近傍であることか
ら、鉄硫黄クラスターが可逆的失活と不可逆
的失活をコントロールしている可能性が浮
上する。[NiFe]-ヒドロゲナーゼの失活仮定
や、可逆的失活と不可逆的失活のコントロー
ルは、ヒドロゲナーゼ研究において、最も重
要な課題であるが、今回の変異体の更なる解
析によって新たな知見が得られものと期待
できる。 
上の仮説を実証するために、失活状態や失

活過程における[NiFe]-ヒドロゲナーゼ変異
体の共鳴ラマン測定や赤外分光学測定が必
要である。[NiFe]-ヒドロゲナーゼの活性中
心の鉄イオンには C-Oや C-N イオンが配位し
ており、これらの振動数は、酸化還元状態に
依存して鋭敏に変化するため、分光学的手法
を用いる事で、活性型、可逆的失活型と不可
逆的失活型を区別でき、それぞれの経時変化
を追跡することも可能である。そこで、信州
大学工学部手嶋先生や、兵庫県立大学理学部
小倉先生のご協力の下で、[NiFe]-ヒドロゲ
ナーゼの分光学測定を検討した。その結果、
マイナス 100℃以下において、サンプル損傷
を最小限に抑えつつ、シャープな C-O や C-N
由来バンドを観測することができ、酸化還元
に伴うスペクトル変化から失活反応経路の
推測が可能である事が明らかとなった。しか
し、同時に、大量のサンプル（数十ミリグラ
ム）が必要である事が明らかとなったため、
大量培養系を立ち上げた。 
今後は、[NiFe]-ヒドロゲナーゼの大量調

製とともに、酸素耐性を指標にしたスクリー
ニング系の構築を目指す。 
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