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 生体内に存在する金属は微量である

が生命活動において重要な役割を担って

いる。活性中心に金属原子を含む金属酵

素は数多く知られているが、それらの反

応機構を原子レベルで理解することは重

要である。 

ヒドロゲナーゼは次の式に示すよう

に水素分子の分解や合成を可逆的に触媒

する: H2  H+ + H-  2H+ + 2e- 

[NiFe]ヒドロゲナーゼは、タンパク質

分子中で触媒反応を担う中心部分に Ni

とFe原子から構成されるNi-Fe活性中心

を持っている（図 1）｡1-3この酵素が触媒

するのは水素分子の分解という単純な反

応であるが、その反応機構は複雑である。

Ni-Fe 活性中心は様々な酸化還元状態を

取るが、それらの状態を単離しその結晶

構造や電子状態を明らかにすることによ

って反応機構を解明してきた（図 2）。 

嫌気性微生物由来の[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼは酸素雰囲気下では、触媒活性を

示さない「不活性（酸化）型」になる。

この酸化型[NiFe]ヒドロゲナーゼの精密

X 線結晶構造解析（1.04-1.4Å 分解能）

を行い、Ni(Ⅲ)と Fe（Ⅱ）の間に酸素原

子種が架橋していることを示した｡4,5  

さ ら に 、 単 結 晶 EPR （ Electron 

Pramagnetic Resonance）分光解析では磁

場に対して垂直方向に結晶を回転させな

がら測定することで角度依存性 EPR ス

ペクトルを収集した。これらのデータか

ら結晶中の単位格子に存在する分子の g

値の主軸方向が決まる。[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼの場合、空間群 P212121 で単位格

子当たり 4 分子が存在し、これらの分子

中の常磁性 Ni(Ⅲ)の g 値の主軸方向を求

めた。さらに単結晶 ENDOR（Electron

Nuclear Double Resonance）法を用いるこ

とで、不対電子とプロトンの相互作用を

決定した。当初、X-band（9.7 GHz）測定

では大きな単結晶（1.0×0.5×0.5 mm）と

長時間の積算が必要であったが、後に

Q-band（34 GHz）で測定することで比較

的小さな結晶でも良好なスペクトルを短

時間で得ることができた。この単結晶
1H-ENDOR 法では Ni 原子と近傍のプロ

トン（ブリッジ配位子やシステイン残基

の Cβプロトン）の超微細結合定数を求め

た。結晶母液を D2O に交換し D2ガスで

還元後、再酸化するとブリッジ配位子（図

1 の X）中のプロトン（1H）に対応する

シグナルが消失していた。

図１ [NiFe]ヒドロゲナーゼの活性中心

の模式図 
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これらの結果と理論計算から、酸化型

（Ni-A、Ni-B）のブリッジ配位子は OH-

配位子であることが明らかとなった｡6 

不活性な状態のヒドロゲナーゼ酵素を

水素還元すると、酵素は水素の分解反応

を触媒する「水素触媒反応サイクル」に

移行する｡7この時に OH-ブリッジ配位子

が Ni-Fe 活性中心から外れることにより

「触媒活性型」に移行することを 1.4Å

分解能での X 線結晶構造解析で示した｡8 

 水素触媒反応サイクルにおける

Ni-Fe 活性中心の状態には少なくとも 3

つの状態(Ni-SIa、Ni-C および Ni-R)があ

る（図 2）。最も還元された Ni-R 状態で

水素分子は H-と H+に分解される。0.89Å

分解能での超高分解能・超精密 X 線結晶

構造解析に加えて、57Fe 同位体の核共鳴

振動分光法を駆使し、Ni-R 状態では活性

中心の Ni(Ⅱ)と Fe(Ⅱ)の間にヒドリド

(H-)が架橋していることを見出した｡9,10 

精密構造解析と核共鳴振動分光法の結果

と DFT 理論計算を比較することで Ni 原

子は低スピン Ni(Ⅱ)であることを示した。

これらの結果は、タンパク質中の水素原

子の位置を正確に捉えた極めて稀な研究

成果の一つである。また、Ni-C 状態の単

結晶 EPR 分光解析を行い Ni-Fe活性中心

の電子状態を詳細に決定した。 

また、水素分子に対する競争阻害剤で

ある一酸化炭素分子COがNi原子に配位

することを結晶構造解析（1.2Å分解能）

と共鳴ラマン分光法・EPR 分光法で明ら

かにした｡11,12 

 以上のようにヒドロゲナーゼの行う反

応は複雑であるが、高分解能・精密 X 線

結晶構造解析や単結晶分光法を駆使する

ことによって水素触媒反応機構を解明し

た。 
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図 2 [NiFe]ヒドロゲナーゼの反応機構 


