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序論
フェレドキシン（Fd）は鉄原子と硫黄原子から構成

される鉄硫黄クラスター（Fe-S）を補因子として持

つ可溶性の鉄硫黄タンパク質の一つで、Fe-S には、

2 個の鉄原子と 2 個の硫黄原子からなる 2Fe-2S 型、

3 個の鉄原子と 4 個の硫黄原子からな 3Fe-4S 型、4
個の鉄原子と 4 個の硫黄原子からなる 4Fe-4S 型が

存在する 1)。Fd は原核生物から高等生物まで広く存

在し、様々な代謝系で電子伝達成分として重要な働

きをしている 1)。光合成細菌ヘリオバクテリアはグ

ラム陽性菌に属する絶対嫌気性の細菌で、主要な光

合成色素としてバクテリオクロロフィル（BChl）g
を持つ。BChlg はテトラピロールの A 環の C の 3

位にビニル基を持つ点で BChla よりも、むしろ植物

のクロロフィル（Chl）a に化学的構造が似ている 2)。

また B 環の C の 8 位のエチリデン基が、酸素存在

下で光異性化され Chla と同じエチル基に変換され

る 2)。ヘリオバクテリアの光化学反応中心は光化学

系 I や緑色硫黄細菌と同様の鉄硫黄型であり、可溶

性蛋白質である Fd を光還元することができる 3)。還

元型 Fd は Fd-NAD(P)+ 還元酵素（FNR）を介して、

電子を NAD(P)+ に渡し NAD(P)H を生成する。この

ような特徴を持つヘリオバクテリアは、酸素発生型

の光合成を行うシアノバクテリアや葉緑体の光合成

系の進化を考える上で、大変興味深い研究対象であ
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出した画分を限外ろ過により脱塩後、50 mM Tris
（pH7.8）で平衡化した陰イオン交換カラム Mono 
Q 10/10（ファルマシア）に吸着させ、0 ～ 1 M の

NaCl の直線的な濃度勾配を持つ 50 mM Tris-HCl
（pH7.8）により溶出し、最終的な精製標品とした。

吸収スペクトルと ESR スペクトルの測定
吸 収 ス ペ ク ト ル は 分 光 光 度 計（UV 2500 PC, 
SHIMADZU）を用い、ESR スペクトルは液体ヘリ

ウム温度可変装置（LES-LTR5X, JEOL）を装着し

た ESR スペクトルメーター（JES-RE2X, JEOL）
を用いた。

結果と討論
細胞破砕液に 40％飽和になるように硫酸アンモニウ

ムを加え、沈殿を除去後、さらに 80％飽和になるよ

うに硫酸アンモニウムを加えて得られた沈殿を少量

の 50 mM Tris-HCl（pH7.8）に懸濁し、これを透析

して脱塩し可溶化させたところ、緑がかった濃褐色

の試料が得られた（Fd 粗抽出物）。Fd 粗抽出物を

DEAE カラムにかけ 200 mM の NaCl を含む DEAE 
緩衝液で溶出させたところ、まず暗緑色の画分が溶

出し、さらに NaCl 濃度を 500 mM にすると濃赤色

の画分が溶出した。この画分を Sephadex G-50 カラ

ムでゲルろ過したところ、ごく薄い茶色の画分と濃

茶色の画分が分離した。このうち濃茶色の画分を集

めて Phenyl Superose 10/10 にかけ、2 ～ 0 M の硫

酸アンモニウムの直線的な濃度勾配を持つ 50 mM 
Tris-HCl（pH 7.8）で溶出したところ、硫酸アンモ

ニウム濃度が 0.7 M と 0.6 M のときに、波長 380 
nm に吸収を持つ画分がそれぞれ溶出された（図 1）。
この 2 つの画分をそれぞれ Mono Q 10/10 に吸着後、

図 1．疎水性クロマトグラフィーからの溶出パターン . 疎
水性クロマトグラフィー（Phenyl Superose 10 / 10, ファ
ルマシア）に吸着後 , 2 ～ 0 M の硫酸アンモニウム濃度の
直線的な濃度勾配をかけた 50 mM Tris-HCl（pH7.8）で
溶出した .

る 4, 5)。本研究はタイの水田土壌から単離されたヘリ

オバクテリアであるHeliobacillus mobilis 6）から Fd
を単離し、その性質を明らかにすることを目的とし

た。

材料と方法
細菌株と培養条件
H. mobilis（ATCC No. 43427） は American Type 
Culture Collection より入手した。培養は PYE 培地

を用いた。寒天培地はアクリル製の嫌気ジャー（BBL 
GasPak Anaerobic Systems, Becton Dickinson） 内

に置き、ジャー内部に微量に含まれる酸素を嫌気ガ

スパック（アネロパック・ケンキ、三菱ガス化学）

を用いて除去した。密栓した培養瓶や嫌気ジャーは

白熱灯の光（90 µE・m-2・s-1）を当てながら 40℃で

培養した。

フェレドキシンの抽出と精製
定常期に達した培液に酸化防止剤として 0.5 M ジチ

オナイト溶液を 500 µl 加え 8,000 × g で 10 分間遠

心し、菌体を沈殿として得た。これを圧力範囲 1,000
～ 1,400 kg・cm-2 でフレンチプレスセル（Aminco）
破壊後、20,000 × g で 20 分、次いで、160,000 ×

g で 1 時間の遠心を行い可溶性画分を得た。硫酸ア

ンモニウムを 40％飽和となるように可溶性画分に

加え、攪拌しながら 4℃で 2 時間置いた。これを 
20,000 × g、20 分間遠心し、上清に、さらに硫酸ア

ンモニウムを加え 80％飽和とした。4℃で一晩置い

た後、これを 20,000 × g で 20 分間遠心し沈殿を得

た。沈殿を少量の 50 mM Tris-HCl（pH7.8）に懸濁

し、同じ緩衝液で透析を行い、硫酸アンモニウムを

除き、これを Fd 粗抽出物とした。Fd の培養、単離、

精製の操作は内部を窒素置換した嫌気ボックス内で

行い、試料を外部に持ち出すときは気密性の高い容

器に移した。また用いる緩衝液などの溶液はすべて

脱気後窒素置換し、精製に用いたカラム類は窒素置

換した嫌気ボックス内に 3 日間置いて精製に用いた。

最初に、Fd 粗抽出物を DEAE セルロースカラムに

かけ、200 mM NaCl、さらに 500 mM の NaCl を含

む DEAE 緩衝液で溶出させ Fd を含む画分を集め、

限外ろ過（ウルトラフリー４, Amicon）で濃縮後、

Sephadex G-50 カラムにかけ、ゲルろ過緩衝液で展

開した。Fd を含む画分を集め濃縮後、2 M の硫酸

アンモニウムを含む 50 mM Tris-HCl（pH7.8）で平

衡化した疎水性クロマトグラフィー用カラム Phenyl 
Superose 10/10（ファルマシア）に Fd を吸着後、2
～ 0 M の硫酸アンモニウムの直線的な濃度勾配を持

つ 50 mM Tris-HCl（pH7.8）により溶出した。溶
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0 ～ 1 M の NaCl の濃度勾配を持つ 50 mM Tris-HCl
（pH 7.8）で溶出し、濃茶色の画分を得た。図 2 にこ

れらの画分の吸収スペクトルを示す。どちらのスペ

クトルも 385 nm と 280 nm に吸収極大を、300 nm 
に肩を持つ 4Fe-4S 型の Fd に典型的な吸収スペクト

ル 1) を示した。硫酸アンモニウム濃度 0.7 M で溶出

した Fd を Fd-A、0.6 M で溶出した Fd を FdB とそ

れぞれ命名した。SDS-PAGE にかけたところ、FdA
も FdB も約 15 kDa 付近にバンドが検出された。

　Fd の精製過程では全操作にわたり嫌気条件を保つ

ように留意した。これは嫌気性の細菌からの Fd に

は酸素感受性を持つものが報告されており、ヘリオ

バクテリアの Fd も酸素感受性を持つ可能性が考え

られたためである。Fdの酸素感受性を調べるために、

精製した Fd 試料の緩衝液を 50 mM Tris-HCl（pH 
8.0）、300 mM NaCl に交換後、4℃に保ち、空気を

通気したものと、嫌気的に保ったものについて分光

光度計を用いて吸収スペクトルを測定した。8.3 µM 
の FdA に空気を通気後、4 ℃で 24 時間置いたが、

嫌気条件に保った FdA と吸収スペクトルに差は見ら

れなかった。一方、9.7 µM の FdB を同様に空気を

通気後、4 ℃に置いて吸収スペクトルを測定したと

ころ、空気通気後 2 時間で波長 385 nm における吸

収が半減し、20 時間で約 1/4 に減少した（表 1）。こ

の結果から FdA は酸素感受性ではないが、FdB は

酸素感受性であると結論される。酸素感受性を持つ

Fd では、空気下で 4Fe-4S クラスターが酸化され、

3Fe-4S クラスターに変化し、電子伝達活性が失わ

れ、385 nm の吸収も減少する事が報告されている 7)。

FdB の場合も空気下で 4Fe-4S クラスターが破壊さ

れ 3Fe-4S クラスターに変化したものと推定される。

　ESR 試料管中で Fd を 4 ℃で 50 mM Tris-HCl 
(pH7.8) でインキュベート後、液体窒素中で凍らせ

ESR 測定を行った。この条件では EPR スペクトル

に顕著なシグナルは見られなかった。次に、ジチオ

ナイトを 5 mM 含む条件下で ESR シグナルを測定

したところ、FdA の ESR スペクトルは g = 2.04, 1.94
付近に２つのシグナルを示し、FdB では g = 1.94 
～ 1.92 付近に 1 つのシグナルを示し（図 3）、FdA、

FdB 共に pH7.8 の条件下においてジチオナイトで

還元されることがわかった。この測定条件では、酸

化還元電位は –400 ～ –500 mV に達する 8) ので、両

Fd ともに、この範囲の酸化還元電位を持つと考えら

れる。この値は、これらの Fd が鉄硫黄型光化学反

応中心から電子を受容し NADP+ へ電子を伝達する

という仮定と矛盾しない。

　シアノバクテリアや葉緑体の光化学系 I では、反

応中心色素 P700 から光エネルギーによって励起さ

れた電子が末端の電子受容体である FA/FB へと伝達

される。Fd が FA/FB 結合蛋白質である PsaC に接す

ると、FA/FB から電子が Fd の Fe-S に伝達され、Fd
は FNR の存在化で NADP+ を還元し NADPH を生

図 2．精製された Fd の吸収スペクトル．

図3．精製フェレドキシンのESRスペクトル．（a）酸化状態，
（b）ジチオナイト 5 mM による還元状態 .

表 1．精製フェレドキシンの酸素感受性



96　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 29, 2018

成する。同じ鉄硫黄型反応中心をもつ緑色硫黄細菌

では反応中心色素 P840 から光エネルギーによって

励起された電子が FA/FB 蛋白質である PscB へと伝

達され、Fd が還元される。ヘリオバクテリアの光化

学系反応中心は未だ精製が進んでおらず、光化学系

I の PsaC や緑色硫黄細菌の PscB のような光化学反

応中心複合体を構成する鉄硫黄ペプチドが存在する

のかどうか明確ではない。界面活性剤を用いて光化

学系 I の PsaC を複合体から分離することが可能で

あるが、分離された PsaC の Fe-S は高い酸素感受性

を持つ 9)。このことから今回単離された Fd のうち酸

素感受性を持つ FdB と、光化学系 I の PsaC に関連

性があるのかもしれない。
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