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分光電気化学を利用したヒドロゲナーゼの分子内電子移動反応の解析 

 

西澤 翔 
 
 現在，酵素を利用した物質生産反応の実用化が期待されている．しかし，酵素の溶液反応では，拡散が
反応の律速になり反応速度が低下する．また，拡散によるエネルギー損失が大きいことが問題となり，反応
効率は実用レベルにまで達していないことが多い．これらを解決する手法として，固体表面上に分子レベル
の反応系を構築することが期待されている．分子を固定化することにより，高密度な反応系を構築できると共
に，拡散律速が解消され反応速度を高めることができる．さらに，電子移動の理論に基づいて酵素を並べた
反応系を組み上げることで，断熱的な電子移動が進行し，エネルギー損失をなくすことができる．したがって，
固体表面上に集積させるには，酵素の電子移動の仕組みを明らかにすることが求められている． 
 本研究では，光水素発生反応の触媒であるヒドロゲナーゼに注目し，電子移動について調べた．ヒドロゲ
ナーゼの電子移動の速度とメカニズムを明らかにすることにより，固体表面上での高密度反応系の構築が
可能となる．しかしながら，現状では分子内電子移動を明らかにするための有効な手法がない． 
 そこで，ヒドロゲナーゼの分子内電子移動を調べることを目的とし，新規測定法の開発を行なった．開発
した測定法は，ヒドロゲナーゼの電子入口と電子出口にセンサーを結合し，電子の入力信号と出力信号を
取り出した．センサーには酸化還元によって色が変化する分子を用いることにより，電子の流れを色の変化
としてモニターできると考えた． 
 新しい電子移動測定法には，酸化インジウムスズ透明ガラス電極（ITO電極）と電気化学測定と吸収スペ
クトルの同時測定を利用した．測定の検出感度と時間分解能を高めることにより，ITO電極上に単分子層で
固定化した分子の電子移動をモニターできる測定システムの開発を行なった．酸化還元によって色が変化
する分子には，マンガンポルフィリン（MnP）とコバルトポルフィリン（CoP）を用いた．ITO電極上にMnPとCoP
を連結して固定化し，電極電位を変化させると同時に吸収スペクトル変化を測定した．その結果，MnII/IIIPと
CoI/II/IIIPのSoret-bandの吸収を利用して，それぞれの酸化還元を別々にモニターできた．これを利用し，単
分子層で固定化したMnPとCoPの間の分子間の電子移動速度が測定できた． 

新規測定法を用いてヒドロゲナーゼの分子内電子移動を調べるためには，ヒドロゲナーゼの配向を均一
にして電極上に固定化することが重要となる．そこで，ヒドロゲナーゼの遠位[4Fe4S]クラスターを電極側，
[NiFe]クラスターが溶液側になる配向の電極（ヒドロゲナーゼ電極）の調製を行なった．これにより，電極から
遠位[4Fe4S]クラスターに電子供与し，2 つの[FeS]クラスターを経由して[NiFe]クラスターに電子移動させる
ことができた．さらに，電子移動の検出にはピリジル基を有するマンガンポルフィリン（MnTPyP）を用い，
[NiFe]クラスターに結合させた．これにより，[NiFe]クラスターの Ni 原子に MnTPyP が結合し，[NiFe]クラス
ターから MnTPyP への電子移動を進行させることができた．また，MnTPyP の吸収スペクトル変化を電子の
出力信号として観測できた．以上，均一な配向を有するヒドロゲナーゼ固定化電極を調製し，遠位[4Fe4S]ク
ラスターから[NiFe]クラスターへ移動した電子のシグナルを取り出すことができた． 

開発した手法を利用してヒドロゲナーゼの分子内電子移動速度の測定を行なった．酸化還元によって色
が変化する分子にはビオローゲンとMnTPyPを用い，ITO電極上でヒドロゲナーゼの遠位[4Fe4S]クラスター
と[NiFe]クラスターにそれぞれ結合させた．この電極の電位をステップさせ，ビオローゲンとMnPの吸収スペ
クトル変化を測定した．MnPの吸光度変化を解析した結果，遠位[4Fe4S]クラスターから[NiFe]クラスターへ
の分子内電子移動速度が 8 s-1であることが明らかとなった．次に，[NiFe]クラスターから遠位[4Fe4S]クラスタ
ーへの分子内電子移動速度をとビオローゲンの吸光度変化から解析した．その結果，[NiFe]クラスターから
遠位[4Fe4S]クラスターへの分子内電子移動速度は 1.0 ~ 1.5 s-1であることが明らかとなった．以上のことから，
本研究で開発した新規測定法により，ヒドロゲナーゼの分子内電子移動速度を明らかにすることができた． 
本研究で開発したヒドロゲナーゼ固定化法を応用し，固体表面上に光水素発生反応系を構築した．ITO

電極上にポルフィリン，ビオローゲン，ヒドロゲナーゼを順番に連結して固定化した電極（Hyase-V-P-ITO 電
極）を調製した．Hyase-V-P-ITO 電極に定常光を照射すると，定常的な水素発生反応が進行した．このこと
から，光水素発生反応系を固体表面上に構築できたことがわかった． 
 


