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研究の目的 
本研究の目的は、生物のエネルギー生産の分子機構を明らかにして，それを有効利用す

ることである。具体的には，耐熱性の酸化還元タンパク質，シトクロムｃを熱電エネルギ

ー変換素子として利用する用途技術を確立することである。我々がこれまで蓄積してきた

シトクロムｃの操作に関する要素技術を踏まえ1)，シトクロムｃの作用機構を新たに多面的

に理解し，新規エネルギー利用技術を確立する。 
 

方法 
本研究は，以下 3つのサブプロジェクトからなる。 
（１）シトクロムｃの構造，安定性，電子伝達反応： 5種類のグラム陰性菌，(I) Shewanella 

violacea (生育温度：8 °C)，(II) Pseudomonas aeruginosa （同 37 °C），(III) Hydrogenophilus 
thermoluteolus (同 52 °C)，(IV)Hydrogenobacter thermophilus （同 72 °C），および(V) Aquifex 
aeolicus (同 85 °C)を研究対象とした。これらのシトクロムｃの熱や蛋白質変性剤に対する安
定性を円二色性分散計（CD）で，電子伝達反応に起因する酸化還元電位をサイクリックボ
ルタンメトリー（CV）で調べた。 
（２）シトクロムｃの発現：（１）で用いたシトクロムｃ遺伝子を大腸菌で効率的に発現

させる方法を検討した。具体的な課題は，発現させる遺伝子の構成を適正化すること，お

よび宿主である大腸菌を選択すること，である。 
（３）酸化還元電位の熱変化：（１）で用いたシトクロムｃに対して CVにより酸化還元

電位の温度依存性を計測した。さらに，変異導入実験によって熱変化に対応する起電力が

大きいシトクロムｃを探索した。 

 
結果 
（１）シトクロムｃの構造，安定性，電子伝達反応： (II)から(V)由来のシトクロムｃは，

由来する細菌の生育温度の順番通りの安定性を持つことがわかった2)。（I）は（II）と同様

の安定性を示した。この理由は，（I）のみが分子内にSS結合を持っていて，それが安定性に

寄与しているためである。さらに，（V）については，ｐH 5.0において 130 °Cの熱や７Mの

塩酸グアニジンに対しても変性しないなど極めて安定であった。 
一方， 25°Cにおける酸化還元電位を測定し，（II）と（IV）両者の酸化還元に伴う自由

エネルギー変化と蛋白質変性の自由エネルギー変化を統一的に捉えることに成功した3)。 

（２）シトクロムｃの発現：（II）由来のシトクロムｃは，大腸菌での発現に成功し，そ
の収量は，培養液１Lあたり30mgであった。それ以外のものについては，元来の遺伝子を大



腸菌に導入するだけでは発現しなかった。そこで，（II）由来のシグナル配列を融合したと
ころ，すべて発現に成功した2)。 

さらに，シトクロムｃを発現させる際に，ヘム結合を触媒するタンパク質性因子（Dsb）
の寄与を検討したところ，Dsbの必要性が確認できた。しかし，例外的に（V）由来のシト
クロムｃの発現には，Dsbがいらないのみならず，Dsb非存在下で発現量が向上した4)。 
（３）酸化還元電位の熱変化：本研究で用いているシトクロムｃすべてについて，高温

より低温側で酸化還元電位が低いことを明らかにした5)。この結果は，温度を変化させるこ

とで起電力を生じさせることを意味する。また，(III)由来のシトクロムｃに 1残基変異を導

入することで，安定性が上昇するとともに温度に対する電位の変化率が大きくなることを

確認した。 
 

結論 
本研究の成果は，(i) シトクロムｃの安定性と酸化還元電位の関係を明らかにしたこと，

(ii) シトクロムｃの発現を最適化したこと，(iii) 熱変化によってシトクロムｃが起電力を生

む可能性があることを示したこと，である。これらの成果は，熱に対するシトクロムｃの

安定性と電子伝達反応特性を活かした熱電変換素子の開発基盤となる。 
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