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研究成果の概要（和文）：本研究では、微生物の嫌気呼吸酵素である一酸化窒素還元酵素を研究対象として、その構造
を基盤に分子機能を理解する事に成功した。この酵素は、２つの鉄で構成された活性中心において、一酸化窒素NOを亜
酸化窒素N2Oへと変換しているが、その際の、N-O結合の開裂とN-N結合の生成の機構を提案した。化学結合の開裂と生
成は化学反応の本質であり、本研究の成果により、生体触媒である酵素に学び、鉄という地球上に多量に存在する金属
を活用できる触媒開発への第一歩である。加えて、本研究からは、地球上の生物が、酸素を使わない呼吸から酸素を使
う呼吸へと進化した際の、呼吸酵素の分子進化に関する構造化学的な情報が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have been studying nitric oxide reductase (NOR), which 
catalyzes NO reduction to N2O in anaerobic respiration (denitrification) of bacteria. We succeeded in 
proposing the molecular mechanism of the NOR reaction on the basis of its molecular structure, in which 
the N-O bond is cleaved and the N-N bond is formed. The results provided us the new insight into 
development of a new type of the catalyst, since NOR utilizes two-iron-complex as the active center, 
instead of rare-metals, which are usually used in the organic synthesis. In addition, our study can 
contribute to the discussion of the molecular evolution of the respiratory enzymes on the earth, which 
was evolved from anaerobic (non-oxygen) to aerobic (oxygen) respiration.

研究分野： 化学
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１．研究開始当初の背景 
 化学結合の生成と開裂は化学反応の本質
であり、それを自由自在に行えるようになる
ことが、新たな機能物質創成の大きな目的の
一つである。自然界において、酵素は常温常
圧の温和な条件下で、化学結合を開裂・生成
できる非常に優秀な触媒である。人工触媒が
多くの場合、パラジウム、白金、ルテニウム
などのレアメタルを使用するのに対して、酵
素は鉄、銅、亜鉛などの地球上に多量に存在
している金属元素を活用している。また酵素
反応は、非常に特異性の高いことも大きな特
徴である。酵素同様に、「温和な条件」で「副
産物を出さない」反応を「安価」に行える触
媒が開発できれば、人類の発展に対する科学
の大きな貢献となるであろう。この目的達成
のための方法として、以下の２点が考えられ
る。 
① 酵素の機能を詳細に知りその本質を理
解できれば、それを人工触媒で達成する。 
② 酵素の持つ反応場を自在に操り、酵素に
新たな機能を付与する。 
 本研究では、酵素としてヘム鉄−非ヘム鉄
複核錯体を活性中心に有する一酸化窒素還
元酵素 Nitric Oxide Reductase: NOR を材料
とした。NOR は嫌気性の微生物の呼吸（酸
素を使わない呼吸）の一種である脱窒
denitrification において機能する酵素である。
脱窒は、硝酸イオン NO3-、亜硝酸イオン NO2-

を逐次還元し窒素 N2 を生成する（NO3-  
NO2-  NO  N2O  N2）、地球上の窒素循
環における重要なステップである。この反応
の中で、一酸化窒素 NO は NO2-の還元によ
り産生される。しかし、NO は細胞毒性が高
いために、速やか亜酸化窒素 N2O に変換さら、
無毒化されなければならない。この反応を触
媒するのが NOR である。 
2NO + 2H+ + 2e-  N2O + H2O  （式１） 
単純な化学反応ではあるが、N-O 結合の開裂
と N-N 結合の生成を含む反応であり、上記
①②の目標を達成する上で、最適な材料であ
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、 
① 一酸化窒素還元酵素 NOR の構造と触媒
機能との関連性を、鉄の配位構造、プロトン
の供給経路、電子の供給経路などに注目して
明らかにする。 
② NOR の活性中心である複核鉄錯体を人
工的に他の金属に入れ替える事により、NOR
に新たな機能を付与する。 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 脱窒能を有する緑膿菌 Paseudomonas 
aeruginosa から、膜画分を調製し、そこから
膜タンパク質 NOR を単離精製した。それを
結晶化し、SPring-8 結晶構造解析ビームライ
ンにおいて X 線回折実験によりデータを収

集、結晶構造解析により構造を決定した。 
 好熱菌Geobacillus stearothermophilus 由来
の NOR に関しても同様に結晶構造を決定
した。ここでは詳細は割愛する。 
 NOR の活性中心への変異導入の目的で、
大腸菌あるいは緑膿菌をホストとする
NOR 発現系を構築した。 
 
４．研究成果 
⑴ 好熱菌由来 NOR の結晶構造（全体構造） 
 図１に決定した２種類の NOR の全体構造
を示す。12 本の膜貫通αヘリックスを有する
構造であり、好気呼吸（酸素を使う呼吸）の
酵素であるチトクロム酸化酵素 CcO と類似
の構造であることを明らかにした。このよう
な構造類似性が明らかになったことにより、
嫌気呼吸酵素（NOR）と好気呼吸酵素（CcO）
が同じ祖先タンパク質から分子進化した事
を確定できた。すなわち、NOR の構造機能と、
CcO の構造機能を分子レベルで詳細に比較
できれば、地球上の生物が、約 30 億年前に
光合成により地球に酸素が産生された事を
きっかけに、酸素を使わない呼吸から、酸素
を使う呼吸へと進化した過程を追う事が可
能となったのである。実際、全体構造は類似
であるが、Ca の有無、金属の配位子などの詳
細は異なっており、詳細は割愛するが、その

相違が進化と関連しているかもしれない。 
 両 NOR の構造から、活性中心（後述）へ
触媒プロトンならびに電子（式１）を輸送す
る経路を特定することができた。触媒プロト
ン輸送に関しては、驚くべき事に、同じ酵素
活性を有しながら、緑膿菌由来 NOR はペリ
プラズム側（図１では酵素の上）から、好熱
菌由来 NOR はサイトプラズム側（図１では
酵素の下）からプロトンが活性中心に輸送さ
れる経路を明らかにした。この結果は、先に
述べた呼吸酵素の分子進化を考える上で非
常に重要な情報であり、生体エネルギー分野
では国際的に注目された。 
 
⑵ 緑膿菌由来 NOR の結晶構造（活性中心）
と反応機構の提案 
 活性中心の電子状態が、酸化鉄休止型、還

図１：（右）緑膿菌および（左）好熱菌由来 NOR の
結晶構造 



元鉄型、還元鉄一酸化炭素結合型、還元鉄ア
セトアルドキシム結合型などの様々な状態
の結晶構造を明らかにした（図２）。NOR の
活性中心は、ヘム鉄と非ヘム鉄の複核錯体で
形成されており、ここへ NO２分子が配位す
る事により反応は開始すると考えられてき
た。その配位に仕方には、３種類の構造が提
案されてきた（図３）。我々の明らかにした
結晶構造からは、trans-機構がもっとも可能な
機構であると提案した。一方、我々の構造を
基にした量子化学的理論計算では、cis-heme 
b-機構が最もあり得るとしている。そこで、
この論争に決着をつけるために、現在、この
反応中間体の電子状態、配位構造を直接観測
する事が可能な、時分割赤外分光装置の開発
を行っている。さらに、将来は、X 線自由電
子レーザーSACLA を用いて、時分割結晶構

造解析を行う事も計画している。 
 
⑶ NOR 発現系の構築 
 ②の目的を達成するためには、酵素の活性
中心の構造、特に金属の配位構造を変異させ
る必要がある。そのためには、微生物をホス
トとして NOR を発現させる系を構築し、遺
伝子レベルでの変異導入、部位特異的変異導
入を可能としなければならない。研究開始当
初から、通常の方法で、大腸菌をホストとす
る NOR 発現系の構築を目指した。しかし、
野生型酵素（何の変異も導入されていない酵
素）は単離精製できるものの、全く酵素活性
を示さなかった。 
 そこで、東京大学農学部応用微生物学研究
室の新井博之先生との共同研究により、緑膿
菌をホストとする NOR 発現系を構築した。
新井先生が作成した、ゲノム上の NOR 遺伝
子を破壊した緑膿菌に、新たに NOR をコー
ドしたプラスミドを導入することにより、活
性な野生型NORを精製することに成功した。
現在はこの系を用いて、NOR 変異体の作成を
開始した。 
 
⑷ 脱窒系酵素群による連続反応場の形成 
 脱窒において、亜硝酸還元酵素 Nitrite 
Reductase: NiR が NO2

-を還元して NO を産生
している。 
NO2

- + 2H+ + e-  NO + H2O  （式２） 
NOR は、産生された NO を細胞内に拡散させ
ないように、速やかに無毒化している（式１）。
実際、NOR 遺伝子を破壊した緑膿菌は全く生
存できず、そこにNOR遺伝子を導入すると、
再び生育できた。この結果は、脱窒における
NOR の重要性を示すと同時に、水溶性タンパ
ク質である NiR から膜タンパク質である
NOR へ、どのような機構で NO が受け渡され
ているのかが疑問であった。異なる視点で見
れば、２つの酵素による NO2

-から N2O へ直
接変換する連続反応場が構築されているよ
うに見受けられた。 
 そこで、Nir と NOR の共結晶を作製し、X

図２：緑膿菌由来 NOR の活性中心の構造。（左上）酸
化鉄休止型、（右上）還元鉄型、（左下）還元鉄一酸化
炭素結合型、（右下）還元鉄アセトアルドキシム結合
型 

図３：NOR の反応中に現れる短寿命反応中間体の

推定構造 
図４：NOR（緑と水色）と NiR（黄色とマゼンダ）
の複合体の構造 



線結晶構造解析により、両酵素複合体の構造
を得る事に成功した（図４）。この構造から
得られたNiRとNORの接触界面の変異体を
緑膿菌に導入すると、菌の生育は遅くなった。
脱窒（嫌気呼吸）系における始めての複合体
解析に成功し、生体系における連続反応場構
築を直接的に観測する事ができた。 
 
⑸ 共同研究 
 我々は、本新学術研究において、阪大工学
部の林研究室との人工金属酵素の構築に関
する共同研究と阪大薬学部の有坂研究室と
のヘム型二原子酸素添加酵素の阻害剤開発
の共同研究においても成果をあげている。 
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