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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで困難であった酵素反応の動的構造解析を実現する時分割赤外分
光技術を確立した。20 nL単位で送液できる精密フローシステムを開発し、過去に開発したフェムト秒赤外レー
ザーベースの高感度赤外分光装置に組み込むことで、ケージド基質を用いた酵素反応のマイクロフロー・フラッ
シュ測定を可能にした。次に応用研究として、地球上の窒素循環を担う一酸化窒素還元酵素の酵素反応を時分割
解析し、短寿命のNO結合型中間体の配位様式の解明に成功した。さらに、マイクロフロー・フラッシュ測定法を
SACLAでの時分割結晶構造解析にも応用することで、NO結合型中間体の構造の可視化にも成功した。

研究成果の概要（英文）：This project aims to establish a time-resolved IR spectroscopic technique 
for studying dynamic structures of enzymes. A novel micro flow system has been developed and 
incorporated into a femtosecond laser-based IR spectrometer, which allows micro flow-flash IR 
measurements of enzymatic reactions with the minimum sample volume of 20 nL. We applied this 
measurement system to NO reductase, a heme enzyme that catalyzes the reduction of NO to N2O in the 
nitrogen cycle, and succeeded in determining the NO binding mode in the short-lived intermediate. 
Furthermore, we also used the micro-flow flash method for time-resolved crystallography at SACLA, 
and succeeded in visualizing the 3D structure of the NO-bound intermediate during the NO reduction 
reaction. 

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 生体反応の特異性は、精緻に設計されたタ
ンパク質の構造に基づいている。その設計原
理を理解するためには、反応の動的過程にお
いて、機能部位の構造や電子状態がどのよう
に制御されているのかを詳しく調べる必要
がある。赤外分光法は、機能部位の原子団（官
能基）の化学構造や電子状態を明らかにでき
る強力な手法の一つである。しかし、赤外分
光法の酵素反応への応用は、溶媒である水の
強い赤外吸収が妨害となるため、まだ非常に
限られているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、過去に開発したフェムト秒赤
外レーザーベースの高感度赤外分光装置（J. 
Biol. Chem. (2013) 288, 30259）を用いて、酵素
反応を解析可能な時分割赤外分光技術を確
立する。高輝度のフェムト秒赤外レーザーを
使用すれば、酵素水溶液に対しても十分な透
過光強度を得ることが可能である。さらに応
用研究として、地球上の窒素循環を担ってい
る一酸化窒素還元酵素（NOR）の反応機構解
明に取り組む。 
 
３．研究の方法 
 ケージド基質を用いたフロー・フラッシュ
法により、酵素反応を時分割計測する。ケー
ジド基質とは、励起光照射により基質を放出
する化合物である。フロー・フラッシュ測定
では、①励起光照射による基質放出、②分光
測定、③フローによる試料交換、を行なう。
①と②の間の時間間隔（遅延時間 Δt）を変え
ながら、上記手順を繰り返すことで時分割の
分光データが得られる。フロー・フラッシュ
測定システムは、時分割可視吸収分光用のも
のを開発済みである。その測定システムを時
分割赤外分光用に改良し、酵素反応の時分割
赤外分光を実現する。 
 
４．研究成果 
 励起光照射と同期して間欠的に送液する
シリンジポンプとマイクロ流路を有するフ
ローセルを開発し、赤外分光装置に組み込ん
だ。この送液システムは、フロー・フラッシ
ュ測定における試料交換を 20 ナノリットル
単位で行えるため、収量の少ない膜タンパク
質に対しても適用可能である。 
 本研究では最初の応用研究として、脱窒菌
由来の NOR（cNOR）が触媒する NO 還元反
応の観測を試みた（2NO + 2e- + 2H+ → N2O + 
H2O）。UV 照射によって µs 以内に NO（基質）
を放出するケージドNOを用いた。cNORは、
活性部位に鉄二核中心（ヘム鉄と非ヘム鉄）
を有する膜内在性金属酵素である。NO の鉄
への配位構造は、本酵素反応機構を考える上
で鍵となるが、NO 結合型は短寿命であり実
験的解析が困難なため、長年未解明であった。 
 我々はまず反応速度論解析を行ない、NO
還元反応が 3 相性（数 µs、100 µs、数 ms）を

示す事を明らかにした上で、遅延時間 Δt = 10 
µs の赤外吸収スペクトルを詳細に解析した。
ケージド 14NO を用いたスペクトルとケージ
ド 15NOを用いたスペクトルを比較した結果、
鉄二核中心に配位した NO 由来の NO 伸縮振
動バンドを検出することに成功した。NO 伸
縮振動の振動数から、NO はまず非ヘム鉄に
配位することが示唆された。生成物 N2O の
NN 伸縮振動の時分割観測も試み、N2O が第
3相（数ms）で生成することも明らかにした。 
 一方、野生型の反応解析と並行して、プロ
トン輸送経路上のアミノ酸残基を置換した
変異体 E57A の反応解析を行なった。その結
果、E57A では第 3 相（数 ms）が観測されず、
反応は第 2 相（100 µs）で停止することが分
かった。このことは第 3 相の過程にプロトン
移動が関与していることを示している。現在、
プロトン移動直前の第 2 相（100 µs）で生成
する反応中間体の解析に取り組んでいる。 
 
 また本研究では、脱窒カビ由来の NOR
（P450nor）が触媒する NO 還元反応の解析も
試みた（2NO + NADH + H+ → N2O + H2O + 
NAD+）。cNOR と同様にケージド NO を用い
て、NO 結合型およびそれに続く反応中間体
（NO が 2 電子還元された NO 活性型）の化
学構造の解明に成功した。以上、2 種の NOR
を用いて、本研究で開発したマイクロフロ
ー・フラッシュ時分割赤外分光装置の実用性
が示された。 
 
 ところでマイクロフロー・フラッシュ法は、
分光に限らず汎用的な時分割測定法である。
そこで発展研究として、マイクロフロー・フ
ラッシュ法を、時分割 X 線結晶構造解析に適
用し、P450nor の反応中間体の構造解析を試
みた。高輝度の X 線自由電子レーザー
（XFEL）を用いれば、微結晶フロー試料の X
線結晶構造解析が可能である。そこで、理研
播磨の XFEL（SACLA）を用いて、①ケージ
ド NO と NADH を P450nor の微結晶に浸潤、
②微結晶フロー、③励起光照射による NO 放
出、④Δt 後にX線回折像を取得することで、
酵素反応の時分割 X 線結晶構造解析を行な
った。その結果、P450nor の反応途中の NO
結合型構造を 2.1 Å 分解能で決定し、赤外分
光データと併せて、NO 配位構造を解明する
事に成功した。 
  
 本研究を通して、ケージド基質を用いて、
酵素反応の短寿命中間体を解析する技術が
確立された。現在、NOR 以外の多くの金属酵
素（チトクロム酸化酵素など）の研究に適用
している。 
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