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研究成果の概要：嫌気性アンモニア酸化（anammox）を行う細菌 KSU-1 株から、anammox
に関連するヘムタンパク質 3 種を精製した。その 1 つのヒドラジン酸化酵素（HZO）は本研究

開始前に精製まで完了していたものであるが、本研究においてその酵素化学的性状の解析を行

った。本研究で新たに得た他の 2 つのヘムタンパク質は、ヒドロキシルアミン酸化還元酵素

（HAO）と難還元性シトクロム c であった。これら酵素の性状から、HZO と HAO はどちら

も anammox の最終段階のヒドラジンの脱窒を行うが、正常な細胞内環境では HZO が主に働

き、HZO が機能できない環境で HAO が機能すると予想された。難還元性シトクロム c はその

酸化還元電位の低さから HZO と HAO から電子を受け取ると推定され、anammox で発生した

電子を膜に伝達する役割を担うと考えられた。また、これらタンパク質の遺伝子を同定し、プ

ロモーター領域を解析したところ、これらの多量に発現しているヘムタンパク質は大腸菌プロ

モーター領域のコンセンサス配列によく似たプロモーター領域を持つことが判明した。

anammox に関わると予想された別のヘムタンパク質である亜硝酸還元酵素（NIR）の精製も

試みたが、活性のある酵素は得られなかった。また、HZO の X 線結晶構造解析を行うため、

結晶化条件を検討したが、良質な結晶は得られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

生物による窒素循環は地球上の物質循環
の中でも重要なものの一つであり、独立栄養
性の硝化菌および他栄養性の脱窒菌がこの

窒素循環の担い手であると考えられてきた。
しかし、1990 年にデルフト工科大学のグル
ープが脱窒流動床で嫌気性アンモニア酸化
(anaerobic ammonium oxidation, 以 下



anammoxと略す) (下記反応式) を発見し、こ
の反応に関わる微生物が独立栄養性の新規
のPlanctomyceteであることを報告した。 

NH4+ + NO2- → N2 + 2H2O 
(ΔGo = －358 kJ/mol NH4+) 

現在では、anammox 菌は多属、多種から
なる大きなグループを構成する一群のバク
テリアであることが判明してきた。さらに、
自然界に広く分布し、汽水域や低酸素海域の
脱窒反応の 3割程度を担っていることが報告
され、地球の窒素循環の重要な地位を占めて
いることが明白となっている。 

我々は、デルフト工科大学の菌株に対し
16S rDNA塩基配列で92%の相同性しか示さ
ない新規 anammox 菌を連続培養リアクタの
優占種として集積することに成功し、KSU-1
株と命名した。 

KSU-1 株からanammox反応の中心酵素と
考えられるヘムタンパク質の一つを精製し
たところ、得られた酵素は菌体の全タンパク
質の約 8%を占め、ヒドラジン酸化活性を有
していたことからヒドラジン酸化酵素 
(hydrazine oxidizing enzyme, HZO) である
と思われた。本酵素の遺伝子がコードしてい
るアミノ酸配列と最も相同性が高いタンパ
ク質は硝化菌のヒドロキシルアミン酸化還
元酵素であった。しかし、identityは 30%以
下と低く、本酵素は新規HZOであることが示
唆された。さらに、KSU-1 株にはHZO意外
に複数の未知ヘムタンパク質が多量に発現
していることも判明した。これらの未知酵素
もanammoxに重要と予想されたが、HZOを
含めたこれらヘムタンパク質がどのように
電子を伝達し脱窒が起きているかは不明で
あった。 
 
２．研究の目的 

KSU-1 株の anammox の電子伝達に関わ
る ヘ ム タ ン パ ク 質 の 機 能 を 解 明 し 、
anammox の反応機構を解明することを目的
とした。そのため、1) KSU-1 株から未知ヘ
ムタンパク質を精製し、その酵素学的特性を
解析する。2) 精製した HZO と未知ヘムタン
パク質の相互作用を解析し、anammox の機
構を明らかにする。3) 各酵素遺伝子をクロー
ニングし、遺伝子レベルで各酵素の関連を明
白にする。 
 
３．研究の方法 
（1）anammox 菌 KSU-1 株のヘムタンパク
質の精製と機能解析 

HZO 以外の KSU-1 株の未知ヘムタンパク
質を単一タンパク質として得る。得られた精
製タンパク質を用いて、ヒドロキシルアミン、
ヒドラジン、亜硝酸など anammox 反応に関
わる重要な基質に対する酵素活性を測定し、
各活性の Km、Vmax を決定する。すでに精製

を完了している HZO に関しても同様の解析
を行い、これらタンパク質の anammox にお
ける機能を考察する。 
 
（2）anammox の電子伝達系酵素遺伝子の取
得 

KSU-1 株の anammox に関わるヘムタン
パク質をコードする遺伝子をクローニング
するため、各精製タンパク質の N 末端および
ペプチダーゼ消化断片のアミノ酸配列を決
定する。このアミノ酸配列を基に縮重プライ
マーを設計し、各遺伝子の内部領域を増幅す
る。増幅した DNA 断片をプローブに用いゲ
ノム DNA の制限酵素消化物から遺伝子を検
出し、コロニーハイブリダイゼーション法に
より遺伝子を取得する。 
 
（3）プロモーター構造の解明 

KSU-1 株から total RNA を抽出し、プラ
イマー伸長法で各遺伝子の転写開始点を決
定し、プロモーター構造を明らかにする。 
 
（4）HZO の立体構造解析 

HZO の反応機構をより詳細に解析するた
め、X 線結晶構造解析を行う。得られた構造
から、基質であるヒドラジンや脱窒で発生し
た電子を受け渡すシトクロム c などとの相互
作用の様式を考察する。 
 
４．研究成果 
（1）anammox 菌 KSU-1 株で大量発現する
ヘムタンパク質の精製と機能解析 

anammox 菌 KSU-1 株が約 70％を占める
anammox リアクタの汚泥から、ヒドラジン
酸化活性を持つ未知ヘム酵素を単一タンパ
ク質として精製した。この酵素はホモダイマ
ーで、サブユニットの大きさ（62 kDa）と構
造（1 サブユニットに 8 個の c 型ヘムが結合）
は既知のヒドロキシルアミン酸化還元酵素
（HAO）と類似していたが、ヒドロキシルア
ミンを全く酸化せず、ヒドロキシルアミン存
在下ではヒドラジン酸化も阻害されるなど、
HAO とは酵素化学的性質が全く異なってい
た（表 1）。そのため、我々はこの酵素を
hydrazine-oxidizing enzyme (HZO)と命名
した。 

HZO 精製の過程で、HZO 以外にもヒドラ
ジン酸化活性を持つヘムタンパク質が
KSU-1 株に大量に発現していることが判明
した。このヘムタンパク質を精製し、その酵
素化学的性質を解析したところ、HAO であ
ることが判明した。HAO のヒドラジン酸化
活性は HZO よりかなり弱く、anammox の
最終段階のヒドラジン酸化は主に HZO が担
っていると推察された（表 1）。この HAO は
HZO に匹敵するほど大量に存在しており、
また、他の anammox 菌のゲノム中には hao



遺伝子が複数存在することから HAO も
anammox に重要であると推定された。
KSU-1 株の HAO は HZO と同様にホモダイ
マーで、ホモトリマーである他の HAO と分
子構成が異なっていた。この違いは、KSU-1
株では HAO が HZO の代替としてヒドラジ
ン酸化を行い他の分子種と相互作用するの
で、同様の分子構成を取る必要があることに
由来すると考察された。 
 

 
また、HZO、HAO とは異なるヘムタンパ

ク質であるシトクロム c の精製も行った。こ
のシトクロム c は KSU-1 株の cell free 
extract の約 5％程度を占める程多量に存在
していた。このタンパク質は、分子質量 12 
kDa と 14 kDa のサブユニットから構成され
る 25 kDa のヘテロダイマーで、還元剤ジチ
オナイト（標準酸化還元電位－600 mV）で
はほとんど還元されないという特異な性質
を持つ難還元性シトクロムであった。別種の
anammox 菌である K. stuttgartiensis のゲ
ノム解析により、HZO から電子を受け取る
シトクロムの酸化還元電位が－650 mV 以下
であることが予想されている。そのため、こ
のシトクロム c はその発現量と酸化還元電位
の両特性から見て HZO（cell free extract の
約 10％程度を占める）と相互作用する可能性
が高いと推察され、anammox で生じた電子
を膜に伝達する役割を担っていると考えら
れた。 

さらに、KSU-1 株の膜画分を調製し、種々
の界面活性剤を使用して亜硝酸還元酵素
（NIR）の可溶化条件を検討した。膜をリパ
ーゼによって分解し、膜タンパク質を遊離さ
せる方法も試みたが、いずれの方法でも NIR
は可溶化できず、精製過程に進むことができ
なかった。これは NIR の結合している膜が
anammox 菌特有の ladderane 脂質で構成さ
れていることが原因と考えられ、NIR の可溶
化には特殊な可溶化法の開発が必要と考察

された。 
 
（2）HZO、HAO、シトクロム c をコードす
る遺伝子 

KSU-1 株のゲノム上には HZO をコードす
る遺伝子が 2 つ存在しており（hzoA、hzoB）
（ accession 番 号 AB257585 お よ び
AB255375）、これら遺伝子は塩基レベルで
99.6%と非常に高い同一性を示した。これら
遺伝子に高い相同性を示す遺伝子が K. 
stuttgartiensisのゲノム上にも 2個存在して
いたが、酵素化学的検証はされていなかった。
相同性検索でその他に高い相同性を示す遺
伝子は検出出来なかったことから、この HZO
は全く新規の酵素であると考えられた。 
また、hzo 遺伝子の周辺領域を決定したと

ころ、hzoB の約 4 kb 上流に hao 遺伝子が存
在した（accession番号AB365070）。そこで、
hzoB の周辺領域約 20 kb を決定したがシト
クロム c をコードする遺伝子は存在しなかっ
た。 
シトクロム cの両サブユニットのN末端ア

ミノ酸配列、およびペプチダーゼ消化した内
部配列を決定した。これら配列を基に遺伝子
を取得したところ、両サブユニットの遺伝子
は隣接していた。 

 
（3）HZO、HAO の発現解析とプロモーター
構造の解明 

hzo と hao の転写量を比較したところ、hzo
の mRNA 量は hao のそれの約 1.5 倍であっ
た。また、HzoA と HzoB の量を MS 解析で
比較したところ、HzoB の翻訳量は HzoA の
約 4 倍であった。この発現量の差異は遺伝子
のプロモーターが異なることが原因と考え
られたため、二つの hzo 遺伝子（hzoA、hzoB）
とhao遺伝子の転写開始点をプライマー伸長
法で決定し、プロモーター領域を予測した。
その結果、転写量の多い hzoB と hao のプロ
モーター領域が大腸菌のコンセンサス配列
に類似（hao のそれは一致）していることが
判明した。 
また、RT-PCR による解析により、シトク

ロム c の両サブユニットをコードする隣接し
た遺伝子がポリシストロニックに転写され
ていることを確認した。 
 
（4）HZO の結晶構造解析 

KSU-1 株が優占菌である anammox リア
クタ汚泥から HZO を精製し、X 線結晶構造
解析用の結晶調製を試みた。 Emerald 
Biosystems 社の Wizard III キットを用いて
結晶化条件検討を行ったところ、いくつかの
条件で結晶は得られたが構造解析可能な品
質ではなかった。そのため、HZO の精製条
件と結晶化条件検索キットを再検討する必
要があると考えられた。 
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