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１．研究計画の概要 

生命による無機窒素循環系である窒素サイ
クルは地上における主要な物質循環系の一
つとして、また生命への窒素供給源として、
生物圏において重要な役割を果たしている。
我々はこれまで、カビの脱窒、カビのアンモ
ニア発酵、放線菌の脱窒など、窒素サイクル
に関わる新規代謝あるいは新規メンバーを
幾つか見出し、微生物による窒素サイクルが
従来知られていたものより遥かに多彩であ
ることを明らかにした。本研究では、これら
の発見をさらに発展させ、微生物窒素代謝の
総合的理解のための基盤を創成することを
目的とし、それらの分子機構を明らかにする。 

２．研究の進捗状況 

(1) カビ脱窒系の解明 

当研究室で長年研究してきた脱窒真菌
Fusarium oxysporum より、脱窒に関わる亜
硝酸還元酵素(dNir)遺伝子(nirK)の単離に成
功し、それが細菌脱窒系の nirK のオルソロ
グであることを明らかにした。その後、麹菌
Aspergillus oryzae からも、nirK 遺伝子の単
離に成功し、その性質と細胞内の局在を明ら
かにした。フラボヘモグロビン(Fhb)は真核
および原核微生物に普遍的に普遍的に見出
される融合タンパク質であり、その生理機能
として一酸化窒素(NO)ジオキシゲナーゼが
知られている。我々は A. oryzae ゲノムに
Fhb 遺伝子を二つ見出し(fhb1, fhb2)、それら
のクローニング、異種宿主での発現と蛋白質
の精製、酵素活性の確認と性質解明を行った。
さらに両遺伝子の発現条件の検索や遺伝子
破壊の影響などを検討し、これら２種の Fhb

の細胞内局在、生理機能などを明らかにした。
その後、両 Fhb 遺伝子の欠損株および高発現
株の過酸化水素に対する耐性を調べた結果、

両 Fhb は過酸化水素に対する酸化ダメージ
を亢進することが明らかになった。さらに、
Fhb1 と Fhb2 はそれぞれ細胞質とミトコン
ドリアでの酸化ストレスに関わることが分
かった。カビ脱窒に NO 還元酵素(Nor)とし
て関わるシトクロム P450nor は、Nor 活性以
外に共脱窒活性や NADH-ペルオキシダーゼ
活性(NPO)を示す多機能解毒酵素である。こ
の NPO 活性の反応機構について詳細な検討
を行い、新たなペルオキシダーゼ反応機構の
存在を明らかにした。 

(2) 共脱窒現象の解明 

カビの共脱窒現象の動力学的な解析を行っ
た結果、それが化学反応ではなく、生物反応
によることを示すことができた。さらに、
cell-free の活性も再構成できた。 

(3) 放線菌の硝酸呼吸と新規窒素代謝 

放線菌は絶対好気性の生物であると一般的
に信じられているが、我々は放線菌に脱窒を
行うものの存在を示した。実際、代表的放線
菌のひとつである Streptomyces coelicolor
に脱窒や硝酸呼吸に関わる硝酸還元酵素
(dNar)ホモログ遺伝子が３種類も存在する
ことが明らかとなっている。また我々は有機
態窒素が放線菌により亜硝酸に変換される
興味深い現象を見出している。S. coelicolor
の３種の dNar ホモログの発現解析や遺伝子
破壊の結果から、dNar と亜硝酸生産の関連
性を明らかにした。さらに、培養条件の検討
を通じて亜硝酸生産に対する影響を検証し、
総合的に、これら dNar と亜硝酸との関連、
また本代謝系の意義を検討した。様々な嫌気
条件下でのプロテオーム解析を行ったとこ
ろ、各条件での蛋白質の生産状態を検証した。
一方、２種類の放線菌から５種の Fhb ホモロ
グの遺伝子を単離し、酵素活性測定、遺伝子
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発現解析、遺伝子破壊などの手法を通じてそ
の生理的意義を検証した。 

(4) 脱窒エキスパート微生物の発見 

廃水処理の過程で強力な温室効果ガスであ
る亜酸化窒素(N2O)が発生することはよく知
られている。その主要な原因の一つが、硝化
細菌（アンモニア酸化細菌）による脱窒であ
ることを明らかにした。好気脱窒（酸素分圧
があっても N2O を放出しない）細菌として知
られる Pseudomonas stutzeri TR2 株の脱窒
特性を詳細に検討し、脱窒エキスパートとい
うべき性質を明らかにした。さらに、N2O 還
元活性が異常に高い、まさに N2O 抑止型微生
物といえる新規な細菌を複数単離すること
に成功した。 

３．現在までの達成度 

①当初の計画以上に進展している。 

（理由） 

F. oxysporumからのnirK遺伝子の単離は、
真核生物から初めての例であり、新規性が極
めて高い発見である。真核生物ゲノム中の
nirK ホモログは系統樹で同じクラスターに
含まれた。このことは真核生物 nirK が同一
起源（おそらくプロトミトコンドリア）であ
ることを意味し、ミトコンドリアの起源と進
化に関して新たな視点を投じた。その後、A. 
oryzae からも nirK 遺伝子の取得に成功した。
さらに、真核生物の Fhb の生理機能をオルガ
ネラのレベルで明らかにしたのも本研究が
初めてである。P450nor の研究では、この酵
素が持つ NPO 活性が新たな反応機構による
ことを見出した。 

放線菌の新規窒素代謝に関しても、様々な
手法を用いて、総合的な検証を進めており、
その全貌が明らかになりつつある。 

硝化過程でN2Oが発生することは知られて
いたが、その原因が硝化細菌の脱窒によるこ
とを示したのは本研究が初めてである。また、
本研究で新規に単離された N2O 抑止型細菌
はいずれも新種であり、そのうち２つは新属
であることが分かっている。 

以上のことから、本研究は、これまでに発
見した微生物窒素代謝の解明という当初の
目的だけでなく、真核生物のオルガネラの進
化（機能分化）や、新属新種に属する N2O 抑
止型脱窒細菌の発見に成功しており、予想外
の進展が見られた。 

４．今後の研究の推進方策 
カビ脱窒系の解明は順調に進んでおり、今

後はその分子機構を、Ｘ線結晶構造解析など
の手法を用いてさらに詳細に明らかにして
いく。 

カビの共脱窒現象はそれが生物反応である
ことを示して、cell-free の活性も再構成でき
たことから、現在遺伝子の取得にとりかかっ
ている。 

放線菌の新規窒素代謝は、dNar 遺伝子の亜

硝酸生産における役割、プロテオーム解析か
ら変動が確認されたタンパク質の機能など
をさらに詳細に調べていく。 

脱窒エキスパートである TR2 株は、水処理
プラントへの応用を視野に入れ、実際の処理
条件での生残性をチェックし、より効率的な
脱窒を行える条件を探る。新規な N2O 抑止型
細菌は、脱窒遺伝子の取得を目指す。 
５. 代表的な研究成果 
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