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研究成果の概要（和文）： 

一酸化窒素還元酵素（NOR）は、嫌気呼吸の鍵となる呼吸酵素であり、細胞毒性の高い一酸化窒
素 NO を亜酸化窒素 N2O に変換する鉄含有膜内在性酵素である。P. aeruginosa の cNOR と G. 
stearothermophillus の qNOR の結晶構造を明らかにした。これら構造を基盤に、酵素反応の分
子機構ならびに触媒プロトン移動機構を提案した。また、好気呼吸酵素との構造機能比較より、
呼吸酵素の分子進化を議論した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Nitric oxide reductase (NOR) is a key enzyme of anaerobic respiration, which catalyzes 
decomposition of cyt-toxic NO to N2O. We determined the crystal structures of the 
membrane-integrated enzymes, cNOR from P. aeruginosa and qNOR from G. stearothermophillus. 
On the basis of these structures, we proposed the molecular mechanism of the enzymatic 
NO reduction and the proton transfer, and discussed the molecular evolution of the 
respiratory enzymes from anaerobic to aerobic systems. 
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１．研究開始当初の背景 

脱窒細菌の一酸化窒素還元酵素（Nitric 

Oxide Reductase: NOR）は、ヘム鉄と非ヘ
ム鉄からなる複核中心を酵素反応の活性中
心とする、膜内在性のタンパク質である。
NOR は、脱窒という嫌気呼吸の鍵となる酵

素であり、呼吸酵素の分子進化を考える上で、
好気呼吸の鍵酵素であるチトクロム酸化酵
素（COX）と類縁であると考えられてきた。
すなわち、呼吸酵素は、30 億年前に地球上に
酸素分子が出現した後、NORを鋳型として、
反応性が NO 還元から酸素 O2還元へと変換

機関番号：８２４０１ 

研究種目：基盤研究(A) 

研究期間：2009～2012 

課題番号：２１２４５０４１ 

研究課題名（和文） 呼吸酵素における、酸素還元と一酸化窒素還元の機能変換と分子進化 

                     

研究課題名（英文） Molecular Evolution of Respiratory Enzymes; Functional Conversion 

from NO Reduction to O2 Reduction  

 

研究代表者 

城 宜嗣（SHIRO YOSHITSUGU） 

独立行政法人理化学研究所・城生体金属科学研究室・主任研究員 

 研究者番号：７０１８３０５１ 

 

 



 

 

さら、それに伴って細胞膜を挟んだプロトン
ポンプ機能を獲得してきたと、考えられてき
た。チトクロム酸化酵素は、20 年程前に結晶
構造が決定され、その構造情報を基盤に、O2

還元とそれに伴うプロトンポンプの分子機
構の詳細が議論されてきた。しかし、呼吸酵
素の鋳型である NOR に関しては、いくつか
の生化学ならびに化学的な研究が有ったの
みで、結晶構造は未成功であった。 

 

２．研究の目的 

膜タンパク質である NOR の結晶構造解析を
成功させて、構造を基盤にして、その触媒反
応機構（NO 還元；N-N 結合の生成と N-O

結合の開裂）を明らかにする事と、呼吸酵素
の分子進化を分子・原子レベルで議論する構
造情報を得る事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

緑膿菌 Pasudomonas aeruginosa 由来の
cNOR と Geobattilus stearothrmophillus 由
来の qNOR を単離し、高純度に精製した後に、
結晶化した。得られた結晶を試料として、
SPring-8 において X 線結晶構造解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
全体構造：cNOR はヘム c を含む NorC サブ
ユニットと、２つのヘム b と非ヘム鉄を含む
NorB サブユニットからなっていた。NorC サ
ブユニットは、ヘム c を含む親水的な球状ド
メインと 1 本の膜貫通へリックスからなって
いた。NorB サブユニットは２つのヘム b と
非ヘム鉄を含む 12 本の膜貫通ヘリックスか
らなっていた。一方の qNOR は一本のペプチ
ド鎖からなっており、cNOR の NorC と NorB

サブユニットをつなぐヘリックスが一本余
分にある以外は、その全体構造は cNOR と類
似であった。両 NOR の全体構造、特にこの
膜貫通の疎水性へリックス領域を、好気呼吸
の COX の構造と比較してみると、非常によ
く似ていた。これらの呼吸酵素が進化的に非
常に近い関係にあり、「ヘム−銅酸化酵素スー
パーファミリー」を形成する事の構造的な裏
付けが得られた。 

しかし、親水性ドメインは各酵素で特徴的の
構造を有していた。COX では、CuA二核錯体
を含む β シートの多いキュプレドキシン類似
のフォールドであるのに対し、NOR の親水性
ドメインは α へリックスの多いチトクロム c

類似のフォールドをしていた。cNOR はヘム
c を有しているが、qNOR はヘム c の替わり
にいくつかの芳香環が存在し、チトクロム c

フォールドの構造安定化に寄与しているよ
うである。この発見は、分子進化における構
造変換に関連あるかもしれない。 

 

活性部位の構造：NOR の活性部位は、ヘム b

と非ヘム鉄からなる二核鉄の錯体（複核錯
体）であった。我々は、酸化休止型の構造を
得たが、この状態では、ヘム鉄には第五軸配
位子としてヒスチジン His のイミダゾール基
が配位し、第六配位座は非ヘム鉄と架橋する
ための酸素原子（μ-oxo）が占めていた。非ヘ
ム鉄は、この酸素原子に加えて、３つのヒス
チジン His のイミダゾール基と、１つのグル
タミン酸 Glu のカルボキシル基が配位した三
角形両錐型配位構造をしていた。両鉄間の距
離は 3.8Åであった。これらの配位アミノ酸、
すなわち４つの His と１つの Glu はすべての
脱窒菌 NOR で保存されている。 

 

NOR 反応の分子機構（作業仮説）：COX によ
る O2 還元の反応機構は大変よく研究されて
きたのに対して、NOR による NO 還元（N2O

産生）の分子機構は未だ確立していない。
COX では、１分子の O2が複核中心で還元さ
れるのに対して、NOR には２分子の NO が何
らかの形でこの複核活性部位に配位しなけ
ればならない。我々は、以前に報告した短寿
命反応中間体の ESR スペクトルと、今回明ら
かにした NOR の結晶構造を基に、作業仮説
として NO 還元の分子機構を提案した。すな
わち、その機構においては、２分子の NO が
還元型のヘムおよび非ヘム鉄に結合し
（Fe

2+
-NO）、その後、分子内の電子移動によ

り Fe
3+

-NO
-へと変化した後、不均化反応によ

りハイポナイトライト-
ON-NO

-を生成、プロ
トン H

+の付加により N-O 結合が開裂して
N2O と H2O が生成する。 

 

プロトン移動経路：呼吸酵素によるプロトン
輸送は、生物の「呼吸」の本質に関わる問題
である。COX による好気呼吸の特徴は、O2

還元反応に共役して、細胞内（あるいはミト
コンドリアマトリクッス）から細胞膜をはさ
んで、細胞外へプロトンの能動輸送を行う事
である（プロトンポンプ）。形成されるプロ
トンの濃度勾配は ATP 合成酵素による ATP

合成に用いられる。この際、触媒プロトンと
ポンププロトンは、COX 内部に存在する K

チャネル、D チャネルと呼ばれる水分子なら
びにアミノ酸側鎖の水素結合によって形成
される経路を通じて、活性中心を経て細胞外
に運ばれるとされている。これに対して NOR

はプロトンポンプ機能を持たないとされて
いた。 

cNOR の結晶構造から、２つのヘムのプロピ
オン酸残基の近傍には水分子がクラスター
を形成していることが観測され、この水クラ
スターと細胞膜のペリプラズム側の溶媒の
水とは水素結合ネットワークにより連結さ
れていた。分子動力学シミュレーションによ
れば、この水素結合ネットワークが、触媒反



 

 

応時に cNOR 活性中心にプロトンを輸送する
経路である。しかし、酵素活性中心からみて
細胞膜のサイトプラズム側のタンパク質構
造は非常に疎水的であった。一方、qNOR で
は、ペリプラズム側には水素結合ネットワク
ークは観測されず、サイトプラズム側に水分
子を多く含むチャネルが観測された。すなわ
ち、cNOR と qNOR 共に、細胞内外をつなぐ
チャネルを持たず、NOR がプロトンポンプ活
性を持たない事と一致している。しかし、触
媒プロトンは、cNOR はペリプラズム側から、
qNOR はサイトプラズム側から供給される事
を示唆していた。同じ NO 還元活性を持ちな
がら、cNOR と qNOR ではプロトンの供給経
路が異なっているのである。cNOR の結果は、
以前の生化学的な実験とよく一致していた
が、qNOR は未だ生化学的な実験が十分にな
されておらず、今後の研究を待ちたい。 

COX との比較で興味深いのは、qNOR の水チ
ャネルの位置が COX の K チャネルの位置と
同じであることである。qNOR の水チャネル
を鋳型にして、COX の K チャネルが出来上
がった可能性も考えられる。qNOR は cNOR

と比べて生化学的な実験が少なく、今までプ
ロトン供給経路に関して明確な議論は無か
ったが、今後はより詳細な機能解析の必要性
を示している。 

 

呼吸酵素の分子進化：以上のように、２つの
NOR の構造が明らかになったことにより、呼
吸酵素の分子進化を、構造を基盤に議論でき
るスタートラインに立てた。特に、親水性ド
メインの構造、Ca

2+結合、複核錯体の構造（特
に非ヘム金属の配位子）、プロトン輸送経路
などの構造の詳細内比較が、重要なポイント
であることが明確にできた。しかし、これら
のポイントを COX と cNOR、qNOR と比較す
ると、単純な経路で進化したとは思われない。
一方、プロトン輸送経路のみに注目すると、
qNOR と cNOR が融合して COX のプロトン
チャネルが形成されたと考えられる。今後は、
より詳細なデータを蓄積することにより酵
素反応の分子機構を確立すると同時に、変異
導入により NORを COXにできるか？またそ
の逆も可能か？などのテーマにも挑戦でき
る下地ができた。 
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