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研究成果の概要（和文）：排水・環境水中からの効率的な窒素除去法として期待されている

anammox排水処理プロセスの安定管理法の構築を目指して、anammox菌が特有にもつヘテロ２量体

ヘム蛋白質を対象としてanammox反応の理解を進めた。種々のanammox菌由来の本蛋白質遺伝子の

塩基配列を比較することで構造に関しての知見が得られた。さらに、本蛋白質がanammox反応

において最も重要な反応であるヒドラジン合成反応に関与しているとの知見が得ら

れ、反応モニター手法の開発へと繋がる成果が得られた。 

研究成果の概要（英文）：Anaerobic ammonium oxidation (anammox) is a novel and promising 
process for the removal of inorganic nitrogen from wastewater treatment. In this study, 
I have characterized a heterodimeric heme-protein with a low molecular weight being 
specific for anammox bacteria to reveal the reaction mechanism of anammox. Biochemical 
analyses revealed that the heterodimeric heme-protein was involved in the hydrazine 
synthesis which is a key reaction in anammox process.  
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 近年、湖沼や内湾などの閉鎖性水域に
おける富栄養化や地下水の硝酸塩汚染など
が社会問題となっている。これらへの対策の
ために、排水・環境水中からの効率的な窒素
除去法の確立が求められている。嫌気的アン
モ ニ ア 酸 化 （ anaerobic ammonium 
oxidation :anammox）は従来の窒素循環に加
わる新たな窒素変換経路で、嫌気条件下でア
ンモニアが電子供与体、亜硝酸イオンが電子

受容体となって窒素ガスを生ずる独立栄養
性の反応である。窒素除去プロセスの観点か
ら、anammox 反応は従来の硝化－脱窒プロセ
スと比べて多くの利点を持っている。即ち、
anammox は独立栄養性であるため、外部から
の電子供与体の添加が不要である。また脱窒
の過程で副産物の亜酸化窒素などの温室効
果ガスが発生しない。これらの理由でその発
見当初より、排水・環境水中からの効率的な
アンモニアの除去法として注目され、国内外



で anammox細菌の応用を目指した工学的研究
が盛んに行われてきた。 
(2) このような状況において、anammox 処理
の実用化に向けてのさらなる課題は、
anammox 処理の更なる向上と安定運転である
と考えられる。anammox 細菌は独立栄養細菌
で比増殖速度が極めて小さく、排水の成分や
温度・pH などの条件によって生育阻害が生じ
た場合に、排水処理効率を維持するのが困難
となってしまう。これに対処するためには、
様々な排水状況、即ち生育条件において、
anammox 菌の生育とその anammox 反応のどの
過程が律速段階となっているのかをモニタ
ーする必要があると考えられる。しかし、
anammox 菌がその細胞内でアンモニアと亜硝
酸を用いて、どのようにエネルギー（ATP）
を獲得しているのか、即ち、どのような化学
反応を経てアンモニアと亜硝酸イオンから
窒素分子が生じているのか、その化学反応に
どのような酵素が関わっているのかなど、
anammox 過程自体の詳細については世界的に
ほとんど研究が進んでいない。 
(3) 研究代表者が所属するグループで集積

した anammox 菌 KSU-1 株より anammox 菌に特
有の蛋白質・酵素を単離・精製することを試
み、近頃 anammox 菌が特有にもつヘテロ２量
体ヘム蛋白質が高発現していることを確認
した。このヘテロ２量体ヘム蛋白質は亜硝酸
の代謝中間体の NO との相互作用を示唆する
データが得られている。 
そこでこのヘテロ２量体ヘム蛋白質の機能
を解明し、さらに様々な排水状況、即ち生育
条件において、その発現時期や発現量を測定
することが出来れば、anammox 菌の生育と
anammox 反応をモニターでき、安定した排水
処理が達成できると考えた。 
 
２．研究の目的 

研究代表者が所属する研究グループでは、
様々な生育条件で集積化した様々な anammox
菌汚泥を有しており、anammox 菌株は KSU-1
株以外にも数種類を保有している。 

 (1) 第一に、これら種々の anammox 菌よ
り、ヘテロ２量体ヘム蛋白質の遺伝子を PCR
により増幅・クローニングして取得し、塩基
配列を解読することで、そのアミノ酸一次配
列を決定することした。こうして得られた
種々の anammox菌由来のヘテロ２量体ヘム蛋
白質のアミノ酸配列同士を比較することで、
どのアミノ酸が保存しているか、すなわちヘ
テロ２量体ヘム蛋白質が機能をもつために
重要なアミノ酸を同定することができると
考えた。さらにクローニングして得られた
種々の anammox菌由来のヘテロ２量体ヘム蛋
白質の遺伝子を大腸菌に組み込み、大量発現
させ、得られたヘテロ２量体ヘム蛋白質の分
光学的・電気化学的性質を検討し、それぞれ

のデータを比較することで、ヘテロ２量体ヘ
ム蛋白質の機能推定を試みることとした。 

(2) 第二に、様々な生育条件において、ヘ
テロ２量体ヘム蛋白質の遺伝子の発現量を
RT-PCR 法により測定することを目的とした。  
(3) これら第一と第二の検討を総合する

ことで、anammox 菌に特有のヘテロ２量体ヘ
ム蛋白質の働きを解明するとともに、この蛋
白質を指標とした遺伝子レベルでの anammox
反応モニター法、すなわち、anammox 排水処
理プロセスの安定管理法の基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
 (1) まず当研究グループが蓄積してきた５
種類の anammox 菌汚泥よりゲノム DNA を抽出
し、PCR によりヘテロ２量体ヘム蛋白質遺伝
子を増幅・クローニングし、その塩基配列解
読を行う。 
 
 (2) (1)で取得した遺伝子を用いて、大腸菌
による蛋白質発現系を構築するとともに、ヘ
テロ２量体ヘム蛋白質のサブユニットそれ
ぞれを別々に発現する系も構築し、精製して
得られた発現蛋白質をキャラクタリゼーシ
ョンする。 

種々のAnammox細菌

１．全ゲノム抽出

２．PCRによるヘム蛋白質

遺伝子の増幅

種々のヘテロ２量体ヘム蛋白質遺伝子

３．塩基配列決定

４．蛋白質発現系構築
発現蛋白質のキャラクタリゼーション

Anammox細菌特有の蛋白質の機能解明

種々のAnammox細菌

１．全ゲノム抽出

２．PCRによるヘム蛋白質

遺伝子の増幅

種々のヘテロ２量体ヘム蛋白質遺伝子

３．塩基配列決定

４．蛋白質発現系構築
発現蛋白質のキャラクタリゼーション

Anammox細菌特有の蛋白質の機能解明

 
(3) anammox 菌 KSU-1 株から精製される他の
酵素（ヒドラジン酸化酵素、ヒドロキシルア
ミン酸化酵素、ヒドラジン合成酵素候補蛋白
質など）との反応について分光学的・生化学
的に検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 得られた複数の anammox菌由来ヘテロ

２量体ヘム蛋白質遺伝子の塩基配列を比較
するとヘム結合モチーフ、ヘムの第６配位ア
ミノ酸と想定されるシステイン残基がすべ
ての配列で保存しており、これらにより形成



されると推定される His/Cys 配位の c型ヘム
が本蛋白質の機能にとって重要であること
が推定された。 

 
(2)ヘテロ２量体ヘム蛋白質の酸化還元電
位はヘムへのシステイン配位が大きな要因
であること、さらにサブユニット間の相互作
用によって酸化還元電位がより低下してい
ることが推定された。 
 
(3) ヘテロ２量体ヘム蛋白質の単結晶化に
成功し、X 線結晶構造解析により、その新奇
な立体構造の解明に至った。これにより、ヘ
テロ２量体ヘム蛋白質のヘムへのシステイ
ン配位が立証され、さらに両サブユニット間
における強固な相互作用の要因が明らかと
なった。 
 
 (4) ヘテロ２量体ヘム蛋白質が anammox 反
応において最も重要な反応であるヒドラジ
ン合成反応に関与していることが判明した。
即ち、ヒドラジン合成酵素候補蛋白質と本ヘ
テロ２量体ヘム蛋白質が共存するときにの
み、ヒドラジンの合成が観測された。 
 
以上より、本ヘテロ２量体ヘム蛋白質はど
ちらのサブユニットにおいてもシステイン
が配位したヘムを有しており、非常に低い酸
化還元電位をもつことが明らかとなった。ま
た、強固なヘテロ２量体を形成していること
が明らかになった。加えて、ヒドラジン合成
酵素候補蛋白質とともに機能し、ヒドラジン
合成反応に重要な役割を担っていると考え
られた。即ち、これまでに前例のない anammox
菌に特有の性質・構造を有することで、
anammox 菌に特有のヒドラジン合成反応にお
いて働いていると考えられた。研究の目的
(1) ヘテロ２量体ヘム蛋白質の機能推定に
ついて、大きな進展が得られた。現在、研究
成果(1)で得られた知見をもとに、種々の
anammox リアクタ条件における発現定量を進
めている。また、本蛋白質の発現系を用いて、
配位システインの部位特異的変異体の作成
など、今後さらに機能解明を進めることがで
きると期待される。 
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