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研究成果の概要（和文）：嫌気性アンモニア酸化（anammox）の無細胞反応系を構築するため、仮定されているモデル
を参考に研究を行った。以下の知見を得た。（1）anammox菌KSU-1株から、反応中間体のヒドラジンを合成するには、
基質のNOとアンモニア、酵素のヒドラジン合成酵素、および機能未知であったNaxLS（へテロ2量体ヘムタンパク質）が
必要なこと（2）中間体のNOの生成には、従来言われて来たヘム型の亜硝酸還元酵素（Nir）ではなく、KSU-1株ではCu
型のNirが行っていること（3）マルチへムタンパク質のヒドロキシルアミン酸化還元酵素（HAO）はNOとヒドロキシル
アミンの相互変換を行うこと、以上を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to construct cell-free anaerobic reaction system by refer
ence to the previously described model for mechanism of anammox. The following important findings for cons
truction of the system were obtained. (1) Hydrazine was synthesized from NO and NH4+ catalyzed by hydrazin
e synthase with a heterodimer heme protein, NaxLS. (2) An intermediate, NO, was synthesized by Cu-type nit
rite reductase (Cu-Nir) in strain KSU-1 although cytochrome cd1 Nir has only been known in other anammox b
acteria. (3) A multiheme protein, hydroxylamine oxidoreductase (HAO), catalyzed inter-conversion of NO and
 hydroxylamine.
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１．研究開始当初の背景 
下記反応式で示した嫌気性アンモニア酸
化（以下 anammox と略する）は 1990 年代
に発見され、嫌気性独立栄養の anammox 細
菌(anammox 菌)によって進む脱窒反応であ
る。(Strous,	 M.et	 al.	 (1999)	 Nature	 
400:446-449)	 	 	 	 
NH4

+	 	 +	 	 	 NO2
-	 	 	 	 →	 	 	 N2	 	 +	 	 2H2O	 

この反応は、	 従来の従属栄養性の脱窒菌
を使った生物処理と比べ、温室効果ガスの
N2O を発生しない、メタノール等の炭素源
を必要としない、通気動力が必要ないなど
革新的で経済的なプロセスとして窒素廃
水の処理に利用さている。しかし、様々な
窒素廃水にanammoxを使うには培養制御が
比較的に難しい等の問題もある。anammox
細菌の代謝について、ほとんど解明されて
いないため、各種因子の変動による
anammox 反応の応答は、anammox 菌をブラ
ックボックスとして扱うしかない。
anammox 菌の無細胞の反応系を構築できれ
ば、影響因子と anammox の応答を解析する
有効な手段を提供できる。 
 
２．研究の目的 
	 anammox の各素反応を触媒する未知の酵
素（系）について、それらの特徴を解明し、
anammox 菌の既知の酵素系と組み合わせた
無細胞の anammox 反応系の構築をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1)anammox 菌 ,	 Candidatus	 Kuenenia	 
stuttgartiensis のゲノム解析結果から、
anammox の反応機構仮説が提出されている。
この仮説にあるヒドラジン合成酵素(HZS)
候補から、その一次構造が予想できる。そ
れによると HZS は分子質量 180kDa のヘテ
ロ 3 量体 c型ヘムタンパク質である。我々
の集積している anammox 菌 KSU-1 株でも、
このタンパク質ホモログが多量に無細胞
抽出液中にある。そこで、HZS を精製し、
その性質とくにヘムタンパク質としての
性質、吸光スペクトルを測定し、その特徴
を調べた。	 
	 
(2)無細胞抽出液中にヘテロ 2 量体ヘムタ
ンパク質で、我々が NaxLS と名付けたタン
パク質が多量に存在している。HZS の触媒
反応にNaxLSが影響を与える可能性が考え
られるので、HZS の活性発現に必要な因子
の一つとしてNaxLSを添加することによる、
ヒドラジン生成活性への影響とを調べた。	 
	 
(3) NO2-から NO 生成を触媒する酵素である
亜硝酸還元酵素(Nir)が仮説ではシトクロ
ム cd1を補欠分子族とする、cd1-Nir である
と報告されている。しかし、KSU-1 株では、
ゲノムに cd1-Nir 遺伝子は見つからない。
そこで、Nir をコードする候補遺伝子を幅
広く KSU-1 株のゲノムに探索し、その遺伝

子産物のタンパク質の性質を調べた。	 
	 
(4)	 anammox 菌で多量に発現しているマルチ
ヘムタンパク質のヒドロキシルアミン酸化
還元酵素(HAO)は、当初ヒドラジンを酸化し、
脱窒を触媒する酵素と考えられたが、我々の
研究によって、脱窒はヒドラジン酸化酵素
(HZO)が触媒することが明らかになった。そ
こで、HAO の触媒活性について、とくに NO の
還元生成物の同定とその速度定数を求めた。
NO の発生試薬 NOC7 と還元剤に還元型ベンジ
ルビオロゲン(BVred)を使った。BVredの酸化を
吸光度計で測定し、吸光度の時間的変化を記
録した EXCEL	 ファイルの数値を解析して、反
応速度定数を導きだした。	 
	 
４．研究成果	 
(1)HZS の吸光スペクトルから見た特徴	 
anammox 菌 KSU-1 株優先汚泥から HZS 候補タ
ンパク質を精製した。精製した HZS 候補タン
パク質は、その可視紫外吸光スペクトルと
SDS-PAGE の結果より、純度よく精製されてい
た。また、ヒドラジン(N2H4)合成反応基質候
補を添加し、可視・紫外吸光スペクトルを測
定した（図 1-1、図 1-2 参照）。	 

図 1-1 HZS 候補タンパク質に NO(0.1	 mM)を添加した差ス
ペクトル	 

	 
アンモニアでは、スペクトル変化はほとんど
無かったが、ヒドロキシルアミン(NH2OH)ある
いは NO を添加した場合にのみソーレ帯のピ
ークの移行が見られた。	 
	 

図 1-2	 HZS 候補タンパク質に NH2OH（0.1	 mM)を添加した

差スペクトル	 

	 
以上の結果、HZS候補タンパク質がNOやNH2OH



と付加体を形成し、ヘム鉄と相互作用して
いる可能性が示唆された。言い換えると、
NOやヒドロキシルアミンがHZSの基質であ
る可能性が高まった。	 
	 
(2)精製した HZS 候補タンパク質に還元剤
を添加し、アンモニアと NO から N2H4が合
成されることを、N2H4 を直接定量して調べ
た。とくに、難還元性 2量体 c 型ヘムタン
パク質である NaxLSを N2H4合成反応系に添
加すると、アンモニアと NO から定量的に
ヒドラジンが合成された（図 2-1）。さらに
15NH4

+と 14NO を基質とした場合、HZS の触媒
作用によって生成される N2H4 を p-ジメチ
ルアミノベンズアルデヒド（DMBA)と反応
させて、生じる DMABA と N2H4のカップリン
グ生成物を MALDI-TOF	 MASS によって質量
分析した。市販の N2H4を同様の方法で測定
した質量数と比べ、図 2-2 に示すように、
質量数の一つ大きい生成物が得られた。	 
	 

図 2-1	 NO とアンモニアを基質にした HZS による N2H4	 

合成	 

	 

	 
図 2-2 安定同位体を使った HZS+NaxLS による N2H4	 合

成	 

	 
以上の結果から、N2H4 の合成は NO と NH4

+

を基質とし、N-N の結合の生成を確認した。
さらに、酵素としてはHZSだけでなくNaxLS
を必要とすることが分かった。	 
	 
(3)KSU-1 株のゲノム遺伝子から NO 還元酵
素候補遺伝子を探索した。その結果、ORF
として KSU1_D0929(登録番号)を見いだし
た。この ORF は、シグナルペプチドを含む
337アミノ酸残基からなるCu型 Nirをコー
ドしていた。His-tag 配列を付加するよう
に設計したプライマーを使って、シグナル
配列を除いた塩基配列部分を PCRにより増
幅 し た 。 こ れ を 発 現 用 ベ ク タ ー の

pET-28a(+)(Novagen)にライゲートした。こ
のプラスミドにより大腸菌宿主 E.	 coli	 
BL21(DE3)を形質転換した。培養した大腸菌
を破砕し、発現したタンパク質を精製した。
このタンパク質を 1	 mM	 CuSO4溶液で透析して、
Cu を発現タンパク質に取り込ませた後、活性
を測定した。	 
	 発現タンパク質は亜硝酸に対する Kmは 250
±50	 μM、Vmaxは 570±50	 μmol・min

-1・mg-1

となった。他の Cu 型 Nir と比べると Kmは高
いが、Vmaxも大きく、anammox 菌が比較的高濃
度の NO2

-を代謝できることから考えると合理
的なように思われた。KSU-1 株の Cu-Nir は他
の Cu 型 Nir と相同性があり、H122,	 C159,	 
H168,	 と M173	 がタイプ 1	 Cu	 の配位環境に、
H158 と	 H321	 がタイプ 2	 Cu	 の配位環境に保
存されていた。さらに、本タンパク質の EPR
スペクトル(図 3-1)は、Cu-Nir に一般的なタ
イプ 1とタイプ 2 銅の存在を確認できた。	 

	 
図 3-1	 KSU-1 株の組換え Cu-Nir の EPR スペクトル	 

	 
ホモロジーモデリングによって図 3-2 の立体
構造が予想された。この構造から、タイプ１
銅周辺に多数の酸性アミノ酸、Asp や Glu、
が存在していた。今のところ Cu-Nir への電
子伝達タンパク質(ET)は同定されていない
が、ET との相互作用にこれら酸性アミノ酸が
関係する可能性が考えられた。	 

	 

図 3-2	 KSU-1 株の組換え Cu-Nir の立体構造モデル	 

	 
(4)HAO による NO の還元について、NO の代わ
りにNO発生試薬のNOC7を使い35℃で反応さ
せた。その反応生成物を同定し、反応時間ご



とのBVred濃度のEXCELデータから反応速度
定数を計算した。反応生成物は NH2OH であ
ることが分かった。さらに、BVredの減少速
度が BVred の残量と直線関係のある擬定常
状態があることが分かった。この状態で、
下記の式が成り立つ。酵素 HAO 無添加では
I 式が、HAO 添加時では II 式が成立する。	 
	 

‒∆[BVred]	 /	 ∆t	 =	 k0	 [NO]S	 ·	 [BVred]	 	 +	 C	 --I	 
	 
	 
‒∆[BVred]	 /	 ∆t	 =	 k0	 [NO]S	 ·	 [BVred]	 +	 3k1[HAO]	 ·	 [NO]S	 

+	 C	 ---II	 

	 	 [NO]S	 ：擬定常状態の時の NO 濃度	 

	 

EXCEL データから、上記 Iおよび II 式の各
係数が表 4-1 に示す値で得られた。	 
	 
表 4-1	 擬定常状態での各計算値	 

さらに、表 4-1 の d カラムの値に別の実験
で得られた k0の値(0.157	 ±	 0.013	 mM

-1	 ·	 
min-1)を掛け、得られた値を HAO 濃度に対
してプロットしたのが、下の図4－1である。	 
	 	 	 

	 	 	 	 	 	 図 4-1	 HAO 濃度と 3k1[HAO]	 

	 
この回帰直線の傾きから k1=	 51.3	 ±	 3.5	 
mM-1	 ·	 min-1と計算された。これを 3量体の
HAO のサブユニットあたりに変換し、さら
に次元を換えた値が以下のようになった。
(2.85	 ±	 0.19)	 ×	 105	 M-1	 ·	 s-1	 この値は、
アンモニア酸化菌の HAO の NO から NH2OH
への還元速度定数に匹敵した。	 

	 最近、anammox の HAO が NH2OH から NO へ
の酸化を触媒することが報告された。しか
し、今回の結果を総合すると、anammox の
HAO は、NO と NH2OH の相互変換（酸化還元）
を触媒し、酸化還元電位の変化に対応し、
anammoxの中間体であるNO濃度を微調節し
ていると推定できる。	 

（5）無細胞の anammox 反応系の総ては、未
だ明らかにはできなかったが、各素反応の性
質をほとんど解明できた。現在まで還元剤に
非生理的なジチオナイトや還元型 BV などを
用いたが、生理的還元剤を同定することが、
今後の残された重要な課題と思われる。	 
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