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研究成果の概要（和文）：嫌気性アンモニア酸化(anammox)が温暖化ガスの亜酸化窒素 (N2O)を副生しにくい脱
窒プロセスであるかどうかを明らかにすることを目的にした。
　ヒドラジン合成酵素＋NaxLS (HZS+NaxLS)、ヒドロキシルアミン酸化還元酵素、亜硝酸還元酵素が触媒する各
素反応について、通常の条件でN2Oが副生しないことが分かった。さらに、HZS+NaxLSは複合体を形成し、N2Oの
副生を許さない迅速な電子伝達が可能であった。anammox培養系では生成窒素ガスと生成亜酸化窒素は相関しな
かった。以上のことより、anammoxがN2Oを副生しにくい脱窒プロセスと確認した。

研究成果の概要（英文）：It was investigated whether nitrous oxide, a greenhouse gas, was generated 
by anaerobic ammonium oxidation.    Experimental data showed the facts described below. Nitrous 
oxide was not ordinarily generated as a byproduct in the cases using hydrazine-synthesizing enzyme 
plus NaxLS (HZS+NaxLS),  nitrite reductase, and hydroxylamine oxidoreductase. Furthermore, the 
structure analyses of HZS + NaxLS demonstrated that the two proteins formed a complex (HZS-NaxLS), 
which enabled rapid intermolecular electron transfer between NaxLS and an active site of HZS.  The 
rapid electron transfer might cause  HZS-NaxLS catalyzing denitrification without generation nitrous
 oxide.　In an anammox reactor,  the amounts of nitrous oxide gas formed did not correlate with 
those of nitrogen gas generated from anammox bacteria.  Taken together, it was confirmed that 
anammox hardly generated nitrous oxide as a byproduct.

研究分野： 微生物生化学

キーワード： 嫌気性アンモニア酸化　anammox　ヘムタンパク質　ヒドラジン合成　温暖化ガス生成　一酸化二窒素生
成　ヒドラジン合成酵素　NaxLS

  ４版
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１．研究開始当初の背景 

 嫌気性アンモニア酸化（以下anammoxと略す

る）は1990年代中盤に発見され、系統発生学

的に近縁な一群の細菌(anammox 菌)が触媒す

る新しい脱窒反応(I)である。 

 NH4
＋ + NO2

−  N2 +  2H2O -----(I) 

従来型の脱窒菌の反応では中間体に N2O が

生成することと anammox（I）反応過程が異

なるため、N2Oを全く生成しないと期待され

ている。  

 提案されている anammox 反応機構の仮説
①では、NO2

−から中間体の NO が生成し、NO

とアンモニアから中間体のヒドラジン

(N2H4)が生成する。最終的に N2H4から脱窒が

起こる。我々は、anammox 菌 KSU-1 株で、

仮定されている酵素すべてを精製し、各反

応を確認してきた。また、ゲノムの解析も

終えた②。仮説の HH（N2H4加水分解酵素）あ

るいは HZS (N2H4合成酵素)とも呼ばれる酵

素による N2H4合成も調べた。HH（HZS）だけ

では、N2H4 合成は起こらず、別のヘムタン

パク質 NaxLS ③を加えて、初めて合成が起

こった（論文作成中,特許既出願）。 
 
２．研究の目的 

anammox の N2H4生成機構の詳細を調べ、N2H4

合成反応が温暖化ガスの N2O を生成しない

こと、その根拠を酵素の立体構造から考察

すること、その他の関連反応についても N2O

を生成しないこと、さらに培養系を再検証

し anammox が N2O の生成を伴わないことを

確認する。 
 

３．研究の方法 

(1) anammox の素反応のなかで重要と考え

られる HZS と NaxLS が触媒する N2H4合成で

N2Oの生成が起こるか調べた。HZSはanammox

汚泥から精製し、NaxLS は大腸菌発現系で

調製した組換えタンパク質を使用した。HZS

と NaxLS（NaxLS の野生型あるいは変異型）

を同時に添加（HZS+NaxLS）し N2H4を合成さ

せた。基質には NO（NO を反応中徐々に発生

させるため、133μM の NOC7（同仁化学））

と 1 mM の NH4
＋を、還元剤にジチオナイト

を使った。反応は 30℃、30 分行った。N2O

の定量は、EVD 検出器付ガスクロマトグラ

フィーを使用し、ヘッドスペースガス分析

の溶存亜酸化窒素計算式を用いて全生成

N2O を算出し、値を反応液 ml あたりの濃度

で表示した。 

 

(2) HZS-NaxLS 複合体の結晶構造を解明し、

その構造から N2H4の生成機構を考察し、N2O

の生成が起こらない理由を解明する。

HZS-NaxLS 複合体の結晶を作成できる至適

条件を探索した。結果的に、30% w/v 

Pentaerthritol-ethoxylate  +  100 mM 

HEPES, pH 7.0 + 6% (w/v) 

Polyvinylpyrrolidone + 2.5% 1-propanol

の溶媒を使い、蒸気拡散法によって、結晶

を作成した。得られた結晶を用いて

SPring-8 で回折実験を行ない、HZS 単独の

構造データを鋳型に分子置換法による初期

位相の決定および立体構造の構築を行なっ

た。 

 

(3) anammoxの各種素反応でN2Oの生成が起

こるか調べる。N2H4酸化酵素(HZO)の触媒反

応は、定量的に N2H4を N2と H2O に酸化でき

ることを既に報告している。そこで、HAO

および KSU-1 特有の Cu-NIR の触媒反応で

N2O が生成するか調べた。HAO については、

（1）と同様 NO 発生試薬 NOC7 を基質に、還

元剤として還元型ベンジルビオロゲン(BV)

を使い、Cu-NIR については、亜硝酸と還元

型 BV を使い、いずれも BV の酸化と N2O の

生成を別々に定量し、同時に、NH2OH 生成量

あるいは NO2
−の消費量を測定した。 

 

(4) anammox の培養レベルで、とくに脱窒

（窒素ガス生成速度）と N2O 生成速度の相

関を調べた。筒状の培養装置を用い、連続

的に人工廃水を anammox 汚泥含有リアクタ

に供給した。培地の NO2
−と NH4

＋濃度を 50〜



100 mg-N/L の範囲で組み合わせ、それぞれ

の条件の定常状態になった時点で、N2O 生

成量、N2生成量を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) HZS+NaxLS による触媒反応 

酵素添加なし（ブランク）の場合、N2H4 は

検出濃度以下であり、N2O は 9μM 程度。一

方、HZS+NaxLS（野生型）の条件では N2H4

は 98μM 合成され、N2O はブランクとほとん

ど同じレベルであった。つぎに、NaxLS は

ヘテロ 2 量体の電子伝達タンパク質で、各

サブユニットに 1 分子のヘムがあり、非常

に稀な Cys/His を配位子とする③。この Cys

残基を Met に変換し、酸化還元電位を上昇

させた変異型 NaxLS (NaxLStm と略称する)

を大腸菌発現系で作成した。HZS+NaxLStm

を使って、野生型と同様に実験を行った。 

表 1 反応後の N2H4と N2O の濃度 

 生成 N2H4濃度 生成 N2O

濃度 

酵素なし Not detected 9.3 μM 

HZS+NaxLS  98.2 μM 8.4 μM 

HZS+NaxLStm  51.4 μM 20.7μM 

その結果 HZS+NaxLStm では、N2H4 の合成量

が野生型に比べ減少し、同時に N2O の生成

が増加した。これは、電子伝達タンパク質

である NaxLS のヘムの配位環境、すなわち

Cys/His配位がN2O生成を抑制する可能性を

示唆した。 

 

(2) HZS-NaxLS 複合体の立体構造解析 

下図に示す複合体の立体構造を明らかにし

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

HZS 部分は αβγ のヘテロ 3 量体が更に 2

量化した 6 量体構造をとっていた。また

NaxLS は HZS 部分のα、γサブユニットに

またがるようにして結合し、HZS の 6 量体

構造 1 分子につき 2 分子結合していた。と

くに、5配位のγIヘムと 6配位のγII ヘ

ムの距離は 15 オングストローム、NaxLS の

NaxL サブユニットと HZS の γII ヘム間の

距離は 14 オングストロームで、電子伝達が

可能な距離にあり、NaxLS は自身の低い酸

化還元電位に由来する高エネルギー電子を

HZS の γI ヘム活性中心へ迅速に伝達、あ

るいは、その逆方向の電子伝達に働いてい

ると思われた。以上から、上記の生化学的

実験で「NaxLS のヘムの Cys/His 配位が N2O

生成を抑制する」理由であることを強く支

持した。 

 

(3)anammox の各種反応での N2O 生成の有無 

HAO の触媒反応の結果を下図に示す。 

生成物の NH2OH は酵素 HAO 添加の場合のみ

観察され、N2O の生成はいずれの場合も観察

されなかった。Cu-NIR の触媒反応でも、還

元剤に BV を使った場合、N2O の生成は観察

されなかった。 

 

(4) 培養レベルの N2O 生成の検証 

anammox 培養の各定常状態で、N2 生成量に

対して N2O 生成量をプロットした。 



いずれも培養液流量あたりに換算した。以

下の図の同色同形のプロットは同じ培養条

件で得られた結果である。N2 生成に対して

0.2％〜0.6％の N2O 生成があった。プロッ

トに多少ばらつきがあるものの、N2 生成量

の変化に対して、N2O 生成量はほとんど変化

しなかった。N2生成の大部分が anammox に

由来するとすると、anammox の副産物とし

て N2O が生成するとは考えにくく、共存す

る別の脱窒菌からわずかの N2O が生成する

と思われた。 

 以上を総合し、anammox が N2O の生成を伴

わない環境に優しい脱窒プロセスであると

確認した。 
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