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研究成果の概要（和文）：メタンの嫌気的酸化によりエネルギーを得ている細菌（Candidatus 
Methylomirabilis oxyfera）において、酸素分子の発生を担っていると推測されている一酸化窒素不均化酵素
（Nitric Oxide Dismutase：NOD）の組み換え体の大腸菌による発現・精製を試みた。NODを発現させた大腸菌の
細胞膜からNODを高純度に精製することができ、アミノ酸配列から推察されるとおりヘムを含むことを示唆する
吸収帯を可視領域に観測することができた。しかし、精製試料の機能を調べたところ、明瞭な一酸化窒素不均化
活性を観測することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：On the basis of the proposal that a bacterium, Candidatus Methylomirabilis 
oxyfera, which obtains energy by anaerobic methane oxidation would have a protein catalyzing 
dismutation of nitric oxide (NO) by following reaction; 2NO → O2 + N2, putative NO dismutase (NOD) 
was expressed in Escherichia coli and was purified. Purified recombinant NOD showed intense 
absorption at the visible region, suggesting that NOD contains heme as expected from the fact that 
the amino acid sequence exhibits significant similarity to nitric oxide reductase (NOR) which has 
hemes. Although the similarity of the amino acid sequence to NOR, purified NOD showed no NO 
reduction activity. Proposed NO dismutase activity was not also detected for purified NOD. 

研究分野：生物無機化学

キーワード： 一酸化窒素　金属酵素　嫌気的メタン酸化　酸素発生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NODにおいて提案されている一酸化窒素（NO）の不均化反応（2NO → O2 + N2）は、これまでに報告例のない生
体内反応であり、その反応機構の理解は、生化学分野のみならず錯体化学・触媒化学分野など多くの研究分野に
おいて、ブレークスルーをもたらすと期待される。本研究では、NOD特有の機能を解析するまでにはいたらなか
ったが、NODタンパク質を組み換え体として発現させ精製することができた。本成果を土台として今後の研究が
進むことで、NODの構造機能に関する理解が進み、新たなケミストリーが展開されることを期待したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 メタンは強力な温室効果ガスであり、地球環境への影響が大きな分子である。地球上でのメタ
ン濃度は、メタンを生成するメタン生成古細菌およびメタンを分解するメタン資化性微生物の
働きにより変動しうる。メタン資化性微生物には、好気性のものと嫌気性のものが存在するが、
嫌気性メタン資化のメカニズムには、未だ不明な点が存在する。嫌気的メタン酸化を行う細菌で
ある Candidatus Methylomirabilis oxyfera の遺伝子解析の結果、本細菌は、図 1に示すような
これまでに例のないメタン代謝の経路をもつことが提案された（Ettwig et al. Nature, 2010, 
464, 543-）。本細菌には、メタンを代謝する酵素として、酸素分子を利用しメタンからメタノー
ルを生成する膜結合型メタン酸化酵素（pMMO）のみを有しており、一般的な嫌気的メタン酸化細
菌にみられるメチル補酵素 M還元酵素を持たない。嫌気下で pMMO による触媒反応を進行させる
ためには、酸素分子を生成する酵素が必要になるが、本細菌は、嫌気下で酸素分子を発生する次
の反応：ClO2- → O2 + Cl-を触媒する
chlorite dismutase を保有しない。
つまり、この嫌気的メタン酸化細菌
には、酸素分子の産生を触媒する新
奇な酵素が存在すると考えられる。
そこで、提案されたのが、一酸化窒素
（NO）から酸素分子と窒素分子を産
生する反応（2NO → O2 + N2）を触媒
する NO 不均化酵素（NOD）である。
NOD は、NO の分解を行うキノール依
存型 NO還元酵素（qNOR）と相動性を
示すため、NO が基質なりうると考え
られるが、活性部位を構成するアミ
ノ酸残基を比較すると、NOD と qNOR
では、いくつか異なるアミノ酸残基
がみられ（図 2）、それぞれが異なる
反応を触媒することが予測された。
また、本細菌は、亜硝酸から NO を生
成する亜硝酸ン還元酵素をもってお
り、菌体内で NOが合成されうること
から、NOD が提案されている。NOD で
提案されている化学反応は、高温で
は起こりうることが提案されている
が 100℃以下の条件での報告例はな
く、生体内でも例のない化学反応で
ある。そのため、NOD が本当に提案さ
れているようなNOから酸素分子を発
生する反応を触媒するかも定かでは
ない。NOD の研究が進み、NO からの
酸素発生機構が明らかになれば、生
命化学分野だけでなく、錯体化学や
触媒化学でのブレークスルーになる
ことが期待される。 
 
２．研究の目的 
 嫌気的メタン酸化細菌 Candidatus Methylomirabilis oxyfera において提案された NOD がど
のような性質をもつタンパク質なのか明らかにすることを目的とする。特に、NO の不均化反応
を触媒するのか、という点について解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）NOD の機能解析 
 データベースにある NOD の遺伝子配列に基づき、依頼合成により NOD の大腸菌による発現ベ
クターを設計・入手した。種々の大腸菌、培養条件にて NOD の発現を試みた。NOD を発現させた
大腸菌から膜画分を単離した。NOD を発現させた膜画分について、NO 電極を使い NOD 活性ならび
に NO 還元活性の検討を行った。 
 次にいくつかの界面活性剤を用いて膜画分から NOD の可溶化を試みた。可溶化した NOD につ
いて、各種クロマトグラフィーによる精製を試みた。精製試料を用いて、NO 電極による機能評
価を行った。 

 
図 1. 嫌 気 性 メ タ ン 酸 化 細 菌 （ Candidatus 
Methylomirabilis oxyfera）において提案された新奇
なメタン酸化経路。 

 

 
図 2. アミノ酸配列から推定される NOD の活性部位。
相同性の高い qNOR の構造を示しており、NOD で変異が
みられるアミノ酸残基を示している。 



（２）qNOR を用いた NOD モデルの作製 
 NOD と qNOR のアミノ酸配列の比較から、NOD では、qNOR で高度に保存されいてるアミノ酸残
基が別の残基に置換されていることがわかっている。図 2に示したとおり、置換されているアミ
ノ酸残基には、活性部位を構成するものが含まれる。本課題では、既に大腸菌を用いた発現系の
構築に成功している髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）由来 qNOR（Gonska et al. Sci. Rep. 
2018, 8:3637）を鋳型として利用し、NOD の活性部位を模倣した qNOR 変異体を設計した。qNOR
変異体を大腸菌を用いて発現させ、膜画分を単離した。変異体の機能解析を NO 電極を用いて行
った。 
（３）qNOR の構造解析 
 NOD 型 qNOR 変異体の将来的な構造解析を見据えて、低温電子顕微鏡（CryoEM）法を用いた野
生型 qNOR の構造解析に取り組んだ。CryoEM での構造解析を容易にするために、N. meningitidis
由来 qNOR にアポシトクロム b562（BRIL）を C末端に融合させ分子量を増加させたものを用いた。
BRIL 融合 qNOR は、既に確立している手法に従い精製した（Gonska et al. Sci. Rep. 2018, 
8:3637）。種々の濃度条件や凍結条件を検討し、CryoEM 測定用試料を調製した。K2 Summit 検出
器を搭載した300 kVの Titan Krios電子顕微鏡を用いて電顕像の測定を行った。構造解析には、
RELION を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）NOD の機能解析 
 大腸菌 C41 を用いることで NOD が発現した膜画分が得られることがわかった（NOD の発現に関
しては、以下で述べるが、可溶化後、Ni-NYA カラムを用いた粗精製により確認した）。大腸菌の
膜画分には、NOを分解する酵素が存在しないので、NOD を発現させた膜画分に NOを添加し、NO
の分解が起こるか調べることで NOD 活性がみられるか検討したが、明確な NOの消費を観測する
ことはできなかった。また、NOD は、qNOR と相同性を示すので、膜画分の NO還元活性について
も検討したが、こちらも明瞭な NO還元活性は検出されなかった。 

 膜画分で NOD 活性がみられなかった原因とし
て、NOD の発現量が少なく酵素活性が検出され
なかった可能性が考えられるので、NOD の精製
を試みた。界面活性剤、ドデシルマルトシドを
用いて膜画分から NOD を可溶化し、His-tag を
利用した精製を試みた。NOD は、qNOR と相動性
を示すので、qNOR 同様、分子内に二分子のヘム
を含むものと考えられるが、His-tag を用いた
精製において、ヘムの結合を示す赤色の成分を
得ることができた。得られた赤色の画分をゲル
ろ過により更なる精製を行い NOD の精製試料と
した。精製した NOD の紫外可視吸収スペクトル
を測定したところ、図 3 に示すように、ヘムタ
ンパク質に特徴的な鋭い吸収帯（Soret 帯）を確
認することができた。そこで、精製試料に NO を
加え、NOD 活性を調べたが、NO のはっきりとし
た消費を観測することはできなかった。この結
果から、組み換え体として得た NOD が天然の状
態とは、異なっており、NOD 活性を示さない可能
性や、提案された NOD 活性自体に誤りがある可
能性などが考えられ、更なる研究が必要である
ことが示唆された。 
 

（２）qNOR を用いた NOD モデルの作製 
 アミノ酸配列の比較に基づき（図 2）、N. meningitidis 由来 qNOR の活性部位に存在するグル
タミン酸をグルタミン、ヒスチジンをアスパラギンに変異させた二重変異体を作製した。qNOR 変
異体を大腸菌で発現させ、膜画分を調製した。得られた膜画分に NO を添加し、NOD 活性による
NO の消費がみられるか調べたが、顕著な NOの消費を観測することはできなかった。また、野生
型 qNOR を発現させた膜画分において、NO 還元活性が観測できる条件を用いて、qNOR 変異体の
NO 還元活性も調べたが、本活性は、ほとんどみられなかった。NOD を発現させた膜画分において
も NO 還元活性がみられなかったことと合わせて考えると、NOD には、NO還元活性はなく、少な
くとも qNOR とは異なる活性もつ酵素タンパク質であることが推察される。 
 
（３）qNOR の構造解析 
 BRIL を融合させた qNOR の精製を行ったところ、野生型 qNOR 同様単量体と二量体の平衡がみ
られた。それぞれについて NO 還元活性を調べたところ、二量体の方が高い酵素活性を示したの
で、二量体の試料を回収し、CryoEM 用の試料とした。CryoEM による構造解析の結果、図 4に示
すように、3.1 Å分解能で二量体 qNOR の構造を決定することができた（Jamali et al. IUCrJ 

 

図 3. 精製された NOD の紫外可視吸収スぺ
クトル。 



2020, 7, 404-）。CryoEM により得られた構造では、活性部位を構成するアミノ酸残基の側鎖も
明瞭にかんすることができ（図 4）、非ヘム鉄に対して三つのヒスチジン残基に加え、グルタミ
ン酸が配位していることが確認できた。また、不活性型ではあるものの好熱菌由来 qNOR の結晶
構造から提案されていた細胞質側から活性部位へとつながる水チャネル（Matsumoto et al. 
Nat .Struct. Mol. Bol. 2012, 19, 238-）が観測されており、N. meningitidis 由来 qNOR にお
いて酵素反応に必要なプロトン輸送経路として機能することが示唆された。このように、本課題
では、CryoEM を用いた qNOR の構造解析に成功しており、今後の研究が進み、NOD 活性をもつ qNOR
の作製や活性をもつ NOD が調製できた際には、迅速にその構造を決定する道筋を切り拓くこと
ができたと言える。 
 

 
図 4. CryEM より明らかとなった N. meningitidis 由来 qNOR の全体構造（左）と活性部位の
構造（右）。 
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