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研究成果の概要（和文）：嫌気呼吸に関わる膜結合型一酸化窒素還元酵素（NOR）の還元型およ

び、酸化シアン結合型の立体構造を決定した。共鳴ラマン測定から、基質である NO が大きく折

れ曲がった様式で、NOR活性部位のヘムに結合することを明らかにした。また、NOR の触媒反応

に必要なプロトンの輸送経路を分子動力学計算により調べ、経路を決定している構造的因子に

関する知見を得た。これら一連の成果は、NOR の反応機構の理解はもちろん、NOR から好気呼吸

酵素への機能変換の仕組みを理解するうえで、重要な情報であるといえる。 

 
研究成果の概要（英文）：Structures of reduced and CN-bound oxidized nitric oxide reductase 
(NOR), which is involved in anaerobic respiration chain, were determined by X-ray 
crystallography. Resonance Raman measurement indicated that the substrate, NO, bound to 
the active site heme in a bent conformation. The proton transfer mechanism was also 
examined by molecular dynamics simulation, suggesting the structural factor(s) 
controlling the catalytic proton transfer in NOR. These findings help us understanding 
the molecular mechanism of the NO reduction reaction in NOR and the functional conversion 
from NOR to aerobic respiration enzyme during the molecular evolution. 
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１．研究開始当初の背景 
 一酸化窒素還元酵素（NOR）は、硝酸から
窒素分子への変換を行う脱窒細菌の細胞膜

上に存在する金属酵素である。NOR は、活性
部位にヘム鉄と非ヘム鉄からなる複核中心
をもつ酵素で、2 つの電子と 2 つのプロトン
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を利用し、2 分子の一酸化窒素（NO）を還元
し、亜酸化窒素（N2O）を生成する（2NO + 2H+ 
+ 2e- → N2O + H2O）。この反応には、N-N 結
合の形成や、N-O 結合の開裂という基礎化学
的に重要な過程を含んでいる。また、たいへ
ん興味深いことに、アミノ酸配列の相同性か
ら、NOR は、酸素分子を利用した好気呼吸の
根幹を担っているシトクロム酸化酵素（COX）
と類似の構造をしており、NOR は、COX の祖
先タンパク質であると考えられている。実際
に、COXの活性部位は、NORとよく似ており、
NOR の非ヘム鉄が銅原子に置き換わった構造
をしている。しかし、COX は NOR と異なり、
酸素の 4 電子還元（O2 + 4H

+ + 4e- → 2H2O）
を触媒する。加えて、COX は触媒反応と共役
して、プロトンを生体膜の内側から外側へと
能動輸送するポンプ機能をもち、この結果形
成されるプロトン濃度勾配が ATP合成酵素の
駆動力となる。この COXがもつ呼吸の本質と
もいえるプロトンポンプ機能は、NOR にはみ
られない。このように、呼吸酵素は、NOR か
ら COXへの分子進化の過程において、NO から
O2へと基質選択性を変えるとともに、プロト
ンポンプ機能を獲得したと考えることがで
きる。 
 COX の立体構造は、1990年代半ばに解明さ
れ、構造・機能についての理解が進んだもの
の、NOR の立体構造は長年明らかでなかった
ため、分子進化に伴う NORから COX への機能
変換の仕組みは、未解明なままであった。し
かし、ごく最近、シトクロム cからの電子を
利用する cNOR および、キノールからの電子
を利用する qNOR の立体構造が当研究室で明
らかとなったことで、呼吸酵素の分子進化や、
NO 還元反応の分子機構に関する仮説をたて
ることが可能となった。 
 
２．研究の目的 
 NOR の立体構造が明らかになったことで、
呼吸酵素の分子進化、即ち NORから COX への
機能変換の仕組みに関する構造基盤が得ら
れた。本研究では、NOR と COX の間での機能
変換に関して理解を深めるために、構造情報
に基づき NORの触媒反応機構を調べることで、
NOR と COX の機能の相違がどのような因子に
よって決定されているのか解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 酸化型での結晶構造が得られている二種
類の NOR（cNORと qNOR）について、触媒反応
中にみられる還元型、および基質類似体結合
型の X線結晶構造解析から、NORによる NO還
元の反応機構解明を目指した。また、分光測
定（主に振動分光法）から NORの活性部位に
ついて、電子・原子レベルでの構造情報の得
ることにも着手した。更に、フロー・フラッ

シュと分光測定を組み合わせた測定から、
NORの触媒反応に必要とされるプロトンの輸
送機構の解明を目指した（ストックホルム大
学 Pia Ädelroth 博士との共同研究）。プロト
ン輸送機構に関しては、研究協力者である
Andrei Pisliakov博士の協力のもと、分子動
力学計算を行い、理論と実験の両側面から、
その詳細を検討した。得られた知見を構造・
機能に関する研究の先行する COXと比較する
ことで、呼吸酵素の分子進化の戦略に関する
理解を深めた。 
 
４．研究成果 
 本課題から得られた主な成果として、(1)
還元型および配位子結合型 NORの X線結晶構
造解析、(2)NOR の活性部位の分光解析、(3)
プロトン輸送機構の検討、に関して以下で説
明する。 
 
(1)「還元型およびシアン結合型 NOR の X 線
結晶構造解析」 NO 還元反応の分子機構の理
解を進めるために、NOR の触媒サイクル中に
みられる還元型 NORと基質類似体であり阻害
剤として働くシアン化物イオン結合型 NORの
構造解析に挑戦した。cNOR と qNOR について
還元型やシアン結合型結晶の調製を試みた
ところ、いずれの試料においても、酸化型で
結晶化させたものを還元剤もしくは、シアン
化物イオンが存在する溶液に浸すことで、再
現よく目的の結晶が得られるようになった。
大型放射光施設 SPring-8 にて、本課題で得
られた結晶の X 線回折実験を行ったところ、
2.5 Å 程度の分解能で反射データを収集でき
た。精密化の結果、qNOR では、活性部位の電
子密度が不明瞭で、還元型およびシアン結合
型の構造決定にいたらなかったものの、cNOR
の還元型と酸化シアン結合型の構造を明ら
かにすることができた。図 1 に示すように、
酸化型では、酸素原子がヘム鉄と非ヘム鉄を
架橋しているが、鉄原子が還元されることで、
酸素架橋が解離し、水分子が非ヘム鉄に配位
した構造になることがわかった。酸化シアン
結合型では、シアン化物イオンは、Fe-C-Nの
角度が約 120度と大きく折れ曲がった様式で、
ヘム鉄に配位していた。このように、還元型
も酸化シアン結合型も、酸化型と比較して、
活性部位に構造変化を観測することができ
たが、その他のタンパク質部分やヘム鉄、非
ヘム鉄に配位しているアミノ酸残基につい
ては、顕著な構造変化は認められなかった。 

これら cNORについて得られた構造情報は、
既に報告のある COXとは、その特徴が異なる。
COX は触媒反応（酸素分子の 4 電子還元）と
共役したプロトンポンプ機能を持っており、
この COX の機能と対応して、活性中心金属の
還元や配位子の結合に伴う構造変化がタン
パク質全体で観測される。一方、cNOR では、



 

 

このようなタンパク質全体にも及ぶ構造変
化はみられなかった。これは、cNORがプロト
ンポンプ機能を持たないことと対応する。つ
まり、呼吸酵素は、プロトンポンプ機能の獲
得のために、活性中心での構造変化をタンパ
ク質全体に伝える機構を手に入れたと推察
できる。 

図 1. NORおよび COXの活性部位構造の模式
図。本課題で、還元型および酸化 CN 結合型
NORの構造を決定した。 
 
 また、シアン化物イオンの配位様式も cNOR
と COXで異なっていた。cNOR ではシアン配位
子は、ヘム鉄に C 原子で配位し、N 原子は非
ヘム鉄や周辺アミノ酸とは相互作用してい
なかった（図 1）。これとは、対照的に、COX
において、シアン配位子は、ヘム鉄と非ヘム
金属（銅原子）を架橋するように結合する（図
1）。このような活性部位における 2 原子分子
の結合様式の違いは、NOR と COX の触媒反応
の違いを反映しているものと考えられる。現
在、より詳しい情報を得るために、還元型
cNOR にシアン化物イオンが結合した状態の
構造解析に取り組んでいる。 
 
(2)「分光測定による NOR の活性部位の構造
解析」 X 線結晶構造解析によるタンパク質
全体構造の決定と並行して、活性部位の詳細
な構造解析を分光法を用いて行った。活性部
位に存在するヘムの電子状態や配位構造を
鋭敏に反映することのできる共鳴ラマン分
光測定により cNORと qNORの活性部位の環境
を調べた。ヘムの環境を反映するプローブと
して CO結合型 NORの Fe-Cおよび C-O伸縮振
動数を調べたところ、cNOR および qNOR での
値は、ミオグロビンなどの一般的なヘムタン
パク質にみられる範囲に観測された。過去の
測定から、COX の場合、ヘム近傍に存在する
銅原子の影響で、Fe-C と C-O 伸縮振動数は、
ミオグロビンなどとは、異なる領域に観測さ
れることが報告されている。このことから、
NORでは、ヘム近傍に存在する非ヘム鉄が CO
配位子と相互作用しない構造をとっている
ことが推察された。 
 qNOR については、酸化型に基質である NO
が結合した状態についても分光測定を行う
ことができた。その結果、NO は、ヘム面に対
して大きく折れ曲がった配向で結合するこ
とが示唆された。また、変異体を用いた実験
から、ヘムに配位した NOは、NOR の活性部位
に存在し、触媒活性に必須であるとされてい
る 2つのグルタミン酸と水素結合を形成して

いることを提案できた（図 2）。本結果は、NO
から N2O が形成される過程で必須となる N-O
結合開裂の分子機構の理解を深めるもので
ある。 

図 2. 共鳴ラマン測定の結果から推定され
る基質結合型 qNOR の活性部位の構造。2つの
グルタミン酸残基がヘムに結合した NO に水
素結合している。 
 
(3)「プロトン輸送機構の解明を目指して」 
NOR の活性部位は、膜結合領域にあり、膜の
内側もしくは、外側からのプロトン供給が NO
還元反応に必要となる。また、NOR でのプロ
トン輸送機構を理解することは、NORから COX
への分子進化の過程で、COX がどのようにし
てプロトンポンプ機能を持つにいたったの
か知る手がかりとなる。最近、明らかとなっ
た cNORと qNOR の立体構造から、両者でプロ
トン輸送経路が異なることが示唆された。つ
まり、cNOR は、膜の外側からのプロトン供給
経路がみられたが、qNOR には、対応するプロ
トン輸送経路が確認されなかった。その代わ
りに、膜の内側から活性部位とつながる親水
性の水チャネルが観測され、これがプロトン
輸送経路として機能することが予想された。
これまで、NOR におけるプロトン輸送の研究
は、cNOR に関してのみ行われてきており、
cNORは、その立体構造が示すように膜の外側
からのプロトンを利用し、NO 還元を行うこと
が示されている。しかし、qNORのプロトン輸
送に関する研究はこれまで皆無であり、構造
から予測される膜の内側からのプロトン輸
送という新発見を他の手法により証明しな
ければならない。 
 実験的に qNOR のプロトン輸送機構を調べ
るために、ストックホルム大学の Ädelroth
博士らが開発した方法をもとにして実験を
行った（Ädelroth 博士との共同研究）。プロ
トン輸送の活性測定では、人工脂質二重膜で
あるリポソームに再構成した NORを用い、pH
指示薬により、プロトン濃度変化を観測する。
NOR の基質である NO は、溶液に溶かすと pH
変化を誘起し、解析が困難になるので、NOの
代わりに酸素分子を用いて実験を行った。ま
ず、qNORの酸素還元活性を調べたところ、活
性は低いものの、電子供与体存在下で、酸素
消費が観測された。次に、フロー・フラッシ
ュ法を用いて、シングルターンオーバー条件
での酸素還元を調べたところ、酸素還元に伴



 

 

うヘムの酸化がミリ秒の時間領域でみられ
ることがわかった。更に、pH 指示薬を用いた
測定から、この qNORのヘムの酸化が pH変化
の時間スケールと一致することが明らかと
なった。つまり、qNORでは、ミリ秒の時間ス
ケールで酸素の還元に伴う pH 変化が観測可
能であることが示された。現在、qNOR のプロ
トン輸送機構を理解するために、リポソーム
に再構成した試料を用いての実験に取り組
んでいるところである。 
 また、共同研究として理論科学的アプロー
チからプロトン輸送機構の解明を試みてい
る（Pisliakov 博士との共同研究）。分子動力
学計算の結果、qNOR にみられた膜の内側から
の水チャネルは、プロトン輸送経路として機
能しうることを支持する結果であった。qNOR
の水チャネルと cNOR の対応する部位の構造
を比べると、qNORでは親水的で側鎖体積の小
さなアミノ酸残基が、cNORでは疎水的でかさ
だかいアミノ酸残基に置き換わっていた（図
3）。そのせいで、cNORでは、膜の内側からの
水チャネルが立体的にふさがれてしまって
いるような構造になっている。そこで、cNOR
において水チャネルが形成されない原因と
なっていると考えられるアミノ酸残基をコ
ンピューターシミュレーションで qNOR 型に
変異させ、分子動力学計算を行ったところ、
cNOR変異体において、膜内側から活性部位へ
と水分子の流入がみられ、プロトン輸送経路
として機能することが示唆された（図 3）。
qNORの水チャネルは、COXのプロトンポンプ
経路の一部とよく対応していることから、プ
ロトンポンプの原型ではなかろうかと推測
している。本研究で、cNORのアミノ酸残基を
2 個置換するだけで、膜の内側からの水チャ
ネルが形成されたことは、NOR がどのように
してプロトンポンプ機能を獲得したのか、大
きな手がかりとなるものである。現在は、実
際にタンパク質で変異体を作成し、プロトン
輸送機能がどのように変化するのか調べて
いるところである。 
図 3. qNOR にみられた水チャネル。cNOR で
は対応する部位にチャネルはない。qNOR と
cNORの構造比較に基づき、コンピューター上
で作成した cNOR 変異体。分子動力学計算の
結果、cNOR変異体において水チャネルが観測
された。 
 

(4)「まとめ」 以上、本課題から NOR の構
造上の特徴が明らかとなり、先行研究のある
COX との比較が可能となった。本成果は、呼
吸酵素が NOR（嫌気呼吸酵素）から COX（好
気呼吸酵素）へと進化する過程で、どのよう
にして基質選択性を変換し、プロトンポンプ
機能をもつようになったのか理解するため
の基盤となると期待できる。 
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