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研究成果の概要（和文）：窒素肥料は農作物の安定的な生産及び品質の維持向上に必要不可欠である。しかしな
がら、農耕地に投入された窒素肥料の約50%は、水系に流出する硝酸性窒素(NO3-)やCO2の約300倍の温室効果を
持つN2Oガスとして環境へ放出されてしまい、農業経営を圧迫している。本研究では、施肥窒素による硝酸性窒
素汚染やN2O発生の防止に向け、その原因となるアンモニア酸化細菌の硝化反応の鍵酵素であるヒドロキシルア
ミン酸化還元酵素の新規な特異的阻害剤のシード化合物を構造ベース創薬法を駆使して創出した。

研究成果の概要（英文）：About 50% of the nitrogen (N)-fertilizer applied into cropping systems is 
not absorbed by plants, but lost to the environment as ammonia (NH3), nitrate (NO3-), and nitrous 
oxide (N2O), a greenhouse gas with a global warming potential of 300 times greater than that of CO2,
 raising agricultural production costs and contributing to pollution and climate changes. These N 
losses are caused by nitrification, the oxidation of NH3 to NO3-, catalyzed by the ammonia- and 
nitrite-oxidizing bacteria (AOB and NOB). To reduce nitrification and N2O emissions, we have 
developed seed compounds of novel nitrification inhibitors targeting hydroxylamine oxidoreductase, 
one of the two key enzymes of AOB, by utilizing the structure-based drug design method.

研究分野： 構造生命科学
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１．研究開始当初の背景 
 窒素肥料は農作物の安定的な生産及び品
質の維持向上に必要不可欠である。人口の増
加や食生活の向上に伴い大量の窒素肥料が
生産・施用され続けた結果、自然循環量に匹
敵する窒素が工業的に生産され、農業をはじ
めとする人間活動によって排出される硝酸
性窒素による水系の汚染や CO2の約 300 倍の
温室効果を持つ N2O の発生が国内外で大き
な問題となっている。このような窒素汚染は
窒素肥料の損失であり、農業経営を圧迫して
いる。したがって、土壌中の窒素動態を制御
し窒素肥料の損失を防止する技術の開発は
農業の生産性向上と環境保全の両見地から
喫緊の課題といえる。 
窒素肥料として農耕地に投入されたアン

モニア態窒素は、土壌中のアンモニア酸化細
菌によって亜硝酸に酸化され、さらに、亜硝
酸酸化細菌によって硝酸に酸化される。また、
N2O はアンモニア酸化過程で発生する。した
がって、初発反応を司るアンモニア酸化細菌
を制御することにより、硝酸性窒素の溶脱や
N2O の発生を防止することができる。 
アンモニア酸化細菌を特異的に阻害する

硝化抑制剤を利用することにより、窒素肥料
の施肥量を 2 割程度、N2O ガス排出量を 5 割
程度削減できるとの報告がある。しかしなが
ら、既存の硝化抑制剤には毒性や効果の面で
欠点が多い。また、いずれの既存薬も作用機
構が不明で戦略的な改良は難しい。このため、
作用機構が明確で、安全かつ効果的な新規硝
化抑制剤の開発が切望されている。 
 
２．研究の目的 
 農耕地で問題となっている施肥窒素によ
る硝酸性窒素汚染や温室効果ガス N2O 発生
の防止に向け、その原因となるアンモニア酸
化細菌を特異的に阻害する新規硝化抑制剤
を開発する。具体的には、構造ベース創薬手
法を駆使して、アンモニア酸化細菌の硝化反
応の鍵酵素であるヒドロキシルアミン酸化
還元酵素の新規な特異的阻害剤を開発する。 
 
３．研究の方法 
 アンモニア酸化細菌(AOB)は 2 綱 3 属にわ
たる多様性を有することから、広いスペクト
ラムを持つ阻害剤を開発する必要がある。こ
のため、プロテオバクテリア綱に属する 5
種類のAOB [Nitrosomonas europaea strain 
NBRC14298 (= ATCC19718), Nitrosomonas sp. 
JPCCT2 NBRC108559 (=JPCCT2), Nitrosospira 
multiformis ATCC25196, Nitrosomonas 
cryotolerans ATCC49181, Nitrosospira lacus 
APG3 ATCC BAA2542]、および、プロテオバ
ク テ リ ア 綱 に 属 す る 1 種 類 の AOB 
(Nitrosococcus oceani ATCC19707)を実験に用
いた。ヒドロキシルアミン酸化還元酵素
(HAO)の構造機能解析にはAOB N. europaea
とAOB N. oceani から精製した NeHAO と
NoHAO を用いた。X 線回折データは高エネ

ルギー研究所放射光施設で測定した。HAO 活
性の測定には、シトクロム-c を電子受容体と
して用いる従来の吸光測定法と、蛍光電子受
容体を利用して本研究で独自に開発した高
感度蛍光測定法を併用した。 
 
４．研究成果 
(1)の簡便な高純度大量精製法の確立 
 土壌には難培養菌を含め多様なアンモニ
ア酸化細菌(AOB)が生息している。これら多
様な AOB に対して効果的な、広いスペクト
ラムを持つ阻害剤を開発する必要がある。こ
れまでの硝化抑制剤の開発においては、ほと
んどの場合にモデル種の N. europaea が使用
されてきたが、この菌は土壌中の生息数が少
ない。そこで、入手可能な複数種の AOB 菌
株の大量培養系の確立と、そこから HAO を
簡便に生成する方法の確立を行った。その結
果、HAO の精製方法が報告されている 2 株を
含め 6 菌株の大量培養に成功し、うち 5 株か
ら HAO の精製に成功した(表 1)。 
 

表 1．AOB 菌株の大量培養と HAO 精製 

 
 従来の HAO 精製法は、硫安沈殿、バッフ
ァー交換、希釈・濃縮などの精製ステップが
必要なため、高純度の HAO を大量に調製す
るのに長時間を要する。一方、我々が確立し
た新しい精製方法では一連のカラム精製の
みで大量の高純度 HAO を短時間で調製する
ことができ、自動化も可能である。AOB N. 
europaea 由来 HAO (NeHAO) と AOB N. 
oceani 由来 HAO (NoHAO)の精製例を図 1 に
示す。同様の方法で、これまでに精製の報告
例の無い N. sp. JPCCT2、N. cryotorelans、N. 
multiformis の HAO の精製に成功した。
Nitrospspira lacus APG2 株については、HAO
特有の吸光スペクトルが観測されなかった
ことから、この菌株は HAO を持たない可能
性が示唆された。 

図 1．新しい HAO 精製方法とそれを用いて精
製した(A) NeHAO と(B) NoHAO の最終カラ
ムクロマトグラフィーと吸光スペクトル． 
 
(2)AOB 由来 NeHAO とAOB 由来 NoHAO 
の薬剤感受性と立体構造の比較 
図 2A に示すように、AOB はAOB とAOB

に大別されることから、系統的に大きく離れ



たAOB N. europaea 由来 HAO (NeHAO)と
AOB N. oceani 由来 HAO (NoHAO)について
薬剤感受性を比較した。薬剤としては
NeHAO の阻害剤として知られているフェニ
ルヒドラジンを用いた。フェニルヒドラジン
は 10 M で NeHAO の活性を 43%まで阻害す
るのに対して、10 M では NoHAO はほとん
ど阻害されなかった(図 2B)。また、AOB 生菌
に対するフェニルヒドラジンの阻害活性を
測定したところ、3 種類のAOB N. europaea, 
N. sp. JPCCT2, N. multiformis に対してはいず
れも同程度の阻害活性を示したが、AOB N. 
oceani に対する阻害活性は 3 倍程度低かった。
これらの結果は、AOB 由来 HAO とAOB 
由来 HAO の薬剤感受性が大きく異なること
を示唆している。 

図 2．AOB 由来 NeHAO と AOB 由来
NoHAO の薬剤感受性の比較．(A) HAO 系統
樹、(B)フェニルヒドラジン感受性の比較． 
 
AOB 由来 HAO とAOB 由来 HAO の薬

剤感受性差を構造生物学的見地から明らか
にするため、AOB N. multiformis 由来 HAO 
(NmHAO)とAOB N. oceani 由来 NoHAO の
ホモロジーモデル構造をAOB N. europaea 由
来 NeHAO の結晶構造(PDB: 4n4n)をテンプレ
ートとして作成して比較した。AOB 由来
NmHAO のモデル構造は、全体構造も薬剤結
合ポケットの構造も NeHAO の結晶構造と良
好に一致しており、両者の薬剤感受性が同等
であることが構造生物学的見地からも裏付
けられた。一方、AOB 由来 NoHAO のモデ
ル構造では、全体構造は NeHAO の結晶構造
と酷似しているが、薬剤結合ポケットの構造
に顕著な違いが観測された(図 3)。薬剤結合ポ
ケットを構成するアミノ酸配列はAOB と
AOB の各綱に属する HAO において保存性
が高いことから、AOB 由来 HAO とAOB 
由来 HAO の薬剤感受性差は薬剤結合ポケッ
トの構造の違いに起因すると推察される。 

図 3．AOB 由来 NeHAO の結晶構造(PDB: 
4n4n)とAOB 由来 NoHAO のモデル構造の
比較．(A) 全体構造、(B)薬剤結合ポケットの
比較：NeHAO(青)と NoHAO(ピンク)． 
 
 

(3)アセトアルドキシム及びフェニルヒドラ
ジンの結合様式の解析と阻害剤のフラ
グメントベース設計 

10 種類の阻害剤候補化合物を HAO 結晶に
対してソーキングして X 線結晶構造解析を
行い、2 種類の化合物(アセトアルドキシムと
フェニルヒドラジン)の HAO 複合体構造を取
得した。基質構造をミミックするアセトアル
ドキシムはHAOの活性中心である P460ヘム
上に結合しており、阻害剤として機能するこ
とが示唆された。実際に阻害活性を測定した
ところ、HAO 及び生菌に対して、非常に弱い
ながらも HAO 阻害活性を示した。一方、フ
ェニルヒドラジンは、アセトアルドキシムの
結合部位に隣接した部位に結合していた。 
アセトアルドキシムとフェニルヒドラジ

ンの構造的特徴を同時に持つ化合物を探索
して、化合物 A を見出した。化合物 A は、ア
セトアルドキシムに比べて 3 倍ほど強い
HAO 阻害能を有することが判明した。HAO‒
化合物 A 複合体の X 線結晶構造解析の結果、
化合物 A はドッキングモデルとほぼ同じ位
置に同様の様式で結合していることが明ら
かになった。 
 
(4)ファーマコファサーチによる基質ミミッ
ク型阻害剤の in silico 探索 
アセトアルドキシムとフェニルヒドラジ

ンの HAO 複合体の X 線結晶構造解析の結果
に基づき、両化合物の特徴的な官能基をファ
ーマコファに設定して in silico スクリーニン
グを行った。市販化合物データベース約 532
万化合物から数段階の絞り込みを経て、77 種
類の HAO 阻害剤候補化合物を選抜した。購
入することができた 40 化合物について HAO
阻害活性を測定し、23 種類のシード化合物
(IC50 < 500 M)を取得した。このうち、新規
阻害剤 B は、既知のフェニルヒドラジンより
も 7 倍程度強い HAO 阻害活性を持つ。化合
物 B の周辺化合物を用いて精製 HAO と菌体
に対して構造活性相関解析を行ったところ、
精製 HAO と菌体に対する阻害効果に正の相
関が観測されたことから、化合物 B は HAO
特異的に作用していることが確認され、有力
な HAO 標的型硝化抑制剤のリード化合物候
補として期待される。この化合物 B と HAO
複合体の結晶構造を解析したところ、ファー
マコファサーチで予測されたように、化合物
B は HAO の活性中心付近に結合していた。 
 
(5)新規阻害剤と既知硝化抑制剤の生
菌阻害活性の比較 
新規阻害剤Bと既知の硝化抑制剤の活性を

比較するため、既知の硝化抑制化合物 38 種
（うち上市薬14種)の硝化活性阻害効果(IC50)
を測定して、上記で得られた新規阻害剤 B と
比較した。この結果、化合物 B は現在主に使
用されている上市薬 3 種(ニトラピリン、ジシ
アンジアミド、DMPP)よりも 2~200 倍強力な
阻害効果を持つことが判明した。 



 (6)現在の状況 
 構造ベース創薬に利用する標的タンパク質の立
体構造には高い精密性が求められる。X 線結晶構
造の場合、分解能が 2.5 Å 以下の高分解能構造が
必要とされている。我々は、本研究で確立した高
純度 HAO 大量精製法を用いて調製した NeHAO
について、既報の構造(PDB: 4n4n、4n4o、4fas、
1fgj)の分解能2.1~2.8 Åをはるかに上回る1.7 Åの
高分解能構造の取得に成功した。また、NoHAO
についても 2.1 Å の高分解能構造の取得に成功す
るとともに、N. sp. JPCCT2 と N. multiformis 由
来 HAO の結晶化にも成功している。 
 HAO 標的型硝化抑制剤シード化合物の探索に
おいては、本研究で開発した高感度蛍光 HAO 活
性測定法を用いて 20 万化合物ライブラリのハイ
スループットスクリーニングを完了し、HAO 活性
を 90%以上阻害する約 1000 種類の化合物の取得
に成功した。これにより、分子骨格構造の異なる
新規硝化抑制剤のシード化合物群が整備された。 
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