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研究成果の概要（和文）：X線自由電子レーザー（XFEL）施設SACLAを利用して、亜硝酸イオン（NO2-）から一酸
化窒素（NO）への一電子還元反応を触媒するタンパク質、銅含有亜硝酸還元酵素（CuNiR）の完全酸化型の立体
構造を、銅原子の異常散乱効果を用いて世界で初めて決定し、CuNiRのプロトン共役電子移動の反応機構を解明
することに成功した。これまで、金属タンパク質の真の酸化型構造を知ることは、長い間、不可能とされてきた
が、本研究では、SACLAの実験技術の改良を進め、さらに、SACLAと大型放射光施設SPring-8の技術を融合するこ
とで、新しい酵素反応機構を明らかにした。  

研究成果の概要（英文）：Copper-containing nitrite reductase (CuNiR) is involved in denitrification 
of the nitrogen cycle. Synchrotron X-rays rapidly reduce copper sites, induce its catalytic 
reactions, and decompose the substrate complex structure, which has made crystallographic studies of
 CuNiR difficult. Using X-ray free electron laser (XFEL) facility, SACLA, we determined intact 
structures of CuNiR with and without nitrite. Based on the obtained structures, we proposed a 
redox-coupled proton switch model, which provides a new explanation for proton-coupled electron 
transfer in CuNiR.

研究分野：構造生物学

キーワード： 量子ビーム科学　X線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
	 シンクロトロン放射光を利用した従来の X
線結晶構造解析では、結晶に照射された X線
が水分子との相互作用により水和電子を発
生させ、それが金属タンパク質の活性中心に
存在する金属原子を還元してしまう現象（X
線光還元）を避けることができなかった。ま
た、回折データ測定時に極低温（−180℃）で
結晶を凍結する際に誘起されるタンパク質
構造の変位も問題となることがあった。こう
した放射線や低温による影響のない構造（常
温無損傷構造）を解明することは、構造生物
学における重要な課題のひとつであった。 
	 近年、X線自由電子レーザー（X-ray Free 
Electron Laser: XFEL）の登場により、この
課題の克服が可能となった。XFELは超高輝
度・フェムト秒パルス・高空間コヒーレンス
という特徴を有する。世界初の XFEL 施設
LCLS が米国で 2009 年に建設されたのに続
いて、我が国では 2011年、SACLAが兵庫県
播磨科学公園都市に建設された。SACLA が
生み出す光の明るさは、SPring-8が出す光の
10億倍である。XFELの光の特性を利用して
多数の微結晶からタンパク質構造を解明す
る新しい測定手法、連続フェムト秒結晶解析
法（Serial Femtosecond Crystallography: 
SFX）が開発された（図１）。SFX は、イン
ジェクターから常温下で噴出させた多数の
微結晶に対し、XFELを連続的に照射するこ
とで得られたX線回折画像を収集して構造解
析する。SACLAでは、1発の XFELのパル
ス光はわずか 2〜10 フェムト秒の幅である。
これが毎秒 30 発、微結晶の流れに向けて発
射される。微結晶にパルス光が当たると、そ
の衝撃で結晶は一瞬で崩壊してしまうが、崩
壊過程よりも早くX線回折画像を記録できる
ため、構造解析ができる。数万から数十万個
の微結晶のX線回折画像を数時間かけて測定
してタンパク質の常温無損傷構造を決定す
ることが可能となった。 

 
 
２．研究の目的 
	 生物有機化学上重要であるにも関わらず、
光感受性が高いため不安定で、構造解析の難
度が極めて高いタンパク質中の分子構造状
態を、XFELを用いて無損傷かつ高分解能で
構造決定することを目的とする。具体的には、
（SFX）の測定技術を用い、光感受性活性中
心をもつ２種類の金属タンパク質、銅含有亜

硝酸還元酵素（CuNiR）とミオグロビンの微
結晶のX線回折像を常温で連続して測定して
結晶構造解析を行い、これらの光感受性活性
中心の常温無損傷構造を解明する。この際、
位相決定は標的タンパク質に含まれる金属
について、単波長異常分散法（SAD法）等の
実験的位相決定により行い、分子置換法で見
られるサーチモデルのバイアスを含まない
座標情報を取得する。 
 
３．研究の方法 
	 SACLA にて、Alcaligenes faecalis 由来
CuNiR (AfNiR)の resting state および基質
NO2−複合体の SFX データを収集し、結晶構
造を決定した。また、SPring-8にて、AfNiR 
の resting stateおよび基質NO2−複合体の回
折データを収集し、構造決定した。SPring-8
での X線回折画像の収集時には、銅原子の X
線光還元が速やかに起こることで CuNiR の
触媒反応が進行し、基質NO2−から生成物NO
や副生成物が生じると考えられる。この反応
が進んだ構造を SACLAで解析した反応開始
前の真の酸化型構造と比較することで、
CuNiR の反応中の構造変化を捉えることを
試みた。他方、ミオグロビンおよびコバルト
含有改変ミオグロビンの SFX データを取得
した。 
	
４．研究成果	
	 SACLAにて CuNiRの SFX実験を行い、
X 線光還元のない真の酸化型構造を常温
（20℃）下で捕捉することに成功した。並行
して、SPring-8 の放射光 X 線を利用して、
CuNiR の触媒反応を X 線光還元により誘発
させた構造を極低温（−180℃）と常温下で決
定し、SACLA の構造と比較した。緑色をし
た酸化型の結晶は、SPring-8でのデータ測定
中のX線光還元にともない無色に変化してゆ
く様子が観察された。興味深いことに、
SPring-8 で解いた構造は極低温と常温下の
いずれも基質NO2−がフェイスオン（face-on）
型に近い構造でT2Cuに配位していたのに対
し、SACLAの構造では直立（vertical）型で
配位していた（図２）。過去に報告された放
射光で解かれたNO2−複合体構造を調べると、
全てフェイスオン型に近い配位様式であっ
た。このことから、反応前の酸化状態でNO2
−は直立型に配位し、反応中の銅原子の還元に
依存して配位様式が倒れこむように構造変
化すると考えられた。さらに驚いたことに、
CuNiR が還元されると、T2Cu に配位する
His255 のイミダゾール環が 20°回転する現
象が見出された（図３）。これらの新しい知
見を基に、His255 の回転がレドックス依存
的にプロトン転移反応を誘発するスイッチ
の役割をはたす反応機構を提唱した。この一
連の成果は、新時代の光 XFELと従来の放射
光 X 線による解析法を併用することにより、
未解明であったタンパク質の作用機作の一
部を発見した事例として重要である。 

図１. SFX 測定システム。 



	 一方、ミオグロビンおよびコバルト含有改
変ミオグロビンの SFX データを取得し、構
造解析に成功した（論文執筆中）。 
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構造の比較。SACLA にて SFX、SPring-8 にて極低温
SRX および常温 SRX で明らかにした構造について、
T2Cu 活性中心付近の構造を描いている。 

図３. レドックス依存的な His255 の回転とプロトン転
移機構。 
（A）水素結合パートナーのスイッチング。SFX または
SRX で構造解析した CuNiR の炭素原子を、それぞ
れ、赤色と黄色のスティックモデルで描いている。
（B）新しく提案した効率的なプロトン転移機構。小さ
い黒矢印は水素結合の向きを示す。 
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