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研究成果の概要（和文）：膜貫通型金属酵素の多くが高い触媒活性を示すことが知られているが，一般的に容易
に失活することからそれらの電気化学活性評価および表面増強赤外吸収(SEIRA)分光計測の研究例は限られてい
た．本研究を通して，膜結合型金属酵素の一つである一酸化窒素還元酵素(NOR)を失活することなく電極表面に
固定化する方法を確立することができ，更には，NOR電極の電位制御下でのSEIRA分光計測を実施することで，酵
素反応機構に関する知見を得ることができた．本研究で用いた表面分光酵素電気化学は他の金属酵素へも適用可
能であり，金属酵素の動作原理の解明や高活性な人工電極触媒開発における設計指針を与えてくれると期待して
いる．

研究成果の概要（英文）：In this work, we prepared gold electrodes that are active to 
surface-enhanced infrared absorption (SEIRA) spectroscopy and immobilized a nitric oxide reductase 
(NOR), which is a trans-membrane metalloenzyme and selectively catalyzes the reduction of nitric 
oxide (NO) to nitrous oxide (N2O). The NOR electrode showed the electro-catalytic NO reduction 
activity, indicating that the enzyme was active even on the gold electrode. We also performed SEIRA 
spectroscopy of the NOR electrode under potential control using carbon monoxide as a vibrational 
probe. Potential-dependent SEIRA spectra allowed us to determine the redox potentials of the heme 
and non-heme iron cofactors, which serve as the active site, and then gained the mechanistic 
insights into the enzymatic NO reduction.

研究分野： 電気化学

キーワード： タンパク質フィルム電気化学　表面増強赤外吸収分光計測　金属酵素　一酸化窒素還元酵素　一酸化窒
素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膜結合型の金属酵素の多くが高い触媒活性を示すことが知られているが，一般的に不安定で容易に失活するため
にそれらの電気化学活性評価および表面増強赤外吸収(SEIRA)分光計測の研究例は限られていた．本研究を通し
て，膜結合型金属酵素の一つである一酸化窒素還元酵素(NOR)を用い，失活することなく電極表面に固定化する
方法を確立し，更には，NOR電極の電位制御下でのSEIRA分光計測を実施することで，酵素反応機構の解明が大幅
に前進した．本研究で確立した研究手法は他の金属酵素へも適用可能であり，金属酵素が高活性を示す動作原理
の解明や高活性な人工電極触媒開発における設計指針を与えてくれるものと考えている．
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１．研究開始当初の背景 
 
金属酵素はタンパク質内部に金属錯体部位を有する酵素であり，その多くが触媒活性コアと

して金属錯体部位を用いて生体内反応を触媒する．金属酵素の触媒活性評価と触媒反応機構の
解明は，人工触媒の触媒活性におけるベンチマークや新たな人工触媒開発の設計指針になる．一
般的な触媒活性の研究手法としては，酵素，反応基質，酸化剤/還元剤をストップトフローによ
る高速混合および反応追跡があるが，酵素必要量が比較的多い(µmol〜nmol/測定)点や、触媒活
性が酸化剤/還元剤の酸化還元電位に影響を受けるといった問題点がある．これに対して「酵素
電気化学」では，実験に必要な金属酵素量はごく少量でよく(>数十 pmol/測定)，金属酵素を固
定化した電極に印加する電位やタイミングをデジタル制御することで比較的容易に触媒活性評
価が可能になる．また，酵素電気化学には酵素内部の金属部位の酸化還元電位，過電圧(エネル
ギーロス)などを詳細に調べることができるといった強みもあり，金属酵素を研究する上で強力
な分析手法となりつつある． 
 このように酵素電気化学は金属酵素の触媒活性評価をするさいに威力を発揮するが，未だ発
展途上の技術であり，技術的な課題として，金属酵素の電極表面固定化法の確立，別の言い方を
すれば，生体分子のような”柔らかい”金属酵素を，金などの”硬い”電極表面にいかに失活さ
せることなく固定化する方法の確立，が挙げられる．また，金属酵素電極を用いた電気化学測定
だけでは，酵素反応機構の理解を深めるには不十分であり，酵素電気化学と表面分光法を融合さ
せることによるその場観察法の確立が不可欠である． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，一酸化窒素(NO)の温室効果ガスかつオゾン層破壊物質の一つである亜酸化窒素

(N2O)への還元反応を触媒する膜貫通型金属酵素である一酸化窒素還元酵素(NOR)に着目し，表面
増強赤外吸収(SEIRA)活性を示す電極表面への NOR の固定化法の確立，得られた NOR 電極の電極
触媒活性評価，そして，電位制御下での SEIRA 分光計測による酵素反応機構に関する知見を得る
ことを目的として研究を実施した． 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 金属酵素固定化電極の作製． 
  
半円筒型プリズム表面に無電解メッキ法により SEIRA 活性を示す Au薄膜を作製し，その表面

に 3-mercaptopropionic acid からなる自己組織化単分子層(SAM)を形成させ，その後，NOR をそ
の表面にアミド結合を介して固定化させた．なお NOR は共同研究者である當舎武彦 博士 (理化
学研究所)により単離精製をして頂いた． 
 
2) NOR 修飾電極を用いた電気化学測定による電極触媒活性評価 
 
 調製した NOR 電極を SEIRA 分光計測用の 3 電極式ガラスセルにセットし，電解質水溶液中で
ポテンシオスタットにより電極電位を制御することで，不活性ガス雰囲気下(Ar)および基質ガ
ス雰囲気下(NO)での電流応答計測を実施した． 
 
3) 一酸化窒素を用いた NOR 修飾電極の電位依存 SEIRA 分光計測 
  
 特徴的な赤外吸収バンドを持つ一酸化炭素(CO)をプローブとし，NOR 修飾電極の電位依存
SEIRA 分光計測を実施することで，NOR の触媒活性部位を形成するヘム鉄 (heme b3)と非ヘム鉄 
(FeB)の還元電位を決定した．そして，得られた結果をもとに NOR による NO酵素還元反応機構に
関して考察した． 
 
 



 
４．研究成果 
 
 調製した NOR 修飾電極における電気化学測定を Ar 雰囲
気下および NO 雰囲気下で実施したところ，還元電流応答
を-0.4 V vs. SHE 付近に観測することができた(図 1)．こ
のような還元電流は NOR を固定していない Au 電極からは
観測できず，また，Ar雰囲気下でも観測することができな
かった(図 1)ことから，観測された還元電流応答は電極表
面に固定化された NOR により NO 還元に由来すると結論づ
けることができた．この結果から，膜貫通型金属酵素の 1
つである NOR を電極表面に失活させることなく固定化で
きたことを示唆している． 
 
  次に，NOR による酵素反応機構に関する知見を得るために，
CO を用いた NOR 電極の電位依存 SEIRA 分光計測を実施した．
CO は赤外吸収スペクトルにおいて 2000 cm–1付近に特徴的な
赤外吸収バンドを示し，更には，heme タンパク質の heme 錯体
の FeIIイオンに配位する性質があるため，本研究では，CO を
NORの触媒活性部位を形成するヘム鉄であるheme b3における
赤外振動プローブとして使用した．NOR 電極の電位依存 SEIRA
分光測定を実施したところ，–0.4 V vs. SHE の電位を印加し
た際に 1972 cm–1 に特徴的なνCO バンドを観測することがで
きた(図 2)．過去の NOR モデルタンパク質の赤外吸収スペク
トル測定の報告において，heme b3に配位した COは 1972 cm–1

に，FeBに配位した CO は 2066 cm–1にνCO バンドを示すこと
が明らかとなっていることから，heme b3の鉄イオンが–0.4 V 
vs. SHE で FeIIIから FeIIへ還元され，その後，COが heme b3

に配位したと結論づけた．この結果と図 1 の NOR 電極による
NO 還元電位を考慮することで，heme b3が FeIIへ還元される
ことにより NO還元が開始される，すなわち heme b3は NOR 還
元反応に確実に関与していることを突き止めることができた． 
  
  NOR におけるタンパク質フィルム電
気化学と SEIRA 分光計測を用いた研究
は本研究が初めてであり，上述の通り
本研究で得られた結果をもとに NOR の
触媒活性部位を形成する heme b3と FeB

の還元電位を帰属することに成功する
ことができた．この帰属をもとに過去
に提案されていた 3 つの反応機構につ
いて考察したところ，cis-FeBと言われ
る heme b3 が反応に関与しない触媒反
応機構を否定することができ，NOR によ
る酵素反応機構を cis-heme b3機構と trans 機構の 2つに絞り込むことができた(図 3)．NOR の
酵素反応機構に関しては，決定的な実験データが得られないがために長年にわたって議論が続
いているが，本研究により反応機構に関する理解が大きく前進させることができた． 
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