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研究成果の概要（和文）：膜結合型一酸化窒素還元酵素NORは、活性中心にヘム鉄と非ヘム鉄の複核中心を有
し、嫌気呼吸の一種である脱窒において、その反応進行の鍵となる一酸化窒素NO還元反応を触媒する酵素であ
る。また、病原菌の生活環においても重要な役割を果たしていることも知られている。本研究では、髄膜炎菌の
qNORの単量体と二量体の分子構造を低温電子顕微鏡法で明らかにした。また、qNORと阻害剤との反応ならびに複
合体の構造を詳細に解析した。緑膿菌のcNORとNOの反応を、時分割可視・赤外分光法を用いて詳細に解析し、NO
還元反応の分子機構を確定した。

研究成果の概要（英文）：Membrane-bound nitric oxide reductases (NORs), which have a binuclear 
complex of heme and non-heme irons at the active center, are key enzymes in anaerobic respiration, 
denitrification, since they catalyze reduction of toxic nitric oxide NO for its detoxification. They
 are also involved in life cycle of pathogenic bacteria in their host. 
I determined both monomeric and dimeric structures of Neisseria meningitidis qNOR, and also analyzed
 its reaction with NO in the absence and presence of inhibitors. These data provided bases for 
design and construct of anti-bacterial drugs.
Using Pseudomonas aeruginosa cNOR as a target enzyme, I followed the enzymatic reaction with NO with
 time-resolved visible and IR spectroscopic, and cryo-reduction annealing ESR spectroscopic 
techniques. In these measurements, I proposed the molecular mechanism of NOR enzymatic reaction. The
 results are highly related to the molecular evolution of the respiratory enzyme.

研究分野： 構造生命科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
髄膜炎菌のqNORは、菌が宿主内でバイオフィルム内で嫌気呼吸をおこない、なおかつ宿主が産生する抗菌ガスNO
を無毒化する上で、鍵となる酵素である。本研究で分子構造と反応プロトンの移動との関係、阻害剤との相互作
用の詳細が明らかになったことにより、抗菌薬設計の基礎データとなる。また、緑膿菌cNORを用いた反応解析か
ら、酵素反応の分子機構が提案でき、好気呼吸酵素との比較が可能となり、呼吸酵素の分子進化を議論できるよ
うになった。さらに、NOR反応の生成物が、地球環境破壊に関係していることから、環境科学の観点からも今後
注目される成果となった。

※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 
一酸化窒素還元酵素（NOR）は、ヘム鉄と非ヘム鉄の複核錯体を活性中心に有する膜結合性の
膜タンパク質であり、微生物の嫌気呼吸の一種である脱窒（denitrification）の鍵となる酵素で
ある。脱窒は、硝酸塩NO3-あるいは亜硝酸塩NO2-を段階的に還元して、最終生成物である窒素
N2を大気中に放出する生理反応であり（NO3- → NO2- → NO → N2O → N2）、地球上の窒素
サイクルの中で非常に重要な反応である。脱窒過程で中間生成物として産生される一酸化窒素
NOは、細胞毒性が高いために脱窒菌の細胞内では拡散されることなく速やかに無毒化されなけ
ればならず、その重要なステップを触媒するのが NO 無毒化酵素である NOR である（2NO + 
2H+ + 2e- → N2O + H2O）。NORには電子供与体の種類により、３種類の酵素が知られており、
その中で我々は緑膿菌の cNORと好熱菌の qNORの分子構造を決定していた（ただし、qNOR
は Feが Znに置換された不活性型の構造であった）1, 2。加えて、我々はNOの産生酵素である
亜酸化窒素還元酵素と NO 消去酵素 NOR が細胞内で複合体を形成し、菌体内には産生された
NOがNORにより速やかに消去される仕組みがあることを報告している 3, 4。 
嫌気呼吸酵素であるNORは、好気呼吸酵素であるチトクロム酸化酵素（CcO）の分子進化上の
祖先型酵素と考えられている。また、qNORは、一部の病原菌（髄膜炎など）がバイオフィルム
を形成し、その中での嫌気呼吸に必須の酵素である。同時に、病原菌に感染された宿主が産生す
る抗菌ガスである NOを無毒化する上で重要な役割を果たしている。すなわち qNORは抗菌薬
のターゲットとなっている。さらに、NORの酵素反応生成物である亜酸化窒素N2Oは、CO2の
約 310 倍の温室効果を持つ気体であり、なおかつオゾン層破壊物質でもある。以上のように、
NORの構造と機能の理解は、化学、生化学、蛋白質・酵素科学の観点のみならず、基礎生物学、
医薬学、環境化学の観点からも非常に重要な知見となりうる。 
 
２．研究の目的 
⑴ 活性型構造が未だ得られていない髄膜炎菌の qNOR の構造を低温電子顕微鏡で決定する。
qNOR はキノールを電子供与体とするが、キノール類縁体や構造類似体による阻害活性、阻害
剤結合型の構造を得ることにより、電子供与体から複核鉄の活性中心への電子移動機構を議論
する。 
⑵ 緑膿菌 cNOR（構造既知）を材料として、詳細な酵素反応機構を、特に複核鉄中心への NO
の配位、Fe-NO 配位の電子状態の詳細に着目して決定する。 
 
３．研究の方法 
分子構造の情報は、SPring-8 を使用した X 線結晶構造解析
と低温電子顕微鏡法（クライオ EM 法）を用いて取得した。
反応機構の研究では、酵素反応中に現れる短寿命（数 μ 秒〜
数ミリ秒）反応中間体の電子状態ならびに Fe-NO 配位構造
の解析には、caged NO（図１：紫外光照射により NOを放出
する化合物）を用いた時分割可視ならびに赤外分光装置と
ESRを用いた手法開発をおこなった。 
 
４．研究成果 
⑴ 髄膜炎菌 qNORの構造機能解析 
① 大腸菌を宿主として発現させた
qNOR は単量体と二量体の混合状態で精
製 さ れ た 。 そ れ を Size Exclusion 
Chromatography で分離し、鉄の含有量を
チェックした後にそれぞれの酵素活性を
測定した。単量体（720 µM NO/s-1/µM 
qNOR）は二量体（1320 µM NO/s-1/µM 
qNOR）よりも活性が低かった。単量体
（MW: 87kDa）と二量体の分子構造をク
ライオ EM 法で明らかにした（図２）。そ
れぞれの分解能は2.75Å（単量体）と2.85Å
（二量体）であり、小さなタンパク質分子
の分解能としては非常に高いものであっ
た。両者の構造比較から、ヘリックス２
（TM2）の構造に大きな差異が見られた。
このヘリックスは、二量化の相互作用部
位であると同時に、サイトゾール側から
酵素活性部位につながる水分子のネット

図１．caged NOと NOの放出 

図２．髄膜炎菌 qNORの（上左）二量体、（上右）単量体の
電顕構造。（下）二量体プロトマーと単量体の構造比較 



ワークの形成に大きく関与している。このネットワークは酵素反応で使用されるプロトン（触媒
プロトン）の輸送経路と考えられることから、TM2 の構造の差異が酵素活性の有無に大きく関
与していると結論した。 
ちなみに cNORでは、qNORの水分子
ネットワークに対応する部位は疎水
性のアミノ酸残基が存在し、触媒プロ
トンの輸送は不可能であった。cNOR
の触媒プロトンはペリプラズム側か
ら供給されると提案されていおり、こ
の相違が、cNORは単量体が活性型で
あることに関係していると考えてい
る。 
② NOR と呼吸酵素の分子進化と関係が深い CcO には、酸素分子の還元反応に必要なプロトン
の供給経路と、プロトンポンプ用のプロトン移動経路が考えられている。NOR はプロトンポン
プ機能を持たないが、qNOR の水分子ネットワークは CcO の
プロトン供給経路と一致し、cNORのプロトン供給経路は CcO
のプロトンポンプのプロトン移動経路と一致している。以上
のことから、プロトン移動に関しては、cNORと qNORの構造
上の特徴の融合が、好気呼吸酵素への分子進化の足がかりに
なったと提案した 5, 6。 
③ qNOR の酵素反応を解析した（使用した電子供与体：
Ubiquinole-1、Phenazine Methosulfate）後に、阻害剤（キノール
類縁体：2-Heptyl-4-hydroxyquinoline n-oxide (HQNO) ）と反応
の詳細を解析した（表１）。同時に、これらの阻害剤結合型の
構造解析をおこない、阻害剤結合部位周辺の構造を明らかに
した。全体構造は、阻害剤の有無で大きな差異はなかったが、
阻害剤の結合には His303、Glu307、Asp728のアミノ酸側鎖が
関与していることが明らかになった（図３）。これらのアミノ
酸に変異を導入した結果、酵素活性が大きく減少したことか
ら、qNOR への電子供与体の結合にこれらアミノ酸が重要な働
きをしていることが明らかになった。 
以上の基礎研究は、抗菌薬開発の共同研究（国立循環器病研究
センター）の基礎となった 7。 

⑵ cNORの酵素反応機構解析 
① 嫌気条件下で cNORを還元した後に溶液
中に caged NOを混入し分光用の測定試料と
した。紫外光のパルス照射（caged NOから
NOの放出）をトリガーとして、酵素反応を
開始し、その後の可視スペクトルと赤外ス
ペクトルの時間変化を μ 秒からミリ秒の時
間範囲で測定した。caged NO 濃度の変化さ
せた可視スペクトルの経時変化から、cNOR
と NO の反応は三段階の反応であり、第一
反応と第三反応の素反応速度には NO 濃度
依存性があり、第二反応は非依存的であっ
た。以上の結果から、２つの反応中間体を含
む三段階の逐次反応機構を提案した 8, 9。 
② ２つの反応中間体の配位構造、電子状態
を明らかにする目的で、①と同じ反応を時
分割赤外分光法で追跡した結果、10μ 秒に
（第一段階の反応で）1683cm-1に鉄に結合し
た N-O 伸縮振動（νN-O）が観測された（図
４）。しかし、第二反応中間体の N-O 伸縮振
動は観測できなかった。 
③ 1683cm-1 に観測された第一反応中間体の
N-O 伸縮振動（νN-O）が、ヘム鉄か非ヘム鉄
のどちらに結合した NO に由来するのかを
決定するために、ESR スペクトルを測定し
た。この測定のために、Cryophotolysis-
Annealing ESR 法を開発した。すなわち、1) 
還元型 NOR と cagedNO の混合溶液に 77K
で紫外光を１時間照射、2) 温度を 160K に

図３．（シアン）髄膜炎菌、（紫）

好熱菌の qNOR への阻害剤
（HQNO）の結合 

図４．cNORと NOの酵素反応中に観測された鉄に結
合した NOの伸縮振動（νN-O）。15NOと 14NOを使用し

た測定の差スペクトルで示した 

図５．cNORと NOの酵素反応の第一反応中間体の
ESRスペクトルとその結成中心の配位構造 

Ki/μM

Ubiquinol-1 94 3.8 22 non-competitive

Phenazin
Methosulfate 97 16 1 non-competitive

Inhibitor (HQNO)
電子供与体 Vmax/ s-1 Km/μM

表１．髄膜炎菌 qNORの酵素反応解析 



昇温し 30分放置、3) 77Kで ESRスペクトルを測定、2)と 3)を繰り返す（ただし昇温を 170K、
180Kまで）。その結果、非ヘム鉄に NOが結合した Fe-NOに由来する g=4.129, 3.935にシグナル
が観測された（図５）10。 
以上の測定結果を統合して、NORによる NO還元反応の分子機構を提案した（図６）。 
 

 
NORの研究は、呼吸酵素の分子進化の観点から 30 年程行われてきたが、本研究により飛躍的に
進んだ。その一番の理由は、申請者らが NORの分子構造を世界に先駆けて報告したことと、そ
の情報を基盤に酵素反応の詳細を最先端の手法で測定解析したことによる。本研究結果は、最初
に示した「背景」の通り、様々な科学分野へのインパクトは大きい。 
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図６．本研究から提案した NORと NOの酵素反応の分子機構 
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