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研究成果の概要（和文）：ヘム鉄および非ヘム鉄からなる複核活性中心において、一酸化窒素（NO）の還元反応
を触媒する膜結合型NO還元酵素（NOR）の反応機構解明を目指した。還元型NORと光照射によりNOを発生するケー
ジドNOを混合・凍結し、液体窒素温度で紫外光照射を行いケージドNOの低温光解離を促した。その後、温度制御
を行うことでNOが試料中を拡散し、反応中間体が捕捉できることを見出した。そして、電子スピン共鳴分光によ
りNORの最初の反応中間体は、非ヘム鉄にNOが結合した状態であることを明らかにした。また、同手法を放射光
を用いた振動分光である核共鳴非弾性散乱（NRVS）測定に適用し、反応中間体の化学種に関する情報を得た。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the molecular mechanism of nitric oxide reductase 
(NOR) whose active site is composed of heme and non-heme iron. Reduced NOR was mixed with caged NO, 
which releases NO upon UV illumination, followed by the illumination under liquid nitrogen 
temperature to induce  the photolysis of caged NO. Subsequent thermal annealing enables NO to 
diffuse and react with reduced NOR, producing reaction intermediates. The characterization of first 
reaction intermediate by ESR spectroscopy revealed that the first reaction intermediate can be a 
non-heme Fe-NO species. The trapped reaction intermediate was also analyzed by synchrotron-based 
vibrational spectroscopy, nuclear resonance vibrational spectroscopy (NRVS), to get more insights 
into the chemical structure of the reaction intermediate.

研究分野：生物無機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NORによるNO還元には、鉄へのNOの結合、電子移動、プロトン輸送、化学結合の形成（N-N結合）および開裂
（N-O結合）といった、化学反応の基礎が詰め込まれており、その反応機構を理解することは、化学反応の本質
の理解に迫るものである。酵素そのものを使って、反応中間体を捕捉・解析した本成果は、近年、主流となって
いるNORの理論研究やモデル錯体を用いた研究に対して一石を投じるものであり、今後の反応機構の理解に大き
く貢献する。また、NORは、病原菌の感染や地球環境とも関連が深いため、その反応機構の理解は、これらの研
究分野を含む多くの他分野への影響が期待できる。

※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 
 生体内に存在するタンパク質の 3 割程度を占める金
属タンパク質は、種々の生理反応に関わり生物の恒常性
維持に寄与している。中でも金属酵素は、生体内の温和
な条件下で、試験管内では行うことが困難な化学反応を
いとも簡単にやってのける。このような金属酵素の作動
原理の本質の理解は生物無機化学分野の長年の夢であ
る。そのためには、金属酵素の触媒反応中に形成される
反応中間体の電子構造や原子構造を決定し、その反応性
を理解する必要がある。 
 我々がこれまで研究に取り組んできた膜結合型一酸
化窒素還元酵素（NOR）は、長年の研究にも限らず、そ
の反応機構に決着がついていない。NORは、ヘム鉄と非
ヘム鉄からなる複核活性中において、二分子の NOを二
当量の電子とプロトンを巧妙に利用することで、亜酸化
窒素（N2O）へと還元・無毒化する（図 1）。この触媒反
応には、気体分子の金属への配位、電子移動、プロトン
化などの化学反応の基礎がつめこまれており、金属酵素による化学反応の本質を理解するうえ
で絶好の対象である。また、NORは、強力な温室効果ガスである N2Oの主要な発生源であり我々
が抱える地球の環境問題とも関連が深い対象である。NOR の反応機構については、いくつかの
提案があるものの、いずれも決定打にかけており(Moënne-Loccoz, Nat. Prod. Rep. 2007, 24:610、
Takeda et al. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2020, 93:825-)、豊富なケミストリーを含む金属と NOの化学の
理解のためにも、その詳細な反応機構の解明が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、金属酵素の反応中間体の構造を精密に決定する手法を新たに構築し、NOR によ
る NO還元反応について、反応中間体の構造を電子・原子レベルで決定することで、その反応機
構を明らかにする、ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 我々は、NORの反応機構を解明するために、光照射により NO が発生するケージド NO を時
間分解分光計測に用いるといった独自の系を利用することで、マイクロ秒からミリ秒の時間領
域で、二分子の NOが段階的に NORの活性部位に結合し、二つの中間体を経由して NO還元が
起こるということを報告している(Takeda et al. Bull. Chem. Soc. Jpn. 2020, 93:825-)（図 2）。本課題
では、NOR の反応中間体を捕捉する方法として、上述したケージド化合物を用いた手法を発展
させる。具体的には、NOR とケージド NO を混合した試料に液体窒素温度で光照射し、ケージ
ド化合物の光解離（クライオフォトリシス）を誘起する。その後、試料を昇温（アニーリング）
することで、NOの拡散を促し、NORの反応を徐々に進行させ、中間体を捕捉する（図 3）。 
 はじめに、ケージド NO のクライオフォトリシスとアニーリングにより予備的な結果が得ら
れている電子スピン共鳴（EPR）分光法を利用し、アニーリング温度や時間、溶液条件を変えて
測定を行うことで、それぞれの中間体が蓄積する条件を探索し、中間体の生成を制御可能にする。
中間体 2の蓄積が期待されるプロトン輸送が抑制された NOR変異体も活用し、効率良く反応中
間体が捕捉できる条件を探索する。 
 捕捉したNORの反応中間体の活性部位の構造解析では、鉄の酸化状態やスピン状態によらず、
鉄と配位子間の振動モードを観測することが可能な核共鳴非弾性散乱（NRVS）を利用する。
NRVS測定では、NORの鉄を同位体（57Fe）置換する必要があるため、57Fe置換した NORの調
製を行う。NORを得るための緑膿菌の嫌気培養では、FeCl3を唯一の鉄源とする培地を用いるの
で、FeCl3のかわりに鉄の同位体（57Fe）を酸に溶解したものを培地に添加することで、57Fe置換

 
図 1. NORの活性部位の構造。 

 
図 2. ケージドNOを用いた時間分解構造解析から提案しているNORの反応機構。 
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定用セルに導入し、液体窒素で凍結する。この際には、同位体（15N）ラベルされたケージド NO
を用いた試料も調整する。 
 準備した試料に、液体窒素中で紫外光を照射し、ケージド NO からの NO の光解離を促す。
NRVSセル用にホルダを開発し、クライオスタットを
用いて、先に決定した NORの反応中間体の捕捉条件
に基づいてアニーリングを行い、反応中間体を捕捉
する。SPring-8の BL19LXUにて、NRVS測定を行い、
ケージド NOの同位体を用いた場合との比較から、Fe
と NO間の伸縮振動について帰属を行い、反応中間体
の構造を議論する。 
 
４．研究成果 
 ESR 分光を用いて、ケージド NO のクライオフォ
トリシスとアニーリングによる反応中間体の捕捉条
件の検討を行った。低温下でのケージド NOの光解離
に関しては、1時間程度紫外光を照射すれば十分な光
解離が起こることがわかった。アニーリング実験で
は、160 Kへの昇温で、g 値が～4を示すシグナルが
得られた（図 4）。このシグナルは、これまでの非ヘ
ム鉄酵素やモデル錯体の研究との比較から、NOR の
活性部いにおいて、還元状態の非ヘム鉄に NOが配位
した化学種が形成していることを示唆している。過
去の時間分解赤外分光計測において、第一反応中間
体は、非ヘム鉄に NOが結合した状態であることが示
唆されており、160 Kへの昇温で第一反応中間体が形
成したものと考えられる。この第一反応中間体の形
成は、160-180 Kへの昇温で、その蓄積が最大になる
ことが示された。そして、190 Kまで昇温すると第一
中間体に由来するシグナルが減衰することがわかっ
た。更に昇温を続けると 260 K付近でヘ
ムの酸化がみられ、NO 還元反応が完了
したことが示された（図 4）（Takeda et al. 
J. Phys. Chem. B, 2023, 127:846-）。このよ
うに、ESR分光では、第二中間体に由来
すると考えられる明確なシグナルを観
測することはできなかった。第二中間体
がより蓄積すると考えられているプロ
トン輸送を抑制した NOR 変異体を用い
た場合も、結果は野生型と同様であり、
第二中間体のシグナルを観測すること
ができなかった。これらの結果は、第二
中間体は ESR 分光においてシグナルを
示さない化学種の可能性を示唆してい
る。 
 反応中間体の化学構造を決定するた
めに、本研究では、放射光を利用した振
動分光である NRVS を用いる。はじめ
に、NRVS測定に必要な試料の濃度や体
積、積算時間などを決定するために、同
位体（57Fe）置換した NOR の還元型に

 
図 3. 本研究で用いるケージド NO の低温光解離（クライオフォトリシス）
とアニーリングの概要。 

 
図 4. ケージド NOのクライオフォト
リシスおよびアニーリングにより捕
捉した反応中間体の ESR 分光測定結
果。 

 
図 5. NORの還元 CO型の NRVSスペクトル。 



COを結合させ、Fe-CO 伸縮や変角振動に由来す
るシグナル強度を観測した。数百マイクロ M の
試料を 50 マイクロ L 程度使うことで、およそ 1
日間の測定を行うこで、図 5に示すような Fe-CO
伸縮および変角振動に帰属されるシグナルが観
測され、同様の条件で反応中間体に由来するシグ
ナルも観測できるのではないかと推察された。ま
た、得られた振動数の値は、共鳴ラマン分光から
明らかにされている値（Terasaka et al. Biochim. 
Biophys. Acata, 2014, 1837:1019-）と類似しており、
同位体（57Fe）置換した NORが問題なく調製でき
ていることも確認できた。 
 NOR の反応中間体についても NRVS による活
性部位の構造の検討に取り組んだ。同位体（57Fe）
置換した NORの還元型を調製し、嫌気グローブ
ボックス内で還元し、ケージド NOと混合した試
料を NRVSセルに導入し凍結した。通常、NRVS
セルのカバーには、X線の吸収が少ないカプトン
フィルムを用いるが、紫外光照射が必要な本実験
では、紫外光を透過し、X線の吸収が少ないビニ
ルアルコール・エチレン共重合体のフィルムを利
用した。凍結した試料に液体窒素中で紫外光を照

射し、専用に設計したクライオスタット用ホルダを用いて 170 K への昇温を行った。ESR 測定
に結果に基づけば、本状態は反応中間体 1の状態であるといえる。この試料について、SPring-8
の BL19LXUにおいて、NRVS測定を行った。その結果、光照射を行った際に増大するシグナル
が観測できており（図 6）、鉄と NO間の振動モードが観測できていると推察された。同位体（15N）
ラベルされたケージド NO を用い際に、本シグナルの低エネルギー側へのシフトが観測されて
おり、51 meV付近に観測されたシグナルを反応中間体 1における Fe-NO伸縮振動と帰属した。 
 

 
図6. ケージドNOのクライオフォトリ
シスとアニーリングにより捕捉した
NOR反応中間体の NRVSスペクトル。 
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