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【研究の背景・目的】 

一酸化窒素 NO は、高等動物細胞においてはシグ
ナル分子として重要な機能を果たしている。一方、
NO はラジカル分子であり、タンパク質や核酸などの
生体分子と容易に反応し、細胞損傷を引き起こす。
本研究では、「脱窒」をモデル系として、生体中での
NO の産生・伝搬・消去の機能メカニズムを、分子・
原子のレベルから細胞レベルに渡って解明する事を
目的としている。 
脱窒は微生物の嫌気呼吸の一種であり、硝酸塩

（NO3-）、亜硝酸塩（NO2-）を基質として、窒素（N2）
まで逐次還元するシステムであり、地球上の窒素循
環において重要な機能を果たしている。この過程に
おいて、亜硝酸還元酵素NiRは、NO2-を一電子還元
しNOを産生するが (NO2- + 2H+ + e-  NO + 
H2O)、このNOは一酸化窒素還元酵素NORにより速
やかに亜酸化窒素N2Oに還元される (2NO + 2H+ + 
2e-  N2O + H2O)。本研究では、NiRとNORを研究
対象として上記目的を達成する。 
 

【研究の方法】 
１．NORによるNO消去機構の解明：NORの分子構
造を基盤にその触媒反応機構を明らかにする。この
解明のポイントは、酵素反応中に現れる短寿命（1
ミリ秒）な反応中間体であるNO結合型酵素の構造・
電子状態である。低温トラップ結晶構造解析法、時
分割可視・赤外分光法、時分割結晶構造解析法など
を駆使して、この課題に挑戦する。 
２．NiRからNORへのNO伝搬機構の解明： NO産生
酵素（NiR）とNO消去酵素（NOR）との相互作用を
明らかにする。精製酵素同士の複合体形成とその間
でのNO伝搬の機構を、結晶構造解析を中心とした
様々な手法で明らかにする。さらに、蛍光顕微鏡等
を用いて、細胞内での複合体形成とNOを拡散させな
いNO伝搬機構を証明する。加えて、NiR-NOR複合
体にさら
に電子供
与体（アズ
リン）を加
えた三者
複合体の
解析から、
NO2-から
N2Oへの
変換の生
体内連続

反応場の形成を確認し、さらに薬剤等によるその制
御をめざす。 
３．呼吸酵素の実験室分子進化：NORは好気呼吸酵
素チトクロム酸化酵素の分子進化上の祖先と考えら
れている（図１）。部位特的変異によりNORのNO還
元活性を酸素O2還元活性へと変換する。さらに、酵
素反応に利用されるプロトンの伝達経路を制御する。
これらにより、嫌気呼吸から好気呼吸への呼吸酵素
の分子進化を実験室レベルで再現する事に挑戦する。 
 

【期待される成果と意義】 
細胞内でのNO動態を分子・原子のレベルで理解

可能となり、細胞内での物質移動・代謝という側面
から生物化学の新しい分野が開拓できる。また、呼
吸酵素の分子進化、特にプロトンポンプに関する新
しい知見が期待できる。NORは病原菌の生存にも必
須である。NO還元生成物のN2Oは、温室効果ガス
でありオゾン層破壊ガスとしても知られており、地
球上のN2O産生の約７割はNOR反応による。これら
のことから、そのNOR反応の分子機構解明と阻害剤
検索は、医科学および環境科学分野にも貢献する。 
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図１ A.一酸化窒素還元酵素と B.チトクロム酸化   
   酵素の結晶構造 
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