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研究成果の概要（和文）：微生物の嫌気呼吸である脱窒の鍵酵素である一酸化窒素還元酵素（NOR）を取り上
げ、その分子構造を基盤に、細胞毒性を有する一酸化窒素NOを、生体がどのように取り扱っているかを明らかに
した。NORがNO産生酵素（亜硝酸還元酵素）と複合体を形成している事を明らかにし、NOを細胞内に拡散させず
に速やかに消去する仕組みを提案した。その際のNORにおけるNO、プロトン、電子の移動機構を明らかにし、NO
消去の分子機構を提案した。これらの提案を基盤に、呼吸酵素が嫌気呼吸から好気呼吸へと進化した過程を、特
にプロトンポンプに関して議論した。さらに、病原菌のNORの構造解析にも成功し、活性阻害剤の働く機構を解
析した。

研究成果の概要（英文）：Denitirification is a kind of anaerobic respiration of microorganism, in 
which nitrate and nitrite are converted into N2 through intermediate formation of cytotoxic nitric 
oxide NO （NO3-→NO2-→NO→N2O→N2）. In this study, we have studied nitric oxide reductases NOR, a 
key enzyme of the denitrification, which detoxifies NO as follows; 2NO + 2H+ + 2e- → N2O + H2O. We 
newly found that NOR, NO decomposing enzyme, makes a complex with the NO-generating enzyme, nitrite 
reductase for the rapid NO detoxification without diffusing NO into the cell. We characterized the 
catalytic reaction with the time-resolved techniques, and proposed the molecular mechanism of the NO
 detoxification by NOR. These proposals allowed us to discuss the molecular evolution of respiratory
 enzymes from anaerobic to aerobic system. We also characterized the structural and functional 
changes of NORs of pathogens upon inhibitor binding. 

研究分野：生命金属分子科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脱窒は地球上の窒素循環において重要な生物学的プロセスであり、その際に生成する亜酸化窒素（N2O）は温室
効果ガスならびにオゾン層破壊ガスであり、その生成の約７割は、NOR反応（2NO + 2H+ + 2e- → N2O + H2O）
による。この観点から、NORによるN2O産生の分子科学研究の成果は重要である（環境化学）。NORは生物の呼吸
の祖先型酵素であり、酸素を使わない呼吸（嫌気呼吸）から酸素を使った呼吸（好気呼吸）への分子進化への手
がかりを得た（基礎生物学）。病原菌もその感染増殖に活用する為にNORを有することから、その阻害剤開発の
基礎データを得た（医科学）。



	
 

１．研究開始当初の背景 
脱窒 denitrification は、硝酸 NO3-および亜硝酸 NO2-を窒素 N2まで逐次還元する微生物の嫌
気呼吸の一つであり（NO3-→NO2-→NO→N2O→N2）、地球上の窒素循環の重要なプロセスで
ある。この過程で、産生される一酸化窒素 NO は細胞毒性が高いため、速やかに亜酸化窒素
N2Oに変換されている。この NO消去反応（2NO + 2H+ + 2e- → N2O + H2O）を触媒する酵
素として一酸化窒素還元酵素（nitric oxide reductase: NOR）が同定されていた。本研究の研
究代表者は、1997年に脱窒カビの NOR、2010年と 2012年
に脱窒菌の２種類の NORの結晶構造を報告し（図１）1-3、そ
の NO消去反応の分子機構（作業仮説）を提案していた。NOR
は好気呼吸（酸素を使った呼吸）酵素であるチトクロム c 酸
化酵素（cytochrome c oxidase: CcO）と進化的に近い関係に
ある事が仮説として提案されていたが、分子構造が明らかに
なったことにより、その仮説の正しさが証明された。さらに、
以上のような基礎化学、基礎生物学的な重要性に加えて、2009
年に Science誌上（Vol. 326）で、NO消去反応の生成物であ
る N2O が温室効果ガスならびにオゾン層破壊ガスとして 21
世紀には大きな問題となるとの警鐘が鳴らされた 4。N2O 発生の７割が微生物の脱窒によるも
のであることから、環境科学の側面からも NOR は注目されるようになっていた。加えて、い
くつかの病原菌が、感染した宿主が産生する抗菌ガス（NO）を無毒化し自らを保護するため
に NORを有していることも知られており、医科学の側面からも注目されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の４点を研究目的とした。 
(1) NOR酵素反応の分子機構の確立：NOR分子構造を基にして、NO、プロトン（H+）、電子
（e-）の移動、短寿命反応中間体の配位構造と電子状態を明らかにし、NOR による NO 消
去の分子機構を提案する。それは、以下の３テーマを分子レベルで明らかにする基盤となる 

(2) 生体内NO動態の解明：脱窒過程において、NOは亜硝酸還元酵素（nitrite reductase: NiR）
によって産生される（NO2- + 2H+ + e- → NO + H2O）が、産生された NOがもし細胞内に
拡散してしまえば、NOの細胞毒性により脱窒菌は生存できない。NiR（NO産生酵素）か
ら NOR（NO消去酵素）へ速やかに NOを移動させるシステムを明らかにする。細胞毒性
が高いが重要なシグナル分子 NOを、生体が如何に取り扱っているのかの知る指針となる。 

(3) 生体内 NO 動態の制御：阻害剤等を用いて、NO の移動と消去のプロセスを制御すること
を目的とする。この成果は、例えば抗菌薬の開発の基盤となる。 

(4) 呼吸酵素の分子進化の解明：好気呼吸酵素 CcOは、銅とヘム鉄の二核錯体を活性中心に有
し、酸素還元（O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O）に共役して膜を通したプロトンの能動輸送を行う
（プロトンポンプ）。生じた膜内外のプロトン濃度勾配は ATP合成に使用される。本研究対
象である NORは非ヘム鉄とヘム鉄の二核錯体を活性中心に有し、そこで NOの還元反応を
おこなう。プロトンポンプ機能の有無は確立していなかった。NORから CcOへ、呼吸酵素
の分子進化を分子レベルで理解することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
緑膿菌（Ps. aeruginosa）由来のチトクロム c依存 NOR（PacNOR）、髄膜炎菌（N. meningitidis）
由来のキノール依存 NOR（NmqNOR）、日和見感染菌の一種（A. 
xylosoxidans）のキノール依存 NOR（AxqNOR）を研究対象とした。
分子生物学・生化学的な手法を用いて、これら酵素の安定な大量発
現系を構築し、単離生成ならびに酵素活性の測定を行なった。構造
解析には X 線結晶構造解析とクライオ電顕を併用した。また、時間
分解可視および赤外分光解析には測定装置を自作し、紫外光パルス
照射によってマイクロ秒の時間領域でほぼ定量的に NO を発生する
caged NO（図２）を反応開始トリガーと NO発生源として使用する
ポンプ・プローブ法を用いた。さらに、本研究申請時には利用できなかった、X 線自由電子線
レーザーSACLAを活用した、時間分解 X線結晶構造解析も行なった。 
	
 
４．研究成果	
 
(0) NOR発現系の構築 
本研究において安定に大量の試料を供給し、変異体調製が可能となるよう、大腸菌をホスト
とする発現系構築を試みた。NmqNORと AxqNORに関しては成功したが、PacNORでは
非ヘム鉄部位に亜鉛が置換した不活性な試料しか得られなかった。そこで、NOR遺伝子を
破壊した緑膿菌（Δnor）をホストとした PacNOR発現系構築に成功した。変異 NORを含
んだ PacNOR 発現緑膿菌の生育と変異 NOR の酵素活性の間に良い相関を見出し、酵素活
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図１．脱窒菌 NORの全体構造（左）
と活性中心の構造（右） 
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性の in vivo screening系として報告した（文献⑤）。そ
の系から各種変異体の単離精製法、さらに LCP (Lipidic 
Cubic Phase)法を用いた結晶化法を確立した。 

(1) NOR酵素反応の分子機構の確立 
時間分解可視分光法を用いて、嫌気条件下での PacNOR
と NOとの反応をμ秒〜ミリ秒の時間領域で追跡し、そ
の際のスペクトル変化の測定に成功した（図３a）。この
スペクトル変化を Global Fitting 法で解析した結果、
NOR 酵素反応は三段階で進行し（図３b）、第一相と第
三相の反応速度が NO濃度依存性を示した（図３c）。ま
た、反応に利用されるプロトン供給経路上に存在するア
ミノ酸残基（Glu57、Asp198）に変異を導入し、プロト
ン輸送を遮断した不活性変異体（E64A、D198V）に関
して同様の測定を行なった。その結果、第三相が観測さ
れず、このステップでプロトンが供給され NOから N2O
に反応が進行すると結論した。 
さらに、第一相後と第二相後に現れる短寿命反応中間体
の NO 伸縮振動を時間分解赤外スペクトルで測定する
ことに成功した（図４）。第一の反応中間体（10μ秒）
では、NO 伸縮振動は 1683cm-1に観測され、従来
から報告されている文献値を参考に、非ヘム鉄に
NO が結合していると結論した。第二反応中間体
（0.3〜1 m秒）では、1550cm-1に NO伸縮振動が
観測され、第二相の反応で、鉄から NOに１電子あ
るいは２電子移動したと結論した。これらの結果を
基に、図５の反応機構を提案している。この分子機
構では、第三相で第二反応中間体の NO（鉄上で電
子で活性化された NO）とプロトンならびに二分子
目のNOとの反応でN2OとH2Oが産生するとした
（論文投稿中）。従来、様々な実験・理論研究によ
り３つの反応機構が提案されていたが、この結果に
より最終決着をみた。 
当該分野の将来を考えると、酵素の短寿命反応中間
体の構造解析やタンパク質の
動的構造解析の手法が必要と
なる。脱窒菌 NOR を対象と
考えた場合、２つ反応中間体
の構造解析を試みていきたい。
そこで、その為の測定解析の
技術開発を行なった。試料と

して、水溶性の脱窒カビ NOR（P450nor）
を用いた。この酵素による NO 消去反
応の反応中間体の寿命は秒単位である。
caged NOならびに電子供与体（NADH）
を共存させた P450nor結晶に、SACLA
のフェムト秒 X 線レーザーを光源とし
たポンプ・プローブ法による時間分解 X
線結晶構造解析を行なった。その結果、
図６に示すように、鉄への NO 配位構
造を基盤にした反応機構を確定した
（文献⑦）。時間分解 X線結晶構造解析
による酵素反応の反応中間体の世界初の報告である。 

(2) 生体内 NO動態の解明 
生体中で NO を産生する酵素は、脱窒微生物の NO 産生酵素（NiR）と哺乳動物の NO 合
成酵素（nitric oxide synthase: NOS）である。いずれの場合も、産生 NOは次のタンパク
質（NiRの場合は NO消去酵素（NOR）、NOSの場合は NO受容体）に受け渡されなけれ
ばならない。このような生体内 NO動態を、脱窒における NiRから NORへの NO受け渡
し機構を研究対象として研究した。NiRは水溶性タンパク質であり、NORは膜結合性タン
パク質である。細胞内のような様々な生体物質が密に存在する（crowding）状態で、NiR
から NORに如何に速やかに NOを受け渡すのであろうか？その仕組みとして、両酵素が複

図３．(a) NORと NOの反応のスペク
トルの時間変化、(b) スペクトル変化の
３成分、(c) ３成分の速度定数の NO濃

度依存性 
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図４．NOR反応で現れる２つの反応中間体のN-O
伸縮振動（左・中）と生成物 N2Oの N―N伸縮
振動（右）。15NOと 14NOを用いて反応中間体を
産生させ、その差スペクトルで示した。 

図５．提案した NORによる NO消去反応の分子機構 

図６．脱窒カビ NORの反応機構（左）と対応する反応中間体の
NO配位構造（SACLA時間分解 X線結晶構造解析） 



合体を形成していることを明らかにした（図７）。この構
造を基盤にした分子動力学計算により、NiRで産生された
NO はその疎水性のために、速やかに細胞膜ないに移動す
ることが明らかとなった（文献⑧）。本研究成果は、生体
内 NO 動態を分子レベルで理解できた最初の例である。
NOR には細胞膜貫通部分に活性中心へと繋がる疎水性の
チャネルが存在しており、細胞膜中の NOは 108 M-1s-1で
活性中心へと移動する。活性中心の入り口には、よく保存
された Val残基が存在し、NOの活性中心への移動を動的
に制御していることが明らかとなった（論文作成中）。 

(3) 生体内 NO動態の制御 
病原菌の有する NOR の NO 消去活性を阻害することは、
抗菌剤開発に繋がる研究テーマで
ある。X 線結晶構造解析とクライ
オ電顕法により、AxqNOR と
NmqNOR の電子供与体キノール
結合部位周辺の構造情報を得た
（文献①⑥）。反応速度ならびに活
性 測 定 か ら 、 電 子 供 与 体 の
Michaelis-Menten定数 Kmならび
触媒反応定数 kcat を求めた。さら
に阻害剤としてベンゾキノールと
HQNOを用いて、それぞれの阻害
形式と阻害定数 Kiを求めた（図８）
（論文作成中）。現在、阻害剤結合型 NOR
の構造解析を進行中である。 

(4) 呼吸酵素の分子進化の解明 
従来から cNOR はプロトンポンプ機能を有
しないと考えられてきた。実際、PacNOR
の結晶構造には、ペリプラズム側から活性中
心へのプロトン輸送経路は同定されたが、サ
イトプラズム側にはそのような経路は観測
されず、従来の予想は確認された。一方、
qNOR の構造では、ペリプラズム側から活
性中心へのプロトン輸送経路はみられず、逆
にサイトプラズム側から活性中心へ水チャ
ネルの存在が確認された（図９）。qNOR は、NO 還元反応におけるキノールの酸化に共役
して、わずかではあるがプロトン濃度勾配を形成しており、プロトンポンプの原型と見られ
た（文献⑥）。本研究により、好気呼吸酵素のプロトンポンプ機能は、cNORと qNORの２
つの NORを鋳型として進化したと提案できた。 
一方、NOR を鋳型にして変異導入により、活性中心の構造を NOR 型（非ヘム鉄とヘム鉄
の二核錯体）から CcO 型（銅とヘム鉄の二核錯体）へと変換することを試みたが、成功し
なかった。よって、NO 還元活性から O2還元活性への進化における機能変換の実例を得る
ことはできなかった。本申請研究の目的の一つであったが、未だ解決できない課題である。 

 (5) その他  
本研究の対象 NOR が、鉄を
活性中心に有する膜タンパク
質であったことから、本研究
で得た技術と知見を基に、鉄
の生体内動態に関与するいく
つかの膜タンパク質の構造機
能解析に展開することが可能
となった（図１０）。人の小腸
における鉄吸収に関わる鉄還
元酵素（文献③）、病原菌の鉄
動態に関わるヘムの膜輸送体（文献⑨）、ヘム鉄濃度を感知するセンサータンパク質の類縁
体（文献④）の構造解析にも成功している。さらに、クライオ電顕、時間分解分光ならびに
X線結晶構造解析法にも精通でき、将来のこれらタンパク質の動的構造解析の道も拓けた。 
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図９．qNOR（左）と cNOR（右）の水素結合ネット
ワークならびに水チャネル（シアンおよびマゼンダ） 
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図１０．生体内の鉄動態に関与する各種タンパク質の結晶構造	
 

図７．NiRと NORの複合体の構造 

図８．qNORの電子供与体キノールの結合部位の構造（左）と各種電
子供与体ならびに阻害剤の構造と反応定数 
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