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研究成果の概要（和文）：亜酸化窒素（N2O）は、温室効果ガスでありオゾン層破壊ガスである。地球上でのN2O
産生の約70%は、脱窒微生物による。地球環境保護の観点から、脱窒微生物によるN2O産生の分子機構を明らかに
し、それを制御する事を目的に研究を行った。X線結晶構造解析、変異体の機能解析、分子動力学シミュレーシ
ョン研究の結果、微生物内における亜硝酸還元酵素（NO2- → NOを触媒）と一酸化窒素還元酵素（NO → N2Oを
触媒）の複合体形成がN2O産生に重要である事を見いだした。さらに、N2O産生阻害剤を４種類見いだした。

研究成果の概要（英文）：Nitrous oxide (N2O) is not only a green-house gas but also ozone-depleting 
substance. About 70% of the global emission of N2O is attributable to the anaerobic respiration of 
denitrification micro-organisms. We aimed to elucidate and to regulate a molecular mechanism of the 
N2O generation by the micro-organisms. On he basis of the X-ray crystallographic analysis, the 
functional analysis of some mutants and the molecular dynamic simulation, we proposed that the 
complex of the NO generation enzyme (nitrite reductase) and NO detoxifying enzyme (nitric oxide 
reductes) in micro-organism cell is a key player for the N2O generation. We also found four 
compounds which inhibit the NiR function, and eventually the N2O formation.

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
亜酸化窒素 Nitrous Oxide (N2O)は「笑気」

として知られる窒素酸化物 NOx の一種であ
る。他の NOx とは異なり、非常に安定で反応
性が低い為に、ヒトに対しては無毒であり、
地球大気中（対流圏）を広く拡散していく。
しかし、温室効果ガスとして二酸化炭素 CO2

の約 310 倍の効果がある為、N2O は地球環境
に悪影響を及ぼす気体分子の一つである。
2012 年度における地球全体の排出量では、
N2O（200 万トン強）は CO2（316 億トン）の
約 1200 分の１であるが、その効果の度合い
を考慮すると無視できない影響がある。加え
て、N2O は対流圏をでて成層圏に達すると、
宇宙線や紫外線の影響を受けて反応性の高
い NOx に変換され、オゾンと容易に反応し、
オゾン層を破壊してしまう。フロン禁止後、
N2Oは最大のオゾン層破壊物質とされている。
さらに、CO2 には植物の光合成という「炭素
固定システム」が地球上に多量に存在してい
るのに対して、N2O にはそのような大規模な
自然の「消去システム」が存在せず、わずか
に脱窒微生物（後述）が有する亜酸化窒素還
元酵素（Nitrous Oxide Reductase: N2OR）が
N2に変換できるのみである。産業廃棄物とし
ての N2O は CO2同様、人間の技術革新により
減少させる事は可能かもしれない。しかし、
窒素肥料や動物の糞便などに含まれる様々
な窒素化合物から、土壌や海中に存在する微
生物発生させる N2O が全排出量の約７割を
占める点は問題である。窒素肥料の使用増加
により、N2OはCO2同様に年々増加しており、
２１世紀の地球環境保全の観点から看過で
きない問題となっている。 

脱窒微生物が N2O 産生の主役である。脱
窒微生物は硝酸塩（NO3

-）を逐次的に還元し
て窒素分子（N2）に変換し（NO3

-  NO2
-  NO 

 N2O  N2）、地球上の窒素サイクルの中で
重要な役割を果たしている。この中で、亜硝
酸還元酵素（Nitrite Reductase: NiR）と一酸化
窒素還元酵素（Nitric Oxide Reductase: NOR）
が N2O 産生に重要な役割を果たしている。通
常、脱窒微生物体内においては、脱窒プロセ
スにより NOR によって産生された N2O は
N2OR によって消去されるはずである。しか
し、微生物の中には N2OR を持たない種もあ
り、また、N2O は気体分子であるので、温泉
や火山などの嫌気性の脱窒微生物の生存環
境では、N2OR に消去される前に N2O は大気
中に拡散する割合も多い。これらが、地球上
での大きな N2O の発生源となっている。ちな
みに、我々は 2010 年に、膜結合性 NOR の結
晶構造を世界で初めて報告していた。 
 
２．研究の目的 
N2O 産生に関わる NiR と NOR の間の基質

（NO）移動チャネルに着目することから、生
体内 N2O 産生の機構を明らかにし、その阻害
をめざす。 
 
３．研究の方法 
X 線結晶構造解析法を用いて、NiR と NOR
の複合体の構造を明らかした。その構造を基
盤にした分子動力学計算により、複合体の安
定性と細胞内での NO 移動をシミュレーショ
ンした。さらに、緑膿菌をホストとする NOR
の発現系を構築し、NOR が NiR と相互作用
する部位の変異体を調製し、NOR 変異体と
NiR との相互作用解析をおこなった。また、
理研の化合物バンクを活用し、N2O 産生を阻
害する薬剤の探索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) NiR-NOR 複
合体の結晶構造
解析：右図に示
す構造を明らか
にした。両酵素
は主にファンデ
アワールス力で
相互作用してい
たが、その中で
Glu119 (NOR)と
Arg71 (NiR)の間
の静電的な相互
作用が見いださ
れた。 
(2) NiR-NOR 複
合体の分子動力
学シミュレーシ
ョン：上記の結
晶構造を基盤に、生体膜を含んだ系で、分子
動力学計算をおこなった。その結果、この複
合体は安定に存在でき、結晶構造で明らかに
なった静電的相互作用に加えて、Lys100 
(NOR)と NiR のヘム c のプロピオン酸側鎖と
が時間異存的な相互作用をする事が明らか
となった。さらに、水溶性酵素である NiR と
細胞膜表面との相互作用も、この複合体安定
化に大きく寄与している事も明らかにした。 
同じく分子動力学計算により、NiR がその活
性中心で産生した NO がどのように NOR に
移動するかをシミュレートした。その結果、
NOは速やかに細胞膜に移動しNORの活性中
心にエネルギー障壁なく到達する事を示す
事ができた。 
(3) NiR-NOR 複合体の生理的意義を見いだす
為に、緑膿菌をホストとする NOR 変異体の
発現系を構築した。NOR をノックアウトした
緑膿菌は、細胞毒性の高い NO を無毒化でき
ず、脱窒条件下（硝酸イオン存在、嫌気条件）
では生育しなかった。そこに野生型 NOR を
コードしたプラスミドを導入したところ、緑
膿菌は生育できるようになった。そこで、
NOR (E119R)と NOR (K100E)の変異体をコー
ドしたプラスミドを NOR ノックアウト緑膿



菌に導入した所、その変異緑膿菌の生育速度
は著しく遅くなった。この結果は、NiR と
NOR が緑膿菌細胞内で相互作用できなくな
り、NiR が産生した NO が NOR により無毒
化されることなく細胞内を拡散した結果を
解釈した。逆に言えば、NiR-NOR 複合体形成
は、NO 消去ならびに N2O 産生システムとし
ては必須であると結論した。 
(4) 上記の結果を基に、NiR ならびに NOR の
阻害剤を探索した。その結果、下図に示した
４種類の化合物が NiR 阻害剤として（すなわ
ち N2O 産生阻害剤として）見いだされた。 

現在では、これら化合物と NiR との複合体の
構造解析を継続中であり、さらに緑膿菌によ
る N2O 産生阻害度を測定中である。 
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