
                                 

 

    

 

 

  

  

 

 

 

 
 

    

 

 

Cellular Regulation 細胞制御学Ⅱ 

Ⅰ	 一酸化窒素還元酵素の構造と機能 

Structural and Functional Studies on Nitric Oxide Reductases

城 宜嗣・村本和優・澤井仁美 

Shiro, Y., Muramoto, K., Sawai, H.

一酸化窒素還元酵素（NOR）は、微生物の嫌気呼吸の一種である脱窒において、中間体とし

て産生される一酸化窒素 NOを亜酸化窒素 N2Oに変換する酵素である。呼吸酵素の分子進化と

の関係や、地球温暖化・オゾン層破壊などの環境科学との関連で注目されている酵素である。 

NORによる NO変換の分子機構を議論する為に、緑膿菌（ Pseudomonas aeruginosa RM495）

をホストとした NOR発現系および in vivo スクリーニング系によって見いだした、いくつかの

重要なアミノ酸残基（ Glu57、Asp198、Val206）の変異体を調製、精製し、それらの酵素活性・

分光測定ならびに結晶化を行った。また、時分割赤外分光紫外レーザー照射によりマイクロ秒の

時間領域で NOを発生できる「ケージド NO」と解析により、 NOR酵素反応中に２種類の短寿

命（数マイクロ秒と数ミリ秒の寿命）反応中間体が現れる事をみいだし、それらの構造・電子状

態解析を開始した。

キノール依存性一酸化窒素還元酵素（ qNOR）の活性型構造を決定するため、髄膜炎菌 qNOR

の発現、精製、 X線結晶解析に取り組み、解析の分解能が 3.5 Å に向上した。キノールアナログ

分子（メナジオール）を基質として髄膜炎菌 qNORによる NO消費活性の速度論的解析を開始

した。精製した髄膜炎菌 qNORの再構成系を用いた測定により、qNORの反応が起電性である

ことを明らかにした。 

Ⅱ	 酸素センサータンパク質の構造機能解析 

Structural and Functional Studies on Oxygen-Sensor Proteins
澤井仁美・城 宜嗣 

Sawai, H., Shiro, Y.

豆科植物の根に共生する根粒菌は窒素固定を行う事で有名である。根粒菌の窒素固定はニト
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ロゲナーゼにより触媒される。しかし、ニトロゲナーゼは酸素に対して不安定な為、酸素センサ

ータンパク質 FixL/FixJが酸素濃度を感知し、ニトロゲナーゼの発現を遺伝子レベルで調節して

いる。FixL は酸素センサードメインとヒスチジンキナーゼドメインを有し、低酸素濃度を酸素

センサー部位が感知した際に、ATP のリン酸基を用いて自己の His をリン酸化し、さらに FixJ

にそのリン酸基を移す。リン酸化された FixJ は転写因子としてニトロゲナーゼ遺伝子の発現を

促進する。この FixLから FixJへの一連の酸素感知の分子機構の解明を目的に、昨年、 X線小角

散乱法で決定した FixL-J 複合体の構造モデルを基盤に、 FixL の分内情報伝達に重要と思われる

アミノ酸残基の変異体を調製し、そのリン酸化活性を測定した。 

Ⅲ	 生体内の鉄動態に関わるタンパク質の構造と機能 

Structural and Functional Studies on Proteins Related to Iron Dynamics in Cell
澤井仁美・城 宜嗣 

Sawai, H., Shiro, Y.

鉄は、酸素の運搬貯蔵・酸化還元・異物代謝など重要な生理機能を担うタンパク質の補因子と

して機能し、ほぼ全ての生物が生命維持に利用されている。一方、タンパク質に結合していない

鉄は、活性酸素源として酸化ダメージを誘起する「細胞毒」でもある。生物にとって鉄は「両刃

の剣」であるため、生体内には鉄の濃度や酸化状態を厳密に制御するシステムが存在する。ヒト

においては、食餌・生合成・赤血球分解による再利用により、鉄を獲得することが明らかになっ

ているが、獲得した鉄が生体内でどのように輸送されるのかは全く明らかではない。食餌中の鉄

のほとんどは酸化鉄であるが、それが十二指腸の絨毛で吸収される際、絨毛の細胞膜に局在する

鉄還元酵素 Dcytb によって還元鉄に変換され、細胞内に取り込まれる。本年度は、酵母を用い

た Dcytbの機能評価系を構築した。昨年成功した Dcytbの結晶構造を基盤に、鉄の結合、アス

コルビン酸の結合、分子内電子伝達に関係するアミノ酸残基の機能を評価した。さらに、この評

価系を用いて、食餌中に含まれるクエン酸などが鉄のキレーターとして、 Dcytbによる鉄還元の

重要な働きをしている事を見いだした。

さらに、病原菌（溶連菌）の鉄獲得機構で、ヘム鉄のセンサーとして機能する転写調節因子に

ついても、Ｘ線結晶構造解析によりヘム結合型／非結合型ならびに DNA結合型の立体構造を決

定した。
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Ⅳ	 呼吸鎖末端酵素の構造と機能 

Structural and Functional Studies on Respiratory Terminal Enzymes

村本和優 

Muramoto, K.

呼吸鎖電子伝達系末端酵素であるヘム・銅酸素還元酵素（HCOR）スーパーファミリーを対

象として効率的なエネルギー変換機構の解明を目指して研究を進めてきた。Aタイプ HCORの

プロトン輸送経路に関わる酵素内部のイオン結合部位について、リガンドであるアミノ酸残基の 

pKaを計算により解析した。Aタイプ HCORのアジ化物結合酸化型構造を決定した。
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