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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、さらには抗菌薬開発などで注目されてい

る酵素である。緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa RM495）由来のチトクロム c依存型NOR（PacNOR）
と NO との反応はμ秒からミリ秒の時間領域で３段階の反応である事を昨年度に提案した。この際
に現れる２つの短寿命反応中間体について、第一の反応中間体では、NO の伸縮振動が 1683 cm-1
に観測され、caged NOの低温光分解とアニーリングを組み合わせた ESR測定で g=4のシグナルが
観測された事から、非ヘム鉄に一分子の NO が結合した構造と決定した。第二の反応中間体ではそ
の NOがヘム鉄に移動した構造であることを決定し、これらの結果を基に、PacNORによる NO還
元の反応機構を提案した。また、PacNORの電子伝達特性を調べるため、電子供与体（チトクロム
c551）の変異体を作製し、PacNORによるチシトクロム c551酸化反応の速度論的解析を進めた。 
髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）由来のキノール依存性 NOR(NmqNOR)の単量体亜鉛結合構

造を X線結晶解析により 3.15 Å分解能で、2量体構造を電子顕微鏡単粒子解析により 3.06 Å分解
能で決定し、論文で報告した。決定された構造に基づき、プロトン輸送機構、亜鉛による活性阻害

機構、２量体化による活性化機構の解析を進めた。NmqNORと阻害剤（キノールアナログ分子）の
結合構造決定に向けて、阻害剤処理した NmqNORの結晶化と X線回折測定、ならびに電子顕微鏡
像測定に取り組んだ。

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. 

マメ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
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位が感知した際に、ATP のリン酸基を用いて自己のヒスチジンをリン酸化し、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。

本年度は、FixL の酸素感知に伴う自己リン酸化から FixJ へのリン酸基転移までの一連の分子機構

の解明を目的に、各タンパク質のＸ線結晶構造解析ならび NMR 分光法を用いた立体構造解析を行

った。Ｘ線結晶構造解析では、FixLの酸素センサードメインを含む二量体化領域について、ヘムに

配位子が結合していない状態（2.95Å分解能）、酸素ホモログとして機能するイミダゾール結合型

（2.85Å）とシアンイオン結合型（2.70Å）の立体構造解析に成功した。これらの構造を比較するこ

とにより、酸素感知は局所的で小さな構造変化によることを明らかにした。また、これらの構造を

もとに部位特異的変異体解析を行った結果、ヘム鉄へのリガンドの結合／解離に伴ってヘム周辺の

アミノ酸側鎖の向きが変化すると、それに連なる二量体界面の構造変化が誘起され、ヘム結合ドメ

インの配置を歪ませることにより分子内で情報が伝達されることが示唆された。 
 
 

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、二価金属トランスポーターDMT1 を介して細胞内に取り込まれる。本年

度は、これまでに我々が決定したヒト由来 DcytbのＸ線結晶構造を基盤に、構造情報から得られた

知見を生きた細胞で検討できる「ヒト腸管モデル細胞系」を構築した。この細胞系に、ヒト由来 Dcytb
の X線結晶構造から鉄還元反応の促進に重要と推定されたアミノ酸残基の変異体を発現させ、細胞

内に取り込まれた鉄イオンを定量することに成功した。さらに、DMT1 による金属輸送メカニズム

の原子レベルでの解明を目指して、DMT1の発現精製法を検討している。 
ヒトだけでなく病原菌（溶血性連鎖球菌）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

体構造を決定することにより、ヘム鉄の感知に伴う構造変化を明らかにした。さらに、各種分光解

析により、ヘム結合型は一酸化炭素（CO）を安定に結合できることを明らかにした。溶血性連鎖球

菌が、宿主動物の赤血球を溶血しヘムが放出されると、ヘム分解反応により CO が放出される。そ

の CO は菌体の死滅や休眠を招くため、ヘム結合型は CO による細胞毒性を回避するために機能し

ている可能性があることを提案した。 
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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。ウシミトコンドリア由来 A
タイプ HCORについて、酵素単量体とリン脂質の 1.85 Å分解能構造、および２量体化による不活

性化機構とリン脂質を介した超複合体形成機構を論文で報告した。酸素還元反応中間体のひとつで

ある F型の構造を 1.8 Å分解能で決定し、論文で報告した。酸素還元反応中間体のひとつである O
型構造の 1.6 Å分解能での解析を進めた。酵素 2量体構造の 1.3 Å分解能での解析を進めた。 
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也、上根史滋、山田聖、青山浩、山下栄樹、月原冨武、吉川信也、村本和優 ”Monomeric 
structure of an active form of respiratory oxygen reductase from bovine mitochondria.” 日本生物

物理学会第 57回年会、シーガイアコンベンションセンター、2019年 9 月 24 日～26 日 
Ⅳ-5 伊藤・新澤恭子、杉村高志、御前智則、蓼原吉輝、山本省吾、矢野直峰、花田真、中川徹

也、上根史滋、山田聖、青山浩、山下栄樹、月原冨武、吉川信也、村本和優「ウシチトク

ロム酸化酵素の活性型モノマー構造」第 92回日本生化学会大会、パシフィコ横浜、2019
年 9 月 18 日～20 日 

Ⅳ-6 島田敦広、村本和優、伊藤・新澤恭子、月原冨武、吉川信也「チトクロム酸化酵素反応中

間体の構造解析による、酸素還元と共役したプロトンポンプ機構の解明」第 19回日本蛋

白質科学会年会、神戸国際会議場、2019年 6 月 24 日〜26 日 
 
 
大学院生命理学研究科 

ピコバイオロジー専攻 
Muhamad Arif Mohanmad Jamali：キノール依存性一酸化窒素還元酵素の結晶化 

博士後期課程 
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武田英恵：緑膿菌一酸化窒素還元酵素の短寿命反応中間体の構造機能解析

博士前期課程

鎌屋美咲：酸素センサータンパク質 FixLの構造解析解析 

西永惠：病原菌のヘムセンサータンパク質のＸ線結晶構造解析

科学研究費補助金等 

1 文部科学省科学研究費補助金（平成 30～令和 2年度）基盤研究 C 
研究課題：プロトンポンプ機構解明に向けた呼吸鎖末端酵素の構造機能解析

研究代表者：村本和優

2 文部科学省科科学研究費補助金（平成 31-令和 4年度）基盤研究 A 
研究課題：時間分解構造解析を活用した一酸化窒素還元酵素の構造ダイナミクス研究 
研究代表者：城 宜嗣 

3 文部科学省科科学研究費補助金（平成 31-令和 5年度）新学術領域研究 
研究課題：生命金属動態のタンパク質構造ダイナミクス

研究代表者：城 宜嗣

4 文部科学省科学研究費補助金（平成 30-令和 2年度）基盤研究 C 
研究課題：ヒトの鉄吸収に関わる膜タンパク質の立体構造を基盤とした生細胞での構造機能

相関解析

研究代表者：澤井仁美

5 共同研究費（理化学研究所）（平成 29-令和 4年度） 
研究課題：物質階層原理研究

研究代表者：城 宜嗣

6 共同研究費（理化学研究所）（平成 30–令和 5年度） 
研究課題：ヘテロ界面研究

研究代表者：城 宜嗣

7 公益財団法人ひょうご科学技術協会学術研究助成 （令和元年度）
研究課題： 病原菌の鉄源としてのヘムの濃度を感知するタンパク質の分子機構解析

研究代表者： 澤井仁美

8  文部科学省科科学研究費補助金（平成 30-令和 2年度）基盤研究 B 
研究課題：生体金属イオンの輸送システムで機能する膜タンパク質の構造解析

研究代表者：杉本宏

研究分担者：澤井仁美
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