
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、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、これまでは時間分解の可視・赤外分光法を用いてそれらの電子

状態を解析してきた。その解析をさらに進め Fe-NO 配位構造を決定するために、本年度から時間分

解 X 線結晶構造解析を開始した。cNOR の結晶を還元状態に保つ方法として、酸素透過性が非常に

低い酸素バリア性フィルムで還元型 cNOR の結晶を包み、酸素分子による cNOR の酸化が起きない

ようにして X 線回折実験を行うことを考え、その準備実験を開始した。 

髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）由来のキノール依存性 NOR(NmqNOR)は、PacNOR が単量

体で機能するのに対して、二量体で高活性である。二量体 NmqNOR の高分解能構造を得るために、

界面活性剤で可溶化した試料とナノディスクと複合体を形成した試料の低温電子顕微鏡構造解析

（CryoEM）を行ない、2.9 Å 分解能で構造を得ることに成功した。高活性の二量体 NmqNOR との

構造比較を目的に単量体 NmqNOR の構造解析も開始した。さらに、CryoEM により NmqNOR と

非競合阻害剤（HQNO: 2-heptyl-4-quinolinol 1-oxide）の複合体の構造を決定した。その結果、3.1 

Å 分解能の電顕像が得られ、ヘム b 付近の膜貫通へリックス表面に結合した HQNO 分子が観測さ

れた。HQNO の結合には Tyr312 残基と Asp728 残基の水素結合、および膜貫通へリックスとの疎

水性相互作用が関与することが示唆される。 

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
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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。

FixJ は FixL 及び DNA と相互作用する２つのドメインを持ち、結晶構造解析においてはそれぞれ

が様々な配向を取ることが明らかになっている。本年度は、NMR 分光法を用いて FixJ の溶液構造

解析を目指した。FixJ の NMR 構造解析では、常磁性ラベルを用いた PCS/PRE 測定を計画してお

り、FixJ のラベル用変異体 C51S/S118C、C51S/S129C、C51S/S191C を作製した。このうち 129、

191 の変異体については野生型と同等のリン酸基転移活性を示した。C51S/S129C について、

DO3MA-Tb3+タグを導入して HSQC スペクトルの測定を行ったところピークのシフトが見られ、

PCS を観測できたと結論付けた。 

 

 

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。このモデル細胞系を用いて、さまざまな食

物由来の添加物を加えた際の鉄取り込みを解析した結果、フルクトースの添加で最も効率よく鉄イ

オンが取り込まれることが明らかになった。現在、フルクトースの作用を分子レベルで調べるため

に、鉄イオンとフルクトースが結合した Dcytb の構造解析に向けて結晶を作製している。 

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、メタノール資化性

酵母あるいはチャイニーズハムスター卵巣由来細胞（CHO 細胞）を宿主として DMT1 の発現精製

法を検討した。 
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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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