
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 

當舎武彦 

Tosha, T. 

一酸化窒素還元酵素（Nitric Oxide Reductase: NOR）は、微生物の嫌気呼吸の一種である脱窒に

おいて、中間生成物として産生される細胞毒性の高い一酸化窒素 NO を亜酸化窒素 N2O に変換・無

毒化する酵素である。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。これまで、髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）

由来のキノール依存性 NOR（NmqNOR）の研究に取り組み、本酵素は単量体よりも二量体のほうが

酵素活性が高く、生体内では二量体として機能するということを提案してきた。今年度は、NmqNOR

の調製法や低温電子顕微鏡での測定グリッドの調子条件を検討することで、単量体と二量体の構造を

いずれも 2.0 Å程度の高分解能で決定できた。そして、両者の構造から、二量体形成に伴う界面での

構造変化が活性部位に伝播することを見出し、二量体において酵素が活性化される分子機構を明らか

にできた。また、緑膿菌由来シトクロム c依存性 NOR（PacNOR）についても同様の検討を行った結

果、これまで単量体で存在すると考えられてきた PacNOR が二量体としても存在することを突き止

めた。こちらも電顕による構造解析に着手しており、NmqNOR とは異なる様式で二量体を形成して

いることが明らかにできている。今後は、単量体の構造解析を進めるとともに機能解析を進め、

PacNOR 二量体と単量体の構造の違いと機能の関連を明らかにする。 

Ⅱ 哺乳類呼吸鎖シトクロム酸化酵素の構造と機能 

Structural and Functional Studies on Mammalian Cytochrome c Oxidase 

村本和優 

Muramoto, K. 

細胞呼吸を担う呼吸鎖電子伝達系は、基質の酸化（電子伝達）に伴い放出されるエネルギーを使っ

て水素イオン（プロトン）を能動輸送する。エネルギーは膜を介したプロトンの電気化学ポテンシャ

ル差へ環境に応じて効率的に変換され、ATP合成など様々な生命活動に利用される。哺乳類ミトコン

ドリア呼吸鎖のシトクロム酸化酵素（Cytochrome c oxidase: CcO）を対象にして、そのエネルギー変

換反応と反応制御のメカニズムを分子構造に基づいて理解することを目指して研究を進めてきた。

CcO に対して強い阻害効果をもつことが知られているシアン化物イオン（CN−）が結合したウシ心筋

由来の酸化型 CcO と部分還元型 CcO の結晶構造、および CN−結合部分還元型・還元型 CcO 混合結
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晶の構造をそれぞれ 1.6 Å、1.65 Å、1.45 Å分解能で決定し、CN−の結合に伴う構造変化を論文で報

告した。さらに、CN−結合還元型 CcO、アジ化物イオン結合再酸化型 CcO、一酸化炭素結合還元型

CcO、一酸化窒素結合還元型 CcO、亜酸化窒素結合酸化型および還元型 CcO の X 線結晶解析を進め

た。活性阻害効果を示す界面活性剤を含まないコール酸フリーCcO を調製し、構造決定へ向けた X 線

結晶解析および電顕単粒子解析を進めた。 

 

 

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  

Cellular Iron Dynamics 

  

當舎武彦・城 宜嗣 

Tosha, T., Shiro, Y. 

  

鉄は、ほぼ全ての生物にとって必須の元素であり、酸素の貯蔵・運搬、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、生命機能の維持に関わっている。一方で、タンパク

質に結合していない遊離の鉄は、反応性が高く活性酸素の発生源として細胞損傷を引き起こす負の側

面を有する。このように、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（生体内鉄動態）を制御するシステムが存在する。本課題では、ヒトにおける鉄動態制御機構の分

子論的な解明にむけて、ヒトの鉄吸収に関わるタンパク質に着目した研究に取り組んでいる。本年度

は、十二指腸において鉄が取り込まれる際に中心的な役割を果たす膜タンパク質、二価鉄金属輸送体

（DMT1）の構造解析に向けた精製法の検討、および DMT1 と鉄還元酵素（Dcytb）との相互作用の

検討を行った。これまでに確立してきたチャイニーズハムスター卵巣由来細胞（CHO 細胞）を用い

た系で、DMT1 を発現させ、高純度に DMT1 を精製する手法を確立した。精製試料を用いて低温電

子顕微鏡による単粒子解析に取り組んだが、試料濃度が薄く電顕像を確認することができなかった。

今後は、試料を安定に高濃度に保つ方法を検討し、低温電子顕微鏡での構造解析に挑戦する。DMT1

と Dcytbの相互作用については、細胞内において、両蛋白質が近接して存在することを見出した。こ

れら二つのタンパク質の CHO 細胞を用いた共発現系も構築できたので、今後は、両者を発現させた

細胞から、形質膜を単離・可溶化することで、DMT1 と Dcytb の複合体が単離できないか検討する。

また、細胞内での鉄輸送に関わる鉄シャペロンタンパク質（PCBP）についても研究を進め、PCBPが

鉄貯蔵タンパク質フェリチンの H鎖選択に結合することを発見した。今後は、PCBPとフェリチン複

合体の構造解析にも挑戦する。 
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