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１．はじめに
　脱窒菌は，窒素酸化物を窒素分子へと段階的に変換す
る働きをもつ微生物で，地球規模での窒素循環の一端を
担っている（Fig. 1）。脱窒菌によるこの反応は脱窒と呼ば
れ，硝酸イオンを最終的な電子受容体としてエネルギーを
獲得する嫌気呼吸の一種であるが，水資源環境や土壌の酸
性化の原因である窒素酸化物の除去に利用できるという
点でも重要である。また，脱窒過程の最終段階では，二酸
化炭素の約 300倍もの温室効果を有する亜酸化窒素を窒素
分子に変換するが，この反応は土壌の酸性化等で阻害され
る。特に農耕地では窒素肥料の過剰な使用によって亜酸化
窒素の排出量が増加していることが知られている [1]。脱
窒過程は気候変動や食糧問題にも関わる生化学反応であり，
遺伝子改変などによる脱窒菌の効率的な利用を考える上で
も，各素過程を分子科学的に理解することが重要である。
　この脱窒の一連の反応は，脱窒菌がもつ様々な金属酵素
によって行われている。この中で亜硝酸還元酵素は，亜硝
酸イオンを最初の気体状生成物である一酸化窒素へと変
換する反応を担っている酵素である。亜硝酸還元酵素には
大きく 2種類に分けられ，銅イオンを利用している銅型亜
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Abstract
　亜硝酸還元酵素は脱窒過程において最初の気体状生成物を与える酵素である。これまでに，Ｘ線・中性子の特性を活か
した構造解析が行われ，酵素反応中の構造等が決定され，反応機構の理解が進んできた。しかし，その構造特性が亜硝酸
還元酵素そのものに由来するものなのか，あるいは結晶中にパッキングされることに由来するものであるかについての理
解を深めることが重要となっている。溶液での構造はＸ線や中性子小角散乱によって低分解能構造として得られるが，詳
細な酵素反応機構を解明するための構造情報として不十分である。本稿では，亜硝酸還元酵素の反応機構の理解に重要な
パッキングフリー構造をクライオ電子顕微鏡単粒子解析によって得た最近の事例を紹介する。

Figure 1	 Nitrogen cycle  and the s t ructures  of  deni t r i fying 
metalloenzymes.
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るほか，特に金属含有タンパク質である AcNiRの場合に
は電子線による活性中心の還元等が想定された [11]。そこ
で電子線による試料の損傷を抑えるために，１フレーム
あたり 1.08 e−/Å2の低線量で撮影を行い，pH 6.2と pH 8.1
でそれぞれ 794枚，694枚の電子顕微鏡画像を得た。さら
に各フレームの照射線量に応じて損傷を考慮した分解能
情報の重み補正をした後に，電子顕微鏡画像の中からピ
ックアップした約 1万個の粒子像を重ね合わせることで，
Fig. 3のような立体的な cryo-EMマップを高分解能で再構
成した。cryo-EMマップを再構成する際に粒子像周辺に
染み出した構造情報を含める工夫をすることで分解能を
向上させ [12]，最終的な分解能は pH 6.2で 2.99 Å，pH 8.1
で 2.85 Åになった。これは，200 kV電子顕微鏡で撮影し
た分子量の小さい（110 kDa）タンパク質としては最も分
解能の高い解析結果の１つである。

2-2. 亜硝酸還元酵素の cryo-EM 構造と結晶構造の差異
　再構成されたマップを基に精密化を行い AcNiRの cryo-
EM構造を得た。AcNiRの cryo-EM構造は，これまで結晶
構造解析や小角散乱法によって明らかにされてきたもの
と同じくホモ三量体であった。cryo-EM構造と，精密化の
際に初期モデルとして用いた結晶構造（PDB ID: 2BW4，
分解能 0.9 Å）の Root Mean Square Deviation（RMSD）は，
Protein Data Bankに登録されている AcNiRの全Ｘ線結晶
構造同士を重ね合わせた際に計算される RMSD（0.36±
0.17 Å）よりも大きく，0.697 Åであった。このことから，
結晶中の構造はパッキングによる影響を受けているもの
と考えられる。パッキングによる影響は，全体的にホモ
三量体の表面付近に分布していたが，さらに詳しくタン
パク質主鎖の構造を調べたところ，AcNiRのバリン 185番
（Val185）からグリシン 200番（Gly200）に至るループの
構造が顕著に変化していることが判明した。タンパク質
間の電子伝達反応においては，活性中心の酸化状態によっ
て引き起こされる構造変化が，ドナー・アクセプター複合
体の親和性を調節していることが報告されている [14]。結
晶中でパッキングの影響を受けるVal185-Gly200ループは，

硝酸還元酵素 (CuNiR)と，ヘム鉄を活性中心にするヘム型
亜硝酸還元酵素 (cd1NiR)が存在する。
　名古屋大学の Iwasaki らは，1962 年に Pseudomonas 
denitrificansから見出される酵素に脱窒活性があることを
見出し [2, 3]，翌年に CuNiRが初めて単離精製された [4]。
そ の 後，Achromobacter cycloclastes や Alcaligenes faecalis
などからも CuNiRが単離されている。1990年頃になると，
Ｘ線結晶構造解析によって，活性中心であるタイプ 1銅
（T1Cu）とタイプ 2銅（T2Cu）の構造が明らかにされた（Fig. 
2）。基質である亜硝酸を還元するのは T2Cuであり，亜硝
酸還元に必要な電子は，システイン 136番（Cys136）と
ヒスチジン 135番（His135）を介して T1Cuから供給される。
また，亜硝酸を還元する際に必要なプロトンの供給源と
しては，T2Cu近傍のアスパラギン酸 98番（Asp98）が推
定されるなど，酵素反応機構の研究が展開されてきた [5]。
近年では，量子化学計算や，放射光・Ｘ線自由電子レーザ
ー・中性子を用いた精密な結晶構造解析が行われ，亜硝酸
が結合する前の休止状態や，亜硝酸に電子を渡す前後の構
造が明らかにされたことで，より詳細な酵素反応機構が報
告されている [6-8]。しかし，結晶中では，分子どうしが
接近しながら充填（パッキング）されているため，構造の
一部に歪みが生じ酵素反応が阻害される例も知られている
[9]。そのため，CuNiRをはじめとする様々な酵素の構造
研究において，パッキングフリー構造に基づいて反応機構
の理解を得ることが重要となる。近年，KEKに設置され
ているクライオ電子顕微鏡（Cryo-EM）を利用することに
より，CuNiRの近原子分解能パッキングフリー構造を初
めて決定することに成功した [10]。

２．銅含有亜硝酸還元酵素の cryo-EM 構造
2-1. 電子顕微鏡写真の撮影，cryo-EM マップの再構成
　脱窒条件下で静置培養を行った脱窒菌 Achromobacter 
cycloclastesから CuNiR（AcNiR）を精製した。pH 6.2と
pH 8.1にそれぞれ調製した AcNiRをカーボングリッドに
アプライして瞬間凍結した試料を，200 kVクライオ電子
顕微鏡 Talos Arctica（FEI）を用いて液体窒素温度で撮影し，
単粒子解析に用いるタンパク質粒子画像を収集した。クラ
イオ電子顕微鏡でタンパク質の粒子画像を撮影する際に
は，電子線が照射されることによって，グルタミン酸やア
スパラギン酸などの側鎖やジスルフィド結合に損傷が生じ

Figure 2　Active site structure of nitrite reductase (PDB ID:5D4I).

Figure 3	 The cryo-EM map of AcNiR at pH 8.1 (resolution: 2.85 Å). 
The local resolution of cryo-EM map is indicated by the color 
scale at the bottom of figure. 
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T2Cuから 20 Å以上離れているため，亜硝酸還元反応には
直接関与しないものと考えられるが，電子伝達タンパク質
であるシュウドアズリン（PAz）が T1Cuに電子を受け渡
す際に，複合体形成の界面となるアミノ酸残基を含んでい
る [13]。よって，CuNiRと PAzの電子移動反応を理解す
る際には今回得られたパッキングリー構造が重要となると
考えられる。

2-3. 亜硝酸還元酵素の活性中心とその近傍の構造
　AcNiRの活性中心である T1Cu と T2Cuを調べたところ，
cryo-EM構造と結晶構造には，ほとんど違いはみられず，
パッキングによる影響は分子内部の活性中心には及んでい
なかった。T2Cu近傍に存在するヒスチジン 255番（His255’）
は，O-NO結合が切断される際にプロトンを供給すると考
えられているため，His255’ と周辺の水分子を含む水素結
合ネットワークの構造を得ることが酵素機能理解に重要で
ある。しかし，His255’ のコンフォメーションは，Ｘ線照
射によって T2Cuが還元されることで変化することが報告
されている [7]。AcNiRの cryo-EM構造では His255’ のコ
ンフォメーションが維持されていたことから，電子線によ
る損傷のない構造が得られたものと考えられる。
　また，AcNiRの酵素活性は pH 6.2で最大になり，pH 6.2
から酸性・アルカリ性にずれると活性が低下することが
報告されている [15]。Jacobsonらは，pH 6.0と pH 8.4に
おいて Rhodobacter sphaeroides由来 CuNiR（RsNiR）の結
晶構造解析を行い，T2Cu近傍に存在するヒスチジン 287
番（AcNiRでは His255’ にあたる）の構造変化を見出して
いる [16]。この構造変化によって，アルカリ性で T2Cuの
酸化還元電位が上昇し酵素活性が低下すると説明している
が，これらの構造データは放射光Ｘ線によって得られた
ものであり，実際には T1Cu と T2Cuが還元された状態で
あると考えられる。cryo-EMマップに基づいて精密化した
AcNiRの構造は，電子線による損傷を含んでいなかった。
そこで pH 6.2と pH 8.1における AcNiRの構造を比較した
が，活性中心とその近傍に差異は認められなかった。しか
し，cryo-EMマップ同士を直接比較するために作成した差
分マップ（Fig. 4）では，差分（赤色）が Asp98と His255’
の間に顕著に現れ，pHを変えた際に周辺構造が変化して
いるものと考えられた。この差分マップが現れた位置には，
水素結合を介して Asp98の Oδ原子と His255’ の Nε原子を
繋ぐ水分子が存在する（Fig. 2）。pH 6.2では，この水分子
が揺らぎやすくなっているか，占有率が低下しているもの
と考えられる。CuNiRの反応機構では，基質に電子が移
動する前に His255’ から水分子にプロトンが移動する。通
常，ヒスチジン側鎖のイミダゾール環の pKaは 6 付近であ
り，His255’ 側鎖のプロトン化・脱プロトン化が T2Cuの
活性に関係すると考えられる。電子スピン共鳴（EPR）ス
ペクトルを用いて T2Cuへの影響を分光学的に検証した結
果，pH 6.0と pH 8.0 で T2Cu由来のスペクトル成分が変化
し，クライオ電子顕微鏡単粒子解析の結果を裏付けること
ができた。

４．まとめ
今回，パッキングによる歪みや電子線による損傷を含まな
いであろう状態で，比較的分子サイズが小さい亜硝酸還元
酵素の構造が明らかになったことで，クライオ電子顕微鏡
を用いた金属タンパク質の単粒子構造解析の重要性が一層
強調された。亜硝酸還元酵素をはじめとする金属酵素の機
能を理解するためには，詳細な分子構造を与えるＸ線・中
性子単結晶構造解析と併せて，クライオ電子顕微鏡単粒子
解析の結果を解釈することが酵素機能の理解に重要であ
る。
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