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論文内容の要旨

脱窒菌由来の銅型亜硝酸還元酵素 (NIR) は、 N0 2 ーから NO への 1 電子還元反応を触媒する酵素である。従来の

知見によると、この酵素は分子量 3 万 5 千の単一サプユニットからなる三量体であり、各サプユニットにはタイプ 1

銅とタイプ 2 銅が l 個ずつ含まれている o そして、タイプ 1 銅は電子供与タンパク質から電子を受け取る部位で、タ

イプ 2 銅はその電子をタイプ l 銅から受け取り、 N0 2 -を還元する部位と理解されている。しかしながら、 NIR への

電子供与タンパク質が明らかになっているものは少なく、また、 NIR の 2 つの銅部位聞のタンパク質内電子移動反

応の詳細や、この電子移動反応と、次に起こるタイプ 2 銅における基質触媒反応との相関性などは、本酵素を理解す

る上で重要であるにもかかわらず解明されていな L 、。

そこで本研究では、 2 つの菌種、メタノール資化性脱窒菌砂phomicrobium denitri.ficans A3151 と脱窒菌 Alca/.砲enes

巧，losoxidans GIFU 1051からの NIR (それぞれ Hyp-NIR と Axg-NIR) を用いて、電気化学的手法による生理的

電子供与体の検討、パルスラジオリシス法を用いたタンパク質内電子移動反応の検討を行った。

1 )電子伝達タンパク質と NIR 聞の電子移動反応

NIR の電子供与体の候補として、それぞれの菌種から Hyp-Cyt c聞と Axgー Cyt CSSlを単離精製した。これらは

いずれも分子量約 1 万で、 6 配位の低スピン型へムを l つ持つc 型へムタンパク質であるo サイクリックボルタンメ

トリー法を用いて、 Hyp一Cytc悶と Hyp-NIR 問、および Axg-Cyt c叩と Axg-NIR 聞の電子移動反応速度をそ

れぞれ測定した。これらの Cyt c は、既に報告されている NIR の電子供与体(ブルー銅タンパク質)と同様な速度

で速やかに電子を渡すことから、それぞれの NIR の生理的電子供与タンパク質であると推定された。一方、 Hyp

NIR の分光学的データから、この酵素はサプユニットあたりタイプ 1 銅 2 個、タイプ 2 銅 1 個を含むと考えられ、

新奇な NIR であることが本研究で明らかになった。

2) NIR におけるタンパク質内電子移動反応

パルスラジオリシスを用いて、 Axg-NIR 中のタイプ 1 銅からタイプ 2 銅への電子移動反応速度定数 (kintra-ET) 

の pH 依存性を調べたところ、基質存在下では kintraー町の pH プロフィルはベル型を示した。これを N0 2 -還元反応速

度定数の pH プロフィルと比較すると、両者は良く一致しており、これらの 2 つの反応が連係していることが明らか

になった。ベル型のプロフィルには、 NIR のタイプ 2 銅活性部位周辺の水素結合ネットワークを形成しているアミ

ノ酸残基 (Asp と His) のプロトン解離が、関与していることが推定された。一方、 Hyp-NIR では、基質不在の

円
。



条件下では分子内電子移動が起こらなかった。基質が存在すると初めて分子内電子移動反応が観測されたが、 Axg

NIR と比べると非常に遅いことが分かった。これは、 Hyp-NIR のタイプ 2 銅の酸化還元電位はタイプ 1 銅よりも

負側にあり、基質がタイプ 2 銅に結合することによってタイプ 1 銅の電位に近くなるために電子移動が起こると考え

られた。また、 Hyp-NIR の酵素活性と kintra-ETの pH 依存性は、 Axg-NIR のようにベル型にはならなかった。 Hy

p-NIR の結晶構造解析は未だ行われていないが、 Axg-NIR の酵素活性やタンパク質内電子移動で重要である水

素結合ネットワークが、 Hyp-NIR では少し異なっている可能性もある。

論文審査の結果の要旨

脱窒菌由来の銅型亜硝酸還元酵素は 2 種類の銅イオンを含み、電子供与体から l 電子受け取り、基質である亜硝酸

イオンをー酸化窒素に還元する酵素である。徳力格爾君は、 2 つの脱窒菌、 Alcaligenes xylosoxidans GIFU 1015 と

砂phomicrobium denitrificans A3151からの還元酵素について、両酵素の電子供与体がいずれもシトクロム c であるこ

と、それぞれの酵素中の 2 種類の銅聞の酵素内電子移動反応と基質還元反応が相互に連係して触媒反応が起こってい

ることを明らかにした。また、後者の脱窒菌からの還元酵素が、従来報告されている酵素と銅の数が異なる新奇なも

のであることを見い出した。よって、本論文は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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