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概要 ＥＡ (600 字～800 字程度にまとめてください。) 

 

 本研究は、申請者らがこれまでに研究を行って来たアルコール資化性脱窒菌、Hyphomicrobium 

denitrificans（アルコールを取り込んで炭素源とし、脱窒する）に着目し、その機能増加をさせて N2O

浄化に応用するものである。そのため、まずこの菌体からの本研究の key enzyme、亜酸化窒素還元

酵素（N2OR）の X 線結晶構造解析を試みた。HdN2OR を pH 6.5 において結晶化することに成功し、

分解能 2.5 Åで X 線結晶構造解析を行った。この酵素は、これまでに報告のある３つの N2OR と同様

な二量体構造で、一つのサブユニット（584 アミノ酸残基からなる）は２種類の銅活性中心、CuA(複核

銅部位)、CuZ(４核銅部位)を有していた。１つのサブユニット中の CuA と CuZ は 40 Å離れているが、隣

のサブユニットの銅部位との距離は短い。すなわち、CuA と隣のサブユニットの CuZ との距離は 10 Å

である。従って、電子供与体である HdCyt c550 からの電子は、CuA 部位で受け取られるが、10 Å離れ

ている隣のサブユニットの CuZ 部位に渡され（分子間電子移動）、N2O が N2 に還元されると考えられた

（論文作成中）。 

 一方、アルコール脱水素酵素ならびに HdCyt cL のＸ線結晶構造解析も既に行い、それらの立体構

造も明らかにしているので（発表論文参照）、本研究における電子伝達系に関与する全ての分子構

造を明らかにしたことになる。HdN2OR の組換体の発現系構築は、まず最初に大腸菌を用いた系で試

された。その結果、封入体として大量に発現することが分かり、それは上述の立体構造情報から本酵

素が持つ極めて特異な CuA ならびに CuZ 構造が原因であると考察された。現在、その特異部位構築

のための分子シャペロンをクローニングしている途中であり、それが得られると大量に HdN2OR 組換体

が生産できると期待される。 
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欧文概要 ＥＺ 

 

   We have proposed the N2O-elimination using a methylotrophic denitrifing bacterium, 

Hyphomicrobium denitrificans, which uses methanol as a carbon source and carries out denitrification. 

At the first step, the crystal structure of Hyphomicrobium nitrite reductase (HdN2OR) has been 

analyzed at 2.5-Å resolution. Homodimeric HdN2OR contains binuclear Cu center (CuA) and 

tetranuclear Cu center (CuZ) per one subunit composed of 584 amino acid residues, which is 

essentially similar to three N2ORs so far reported. Since the distance of these Cu centers is about 40 Å, 

the CuA center receives an electron from an electron donor protein and transfers it to the CuZ center, 

which is located in the other subunit and about 10 Å distant from the CuA center. In the next step, it 

was difficult to obtain the recombinant of HdN2OR by using E. coil, because the enzyme has the 

complicated binuclear CuA and tetranuclear CuZ centers. Therefore, for the preparation of the 

recombinant, cloning of the chaperon genes of the CuA and CuZ centers is in progress. 
 

 


