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論文の内容の要旨

　シトクロムP45腕or（以下P450巫or）は一酸化窒素（NO）還元酵素（Nor）として働き（下式1），カビ

の脱窒に関与する。

　2N○十NAD（P）H＋H＋→N20＋NAD（P）十十H20（1）；　Fe3＋一NO＋NADH→∫十NAD＋（2）

触媒する反応がモノオキシゲナーゼでない点や電子供与体NADHから直接電子を受取る（還元過程；上記

2式）ことなど，P450として異常な反応機構をもつ。このような異常性にも関わらず立体構造は他のP450

とよく似ている。すなわちP450スーパーファミリーのメンバーとしての特質を持ち合わせる。これまで本

P450mrに関し，X線結晶構造解析をはじめとする様々な手法による反応機構の解明が進んでいる。本研究

では，NADHからP450norへの直接の電子伝達という興味深い現象に焦点を絞り，おもにタンパク質工学

的解析によりその反応機構の解明を行った。さらに，カビ脱窒系に関連する興味深い反応，共脱窒反応の少

なくとも一部の反応がP450mζにより引き起こされることを発見し，その解析を行った。

　P450norのヘム遠位ポケットには多くの正荷電アミノ酸（Lys，血g）や親水性アミノ酸，および水分子

が存在し，親水性の高い環境を形成している。多くのLyS，虹g残基より形成される正荷電クラスターは，

上記の部分反応（2）におけるNA睨の緒合に重要であることが示されている。また，Thr243，Ser286，

Asp393などの親水性アミノ酸が反応（2）における中問体（∫）形成に重要であることも明らかになっている。

本研究では，ヘム遠位ポケットに存在するアミノ酸残基の中で役割が解析されていないもの，とくに酸性ア

ミノ酸（Gh71，Asp88）およびAsn3五5などアニオンホールを形成するアミノ酸の機能について解析を行った。

　Asp88の変異体，D88AおよびD88Vでは，還元過程は阻害されず，あるいはむしろ促進されるのに，

ove夏an反応は20％強にまで減少するという興味深い現象を観察した。D88Aでは，NAD＋，NADピなどの

酸化型ピリジンヌクレオチドに対する緒合の親和性が著しく高まっていた。これらの結果より，これら変異

体では反応（2）において電子を渡したあとのNA睨，すなわちNAD＋の酵素への結合力が高まり，∫から

のNAD＋の解離速度が遅くなることによりovera孤反応の速度低下を招いた，と結論した。Asp88は上記正

荷電クラスターの中に存在する。この結果は，酵素反応全体にとってNA睨の結合だけでなく，NAD＋の遊

離も重要なステップであることを認識させるものである。すなわち正荷電クラスターの中に負荷電（Asp88）
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を配置することにより，NADHとNAD斗の両者に適度な親和性を与える，巧みな機構の存在が明らかとなっ

た。

　一方Glび71は正荷電クラスター最上部虹g64の上（血g64とB1一ヘリックスの中問）に位置する。この

変異体E71Aでは1形成反応の阻害が見られた。Gh71はNADHの結合に重要な虹g64を固定する役割を

もつと結論した。Gh71とAsp88は虹g6逸を挟んで位置し，ともに虹g64から至近距離にある。すなわち

Gh71一虹g6企Asp88は塩橋ネットワークを形成する。NA1）H結合に際してはGh71が此g64をNA睨分子

に近づける役割を果たし，電子伝達後にはAsp88が虹g64をNAD＋から引き離す。すなわちNADH結合お

よびNAD＋遊離におけるGh71一虹g64＿Asp88塩強ネットワークの重要性がクローズアップされた。

　さらにヘム近傍のアニオンホール（ハロゲンイオン結合部位）について検討し，NADHとの相互作用に

おけるそのユニークな機構を明らかにした。アニオンホールを構成するアミノ酸残基の変異体，すなわち

N315D，A293Lなどでは上記還元過程が阻害されたが，N315DではD88Aと同様にNAD＋への親和性が高まっ

ていた。これらの結果より，アニオンホールはNA1珊のピリジン環結合のスペースを提供し，さらに還元

型（NADH）は引きつけるが正荷電となったピリジン環（NAD＋）には反発して早く追い出すというユニー

クな機構の存在が明らかとなった。

　一方カビでは条件により，脱窒と共にユニークな共脱窒現象が観察される。すなわち脱窒産物N。または

N20を構成する窒素原子の一方が亜硝酸以外の窒素化合物（共脱窒基質）に由来する。共脱窒産物の種類（N2

またはNワO）は共脱窒基質の種類に依存する。本研究では共脱窒へのP450norの関与を検討した。その結果，

N○とアザイドからハイブリッドのN20が生成することを証明し，N20を生成する共脱窒反応は二段階で

進行すること，およびその後半にP450皿orが関与することを明らかにした。

審査の結果の要旨

　P450スーパーファミリーに属し，立体構造の共通性も保存しながら特異な機能を獲得するに至った

P45腕orの構造～機能相関の解明は，P450の分子進化や反応機構を考える上できわめて興味深いものである。

本研究は，Gh71一伽g6企Asp88塩橋ネットワー一クおよびアニオンホールのNADHとの相互作用における重要

性，とくに速やかなNAポ遊離のための巧妙なメカニズムの存在を初めて明らかにし，P450双orの高速ター

ンオーバー実現のための中心的機構を解明したものである。さらにカビ脱窒系にユニークな共脱窒活性の少

なくとも一部がP45腕orによるものであることを明らかにした。

　以上のように，本研究の成果は，NADHからP450への直接電子伝達という異常な反応機構の解明におい

て重要な知見をもたらしたと判定される。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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