
１． は じ め に

フラビン（ビタミン B２）を補酵素とするタンパク質は，

ゲノム上にコードされている全体のおよそ２～３％を占め

最も多いものの一つである１，２）．フラビン酵素は多様な生理

機能をもつことが知られているが，主な機能としてミトコ

ンドリア３）やミクロソーム４）の電子伝達系の補酵素として，

二電子系電子供与体である NAD（P）Hから一電子受容体へ

の変換体として働いている．一方，植物の光合成の電子伝

達系においては，一電子系のフェレドキシン（Fd）から

フェレドキシン-NADP＋還元酵素（FNR）をへて二電子系

の NADP＋の還元に機能している５）．しかし，シアノバクテ

リアなどのラン色細菌においては，鉄濃度が低い生育環境

下では鉄硫黄［２Fe-２S］クラスターをもつ Fdが，機能の

上で FMNを補酵素とするフラボドキシン（Fld）と置き換

わることができる６，７）．

Photosystem I → Fd／Fld →← FNR →← NADP（H）

最近，NADPH-シトクロム P４５０還元酵素（P４５０還元酵

素）８）に代表されるように一分子中に FADと FMNの二つ

のフラビンを含む，di-flavin還元酵素ファミリーが見いだ

されてきている．これらの酵素の FADは NAD（P）Hの脱

水素酵素として，一方，FMNは一電子伝達体として機能

している．補酵素として FADと FMNが結合するドメイ

ンはそれぞれが明確に区別され，FADドメインは植物の

FNRに，一方 FMNドメインはバクテリアの Fldに由来

し，これらと酵素が融合したものである９～１１）．一方，一酸

化窒素合成酵素（NOS）は NADPH，FAD，FMN結合部

位を含む還元酵素ドメインとアルギニン（Arg），テトラ
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一酸化窒素合成酵素の制御機構における
di-flavin還元酵素ファミリーの役割
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di-flavin還元酵素ファミリーは NAD（P）Hに対する脱水素作用と一電子伝達体の二つの

機能を兼ね備えた一群のフラビン酵素である．代表的なメンバーである NADPH-シトクロ

ム P４５０還元酵素（P４５０還元酵素）の FADは NADPHに対して脱水素酵素として機能し，

一方 FMNは一電子伝達体としてシトクロム P４５０（P４５０）に電子を供給する．一酸化窒素

合成酵素（NOS）には P４５０還元酵素と類似した機能をもつ還元酵素ドメインが存在し，

カルモジュリンにより NADPHからヘムを含む酸化酵素ドメインへの電子伝達が制御され

ている．この二つの酵素系の還元酵素ドメインは電子伝達に伴い大きな構造変化を伴う．

NOSは還元酵素ドメインの構造変化という動的なファクターを，この電子伝達の制御機

構に取り入れている．また，NOSの還元酵素ドメインはアイソフォーム間で異なる制御

を受けている．最近，筆者らは誘導型 NOSの FMNドメインとカルモジュリンとの複合

体の構造を明らかにしたことにより，これらの情報を基に NOSの全構造をモデリングす

ることが可能となってきた．本総説では，P４５０還元酵素と NOSの電子伝達機構を比較検

討し，NOSの電子伝達の制御機構における di-flavin還元酵素ファミリーの役割について

それらの構造を基盤に考察したい．
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ヒドロビオプテリン（H４B），ヘム結合部位を含む酸化酵

素ドメインがカルモジュリン（CaM）結合配列により繋が

れた融合酵素である．その還元酵素ドメインは P４５０還元

酵素と構造と機能の上で類似している８，１２）．しかし，還元

酵素ドメイン内には P４５０還元酵素にはない新たな配列が

存在し，これらの配列と共役して，CaMにより電子伝達

が制御されている１３，１４）．NOSには三つのアイソフォームが

知られているが，これらは共通して NADPHと分子状酸素

（O２）の存在下，L-アルギニン（L-Arg）を酸化して不対電

子をもつ一酸化窒素（NO）を産生する１３）．NOは，情報の

伝達，血圧の調節，免疫応答などの多彩な生理機能をもつ

ことが知られている１５）．血管内皮細胞においては二次メッ

センジャーとしてグアニル酸シクラーゼのヘムに結合する

ことにより，GTPを cGMPに変換し平滑筋を弛緩させる

働きをしている．

NOSはマルチ補酵素，マルチドメイン酵素であること

から，還元酵素ドメインと酸化酵素ドメインに分離した系

を用いて研究が進められている．ヘムを含む酸化酵素ドメ

インはその構造から P４５０に分類できないが，フラビンを

含む還元酵素ドメインは進化の過程において大きな構造変

化を受けることなく保存されている．最近，P４５０還元酵

素の FADと FMNドメインは P４５０への電子移行の過程に

おいて，動的な構造変化を伴うことが明らかにされてきて

おり１６～１９），NOSアイソフォームにおける還元酵素ドメイン

の構造変化が注目されている２０）．本総説では P４５０還元酵

素と NOSの還元酵素ドメインの構造と機能を比較検討し，

電子伝達における di-flavin還元酵素の制御のメカニズム

を，最近の構造に関する知見を踏まえて考察したい．本誌

には，すでに NOSに関する優れた総説が佐上らにより掲

載されているので合わせて参照されたい２１）．

２． di-flavin還元酵素ファミリー

NAD（P）Hを電子供与体として，特に物質代謝に関連し

た電子伝達系は NAD（P）Hからの電子を受容する脱水素機

能をもつフラビン，一電子伝達体，電子受容体の順に電子

伝達が起こる４，２２）．基本的には，この三つの構成成分とそ

れらの機能を必要とする（図１）．di-flavin還元酵素ファミ

リーは一分子中に FADと FMNを含み，脱水素作用と一

電子伝達体の両者の機能を兼ね備えた一群のタンパク質で

ある．FAD結合ドメインは植物の FNRと，一方，FMN

結合ドメインはバクテリアの Fldとアミノ酸配列の上で高

い相同性を示し，類似した構造と機能をもつことが知られ

ている９）．電子伝達も基本的には共通した機構により行わ

れている．これらの条件を満たした６種類の酵素がこれま

でに報告されている．真核生物では P４５０還元酵素８～１１，２３），

NOSの還元酵素ドメイン１２～１４），メチオニン合成酵素の還元

酵素系２４，２５），novel oxidoreductase２６），一方，原核生物ではフ

ラビンシトクロム P４５０BM３（P４５０BM３）の還元酵素ドメ

イン２７，２８），サルファイト還元酵素系の αサブユニット２９）が

知られている．メチオニン合成酵素系はバクテリアにも存

在し，還元酵素系として NADPH-フラボドキシン還元酵素

と Fldを含む三成分系から構成されている３０）．バクテリア

の NO合成系も，後述するように三成分系から構成されて

いる３１）．哺乳類の P４５０を含む電子伝達系はミトコンドリ

アとミクロソームに局在し（図１），前者は還元系として

FADを補酵素とする NADPH-アドレノドキシン還元酵素，

鉄-硫黄［２Fe-２S］クラスターをもつアドレノドキシンお

よび P４５０からなる三成分系３２，３３）であるが，後者は P４５０還

元酵素と P４５０からなる二成分系である８）．FNRは植物型

とグルタチオン還元酵素型に分類されているが２２，３４），P４５０

還元酵素の FADドメインは前者のタイプに分類され，一

方，NADPH-アドレノドキシン還元酵素は後者のタイプに

分類される．FNRはスーパーファミリーを形成している

ことから，di-flavin還元酵素ファミリーもこのグループに

分類することが可能である．

二つのフラビンを含む di-flavinファミリーは比較的小さ

なものであるが，電子伝達系タンパク質としてユニークな

働きをしている．まず，FNRのパートナーとして Fdでは

なく Fldが選択されたことである．この理由として，（i）

FNRと Fldとの親和性は Fdよりも低い．このことはドメ

イン間の動きがスムースになる役割を担っている．（ii）Fld

図１ 電子伝達経路
P４５０を含む電子伝達系はミトコンドリアとミクロソームで異
なる．ミトコンドリアにおいては非ヘム鉄（２Fe-２S）が一電子
伝達体として，一方ミクロソームにおいては FMNが一電子伝
達体として機能している．一酸化窒素合成酵素においても，
FMNが一電子伝達体として機能している．
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に結合している FMN分子の一部がタンパク質から溶媒側

に露出しているのに対して，Fdの鉄-硫黄［２Fe-２S］クラ

スターはタンパク質に埋もれている．このことにより Fld

は Fdよりも電子の授受が容易である．（iii）FNRと Fldに

含まれている活性中心の FADと FMNの間の距離はそれ

らの複合体のモデリング３５）から約４A°と予測されており，

一方 FNRの FADと Fdの鉄-硫黄［２Fe-２S］クラスターの

間の距離はそれらの複合体の X線結晶構造解析３６）から７．６

A°と決められている．活性中心の間の距離は前者の方が短

い．これらのことから大胆な推論ではあるが，タンパク質

間の電子の授受には，Fldの方が Fdよりも優れているも

のと考えられる．

哺乳類の P４５０還元酵素は一つの遺伝子によってコード

されていることから３７），ミクロソーム型 P４５０アイソ

フォーム（約５０種類）の全てに電子を供給することので

きる大変ユニークな電子供給系である．さらに，P４５０還

元酵素の FMNドメインは電子受容体として P４５０以外に

も，シトクロム b５（cyt b５），ヘムオキシゲナーゼ，スクワ

レンモノオキシゲナーゼ，７-デヒドロコレステロール還元

酵素などにも電子を供与することができる．したがって，

P４５０還元酵素の異常は薬物代謝，ヘム代謝，ステロイド

ホルモンの合成などの異常を同時に引き起こす４）．P４５０還

元酵素はステロイドホルモンの合成に関与している P４５０c

１７（１７位水酸化酵素／１７，２０-リアーゼ），P４５０c２１（２１位

水酸化酵素），P４５０arom（アロマターゼ）に電子を供給し

ている．Antley-Bixler症候群３８）は，P４５０還元酵素遺伝子の

ミスセンス変異によるアミノ酸の置換によるステロイドホ

ルモン合成活性の低下によって引き起こされる．

P４５０還元酵素に対して，一成分系としての NOSには三

つのアイソフォームが知られており１２～１５），それぞれの還元

酵素ドメイン内には，次の章で述べるように P４５０還元酵

素にはない制御配列が挿入されていることによりドメイン

間の動きが制約されているが，CaMの結合によりその制

約が解除される．CaMはいろいろの細胞調節系に関与し

ているが，酸化還元酵素系に関与している例は大変めずら

しい．

３． P４５０還元酵素と NOS還元酵素ドメインの構造

P４５０還元酵素の FAD／NADPHと FMNが結合する二つ

のドメインは，両者をつなぐ結合ドメイン（CD）と柔軟

性のあるヒンジ（H）配列（～１５アミノ酸残基）によって

つながれている１１，１６）．そのアミノ末端（N末端）側には疎

水性の膜結合領域（TM）が存在し，そのアセチル化され

た N末端を内腔側に，一方フラビンを含むカルボキシル

末端（C末端）側を細胞質に向けて小胞体膜に結合してい

る１０，３９）．N末端側には FMN結合ドメインが，C末端側に

は FAD／NADPHが結合するドメインが配置されている（図

２A）．この C末端側の FNR由来の FAD／NADPHドメイン

は NADPHと FADが結合する二つのサブドメインから構

成されている．

一方，NOSは一成分系として NADPHと分子状酸素の

存在下 L-Argを酸化して一酸化窒素（NO）とシトルリン

（Cit）を合成する．基質としてのアルギニン（L-Arg）と

酸素分子（O２）を活性化する酸化酵素ドメインと，それら

に電子を供給する二つのフラビンを含む還元酵素ドメイン

から構成されており，両者は CaM結合配列（～３０アミノ

酸残基）によって繋がれている１２～１４）（図２B）．NOSには神

経型（neuronal NOS，nNOS，NOS I），誘導型（inducible

NOS，iNOS，NOS II）および血管内皮型（endothelial NOS，

eNOS，NOS III）の三つのアイソフォームが知られてい

る１５）．それらの NO合成活性は異なっており，また異なる

発現調節を受けている．これらの還元酵素ドメインの構造

は P４５０還元酵素と非常に良く類似しているが，FADドメ

イン内に βフィンガー（βF）配列（～１０アミノ酸残基），

FMNドメイン内にヘリックス構造をもつ自己阻害（autoin-

hibitory，AI）配列（～４５アミノ酸残基），C末端側に P４５０

還元酵素より長いヘリックス構造をもつ C末端（CT）配

列（～２１―４２アミノ酸残基）などの制御配列が挿入されて

いる．しかし，iNOSは AI配列をもたず，また nNOSお

よび eNOSに比較して βFと CT配列は比較的短い．これ

らの点から iNOSの還元酵素ドメインは P４５０還元酵素に

比較的類似しているといえる．また iNOSには Ca２＋／CaM

が強く結合しており，常に活性型となっている．したがっ

て，iNOSによる NO合成は Ca２＋濃度には依存せず，主に

その制御は転写レベルで行われている．それに対して，常

に発現している構成型の nNOSと eNOSは細胞内 Ca２＋濃

度に依存して CaMにより NO合成が制御されている．

４． 還元酵素ドメインの酸化還元反応

この章では di-flavin還元酵素ファミリーの補酵素として

のフラビンの酸化還元反応について概説する．フラビンは

酸化型（Fox），セミキノン型（Fsq），還元型（Fred）の三つ

の電子状態をとることが知られている（図３）．NAD（P）H

から最終電子受容体への電子移動過程には二電子および一

電子反応が含まれていることから，この三つのフラビンの

電子状態とそれらの酸化還元電位が反応サイクルにおいて

重要な役割を果たしている．

４―１． フラビンの酸化還元電位４０）

フラビンは全体として二電子の授受をする酸化還元分子

であるが，不対電子をもつセミキノン型を経由することに

より一電子反応を可能にしている．
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図２ P４５０還元酵素と NOSのドメイン構造の比較
A）P４５０還元酵素，P４５０，フラボドキシン（Fld），およびフェレドキシン還元酵素（FNR）のドメイン
構造を示す．B）バクテリア型 bsNOS（Bacillus subtilis NOS）および誘導型 NOS（iNOS），構成型 NOS
（eNOS，nNOS）のドメイン構造を示す．A），B）ドットは FADおよび FMN周辺に保存されている芳
香族アミノ酸の位置を示す（図５Cと５Dを参照）．TM：膜結合ドメイン，heme：ヘム，H４B：テトラヒ
ドロビオプテリン，CD：結合ドメイン（下線にて示した），H：ヒンジ領域，CaM：カルモジュリン結
合領域，AI：自己阻害配列，βF：βフィンガー，CT：C末端配列，PDZ：PDZドメイン．各ドメインの
右側の数字はアミノ酸の数を示す．

図３ フラビンの酸化還元状態
FADおよび FMNは電子伝達系において酸化型，不対電子をもつセキノン型および還元型が機能し
ている．
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Fox →←
±e－

Eox／sq

Fsq →←
±e－

Esq／red

Fred （１）

ここで，Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）は，それぞれ酸化型（Fox）／

セミキノン型（Fsq）とセミキノン型（Fsq）／還元型（Fred）

系の一電子還元電位と定義する．

酸化型（Fox）と還元型（Fred）からのセミキノン型（Fsq）

の生成および消滅の間に次の平衡式

Fox＋Fred →←２Fsq （２）

が成立すると仮定すると，セミキノンの生成定数（Ks）は

次の式で与えられる．

Ks＝
（Fsq）２

（Fox）（Fred）
（３）

一電子還元電位（Eox／sq，Esq／red）とセミキノンの生成定数

（Ks）との間に次の関係式が成立する．

Eox／sq＝Em＋
RT
２F

lnKs （４）

Esq／red＝Em－
RT
２F

lnKs （５）

４式と５式より Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）の間の電位差は，

Eox／sq（E１）－Esq／red（E２）＝
RT
F

lnKs （６）

と表される．ここで Em（Fox／Fred）は標準還元電位である．

生化学では pH＝７の値が使用されている． Rは気体定数，

Tは絶対温度，Fは Faraday定数である．

一電子の還元電位，Eox／sqと Esq／redは Ksと Emを用いて４

と５式あるいは６式から求められる．また，４～６式にお

いては，Eox／sqと Esq／redが Ksに依存していることを示して

いる．Ksがゼロであればセミキノンは生成しない．Ksが

１＞Ks＞０であれば Esq／red（E２）＞Eox／sq（E１）となる．Ks＝１で

あれば Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）は一致する．Ksが Ks＞１で

あれば Eox／sq（E１）＞Esq／red（E２）となる．

４と５式から標準還元電位，Em（Eox／red）は一電子還元電

位，Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）の相加平均として示される．

Em＝
Eox／sq＋Esq／red

２
（７）

遊離フラビンのセミキノンは非常に不安定（短寿命）で

ある．この一電子還元電位（F／F●）は，一電子還元電位が

既知の化合物を基準として求めることができる．たとえ

ば，duroquinone, DQ（DQ／DQ●＝－２４７mV）と FMNの両者

を含む系にパルスラジオリシス法より発生させた水和電子

（e－aq）により一電子還元すると（８式），９式に示す酸化還

元系が両者の一電子酸化還元電位に依存して非常に短い時

間内（マイクロ秒）において平衡に達する４１）．

e－aq＋DQ／F → DQ●＋F● （８）

DQ●＋F
k１
→←
k－１

DQ＋F● （９）

F／F●と DQ／DQ●の一電子還元電位の差は９式の平衡定数，

Kと次式によって関係づけられる．

Eox／sq（DQ／DQ●）－Eox／sq（F／F●）＝
RT
F

lnK （１０）

したがって，実測された K の値と既知の一電子還元電

位（DQ／DQ●）の値を用いて１０式から FMNの Eox／sqは－３１４

mVと決められている４１）．一方 FMNの Esq／redは Em（－２１９

mV）と７式から－１２４mVと算出される．また，FMNの

セミキノン生成定数（Ks）は４と５式あるいは６式から

６．０３×１０－４と算出される．FADにおいてもこれらのパラ

メータはほとんど同じである．また，９式の平衡定数（K）

はこの反応の正逆の速度定数の比（K＝k－１／k１）として置

き換えることができることから，速度論的に１０式を用い

て一電子の酸化還元電位を測定することが可能である４２）．

電子供与体である NAD（P）Hの標準酸化還元電位，Em

（NAD（P）＋／NAD（P）H）は－３２０mVである．一電子還元電

位，E１（NAD（P）＋／NAD（P）●）と E２（NAD（P）●／NAD（P）H）

はパルスラジオリシス法により，それぞれ－９２２mVと

＋２８２mVとに決められている４３）．しかし，タンパク質に結

合した FADの NAD（P）Hによる還元は一電子移動による

ものではなく直接のヒドリドイオン（H:－，プロトンと二

つの電子）の移動による．一方，FNRの Fdあるいは Fld

による還元は，連続した一電子反応により二電子還元を受

けた FADから酸化型 NADP＋にヒドリドイオン（H:－）の

移動が起こり還元型 NADPHを生ずる．二つのフラビンの

間の電子授受，および FMNからヘムへの電子移動は一電

子反応によって行われる．P４５０還元酵素に結合している

二つのフラビンのセミキノン状態は非常に安定である．こ

れらの一電子還元電位は電位差滴定法によって測定されて

いる４４）．この方法により di-flavinファミリーのフラビンの

一電子還元電位が以下に述べるように決められている．

４―２． 還元酵素ドメインの酸化還元電位

補酵素としてのフラビンのタンパク質との結合の強さは

その結合の性質およびフラビン周辺の構造によって影響さ

れるので，タンパク質に結合した状態では異なる電位を生

ずる．したがって，個々のフラビンタンパク質のもつ酸化

還元電位はその酵素の機能を反映しているといえる．遊離

フラビンの酸化還元電位についての関係式，１～１０はフラ

ビンタンパク質にも適応される．電子伝達系に関与するフ

ラビンタンパク質の電子移動は電子供与体と電子受容体と

の反応である．一般に，還元剤である電子供与体は電子を

放出しやすい低い酸化還元電位をもち，電子受容体は酸化

剤として電子を受け入れるべく，より高い酸化還元電位を
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もっている．酸還元電位は電子移動の方向を決める重要な

ファクターである．

di-flavin還元酵素ファミリーの基本構造は Fldと FNRで

ある（図５）．Fldは α／βドメイン構造（５本の βストラン
ドからなる βシートの両側に αヘリックスをもつ）から
なる FMNを含んだ比較的低分子量の一電子伝達体であ

る．その一電子還元電位は種々のバクテリアから単離され

詳細に解析されている４５，４６）．セミキノンの生成定数（Ks）

は１より大きく，Eox／sq（E１）の値はおおよそ－５０mVから

－２６０mVの範囲にあるが，Esq／red（E２）の値はおおよそ－４００

mVと低い値を示す．Esq／red（E２）は Eox／sq（E１）より低い一電

子還元電位を示すのが特徴である．両者の電位の開きは大

きく，セミキノン型が安定化されていることから還元型が

高い反応性をもつ．このことにより，FMNは還元型とセ

ミキノン型をシャトルすることにより低い電位をもつ Fd

（－４１２mV）と同じように一電子伝達体として機能するこ

とができる．中性セミキノンの安定化は，タンパク質に結

合した FMNの N５の pKa値が遊離 FMNの８．５より大き

くなることによる．また，Esq／red（E２）の値は N５近傍のアミ

ノ酸配列により大きく影響を受ける４５，４６）．

FNRは NAD（P）Hと Fdあるいは Fldの間の可逆的な電

子移行反応を触媒する．植物酵素の Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）

の値はそれぞれ－３５０mVと－３３５mVである４７）．したがっ

て，セミキノン生成定数（Ks）の値は０．５５と見積もられ，

Emの値は－３４２mVとなる．電位の開きは１５mVと比較的

狭い．このことが，二電子系から一電子系，その逆の一電

子系から二電子系への可逆的な電子移動反応を可能にして

いる．バクテリアの FADを補酵素とする NADPH-フラボ

ドキシン還元酵素と植物の FNRの間のアミノ酸配列の同

一性は１７％と低いが，それらの構造はお互いに良く似て

いる４８）．この酵素の電位，Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）の値はそ

れぞれ－３０８mVと－２６８mVである４９）．FNRと同様に Esq／red

（E２）は Eox／sq（E１）より高い一電子還元電位を示す．

一方，P４５０還元酵素の FADの電位の開きは比較的大き

く，セミキノン生成定数（Ks）の値は FNRや NADPH-フ

ラボドキシン還元酵素とは異なり１より大きい４４）．それぞ

れの一電子還元電位の値は－２９０mV（Eox／sq）と－３６５mV

（Esq／red）である．P４５０還元酵素の FADドメインの構造は

FNRとよく似ているが，電位の上からは異なっている．

一方，FMNの電位は，Fldと同じようにセミキノン生成定

数（Ks）は１より大きく，それぞれの電位は－１１０mV（Eox／sq）

と－２７０mV（Esq／red）である．両フラビンのセミキノン種は

中性型（FADH●と FMNH●）であり，Emの値は FMNのほ

うが FADより高い（図４A）．電子は低い電位から高い電

位に流れることから，NADPH（－３２０mV）から FAD，FAD

から FMNへの電子の移動が起こり易くなっている．P４５０

還元酵素の電位は脂質との相互作用により P４５０に電子を

渡し易くなるように変動することが報告されている５０）．

NOSアイソフォームの還元酵素ドメインの FADおよび

FMNの電位は，基本的には P４５０還元酵素と類似してお

り，FMNが一電子伝達体として酸化酵素ドメインのへム

に電子を供給している５１，５２）．また，それらの電位は CaMの

結合による影響を受けない．

メチオニン合成酵素の還元酵素系５３），novel oxidoreduc-

tase５４），サルファイト還元酵素系の αサブユニット５５）につ

いても P４５０還元酵素と類似した電位が報告されている．

これらの系においても，FADは脱水素酵素として，一方

FMNは一電子伝達体として機能している．di-flavin還元

酵素ファミリーにおいては，FMNの N５の位置にグリシ

ンの主鎖のカルボニル基が水素結合することにより，中性

セミキノン（FMNH●）型が安定化されている．しかし，

NOSに類似した一成分系の二量体構造をもつ P４５０BM３５６）

においては，この位置に相当するグリシン（Gly５３７）が欠

失していることから，ここに位置するアスパラギン（Asn

５３７）の主鎖のアミドグループが N５と水素結合している．

このことによりセミキノンはプロトンの解離したアニオ

ニック（FMN●－）型となる．この酵素の Eox／sqと Esq／redの値

はそれぞれ－２０６mVと－１７７mVである．この欠失してい

る位置にグリシンを挿入すると Eox／sqと Esq／redの値はそれぞ

れ－１９８mVと－２４５mVとに変化し，各々の一電子還元電

位の値は逆転する．ここで挿入されたグリシン（Gly５３７）

はフラビンの N５との間に水素結合を形成し，中性セミキ

ノン（FMNH●）が安定化されるようになるが，Fldに見ら

れるような大きな電位の開きは観測されない．逆に，

nNOSの FMN（N５）との間に水素結合を形成している Gly

８１０を欠失すると，Eox／sq／Esq／redの値はそれぞれ－１７９mV／

－３１４mVから－２８０mV／－１９０mVに変化し，セミキノンは

中性型からアニオニック型に変わる５７）．この変異体による

非生理的電子受容体であるシトクロム c（cyt c）の還元活

性は CaMの有無により変わらず，両者は野生型に近い値

を示す．NO合成活性も CaMの有無により変わらなかっ

たが，その値はそれぞれ野生型の５％にまで低下してい

た．P４５０BM３は P４５０の系や NOSよりも高い酵素活性を

示すことから，NOSからグリシン（Gly８１０）を削除する

ことにより高い活性をもつ酵素に変換することができるも

のと期待されたが，FMNセミキノンを中性型からアニオ

ニック型に変換するだけでは酵素活性に大きな変化はみら

れない．一方，P４５０BM３においてはグリシンの挿入によ

りある程度の活性の低下が観測されたが著しい減少はみら

れない．P４５０BM３と NOSにおける酵素活性の著しい違い

は一つのアミノ酸によるものではなく酵素全体に反映され

ているものと推測される．特に，P４５０BM３は NOSに比較

して触媒反応に必要な最適な構造を形成しているものと推

測される．
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４―３． シトクロム P４５０の酸化還元電位

P４５０は基質として薬物，ステロイドなどに分子状酸素

の一原子を導入する反応を触媒する．この反応による基質

（RH）の酸化（水酸化）反応は分子状酸素（O２）と NAD（P）H

から供給される二個の電子を必要とする．

RH＋O２＋２e－＋２H＋→ROH＋H２O （１１）

ここで二個の電子は P４５０還元酵素の FMN部位から一個

ずつ供給されることにより，酸素分子は還元的に活性化さ

れ一原子が基質（ROH）に取り込まれ，もう一原子は水

になる（後述する図１２を参照）．

一般に P４５０還元酵素による P４５０のヘムの還元速度は

基質が存在すると著しく加速される５８）．この現象は，酸化

型 P４５０のヘムの第六配位子に結合している水分子が基質

により排除されることによる．水が配位している酸化型ヘ

ムにおいては，水分子からヘム鉄に電子が供給されること

によりヘム鉄の電子密度は高くなる．このことにより水が

配位していない場合に比べてヘム鉄への負の電荷を持つ電

子の導入が困難となる５９）．基質が存在しない場合には，P

４５０の還元電位は低く保たれていることにより，電子が無

駄に消費されないように制御されている．一方，基質の結

合に伴い P４５０のヘム鉄は水の配位した低スピン状態から

水のはずれた高スピン状態に変換することにより，電位が

上昇し FMNからヘムに電子が導入され易くなる６０）．例え

ば，P４５０３A４（CYP３A４）は基質が無い場合の高スピン状態

の割合は１１％であり，その電位は－２２０mVを示す．一

方，基質（テストステロン）の存在下高スピン状態の割合

は９２％と増加し，その電位は－１４０mVとなる．還元型ヘ

ムへの水の結合は弱いことから，還元型ヘムは高スピン状

態にある．したがって，この電位差（８０mV）は酸化型低

スピン状態と酸化型高スピン状態の還元電位の差によるも

のである．

ミクロソーム型 P４５０の一電子還元電位，P４５０（Fe３＋）-

H２O／P４５０（Fe２＋）はアイソフォームにより異なり，おおよ

そ－２００mVから－３００mVの範囲にある．また，それらの

基質結合型の電位は基質の種類によっても異なる．とく

に，低スピン型から高スピン型への変換の程度に依存して

上昇する６０）．さらに，還元型ヘムに酸素分子（O２）が強く

結合することによって還元型が安定化される（図４A）．こ

図４ P４５０還元酵素および P４５０の酸化還元電位と反応サイクル
（A）P４５０還元酵素に含まれる FADと FMNの一電子還元電位および二電子還元電位４４）を示す．

P４５０の酸化型，基質（RH）結合型および酸素（O２）結合型のそれぞれの一電子還元電位はアイソ
フォームと基質により異なることから，相対的な値として括弧内に示した．（B）P４５０還元酵素の
反応サイクルにおける電子の移動はドットで示した．二つのドットは還元状態（FADH２と FMNH２）
を示し，一つはセミキノン状態（FADH●と FMNH●）を示す．FADと FMNに付記してある１およ
び２の数値はそれぞれ Eox／sq（E１）と Esq／red（E２）に相当する電位を示す．
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のことにより酸素が結合した酸素化型の系，P４５０（Fe３＋）-

H２O／P４５０（Fe２＋）-O２は P４５０（Fe３＋）-H２O／P４５０（Fe２＋）の 系 よ

り電位が上昇する．熱力学的な考察から酸素化型を含む系

の電位は＋６mVと見積もられている６１）． NOSの場合には，

L-Argの結合による P４５０の系に見られるような大きな電

位変化は報告されていない．

４―４． 還元酵素ドメインの反応サイクル

di-flavin還元酵素による電子受容体への電子移動は，（i）

NADPHから FADへの直接のヒドリドイオン（H:－）の移

動，（ii）次いで還元型 FADから FMNへの分子内一電子

移動，（iii）還元型 FMNから最終電子受容体への一電子移

動の三段階に分けられる．P４５０還元酵素と NOSにおいて

は，（iii）の段階が全体の律速段階となっている．これら

の酵素の還元酵素ドメインの反応機構は非生理的な電子受

容体を用いて解析されてきた．その結果，フェリシアン化

カリウム（K３［Fe（CN）６］）は主に FADから電子を受容し，

一方，cyt c は FMNから電子を受容することが明らかにさ

れている．反応サイクルにおいては，FADから FMNへの

電子移動のための閉鎖型と，FMNから電子受容体への電

子移動のためのオープン型の構造をもつことが必要であ

る．この構造の詳細については，後述する．

反応サイクルは酸化型から始まるのが一般的であるが，

P４５０還元酵素と NOS還元酵素ドメインにおいては，フラ

ビンの一電子状態，FAD-FMNH●が非常に安定でありその

反応性が低いことから，この状態からスタートする機構に

ついて述べる（図４B）．NADPHの２個の電子は反応サイ

クルを通して一個ずつ電子受容体に渡され，最初の一電子

状態に戻る４，８，６２）．反応サイクルは一電子（FAD-FMNH●）

→ 三電子（FADH２-FMNH● →← FADH●-FMNH２）→ 二電子

（FADH●-FMNH● →← FAD-FMNH２）→ 一電子（FAD-FMNH●）

となる．ここで FMNは Fldと同じように還元型とセミキ

ノン型を往復することによって一電子伝達体として機能す

る．したがって，電子受容体に電子を供与できる活性中間

体は，FADH●-FMNH２と FAD-FMNH２であることから，こ

の状態の酵素はオープン型の構造を必要とする．一方，

FADH２-FMNH●と FADH●-FMNH●状態の酵素は分子内電子

移動のために閉鎖型の構造を必要とする．ここで，反応サ

イクルの中間体である二電子状態，FAD-FMNH２が，さら

に NADPHによって還元される場合には二電子（FAD-

FMNH２）→ 四 電 子（FADH２-FMNH２）→ 三 電 子（FADH２-

FMNH● →← FADH●-FMNH２）→二電子（FADH●-FMNH● →←
FAD-FMNH２）サイクルとなる．生理的条件下では NADP＋／

NADPH濃度比に依存して両サイクルが併発して機能して

いるものと考えられる．P４５０還元酵素は，このような反

応サイクルを通して NADPHの二個の電子を一電子受容体

としての P４５０へ一電子ずつ供給している（後述する図１２

を参照）．一方，CaMが結合した NOSの還元酵素ドメイ

ンから酸化酵素ドメインのヘムへの電子導入過程は P４５０

還元酵素と類似した機構により行われているが，後述する

ようにヘムの他に補酵素として H４Bが関与していること

からヘムへの電子移行過程は P４５０の系に比較して複雑で

ある．

バクテリア（Bacillus megaterium）の P４５０BM３の系に

おいては，すでに述べたように FMNの Eox／sqと Esq／redの電

位が比較的接近していることから，FMNはセミキノン

（FMN●－）を経由して一電子ずつ電子をヘムに渡し，酸化

型に戻る酸化型（FAD-FMN）→ 二電子（FADH２-FMN →←
FADH●-FMN●－）→ 一電子（FADH●-FMN →← FAD-FMN●－）

→酸化型（FAD-FMN）サイクルとなる５６）．

５． 電子伝達に伴う構造変化とその制御機構

di-flavin還元酵素の基本構造となる FNRと Fldは電子伝

達に伴い複合体を形成することにより電子の授受を行う．

この複合体モデルにおいて FADと FMN間の距離，およ

びそれらの配置は P４５０還元酵素のものと類似している３５）．

FNRから電子を受容した還元型 Fldは複合体から解離し，

さらに電子受容体と新たに複合体を形成することによって

電子を供与する．ここで Fldは電子の受容と供与に同じ

FMN結合部位が関与している．これらの分子間の二分子

反応に対して，FNRと Fldが融合した P４５０還元酵素及び

NOSの還元酵素ドメインにおいては，効率のよい分子内

電子移動反応が行われる．したがって，FADドメインか

ら電子を受容した FMNドメインが，電子受容体へ電子を

供与するためには構造変化を必要とする８）．最近，分子内

電子伝達のための閉鎖型と，電子受容体への電子移動を行

うオープン型の構造が明らかにされてきている１６～１９）．NOS

においては還元酵素ドメイン内にさらに新たな配列を獲得

したことにより，電子伝達に伴う構造変化が厳密に制御さ

れている．

５―１． P４５０還元酵素

P４５０還元酵素の X線結晶構造解析１１）から FADと FMN

の両 isoalloxazine環のジメチルベンゼン環部分はお互いに

向き合っており，その距離は約４A°であることから直接電

子の授受可能な van der Waalsの接触距離にある（図５A）．

FMN分子のジメチルベンゼン環部分はタンパク質から溶

媒に接触した形で結合しており，その近傍の表面には負の

電荷をもったアミノ酸が局在していることから，この箇所

が電子の授受を行う領域として考えられてきた６３，６４）．図５

に示すように閉鎖型の構造においては FMN結合部位が

FADドメインによりカバーされていることから，FADか

ら電子を受け取った還元型 FMNが大きなサイズ（分子量）

をもつ P４５０に電子を渡すためにはオープン型の構造を必
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要とする８）．最近，Hamdaneら１６）は柔軟性なヒンジ領域の

よく保存されている四つのアミノ酸を欠失した変異体

（ΔTGEE）を作成し，その X線結晶構造解析から，非対

称ユニットに三つの構造（Mol A，B，C）が含まれてい

ることを明らかにしている（図６）．Mol Aについては全

構造が観察されたが，Mol BとMol Cにおいては部分構

造しか観察されなかった．しかし，それらの FMNドメイ

ンのヒンジ領域に近いヘリックス Fと FMNの位置から両

者の正確な位置が推定されている．FADドメインの構造

にも変化がみられず，またフェリシアン化カリウムに対す

る還元活性もかわらなかった．Mol Aの FMNドメインの

構造は野生型と同じであることから，Mol BとMol Cも

野生型と同じ構造をとっているものと推定された．Mol

A，Bおよび Cにおける FADと FMNの間の距離はそれぞ

れ～２９A°，～５９A°，～６０A°と見積もられた．Hamdaneら１６）は

Mol Aを基本とした閉鎖型とオープン型の間のダイナミッ

クな構造変化を動画として公開している（http:／／www.

molmovdb.org／cgi-bin／morph.cgi？ID＝１３５７０７-８４９２）．こ の

構造変化は単にドメインの動きだけではなく酵素全体に反

映されていることから，NOSの制御機構を考える上で重

要なヒントを提供している．また，Mol Aと P４５０２B４と

のドッキング解析から，FMN周辺の酸性アミノ酸残基と

P４５０のヘムの第五配位座側周辺の塩基性アミノ酸残基の

間の静電的な相互作用が，両者の間の距離と配向を決める

重要なファクターとなっていることが示された．ここで

FMNと P４５０の間の距離は約１２A°と見積もられ，FMNか

らヘムへの電子移動には P４５０側のアミノ酸，Phe４２９と

Glu４３９を介していることが示された（図７C）．変異体酵

素の FADから FMNへの電子移動速度は野生型に比較し

て４１０倍低下しており，また P４５０２B４の還元速度は野生

型の５％であった．このことは，ヒンジ領域によって

FADから FMNへの分子内電子移動，および FMNから

P４５０への電子移動が制御されていることを示す．

一方， Ellisらは X線小角散乱と NMRの手法を用いて，

溶液中での酵素の構造変化を解析したところ，X線結晶構

造解析で示されたような大きな構造変化が起きていること

図５ P４５０還元酵素と nNOSの還元酵素ドメインの構造とフラビン結合部位
（A）P４５０還元酵素（PDB code:１AMO），（B）nNOSの還元酵素ドメイン（PDB code:１TLL）．（C），（D）
P４５０還元酵素と nNOSの還元酵素ドメインのそれぞれのフラビン結合部位周辺のアミノ酸残基を示す．
両者の FADと FMNの配置のずれは Dに矢印により示してある．
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図６ P４５０還元酵素の閉鎖型とオープン型の構造
野生型は閉鎖型構造として示してある．変異体の三つのオープン型の構造（Mol A，B，
C）はヒンジ配列を中心に構造変化が FMNドメイン単位で起こっている．（文献１６）より
改変）

図７ 小胞体における P４５０と P４５０還元酵素の相互作用
（A）P４５０と P４５０還元酵素は，それらの N末端側の疎水性の膜結合領域をアンカーとして小胞体膜の細胞質側を
向いて結合している．P４５０還元酵素の閉鎖型は分子内電子移動に関与し，一方オープン型は FMNドメインから
P４５０に電子を供給できる．プラス（＋）とマイナス（－）の表示は電子伝達に関与する部位のタンパク質表面の
電荷を示す．（B）P４５０還元酵素のオープン型と P４５０との相互作用を示す．（C）ヘムと FMNの配置を示す（B
と Cは文献１６）より改変）．図４Bに示した I，II，IVは分子内電子移動のために閉鎖型の構造を必要とする．一方
FMNが還元型の状態にある III，V，VIは P４５０に電子を供与することのできるオープン型の構造を必要とする．
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を明らかにしている１７）．ここで閉鎖型とオープン型の存在

比は酵素の酸化還元状態と NADP＋の結合に依存している

ことが示された．また，Hayらは FADと FMNドメイン

の二つのフラビンラジカル（FADH●-FMNH●）の間の双極

子-双極子相互作用を電子-電子二重共鳴法（ElDOR：elec-

tron double resonance）によって解析し，そこからフラビン

の間の距離を見積もることにより，ドメイン間に構造変化

が起こっていることを明らかにしている６５）．P４５０還元酵

素の FMNドメインは N末端側に配置されていることか

ら，その膜結合ドメインにより小胞体膜上に固定されてい

る．そのため C末端側の FADドメインが動くことによ

り，FMNドメインが膜に結合している P４５０６６）と相互作用

しやすいオープン型の構造をとる（図７A，B）．したがっ

て，小胞体膜は P４５０還元酵素から膜に結合した P４５０へ

の電子移動が起こるための電子の授受を可能にする正確な

配置を決める役割と，さらに還元酵素と約２０倍多く存在

する P４５０分子との相互作用を可能にする流動的な場を提

供している６７）．

５―２． 一酸化窒素合成酵素（NOS）

完全長 NOSの X線結晶構造解析はまだ成功していな

い．その理由の一つとして，酵素がマルチドメイン構造を

もつことにより溶液中ではさまざまな状態をとっているこ

とが挙げられる．しかし，部分構造ではあるが，nNOSの

還元酵素ドメイン（CaM結合ドメインを含まない）１４），

nNOSの FADドメイン６８），eNOSの CaM結合ペプチドと

CaMとの複合体６９），およびすべての NOSの酸化酵素ドメ

インの構造が，各種リガンドや基質，基質類似体が結合し

た状態で解析されている７０～７４）．nNOSの還元酵素ドメイン

は，P４５０還元酵素のアミノ酸配列との同一性（３０―４０％）

も高く，構造もよく似ている（図５A，B）．ヘムを含む酸

化酵素ドメインは三つのアイソフォームの全てにおいて二

量体構造を形成している．しかし，これらの部分構造を基

に全体の構造を構築することには情報が不足していた．最

近，筆者らはヒト iNOSの FMNドメインと CaMとの複合

体の X線結晶構造解析に成功した２０）．その FMNドメイン

の構造はラット nNOSのものと非常によく似ており，また

P４５０還元酵素の FMNドメインの構造とも驚くほど類似し

ていた（図８）．そこで，nNOSの還元酵素ドメイン（FAD-

FMN）１４）に iNOSの FMNドメイン２０）を重ね合わせることに

より，還元酵素ドメインと CaM複合体の閉鎖型のキメラ

構造を構築することが可能となった（図９）．さらに，P４５０

図８ 誘導型 NOSの FMN-CaM複合体の構造
（A）ヒト誘導型 FMNドメインと CaM複合体の構造，（B）CaMと CaM結合領域との相互
作用を示す．（C）CaM結合領域と FMN結合ドメインの間のヒンジ領域の拡大図を示す．
（A），（B）黒丸はカルシウム（Ca）の位置を示す．（文献２０）より改変）
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還元酵素のドメインの構造変化についての解析データを参

考にして，iNOSの還元酵素ドメインに CaMが結合した

オープン型の構造を構築した．このオープン型の構造に二

量体構造をもつ iNOS酸化酵素ドメインを組み込むことに

より完全長 iNOSの二量体構造をモデリングすることが可

能となり，CaMによる電子伝達の制御のメカニズムが構

造レベルで考察できるようにもなってきた（図１０）．NOS

の電子伝達の制御機構における CaMの役割は，（i）

NADPHによる FADの還元，（ii）FADから FMNへの電

子移動，（iii）FMNからヘムへの電子移動にどのように関

与しているかに要約される．以下に，これらの問題点につ

いて構造を基盤に考察したい．

５―２―１ カルモジュリン（CaM）の役割

すでに述べたように iNOSは nNOSや eNOSに比較して

CaMに高い親和性を示す．iNOS FMNドメインと CaMと

の複合体の構造解析からこの違いが説明できるようになっ

てきた２０）．CaMは二個の球状ドメインをもち，その両ドメ

インには Ca２＋が二個ずつ結合するヘリックス―ループ―ヘ

リックス（EFハンド）モチーフから構成されている（図

８A）．還元酵素ドメインと酸化酵素ドメインの間にある

CaM結合配列は，CaMが結合していない状態においては

比較的ランダムな構造をとっているが，CaMが結合する

ことにより典型的な αヘリックス構造となる７５）．iNOS

FMNドメインと CaMとの複合体の構造解析から２０），CaM

結合ペプチドと CaMとの複合体形成には，主に疎水性相

互作用が働いているが，iNOSにおいてはさらに正電荷を

もつ Arg５３０が CaMの負電荷をもつアミノ酸，Asp８０，

Glu８４，Glu８７と塩結合していることが明らかとなった（図

８B）．nNOSおよび eNOSアイソフォームでは，この位置

図９ 神経型 NOS（nNOS）の還元酵素ドメインと誘導型 NOSの FMN-CaM複合体から構成されたキ
メラ構造

（A）nNOSの FMNドメインに iNOSの FMNドメインを重ね合わすことにより作成された．ここで
nNOSの βフィンガー（βF）は CaMと直接相互作用している．（B）iNOSの閉鎖型（左）とオープン
型（右）の構造を示す．ヘムは二量体として示してある．（文献２０）より改変）
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のアミノ酸はグリシンであることから，iNOSに見られる

ような塩結合は形成されない．このことにより iNOSは

nNOSや eNOSに比較して CaMに対して高い親和性を示

す．また，CaM結合配列の端の Arg５３６と CaMの Glu４７

との間に塩結合がつくられる．この部位は CaM分子と

FMNドメインをつなぐヒンジ領域（H２a）を形成してい

るが，その柔軟性はそれほど大きくはない２０）（図８C）．ヒ

ト iNOSの構造を基に，ラット nNOSの FMN-CaM複合体

の構造がモデリングされ，iNOSの Arg５３６に相当するア

ミノ酸，Arg７５３を変異（Arg７５２Glu）すると，cyt c 還元

活性，ヘムの還元速度，および NO合成活性が著しく低下

する７６）．このことから，この領域は構造変化とヘムへの電

子伝達に重要な役割を果たしていることが示された．

５―２―２ 自己阻害（AI）配列と C末端（CT）配列の役割

nNOSフラビンドメインの構造から，AI配列は FADド

メインと FMNドメインの間に挟まれている（図５B）．ま

た，CT配列は，FMNドメインを横切るようにして FAD

ドメインの近くに接近している．P４５０還元酵素にはこの

両者の配列は存在しないことから，nNOSにおいては両者

とも FADドメインと FMNドメインに接触することによ

り，閉鎖型の構造の安定化に関与している．

nNOSの AI配列に変異（Lys８４２Glu）を導入すると FAD

から FMNへの分子内電子移動反応が増加する７７）．FADと

FMNの間の距離は約５A°であることから，フラビン間の電

子伝達の速度は十分速いものと考えられてきたが７８），溶液

中においては分子内電子移動反応が抑制された状態にある

ことが示唆される．このことは，CaMにより FADから

FMNへの分子内電子移動速度が加速されること７９～８１）およ

び閉鎖型構造の FMN部位に接近可能な低分子量の電子受

容体であるメナジオン（ビタミン K３）の一電子還元が CaM

により加速されることからも支持される８２）．AI配列を欠

失した変異体においては cyt c の還元活性が増加し，しか

も CaMが存在しない場合でも NADPHからヘムへの電子

移動と NOの合成が起こり８３，８４），また逆にヘムから還元酵

素ドメインへの電子移動も観察されるようになる８５）．

eNOSアイソフォームにおいては，AI配列内の Ser６１７お

よび CT配列内の Ser１１７９はリン酸化を受け活性化され

る．これらのアミノ酸を各々リン酸と同様の負の電荷をも

つグルタミン酸に置換すると，CaM存在下での NO合成

活性は野生型より約２倍に増加する８６，８７）．AI配列を欠失し

た変異体においては CaMが無くても NO合成活性は認め

られるが，最大酵素活性を得るためには CaMの存在が必

要である８６，８７）．CT配列を欠失した nNOS変異体においては

図１０ 誘導型 NOS（iNOS）の二量体構造モデル
iNOSヘム二量体と iNOS還元酵素ドメインのドッキングモデルは GRAMM-X softwareを用いて作成
された．下側にモデルから推定された FMNとヘムの配置を示した．（文献２０）より改変）
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CaMが存在しない場合でも１５％程度の NO合成活性が観

察されるようになるが，この効果は AI欠失変異体よりも

大きい８８）．これらのことから，AI配列と CT配列は共に

FADから FMN，および FMNからヘムの電子移動を制御

する働きをしている．また，nNOSの CT配列に含まれる

Arg１４００は酵素に結合している NADP（H）の２′リン酸と

イオン結合することにより，閉鎖型の構造を安定化してい

る８９）．このアミノ酸残基は eNOSアイソフォームにも保存

されているが，iNOSではセリンに置き換わっていること

から，iNOSが nNOSや eNOSよりも高い活性をもつ要因

の一つとも考えられる．また Arg１２２９は静電的相互作用

により閉鎖型の構造を安定化している９０）．

一方，nNOSの閉鎖型の状態においては NADPHによる

FADの還元が CT配列や FMNドメインにより抑制されて

いるが，CaMの結合により還元が起こり易くなることが

提唱されている９１）．この報告において，このステップが還

元酵素ドメインの律速段階であると考察されているが，こ

の抑制効果は FADドメインのみを単独に発現した酵素系

と FAD-FMNドメインを発現した酵素系のフェリシアン化

カリウムに対する活性の比較からそれほど大きなものでは

ない８０，８１）．しかし，後述するドメインの大きな構造変化が

FAD周辺の局所的な構造変化にも影響を及ぼしているも

のと推測される．図５Dに示すように nNOSの FAD分子

は芳香族アミノ酸によってスタッキングされているが，

Phe１３９５が移動することにより NADPHのニコチンアミド

部分がその場所に入り込み，ニコチンアミドから FADの

N５の位置にヒドリドイオンの転移が起こる機構が提案さ

れている．P４５０還元酵素においてはこの位置に Trp６７７（図

５Cを参照）が位置しており，NADPHの結合に伴いこの

アミノ酸残基が移動することが明らかにされている９２）．し

たがって，CaMが結合していない状態においては Phe１３９５

の動きが抑制されているものと推測される９１）．また，AI

配列と CaMは酵素に対する補酵素の親和性に影響を与え

る９３）．ここで P４５０還元酵素に対する NADP＋と２′，５′-ADP

の解離定数の値は類似しているが，nNOS還元酵素ドメイ

ンに対しては著しく異なった値を示す．nNOSにおいては

制御配列と CaMの結合による酵素の構造変化が補酵素の

結合に影響を及ぼしているものと推察される．

eNOSの FADと FMNドメインの接触面に存在する Cys

６８９と Cys９０８がグルタチオンとジスフィド結合を形成す

ることにより NO合成活性が阻害されると同時に還元酵素

ドメインからスーパーオキシドラジカルが生成するように

なる９４）．このことはフラビン間の電子伝達がグルタチオン

による修飾によって阻害されることを示唆している．

５―２―３ ヘムとテトラヒドロビオプテリン（H４B）の役割

NOSは P４５０と類似して第５配位子座にヘム-チオレー

トアニオンが配位したヘムタンパク質９５）であるが，酸素分

子の活性化には補酵素として H４Bを必要とする点で P４５０

の系とは異なる９６，９７）．二量体酵素は， L-Argを基質として，

N G-ヒドロキシ-L-アルギニン（NHA）を中間体として，二

段階の P４５０類似の一原子酸素添加反応によって，NOラ

ジカルと L-シトルリン（Cit）の合成反応を触媒する（図１１）．

第一段階においては酸素分子の一原子は L-Argのグアニジ

ニウム基の窒素原子（N）に取り込まれ，もう一原子は水

になる．第二段階においても酸素分子の活性化を必要と

し，酸素分子の一原子は Citに取り込まれ，もう一原子は

水になる．

図１２には P４５０と NOSのヘムヘの電子の導入過程と酸

素分子（O２）の活性化の機構を示す．P４５０の系に必要な

二個の電子は共に還元酵素から導入されるが，P４５０のア

イソフォームと基質の種類によっては二番目の電子は cyt

b５からも導入される．一番目の電子の導入により還元され

た P４５０は酸素との結合により酸素化型（FeII-O２）が安定

化されることから，cyt b５（０mV）から二番目の電子の導入

が可能となる．NOSの第一段階の反応に必要な二個の電

子のうち，一番目の電子はヘムの一電子還元電位（iNOS，

－２７０mV；nNOS，－２９０mV；eNOS，－２８０mV）が比較的

低いことから，還元酵素ドメインの還元型 FMN（iNOS，

－２４５mV；nNOS，－２２０mV；eNOS，２４０mV）から電子が

図１１ 一酸化窒素合成酵素（NOS）によるアルギニン（L-Arg）の酸化機構
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供給される９８）（Step１）．しかし，二番目の電子は H４B

（＋１５０mV）から導入される９６）（Step２）．

P４５０の反応においてはペルオキソ中間体（FeIII-O-OH）

のプロトン化に伴う O-O結合のイオン的開裂により，O＝

FeIVポルフィリンπ-カチオンラジカル（O＝FeIV-por●＋）が

酸化活性種として生じる（Step３）．この O-O結合の開裂

には第５配位子としてのチオレートアニオンからの電子の

供給とヘムに結合したペルオキソ酸素（FeIII-OO－）とこの

近傍に存在するアミノ酸残基（トレオニンやアスパラギン

酸など）および水分子からなるプロトンネットワークが重

要な役割を果たしている９９～１０１）．酸化活性種は強い酸化力を

もち基質（RH）から水素（電子とプロトン）を引き抜き

（式１２），ここで生じた基質ラジカル（R・）とヘムに結合

した水酸基ラジカル（FeIV-OH）との再結合反応（式１３）

により基質に水酸基（R：OH）が導入される１０２～１０４）（step４）．

O＝FeIV-por●＋＋RH → FeIV-OH＋R・ （１２）

FeIV-OH＋R・→ FeIII＋R：OH （１３）

NOSの第一段階反応においては，P４５０との類似の反応

によりグアニジニウム基の窒素原子に水酸基（-OH）が導

入される（Step４）．ここで活性酸素種（O＝FeIV-por●＋）の

生成に必要なプロトンは水分子と L-Argから供給される

（Step２／３）．NOSにおいても O-O結合の開裂には L-Argと

水分子を含むプロトンネットワークの関与が示唆されてい

る１０５）．しかし，第二段階においては NHAのハイドロオキ

シグアニジニウム基の pKa値（８．１）が L-Arg（１２．４８）の

値より低いことから，ペルオキソ酸素（FeIII-O-O－（H＋））

がハイドロオキシグアニジニウム基との強い水素結合によ

り安定化され，この中間体が NHAのハイドロオキシグア

ニジニウム基の炭素原子を求核攻撃し，付加体（テトラヘ

ドラル中間体）をへて反応が進行するものと推定されてい

る１０５～１０９）（Step３）．

NOSにおいては，二番目の電子の導入に H４Bが関与し

ている．FMNとヘムとの距離（～１２A°）は比較的長い．

それに対して，H４Bはヘムのプロピオン酸基と水素結合を

形成しており，ヘムのすぐ近傍に位置していることから，

H４Bから直接ヘムに電子が供給されることにより，酸素化

型中間体の自動酸化（FeIII-O２－ → FeIII＋O２－）を抑える働き

をしているものと考えられている１０５）．ここで生じた H４B
●＋

図１２ P４５０と一酸化窒素合成酵素（NOS）のヘムへの電子の導入過程と酸素の還元的活性化機構
P４５０と NOSのヘム鉄には，第五配位子として Cys残基の硫黄原子（S）が配位している．FMNからの電子はこ
の第五配位子座側からヘム鉄に伝達される．ヘム面に対して第五配位子の反対側の第六配位子座には，水（H２O）
や酸素（O２）などの分子が外部配位子として結合する．この周辺には基質（Argと NHA）が結合するポケットが
存在する．Step１，第一電子の導入と酸素の付加；Step２，第二電子の導入とプロトンの付加；Step３，プロトン
の付加に伴う活性酸素種の生成；Step４，水酸基の導入；Step５，生成物の遊離；Step６，H４B

●＋ラジカルの還元
（NOS第一段階）と FeII-NO複合体の酸化に伴う NOの遊離（NOS第二段階）．P４５０系と NOSの第一段階反応に
おいては活性酸素種の生成（Step３）には二個のプロトンを必要とする．NOSの第一段階反応において必要なプ
ロトンは水（H３O＋→H２O＋H＋）と基質の Argより供給（Arg＋→Arg＋H＋）される１０８）．このことから NOS第一段
階反応においては Argを Arg＋として示した．第二段階反応において H４Bは電子のみを供給（H４B→H４B

●＋＋e－）
する場合と，電子とプロトンを供給（H４B→H３B

●＋e－＋H＋）する二つの機構が提案されている１０８）．後者はカッコ
内に示してある．
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カチオンラジカルは FMNから供給される電子によってヘ

ムを介して還元される９７）（Step６）．第二段階の反応に必要

な一番目と二番目の電子の導入は，第一段階の反応と同様

であるが，二番目の電子の導入により生じた H４B
●＋カチオ

ンラジカルは，最終段階において還元型ヘムが NOと複合

体（FeII-NO）を形成することから，ここから NOを解離

するために必要な酸化剤として使用される（Step６）．こ

れらの理由から比較的高い電位をもつ H４Bが補酵素とし

て使われている．したがって，H４B（H４B →← H４B
●＋＋e－）

は NOの合成反応を通して電子の供与体として，また電子

の受容体として機能していることになる１０９）．最終的に，

NADPHから還元酵素ドメインを経て三電子が供給される

ことになる．

では，なぜ NOSにおいては H４Bが補酵素として選択さ

れたのだろうか．最近，バクテリア（Bacillus subtilis）か

ら，哺乳類の酸化酵素ドメインとアミノ酸配列が類似した

ヘムタンパク質（bsNOS）が単離された１１０，１１１）．この株には，

H４B合成系をコードする遺伝子が存在しており，H４Bは

bsNOSに高い親和性を示し，その存在下 NO合成活性が

観察される．NO合成活性はバクテリアの FADを含む

NADPH-フラボドキシン還元酵素と Fldにより再構成さ

れ，また，哺乳類の nNOSの還元酵素ドメインを用いた再

構成系によっても NO合成が観察される１１１，１１２）．これらのこ

とから，H４Bの起源はバクテリアの時代にさかのぼること

ができる．さらに，バクテリアにおいてはテトラハイドロ

葉酸（H４F）が補酵素として使用されている例も報告され

ている１１３，１１４）．また，バクテリア（Sorangium cellulosum）か

らは H４Bと H４Fの両者を補酵素とすることのできる

scNOSが単離されている１１４）．この酵素は FADと FNR型の

鉄-硫黄［２Fe-２S］クラスターからなる還元酵素ドメイン

とヘムを含む酸化酵素ドメインからなる一成分系である．

この酵素の発見は NOSの分子進化を考察する上でも大変

興味深いものである．

５―２―４ NOSアイソフォームによる NO合成活性

NOSアイソフォームのうちで NO合成活性は iNOS

（～２００／min）が最も高く，nNOS（～１００／min），eNOS（～２０／

min）の順である１１５）．この活性の違いはどのようにして生

じるのであろうか．NishidaとMontellanoは，NOSアイソ

フォームの還元酵素ドメインと酸化酵素ドメインを入れ替

えたキメラ酵素を作成し，それらの NO合成活性を調べた

ところ，NO合成活性は酸化酵素ドメインよりも還元酵素

ドメインに依存していることを示した１１６）．NOSアイソ

フォームの FMNから電子を受容する cyt c およびヘムの

還元速度はともに iNOS＞nNOS＞eNOSの順である．これ

らの順番は NO合成活性の相対比とよく一致している１１７）．

このことは NOSアイソフォームの NO合成活性がそれぞ

れの還元酵素ドメインの還元能力に大きく依存しているこ

とを示している．この違いは還元酵素ドメインのどのよう

な性質の差異によって引き起こされるのだろうか．その主

因の一つとしてヘムへの電子供与可能なフラビンの活性種

の生成量が，NO合成活性の違いを引き起こすことが挙げ

られる．フラビン活性種，FADH●-FMNH２の生成量は，一

電子状態，FAD-FMNH●の NADPHによる還元過程のスペ

クトル解析から直接見積もることが可能である１１８，１１９）．その

結果，iNOSアイソフォームにおいては主に FADH●-

FMNH２の状態が観察された．これに対して，eNOSアイ

ソフォームにおいては，主に FADH２-FMNH●状態が観察さ

れ た．こ の こ と は，三 電 子 状 態（FADH２-FMNH● →←
FADH●-FMNH２）の間の平衡が，iNOSにおいては右側に，

eNOSにおいては左側に傾いていることを示す．eNOSの

NO合成活性が著しく低いのは，フラビンの活性中間体の

生成量が NO合成活性に反映されていると考えることがで

きる．また反応サイクルにおいてヘムの酸素化型が主な中

間体として蓄積することから，還元酵素ドメインの FMN

からヘムへの一電子目の導入が NO合成の律速段階である

と考えられている．しかし，ヘムの還元速度に比較して

NOの合成速度は一桁低い値を示す．このことは基質の酸

化反応には還元酵素ドメインから三電子の供給を必要と

し，また基質（L-Arg）の酸化反応は２段階で起こること

による複雑な反応過程を反映しているものと推測される

（図１２）．一方，NOSの還元酵素ドメインは閉鎖型とオー

プン型の構造を繰り返しながら NADPHからヘムに電子を

供給している．この変換速度がアイソフォーム間で異なる

可能性が指摘されている１２０）．このことは，nNOSのヒンジ

配列を eNOSのものと入れ替えることにより，nNOSの

NO合成活性が著しく低下することから支持される．しか

し，ヒンジ配列による閉鎖型とオープン型の構造変換の速

度の違いは，フラビンの活性中間体の生成量にも影響を及

ぼすことにもなる．NOSアイソフォームが異なる NO合

成活性を示す原因として，活性フラビン種の生成速度，閉

鎖型とオープン型の間の構造変換の速度，FMNからヘム

への電子伝達経路，ヘムの酸化還元電位，ヘムから NOの

解離速度などを考慮する必要性が残されている．今後，

NOSアイソフォームが異なる NO合成活性を示す生理的

な意義を含め，その機構の解明にはさらに詳細な検討が必

要である．

NOSアイソフォームはアシル化，リン酸化などによる

修飾，カベオリン，hsp９０などのタンパク質との相互作用

により異なる調節を受けている．これらの詳細については

他の総説を参照されたい１２１）．

５―２―５ 全構造モデルからの考察

CaMが結合していない状態においては閉鎖型の構造が
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制御配列により安定化されているが，CaMが結合するこ

とにより還元酵素ドメインはオープン型の構造をとり，

FMNからパートナーとしての別のサブユニットの酸化酵

素ドメインのヘムに電子移動が起こることによって NOが

産生されるようになる１２２～１２５）．FMNドメインとヘムドメイ

ンのスワッピングによる電子移動は，最小限の構造変化を

伴う効率よいものと考えられてきたが，その全体像を構造

レベルにおいて理解するための情報は不足していた．しか

し，iNOSの全構造がモデリング２０）されたことにより，

nNOSの全構造のモデリング１２６）が報告され，両アイソ

フォームの全体の構造は非常によく似ていることが明らか

にされてきている．このことにより，構成型 NOSの CaM

による活性化の機構を構造レベルで解明する手がかりが得

られてきた．

では CaMはどのようにして FMNからヘムへの電子伝

達を引き起こす引き金となるのだろうか，この作業仮説

を，図１３に示す．この過程には，cyt c 還元活性をもつが

NO合成活性を示さない“中間型の構造（B）”を含め，現

在のところ少なくとも四つの状態（A～D）を考慮するこ

とが必要である．CaMが結合していない状態，Aは閉鎖

型として制御配列によりヘムドメインへの電子伝達が抑制

されている．しかし，CaMが CaM結合配列に結合するこ

とにより，そのランダムな構造から αヘリックス構造へ
と変換し，高い柔軟性をもつヒンジ領域，H２（ここでは

CaM結合配列をヒンジ，H２と記した）は H２aと H２bと

に分割される．このことにより，B，Cおよび Dの状態に

おいてその柔軟性が制約されることになる．先に述べたよ

うに FMNドメインと CaMをつなぐヒンジ領域，H２aの

柔軟性は比較的低いことから，FMN-CaM複合体は一つの

機能単位として振る舞うことができる．この複合体の柔軟

性は主に H１と H２bの両者により決められる．FMNドメ

インは CaMと複合体を形成することにより同じサブユ

ニットのヘムドメインよりもパートナーのヘムドメインに

電子を供与できる構造をもつようになると同時に，FAD

ドメインとの相互作用もできるような柔軟性を獲得する．

ここで，FMNとヘムの間の相互作用と電子伝達のための

図１３ カルモジュリン（CaM）による NOSの活性化機構
カルモジュリン（CaM）結合領域をヒンジ，H２と記し，CaMの結合により分割された
ヒンジ領域を H２aと H２bとして記した．CaMが結合していない H２配列はランダムな構
造であるが，CaMの結合により αヘリックスを形成する．酸化酵素ドメインは二量体構
造として示した．二量体構造のサブユニットは数値１と２により示した．閉鎖型（Aお
よび C）においては同じサブユニット内の FADから FMNに電子伝達が起こるが，オー
プン型（D）においては異なるサブユニットの FMN１から heme２に，また FMN２から heme１
に電子伝達が起こる．オープン型の構造（D）は図１０の構造を模式化して描いた．
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最適な配置はヒンジ，H２bにより，一方 FMNと FADの

間の相互作用はヒンジ，H１により決められる．これらの

ヒンジ領域が，FADから FMNへ，および FMNからヘム

への電子伝達を可能としているものと推測される．モデリ

ングされたオープン型の iNOSの全構造（図１０）から，

FMNのメチル基とヘムのビニールグループ間の距離は約

１２A°であり，酸化酵素ドメインのヘムへの電子の移動には

芳香族アミノ酸，Trp３７２を介していることが示された２０）．

同じように，nNOSにおいても，Trp５８７が FMNドメイン

とヘムの間に位置していることから７６），FMNからヘムへ

の電子伝達のための両者の配置は極めて類似しているとい

える．最終的に，FMN-CaM複合体の形成がトリガーとな

り AI配列，CT配列および静電的相互作用により保持さ

れている安定な閉鎖型の構造から解き放たれることによ

り，閉鎖型とオープン型の間の可逆的な構造変換が可能と

なる．ではどのようにして FMNドメインは FADドメイ

ンと酸化酵素ドメインの間の電子伝達に伴う構造の組み替

えを可能にしているのだろうか．たとえば，FMNドメイ

ンのセミキノン状態（FMNH●）の構造は FADドメインの

還元状態（FADH２）の構造に高い親和性を示し，一方 FMN

ドメインの還元状態（FMNH２）の構造は酸化酵素ドメイ

ンに高い親和性を示すことにより電子伝達に伴う構造変換

を可能にしているものと推察される．P４５０還元酵素と

P４５０の間の電子の授受には，酵素のリドックス（酸化還

元）状態に依存した構造変化の重要性が指摘されている８）．

また FMN-CaM複合体の構造が FADドメインと酸化酵素

ドメイン間を一電子伝達体としてシャトルする最適な構造

を提供している．iNOSの FMNと酸化酵素ドメイン領域

を発現したタンパク質を用いて，FMNの C８のメチル基

とヘムのビニールグループの間の距離がパルス電子スピン

共鳴法から１３．１A°と測定されている１２７）．この値はドッキン

グモデルから推定された値とよく一致する．構成型 NOS

においては FMN-CaM複合体の形成に伴い，CaMが βFと

直接相互作用するようになるが（図９Aを参照），このこ

とがどのようにして構造変化を引き起こす引き金となるの

かについても，現在のところその詳細な機構は不明であ

る２０，１２８）．現段階においてはきわめて大雑把な推論しかでき

ないが，今後 iNOS２０，１２７）と nNOS１２６）のモデル構造の妥当性が

生化学的あるいは物理化学的手法により，詳細に検証され

ることが必要である．

６． お わ り に

物質代謝に関連した電子伝達系は，一般に NAD（P）Hか

ら最終電子受容体への電子移動において，脱水素作用をも

つフラビン，一電子伝達体，最終電子受容体の三つの構成

成分とそれらの機能を必要とする．di-flavin還元酵素ファ

ミリーはフラビンを含む脱水素酵素と一電子伝達体が融合

してつくられたことにより，電子伝達系は二成分系とな

る．さらに，二つのフラビンを含む還元酵素ドメインと最

終電子受容体とが融合したことにより一成分系となり，効

率のよい電子伝達系へと進化してきた．一成分系の代表的

な酵素である NOSは，その還元酵素ドメインの修飾によ

り，さらに二量体を形成することにより電子伝達の制御の

機構を獲得している．ここにドメイン単位の構造変化とい

う動的なファクターが電子伝達の制御のために組み込まれ

た．最終的に，CaMの結合により FMNからヘムへの電子

伝達が起こる一連の過程に，制御因子がどのように共同作

業をしているのか，その解明のためには少なくとも CaM

が結合したものと結合していない二つの状態の構造解析が

必要となることはいうまでもない．また，FNRと Fldの融

合から始まり，di-flavin還元酵素（P４５０還元酵素）を経由

して NOSにいたる機能分化は，生化学的な代謝経路の進

化を反映していることからも，DNAにおける構造遺伝子

領域の融合という生物学的にも大変興味ある話題を提供し

ている１１１，１２９～１３１）．
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