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１． は じ め に

シトクロム P４５０（以下 P４５０）は細菌から高等生物に至

る生命に普遍的に存在する一群のヘムタンパク質の総称で

ある１）．P４５０スーパーファミリーは一つの祖先型遺伝子が

無数に分岐進化し，著しい機能分化とそれに伴う分子多様

性を獲得して形成された．P４５０はその還元型ヘムに一酸

化炭素（CO）が結合した形でソーレー（Soret）吸収帯（ヘ

ムタンパク質に特徴的で強い吸収をもつ）ピークを４５０nm

にもつ（Pigment４５０）．P４５０は大村・佐藤によりその性質

が明らかにされ，命名された．P４５０は一原子酸素添加酵

素（モノオキシゲナーゼ）として働くことが多いが，触媒

する反応の種類は驚くほど多彩であり，還元反応，異性化

反応，脱水反応，C-C結合開裂など，そのタイプは３０近

くにのぼる．P４５０の生理機能も多彩で，薬物（毒物）代

謝，ステロイドホルモン・胆汁酸合成，二次代謝などはよ

く知られる．P４５０生理機能に関わる“動物と植物の戦争”

は面白い．すなわち植物は動物の補食から逃れるため毒の

作成（二次代謝の一種）に P４５０を発展させ，動物はその

毒で死なないように P４５０を解毒酵素として発展させてき

た．

シトクロム P４５０nor（P４５０nor）は一酸化窒素（NO）を

亜酸化窒素（N２O）に還元する反応を触媒する NO還元酵

素（Nor）としての生理機能をもつ（下式）２）．

２NO＋NAD（P）H＋H＋→N２O＋H２O＋NAD（P）＋

この機能は多彩な P４５０の中でも極端に分化したものの

一つである．この P４５０nor反応の顕著な特徴として，P４５０

norがこの反応を単独で行えることが挙げられる．NADH

の２電子は通常ヒドリドイオン（H－）として同時に伝達

される．従ってヘムのような１電子の酸化還元中心は

NADHから直接電子を受取ることができない．フラビン

タンパク質などから成る電子伝達系の助けが必要である．

ところが P４５０norは NAD（P）Hから直接電子を受取る２）．

この異例の電子伝達機構のために，P４５０norは生物無機化

学分野を中心に大きな関心を集めることとなった．

P４５０norの Nor反応はカビの脱窒に関わる．脱窒とは硝

酸イオンなどの固定窒素が還元され，窒素ガス（N２）や N２O

などの気体となって大気中に放出される現象で３），地上で

の主要な物質循環の一つとして重要な役割を果たしてい

る．窒素サイクル（窒素固定，硝化，および脱窒）に関わ

る生命は従来，原核生物（細菌）のみであると考えられて
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グとの複合体の X線結晶構造解析の成功により，H－トランスファー（hydride transfer）や
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いた．筆者らは２０年近く前に真核生物であるカビに明瞭

な脱窒活性を発見することができた４）．脱窒は嫌気呼吸（O２

以外の物質，硝酸，硫酸，フマル酸，その他を最終電子受

容体とする呼吸）としての生理的意義をもち，細菌の完全

な脱窒は４段階よりなる（下式）３）．

NO３－→NO２－→NO→N２O→N２

各還元ステップはそれぞれ固有の末端酸化酵素（異化型の

硝酸還元酵素（dNar），亜硝酸還元酵素（dNir），Nor，お

よび亜酸化窒素還元酵素（Nos））により行われ，呼吸鎖

電子伝達系より電子が供給される．カビ脱窒系は Nosを

欠くようで，脱窒産物は N２Oである．N２Oは炭酸ガスの

３００倍の温室効果を発揮し，近年炭酸ガスやメタンなどの

温室効果ガスとともに大気中の濃度を増している．カビの

脱窒がその一翼を担っていると予想される５）．

２． P４５０nor遺伝子の構造と多機能性解毒酵素 P４５０nor

P４５０nor遺伝子は先ず，初めてカビ脱窒活性が確認され

た Fusarium oxysporum より単離され，CYP５５の系統名が

与えられた６）．ORFの開始コドンは２カ所存在し，両者の

間には２３残基アミノ酸からなるミトコンドリア移送シグ

ナルが存在する．一方，菌体から P４５０norタンパク質を精

製すると２種のアイソフォーム（norA，norB）が得られ

る．これらの N末端のアミノ酸は norAでは二つ目のMet

の一つ前（N末側）の Thrであり，norBでは一つ後ろ（C

末側）の Alaで，しかもアセチル化されていた．これら結

果をまとめると，CYP５５A１は一つの遺伝子で局在の異な

る２種の P４５０norアイソフォームを作る．norA（４０４アミ

ノ酸残基）は最初の開始コドンから翻訳され，ミトコンド

リアの可溶性画分に移送されてシグナルは切断を受ける．

norB（４０２アミノ酸残基）は２番目の開始コドンから翻訳

され，サイトゾルに局在し，翻訳後修飾・アセチル化を受

ける７，８）．一方，別の脱窒真菌 Cylindrocarpon tonkinense に

は P４５０nor遺伝子が二つあり（CYP５５A２，CYP５５A３），

一方（nor１）はミトコンドリア移送シグナルをもち，他方

（nor２）はもたない．また nor２は nor１や F. oxysporum の

P４５０norとは異なり，NADHより NADPHを好む９，１０）．この

ようにミトコンドリアとサイトゾルの両方に P４５０norが配

置されていることは，危険分子 NOの解毒が細胞全体で重

要であることを意味する．これら２種のカビとは系統的に

離れた担子菌系酵母 Trichosporon cutaneum からも P４５０nor

遺伝子が単離された１１）．この P４５０norはミトコンドリアに

局在し，非脱窒条件（好気，硝酸・亜硝酸なし）でも発現

する．また nor２と同様に NADPHにも高い反応性を示す．

近年のゲノム解析の成果によりかなり高い確率でカビにお

ける P４５０norの存在が明らかとなり，その普遍性が証明さ

れつつある．

真核生物の P４５０は小胞体あるいはミトコンドリアに局

在し，いずれも膜結合性であり，その N末端に膜結合領

域をもつ．一方 P４５０norはその局在によらず可溶性で，そ

のような膜結合領域をもたない．すなわち真核生物で初め

ての，そして現在でも唯一の可溶性 P４５０である．また

P４５０norはそのアミノ酸配列から真核生物より原核生物の

P４５０に系統分類され，放線菌由来の CYP１０５ファミリー

にもっとも高い相同性（３５～４０％）を示す６）．CYP１０５ファ

ミリーは通常のモノオキシゲナーゼであり，Nor活性をも

つものは発見されていない．これらのことからカビは

P４５０norのもとになる遺伝子を放線菌から獲得し，その機

能を作り替えたものと予想される．

P４５０norがカビ脱窒（N２O生成）に必須であることは，

遺伝子破壊の結果から証明されている１２）．F. oxysporum な

どのカビ脱窒系の誘導条件は細菌とよく似ていて，それは

通気抑制と脱窒基質（硝酸または亜硝酸）の存在である．

しかし転写調節に関わる因子は，カビでは真核生物型であ

る．P４５０nor遺伝子の５′-上流域には転写因子 NirAおよび

Rox-１の結合部位に相同の領域が見出される．NirAは硝

酸同化のための調節因子であり，Rox-１は酵母のアルコー

ル発酵などで働く嫌気応答因子である．これら領域は

P４５０nor発現の際，脱窒基質および酸素制限条件への応答

にそれぞれ必須であることが示されている１３）．

カビ脱窒系はミトコンドリアに局在し，嫌気呼吸として

機能する１４）．この我々の発見は，真核生物の好気的呼吸器

官と教科書的にも長い間定義されてきたミトコンドリアに

嫌気呼吸の存在を示した，数少ない例の一つとなった．F.

oxysporum の dNarは細菌の膜結合型 dNar（NarGHI）によ

く似ていると思われる１５）．また，銅含有タイプの dNir

（NirK）も精製されている１６）．ミトコンドリアは内部共生

で誕生し，ミトコンドリアの元となった共生細菌（原ミト

コンドリア）は現在の α-プロテオバクテリアにもっとも

近縁であると考えられている．カビの dNar，dNirが細菌

脱窒系のものと同一起源であるとすると，カビミトコンド

リアは原ミトコンドリアの時代からこれら遺伝子を保持し

てきた可能性が考えられる（投稿中）．一方，細菌の Nor

はシトクロム cb タイプで，カビの P４５０norとは異なる．

すなわち，カビ脱窒系は嫌気呼吸による ATP生成に貢献

する成分として dNar，dNirを残し，元の Nor，Nosは捨て

去ったと思われる．この嫌気呼吸系での最終産物は NOで

ある．NOは大変危険な分子であるので，他所から貰った

P４５０遺伝子を Norに作り替え，解毒酵素 P４５０norとして

用いている，と推測している．

F. oxysporum は微好気条件下で酸素呼吸と硝酸呼吸（脱

窒）を平行して行っていると思われる１７）．そのような混成

呼吸（hybrid respiration）１７）を行うミトコンドリアでは２種

の危険分子 O２－と NOが同時に発生し，遭遇する可能性が

高い．これらが反応するとさらに危険な分子，過酸化亜硝
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酸（ONOO－）が生成する．P４５０norはこの危険分子をも解

毒することが示唆されている１８）．さらに P４５０norは NADH-

ペルオキシダーゼ活性（H２O２の水への還元）（未発表）や

共脱窒活性（NOやアザイドの消去）も示す１９）．このよう

に P４５０norは多機能酵素として，さまざまな危険分子の消

去に機能していると思われる．

３． 反 応 機 構

P４５０norの Nor反応は非常に速く，装置や方法の限界か

ら速度定数を正確に得ることは難しい．低温（１０℃）で見

かけの kcat＝１，２００s－１が得られているが２０），かなり低い

NADH濃度（０．１６mM）で得られた値であり，真の kcatは

常温（２５℃）であれば１００万 min－１前後であろうと推測さ

れる．P４５０nor反応は図１Aのように３段階に分けること

ができる（ステップ�～�）２０）．まず�で１個目の基質 NO

が休止状態（resting）酵素（Fe３＋）に結合し，Fe３＋-NO複

合体を形成する．この反応は非常に速く，１０℃で見かけ

の二次反応速度定数２．６×１０７M－１s－１を得ている．次に�で

この NO複合体は NADHにより還元され，４４４nmにソー

レー吸収帯ピークをもつ中間体 I を形成する．最後に２個

目の基質 NOが I と反応し，反応産物 N２Oと H２Oを遊離

する（ステップ�）．中間体 I の形成過程（還元過程）（ス

テップ�）はラピッドスキャン装置により観察される（図

１B）．P４５０norとそれより僅かに過剰の NOを混合してお

き（Fe３＋-NO複合体；４３１nmスペクトル種），嫌気条件下

で NADH溶液と混合すると，I（４４４nmスペクトル種）が

準安定状態で蓄積する．この観察では NO濃度を P４５０nor

濃度と同程度にすることがみそで，２個目の NOが供給さ

れないため反応が先に進まず，I が蓄積する．

P４５０nor反応が余りにも速いため当初は，本当に酵素反

応か？の疑いもあり得た．NAD関与の酵素反応でこのよ

うな高速は他に知られていない．酵素反応ではなく化学反

応的に起こっている疑いもあり得た．またそれまで知られ

た P４５０を考えると，P４５０に NADHの結合部位が存在す

るとは考えにくかった．これらのことを判定する一つの手

段として速度論的解析がある．すなわち還元過程の見かけ

の速度定数（kobs；図１B）が NADH濃度に対して飽和する

かどうか，を見る．飽和すれば酵素反応，飽和しなければ

化学反応である．しかしこの過程も速すぎて低い NADH

濃度でしか測定できず，そのような解析は不可能であっ

た．この I 形成過程が飽和キネティクスに従う酵素反応で

ある（つまり NADH結合部位をもつ）ことは，後に P４５０

nor変異体（D８８A）を用いて立証された２１）．還元過程で NO

過剰にするとターンオーバーが起こり，４３１nm種が蓄積

する．このことはこの還元過程が全体の律速であることを

意味する．

中間体 I の化学的実体がどのようなものであるか，は最

大の関心事の一つである．また，NADHの２電子はどの

図１ P４５０norの反応サイクル（A）と，還元過程で観察されるスペクトル変化（B）
Fe３＋などは酵素に結合したヘム鉄の荷電状態を示す．Aの下図は中間体 I の推定構造（Fe３＋-ヒドロ
キシルアミンラジカル複合体と等価）；（B），還元過程（ステップ�；I の形成過程）で観察される
スペクトル変化．ラピッドスキャン装置による．Fe３＋-NO複合体（４３１nmスペクトル種）と NADH
溶液を嫌気的に混合した後の，各時間におけるスペクトルを記録．低温（１０℃），低 NADH濃度（２０
µM）にも関わらず I 形成過程は非常に速い．
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ような形で渡されるか，２個目の水素原子（プロトン）は

どちらのステップ（�か�か）で供給されるか，なども I

の実体と関連し，興味深い課題である．これまでの観察か

ら，もっとも可能性の高い I の構造は図１Aに示したよう

に，Fe３＋-NO複合体が２電子還元され，さらに２個のプロ

トンが供給された形である２２）．還元過程において NADH

の２電子はヒドリドイオン（H－）の形で供給され，さら

にプロトン供給ネットワーク（後述）からプロトン１個が

供給され，I が形成される．この I の構造は鉄３価（Fe３＋）

とヒドロキシルアミンラジカルとの複合体と等価である

（図１A下右図）．H－伝達は，Fe３＋-NO複合体を H－供与体

である水素化ホウ素ナトリウム（sodium boron hydride；

NaBH４）と反応させると４４４nmスペクトル種が形成する

ことからも支持される２２）．また，パルス放射線分解でヒド

ロキシルアミンラジカルを生成させる系に休止型（Fe３＋）

を置くとやはり４４４nm種が形成することから，やはりこ

の構造が支持される２２）．NADHのニコチンアミド環 C４に

は二つの水素が結合し，これらはプロキラルの関係にあ

る．電子伝達に際し，これら水素の何れかが H－として伝

達される（酵素により特異性がある）．これら水素を重水

素で置換した NADHを作成し，P４５０norの overall反応あ

るいは還元過程への影響を見たところ，プロ-Rの水素に

のみ有意の同位体効果が観察された２２）．この結果も H－ト

ランスファーを支持する．

P４５０norの反応機構は物理化学系研究者の興味も惹くよ

うであり，その分野からの解析結果を報ずる論文も散見さ

れる．最近 Lehnertらはコンピューターを用いた電子軌道

計算（density functional calculations）の結果から P４５０nor

の反応サイクルを推定している（図２）２３）．それによると，

Fe３＋-NOが H－を受取った直後の生成物は Fe２＋-HNOに相当

する（中間体�）．この種はエネルギー的に安定で，その

エネルギー準位をゼロとして以下の中間体への遷移におけ

る自由エネルギー変化を計算してある．�はすぐにプロト

ン化して�（中間体 I）になる．�（I）は Fe４＋-NHOH－に

相当する．�に２個目の NOが反応する際，まず１電子が

NOからフェリル基（Fe４＋）にわたり，生じた NO＋は鉄に

配位した Nの孤立電子対を攻撃して N-N結合を形成し

（�），同時にプロトンが Nから Oに移り�を生じる．

この機構によりスピン禁制を免れ，安定なリガンド

（-NHOH）とラジカル（NO）が高速で反応できる理由と

なっている．�はリガンドが外れ易いが，速やかに�にな

ることにより安定化される．�はエネルギー準位が高く，

遷移状態にあると思われる．この計算結果は，I の化学的

実体に関する我々の提案（図１A）を完全に支持している．

P４５０の第５配位子が電子に富んだチオレートアニオン

（-S－）である理由について，モノオキシゲナーゼにおいて

は O２の O-O結合を不均等開裂するためのプッシュプル機

構が提案されている．P４５０norに関しての提案もあるが１８），

図２ P４５０norの推定反応サイクル
Lehnertら（文献２３）を改変．
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ここでは触れない．

４． X線結晶構造解析

・全体構造：すべての P４５０は互いによく似た立体構造を

とっていると考えられている．P４５０はヘムを具にしたお

にぎりのような形をしている．大まかには似ていても，そ

れぞれの P４５０には個性も見受けられる．P４５０norでは休

止型２４），CO結合型２４），NO結合型２５），NADHアナログ結合

型２６）などの X線結晶構造解析に成功し，詳細な構造が明ら

かとなっている．P４５０norもその特異な機能に対応するよ

うに特徴的な構造をもつ．P４５０分子はヘム面を中心とし

て遠位側（distal side）と近位側（proximal side）に分けら

れる．この呼び方はヘモグロビンやミオグロビンにおける

proximal histidine, distal histidineに起源を発する．通常の

P４５０では，近位側は電子供与タンパク質（フラビンタン

パク質またはフェレドキシン）から電子を受取る側であり，

またヘム鉄第５配位子のシステイン残基が存在する側でも

ある．一方遠位側は基質や酸素が結合し，触媒作用の行わ

れる側であり，基質結合のための空間が存在する（ヘム遠

位ポケット）．電子供与タンパク質は分子表面に負荷電の

多い側で P４５０に結合するため，P４５０近位側表面は正荷電

を帯びている．ところが P４５０norの荷電分布は逆で，遠位

側に正荷電が多く，近位側は負荷電が多い．この荷電分布

は NADHが遠位側から P４５０norに結合することと一致す

る．もう一つの P４５０nor構造の特徴は，大きな遠位ポケッ

トの存在とそのポケットの環境が親水的であることであ

る．通常の P４５０は基質が疎水性であるため，遠位ポケッ

トは疎水的である．

・正荷電クラスター：P４５０nor遠位側に分布する正荷電ア

ミノ酸としては，Lys６２，Arg６４，Lys７７，Lys８１，Arg１７４，

Arg１８２，Lys２９１，Arg３９２などが挙げられる．部位指定変

異の結果から，これら正荷電アミノ酸残基の中で Arg１７４

と Arg６４が NADHの結合にとくに重要であることが明ら

かとなっている２７）．

・電子供与体特異性決定部位：これまで数種類のカビから

P４５０norタンパク質が精製されている．それらの電子供与

体特異性は，NADHのみを好むものと，NADHと NADPH

のどちらでもよいもの（あるいはどちらかというと

NADPHを好むもの）とに大別される．これら P４５０norの

アミノ酸配列の比較とすでに解かれていた休止型 P４５０nor

の立体構造を元に，この電子供与体特異性を決定している

部位を検索した．ヘムポケット入口に存在する B′-ヘリッ

クスは異なる P４５０分子間でもっとも激しく変化する部分

であり，その構造は基質特異性を反映しているとされる．

F. oxysporum の P４５０norは NADHのみを好む．B′-ヘリッ

クスに存在する Ser７３と Ser７５は側鎖をカニの両ハサミの

ようにポケットの内側に向けている．これら二つの Ser残

基をそれぞれ Glyに置換した変異体（Ser７５Gly；SG mu-

tant，および Ser７３Gly／Ser７５Gly；GG mutant）では NADPH

による活性が大幅に改善された２８）．これら Ser残基の側鎖

は NADPの２′-リン酸基の立体障害となっており，変異体

ではその障害が取り除かれたため NADPHによる活性が改

善されたと解釈される．とくに Ser７５Gly変異の効果が大

きかった．NADPHを好む P４５０norはこの部位が，-S-G-，

であり，NADHのみを好むものは，-S-S-または-N-G-，で

あった．NADHと NADPHに対する特異性が僅か１カ所

ないし２カ所のアミノ酸で決定されていた．ここでも B′-

ヘリックスの基質特異性決定における重要性が示された．

・プロトン搬送系：NO-結合型の結晶構造から，Ser２８６，

Asp３９３，および水数分子からなる水素結合ネットワーク

の存在が明らかとなった２５）（図４c）．このネットワークは

NADH結合によりリアレンジを受けるが，還元過程での

プロトン供給（図１A）を担っている．

・保存 Thr残基：最長のヘリックス I-ヘリックスの中程

に，すべての P４５０で高度に保存された Thr残基が存在す

る．この Thr残基はモノオキシゲナーゼ P４５０において隣

接の Asp残基と共同して酸素分子（O２）を活性化すると

考えられている．P４５０norにもこの Thr残基は保存されて

いるが，隣接の Aspは Alaに置き換わっている．この

Thr２４３を他のアミノ酸に置換すると活性が著しく損なわ

れることからその重要性が示唆されていたが２９），モノオキ

シゲナーゼ P４５０とは機能の異なることは明らかである．

その役割は長い間不明であったが，NADアナログ結合型

の構造が解かれて判明した２６）（後述）．

・アニオンホール：ハロゲンイオンは P４５０nor反応を阻害

し，その機構は NADHに拮抗的である．ブロムイオン

（Br－）結合部位が２カ所見つかっている２７）．その一つはヘ

ム近傍にあり，Ser２８６，Ala２８９，Asn３１５などの側鎖で囲

まれ，また主鎖がヘムから遠ざかるように湾曲しているた

めスペースができている．Ser２８６は上記プロトン搬送系

にあってヘムに最近接の位置にあり，中間体 I 形成に重要

な働きをしている．Asn３１５の側鎖は Ser２８６の主鎖カル

ボニルと水素結合し，Ser２８６側鎖の向きを支えている．

Asn３１５Asp変異体は I 形成過程が著しく損なわれることか

ら，アニオンホールは NADHからの電子伝達に重要な役

割を果たしていると思われる．

５． ニコチン酸アデニンジヌクレオチド（NAAD）との

複合体

・NAAD結合による構造変化：P４５０norに NADH結合部

位の存在することは，いくつかの NADアナログとの相互

作用により示唆されていた．すなわち NAD＋などのアナロ

グはリガンド結合で誘起される特徴的なスペクトル変化

（タイプ Iあるいはリバースタイプ I）を引き起こし，そこ
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から Kdも測定されていた．上記 GG mutantはこれら NAD

アナログとの結合力も高めていたが，この変異体を用いて

NADアナログである NAADとの複合体の結晶化に成功し

た２６）．

GG mutantのリガンドフリーの休止型の結晶構造は，野

生型でこれまで決定された構造（休止型，CO型，NO結

合型）と大差なかった．一方，NAAD結合型では低分子

リガンド（CO，NO）の結合では見られない大きな構造変

化が誘起されていた．ヘム遠位ポケット入口を形成する

F／G-ヘリックスと B′-ヘリックスは入口を塞ぐように互い

に接近し，NAAD分子を包み込んでいた（図３a）．誘導適

合のよい例である．一方ヘム近位側には顕著な変化は見ら

れなかった．

・ヘム遠位ポケット B′-ヘリックス側荷電アミノ酸残基の

集団移動：P４５０norの大きなヘム遠位ポケットは親水的で

あると述べたが，荷電アミノ酸の分布には際立った偏りが

ある．ポケット内部の B′-ヘリックス側はとくに親水性が

高く，Lys６２，Arg６４，Glu７１，Asp８８，Lys２９１，Arg２９２な

ど荷電アミノ酸が多く存在する．一方 F-および G-ヘリッ

クス側はより疎水的で，荷電アミノ酸は Arg１７４のみであ

る（図３b，図４a）．これら B′-ヘリックス側アミノ酸残基

のほとんどが NAAD結合により集団で大きく移動してい

た．これとは対照的に Arg１７４は興味深い動きをする．F／

G-ヘリックス側も NAAD結合により全体に大きく動き，

Arg１７４の主鎖部分も同様であるが，その側鎖先端はほと

んど動かない．Arg１７４は反対側に位置する Arg６４ととも

に NAAD分子のピロリン酸部分を両側から押さえ込んで

いる．Arg６４には補助者（Lys２９１）がいるが，Arg１７４は F／

G-ヘリックスサイドで孤高の正荷電アミノ酸である．こ

の Arg１７４は NADHの結合にもっとも重要で，NADH結

合のランドマークとなっていると思われる．

・塩橋ネットワーク：遠位ポケット中の荷電アミノ酸のう

ち Glu７１，Arg６４，Asp８８は休止型において塩橋ネット

ワークを形成している．NAAD結合に伴う上記荷電アミ

ノ酸残基集団移動において Asp８８だけが動きが少なく，

置いてけぼりをくう．その結果 Arg６４―Asp８８間の塩橋が

切れる（図３b）．Asp８８Alaあるいは Asp８８Val変異体では

overall活性はかなり落ちるが，還元（中間体 I 形成）速度

は変わらない，あるいはむしろ促進されたりする２１）．この

ことはこれら Asp８８変異体では I 形成以降のステップが

阻害されていることを意味する．具体的には電子を渡した

後の NAD（NAD＋）の遊離が阻害されたと考えている

（NAD＋に対する親和性の増加）．

これらの結果から塩橋ネットワーク Glu７１-Arg６４-Asp８８

の意義は以下のように解釈できる．ネットワーク形成はタ

ンパク質構造の安定化に寄与しているが，NADH結合に

より塩橋の一部が切断され，その分タンパク質構造が不安

図３ NAAD複合体（濃灰色）と NO型（淡灰色）との重ねあわせ
（a），全体構造．B′-ヘリックス側の２個の黒玉は GG変異体
変異部位（S７３，S７５）を示す；（b），ヘム遠位ポケット．塩橋
ネットワーク（Glu７１-Arg６４-Asp８８），NADHの結合に最重要な
Arg１７４，ヘムのタンパクへの結合に重要な Arg２９２，片足（プ
ロピオン酸基）を上げたヘム，など．一番下にヘムと第５配位
子 Cys３５２，第６配位子 NOが見える；（c），ヘム近傍：NAAD
（左上から）のニコチン酸環 C４炭素（環の先端）はプロ R面
をヘム鉄-NOの方へ向けている．複合体形成に伴い I-ヘリック
スはヘムからやや遠ざかり，Ala２３９は主鎖をフリップさせてい
る．Thr２４３はニコチン酸側鎖カルボキシレート酸素の一つと水
素結合している（点線）．
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図４（a），ヘムポケット上方から見た NADHチャネルとプロトンチャネル（Ser２８６，Asp３９３，および水数分子）；
（b），横から見た図；ヘム-NOに NAADのニコチン酸環が最接近している；（c），NAAD結合による水素結合
ネットワークのリアレンジ；左，NO型；右，NAAD結合型．NAAD結合により水素結合ネットワークは大幅
に組替えが起こり，最短距離で溶媒にまで伸びている．NAADもその幹線形成に関わっている．Ala２３９の反転
も組替えに一役買っている．
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定化する．安定な構造（塩橋ネットワーク形成）に戻ろう

とする力は I 形成後の NAD＋を早く追出そうとする

（NAD＋に対する低い親和性）．Asp８８変異体ではこのよう

な力が失われ，NAD＋の解離速度（koff）が減少し，NAD＋

に対する結合力が増す（Kd＝koff／konの減少）．この仮定は，

P４５０nor反応の速度論的性質と一致する．すなわち P４５０

norは基質（NO，NADH）に対する親和性を下げ（犠牲に

して）超高速を実現している．

・活性中心：NADHニコチンアミド環のアナログである

NAADのニコチン酸環は C４のプロ R側をヘム鉄-NO複合

体の方へ向けていた（図３c）．すなわち上記，NADHの C４

水素の同位体効果の結果とよく一致する．この結果は

NADHからの H－トランスファーを支持する有力な成果と

なった．上述のように，I-ヘリックスに存在する高度に保

存された Thr残基（Thr２４３）の役割は不明であったが，結

晶構造では Thr２４３はニコチン酸環の側鎖と水素結合し，

環を固定するために重要であることが判明した（図３c）．

Ser２８６，Asp３９３を含むプロトン搬送系は NAAD結合によ

り再アレンジされ，溶媒からヘム近傍までの水素結合ネッ

トワークが最短距離をとるように変わっていた（図４b，

c）．ここで注目すべきは，NAAD分子自身がネットワー

ク形成に関与していることである．このことは，プロトン

搬送系によるプロトン供給が NADH（あるいは NAD＋）

の結合している間に行われることを意味している．すなわ

ち２個目のプロトンも１個目（実際は H－として供給され

るが）と同様に，還元過程（図１Aステップ�）において

供給されることが支持される．

アニオンホールを挟んで Ser２８６の反対側にはヘムの二

つあるプロピオン酸基の片方が足を伸ばしている．この側

鎖は Arg２９２（すべての P４５０で保存されている）と相互作

用しているが，NAAD結合で Arg２９２が集団移動すること

に伴い上方（近位側とは逆向き）へ移動していた．すなわ

ちヘムは片足を上へもち上げた格好になっている（図３a，

b）．その結果 NAADニコチン酸環の回転（動き）は制約

を受ける．以上の結果から，Thr２４３とヘムの一方のプロ

ピオン酸基が NADHのニコチンアミド環を固定し，C４炭

素のプロ R面をヘム鉄-NO複合体の方向に向け，プロキ

ラル特異性を生じしめている，と結論される．

以上の P４５０nor-NADHアナログ複合体の結果は，NADH

からヘムへの直接の電子伝達という異例の形態が，H－を

介して行われることを強く支持する．また当初，化学反応

的ではないか，と疑われた P４５０norの高速反応も，ちゃん

とした酵素反応であることが最終的に証明された．

６． お わ り に

初めは疑われることも多かった P４５０nor反応であるが，

NADアナログとの複合体の X線結晶構造解析に成功した

おかげで，研究のひとまずの区切りができた．機能や分子

の多様性（diversity）の面で，P４５０は免疫抗体を除く生体

タンパク質の中でチャンピオンであろう．P４５０norの機能

は分岐多様化した P４５０の中でも極端な例の一つである．

P４５０分子の柔軟性，適応性の高さに驚かされる．P４５０nor

のようなものは意図して発見できるものではない．それと

の遭遇は典型的なセレンディピティーである．その経緯は

他で述べた３０）．ご参考になれば幸いである．

以上の結果は筑波大学，理化学研究所，コンスタンツ大

学などとの共同研究の成果であり，ともに携わった多くの

研究者・学生の方々に深謝申し上げる．
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