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　脱窒 は 多段階反応 に よ り硝酸を気体状窒素へ と還元す る
一

種 の 嫌気呼吸 で あ る．湖沼 の 富栄養化 を 始め とす る

排水 に よ る環境破壊 の 問題を解決す る方法 の
一

つ と して ，こ れ ま で 高い 脱窒能を有する微生物の 探索が行わ れ て

きた が，脱窒系 の 個 々 の 酵素系 に つ い て の 研究は 十 分に され て こ な か っ た ．よ うや く近年 の 遺伝子組換え技術 の

飛躍的な発展な らび に 酵素精製技術 の 進歩な どに 伴 い ，脱窒系を構成す る酵素系に つ い て 精力的 に 解析 され始 め

て い る．そ の 中で 最近特に 研究が 進 ん だ の が ， 亜 硝酸還元酵素 （NIR ）で あ る．嫌気呼吸を担 う NIR に は，ヘ ム

‘ お よび ヘ ム d1を サ ブ ユ ニ
ッ トあた り 1分子ず つ 含む チ ト ク ロ

ーム cdi 型 の もの と銅 を含む もの の 2 種類が存在
し，両 者 の 間に は ア ミ ノ 酸配列 の 相同性 は ま っ た く認 め られ な い ．銅含有 NIR の 遺伝子を 用 い て さ ま ざ ま な脱

窒菌 DNA に 対 して サ ザ ソ ハイ ブ リ ダ イ ゼ ーシ ョ ソ 解析を 行 っ た 結果 ，プ ロ ーブ は 銅型 NIR を有す る こ と が知

られ て い る菌 の DNA に 特 異 的に 結 合 した が ，チ ト ク ロ ーム cdi 型 を有す る こ とが 知 られ て い る もの に つ い て は ，
1種類の 菌株を 除い て 結合が見 られ ず，亅｝し た が っ て ，個 々 の 脱窒菌 に お い て は どち らか 一方 の み の 亜 硝酸還 元

系を進化させ て きた こ とが明らか に な っ て い る．

　銅含有 NIR に つ い て は ，さ ま ざ まな菌か ら遺伝子 が ク P 一
ン 化され，タ ン パ ク 質工 学的解析がな さ れ る

一
方，

酵素 タ ソ パ ク 質に つ い て も X 線結晶解析 に よ り立体構造 が 決定 され，多 くの こ とが解明 さ れ つ つ あ る．以下 ，
銅含有 NIR （単tC　NIR ）に つ い て 最近明らか に な っ て きた事実を紹介する．以前，　 NIR の オ リ ゴ マ

ー状態に つ

い て 2 量体あ る い は 4 量体 の 2 つ の 考 え が提出 され て お り，さ ま ざ まな タ イ プ の NIR の 存在が 示 唆 さ れ て い た ．

ま た，こ れ らの NIR に 含 まれ る銅原子 の 種類 に つ い て も，　 NIR の 青〜緑 の 発色 の 原因 とな る タ イ プ ユ と よ ば れ

る 銅 の み を 持 つ と い う報告や ，タ イ プ t銅に 加 え て ，電子 ス ピ ソ 共鳴法 に よ っ て識別可能な無色 の 銅原子 で あ る

タ イ プ 2 銅 と呼ば れ る銅の ， 2 種類 の 銅原子を有する とい う報告が あ り，銅原子 が 触媒活性を担 っ て い る こ と自

体 は 明 らか で あ っ た もの の ，どち ら の 銅 原 子 が活性 に 必 須 で ある か は 不明で あ っ た ．こ こ数年 の 間に ，こ れ らの

NIR が 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同性 を 有 す る こ と，そ して こ れ まで タ イ プ 1銅 の み を 結合 して い る と い わ れ て い

た NIR が タ イ プ 2銅も結合 して い る こ と が明 らか に され る
一

方，　 X 線結晶解析 に よ り亜 硝酸イ オ ソ が タ イ プ 2

銅付近 に 結合す る こ と，2）銅の リガ ン ドの ア ミ ノ 酸残基 の 改変 に お い て ，タ イ プ 2 銅 の リガ ン ド残基 を 改変 した

と きに の み 活性が消失す る こ とが 報告され ，3〕現在 で は タ イ プ 2 銅 が 活性 に 関与す る と い う結論 が 出 され て い る．
また ， X 線結晶解析 ， 溶液 X 線散乱か ら，こ れ ら の 酵素が同

一
の サ プ ユ ニ

ッ ト 3 つ か ら なる 三 量体 で ある こ と

も判明 して い る．X 線結晶解析 の 結果，タ イ プ 1銅は 各 サ ブ ユ ニ
ッ トに 結合 し て い る が ，タ イ プ 2銅 は 各サ ブ

ユニ
ッ トの 間 に 存在 して お り，NIR で は サ ブ 」 ニ

ッ ト界面中 に 活性中心が 存在す る とい う ユ ニ ーク な構造を と

っ て い る こ とが 明 ら か に な っ た ．NIR に は 青色 の もの と緑色 の もの が 存在 し，ア ズ リ ソ お よび シ ュ
ードア ズ リ

ソ と い う青色銅 タ ソ パ ク 質がそ れ ぞれ 青色 と緑色の NIR へ の 電子供与体 と して 機能 して い る．シ ュ
ードア ズ リ

ソ は 自身の タ イ プ 1 銅周 辺 に 存在す る多数 の リジ ソ 残基を介 して 緑色 NIR と相互 作 用 し，　 NIR の タ イ プ 1銅 に

電子 を 渡す こ と が 明 らか に な っ て い る が，り こ う した リ ジ ン 残基 は ア ズ リ ン に は 存在 しな い こ とか ら， 青色 NIR

と ア ズ リ ン は そ れ とは別 の 相 互 作用に よ ウ電子 の 授受を行 っ て い る もの と予想され る．

　最近，細菌以外の ある種の カ ビ に も脱窒能 の 存在が 見 い だ さ れ，同亜 硝酸還元系 に 銅含有 NIR が 関与 し て い

る こ と，そ し て こ の カ ビ か らア ズ リ ソ が 単離 され る こ とが 報告 され て い る ．51 ま た ，細菌 に お け る脱窒関連遺伝
子 の 上 流に は嫌気条件下の 転写活性化因子 FNR の 認識 シ グ ナ ル が存在す る が，カ ビ の 脱窒関連遺伝子 の 上 流 に

もこ の 配列が 見 い だ され て お り，転写制御系も含め た意味 で 脱窒系の 伝搬様式に 興味が もた れ る．

　銅原子 は 銅 の 電子状態 が 単純 で ，鉄原子で 考 え な け れ ぽな ら ない よ うな複雑な電子 の ス ピ ソ 状態が存在しな い ．
さらに，酸化状態 で 強 い 青色 （緑色）を 呈 する こ とか ら ， タ ン パ ク 質内そ して タ ソ パ ク 質問 の 電子伝達の メ カ ニ

ズ ム 解明の た め の 良 い 研究材料とい え る．また ， 環境浄化 とい う意味で も，脱窒系の 制御 な らび に 効率化は 重要

で あ り，そ の た め に も脱窒系 に 関 わ る さ ま ざ ま な酵素群 の 構造 と機能に 関す る総合的 理 解が必要 とな っ て きて い

る．
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