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２．発表概要 

亜酸化窒素（N2O: Nitrous Oxide）は、二酸化炭素（CO2）の約 310 倍の効果

を示す温室効果ガスであり、オゾン層を破壊する気体でもあります。地球環境の

N2O の 75%以上は土壌中のカビや細菌などの微生物が産生します。しかし、そ

の N2O 発生の分子機構は、20 年以上未解明なままでした。 
今回、兵庫県立大学大学院理学研究科の城宜嗣教授、久保稔教授、理化学研究

所放射光科学研究センターの當舎武彦専任研究員、広島市立大学大学院情報科

学研究科の鷹野優教授らを始めとした共同研究グループは、微生物による N2O
産生の主役である一酸化窒素還元酵素（NOR: Nitric Oxide Reductase）に着目

し、N2O 産生の分子機構を、SACLA（注 1）を用いた無損傷結晶構造解析（注

2）と時分割赤外分光法（注 3）の最先端の計測手法を組み合わせることにより、

原子・電子レベルで解明することに成功しました。この研究成果により、今後、

微生物による N2O の排出を抑制する研究が進展していくことが期待されます。 
本研究成果は、米国の科学雑誌『Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America』オンライン版（5 月 17 日の週（米

国東部時間（夏時間））に掲載される予定です。 
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３．発表内容 
３－１．背景 

亜酸化窒素（N2O: Nitrous Oxide）は別名笑気（Laughing Gas）とも呼ばれ、

麻酔にも使われる非常に安定な気体です。しかしその安定性ゆえに、発生すると

地球の大気中に拡散し、太陽光に含まれる赤外線を吸収するので、温室効果ガス

となります。地球上の N2O 発生量は、温室効果ガスとしてよく知られる二酸化

炭素 CO2の数千分の一程度ですが、その温室効果は CO2の約 310 倍であり、地

球温暖化の観点から無視できません（文献 1）。さらに厄介なことに、N2O が地

球の大気圏の外である成層圏にまで拡散すると、紫外線などにより窒素酸化物

（NOx）に変化します。NOxは非常に反応性に富み、地球を取り囲むオゾン層を

破壊します。1970 年代にオゾン層破壊の原因物質としてフロンが注目され、そ

の使用が規制されて以降、N2O がオゾン層破壊の主要因となっています（文献

2）。このように、N2O は 21 世紀の地球環境保全を考える上で鍵となる気体の一

つと指摘されてきました。 
N2O は、工場や車の排ガスや燃焼ガス、動物の糞尿などからも発生しますが、

N2O 発生の 75%以上は農業が原因と言われています（文献 3）。肥料として播く

窒素化合物を、土壌中のカビや細菌などの微生物が分解する過程で N2O が産生

されるためです。このような生物的過程を「脱窒（Denitrification）」といいま

す。脱窒は土壌中など酸素の無い環境に生息する微生物の嫌気呼吸の一種で、硝

酸イオン（NO3-）や亜硝酸イオン（NO2-）が逐次分解される過程です（NO3- → 
NO2- → NO → N2O → N2）。脱窒の中間生成物として産生される N2O が大気中

に漏れ出ることになります。脱窒の各ステップは微生物が持つ金属酵素によっ

て触媒されていますが、最終過程（N2O → N2）を触媒する金属酵素を持たない

微生物もあり、その場合は N2O が最終産物となります。 
N2O 発生、すなわち一酸化窒素（NO: Nitric Oxide）を N2O に変換する過程

は、鉄（Fe）を活性中心に含む酵素である一酸化窒素還元酵素（NOR: Nitric 
Oxide Reductase）によって触媒されます。この酵素反応は、2NO + 2H+ + 2e- 
→ N2O + H2O です。NO は非常に反応性の高い気体であり、微生物の体内に留

まると微生物自身が死滅してしまうので、脱窒の中間生成物として作られる NO
を速やかに N2O に変換し無毒化する NOR は、脱窒を行う微生物にとって無く

てはならない酵素です。 
本研究で研究対象にした脱窒カビ Fusarium oxysporum の NOR については、

約 40 年前に筑波大学の祥雲弘文助教授（現在、東京大学名誉教授）が発見し、

25 年前に本研究の主著者の一人である城教授が、当時の計測技術を駆使して、

その N2O 産生機構のアウトラインを提案しました（図 1）。この酵素反応中には

数百ミリ秒という非常に短時間だけ反応中間体が現れます。N2O が産生される

メカニズムを確定する上で非常に重要であるとの認識から、この 25 年間、この

反応中間体の構造と電子状態は世界中で研究されてきました。これまでに 4 つ

の可能性が提案されていましたが（図 1）、既存の測定技術では、その構造を確

定できる決め手がありませんでした。 
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図 1. 提案されていた N2O 産生機構 

 
３－２．研究手法と成果 

NOR の反応中間体のように非常に短寿命な状態の構造・電子状態を決定する

ためには、実際に反応している最中の酵素を観測しなければなりませんでした。

そのために共同研究グループは、紫外光を照射すると NO を放出するケージド

化合物（注 4）を反応開始剤として利用し、その直後に現れる反応中間体の構造

解析に X 線自由電子レーザーSACLA を光源とした無損傷 X 線結晶構造解析法

を、電子状態の解析には時分割赤外分光法を用いました。 
まず、酵素反応前の NOR の結晶に紫外光を照射し、目的の反応中間体が現れ

た瞬間にそれを瞬時に凍結する装置を開発することで、NOR の反応中間体を結

晶状態で捉えることに成功しました。この反応中間体の結晶を用いて、SACLA
の最先端技術、すなわち反応性の高い不安定な構造を無損傷で解析した結果、反

応開始前は直線状だった NO の鉄（Fe）への配位構造（∠Fe-N-O = 158 ）は、

反応中間体では大きく折れ曲がった特殊な構造（∠Fe-N-O = 138 ）へと変化し

ていることが判明しました（図 2）。 
一方、短寿命の反応中間体の電子状態の測定は、従来の赤外分光装置では全く

困難でした。そこで、これを可能とするために、共同研究グループは、フェムト

秒赤外パルスレーザーを光源とする分光装置と、マイクロ流路デバイスを組み

合わせることで、NOR の酵素反応を連続的に追跡できる新しい時分割赤外分光
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装置を開発しました。この独自開発した装置によって、世界で初めて NOR 反応

の短寿命反応中間体の赤外分光スペクトルを得ることに成功しました。このス

ペクトルデータを詳細に解析し、前述の構造データと合わせて、さらに量子化学

計算を併用することで、遂に NOR の反応中間体の電子状態が、今まで提案され

ていた 4 つの状態の中の『Fe3+—NHO 』であることを明らかにしました（図 2）。
この状態は非常に反応性に富む不対電子をもったラジカル状態（注 5）であるた

め、もう 1 分子の NO と速やかに反応することができ、それにより N2O が産生

されるメカニズムを確定できました。この研究により、25 年間未解決だった生

物的 N2O 発生の分子機構の解明に終止符が打たれたことになります。 
 

 
図 2. NOR の反応中間体の構造。H 原子の位置は時分割赤外分光法と量子化学

計算により決定。N 原子と O 原子上のメッシュは、反応性に富む不対電子の分

布。 
 
４．本成果の意義 

冒頭で述べた通り、N2O は今後の地球環境を考える上で非常に重要な気体で

す。本成果は、微生物による N2O の排出量を抑制する上で重要な分子基盤にな

ると考えられます。また、本研究で開発した測定技術は、さまざまなケージド化

合物と酵素の組み合わせに適用することが可能であり、高い機能をもつ生体触

媒のしくみの理解など、今後の幅広い展開が期待されます。 
 
本研究は、科研費助成事業の基盤研究(S)「一酸化窒素の生体内動態の分子科

学」、新学術領域研究(研究領域提案型)「生命金属動態に関与するタンパク質分

子の構造機能ダイナミクス研究」、「時間分解構造解析を補完する精密顕微分光

計測」、学術変革領域(A)「大規模・高精度な第一原理計算による超秩序構造の機

能解明とデザイン」、理化学研究所 Pioneering Project「動的構造生物学」など

の支援を受けて実施されました。 
 
５．発表雑誌 
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前の公表は禁じられています。 
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８．用語解説 
（注 1）SACLA 
理化学研究所と高輝度光科学研究センターが開発し、兵庫県の西播磨地区に設

置されている X 線自由電子レーザー（XFEL：X-ray Free Electron Laser）の施

設の名称。XFEL は数フェムト秒（1 フェムト秒は 1,000 兆分の 1 秒）の超短パ

ルスで出力される超高輝度の X 線のレーザーを示す。 
 
（注 2）無損傷結晶構造解析 
タンパク質が規則正しく並んだ結晶に X 線を照射すると、X 線の回折現象が起

こる。回折された X 線の強度を計測して解析することで、タンパク質の構造を

原子のレベルで可視化できるのが X 線結晶構造解析である。通常の X 線結晶構

造解析法では、一つの結晶に 1 分以上 X 線を照射して回折データを測定するた

め、その間にタンパク質の構造の一部に X 線が損傷を及ぼす場合があることが

知られている。特に、金属を活性中心に含むタンパク質や不安定な反応中間体で

はそのような損傷が顕著である。XFEL の超短・超高輝度 X 線パルスを用いる

と、回折現象がフェムト秒で完結するため、X 線による損傷が顕在化する前の構

造を捉えることができる。X 線パルスを照射するごとにタンパク質結晶を交換

しながらデータ収集することによって、損傷のない（無損傷の）タンパク質の構

造の決定が可能となる。 
 
（注 3）時分割赤外分光法 
分子は常に振動しており、その振動状態は分子内の電子分布（電子状態）を反映

している。分子に赤外光を照射すると、その分子の振動状態のエネルギーに対応

する特定の波長の赤外光が吸収される。すなわち、赤外分光法は、吸収される赤

外光の波長から分子の振動状態を解析し、その分子の電子状態を明らかにする

実験手法である。時分割赤外分光法は、酵素反応の中間状態など不安定で短時間

だけしか存在しない分子の電子状態の情報を得る手法で、紫外光や可視光など

の光照射によって系に刺激を与えて反応を開始させてから、任意の時間経過後

に赤外光を照射し、その吸収波長を観測する実験手法である。 
 
（注 4）ケージド化合物 
通常は安定だが、光を照射すると、極めて短時間で小分子を放出する化合物の総

称。ケージド NO は紫外光照射後数マイクロ秒（1 マイクロ秒は 100 万分の 1
秒）で一酸化窒素 NO を放出する化合物である。他にも、ケージド電子、ケージ

ドプロトン、ケージドアミノ酸、ケージド ATP など、生体反応に関連する多く

のケージド化合物がある。 
 
（注 5）ラジカル状態 
不対電子をもった状態。安定な分子では、2 つの電子が“対（つい）”になって

いる。しかし、何らかの状況でその電子の対が保てなくなった分子、すなわち不

対電子をもった状態の分子は、不安定で、反応性が高く（反応し易く）なってお
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り、他の分子から 1 つ電子を奪って安定化しようとする性質をもつ。 
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