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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、硝化に伴う亜酸化窒素の生成の過程を明らかにすることである。海洋性の
アンモニア酸化細菌（AOB）から抽出したヒドロキシルアミン酸化還元酵素（HAO）によって亜酸化窒素が生成すること
を直接証明した。また、変異導入による機能解析を目的として、HAOの発現系構築に取り組んだ。既存の手法の適用が
困難であることが明らかとなったため、別種のAOBを宿主とする系を新たに設計した。さらに、従属栄養性の硝化菌か
らピルビン酸オキシム酸素添加酵素を精製し、アルドラーゼの相同タンパク質であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Aim of this project is to clarify biochemical process of nitrous oxide (N2O) 
emission by nitrifying microorganisms. In this project, generation of N2O as a by-product of 
hydroxylamine oxidoreductase (HAO) reaction was proved by using the enzyme purified from marine 
ammonia-oxidizing bacterium (AOB), Nitrosococcus oceani. Kinetic analysis of the HAO reaction was carried 
out. Construction of HAO expression system has also been attempted. Because unique chemical modification 
is essential for maturation of HAO, new expression system is now preparing by utilizing another AOB as 
the host cells. Biochemical analysis of heterotrophic nitrification was also started in this project. 
Pyruvic oxime dioxygenase (POD) was purified from Alcaligenes faecalis. Surprisingly, POD was a 
homologous enzyme to class II aldolase. This finding may give new perspectives not only in the 
biochemistry of heterotrophic nitrification but also in the catalytic mechanism of oxygenase.

研究分野： 環境微生物生化学
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１．研究開始当初の背景 

強力な温室効果とオゾン破壊作用を持つ

亜酸化窒素（N2O）ガスの主たる放出源は海

洋であり、アンモニア酸化細菌（AOB）の作

用によると考えられる。我々の研究によって、

海 洋 性 AOB の 優 先 種 の 一 つ で あ る

Nitrosococcus oceani が N2O を活発に放出する

こと、HAO と呼ばれる酵素が N2O の合成に

直接関わっていることが明らかとなった

（H20~22 基盤 C、課題番号 20510007）。 

 

２．研究の目的 

AOB による N2O 生成メカニズムの詳細な

解明には、HAO の変異酵素の作成と機能解析

が必要である。しかし HAO の活性化には特

異な翻訳後修飾が必須と考えられており、そ

の過剰発現に成功したとする報告はこれま

で無い。本研究の目的は、N. oceani HAO の

発現系を構築し、作成した組み換え体を用い

て、推定される HAO による N2O 生成の反応

メカニズムを検証することである。 

 

３．研究の方法 

c 型ヘムを含む高分子量タンパク質の発現

用 宿 主 と し て 実 績 の あ る Shewanella 

oneidensis を用いた系を作成したが、HAO の

発現には成功しなかった。そこで、HAO を持

つ別種の AOB である Nitrosomonas europaea

を宿主として用いることとした。N. oceani の

HAO 遺伝子のプロモーターとシグナル配列

を N. europaea の HAO 遺伝子のものと置き換

えるとともに、塩基配列全長を N. europaea

のコドン頻度を用いて最適化することで、N. 

oceani HAO 発現プラスミドを作成した。 

 

４．研究成果 

今後は（研究期間終了後であるが）、この

プラスミドで N. europaea を形質転換するこ

とで、N. oceani HAO 組み換え体の発現を確

認する。また、H26 年度からサブテーマとし

て開始した、従属栄養的硝化に関する研究で

は、Alcaligenes faecalis からのピルビン酸オキ

シム酸素添加酵素（POD）の精製と遺伝子ク

ローニングを行った。その結果、POD が、解

糖や糖新生に関わるアルドラーゼの相同タ

ンパク質であることを見出した。本来は炭素

間結合の切断や連結を触媒する酵素である

アルドラーゼが、酸素添加反応という、まっ

たく異なる化学反応を触媒するという今回

の発見は、酵素機能の新たな可能性を示して

いる。 
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