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Research Abstract 脱窒菌Halomonas halodenitrificansはヘムcを有する⼩サブユニットNorCと低スピンヘムb,⾼スピンヘムb_3および⾮ヘム鉄を有する⼤サブユニットNorBから
なるヘテロダイマーコンプレックスである。⼤腸菌を宿主としてNorCを異種発現したところ,N末の膜アンカーが切断された状態で発現したが,ヘムcを含む部分
には影響なく,電⼦移動機能を有していた。同様に,NorBを⼤腸菌を宿主として異種発現させたが,⼀酸化窒素還元機能は⽰さず,サブユニットの個別発現には成功
しなかった。そこで,NorBの発現には,成熟酵素には存在しないORFがコードするNorQ, NorDが関係すると考え,この遺伝⼦も含めて発現系を構築したが,機能の
ある酵素は発現しなかった。次いで,H.halodenitrificans遺伝⼦がコードする総てのNOR遺伝⼦,NorC, NorB, NorQ, NorDを含んだ異種発現系を構築したとこ
ろ,オーセンティックなNorと同じ吸収,MCD, ESRスペクトルを⽰す組換え体が得られた。この組換え体のNO還元活性を測定したところ,微弱ながら,活性を⽰し,
世界で初めてNorの異種発現に成功した。次いで,Norが末端酸化酵素へと分⼦進化する過程を再現するため,⾮ヘム鉄を銅結合部位に変異させることを計画
し,Norとチトクロムオキシダーゼのキメラ酵素の作成を試みたが,キメラ酵素は⾼次構造を適切にとることが出来なかった。この解決⽅法として,組換え体を点変
異させることが計画されるが,異種発現体は酵素の収量が低いことから,研究期間内ではミュータントの作成までには⾄らなかった。異種及び同種発現によるミュ
ータント作成は新しい⼤きなテーマとして設定する計画である。
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