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Research Abstract Halomonas halodenitrificans(旧称Palacoccus halodenitrificans)由来の⼀酸化窒素還元酵素(NOR)の活性中⼼を含むNorBサブユニットをコードするnorB遺伝
⼦をpTrc99Aベクターのtrcプロモーター制御下に連結した発現プラスミドを作製し、ヘム合成能が増強された⼤腸菌Escharichia coli JCB7120株をホストに⽤
いてNorBサブユニットの異種発現を⾏った。嫌気培養によりNorBを発現させた菌体から超⾳波破砕と超遠⼼分離により膜画分を調整し、Nonyl-β-D-glucoside
を⽤いて膜タンパク質を可溶化後、陰イオン交換クロマトグラフィーにより組換え型NorBを部分精製し、その分光学的性質を野⽣型NORと⽐較した。NorB部
分精製標品の吸収スペクトルでは還元型で558,527,422nmにそれぞれα,β,γ吸収帯を⽰し、MCDスペクトルでは酸化体のソーレ領域(420nm)と還元型のQバン
ド領域(560nm)に低スピンヘム鉄の吸収と、還元型のソーレ領域(430nm)に⾼スピンヘム鉄に特徴的な吸収が観察された。これらの吸収は野⽣型NORの低スピ
ンヘムbおよび⾼スピンヘムb_3の吸収とよく類似していた。従って⼤腸菌で異種発現した組換え型NorBは野⽣型NORと同様に2種のB型ヘムを含むことが明ら
かになった。また、組換え型NorBのESRスペクトルではg=3.14,2.27に低スピンヘム鉄(III)に特徴的な斜⽅対称のシグナルと、g=5.99に⾼スピンヘム鉄(III)
のシグナルが確認できたが、⾮ヘム鉄の存在を⽰唆するg=4.26のシグナル強度が野⽣型NORの対応するシグナルより強く、ヘムb_3-⾮ヘム鉄からなる複核中
⼼の酸素架橋構造に違いがあると考えられる。
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