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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
 カビや放線菌は従来、好気的生物と考えられていた。研究代表者は真核生物で初めてとなるカビの脱

窒を始め、共脱窒、アンモニア発酵など、これら微生物による新規窒素異化代謝を幾つか発見した。そ

の結果、土壌に生息する一般的なカビや放線菌は窒素を利用した多彩なエネルギー代謝系を持つこと（下

式）と、それ故にこれら微生物が実は様々な通気環境に適応可能な通性嫌気性菌であることが明らかと

なった。本基盤研究ではこれら新規窒素代謝の分子レベルでの機構解明を行う。 
(1) NO3− ⇨  NO2− ⇨  NO ⇨  N2O(⇨  N2)（脱窒；ミトコンドリア嫌気呼吸） 
(2) NO3− ⇨  NO2− ⇨  NH3 （アンモニア発酵；基質レベルのリン酸化による ATP生成） 
(3)RNH2（有機態窒素または NH4+）+ NO2− ⇨  N2 （共脱窒；hybridの N2生成） 
(4)RNH2（有機態窒素） ⇨  NO2− ＋NH4+ ⇨  N2 （有機態窒素からの脱窒） 
(1)真菌脱窒系：これまで行ってきた糸状菌 Fusarium oxysporumなどの脱窒系（上式(1)）解明をさらに
進め、細菌脱窒系との比較により真核生物と原核生物の硝酸呼吸系のは進化的関連を明らかにする。 
(2) アンモニア発酵（上式(2)）：脱窒真菌 F. oxysporum が脱窒よりもさらに嫌気条件で別の硝酸代謝を
行うことが発見された。この真核生物で初めてのエネルギー代謝に関わる酵素系を明らかにする。 
(3) 共脱窒：糸状菌と放線菌に初めて見出された興味深い現象、共脱窒(codenitrification)（上式(3)）は
脱窒活性と同時に誘導される。放線菌では共脱窒による N2生成活性の方が遥かに強い。 
(4) 有機態窒素からの脱窒：ある種の放線菌はアミノ酸など有機態窒素から亜硝酸とアンモニアを生成
し、培地中に蓄積する。さらにこの両者から hybridの N2を生成する（上式(4)）。この現象は通気（酸素）
では抑制されず、グルコースで強く抑制される。まったく新しいタイプのエネルギー代謝であることが

予想される。 
(5) その他の試みとして、窒素固定真菌の検索と真菌 Stickland反応の解析を行う。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
(1) 真菌脱窒系の解明：脱窒真菌 Fusarium oxysporum におけるミトコンドリア脱窒系は微好気条件で
誘導され、脱窒による嫌気呼吸とシトクロムオキシダーゼによる好気呼吸が並行して働く、ハイブリッ
ド呼吸と呼べる新たな呼吸形態をとることを明らかにした。また硝酸塩還元酵素への電子供給系である
ギ酸脱水素酵素へのギ酸供給系として働くピルビン酸-ギ酸リアーゼの存在を明らかにした。この経路は
これまで大腸菌の嫌気呼吸系でしか知られておらず、脱窒細菌ですら報告が無い。それが真核生物であ
るカビに見出されたことは驚くべきことである。Cylindrocarpon tonkinenseは硝酸塩を脱窒できないと
思われていたが、条件によっては同化型の硝酸塩還元酵素の関与により硝酸塩を脱窒できることが見出
された。従来、硝酸同化系と硝酸異化（呼吸）系は互いに無縁であると考えられ、接点が無かったが、
この結果は脱窒に同化系の酵素が関わることを示した初めての例である。また、下記アンモニア発酵の
例と合わせ、硝酸同化系の硝酸塩還元酵素および亜硝酸塩還元酵素が異化的に（ATP 生産のために）使
われる例を我々は世界で初めて、しかも 2例も発見した。 
 さらに本研究の最大の成果の一つは、脱窒真菌 C. tonkinense およびゲノム解析の終了した麹カビ
(Aspergillus oryzae)から異化型亜硝酸塩還元酵素遺伝子(nirK)を単離できたことである。A. oryzaeの遺
伝子を大腸菌で発現し、異化型亜硝酸塩還元酵素活性を確認した。また A. oryzae用の高発現ベグターに
組み込んで発現させることにより、脱窒活性の顕著な上昇を示した。現在、遺伝子破壊株の取得を試み
ている。 
 カビ脱窒に一酸化窒素(NO)還元酵素として関与する P450norの構造・反応機構の解明においても大き
な成果が得られた。本 P450は、NAD(P)Hから直接電子を受け取ると言う、生体電子伝達のセントラル
ドグマに反する反応を行う。NADHアナログとの複合体の結晶化および構造解析に成功し、NADHから
P450norへのハイドライド直接伝達の機構を明らかにした。 
(2) アンモニア発酵：アンモニア発酵とは、硝酸塩のアンモニアへの還元が呼吸や同化ではなく、基質レ
ベルのリン酸化（発酵）に共役するというユニークなエネルギー代謝であり、これも我々のオリジナル
な発見である。既に酵素活性の面から、アンモニア発酵における硝酸塩の還元に同化型の硝酸塩および
亜硝酸塩還元酵素が関与することを明らかにしたが、新たに、niaD（同化型硝酸塩還元酵素遺伝子）破
壊株を用いてこのことを遺伝子の面から証明した。さらにアンモニア発酵における ATP生産過程である
アセチル CoAの酢酸への分解系のユニークな調節機構を明らかにした。 
(3) 共脱窒反応の解明：共脱窒はカビで初めて発見されたユニークな現象で、亜硝酸と他の窒素化合物か
らハイブリッドの二原子窒素(N2)あるいは亜酸化窒素(N2O)を生じる。共脱窒活性の強い Fusarium 
solaniなどの共脱窒現象を詳しく検討した。その結果、共脱窒産物のタイプ（N2か N2Oか）はカビの種
類ではなく共脱窒基質（亜硝酸塩の相方）の種類で決まること、生菌による共脱窒がロテノン、アンチ
マイシン、シアンなどの呼吸阻害剤で強く阻害されることを明らかにした。この結果は、共脱窒が化学
反応で起こるのではなく、生体反応であることを強く支持する。さらに、精製 P450norが NOとアザイ
ド（またはアンモニウム塩）から N2Oを生じる強い活性をもつことを見出した。従って少なくとも N2O
を生じる共脱窒においては、直接の基質は亜硝酸塩ではなく NOであり、その反応は P450norにより触
媒されることを明らかにした。 
(4) 放線菌による有機態窒素の無機化：有機態窒素を多く含む培地（無機窒素は含まない）で放線菌を培
養すると、培地中にアンモニアと亜硝酸を蓄積するという興味深い現象を見出している。この有機態窒
素の無機化現象は、新規のエネルギー代謝であることを作業仮説として解明を試みている。亜硝酸の蓄
積には、NO合成酵素(NOS)、フラボヘモグロビン(Fhb; NO dioxygenase)、異化型硝酸塩還元酵素など
の関与を予想している。これまでに Fhbの精製と誘導条件の検討、NOS遺伝子破壊の影響、などの検討
を行った。Fhb は非常に多くの細菌や真核微生物に普遍的に存在するが、その生理機能に関してはよく
分かっていない。NO ストレスで誘導されるという、大腸菌の結果があるだけである。我々は放線菌の
Fhbが NOストレスと無関係に生産されることを示し、エネルギー代謝への関与を示唆した。 
(5) その他のサブテーマ：新しい窒素固定菌の検索を行っている。カビや酵母にいくつかの候補を見出し
ている。無窒素培地で 15N2を菌体に有意に取り込むカビ 2株を単離した。現在の常識では、窒素固定を
行う生物は細菌のみであるので、これら真核微生物の窒素固定能の解明は大きなインパクトを発する可
能性がある。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
 (1) P450nor-NADHアナログ複合体の結晶構造の解明：カビ脱窒系に NO還元酵素(Nor)として関与す
るシトクロム P450nor は NAD(P)H から直接電子を受け取ることで知られる。これまで
ligand-free(resting), CO-bound, NO-bound formsなどの結晶構造が解かれていた。その結果、異常な機
能を示すにもかかわらず、P450norの構造は他の P450スーパーファミリーメンバーの構造とよく似てい
た。しかし NADHからヘムへの直接電子伝達という他に例のない機構の解明には NADHあるいはその
アナログとの複合体の構造解明が不可欠であった。P450norと NADアナログであるニコチン酸アデニン
ジヌクレオチド(NAAD)との複合体の結晶化および X線結晶構造解析に成功した（投稿中）。その結果、
NADHから NO-ヘム複合体への立体特異的ヒドリドイオン(H-)伝達の興味深い機構が明らかとなった。 
(2) カビ脱窒系酵素遺伝子の発見：脱窒真菌 C. tonkinenseおよび麹カビ(Aspergillus oryzae)から、細菌
脱窒系の脱窒酵素である銅含有型亜硝酸塩還元酵素遺伝子(nirK)のホモログを単離することに成功した。
A. oryzaeの nirKを大腸菌にクローニングし、発現させたタンパク質は NADH-PMS（人工電子供与系）
依存の亜硝酸塩還元活性や銅キレーターによる強い阻害など、細菌酵素と同様の性質を示した。また nirK
を A. oryzaeで高発現させると脱窒活性が数十倍増加した。現在 nirKの遺伝子破壊を試みている。さら
に nirK以外にも脱窒酵素遺伝子候補を発見している。研究代表者は真核微生物（カビ）脱窒の発見者と
して認知されつつある。しかし未だカビの脱窒を、何か artificialな現象の結果ではないかと疑っている
研究者も多い。これまでカビ脱窒系構成成分のうち、遺伝子レベルの解明がなされたものは P450norの
みであった。このカビの Norは細菌脱窒系の Nor(cytochrome cb)とは性質が異なり、また呼吸鎖には連
結していない（NADH から直接電子を受取る）ため、カビ脱窒の生理的意義の証明には脱窒の他のステ
ップに関わる酵素遺伝子の取得と解明が必須であった。上記の preliminary な結果は、カビに発見され
た nirKホモログが細菌脱窒系遺伝子の counterpartであることを確信させるに足るものである。細菌脱
窒系構成成分と起源を一つにするカビ遺伝子の発見は、カビの脱窒が細菌系と同様の生理的意義（嫌気
呼吸）をもつことを最終的に証明するものであり、研究代表者のオリジナルな発見であるカビ脱窒を世
界的に認知させる重要な成果となろう。 
(3) 同化型硝酸還元系の硝酸異化代謝への関与：教科書にも記載されているように、生物の硝酸還元系は
同化型と異化型に大別される。同化型還元は植物と微生物で知られ、硝酸塩を亜硝酸を経てアンモニア
に還元する系である。その後アンモニアとなった窒素はグルタミン合成酵素などにより有機態窒素とな
り、細胞成分となる。この同化型還元系には同化型硝酸塩(aNar)および亜硝酸塩還元酵素(aNir)が関与す
る。一方異化型は硝酸呼吸とも呼ばれ、嫌気呼吸として働く。我々のカビ脱窒やアンモニア発酵の発見
以前は、異化型硝酸還元は細菌でしか知られていなかった。異化型還元系にも同名の酵素が関与するが、
異化型の硝酸塩および亜硝酸塩還元酵素(dNar, dNir)と呼んで区別する。これら同化型と異化型の還元酵
素は電子供与体と目的が異なり、またタンパク的にも異なっている。これまで硝酸同化系と硝酸異化代
謝系とは互いに無縁であると考えられており、接点は無かった。我々はアンモニア発酵という新たな硝
酸還元系を多くのカビに見出したが、硝酸塩のアンモニアへの還元が呼吸ではなく基質レベルのリン酸
化による ATP 生産に共役することを明らかにした。そしてこの硝酸還元に aNar および aNir の関与を
酵素活性の面から示していた。本研究では、Aspergillus nidulansの aNar遺伝子(niaD)破壊株がアンモ
ニア発酵能を失うことを示し、同化型酵素の硝酸異化（ATP 生産のための）代謝への関与を遺伝子の面
からも証明した。さらに脱窒カビ Cylindrocarpon tonkinense は亜硝酸からしか脱窒できないと思われ
ていたが、条件によっては硝酸塩も脱窒できることが判明し、硝酸塩から亜硝酸塩への還元に aNarの関
与が示唆されている。現在 niaD 破壊株を作成中である。近年植物の aNar が Nir 活性（亜硝酸塩から
NO生成）を示すことが見出されているが、この活性の生理的意義は不明である。少なくともエネルギー
代謝としての意義は示されていない。本研究によるカビアンモニア発酵や脱窒における結果は、硝酸同
化系の硝酸異化代謝への関与を示す初めての例である。 
(4) 真菌（カビ、酵母）の新たな窒素固定菌発見の可能性：窒素サイクルを構成する 3過程は窒素固定、
硝化および脱窒である。近年、硝化と脱窒に真核生物の関与が発見されたが、これまで窒素固定に真核
生物の関与を明確に示した例はない。唯一、カビ菌体内に共生する窒素固定細菌の報告がある。本研究
により、15N2由来の窒素を菌体内に取り込むカビ、酵母が 2～3種発見されている。これら真核微生物の
窒素固定反応の解明は、重要発見につながる可能性をもつ。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（発表予定のものを記入することも可能。）
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