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研究成果の概要（和文）：無機硫黄化合物の酵素化学の対象として、まずは硫黄酸化細菌の一種<i>
Acidithiobacillus ferrooxidans</i>由来のテトラチオン酸ハイドロラーゼ（<i>Af</i>-Tth）について研究を
行った。我々は既に本酵素コードする新規な遺伝子を初めて同定し、独自に開発した酸性refoldingによる活性
型酵素の取得とこれの結晶化に成功した。得られた本酵素の結晶を基質であるテトラチオン酸とともにX-線結晶
構造解析することで、そのユニークな反応メカニズムの解明を目指している。本研究では、Af-TthのD325がテト
ラチオン酸を加水分解する重要な残基であることを実証した。

研究成果の概要（英文）：As a target for enzymatic chemistry of inorganic sulfur compounds, we 
studied tetrathionate hydrolase (<i>Af</i>-Tth) from <i>Acidithiobacillus ferrooxidans</i>, one of 
the sulfur-oxidizing bacteria. We have already identified a novel gene encoding this enzyme for the 
first time, and succeeded in obtaining the active form of the recombinant enzyme by acidic refolding
 treatment, which we originally developed, also in crystallizing it. We are now working to elucidate
 the unique reaction mechanism of this enzyme by X-ray crystallographic analysis of the obtained 
crystals together with its substrate, tetrathionate. In this study, we demonstrated that D325 of <i>
Af</i>-Tth is an important residue for hydrolyzing tetrathionate molecule.

研究分野：応用微生物化学

キーワード： 無機硫黄化合物　酵素化学　硫黄酸化細菌　異化的硫黄代謝　環境微生物　脱硫硫黄　独立栄養細菌　
応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
硫黄酸化細菌　A. ferrooxidans 由来のテトラチオン酸ハイドロラーゼは、無機硫黄化合物のテトラチオン酸を
基質として加水分解し、単体硫黄、チオ硫酸および硫酸を生成するユニークな酵素である。この触媒メカニズム
を解明するべく、我々は本酵素のX-線結晶構造解析を行った結果、325番目のアスパラギン酸残基（D325）が基
質の加水分解に関わっていることを実証した。現在まで無機硫黄化合物の代謝に関わる酵素は、ほとんどがシス
テイン残基を介しており、アスパラギン酸残基を触媒とする新たな反応を発見したことは学術的に極めて重要で
ある。また脱硫硫黄の生物的処理への知見を蓄積するため、社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  石油は現代文明を支えるエネルギー基盤である。しかしながら石油を燃料として利用

する場合、大気汚染や酸性雨の原因となる硫黄成分を除去する必要がある。近年は、技術開

発により燃料中の硫黄成分をほぼ 100%除去したサルファフリー燃料として市場に供給され

ているが、一方で除去した硫黄（脱硫硫黄）が国内において余剰状態となり、その処理とい

う新たな問題が生じている。これに対しては、物理的（隔離や埋立）化学的（硫安・農業肥

料への変換）処理などによって凌いでいるのが現状である。世界的な石油消費の増大に伴い、

脱硫硫黄の余剰も深刻化することが懸念されている。このような現状において生物的な硫

黄の処理は現在まで有効な手段が開発されていない。生物的処理については、一般に常温・

常圧、省エネルギー、低コスト、低環境負荷に優れた技術であり、大気中の温室効果ガスの

蓄積による気候変動など様々な環境問題が唱えられる時代において、その重要性がますま

す高まっている。 
  我々は、硫黄を好んで食べる微生物の一種、硫黄酸化細菌を利用した生物的脱硫硫黄の

処理方法を開発することを目指して、このような硫黄酸化細菌の硫黄を消化（代謝）する酵

素の基礎研究を行なった。このような基礎研究は、「無機硫黄化合物の酵素化学」という新

たな学術分野を確立することができ、微生物の代謝における多様性から新たな硫黄の化学

における知見を得ることができる。したがってサイエンスの深化にも大きく貢献すること

も期待できる。既に硫黄酸化細菌の一種である Acidithiobacillus ferrooxidans を研究の対象と

して、本菌由来の極めてユニークな無機硫黄化合物代謝酵素の一つテトラチオン酸ハイド

ロラーゼ（4THase）の精製と性質決定を行い、これをコードする遺伝子（Af-tth）を世界で

初めて同定した。さらに本遺伝子の転写制御に関する研究や大腸菌異種組換え発現、および

独自に開発した酸性 refolding 法による活性型酵素の取得に成功した。またこれを高度に精

製し、様々な条件検討を行った末に結晶化にも成功した。 
 
２．研究の目的 

  本研究課題は、硫黄を好んで食べる硫黄酸化細菌が持つ「硫黄化合物を消化する酵素」

を対象として生化学的・分子生物学的に研究し、個々の酵素の反応機構の解明や代謝におけ

る相互作用等を解明することで、これまでほとんど研究がなされていない無機硫黄化合物

を代謝する酵素の知見を増やし、無機硫黄化合物の酵素化学という新たな研究分野を確立

することを目的として行った。さらには当研究室で分離培養に成功した新種の海洋性硫黄

酸化細菌 SH 株についてもその硫黄代謝と関連酵素の解明を目指して取り組んだ。これらの

理解を深めることで、最終的に石油脱硫硫黄の生物的処理に向けた有効な手段を探索して

いく。 
 
３．研究の方法 

  まずは硫黄酸化細菌の一種 A. ferrooxidans 由来の極めてユニークな酵素、テトラチオン

酸ハイドロラーゼ（Af-Tth）を足掛かりに詳細な解析を行った。本酵素を大腸菌組換え体か

ら封入体として回収後、酸性 refolding 処理によって活性型 Af-Tth を獲得した。これをカラ

ムクロマトグラフィーによって高度に精製し、ハンギングドロップ蒸気拡散法によって結

晶化した。得られた結晶は基質であるテトラチオン酸を浸漬して X-線結晶構造解析するこ

とで、酵素の立体構造を決定するだけでなく、基質の結合部位や活性に関わるアミノ酸残基、

そして生成物の分子についての知見を得ることができる。得られたデータを詳細に解析す

ることで、その反応メカニズムの解明を目指す。本酵素の反応メカニズムを知ることにより、

無機硫黄化合物の酵素化学について知見を蓄積する。そして Af-Tth の生成物であるチオ硫

酸の代謝に関わる酵素の解明や、本菌におけるその他の無機硫黄化合物の代謝関連酵素に



ついても同定し、順次解析を行う。海洋性硫黄酸化細菌 SH 株においては全ゲノム解析を行

い、その代謝関連遺伝子に迫った。 
 
４．研究成果 

(1) X-線結晶構造解析を基にしたテトラチオン酸加水分解メカニズムの解明 
  Af-Tth の結晶に基質であるテトラチオン酸を浸漬処理した後、X-線照射実験を行い、

1.95 オングストロームの解像度で得られたデータを解析した。その結果、生成物と推定され

る硫酸イオンの電子密度を確認し、基質および中間体と考えられる電子密度も確認できた。

これら基質であるテトラチオン酸に由来する電子密度に関与できる距離に本酵素のアスパ

ラギン酸 325（D325）の存在が明らかとなった。そこで、この D325 をアスパラギン残基に

置換した部位特異的変異酵素（Af-Tth D325N）を作成した。本変異酵素も野生株と同様に組

換え発現、酸性 refolding 処理により可溶性タンパク質として獲得できた。しかしながら本

酵素活性は完全に消失しており、この D325 残基が活性に関わる重要な残基であることが分

かった。また本変異酵素（D325N）も X-線結晶構造解析を行い、立体構造において野生型

のものと同一であることも確認しており、この活性の消失は refolding の不具合によるもの

ではないことも証明されている。以上の結果より、本酵素の反応の第一段階において D325
残基が関与した反応機構を解明することができた。図１にその反応メカニズムを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 海洋性硫黄酸化細菌 Acidithiobacillus sp. SH 株の全ゲノム解析 
  当研究室において瀬戸内海（岡山県牛窓沿岸）の海水より分離培養に成功した、２％塩

化ナトリウムを最適な生育に要求する海洋性好酸性硫黄酸化細菌 SH 株について、次世代シ

ーケンサーによる全ゲノム配列の決定とゲノム解析を行った。 
本菌株のゲノムは約 2.9 Mbp であり、2978 遺伝子の内 52 の遺伝子は RNA に関する遺伝子

であり、タンパク質をコードしている遺伝子は 2844 個と推定された。Rubisco 遺伝子を筆

頭にカルビンサイクルに関連すると推定される遺伝子群、硫黄代謝に関わる SOX クラスタ

ーが存在した。さらにテトラチオン酸ハイドロラーゼ遺伝子、２つのチオ硫酸キノン酸化還

元酵素、硫化水素キノン酸化還元酵素などの硫黄代謝関連酵素遺伝子も確認できた。 
 
(3) 海洋性硫黄酸化細菌 Acidithiobacillus sp. SH 株の新規なチオ硫酸キノン酸化還元酵素 
  本研究課題の先行研究において、SH 株のチオ硫酸キノン酸化還元酵素（TQO）の精製

と性質の検討およびコードする遺伝子（SH-tqo）については特定していたが、今回新たに本

菌株の全ゲノム解析結果と照合して本酵素遺伝子のゲノムにおける位置付けとその周辺の

遺伝子、およびこれらを Acidithiobacillus 属近縁種のゲノムと比較解析した。その結果、近

縁種である Acidithiobacillus caldus, および A. thiooxidans のゲノム上に SH-tqo 遺伝子ホモロ

グは存在しなかった。さらに SH-tqo 遺伝子のすぐ下流にはトランスポゾンと相同性を示す

遺伝子が確認でき、この新規な TQO は水平伝播によって本菌株が独自に獲得したことが推

定された。 
 

 
図１．D325が関与する Af-Tthのテトラチオン酸加水分解メカニズム 
D325 によって基質のテトラチオン酸のα位の硫黄原子がプロトン化されることで、
末端のスルホン基が水の求核攻撃を受けて脱離する。これにより硫酸イオンとジ
サルファンモノスルホン酸（DSMSA）が生成する。 

D325 (Acid) D325 D325
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