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研究成果の概要： 
チオシアネート加水分解酵素(SCNase)は、構造遺伝子下流に存在するアクセサリタンパク質
P15Kによる触媒サブユニットへの金属イオンとシステイン酸化修飾の導入と他のサブユニット
の会合が順に起こることで成熟することを明らかにした。また、SCNaseと類似の立体構造を持
つニトリルヒドラターゼ(NHase)の基質特異性は基質ポケットの構造に依存していて、触媒機構
は保存されていること、NHaseの触媒反応ではシステイン酸化修飾が重要な機能を有することを
明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
チオシアネート(SCN-)は工業廃水に多く含

まれる汚染物質であり、その分解系の研究は
環境保全のための重要な課題の一つである。
チオシアネート加水分解酵素(SCNase)はチオ
シアネート(SCN-)を水和・加水分解してカル
ボニルスルフィド(SCO)とアンモニアにする
酵素であり、チオシアネートを硫酸イオン
（SO4

2-）にまで分解する微生物分解系の第一

段階を触媒する。我々は、SCNaseがニトリル
ヒドラターゼ(NHase)と同一のタンパク質フ
ァミリーを形成することを報告した。NHase
は非コリン型コバルトまたは非ヘム鉄を反応
中心とする金属酵素で、ニトリルの水和反応
を触媒する。アクリルアミドやニコチンアミ
ドの生産に利用される工業的に極めて重要な
酵素であるが、触媒機構は明らかにされてい
ない。NHaseにおいては、金属は触媒サブユ
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ニットであるαサブユニット上の金属結合モ
チーフC1-X-L-C2-S-C3(X＝SまたはT)に結合
し、SerとCys3の２個の主鎖アミド窒素と３個
のCysのイオウ原子が配位し、Cys2とCys3がシ
ステインスルフィン酸(Cys-SO2H)、システイ
ンスルフェン酸(Cys-SOH)に翻訳後修飾され
た特異な反応中心を形成している。 
最近、我々はNHaseファミリーに属する新

規酵素であるSCNaseの構造と機能に関する
研究を開始し、コバルトを含まない不活性な
アポSCNaseと活性のあるホロSCNaseの組換
え体発現系を作製し、天然型とアポ酵素の立
体構造を決定した。その結果、SCNaseは立体
構造レベルでもNHaseと類似しており、Cysの
酸化修飾を含めたコバルト反応中心の構造も
良く保存されていることを明らかにした。 
一方、我々らは、SCNase 遺伝子下流にコー
ドされるタンパク質 P15K は SCNase の組換
え体発現に必須な活性化タンパク質である
ことを明らかにした。P15K を共発現させな
いとアポ SCNaseが発現することから、P15K
はタンパク質への金属の挿入を制御し、シス
テイン配位子の翻訳後修飾にも関与するこ
とが示唆された。同様な活性化タンパク質は
すべてのコバルト型 NHase の遺伝子下流に
もコードされていることから、SCNase とコ
バルト型 NHase の特異なコバルト反応中心
は、特異的に作用する活性化タンパク質によ
る共通のメカニズムによって形成されるこ
とが考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が発見したSCNaseとNHase
に見られる特異なシステイン配位子の酸化
修飾の生成機構を明らかにするとともに、そ
れらの修飾の生理機能を明らかにすること
を研究目的とする。このため、(1)P15K によ
る SCNase の反応中心形成およびサブユニッ
ト集合のメカニズムの解明、 (2)部位特異的
変異体誘発による SCNase 基質特異性の研究、
(3)鉄型 NHase の時間分割結晶構造解析によ
る触媒反応機構の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)P15K による SCNase の反応中心形成およ
びサブユニット集合のメカニズムの解明 
 SCNase ではコバルトイオンはタンパク質
内部に存在している。そのため、コバルトイ
オンの挿入に P15K が関与する場合、その関
与はサブユニットの会合以前に起こる可能
性が高い。そこで、P15Kと SCNase各サブユ

ニットとの相互作用を解析する。得られた結
果をもとに、P15Kと SCNaseサブユニット複
合体の生化学的特性を明らかにする。またこ
の複合体をもとにホロ型 SCNase を再構成し、
サブユニットの会合過程を明らかにする。 
 
(2)部位特異的変異体誘発による SCNase基質
特異性の研究 
 SCNase の基質ポケットには Arg 等の塩基
性残基が集中し、高い正電荷を帯びているの
に対し、NHaseのそれでは Argが芳香属性ア
ミノ酸に置換されており、電気的に中性にな
っている。これは前者の基質が陰イオンであ
るのに対し、後者の基質は疎水性の高いアル
キル基または芳香環を有することに対応し
ていると考えられる。そこで、SCNase の
βArg90 と γArg136 を NHase の相当する Trp
と Pheに置換した変異体を構築し、触媒活性
に対する影響を解析する。 
 
(3)鉄型 NHase の時間分割結晶構造解析によ
る触媒反応機構の解析 
 触媒反応機構を明らかにするためには反
応中間体の構造を知ることが不可欠である。
鉄型 NHase は反応中心である鉄イオンへの
一酸化窒素(NO)の結合と光解離で触媒活性
を制御できる。このことから、不活性な NO
結合型 NHase 結晶を基質存在下で光活性化
することにより、触媒反応の時間分割結晶構
造解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)P15K による SCNase の反応中心形成およ
びサブユニット集合のメカニズムの解明 

SCNase α, β, γサブユニットと P15Kとをそ
れぞれ大腸菌組換え体で共発現させ、Ni 
Chelating クロマトグラフィーにより複合体
形成を解析したところ、γサブユニットと
P15K のみが化学量論比が 1 対 1 の複合体を
形成した。また、培地に CoCl2を添加した条
件で γ サブユニットと P15Kとを共発現させ
たところ、γP15K 複合体[γP15K(+Co)]のほか
に遊離の γ サブユニット[γ(+Co)]が獲得され
た。γP15K(+Co)と γ(+Co)はいずれも Coイオ
ンが結合しており、いずれも触媒中心におけ
るシステイン残基の翻訳後修飾を有してい
た。触媒中心の状態が天然型 SCNase と酷似
していることから、γP15K(+Co)と γ(+Co)は
SCNase が成熟化される過程における中間体
であり、また γ(+Co)は γP15K(+Co)から P15K
が解離したものであると予想された。 



 

 

そこで、γ(+Co)存在下において SCNase α, β
サブユニットを無細胞タンパク質合成で発
現させ、SCNaseを再構成することを試みた。
タンパク質の合成後、Ni Chelatingクロマトグ
ラフィーにより γ(+Co)と複合体を形成した
タンパク質を解析したところ、αβγ複合体と
αγ複合体が確認された(図 1)。また、αγ複合
体は触媒活性を持たなかったが、αβγ複合体
は活性を有していた。このことから α, βの順
で γ (+Co)への結合が起こることにより、Holo
型 SCNase の再構成が行われたことが示され
た。以上の結果から、SCNaseの成熟化過程
において、P15Kは サブユニットと複合体を
形成することで、触媒中心への Co イオンの
結合およびシステイン残基の翻訳後修飾を
促進する機能を持つことが示唆された。その
後 サブユニットから P15K が解離し 、 サ
ブユニットの結合が順に起こることで成熟
化された SCNase が発現すると考えられる
(図 2)。 

 
(2)部位特異的変異体誘発による SCNase基質
特異性の研究 
 3種の SCNase変異体(βR90W、γR136F、
βR90W, γR136F)を作成し、各変異体の大腸菌
による発現系構築後、発現・精製を行った。
全ての変異体は野生型酵素と同じ、(αβγ)4の
ヘテロ 12量体を形成した。生産物の一つで
あるアンモニアを定量することで SCNase活
性を測定したところ、いずれの変異体も全く
触媒活性を示さなかった。そこで、種々のニ

トリルを基質としてインキュベートした後、
逆相HPLCを用いて生成物を定量することで
NHase活性を測定した。その結果、いずれの
酵素も、弱いながらもアミド化合物生成活性
を示すことがわかった。以上の結果から、両
酵素の基質選択性は基質ポケットの環境の
違いにあり、触媒反応機構自体は同様に進行
すると考えられた。 
 
(3)鉄型 NHase の時間分割結晶構造解析によ
る触媒反応機構の解析 
①新規基質の発見 
結晶構造解析で 1データセットを取るのに

要する時間は約 15 分である。従って、kcatが
約 1000 t-1であるニトリル基質の触媒反応を
結晶構造解析で追跡することは不可能であ
る。我々は鉄型 NHaseがイソブチロイソニト
リル（CH3CH(CH3)CH2NC; iBuNC）基質とす
る極めて遅い触媒活性を持つことを見いだ
した。iBuNC の反応生成物を質量分析法と
ATR-FTIR によって解析したところ、イソブ
チルアミン（CH3CH(CH3)CH2NH2; iBuNH2）
と一酸化炭素(CO)であることがわかった。す
なわち、NHaseは(A)に示すように、イソニト
リルをアミンに加水分解する新規な酵素活
性をもつことが判った。 

 
R-NC + H2O → R-NH2 + CO (A) 
 
イソニトリルは極めて高い競争阻害活性

を示すことから、ニトリルと同様の触媒反応
過程を経る可能性が高い。そこで、イソニト
リルを基質として、不活性型の NO 結合型
NHaseに添加することで、触媒反応の時間分
割結晶構造解析を行える可能性が示唆され
た。 
 
②イソニトリル加水分解反応の時間分割結
晶構造解析 
基質としては、安定な tert-ブチルイソニト
リル(tBuNC)を用いた。NO結合型 NHase結晶
に暗所で tBuNCを蒸気拡散によって浸漬さ
せ、冷光照明を照射した後、0（光照射前）, 18, 
120, 340, 440分後に冷却して酵素反応を停止
させ、NO結合型の構造結晶構造(PDB_ID; 
2AHJ)をもとに分子置換法により結晶構造を
決定した。全体構造及び Cys-SO2Hと
Cys-SOHの翻訳後修飾を含めた配位構造は
得られたすべての構造で保存されていた(図
3)。NO結合型酵素では tBuNC由来の電子密
度が基質ポケットに存在し、-NC基はポケッ
ト中の鉄イオンから離れた位置に存在して
いた(図 3A)。光照射 120分後、NOの電子密
度は消失し、tBuNCが鉄イオンに配位した構
造が見出された(図 3B)。tBuNCは鉄に直接配
位して反応すると考えられた。光照射 440分
の基質・酵素複合体では、鉄の第 6配位座に 

図 1. 無細胞タンパク質合成による γ(Co)と複合体を形
成するサブユニットの確認。抗 、 抗体を用いたウェ

スタンブロッティング ①  合成反応液 ; ②  Ni 
Chelatingクロマトグラフィー精製後 

図.2  予想される SCNaseの成熟化機構 



 

 

あった tBuNCのイソシアニド基の電子密度
に変化が生じ、Cys-SOHの Oδ原子の極近傍
に溶媒の水分子由来である新たな電子密度
が観測された(図 3C)。すなわち、この時間に
触媒反応が進行していることが予測された。
そこで、tBuNH2の存在を仮定して 440分の電
子密度図を再計算させたところ、得られた構
造は電子密度図によく一致した(Fig. 3D)。以
上の結果から、tBuNCは金属に直接配位した
後、Cys-SOH配位子の Oδ原子によって活性
化された水分子の求核攻撃を受け、tBuNH2
と COを生じる。両基質の構造の類似点を考
慮すると、ニトリルの水和反応も同様に進行
すると予想される。すなわち、ニトリル基が
金属イオンに配位して活性化された後、
Cys-SOH配位子の Oδ原子によって活性化さ
れた水分子の求核攻撃を受けると予想され
た。 

 
(2)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト。今後の展望。 
本研究では、特異なシステイン酸化修飾を

もつ SCNaseと NHaseの成熟機構と触媒反応
機構について解析した。 
成熟機構については、SCNase 構造遺伝子

下流にコードされているアクセサリタンパ
ク質 P15K が触媒サブユニットであるγと複
合体を形成して金属の挿入と翻訳後修飾を
行い、その後、解離した後、他のサブユニッ
トの会合が起こることを見いだした。近年、
多くの金属タンパク質において金属の挿入
などに関わる金属シャペロンの研究が進め
られている。多くの金属シャペロンは金属を
結合して受け渡す機能をもつのに対し、P15K
は金属結合部位をもたず、単独では特定の立
体構造ももたない全く新規な金属シャペロ
ンである。最近、コバルト型 NHaseにおいて、
P15K のホモログによる成熟機構の興味深い
モデルが報告され、注目されている。本研究
の成果と合わせ、今後、新しい金属シャペロ

ンの機能に関する研究が飛躍的に展開され
ることが期待される。 

NHaseと SCNaseの触媒反応機構に関して
は、部位特異的突然変異体または特異的阻害
剤を用いたタンパク質化学的な研究の他、金
属反応中心の構造を模したモデル錯体や理
論計算など様々な手法によって研究が行わ
れ、Cys-SOH酸化修飾が触媒機能に重要な役
割を果たすことが示唆されている。本研究の
成果は、Cys-SOH配位子の Oδが溶媒の水分
子を活性化して基質に求核攻撃を起こすこ
とを構造学的に明らかにした初めての報告
例である。これにより、NHase 及び SCNase
の触媒反応機構の研究がいっそう促進され
ることが期待される。 

SCNaseも NHaseも我が国の研究者によっ
て発見・命名され、我が国で立体構造が明ら
かにされた酵素である。また、いずれも酵素
も環境に優しい工業を進める上で重要な意
味を持っている。本研究の成果は基礎科学的
なものであるが、今後、同酵素の機能の向上、
利用を促進する上で重要な意味を持つこと
が期待される。 
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