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研究成果の概要（和文）：有機硫黄化合物として、石油中のジベンゾチオフェン（DBT）、海藻

中のフコイダンを対象とし、これらに作用する酵素の研究を行った。石油燃焼により酸性雨の

原因物質が発生するため、燃焼前の“脱硫”工程は不可欠である。DBT 分解酵素はバイオ脱

硫への応用が可能であり、今回その酵素を遺伝子工学的に改良した。フコイダンは抗ガン作用

等の生理活性を持つ高分子化合物であるが、低分子化により新たな活性を見いだせる可能性が

ある。今回新規フコイダン分解微生物を単離し、酵素活性を検出できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Enzymes acting on dibenzothiophene (DBT) and fucoidan were investigated; 
DBT was contained in petroleum and fucoidan in algae.  Since combustion of petroleum released 
substances for acid rain, “desulfurization” is a necessary step before combustion.  DBT degrading 
enzymes was applicable to biodesulfurization, and the enzyme was improved by genetic engineering 
method in this study.  Fucoidan is a high-molecular-weight compound with physiological activities 
such as anticancer one, and decreasing the molecular weight would lead to finding of new activities.  
Novel fucoidan-degrading microorganisms were isolated, and enzyme activities were detected in this 
study.   
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１．研究開始当初の背景  
（１）バイオ脱硫に関する研究を、難除

去性硫黄化合物のモデルであるジベンゾ

チオフェン（DBT）を用いて実施してき

ており、その過程で  DBT 脱硫代謝系を

構成する個々の酵素反応が、通常の化学

反応では進行しない非常にユニークな反

応であることを明らかにした。なかでも、

脱硫細菌  Rhodococcus erythropolis 由来

で、芳香族化合物から亜硫酸を遊離させ

る  2’-ヒドロキシビフェニル  2-スルフィ

ン酸デスルフィナーゼ（DszB）は、アミ



ノ酸配列のホモロジー検索の結果、既知

のどのタンパク質とも相同性がなく、基

質の炭素―硫黄結合を開裂する際に補酵

素や他のタンパク質を必要としないこと

が明らかにされていた。さらに反応に関

与すると推定されるアミノ酸残基から今

までにほとんど報告のないタイプの炭素

―硫黄結合を開裂する加水分解酵素であ

ると考えられた。  
 
（ ２ ） 高 温 性 脱 硫 細 菌  Bacillius sp. 
WU-S2B 由来の  DBT モノオキシゲナ

ーゼ（BdsC）を高発現する組み換え大腸

菌が、培養時において酵素の発現ととも

に青色に変色する現象をきっかけに、

BdsC がインドールにも作用することを

酵素的に明らかにした。この事実は、DBT 
脱硫酵素群が  DBT 以外の化合物にも作

用しうることを示唆していた。  
 
（３）硫酸化された多糖類の多くは生理

活性を有しており、分子量ならびに硫酸

化度と生理活性の相関性が注目を集めて

いた。  
 
２．研究の目的  
（１）DBT の微生物脱硫には、脱硫菌

R. erythropolis の場合  DBT モノオキシ

ゲナーゼ（DszC）、DBT スルホンモノオ

キシゲナーゼ（DszA）および、先述した  
DszB が関与している。そのなかでも  
DszB は活性や安定性が他の脱硫酵素と

比べて非常に低いため、脱硫酵素系の律

速段階となっている。そこで、解明され

たばかりの  DszB の立体構造解析の結

果を基にさまざまな変異酵素を構築し、

欠点を克服した酵素への機能改変を実施

することにした。そして、得られた変異

酵素の酵素化学的性質の解明、および  
DBT 脱硫酵素反応への適用を行うこと

にした。  
 また、DszC、DszA も  DszB 同様ユニ

ークな反応を触媒し、これら酵素と同じ

反応を触媒する酵素の立体構造の解析は

なされていないことから、三次元構造の

決定は意義深いものと考えられた。そし

て、DszB と同様これらについても、構

造解析は進行しつつあった。そこで、解

析結果から、酵素分子内において基質が

結合する空間ならびに基質と直接相互作

用をしているアミノ酸残基を同定し、こ

のアミノ酸残基を他の残基へ置換した変

異酵素を作成することにした。立体構造

解析については、東京大学の田之倉研究

室と協力して進めることにした。  
 
（２）先述した  DszC、DszA、DszB の
基質特異性は、それまでの検討から非常

に狭いという結果が得られていた。また、

高温性脱硫細菌  Bacillius sp. WU-S2B 由
来で同じ反応を触媒する  BdsC、BdsA、

BdsB についても基質特異性は狭いと考

えられていた。ただし、基質特異性の検

討は微生物脱硫という観点からにとどま

っており、DBT 環を有する化合物のみを

対象としていた。そこで、本研究では、

DBT 脱硫酵素が基質として利用できる

物質の検索について、芳香族化合物を中

心として幅広く行い、これら酵素の真の

基質に迫るとともに、酵素の利用価値の

拡大を図ることにした。  
 
（３）硫酸化多糖を単一炭素源、単一硫

黄源として生育する微生物菌株の検索を

行うことにした。そして、得られた菌株

に含まれる低分子化酵素、脱硫酸化酵素

を用いて、炭素－硫黄結合の開裂と形成

反応を検討することにした。  
 
３．研究の方法  
（１）DszBの立体構造から、Cys 27 を中

心とした活性部位近傍に位置するアミノ

酸残基ならびに、酵素と基質との相互作

用に関与するアミノ酸残基がいくつか同

定できていた。一方、今までに  DszB と
同じ反応を触媒する酵素として好熱性脱

硫細菌である  Bacillus sp. WU-S2B 由来

の  BdsB、Paenibacillus sp. A11-2 由来の  
TdsB が知られている。そこでまず、これ

ら三者のアミノ酸配列を比較し、異なっ

ている残基は  DszB のアミノ酸残基を  
BdsB あるいは  TdsB の残基に置換した。

さらに、基質との相互作用が想定される

残基については集中的にアミノ酸置換を

行った。  
 得られた変異脱硫酵素遺伝子の大腸菌

内での発現は、シャペロニン遺伝子、

groEL-groES との共発現を  25℃で行っ



た。そして、無細胞抽出液中の酵素活性

の確認を行うとともに、酵素の熱安定性

や至適反応温度を測定した。  
 一つのアミノ酸置換による酵素の特性

改良がいくつか確認できれば、それらを

組み合わせた多重変異酵素の作成も実施

した。そして改良型酵素を発現する変異

型  dszABC を構築し、まずは大腸菌へ導

入した。DszC、DszA の活性発現に必要

なフラビンレダクターゼ遺伝子も同時に

導入した。作成した組換え株の菌体を用

いて  DBT を基質とした休止菌体反応を

実施し、野生型  dszABC を発現させた大

腸菌と、反応温度、反応速度などの比較

検討を行った。  
 決定された  DszC、DszA の立体構造と

類似したタンパク質を検索し、それらタ

ンパク質の活性中心に位置するアミノ酸

を置換した変異型酵素遺伝子を構築し、

大腸菌での発現、酵素活性の測定を実施

した。  
 
（２）BdsC の場合はインドールに作用

することが明らかにされており、DBT 以
外の類似化合物への反応性が示されてい

た。そこで、DBT の構造類似体、各種多

環芳香族化合物を基質として、DszC、

BdsC あるいは  DszA 、BdsA の発現株

の菌体反応を実施し、これら酵素の基質

の探索を網羅的に行った。  
 
（３）フコイダンを単一炭素源、単一硫

黄源とする培地にさまざまな土壌サンプ

ル、海洋由来サンプルを接種し、集積培

養を繰り返し実施し、平板培地上で菌株

の単離を行った。得られた菌株の培養液

上清あるいは無細胞抽出液を粗酵素とし

て、フコイダンを基質とした酵素反応を

行い、HPLC により分子量の低下を評価

した。  
 
４．研究成果 

（１）研究目的の項目においても述べた

ように、DszB の活性中心付近のアミノ

酸配列と好熱性脱硫細菌由来の  BdsB、

TdsB のアミノ酸配列を比較し、異なっ

ている残基について、DszB のアミノ酸

残基を  BdsB あるいは  TdsB の残基に

置換し、変異酵素タンパク質を大腸菌内

で発現させ、酵素活性を測定した。その

結果、変異酵素  Y63F は比活性が  352 
units/mg で あ り 、 野 生 型 酵 素 （ 184 
units/mg）の  2 倍になった。一方、変異

酵素  Q65H の比活性は野生型酵素の半

分であったが、熱安定性（35℃、30 分熱

処理後も残存活性  60%）が野生型酵素

（35℃、30 分熱処理後の残存活性  5%以

下）に比べて高くなった。そこで、二重

変異酵素  Y63F-Q65H を作成したところ、

野生型酵素に比べて比活性の低下はなく、

熱安定性は  Q65H と同程度上昇してい

た。基質に対する親和性は野生型酵素と

変わりなく、従って触媒活性（kcat/Km）

も野生型酵素と同じであった。本研究に

より、立体構造情報から酵素特性を改良

するために最適と予測されるアミノ酸置

換を実施し、予想通りに性質が改良され

た変異酵素を得ることができた。同様の

手法で他の脱硫酵素についても特性改良

を行うことできると考えられた。  
 DszC の構造が明らかになり、アミノ

酸配列の相同性が高いアシル  CoA デヒ

ドロゲナーゼと立体構造も似ていること

がわかった。また、第二段階を触媒する  
DBT スルホンモノオキシゲナーゼに関

しては、BdsAの構造が明らかになり、ア

ルカンスルホン酸モノオキシゲナーゼと

類似した構造をしていることがわかった。

これら 2つの酵素タンパク質の活性中

心と推定されるアミノ酸残基を変換し

たところ、活性を失うことが確認でき

た。ただ、アミノ酸置換による特性改

良を実施するには至らなかった。  
 
（２）好熱性脱硫細菌  B. subtilis WU-S2B 
由 来 の  DBT モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ

（BdsC）は、インドールに作用し、イン

ジゴ生成反応を触媒する。そこで、 BdsC 
な ら び に 同 じ く  DBT を 基 質 と す る  
DszC について、インドール誘導体、ベ

ンゾチオフェン（BT）ならびにその誘導

体への反応性を詳細に検討した。その結

果、BdsC はこれらの化合物を基質にで

きる一方、DszC は  BT に対しては作用

するが、インドールには全く活性を持た

ないことを明らかにした。BdsC に関し

ては、インドール誘導体の中では特に  5-
メチルインドールに対する活性がインド



ールよりも高いことや、2-メチル  BT に
対する活性は  DBTの2倍に達することが

明らかになった。このように、BdsC の
新たな反応性を示すことができた。一方、

DszA、BdsA に関しては、テストを行っ

た中で活性を示した化合物を見いだすこ

とはできなかった。  
 
（３）硫酸化された多糖としてオキナワ

モズクが生産するフコイダンを材料とし

た研究を実施した。さまざまな分離源を

用いてフコイダンを分解資化できる微生

物をスクリーニングし、3種類の微生物菌

株を海洋環境から単離できた。それぞれ

の菌株の  16S rRNA 遺伝子配列の結果

か ら 、 こ れ ら の う ち  1 株 は  
Flavobacterium 属 細 菌 、 2 株 は  
Luteolibacter 属細菌であると考えられた。

後者  2 株は難培養性微生物であるとさ

れており、LB 培地では生育は認められ

なかった。3菌株ともフコイダン分解酵素

は菌体内に存在し、フコイダンの低分子

化が  HPLC により確認できるとともに

還元末端の遊離を検出することができた。

培養上清に酵素活性は全く見いだせなか

った。また、酵素的な硫酸基の遊離も同

時に起こることが明らかになった。これ

らの菌株はグルコースを単一炭素源とし

ても生育するが、フコイダン分解酵素の

生産はグルコースによって抑制を受けた。

さらに、フコイダン以外の海藻由来の特

徴的な多糖であるアルギン酸やカラギー

ナンを単一炭素源として生育することは

できず、フコイダン分解酵素、脱硫酸化

酵素ともに、フコイダンによって誘導的

に生産されることが示唆された。 
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