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研究成果の概要（和文）：自然界に存在する重要な環状含硫化合物のC-S結合関連の好熱性酵素

系酵素に関して構造と機能の解析を世界で初めて行った。酵素類としてはC-S結合の形成に至る
酵素系の例としてビオチン生合成系の第1段階反応を触媒する酵素KAPA合成酵素（BioF）、また
C-S結合の開裂に関連の酵素系の例として石油中の大気汚染物質であるジベンゾチオフェン（DBT
）脱硫酵素系の第1及び第2段階反応を触媒する酵素DBTモノオキシゲナーゼ（BdsC）を対象とし
た。前者については常温菌のBioFよりも有用な温度特性、基質特異性の機能が優れていること、
また後者については新規反応の触媒機能を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：The structure and function of thermophilic enzymes related to 
C-S bond formation and cleavage of naturally occuring important cyclic compounds were 
studied for the first time. Targeted enzymes are KAPA synthase (BioF), which is involved 
in the first step of biotin (vitamin H) synthetic pathway, as the model enzyme related 
to C-S bond formation pathway, and dibenzothiophene (DBT) monooxigenase (BdsC), which 
is involoved in the first and second steps of DBT, an air pollutant contained in petroleum, 
as the model enzyme related to C-S bond cleavage pathway. As for the former enzyme, the 
temperature properties and substrate specificities were significantly superior to those 
of known mesophilic organisms. As for the latter enzyme, a useful new reaction was found 
in terms of application. 
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１．研究開始当初の背景 
自然界に存在する環状の含硫化合物 （複素
環硫黄化合物)には、ビオチン（ビタミ H）、
チアミン（ビタミン B1）などのビタミンやペ
ニシリン、セファロスポリン、チオペプチン、
オーレオスリシン、チオルチンなどの抗生物
質に代表される重要な生理活性物質がよく
知られているが、それらだけでなく、石油・
石炭に含まれるジベンゾチオフェン（DBT）
類やチオフェン類に代表される難除去性環
境汚染物質なども挙げられる。 
このように自然界において重要な意義を

有する複素環硫黄化合物がかなり多数存在
するにもかかわらず、その炭素―硫黄（C-S）
チン（図１）の生合成系酵素類（BioW、BioF、

BioA、,BioD、BioB）を、また C-S 結合の開
裂反応に至る酵素系としてのモデルとして
ジベンゾチオフェン（DBT, 図 2）脱硫代謝系
の酵素類（DszC、DszA、DszB）をとりあげた
が、いずれも好熱性微生物由来の好熱性酵
素についての構造と機能については今まで
全く報告がなかった。 
２．研究の目的 
自然界に存在する複素環硫黄化合物の炭素―
硫黄（C-S）結合の形成反応および開裂反応に
関連の一連の酵素類の代表例として、前者に
ついては好熱性微生物のC-S結合形成関連の
酵素系としてのビオチン生合成系酵素（Bio
酵素類）、特に第2段階反応を触媒するBioF酵
素について、および後者についてはジベンゾ
チオフェン（DBT）脱硫微生物のC-S結合の開
裂反応関連の酵素系としてのDBT脱硫代謝系
酵素（Dsz、Bds酵素類）のうちの酵素、特に
第1段階反応を触媒するBdsC酵素についてそ
の構造と機能解析を行う。その解析によって

将来、自然界で重要な役割を演ずる有用な環
状含硫化合物の微生物代謝や環境浄化などの
応用的研究に資する基本データの提供と技術
の確立を目的とした。 
３．研究の方法 
（１）各種好熱菌由来ビオチン生合成系酵
素 BioFの取得 

好熱性細菌 Aquifex aeolicus VF5, 
Symbiobacterium thermophilum IAM1486, 
Thermosynechococcus elongatus BP-1, 
Clostridium thermocellum ATCC2740, 
Geobacillus kaustophilus JCM12893の遺伝
子データベースより大腸菌 bioF遺伝子配列
と相同性の高い遺伝子を PCRによってクロー
ニングし、大腸菌で高発現させた。それらの
bioFと推定された遺伝子を以下ではそれぞ
れ TTHA1582 gene, AqbioF, CltbioF, GkbioF, 
SytbioF および EcbioFとする。これらの遺
伝子を大腸菌に導入しその遺伝子産物タン
パク質を高発現させた。その後各種カラムを
用いてそれらのタンパク質をすべて単一に
精製して本研究に用いた。 
（２）BioF酵素反応の測定方法 
BioF酵素（KAPA合成酵素）の反応を図１に
示す。BioF酵素（KAPA合成酵素）の測定は 
主として図 3に示す酵素反応を指定の温度で
1 h行って生じる反応生成物KAPAの量を
Saccharmyces cerevisiaeを用いる微生物学
的定量法によって測定した。酵素単位 1 unit
は指定された反応条件下で 1 nmol KAPAを生
成させる酵素量とした。また別法として図 3
で示すacyl-CoAから生成するCoASHをEllman
試薬DTNBと反応させてthiophenolate の生
成に伴う 412nmにおける吸光度の減少を
60℃,1 min連続分光学的方法によって測定し
ε412 = 13,600 M

-1·cm-1

（３）DBTモノオキシゲナーゼ（BszC）の取
得 

に基づいてCoASHの生
成量＝反応生成物生成量を算出した。 

 

図 3 KAPA 合成酵素（BioF）反応 
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図１ ビオチン 

 

図 2 ジベンゾチオフェン（DBT） 



 

 

 好熱性 DBT脱硫細菌 Bacillus subtilis 
WU-S2Bの DBTモノオキシゲナーゼ（BszC）遺
伝子 bdsCを大腸菌に導入して培養し BszCを
高発現させた。この高発現大腸菌から BszC
を高度に精製した。 
（４）BdsC活性の測定方法 

図 4に示す BdsC（DBT モノオキシゲナーゼ）

の反応にしたがって、DBT,, FMN,NADHととも

に BdsC精製酵素と他の DBT 脱硫細菌 

Rhodococcus erythropolis D-1の組換え

DszD酵素を加えて 30℃で激しく振とうして

反応を行った。反応液の酢酸エチル抽出液を

HPLC分析しピーク面積から DBTスルホン生成

量を算出した。 

（５）ベンゾチオフェン（BT）化合物及びイ

ンドール化合物に対する BdsC の反応性測定

方法 

BT 類に関しては上記（４）の DBTの代わり
に BT 化合物を加え（４）と同様に反応後酢
酸エチル抽出液を HPLCにかけピーク面積か
ら生成物量を測定した。インドールとその誘
導体を基質に用いた場合は、生成物のインジ
ゴやその誘導体が水に不溶性のためジメチ
ルフォルムアミド（DMF）に溶かしたあとい
くつかの処理をして基質残存量は HPLC で測
定し、生成物は GCMSで分析した（詳細は論
文⑤参照）。 
４．研究成果 

（１）好熱性微生物由来ビオチン生合成系

（Bio 酵素類）の好熱性 BioF 酵素の構造と機

能の解明 

 遺伝子データベース BLAST を用いるバイ
オインフォマティクスの手法から,ビオチン
生合成系酵素 BioF を持つと推定される好熱
菌 A. aeolicus (AqBioF), C. thermocellum 
(CltBioF), G. kaustophilus (GkBioF), 
S.thermophilum (SytBioF),および T. 
elongatus (TseBioF) の 5 種を見いだし、
それぞれの BioF ホモログと推定された遺伝

子のクローニングを行い、組換え大腸菌によ
って高発現された組換え AqBioF, CltBioF, 
GkBioF, SytBioF, および TseBioF 酵素を精製
するとともに, BioF 活性を好熱菌として初め
て検出することに成功した。酵素化学的特性
を検討「した結果、いずれも常温菌の大腸
菌の BioF と比較して至適温度（図 5A）お
よび耐熱性（図 5B）ともに高く、特に
AqBioF が著しく至適温度が高く、BioF 酵
素を含むα-オキソアミン合成酵素ファミ
リーで最も高かった。また各温度での保存

に対しても著しい温度安定性を示すことが
明らかになり、実用的な長所を有すること
がわかった。さらに SytBioF の基質特異性
は広く（表 1）ビオチン中間体アナログ合
成に利用ができる酵素であることがわかっ
た。 
 

 

 

 
図 4 BdsC（DBT モノオキシゲナーゼ）の  

反応 

 

図 5. 好熱菌由来 BioF の温度特性 
A, 最適温度；B, 耐熱性 

 
 

 
 



 

 

 
図 6.  BdsC によるインドール及び各種イ
ンドール誘導体からのインジゴ誘導体合成
の経時変化 
○, indole;  ●, 1-methylindole;  
△, 4-methylindole; ▲, 
5-methylindole;    □, 6-methylindole  

 
図7.  BdsCによるインドールからインジ
ゴ及びインジルビン合成の推定経路 

 

（２）好熱性細菌由来ジベンゾチオフェン

（DBT）脱硫系酵素系の DBT モノオキシゲナ

ーゼ（BdsC）の新しい機能の発見 

 好熱性 DBT 脱硫細菌 Bacillus subtilis 
WU-S2B の bdsC 遺伝子を大腸菌で高発現させ

高度に精製した BdsC を用いて本来の基質で

ある DBT以外の硫黄を含まない各種芳香族化

合物を基質としたときの反応性について検

討した結果、図 6に示すようにインドール及

び各種インドール誘導体から酵素反応が進

むことを見いだした。この結果から DBTモノ

オキシゲナーゼが硫黄を含まない芳香族化

合物も基質とすることができることがわか

った（図 6に記載の化合物以外に 7-メチルイ

ンドール、5-ブロモインドール、5-クロロイ

ンドール、5-メトキシインドールも基質とな

った）。インドール誘導体のなかで特に 5-メ

チルインドールが最も良好な基質となるこ

とがわかった。 

インドールを基質としたとき反応液に水不

溶性の青い物質が生成していることが観察

された。この水不溶性物質を DMF で溶解後、

分光学的な分析を行った結果 インジゴの

標準物質と同じ結果を得た。しかし初発の基

質量と比較してス化学量論的には生成しな

かった。約 20%の収率であった。インジゴ以

外の他の生成物は HPLC では観察されなかっ

た。これは McClay らの報告でも推定してい

るように、インドールからインジゴに至る中

間体は酸素存在下では不安定でさらに他の

分解産物に変化していると思われた。本研究

での BdsC 酵素反応を行うときに激しく振と

うしているのでこの推定が当てはまる。 

上記のインドール誘導体からの生成物はイ

ンドールからインジゴ及びインジルビン合

成の推定経路（図 7）に基づいて、それらの

生成物に相当する誘導体が合成されている

ものと推定される。 
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